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Pe3nme:

Iogaum 0 IOKTOPCKOj IUCePTALUjH

ap Anekcanapa IlaBmosuh, pemoBHu mnpodecop Ilpupomno-
MaTeMaTHUKor (akynrera YHuBep3uteTa y Humry

Ontummsanuja u Bamupanuja ICP-OES Meroge w 1ukinyHe
BOJITAMETPHje 3a  ojpehuBame  CJIeMEHTHOr  cacTaBa U
AHTHOKCHIATUBHE aKTUBHOCTH 0/1a0paHUX COPTH jarogacTtor Boha

Y OKBUPY OBE IOKTOPCKE JMCepTaIije U3BPIICHA j€ ONTUMHU3AIIH]a
u Banunaanuja ICP-OES merone y nuby onpehuBama enemMeHTHOT
cacrtaBa y30paka jaroja, KyrnuHa, MaJllMHa ¥ OOpOBHMIIA. Ta4yHOCT
ICP-OES metone je y oncery ox 94,61% no 103,6%. [Ipeunsnoct
Metone je y omcery oa 2,48% mno 7,60%. On makpoenemeHaTa,
Haj3actymbennju je K, a morom cnmeme Ca, P, Mg u Na.
AHanu3upaHu y30pLU C€ OJUIMKY]y BpPJIO HHUCKHM CaJpKajeM
HaTpujyma. O MUKpoeseMeHaTa, Haj3acTYIJbeHUjU je Mn, a 3aTum
ciene Fe, Cu, Znwu Si. Caapxaj Al, Cd u Pb y cBum ananu3upanum
y30plrMa Boha je MCHOJ MPOMUCAaHUX TPaHUIIA U HE MPEACTaBIba
PU3HK TIO 3/IpaBJbe JbyIU. APCeH U OapHjyM HUCY JIETEKTOBAHU Yy

aHAJM3UPAHUM y30pIHMA. [TpumeHnoM UV/Vis
cniekrooromeTpuje, onpeheH je canpikaj YKymHUX MOTH(EHOTHIX
jenumema,  (iIaBoHOMZAa WM YKYINHUX  aHTOLIMjaHa Y

KHACEJIIOMETAHOIHUM, MeTaHoaHuM, 96% etanomuuMm, 60%
€TaHOIIHUM, BOJCHMM W alleTOHCKMM eKcTpaktuMma. Hajsehu
caZpkaj] YKYIHUX TONMM(PEHOIHUX JeIubea, (raBoHOMIA U
YKYITHUX aHTolMjaHa 3a0elexeH je Yy KHUCEIOMETaHOJIHUM
excTpaktuMa. Takole, crMTaHa je aHTHOKCHJIATHBHA aKTHBHOCT
MIOMEHYTHX eKCTpakaTa MPUMEHOM CHEeKTPO(OTOMETPH]CKUX
tectoBa (ABTS, DPPH, FRAP u RP). Hajsehy antnokcumaTiuBHy
aKTUBHOCT MOKAa3aJIi Cy y30pIK OOPOBHHUIIA, TOTOM KyIMHA, MaJluHa
U Ha Kpajy jaroja. 3aTuUM, U3BpIIEHA je ONTHUMM3alMja PaTHUX
ycioBa (Op3uHe ckeHupama U PH BpeaHOCTH pacTBOpa y30paka) y
UMby TPUMEHE  EJIEeKTPOXEMHJCKE MeToAe -  LUKINYHE
BOJITAMETpHje 3a ojpehuBame aHTHOKCUAATUBHE AKTUBHOCTHU
UCIHUTHBAaHUX y30paka. Ha IMKINYHUM BoJITaMOrpaMUMa 3anakeHa
cy 4 nuka. [IpBu aHOJJHM MUK HA BpEIHOCTUMA MOTEHIIH]jajia u3Mely
0,310 V u 0,350 V mocneaumna je okcupanuje ¢raBoHONA
(KBepLIETHHA U HEroBUX INIMKO3uAa) U Kadene kucenune. [pyruy,
Tpehu 1 YeTBPTH aHOJHU MUK Ha noteHIujanuma usmehy 0,426 V u
0,444 V, 0,524 V u 0,540 V, oxgnocuo 0,638 V u 0,756 V, mory ce
MPUITACATH aHTOIMjaHUMa W XHUIPOKCHIIMMETHHM KHCEIHMHaMa
(bepynmHOj M KymapHO] KHCENHWHH). BHCOK CTEleH MO3UTHBHE
Kopenaruje MOCTOJH n3mehy IOOHjeHUX pe3ynTara
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Optimization and validation of the ICP-OES method and cyclic
voltammetry for determination of the elemental composition and
antioxidant activity of selected varieties of berries

Within this doctoral dissertation, the optimization and validation of the
ICP-OES method was performed in order to determine the elemental
composition of strawberries, blackberries, raspberries and blueberries.
The accuracy of the ICP-OES method ranges from 94.61% to 103.6%.
The accuracy of the method ranges from 2.48% to 7.60%. The most
abundant macroelement in analyzed samples was K, followed by Ca,
P, Mg and Na. The analyzed samples are characterized by a very low
sodium content. The most abundant microelement was Mn, followed
by Fe, Cu, Zn and Si. The content of Al, Cd and Pb in all analyzed
fruit samples was below the prescribed limits and did not pose a risk
to human health. The content of total polyphenolic compounds,
flavonoids and total anthocyanins in acid methanolic, methanolic, 96%
ethanolic, 60% ethanolic, aqueous and acetone extracts was
determined by UV/Vis spectrophotometry. The highest content of total
polyphenolic compounds, flavonoids and total anthocyanins was
detected in acidified methanol extracts. The antioxidant activity of all
mentioned extracts was examined by spectrophotometric assays
(ABTS, DPPH, FRAP and RP). Blueberry samples exibited the
highest antioxidant activity, followed by blackberries, raspberries and
strawberries. Optimization of working conditions (scanning speed and
pH value of the sample solutions) in cyclic voltammetry was
performed in order to determine the antioxidant activity of the samples
by electrochemical method. There were 4 peaks observed on cyclic
voltammograms. The first anodic peak at potential between 0.310 V
and 0.350 V in cyclic voltammograms is due to the oxidation of
flavonols (quercetin and its glycosides) and caffeic acid. The second,
third and fourth anodic peaks at potentials between 0.426 V and 0.444
V, 0.524 V and 0.540 V, and 0.638 V and 0.756 V, respectively, can
be attributed to anthocyanins and hydroxycinnamic acids (ferulic and
coumaric acid). A high degree of positive correlation was observed
between electrochemical and spectrophotometric in vitro methods for
antioxidant activity determination. Identification and quantification of
individual polyphenolic compounds (caffeic, ferulic, coumaric and
ellagic acids; rutin, kaempferol, quercetin and their glycosides;
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glycosides of cyanidin, pelargonidine, delfinidine, peonidine,
petunidine and malvidin) was performed by HPLC method. The
kinetics of thermal degradation of total anthocyanins in berry jams
with higher and lower sugar content was investigated. Activation
energies (Ea) of thermal degradation reactions of total anthocyanins at
high temperatures (90-105 °C) were calculated. The stability of
individual anthocyanins in fruit jams was monitored by HPLC. In
order to differentiate the tested samples on the basis of the content of
elements and individual polyphenolic compounds, as well as on the
basis of antioxidant activity, correlation analysis, principal component
analysis (PCA) and cluster analysis (CA) were applied.
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Baxna nanmomeHa,
BH:

HcrpaxuBama y OKBUPY OBE TOKTOPCKE TUCEpTanyje Cy (PMHAHCHpaHa
oIl cTpaHe MUHHCTapCTBa MPOCBETE, HAYKE W TEXHOJOIIKOT pa3Boja
Penyonuke CpOuje, y okBupy mpojekara ,IlpupogHu mpou3BoaH
Ompaka W JIMINAjeBa: HW30JIOBamke, HACHTH(PHUKAIMja, Onomomka
aKTUBHOCT 1 TIpuMeHa'", eBuAeHnnoHu 0poj 172047 u ,,IIpeBenTnBHM,
TEPanmujCKM M eTHYKH MPUCTYN TNPEKIMHHYKMM W  KIHHAYKHM
UCTpaXMBambUMa reHa U MOJlyJIaTopa peokc hemujcke CUrHanu3anije
Yy HWMYHCKOM, HH()IAMATOPHOM W MNPOJU(PEPATHBHOM OJATOBOPY
henuje”, esugenunonn Opoj 41018, xao u Ha ocHOBY YroBOpa O
peanuzanuju u punancupamwy HIUO 6poj 451-03-68/2020-14/200124,
6poj 451-03-9/2021-14/200124 u 6poj 451-03-68/2022-14/200124.
UcrpaxxuBame y OKBHPY OBE AWcCepTanuje je (PUHAHCHPAHO H OJ
cpeacTaBa Koje je MuHUCTapcTBO yrutahnBajao Ha UME MaTepHjaTHUuX
TPOIIKOBA 3a MoKpuhe paja cTUNeHarnCcTe MHHUCTApCTBA HA MPOjEKTY.

Wzson, U3:

Y oKkBUpY OBe TOKTOPCKE JUCEpTaldje U3BPIICHA je ONTHUMHU3AlHja ’
Bamupainyja ICP-OES wmerone y mwby oapehuBama eIeMEHTHOT
cacTaBa y30paka jaroja, KyrnviHa, MajauHa u ooposnumna. Taunoct |CP-
OES wmetoze je y oncery ox 94,61% no 103,6%. I[IpeunsHoct merome
je 'y omcery om 248% pmo 7,60%. Op wmakpoeneMeHarTa,
Haj3acTymbeHuju je K, a motom cnene Ca, P, Mg u Na. Aranmsupanu
y30pIM C€ OIUINKYjy BpJIO HHUCKHM caapkajeM Hatpujyma. On
MHUKpOEJIEMEHATa, Haj3acTyIUbeHU]jU je Mn, a 3atum ciieae Fe, Cu, Zn
u Si. Canpxaj Al, Cd u Pb y cBum ananmusupanum y3opuuma Boha je
WCITIO/I MPOMHMCAHUX TPaHWIA M HE IMPEJCTaB/ba PU3UK IO 3/PaBIbe
seyau. [Tpumenom UV/Vis criekrodotomeTpuje, oapeheH je caapxkaj
VKYITHAX TONA()EHOIHUX jelnbema, (IaBOHOMAA H  yKYITHUX
AHTOLIMjaHA y KHCEIOMETAHOJHUM, METAaHOJHUM, 96% eTaHOIHUM,
60% eTaHONHMM, BOJEHMM U alETOHCKMM eKcTpaktuma. Hajsehn
caZpKaj YKYIMHUX MONN()EHOIHUX jeNbeha, (IIaBOHOU A U YKYITHUX
aHTOLlMjaHa 3a0CJIeKEH je y KHUCEJIOMETAaHOJHUM EKCTpaKTUMa.
Hcnurana je aHTHOKCHIATHBHA aKTHBHOCT IOMEHYTHUX EKCTpakaTa
npuMeHoM criektpodoTtomerpujckux TecroBa (ABTS, DPPH, FRAP n
RP). HajBehy aHTHOKCHIATHBHY aKTHBHOCT IIOKa3ajd Cy Yy30pLH
OOpOBHMIIA, MMOTOM KyIHMHA, MajJMHA W Ha Kpajy jaroga. 3atum,
W3BpIIICHA j€ ONITUMU3alFja paJHuX yciaoBa (Op3uHe ckeHupama u pH
BPEIHOCTH pacTBOpa y30paka) y LWJbY NPHMEHE eIeKTPOXEMH]jCKe
MeToJIe - IIUKJIMYHE BOJITaMETpHje 3a oJpehiBame aHTHOKCUIATHBHE
AKTUBHOCTH UCIIMTUBAHUX y30paka. Ha nukinyHuM BoJaTaMOrpaMuma
3anakeHa cy 4 nuka. [IpBu aHOHM MUK HAa BPeJHOCTHMA MTOTEHIIHjaa
usmehy 0,310 V u 0,350 V nocrnenuna je okcupanuje (jaBoHONa
(KBeplLIeTHHA M HETOBHX TIIMKO3MIA) U KadeHe kucenwne. [pyrw,
Tpehu ¥ YeTBPTH aHOJHH MK Ha NoTeHnujanmuma usmely 0,426 V u
0,444 V, 0,524 V u 0,540 V, ognocuo 0,638 V u 0,756 V, mory ce
NPUIKCATH AHTOLMjaHUMa M XUAPOKCHIUMETHUM KHCEIHMHaMa
(bepynHO] W KyMmMapHO] KHCelIWHHM). BHCOK cTeneH NO3UTHBHE
Kopenananuje MOCTOj1 nu3Mmehy J00MjeHUX pesyaTara
AHTHOKCHJIATHBHE aKTUBHOCTH IIPUMEHOM EJIEKTPOXEMH]CKE METOJIE U
crekrpodoToMerprjckux IN VItr0 TecroBa. Unentudukanmja u
KBaHTH(UKALIM]ja TOjeIMHAYHUX TOJU(BEHOTHUX jequibeba (KaeHe,
depynHe, KymMapHe M €JIArMHCKE KHCEIWHE, pyTHHA, Kemdepona,
KBEpIIETUHA W MHUXOBUX TIUKO3MJA; TIIMKO3WAa IMjaHu/IuHa,




NEeJaproHUINHA,  OeN(GUHUINHA, ICOHWIWHA, NETYHHIUHA W
MaJIBHIMHA) U3BPIIEHA j€ IPUMEHOM TE€YHE XPOMAaTOrpadrje BUCOKNX
nepdopmancu (HPLC). McninTana je KHHETHKA TEPMHYIKE JIerpaialije
VKYITHUX aHTOLMjaHa y UEMOBHMa O] jarofacTor Boha ca BehuMm u
MamuM canpkajeM mehepa u u3pauyHnare eHepruje akrupanuje (Ea)
peaknyja TepMUYKe Jerpafanuje YKYIMHUX aHTOLMjaHa Ha BHCOKHM
temneparypama (90-105 °C). [Ilpumenom HPLC metoze, npahena je
CTaOMITHOCT TI0jeIMHAYHAIX aHTOIMjaHa y BONHUM [JleMOBHAMA. Y IUJBY
mudepeHnyjanije HNCIUTUBAHUX y30paka Ha OCHOBY cajapkaja
eleMeHaTa W TOjeUHAYHUX TMONH(EHONHNX jeNumbermha, Ka0o W Ha
OCHOBY aHTHOKCHJATHBHE aKTHBHOCTH, NPHMEHEHE Cy CTATHCTHUKE

METO/Ie aHaIM3e — KOpelaluoHa aHaji3a, aHaiu3a IJIaBHUX
xommnoHeHata (PCA) u knactep ananusa (CA).
Harym npuxsarama | 30.10.2017.
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Abstract, AB:

Within this doctoral dissertation, the optimization and
validation of the ICP-OES method was performed in order to
determine the elemental composition of strawberries,
blackberries, raspberries and blueberries. The accuracy of the
ICP-OES method ranges from 94.61% to 103.6%. The
accuracy of the method ranges from 2.48% to 7.60%. The
most abundant macroelement in analysed samples was K,
followed by Ca, P, Mg and Na. The analyzed samples are
characterized by a very low sodium content. The most
abundant microelement was Mn, followed by Fe, Cu, Zn and
Si. The content of Al, Cd and Pb in all analyzed fruit samples
was below the prescribed limits and did not pose a risk to
human health. The content of total polyphenolic compounds,
flavonoids and total anthocyanins in acid methanolic,
methanolic, 96% ethanolic, 60% ethanolic, aqueous and
acetone  extracts was  determined by UV/Vis
spectrophotometry. The highest content of total polyphenolic
compounds, flavonoids and total anthocyanins was detected
in acidified methanol extracts. The antioxidant activity of all
mentioned extracts was examined by spectrophotometric
assays (ABTS, DPPH, FRAP and RP). Blueberry samples
exibited the highest antioxidant activity, followed by
blackberries, raspberries and strawberries. Optimization of
working conditions (scanning speed and pH value of the
sample solutions) in cyclic voltammetry was performed in
order to determine the antioxidant activity of the samples by
electrochemical method. There were 4 peaks observed on
cyclic voltammograms. The first anodic peak at potential
between 0.310 V and 0.350 V in cyclic voltammograms is due
to the oxidation of flavonols (quercetin and its glycosides) and
caffeic acid. The second, third and fourth anodic peaks at
potentials between 0.426 V and 0.444 V, 0.524 V and 0.540
V, and 0.638 V and 0.756 V, respectively, can be attributed to
anthocyanins and hydroxycinnamic acids (ferulic and
coumaric acid). A high degree of positive correlation was
observed between electrochemical and spectrophotometric in
vitro methods for antioxidant activity determination.
Identification and quantification of individual polyphenolic




compounds (caffeic, ferulic, coumaric and ellagic acids; rutin,
kaempferol, quercetin and their glycosides; glycosides of
cyanidin, pelargonidine, delfinidine, peonidine, petunidine
and malvidin) was performed by HPLC method. The kinetics
of thermal degradation of total anthocyanins in berry jams
with higher and lower sugar content was investigated.
Activation energy (Ea) of thermal degradation reactions of
total anthocyanins at high temperatures (90-105 °C) was
calculated. The stability of individual anthocyanins in fruit
jams was monitored by HPLC. In order to differentiate the
tested samples on the basis of the content of elements and
individual polyphenolic compounds, as well as on the basis of
antioxidant activity, correlation analysis, principal component
analysis (PCA) and cluster analysis (CA) were applied.
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1. Uvod
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Velika paznja u ishrani 1 nauci sve vise je posvecena vocu poput jagode, maline,
kupine, borovnice, crne ribizle i aronije zbog njihovog blagotvornog uticaja na zdravlje
coveka. Zbog svoje prepoznatljive arome konzumiraju se, ne samo u svezem i zamrznutom
stanju, ve¢ i u obliku dZzemova, zelea, vo¢nih jogurta, suSenog ili konzerviranog voca
(Seeram, 2006). Zbog sve vece potraznje na svetskom trzistu, jagodasto voce je postalo
veoma znacajno za privredu Republike Srbije, zahvaljuju¢i ranom sazrevanju, brzom
dostizanju pune rodnosti, brzom povracaju investicija, prilagodljvosti na razlicite sisteme
gajenja, kao i pogodnosti plodova za upotrebu u svezem, zamrznutom ili preradenom obliku
(Milivojevié, 2018).

Jagodasto voce je preporucljivo u ishrani ljudi sa hipertenzijom, zbog vrlo niskog
sadrzaja natrijuma, a bogato je kalijumom, kalcijumom, fosforom, magnezijumom,
gvozdem, manganom i cinkom (Hakala i sar. 2003; Khan i sar., 2010; Bagdatlioglu i sar.,
2010; Guedes i sar., 2013). U malinama, jagodama i borovnicama su, pored prethodno
navedenih minerala, detektovani i nikl, mangan, hrom i bakar (Grembecka i Szefer, 2013).
Bakar, gvozde, mangan i nikl nalaze se u aktivnom centru enzima superoksid-dismutaza,
grupe metaloenzima koji stite ¢elije od dejstva slobodnih radikala i smatraju se jednim od
najvaznijih detoksikujucih enzima u ¢eliji (Santos-Sanchez i sar., 2019). Rezultati nekih
istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da su u jagodama detektovani i toksi¢ni metali poput olova
I kadmijuma (Radwan i Salama, 2006).

Osim minerala, jagodasto voée sadrzi vitamine, biljna vlakna (Zhao, 2007), a
naroCito je bogato polifenolnim jedinjenjima (Zhao, 2007; Szajdek i Borowska, 2008).
Fenolne kiseline, antocijani, flavonoli i tanini povecavaju kvalitet voca jer doprinose mirisu,
nutritivnim svojstvima, ukusu i boji voéa (Delgado-Vargas i sar., 2000). Bioaktivne
komponente u ovom vocu deluju preventivno protiv nastanka nekih vrsta raka,
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa tipa Il, gojaznosti i neurodegenerativnih bolesti
povezanih sa starenjem (Mullen i sar., 2002; Coates i sar., 2007; Paredes-L6pez i sar.,
2010). Narocito je od interesa inhibitorni efekat antocijana na nastanak i rast tumorskih
¢elija putem modifikovanja redoks statusa Celije 1 interferencija sa osnovnim c¢elijskim
funkcijama (apoptoze, inflamacije, angiogeneze, rasta i metastaze) (Kampai sar., 2007; Dai
i Mumper, 2010; Johnson i Arjmandi, 2013).

Ekstrakti kupine, maline i ogrozda dodaju se dijetetskim suplementima jer su, kao
antioksidanti, veoma efikasni inhibitori slobodnih radikala (Wang i Jiao, 2000).
Antioksidativna aktivnost jagoda, malina, kupina i borovnica bila je predmet istrazivanja

brojnih studija (Kahkonen i sar., 2001; Reyes-Carmona i sar., 2005; Heinonen, 2007,
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Savikin i sar., 2009: Sariburun i sar., 2010: Ivanovié i sar., 2014: Vulié i sar., 2014: Nikolié
i sar., 2019). Osim antioksidativne funkcije, polifenolna jedinjenja imaju ulogu modulatora
enzimske aktivnosti i genske ekspresije (Rao i Snyder, 2010).

Ova doktorska disertacija je podeljena na sledeca poglavlja: Uvod, Ciljevi rada,
Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Izvod, Summary, Prilog,
Literatura, Biografija sa bibliografijom i Propratna dokumentacija.

U Uvodu je ukratko naveden deo bioloski aktivnih jedinjenja koja se nalaze u
jagodama, malinama, kupinama i borovnicama i zahvaljujuc¢i kojima jagodasto voce postaje
predmet sve veceg interesovanja i potraznje, kao i nauc¢nih istrazivanja.

U delu Ciljevi rada je navedeno koja su istrazivanja izvrSena u okviru doktorske
disertacije.

U Teorijskom delu date su grada i morfoloske karakteristike samih biljaka jagode,
maline, kupine i borovnice. Data je podela makro i mikroelemenata. Opisana je podela
polifenolnih jedinjenja, sa posebnim osvrtom na antocijane i njihovu stabilnost, kao i njihov
uticaj na ljudsko zdravlje. Objasnjen je pojam antioksidanata i slobodnih radikala. Zatim su
predstavljeni osnovni principi instrumentalnih tehnika koje su kori$¢ene u radu: opticka
emisiona spektrometrija sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP-OES), cikli¢na
voltametrija (CV), UV/Vis spektrofotometrija i tecna hromatografija visokih performansi
(HPLC). Date su i osnove statisticke obrade podataka (klaster analize (CA), korelacione
analize i analize glavnih komponenti (PCA)).

U Eksperimentalnom delu su dati podaci o uzorcima, reagenasima i opremi
kori$¢enoj u radu. Opisani su nacini pripreme uzoraka i postupci analize uzoraka primenom
prethodno pomenutih metoda analize.

Deo Rezultati i diskusija obuhvata tabelarni i graficki prikaz dobijenih rezultata pri
odredivanju optimalnih uslova ICP-OES metode za odredivanje elementnog sastava
jagodastog voca, kao i optimalnih uslova za odredivanje antioksidativne aktivnosti
jagodastog voc¢a primenom cikli¢ne voltametrije. Takode su prikazani i diskutovani rezultati
odredivanja: ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida, ukupnih antocijana,
antioksidativne aktivnosti i pojedinac¢nih polifenolnih jedinjenja u jagodastom vocu i
odgovaraju¢im dzemovima primenom UV/Vis spektrofotometrije i HPLC hromatografije.
Diskutovan je uticaj temperature i dodatog Secera na termicku degradaciju polifenolnih
jedinjenja u toku pripreme dZzemova i prikazani su kinetic¢ki i termodinamicki parametri
reakcija termicke degradacije antocijana. Rezultati su statisticki obradeni i uporedeni sa

literaturnim podacima.
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Poglavlja Izvod i Summary obuhvataju kratki prikaz dobijenih rezultata na srpskom
i engleskom jeziku.

U Prilogu su tabelarno prikazani dodatni rezultati.

U delu Literatura navedene su reference citirane u disertaciji.

U poglavlju Biografija sa bibliografijom prikazani su osnovni podaci o autoru, kao
i spisak objavljenih radova.

Deo Propratna dokumentacija podrazumeva izjave autora.
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2. Ciljevi rada
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Sve veca potraznja za jagodastim voc¢em na svetskom trziStu govori u prilog ¢injenici
da ljudi postaju svesni znac¢aja koji kvalitet hrane ima na njihov organizam i biraju one
namirnice koje obiluju mineralima i bioloski aktivnim jedinjenjima sa blagotvornim

uticajem na zdravlje. Zato su postavljeni sledeci ciljevi:

— Optimizacija i validacija ICP-OES metode za odredivanje elementnog sastava
jagoda, malina, kupina i borovnica;

— Optimizacija uslova za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata jagoda,
malina, kupina i borovnica primenom cikli¢ne voltametrije;

— Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida, ukupnih
antocijana i antioksidativne aktivnosti navedenih uzoraka spektrofotometrijski;

— Nalazenje korelacije izmedu antioksidativne aktivnosti navedenih uzoraka dobijene
primenom cikli¢ne voltametrije i antioksidativne aktivnosti dobijene primenom
spektrofotometrijskih testova;

— Identifikacija pojedinaénih polifenolnih jedinjenja u jagodama, malinama,
kupinama i borovnicama primenom te¢ne hromatografije visokih performansi
(HPLC);

— Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida, ukupnih
antocijana i antioksidativne aktivnosti pripremljenih dZemova od jagodastog voca;

— Ispitivanje uticaja temperature i Secera na stabilnost ukupnih antocijana u uzorcima
dzemova od jagodastog voca, i pracenje stabilnosti pojedina¢nih antocijana u
dZzemovima primenom HPLC hromatografije;

— Statisticka obrada dobijenih podataka (korelaciona analiza, analiza glavnih

komponenti i klaster analiza).

Radni zadaci su detaljno isplanirani, a ciljevi postavljeni na osnovu pregleda
literaturnih podataka i sagledavanja realnih potreba za definisanjem brzih, preciznih metoda

koje ¢e lako i uspesno biti primenjene u analizi kvaliteta jagodastog voca.
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3. Teorijski deo
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3.1. Osnovne karakteristike jagodastog voca

Botanicka klasifikacija biljaka podrazumeva podelu na redove, a zatim dalje na
familije, potfamilije, rodove i vrste. Medutim, u vocarstvu je, iz prakti¢nih razloga,
svrsishodnija podela na osnovu tipa 1 upotrebne vrednosti ploda, tzv. pomoloska
klasifikacija. Prema pomoloskoj klasifikaciji, svo kontinentalno voce razvrstano je u Cetiri
grupe (Keserovic i sar., 2016):

- Jabucasto voce - jabuka, kruska, musmula, dunja, oskorusa i glog;

- kosticavo voce - $ljiva, breskva, kajsija, tre$nja, visnja i dren. U ovu grupu spada

SVO voce sa jestivim, soénim plodovim, omotac¢em i ¢vrstom kosticom koja Stiti

semenku;

- Jezgrasto voce - voce iz razlicitih familija sa ¢vrstom ljuskom oko jestivog jezgra:

orah, pitomi kesten, leska i badem;

- jagodasto voce - sitno voce jagodastog ploda: jagoda, malina, kupina, borovnica,

ribizla, ogrozd, dud, Kivi, brusnica, aronija itd.

Kao $to se moze primetiti, prema pomoloskoj klasifikaciji, voée iz razli¢itih botanic¢kih

familija moze biti svrstano u istu grupu.

3.1.1. Fragaria ananassa Dutch. — jagoda

Jagoda je viSegodisnja, zeljasta biljka. U sistematici biljaka, jagoda zauzima sledece

mesto (Milivojevié, 2018):

Odeljak: Spermatophyta (semenice)

Pododeljak: Magnoliophytina (Angiospermae, skrivenosemenice)
Klasa: Magnoliatae (Dicotyedoneae, dikotile)

Potklasa: Rosidae (Rosiflorae, ruze)

Nadred: Rosanae (ruze)

Red: Rosales (ruze)

Familija: Rosaceae (ruze)

Potfamilija: Rosoideae (jagodaste vocke)

Rod: Fragaria L.
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Bastenska jagoda (Fragaria ananassa Dutch.) je nastala hibridizacijom ¢ileanske i
virdzinijske jagode u 18. veku, kada je i zapoceto sa gajenjem ove vocke (Mratini¢, 2018).

Intenzivnim radom na ukrStanju sorti u cilju dobijanja biljaka koje daju plodove Zeljenih

karakteristika, do danas je u svetu stvoreno vise od 15 000 sorti jagode (slika 3.1).

(@) (b) ()

Slika 3.1. Razlicite sorte jagoda: Alba (a), Zenga Zengana (b) i Sumska jagoda (C)

Koren jagode je ziliast | veoma razgranat, sa velikim brojem korenovih dladica.
Korenove dladice intenzivno upijaju vodu I U njoj rastvorene mineralne materije. Stablo
jagode je male visine i sastoji se od viSe bo¢nih izboja. Ima ulogu u transportu vode i
mineralnih materija od korena do listova, kao i u transportu vode i u njoj rastvorenih
organskih materija od listova do korena. List jagode se sastoji od lisne osnove, lisne drske i
najéeSce 3, a retko 4 ili 5, liski. Na osnovu morfoloskih osobina listova (veli¢ina, oblik,
nazubljenost, nervatura) moze se identifikovati sorta jagode. Cvet je kod privredno
znacajnih sorti bastenske jagode dvopolan (hermafroditan) — sastoji se od tu¢kova (520 do
580), prasnika (5 do 10) i oko njih spiralno rasporedenih belih kruni¢nih listi¢a i zelenih
casi¢nih listi¢a. Plod jagode je zbirna oraSica koja se sastoji od peteljke, ¢asice i velikog
broja ahenija koje su utisnute u so¢nu, jestivu cvetnu lozu. Boja ploda jagode, u zavisnosti
od sorte, moze biti bela, svetlocrvena, narandZasto crvena, tamnocrvena, a stvorene su i
sorte koje daju crne plodove. (Milivojevi¢, 2018).

Za normalan razvitak biljke, od makroelemenata su najznacajniji kalijum, fosfor 1
azot. Kalijum ima ulogu u regulisanju nagomilavanja ugljenih hidrata i njihovom kretanju
kroz organizam vocaka. Takode, utice na poboljSanje boje, sjaja i ukusa ploda. Fosfor
pospesuje razvitak korenovog sistema, ucestvuje u sintezi ugljenih hidrata i formiranju i

funkciji cvetova, plodova 1 semena. Azot je neophodan za rast i razvoj biljaka, uti¢e na
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formiranje cvetnih pupoljaka, zametanje i rast plodova (Milivojevi¢, 2018). Isplativost
proizvodnje jagode zavisi od vrste jagode (genotipa), primenjenih agrotechni¢kih mera,
spoljasnjih uslova, kao i trenutnog stanja na trzistu (Milivojevi¢ i Nikoli¢, 2015).

Prema zvani¢nim podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu za 2019. godinu
(FAO — Food and Agriculture Organization), jagoda je u Srbiji gajena na 6512 ha, sa
prinosom od 19 608 tona. Na slici 3.2 prikazan je ureden, rentabilan, jednogodi$nji zasad

jagoda na folijama na otvorenom.

g v 7y 5 T

Slika 3.2. Zasad jagoda u leskovackom kraju (poljoprivredno gazdinstvo Andelkovi¢)

Ukupna proizvodnja jagode na svetu iznosi 8,885 miliona tona, dok su najveci
proizvodaéi Kina, SAD, Spanija, Meksiko i Turska (FAOSTAT, 2019).

Jagode u ishrani predstavljaju dobar izvor polifenolnih jedinjenja i to: fenolnih
kiselina (galna, protokatehinska, kafena, elaginska i kumarna), flavonola (kvercetin i
kemferol), antocijana (najzastupljeniji su glikozidi pelargonidina) (Hakkinen i Torrdnen,
2000; Lopes da Silva i sar., 2007; Pavlovi¢ i sar., 2013). Prema United States Department
of Agriculture (USDA, 2016), 100 g svezih jagoda sadrzi 32 kcal; 90,95 g vode; 0,67 g
proteina; 0,3 g ukupnih masti; 7,68 g ugljenih hidrata; 2 g vlakana; 58,8 mg vitamina C;
0,024 mg vitamin B1; 0,022 mg vitamina B2; 0,386 mg vitamina B3; 0,125 mg vitamina
B5; 0,047 mg vitamina B6; 0,29 mg vitamina E; 153 mg kalijuma; 24 mg fosfora; 16 mg
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kalcijuma; 13 mg magnezijuma; 1 mg natrijuma; 0,41 mg gvozda; 0,386 mg mangana; 0,14
mg cinka; 0,048 mg bakra; 0,4 ug selena (USDA, 2016).

3.1.2. Rubus idaeus L. — crvena malina

Malina je zbunasta biljka sa viSegodiSnjim korenom i dugim, dvogodisnjim

izdancima (slika 3.3). U sistematici biljaka zauzima slede¢e mesto (Milivojevi¢, 2018).

Odeljak: Spermatophyta (semenice)

Pododeljak: Magnoliophytina (Angiospermae, skrivenosemenice)
Klasa: Magnoliatae (Dicotyledoneae, dikotile)

Potklasa: Rosidae (Rosiflorae, ruze)

Nadred: Rosanae (ruze)

Red: Rosales (ruze)

Familija: Rosaceae (ruze)

Potfamilija: Rosoideae (jagodaste vocke)

Rod: Rubus (Tourn.) L. (malina i kupina)

Podrodovi: ldaeobatus W. O. Focke (malina)
Cylactis (arkticka malina)

Anoplobatus (cvetna malina)

U svetu postoji viSe od 200 vrsta malina, od kojih je najznacajnija crvena malina
(Rubus idaeus L.) Koren maline je viSegodis$nji i sastoji se od velikog broja vlaknastih,
vegetativnih korenova, koji iz zemljsta apsorbuju vodu i u njoj rastvorene hranljive
supstance. Koren biljci sluzi i za skladiStenje aminokiselina, a ucestvuje 1 u oksido-
redukcionim procesima. Stablo maline raste u toku prve godine, dok se u drugoj godini u
pazuhu listova razvijaju rodne grancice. Visina stabla moze varirati od nekoliko desetina
centimetara (kod dvorodnih sorti malina), do nekoliko metara (kod jednorodnih sorti).
Nakon plodono$enja u drugoj godini, dolazi do suSenja izdanaka, koji se iz zasada uklanjaju.

Listovi maline su neparnoperasti, sa 3 ili 5 liski. Listovi su na stablu spiralno
rasporedeni, ¢ime je biljci omoguceno maksimalno iskoriS¢enje sunceve svetlosti u procesu
fotosinteze. Cvet maline je dvopolan i sastoji se od veceg broja prasnika i tuckova koji su
okruzeni sa pet belih kruni¢nih i pet zelenih ¢asi¢nih listi¢a. Plod je zbirna kostunica, koja

moze biti Zute, svetlocrvene, crvene, tamnocrvene ili crne boje. Karakteristike ploda zavise
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od sorte maline, opraSivaca, primenjenih agrotehnickih mera 1 spoljasnjih Cinilaca
(Milivojevi¢, 2018). Prema podacima za 2019. godinu, proizvodnja maline u svetu iznosi

822 493 tona, a najveci prozvodaci su Rusija, Meksiko, Srbija, SAD i Poljska. Malina se u

Srbiji gaji na povrsini od 23 249 ha, sa prinosom od 120 058 tona (FAOSTAT, 2019).
& \ 2 P Z

Slika 3.3. Dvogodisnji izdanci sa plodovima sorte maline Willamette u zasadu malina na

obroncima Babicke gore (poljoprivredno gazdinstvo Ivanovic)

Od polifenolnih jedinjenja, u malinama su prisutne hlorogenska, kafena, p-kumarna
i elaginska kiselina; zatim rutin, miricetin, kvercetin i njegovi derivati (glukuronid,
ramnozid, heksozid i ksilopiranozid), kemferol i njegovi derivati (heksozid,
malonilheksozid i kumaroilheksozid); antocijani (zastupljeniji glikozidi cijanidina, a u
manjoj meri glikozidi pelargonidina) (Ancos i sar., 1999; Paviovi¢ i sar., 2013, Flores i
Ruiz del Castillo, 2015). Prema United States Department of Agriculture (USDA, 2016),
100 g svezih malina sadrzi 52 kcal, 85,75 g vode; 1,20 g proteina; 0,65 g ukupnih masti;
11,94 g ugljenih hidrata; 6,5 g vlakana; 26,2 mg vitamina C; 0,032 mg vitamin B1; 0,038
mg vitamina B2; 0,598 mg vitamina B3; 0,329 mg vitamina B5; 0,055 mg vitamina B6;
0,87 mg vitamina E; 151 mg kalijuma; 29 mg fosfora; 25 mg kalcijuma; 22 mg
magnezijuma; 1 mg natrijuma; 0,69 mg gvozda; 0,67 mg mangana; 0,42 mg cinka; 0,090
mg bakra; 0,2 ug selena (USDA, 2016).
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3.1.3. Rubus L. — kupina

U sistematici biljaka kupine zauzimaju slede¢e mesto (Milivojevié, 2018):

Odeljak:
Pododeljak:
Klasa:
Potklasa:
Nadred:
Red:
Familija:
Potfamilija:
Rod:

Podrodovi:

Spermatophyta (semenice)

Magnoliophytina (Angiospermae, skrivenosemenice)
Magnoliatae (Dicotyedoneae, dikotile)

Rosidae (Rosiflorae, ruze)

Rosanae (ruze)

Rosales (ruze)

Rosaceae (ruze)

Rosoideae (jagodaste vocke)

Rubus (Tourn.) L. (malina i kupina)

Eubatus, Caesii, Suberecti i Corylifolii (kupine)

Slika 3.4. Zreli plodovi kupine

Kupine su viSegodiSnje, poluzbunaste ili zbunaste biljke (slika 3.4), sa veoma

razgranatim korenovim sistemom. Koren je Zilicast 1 prodire u dubinu do 1 m. Stabla sa

spiralno rasporedenim listovima obrazuju izdanke, koji rastu u toku prve vegetacije, a u

drugoj godini donose plodove. Nakon berbe se izdanci suse i potrebno je ukloniti ih iz

zasada kako ne bi usporavali rast novih, mladih izdanaka. Izdanci mogu dostic¢i visinu od 2

do 4 metra, $to zavisi od sorte i spoljasnjih uticaja. Listovi su neparno perasto slozeni, sa 3

ili 5 liski na lisnoj drSci. Cvet je dvopolan i sastoji se od veceg broja praSnika i tuckova,

13



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

okruzenih belim kruni¢nim i zelenim caSi¢nim listi¢ima. Plod je zbirna koStunica,
ljubicastocrne ili crne boje. (Milivojevié, 2018).

Prema Anketi Republickog zavoda za statistiku, kupina je u 2018. godini u Srbiji
gajena na 5833 ha, a proizvedeno je 35 062 tone. Prosecan prinos po hektaru je oko 6 tona
(Anketa o strukturi poljoprivrednih gazdinstava, 2018).

U kupinama je zabeleZeno prisustvo fenolnih kiselina (galna, hlorogenska,
protokatehinska i kafena), flavonola (kvercetin i kemferol), antocijana (glikozidi cijanidina)
(Fang-Chiang i Wrolstad, 2005; Paviovi¢ i sar., 2013). Prema United States Department of
Agriculture (USDA, 2016), 100 g svezih kupina sadrzi 43 kcal, 88,15 g vode; 1,39 g
proteina; 0,49 g ukupnih masti; 9,61 g ugljenih hidrata; 5,3 g vlakana; 21 mg vitamina C;
0,020 mg vitamin B1; 0,026 mg vitamina B2; 0,646 mg vitamina B3; 0,276 mg vitamina
B5; 0,030 mg vitamina B6; 1,17 mg vitamina E; 162 mg kalijuma; 22 mg fosfora; 29 mg
kalcijuma; 20 mg magnezijuma; 1 mg natrijuma; 0,62 mg gvozda; 0,646 mg mangana; 0,53
mg cinka; 0,165 mg bakra; 0,4 pg selena (USDA, 2016).

3.1.4. Vaccinium L. — borovnica

Rod Vaccinium L. obuhvata preko 400 vrsta (Galleta i Ballington, 1996). Borovnice
su zbunaste, viSegodiSnje biljke, koje u sistematici biljaka zauzimaju slede¢e mesto

(Milivojevié¢, 2018):

Odeljak: Spermatophyta (semenice)

Pododeljak: Magnoliophytina (Angiospermae, skrivenosemenice)
Klasa: Magnoliatae (Dicotyedoneae, dikotile)

Potklasa: Dillaniidae

Nadred: Ericanae

Red: Ericales

Familija: Ericaceae

Potfamilija: Vacciniaceae (borovnice)
Rod: Vaccinium L. (borovnica)
Podrodovi:  Cyanococcus A. Gray, Myrtillus Dumort

Prema FAOSTAT podacima za 2019. godinu, u svetu je proizvedeno 823 328 tona

borovnica, pri ¢emu su najveci proizvodaci SAD, Kanada, Peru, Spanija i Meksiko.
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Koren borovnice je koncast, bez korenovih dlacica. Izdanci formiraju Zbunove ili
poluzbunove, ¢ija visina moze varirati od nekoliko desetina centimetara do preko 2 metra,
u zavisnosti od vrste i sorte. Listovi su prosti, elipticni i po obodu sitno nazubljeni,
naizmenicno rasporedeni na stablu. Cvet je dvopolan i sastoji se od tucka, prasnika,
kruni¢nih listi¢a bele ili ruzicaste boje i ¢asi¢nih listica. Plod je so¢na bobica, tamnoplave
ili ljubicaste boje (slika 3.5) (Milivojevic, 2018).

Slika 3.5. Zbun borovnice sa zelenim plodovima (a) i zreli plodovi borovnice (b)

Borovnice su veoma bogate polifenolnim jedinjenjima. U ovom vocu su detektovane
fenolne kiseline (kafena, ferulna, galna, kumarna, hlorogenska, vanilinska i dihidroksi-
benzoeva kiselina), flavanoli (katehin i epikatehin), flavonoli (kvercetin, miricetin i rutin),
brojni antocijani (glikozidi delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i malvidina)
(Hakkinen i Torronen, 2000; Moze i sar., 2011; Kang i sar., 2014). Prema United States
Department of Agriculture (USDA, 2016), 100 g svezih borovnica sadrzi 57 kcal, 84,21 g
vode; 0,74 g proteina; 0,33 g ukupnih masti; 14,49 g ugljenih hidrata; 2,4 g vlakana; 9,7 mg
vitamina C; 0,037 mg vitamin B1; 0,041 mg vitamina B2; 0,418 mg vitamina B3; 0,124 mg
vitamina B5; 0,052 mg vitamina B6; 0,57 mg vitamina E; 77 mg kalijuma; 12 mg fosfora;
6 mg kalcijuma; 6 mg magnezijuma; 1 mg natrijuma; 0,28 mg gvozda; 0,336 mg mangana;
0,16 mg cinka; 0,057 mg bakra; 0,1 pg selena (USDA, 2016).
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3.2. Prerada i konzervisanje voca

Da bi se obezbedila dostupnost voca van sezone, primenjuju se razli¢ite tehnoloske
operacije 1 vr$i prerada u cilju dobijanja poluproizvoda ili gotovih proizvoda, kao i njihovo
konzervisanje (slika 3.6). Glavni cilj konzervisanja je spreavanje negativnih promena

(kvarenja), uz $to bolje o¢uvanje hranljive vrednosti polaznih sirovina (Zlatkovi¢, 2003).

[ PLODOVI VOCA }

} |

Secenje Drobljenje

|

4 N

Pasiranje Cedenje

v
KASA MATICNI
SOK
! :

—ﬂ PRERADA |

Konzervisanje

| PROIZVOD |

Slika 3.6. Sema prerade voca (Zlatkovié, 2003)

Pravilnikom o kvalitetu voc¢nih dzemova, Zelea, marmelade, pekmeza i zasladenog
kesten pirea (Sluzbeni glasnik RS, 101/2015), definisani su zahtevi koji se odnose na
kategorije 1 naziv proizvoda, kao 1 na fizi¢ka, hemijska 1 senzorska svojstva proizvoda
dobijenih preradom voca: dZema, ekstra dZzema, Zelea, ekstra zelea, marmelade, Zele
marmalade, domac¢e marmalade, pekmeza i1 zasladenog kesten pirea. Prilikom stavljanja u
promet prethodno navedenih proizvoda, njihovi nazivi se moraju dopuniti nazivima
upotrebljenog voca, po opadajucem redosledu, a u zavisnosti od mase sirovina.

Dzemom se smatra proizvod odgovarajuce zelirane konzistencije, proizveden od
Secera, vocne pulpe ili voéne kase (pirea) dobijene od jedne ili vise vrsta voca i vode. Ekstra
dzem je proizvod odgovarajuée zelirane konzistencije, proizveden od Secera,

nekoncentrisane vo¢ne pulpe jedne ili viSe vrsta voca 1 vode.
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Zele i ekstra Zele su proizvodi odgovarajuée Zelirane konzistencije, proizvedeni od
vocnog soka ili vodenog ekstrakta voca i Secera, pri ¢emu koli¢ina vo¢nog soka ili vodenog
ekstrakta upotrebljenog za proizvodnju 1000 g proizvoda, ne sme biti manja od koli¢ine
propisane za proizvodnju dzema, tj. ekstra dzema. Koli¢ine soka/ekstrakta su izra¢unate
nakon oduzimanja mase vode, koja je bila upotrebljena za proizvodnju vodenog ekstrakta.

Marmelada je proizvod odgovarajuée Zelirane konzistencije, dobijen od proizvoda
od citrusnog voca (vo¢na pulpa, kasa, sok i kora), Secera i vode. Pri proizvodnji 1000 g
marmalade, koli¢ina citrusnog voca ne sme biti manja od 200 g. Naziv ,,zele marmelada” se
odnosi na proizvod koji, osim malih koli¢ina fino usitnjene kore, ne sadrzi nerastvorljive
sastojke. Domac¢a marmelada je proizvod odgovarajuce Zelirane konzistencije, proizveden
od voéne kase/pirea jedne ili viSe vrsta kontinentalnog voca, vode i SeCera. Pekmez je
proizvod odgovarajué¢e zgusnute konzistencije, proizveden ukuvavanjem voéne pulpe ili
vocnog pirea, sa ili bez dodatka Secera, pri ¢emu koli¢ina dodatog Secera ne sme prelaziti
25% u odnosu na ukupnu koli¢inu voca (Pravilnik o kvalitetu voénih dzZemova, Zelea,
marmelade, pekmeza i zasladenog kesten pirea, Sluzbeni glasnik RS, 101/2015).

Priprema dzemova, pekmeza i marmelada predstavlja tradicionalni nacin ¢uvanja
sezonskog voca. Prema Baker i sar., (2005), osnovni sastojci u proizvodnji dzema su voce,
Secer, pektini i Kiselina, pri ¢emu se, po zelji, mogu dodavati zacini, puferi, konzervansi ili
sredstva protiv penusanja.

Pektini su visokomolekularni polimeri, prisutni u biljkama, koji ucestvuju u
izgradnji ¢elijskog zida. Osnova pektina se sastoji od monomera — molekula galakturonske
kiseline, koji su povezani a (1—4) glikozidnom vezom (slika 3.7). Galakturonska Kkiselina
moze biti delimi¢no ili potpuno esterifikovana metanolom, pa se tako razlikuju visoko
esterifikovani pektini (stepen esterifikacije >50%) i nisko esterifikovani pektini (stepen
esterifikacije <50%) (Kazemi i sar., 2019). Pektini mogu sadrzati razli¢ite Secere (arabinozu,
ksilozu, ramnozu) (Vanitha i Khan, 2019).

Pod pojmom pektin podrazumeva se veci broj polimera koji se medusobno razlikuju
po molekulskoj masi, konfiguraciji i stepenu polimerizacije. Molekulska masa pektina moze
biti veca od 200 000, $to odgovara stepenu polimerizacije od preko 1000 monomera (Flutto,
2003). Stepen esterifikacije i razlicite strukturne modifikacije odreduju kona¢ne funcionalne

osobine pektina (Vanitha i Khan, 2019).
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Slika 3.7. Struktura pektina (Ali i sar., 2015)

Za dobijanje komercijalnih pektina koriste se kasa (eng. pomace) od jabuka ili od
citrusnog voca. U prehrambenoj industriji, pektini se koriste kao emulgatori, zgusnjivaci,
gelirajuci agensi i zamena za masti i SeCer u namirnicama sa malo kalorija (Vanitha i Khan,
2019). Zahvaljujuci geliraju¢im svojstvima, pektini stabilizuju prehrambene proizvode, uz
istovremeno postizanje zeljene teksture proizvoda (Schmidt i sar., 2015). Pektini se, kao
dijetalna vlakna, ne mogu enzimski svariti u Zelucu i1 tankom crevu, ve¢ do njihove
degradacije dolazi u debelom crevu, pod dejstvom crevne flore (Leclere i sar., 2013).

U tabeli 3.1. dat je pregled nekih od biljaka koje su koris¢ene kao sirovina za

ekstrakciju pektina.

Tabela 3.1. Biljni izvori pektina

Sadrzaj pektina

Biljna vrsta Materijal (% suve materije) Referenca
Mango Kora 20,8 Sudhal;%roloMaml,
Marakuja Kora 2,25-14,60 Liew i sar., 2014
Pitaja Kora 14,96-20,14 Ismail i sar., 2012
Krompir* Pulpa/srz 4,08-14,34 Yang i sar., 2018
Plavi patlidzan Kora 33,64 Kazemi i sar., 2019
Limun Kasa (pomace) / ceo 10,33-13,13 Azad i sar., 2014

plod, bez soka
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Narandza Kora 7,30-52,90 Tiwari i sar., 2017
Khamsucharit i sar.,
Banana Kora 15,49-24,08 2018
Batat Kora 10,98-16,78 Zaidel i sar., 2017
Pulpa 18,05-74,43 Zaidel i sar., 2015
Jabuka Kasa od celih plodova 14,55-18,79 K“marz'oiga”ha”’
Paradajz Otpadv nakon prgrade 15,1-21,1 Grassino i sar., 2016
svezeg paradajza
Breskva Kasa od celih plodova 2,22-12,40 Pagan i Ibarz, 1999
suncokret Glava suncokr_eta bez 74116 Iglesias i Lozano,
semenKi 2004
Pomelo Kora 16,07-16,74 Roy i sar., 2017

*prikazani rezultat se odnosi na svezu materiju

Ispitano je dejstvo pektina izolovanog iz biljke Linum grandiflorum Desf. protiv
parazitnog oboljenja Sistosomijaze, koje se odlikuje krvarenjima, hepatotoksi¢noscu,
nefrotoksi¢nos¢u, bolovima u abdomenu, nakupljanjem tecnosti u trbusnoj duplji.
Laboratorijski misevi, koji su bili inficirani parazitom Shistosoma mansoni, tretirani su
intraperitonealno pektinom. Zabelezeno je poboljsanje funkcije jetre i bubrega, kao i
povecéanje nivoa glukoze i glikogena u oste¢enom tkivu jetre (Ali i sar., 2015).

Osim hemijski nemodifikovanog pektina, medicinski zna¢aj imaju pH modifikovani
i termic¢ki modifikovani pektini. U istrazivanjima na laboratorijskim pacovima, primec¢eno
je smanjenje broja metastaza u plu¢ima kod muzjaka koji su imali rak prostate, nakon oralne
primene pH modifikovanih citrusnih pektina, pri ¢emu smanjenje zavisi od doze pektina
(Pienta i sar., 1995). Pektini izolovani iz jabuka i citrusa smanjuju kancerogenezu raka
debelog creva kod pacova koji su bili izlozeni dejstvu azoksimetana, putem smanjenja
aktivnosti enzima B-glikuronidaze, enzima fekalnih bakterija, ¢ija je aktivnost dovedena u
vezu sa razvojem raka debelog creva (Ohkami i sar., 1995). Oralno primenjeni pektini
smanjuju rizik od intestinalnih infekcija i dijareje kod dece, favorizujuéi rast ,,dobrih*

bakterija u debelom crevu (Lactobacillus i Biffidobacteria) (Olano-Martin i sar., 2002).
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3.3. Elementi - podela, nalaZenje i uloga u ljudskoj ishrani

Pojmovi element i mineral se ¢esto naizmeni¢no koriste, ali treba ukazati na razliku.
Elementi su Ciste supstance, saCinjene od samo jedne vrste atoma, koje se hemijskim
reakcijama ne mogu razloziti na jednostavnije komponente, pri ¢emu je svaka pojedinac¢na
vrsta atoma definisana atomskim brojem. Minerali su c¢vrste, neorganske, kristalne
supstance, sacinjene od veceg broja elemenata. Postoje i minerali sa¢injeni od samo jednog
elementa poput dijamanta (ugljenik) ili elementarnog zlata.

Na osnovu zastupljenosti, Lippert (2020) je izvrsio podelu elemenata na:

— makroelemente, prisutne u velikim koncentracijama;
— mikroelemente, prisutne u malim koncentracijama i
— elemente prisutne u tragovima (Lippert, 2020).

Makroelementi (Na, K, P, Ca i Cl) su neophodni za Zivot jer ucestvuju u velikom
broju fizioloskih procesa u organizmu. Unose se u telo u obliku soli, dok svoju ulogu
ispoljavaju u obliku jona (Lippert, 2020). U tabeli 3.2 prikazani su izvori makroelemenata

u ishrani, oblik aktivnog jona/jedinjenja, kao i fizioloska funkcija koju obavljaju.

Tabela 3.2. Makroelementi u ishrani i njihov fizioloski znac¢aj (Lippert, 2020)

Jon/jedinjenje od
znacaja ili
suplement

lzvor

Makroelement Fizioloska uloga

Ucestvuje u izgradnji kostiju i
Ca?*, kompleksi

zuba, ¢elijskoj signalizaciji,
vaskularnoj dilataciji,

Ca-proteini, Ca-

Mleko i mlec¢ni
proizvodi, povrée,

Kalcijum, Ca  funkcionisanju miSi¢a, neuralnoj citrat, Ca-fosfati, mahunarke. iaia
transmisiji (L'Abbe, 2003; U.S. Ca-laktat, Ca- Meso ri,bja Ja,
National Academies, Institute of karbonat '
Medicine, 2011)
Glavni katjon intracelularne
teCnosti, osmotski aktivan, Voce, povrce,
Kalijum, K esgncualan za.neryvr)l', . K* KHCOs, KCl mahunarke, rlb.a,
kardiovaskularni, mi§iéni, meso, mleko i
respiratorni, digestivni i bubrezni mle¢ni proizvodi
trakt (Navarro i Vaguero, 2003)
Glavni katjon ekstracelularne
§ te¢nosti, osmotski aktvlvqn, utice Na*, NaHCOs, K_uhlnjs!(_a S0,
Natrijum, Na na osmotsku ravnotezu izmedu NaCl industrijske
intracelularne i ekstracelularne namirnice
tecnosti (Michell, 2003)
Fosfor, P Ugestvuje u izgradnji kostiju i PO, Meso, hrana
zuba, ¢elijskoj signalizaciji, organofosforna bogata proteinima,
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regulaciji sinteze proteina, jedinjenja, mleko i mle¢ni
nukleinskih kiselina, fosfolipida,  neorganski fosfati: proizvodi
izvor energije (ATP-adenozin-3- NazPOas, K3POy,
fosfat) (Anderson, 2003; Goretti polifosfati

Penido i Alon, 2012)

Glavni anjon ekstracelularne

TR ) Kuhinjska so,
teCnosti, ucestvuje u regulaciji

Hlor, CI osmotskog pritiska, acido-bazne Cl,, KCI, NaCl __povree,
A . industrijske
ravnoteze i hidratacije (Stahl-Peke namirnice

i Heseker, 2014)

Mikroelemenata, poput gvozda, ima u mnogo manjoj koncentraciji i potreban dnevni unos
ovih elemenata je reda veli¢ine nekoliko miligrama po danu (Lynch i Duckworth, 2020).
Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (1996) (eng. Worl Health Organization - WHO),
elementi u tragovima su, na osnovu fizioloske uloge, podeljeni na:

— esencijalne (hrom, molibden, bakar, jod, gvozde, selen, kobalt, cink);

— verovatno esencijalne (molibden, silicijum, nikl, bor, vanadijum) i

— neesencijalne elemente, koji mogu ispoljiti toksi¢ni efekat (fluor, olovo,

kadmijum, Ziva, aluminijum, litijum, arsen, kalaj).

Svi ovi elementi u organizam dospevaju putem lanca ishrane, tj. preko namirnica biljnog i

zivotinjskog porekla, zatim putem vode i vazduha.

3.3.1. Bioakumulacija elemenata putem zemljista i vode

Bioakumulacija predstavlja nagomilavanje razli¢itih hemijskih vrsta (teSkih metala,
pesticida) u tkivima Zivog sveta. TeSki metali su sastavni deo Zemljine kore. Na
kontaminaciju voca i povréa teskim metalima moze uticati vise faktora: zagadena zemljista
i vode za navodnjavanje, primena fertilizera i pesticida koji sadrze teSke metale, industrijska
emisija i1 potonja depozicija Cestica teskih metala iz vazduha na plantazama, transport,
proces ubiranja plodova, nacin skladiStenja, kao 1 mesta distribucije do krajnjih potroSaca
(Maleki i Zarasvand, 2008). Biljke usvajaju esencijalne i neesencijalne elemente iz zemljista
u zavisnosti od koncentracionog gradijenta, koji je pak, uslovljen selektivnim usvajanjem
jona od strane korenovog sistema i difuzijom jona kroz zemljiste. Nivo akumulacije
elemenata je razlicit, u zavisnosti od biljne vrste (Huang i Cunningham, 1996). U skladu s

tim, biljke su podeljene u tri grupe (Baker, 1981):
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— ekskluderi (biljke koje rastu na zagadenom zemljistu, ali u izdancima
zadrzavaju nisku koncentraciju metala, sve do grani¢ne koncentracije metala
u zemljistu, kada moze do¢i do odredenog transporta metala preko
korenovog sistema do izdanaka);

— akumulatori (kod ovih biljaka dolazi do akumulacije metala u hadzemnom
delu biljke) i

— indikatori (kod ovih biljaka su usvajanje metala i transport do izdanaka
regulisani tako da koncentracija metala u biljci odrazava koncentraciju
metala u zemlji$tu na kome je biljka gajena).

Za sistem zemljiSte-biljka, definisan je prag nutritivne toksi¢nosti teSkih metala, koji
predstavlja najve¢u dozvoljenu koncentraciju teskih metala u zemljistu (ukupnu ili
biodostupnu koncentraciju), a koja neée rezultovati fitotoksi¢nim efektom ili akumulacijom
metala u jestivim delovima biljke, iznad granica koje su propisane zdravstvenim
standardima (Islam i sar., 2007). Na prag nutritivne toksi¢nosti uti¢u brojni faktori: vrsta
zemljiSta, pH zemlji$nog rastvora, sadrzaj organskih materija, minerali gline, biohemijske
karakteristike zemljista, kao i1 tendencija biljaka ka akumuliranju teskih metala u biljnim
tkivima, S§to je uslovljeno genetskim faktorima same biljne vrste. Takode, prisustvo
mikroorganizama koji se razvijaju na korenovim sistemima razli¢itih biljnih vrsta i zemljista
ima vaznu ulogu u transportu teskih metala iz zemljista do jestivih delova biljaka (Islam i
sar., 2007).

U vodenim sistemima, prisutne koli¢ine metalnih jona zavise od ambijentalne
distribucije, vremenskih ¢inilaca i izluZivanja elemenata iz zemljiSta u same vodene
recipijente (Mansour, 2014). Hemijske karakteristike vode (pH vrednost, koli¢ina prisutne
organske materije), takode su od izuzetne vaznosti za predvidanje i odredivanje
potencijalnih interakcija jona teskih metala sa prisutnim jedinjenjima u rekama i jezerima
(Mannio i sar., 1995; Skjelkvale i sar., 2001). Teski metali u vodenim basenima bivaju
adsorbovani na sedimentima, odakle postepeno mogu migrirati, usled izmene jona izmedu
vode, sedimenata i Zivog sveta kroz razli¢ite hemijske i bioloske procese (Mansour, 2014).

Kako je Covek na vrhu lanca ishrane, jasno je da postoji realna opasnost od
prekomernog unoSenja teSkih metala putem hrane biljnog porekla koja je gajena na
zagadenom zemljistu. Takode, kod Zivotinja koje se hrane takvim biljkama, dolazi do

akumulacije teskih metala u tkivima.
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3.4. Polifenolna jedinjenja

Polifenolna jedninjenja su organska jedinjenja koja sadrze jednu ili vise hidroksilnih
grupa vezanih za fenolni prsten. Prisutna su u vocu, povréu, cvecu, kori drveéa i dr.
Polifenolna jedinjenja su izuzetno raznolika grupa jedinjenja i obuhvataju nekoliko klasa —
od najjednostavnijih, poput fenolnih kiselina i stilbena, do kompleksnih polimernih
molekula, poput tanina (Tsao, 2010). Sastav polifenolnih jedinjenja u biljkama je veoma
promenljiv, kako u kvantitativnom, tako i u kvalitativnom smislu. Odredena jedinjenja su
Siroko rasprostranjena u biljnom svetu (proantocijanidini, antocijani), dok su neka jedinjenja
karakteristicna samo za odredenu biljnu vrstu (izoflavoni u mahunarkama) (Belscak-
Cvitanovi¢ i sar., 2018). Prisustvo polifenolnih jedinjenja uti¢e na senzorna i nutritivna
svojstva namirnica koja sadrze biljne komponente. Biljni pigmenti, antocijani i karoteni
(crveni, plavi, ljubicasti, narandzasti), nalaze se u laticama cveca i plodovima biljaka.
Prirodna polifenolna jedinjenja vanilin i eugenol, izuzetno su intenzivnog i privlacnog
mirisa. Od polifenola poti¢e gorka percepcija ukusa, kao i adstrigensni osecaj u ustima, §to
je prvenstveno izazvano prisustvom proantocijanidina i kondenzovanih tanina (Lesschaeve
i Noble, 2005).

Polifenolna jedinjenja imaju veoma vaznu ulogu u privlaenju oprasivaca, kao i u
odbrambenim mehanizmima biljaka protiv delovanja virusa, bakterija, gljivica i biljojeda.
Biosinteza polifenolnih jedinjenja pocinje od Sikimske kiseline, i tece preko aromati¢nih
aminokiselina tirozina ili fenilalanina (Cutrim i Cortez, 2018).

Polifenolna jedinjenja su efikasni antioksidanti koji neutraliSu slobodne radikale
doniranjem elektrona ili vodonikovih atoma. Mehanizmi antioksidativhog dejstva
polifenolnih jedinjenja zasnivaju se na direktnom ,,hvatanju‘ slobodnih radikala, helatiranju
jona metala koji uCestvuju u formiranju slobodnih radikala i inhibiciji enzima potrebnih za
nastanak slobodnih radikala (Belscak-Cvitanovié i sar., 2018). Na osnovu hemijske
strukture, polifenolna jedinjenja mogu biti podeljena u 3 velike klase: flavonoide, stilbene i

fenolne kiseline (tabela 3.3) (Papuc i sar., 2017).
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Tabela 3.3. Polifenolna jedinjenja — klase, potklase i izvori (prilagodeno iz Papuc i sar., 2017)

Klasa, p(s)tt:(l:iiﬁr;osnovna Primer Polozaj hidroksilnih grupa/ supstituisanih hidroksilnih grupa/drugih supstituenata Izvor Referenca
1. FLAVONOIDI
4 5 7 3 4
Flavoni Luteolin H H | -|OoH| H |OH| H | H | OH | OH | H |H o Chen i sar.
— LEnIVIB | 2003; El-Shafey
Apigenin H H - | OH| H | OH | H H H OH H | H | lucerka cvel | 5np olgawad
indijske trube, 2012- Mishi '
— baikalska 012; Mishima i
Hrizin H H - OH H OH H H H H H H kj . sar., 2015; Zhao
apica i sar., 2016
Baikalein H H - OH OH OH H H H H H H
Hesperetin H H - OH H OH H H OH OCHs H H
gre;?:jta i Mullen i sar.,
citrusa 2008
Narigenin H H - OH H OH H H H OH H H
Flavonoli Kvercetin H | OH | - |OH| H |OH| H | H | OH OH | H | H
Kemferol H OH - OH H OH H H H OH H H
Galangin H OH | - |OH | H | OH | H H H H H | H
Propolis, med,
Fisetin H OH - H H OH H H OH OH H H | kamilica, lipa, Chanii sar.,
Gingko 2007; Sanli i
Miricetin H OH - OH H OH H H OH OH OH H biloba, Lunte, 2014,
- eukaliptus
Morin H OH | - |OH| H | OH | H | OH H OH H | H
Hiperozid H O-Gal - OH H OH H H OH OH H H
Heliozin H O - OH H OH H H OH OH H H
diGal
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Flavanonoli
Taksifolin H OH OH H OH H H OH OH H H
Dahurski aris, Kimi sar.,
kinesko drvo | 2010; Liu i sar.,
laka 2014;
Fustin H OH H H OH H H OH OH H H
Monomeri
(+)-Katehin BOH OH OH OH OH
(-)-Epikatehin aOH OH OH OH OH
(-)-Epigalokatehin H aOH OH H OH H H OH OH OH | H Zeleni i crni SUbha;gilT)i i
-Epi _ ¢ai. kak sar., ;
(-)-Epikatehin-3- |, | 0O OH | H [OH | H | H | OH | OH | H |n | “Fee Gadkari i
galat Galat
Balaraman,
O 4O- 2015;
Epigalokatehin-3- H Galat OH H OH H H OH OH OH H ’
galat
Polimeri Drvenaste
Proantocijanidini | Proizvod oksidativne kondenzacije monomernih (flavan-3-ol) jedinica izmedu C4 i C6 ili C8 bilike. voce
(kondenzovani atoma Jxe, voce,
- vino, pivo
tanini)
Izoflavoni Genistein H H OH H OH H H H OH H H
Genistin H H OH H (o]¢]] H H H OH H H
Daidzein H H H H OH H H H OH H H | Soja, crvena Salf’UIIZ%C?I.VfI&iIm
Daidzin H H H H e]€]l H H H OH H H detelina a.
isar., 2012;
Biohanin A H H OH H OH H H H OCHs H H
Formononetin H H H H OH H H H OCHjs H H
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Tabela 3.3. Nastavak

Neoflavonoidi
(4-fenilkumarini) Dalbergin - H H H | OH | OCHs | H | H H H H H
Siroko Garazd
rasprostra- i
- Kompleksna struktura njeni u Isar.,
Kalofilolid P biljnom 2003
svetu
Inofilumi B, P, G, Kompleksna struktura
F
Halkoni o B
\ 1zolikviritigenin H H OH H H H H OH H OH H H
Flavokavain A | H H |ocHs| H | H H |H|OH| H |ocHs| H | oCHs Suwito i
Jabuke, sar.
Flavokavain B H H H H H H H | OH H OCHs H OCHs cvece,
hmelj, pivo 2014
Flavokavain C H H OH H H H H OH H OCHs H OCHs
Gimnoramen H H OCH3s H H H H OH H OCH3s H OH
Cijanidin - OH H OH H OH H H OH OH H H .
Khoo'i
Pelargonidin - OH H OH H OH H H H OH H H sar.,
Crvenei 2017"
Peonidin - OH H OH H OH H H OCHs OH H H plave latice '
cveca, voée | Mattioli
Delfinidin - OH H OH H OH H H OH OH OH H ipovrée i sar
Petunidin - OH H OH H OH H H OH OH OCHs H 2020
Malvidin - OH H OH H OH H H OCH3 OH OCHz3 H
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2. STILBENOIDI
Stilbenoidi
trans-Resveratrol H OH H OH H H H H H OH H Crveno
¥ grozde,
trans-Piceatanol H OH OH H H H H H OH H OH vino, Zhang i
borovnice, sar.,
trans-Piceid H OGlI H OH H H H H H OH H kikiriki, 2012;
_ crna Counet i
trans-Pterostilben H OCH3 H OCH3 H H H H H OH H ¢okolada, sar.,
sirak, 2006
Cajanoton CsHg | OCHs H OH H H OH H H H H gungo
Sak
Cajanamid CsHo | OCHs | H | OH | co NH H H H H grasa
3. FENOLNE KISELINE
Benzoeve kiseline Monomeri
HO o hidroksibenzoeva H H OH H H - - - - - -
kiselina Voce Manach
isali - - - - - - . isar.,
, ] Galna kiselina H OH OH OH H povrée 2004
. . Protokatehinska H OH OH H H |- ) ) ) } }
! kiselina
4 . .
Elaginska kiselina Dilakton galne kiseline
Polimeri
Hidrolizabilni R Kineska | J0urdes
L - Derivati galne ili elaginske kiseline isar.,
tanini (galotnini i rabarbara
A 2013
elagitanini)
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Tabela 3.3. Nastavak

Hidroksicimetne kiseline Kafena kiselina H OH OH H H ) ) ) ) i i i
(o]
2 p-Kumarna
5 e on kiselina H H OH H H ) ) ) ) ) ) ) Voée i Guzman
4 p Ferulna kiselina H OCHs OH H H - - - - - - - poviée. kafa | -, 2014
’ Sinapinska H |ocHs| OH | ocHs | H | - | - | - | - | - | - .
kiselina
Gupta i
Kurkumin Proizvod kondenzacije dva molekula ferulne kiseine preko metil-grupe Kurkuma sar.,
2013
Liang i
Hlorogenske Kitts,
kiseline Estri hidroksicimetnih kiselina sa hininskom kiselinom Voce, kafa, 2016;
Kafeoilferuloilhi- Estri kafene i ferulne kiseline sa hininskom kiselinom hibiskus Tajik i
ninske kiseline sar.,
2017;
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3.4.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su derivati benzoeve ili cimetne kiseline. U vocu i povrcu,
hidoksibenzoeve kiseline su zastupljene u malim koli¢inama, naroc¢ito u slobodnom obliku.
Crna rotkva 1 crni luk su vazan izvor slobodnih hidroksibenzoevih kiselina. U zitaricama i
semenju biljaka, hidroksibenzoeve kiseline su u obliku estara. Polimeri hidroksibenzoevih
kiselina su hidrolizabilni tanini (galotanini u mangu i elagitanini u jagodama, malinama i
kupinama) (Clifford i Scalbert, 2000).

Lisc¢e Cajevca sadrzi znacajne koli¢ine galne kiseline (Manach i sar., 2004), koja je
efikasan antioksidant. Vrsta, broj i raspored supstituenata odreduju antioksidativne osobine
svih polifenolnih jedinjenja. Kvantni proracuni su pokazali da su u molekulu galne kiseline,
tri hidroksilne grupe koplanarne, dok je karboksilna grupa pozicionirana od ravni
benzenovog prstena (Mohammed-Ziegler i Billes, 2002). Dve intramolekulske vodoni¢ne
veze izmedu tri hidroksilne grupe doprinose stabilizaciji molekula. Prilikom formiranja
anjona ili anjon-radikalskih vrsta, elektronski oblak je delokalizovan preko benzenovog
prstena i kiseonikovih atoma, $to rezultuje snaznijim intramolekulskim vodoni¢nim vezama
(slika 3.8). Ulogu u stabilizaciji radikala ima i kaptodativni efekat, koji se odlikuje
sinergistiCkim delovanjem elektrofilne karboksilne grupe u para polozaju i elektron-
donorskih hidroksilnih grupa u orto polozajima u odnosu na hidroksilnu grupu koja je donor

vodonika (Leopoldini i sar., 2004).

Elektrofilna grupa u

o) OH :
0 OH para polozaju
R® RH
U - Kaptodativni efekat
HO OH o o Elektron-donorske grupe u
OH \ / oba orto polozaja

Mala — J

energija veze Stabilizacija molekula preko dve
intramolekulske vodonicne veze
hidroksilnih grupa u orto polozaju

Slika 3.8. Faktori koji uti¢u na efikasnost molekula galne kiseline kao antioksidanta
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Istrazivanja derivata galne kiseline su pokazala da konformeri njenih estara imaju
planarnu geometriju. Uzrok tome je stabiliziraju¢i efekat delokalizacije n elektronskog
oblaka izmedu benzenovog prstena i1 karbonilne grupe, Sto je favorizovno kada leze u istoj
ravni (Fiuza i sar., 2004).

Za razliku od hidroksibenzoevih kiselina, hidroksicimetne kiseline su dosta
zastupljenije u biljnom svetu. Mogu se na¢i u svim delovima biljaka, mada su najvece
koncentracije detektovane u spoljnim delovima zrelih voc¢aka. Njihova koli¢ina se smanjuje
u toku zrenja, ali i povecava sa povecanjem veli¢ine ploda (Manach i sar., 2004). Kafena,
ferulna, sinapinska i kumarna kiselina se retko mogu naéi u slobodnom obliku, osim u
preradenim namirnicama, koje su podlegle fermentaciji, zamrzavanju ili sterilizaciji.
Hidroksicimetne kiseline su prisutne u obliku glikozilovanih derivata ili estara sa
hininskom, $ikiminskom i vinskom kiselinom. Estar kafene i hiniske kiseline je hlorogenska
kiselina, koja je u velikim koncentracijama prisutna u kafi (Clifford, 1999).

Kafena kiselina, kako slobodna, tako i esterifikovana, najzastupljenija je fenolna
kiselina i predstavlja 75-100% ukupnih hidroksicimetnih kiselina u veéini vrsta voca.
Ferulna kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u zrnevlju Zitarica, skoncentrisana u
spoljnim slojevima zrna. Perikarp moze sadrzati 1 do 98% ukupne koli¢ine ferulne kiseline,
koja je esterifikovana arabinoksilanima (Manach i sar., 2004).

Elaginska kiselina je lakton galne kiseline. Prisutna je u biljkama u obliku
hidrolizabilnih tanina — elagitanina, kao strukturna komponenta celijskog zida i Celijske
membrane. Elagitanini su estri glukoze sa elaginskom kiselinom koji, kada hidrolizuju, daju
elaginsku kiselinu. Pokazalo se da je elaginska kiselina mo¢no antikancerogeno sredstvo, a
jedan od glavnih mehanizama antikancerogenog dejstva je modifikacija metabolizma
toksina iz zivotne sredine u organizmu (Vattem i Shetty, 2005). Nakon oralne primene,
elaginska kiselina je pokazala hepatoprotektivnu funkciju protiv dejstva ugljen-tetrahlorida

u invitro i in vivo uslovima (Singh i sar., 1999).

3.4.2. Stilbenoidi

Stilbenoidi su hidroksilovani derivati stilbena. Postoje u obliku monomera,
oligomera i polimera. Glavni predstavnik ove grupe neflavonoidnih polifenolnih jedinjenja
je 3, 4°, 5-trihidroksistilben — resveratrol, koji ispoljava antioksidativno, antitumorsko i

antibakterijsko dejstvo, a zastupljen je u crvenom vinu, kakaou, grozdu (Papuc i sar. 2017).
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Znacajna je 1 uloga resveratrola kao helatnog agensa u vezivanju jona metala u bioloskim
sistemima, jer se na taj na¢in smanjuje raspoloziva koncentracija metala koji u reakcijama
lipidne peroksidacije udestvuju kao katalizatori. Resveratrol moze helatirati Fe?* jon svojim
dvema hidroksilnim grupama, pri ¢emu se formiraju Cetiri koordinativne veze (slika 3.9)
(Giilgin, 2010).

OH

Resveratrol
OH
+ Fe?t
| T
0. .0
: O N O - Q
N Q oH
O" \O\
| !

Kompleks resveratrol-Fe?*

Slika 3.9. Helatizacija jona Fe?* resveratrolom

3.4.3. Flavonoidi

Osnovnu hemijsku strukturu flavonoida predstavlja difenil-propan, koga ¢ini 15 C
atoma (slika 3.10). Pritom, dva benzenova prstena (A i B) medusobno su povezani sa 3 C
atoma, koji mogu sacinjavati tre¢i prsten (C), ali ne u svim slucajevima (izuzetak su
halkoni). Najzastupljenija su flavonoidna jedinjenja kod kojih je benzenov prsten A
kondenzovan sa heterocikli¢nim piranskim prstenom, a benzenov prsten B je u polozaju 2
ili 4 (Karak, 2019). Razli¢ite klase flavonoida se razlikuju po stepenu oksidacije i
supstituciji na piranskom C prstenu, dok se pojedinacna jedinjenja unutar samih klasa

razlikuju po vrsti i polozaju supstituenata na prstenovima A i B (Kumar i Pandey, 2013).
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Slika 3.10. Osnovna struktura flavonoida

Flavonoidi su sekundarni metaboliti, prisutni u svim delovima biljaka, a narocito u
¢elijama sa intenzivnom fotosintetiCkom aktivnos¢u (Kumar i Pandey, 2013). Biosinteza
flavonoida zapocinje od aminokiseline fenilalanina i proti¢e uz ucesée brojnih enzima, do
sinteze flavonona (narigenin). Flavononi su klju¢ni intermedijeri u biosintezi flavonoida, iz
kojih dalje nastaju specificna polifenolna jedinjenja (slika 3.11) (Horinouchi, 2008).

Flavonoidi su u biljkama zastupljeni u obliku aglikona, glikozida i metilovanih
derivata. Osnovna struktura flavonoida, predstavljena na slici 3.10. predstavlja aglikon.
Flavonoidi su hidroksilovani najées¢e u polozajima 3, 5, 7, 2°,3°, 4’1 5. Pri formiranju
glikozida, glikozidna veza je obicno u polozajima 3 ili 7, a ugljeni hidrati su najces¢e D-
glukoza, L-ramnoza, glukoramnoza, galaktoza, arabinoza (Kumar i Pandey, 2013). Takode,
flavonoidi mogu formirati komplekse sa oligosaharidima, mastima, aminima i organskim
kiselinama (Duthie i sar., 2003).

Spektroskopska ispitivanja flavonoida olakSala su spektralnu karakterizaciju
potklasa. Tako je nadeno da flavoni i flavonoli imaju dve intenzivne apsorpcione trake: traka
| (cinamoil traka, 320-385 nm) poti¢e od apsorpcije zracenja na B prstenu, dok traka II
(benzoil traka, 250-285 nm) poti¢e od apsorpcije zracenja od strane A prstena. Prisustvo
funkcionalnih grupa moze uzrokovati pomeranje apsorpcionih traka u spektru. Tako
prisustvo dodatnih hidroksinih grupa dovodi do batohromnog pomeranja apsorpcionog
maksimuma trake | na 367 nm kod kemferola (hidroksilne grupe u polozajima 3,5,7,4”), na
371 nm kod kvercetina (hidroksilne grupe u polozajima 3,5,7,3°,4’) i na 374 nm kod
miricetina (hidroksilne grupe u polozajima 3,5,7,3°,4°,5). Odsustvo hidroksilne grupe u
polozaju 3 kod flavona, razlikuje ih od flavonola i rezultuje hipsohromnim pomeranjem
apsorpcionog maksimuma za 20-30 nm. Tako se, na primer kod apigenina, traka | javlja na
kra¢im talasnim duzinama (337 nm). U apsorpcionom spektru flavonona se uocava veoma
intenzivna traka II, izmedu 270 i 295 nm. Kod narigenina je maksimum apsorpcije na 288

nm, a kod taksifolina na 285 nm, pri ¢emu se za traku I uocavaju pikovi malog intenziteta
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na 326 nm, odnosno 327 nm. U jedinjenjima sa monosupstituisanim B prstenom, traka Il se
javlja kao jedan pik na oko 270 nm, dok se kod di-, tri- i o-supstituisanog B prstena, javlja
u obliku dva pika, viSeg na 258 nm i nizeg na 272 nm. Kod antocijana je prepoznatljiva
traka | na 450-560 nm i traka Il na 240-280 nm, pa se u zavisnosti od broja i polozaja
hidroksilnih grupa, razlikuje i boja pojedina¢nih antocijana (Wollenweber i Dietz, 1981).
Flavonoidi doprinose zdravlju ljudi, smanjujuéi rizik od nastanka brojnih bolesti
(Kumar i Pandey, 2013). Smatra se da oksidativne modifikacije LDL holesterola (eng. low
density cholesterol) imaju klju¢nu ulogu u nastanku ateroskleroze. Izoflavan glabridin,
izolovan iz biljke sladi¢ (Glycyrrhiza glabra, Fabaceae), inhibira oksidaciju LDL
holesterola hvatanjem slobodnih radikala (Fuhrman, 1997). Flavonoidi iz bobicastog voca
imaju pozitivan efekat u borbi protiv Parkinsonove bolesti i pomazu u pobolj$anju pamcéenja
kod starijih osoba. Unos flavonoidnih antioksidanata povezan je sa smanjenjem rizika od

nastanka demencije (Commenges i sar., 2000).

33



Doktorska disertacija

Milena D. Nikoli¢

0]

OH ’\
Fenilalanin

Genistein
(izoflavon)

HO o

Izoflavonoidi-<——

OH OH

Leukopelargonidin
(flavan-3.4-diol)

Lo

Antocijani Tanini

fenilalanin amonijak-liaza
ﬁ

izoflavon-sintaza O -
O )

(o] cinamat-4-hidroksilaza 4-kumarat-CoA llga7a
x
S & A

p-Kumarna kiselina

Cimetna kiselina p-kumaroil-CoA

malonil-CoA | halkon-sintaza

Resveratrol

OH OH
HO o) . HO
halkon-izomeraza

Narigenin halkon

OH OH O Narigenin ﬁaVO”‘SfmaZa on o OH
(ﬂavanon) \

flavanon-3-hidroksilaza
OH
Apigenin
(@] O OH O
Zay, (flavon)

HO
dihidrokemferol-4-reduktaza O

O[)O
.
6‘]0 {e[
OH '33-‘3
OH O

Dihidrokemferol
(dihidroflavonol)

OH |0 Kemferol
l (flavonol)

Derivati flavonola
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Antioksidativna aktivnost flavonoida bila je predmet interesovanja brojnih
istrazivanja (Heim i sar., 2002; Yao i sar., 2004; Prochazkova i sar., 2011; Bubols i sar.,
2013; Banjarnahor i Artanti, 2013; Kumar i Pandey, 2013). Postoje tri osnovna segmenta u
strukturi flavonoida koja su prepoznata kao zna¢ajna za antioksidativnu aktivnost i prikazani
su na slici 3.12:

- hidroksilne grupe na prstenovima A 1 C, u polozajima 3, 517;

- hidroksilne grupe u orto polozajima 3’ i 4’ (katehol) na B prstenu, pogodne za

delokalizaciju elektrona - na ovaj nacin se stabilizuje flavonoidni radikal.

Flavonoidni radikal moze reagovati sa joS jednim slobodnim radikalom, pri ¢emu

nastaju stabilni hinoni (slika 3.13a). Takode, na ovom mestu moze do¢i do

helatiranja jona metala (slika 3.13b);

- dvostruka veza u polozaju 2-3 na piranskom prstenu C konjugovana sa 4-keto

grupom, omogucava delokalizaciju elektrona sa aromati¢nog prstena B. Time se,

usled rezonancije, stabilizuje flavonoidni radikal koji nastaje u reakciji flavonoida

sa slobodnim radikalima. Izmedu 4-keto grupe i hidroksilnih grupa u polozajima 3 i

5 moze do¢i do formiranja intramolekulske vodoni¢ne veze, a u ovom polozaju

takode moze doci do helatiranja jona metala (Bubols i sar., 2013) (slika 3.14).

Slika 3.12. Funkcionalne grupe flavonoida znacajne za antioksidativnu aktivnost

Konfiguracija, supstitucija i broj hidroksilnih grupa uti¢e na sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala i heliranja jona metala. Hidroksilne grupe na B prstenu su najznacajnije
za hvatanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) i reaktivnih

azotnih vrsta (eng. Reactive Nitrogen Species, RNG) jer doniraju vodonik ili elektron
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hidroksil-, peroksil-, peroksinitril- radikalima, pri ¢emu nastaju relativno stabilni
flavonoidni radikali (Cao i sar., 1997).

a) OH Oe .
on R RH OH R* RH o
NS N
Fl Fl Fl

b) OH

n+
OH Mt o
—_—
Fl Fl

Slika 3.13. Doniranje vodonika (a) i helatiranje jona metala (b) hidroksilnim grupama na B

prstenu u polozajima 3° i 4’

Slika 3.14. Intramolekulske vodoni¢ne veze (a) i helatiranje jona metala (b) izmedu 4-keto

grupe 1 hidroksilnih grupa u poloZajima 31 5

Helatiranjem jona gvozda i bakra, koji uCestvuju kao katalizatori u reakcijama
nastanka slobodnih radikala u bioloSkim sistemima, flavonoidi onemoguc¢avaju nastanak
pojedinih radikalskih vrsta (Prochazkova i sar., 2011). Vazna uloga flavonoida je i u

inhibiranju dejstva razli¢itih oksidaza, koje katalizuju nastanak slobodnih radikala.

36



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

Flavonoidi inhibiraju ksantin oksidazu i protein kinazu C, koji su odgovorni za nastanak
superoksid-anjon radikala (05~) (Hanasaki i sar., 1994). Takode je pokazano da mogu
inhibirati dejstvo ciklooksigenaze, lipoksidaze, mikrozomalne sukcin-oksidaze i NADH-
oksidaze (Brown i sar., 1998; Korkina i Afanas'Ev, 1996).

3.4.5. Antocijani

Antocijani su hidrosolubilni biljni pigmenti koncentrisani u vakuolama. Od
antocijana potiu razne nijanse crvene i plave boje cvetova biljaka i plodova voca i povréa.
Imaju vaznu ulogu u privlacenju insekata i zivotinja, ¢ime se pospeSuje oprasivanje cvetova
1 raznoSenje semena. Antocijani spreavaju oste¢enja biljnih tkiva izazvana prekomernim
zracenjem, jer apsorbuju UV zracenje (Mattioli i sar., 2020).

Antocijani su glikozidi antocijanidina (aglikona). Antocijanidini su podeljeni u 3
grupe: 3-hidroksiantocijanidine, 3-deoksiantocijanidine i O-metilovane antocijanidine, dok
antocijani postoje u obliku glikozida antocijanidina i acilovanih antocijana. Oshovnu
strukturu antocijana predstavlja flavilijum katjon (slika 3.15), hidroksilovan u razli¢itim
polozajima (3,5,6,7,3°,4” 1 5”). Hidroksilna gupa u polozaju 3 je mesto u flavilijum katjonu
na kome najc¢esée dolazi do glikozilacije, pa su tako u biljnom svetu najzastupljeniji 3-O-f3-
glikozidi cijanidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina, peonidina i petunidina (Khoo i
sar., 2017).

Slika 3.15. Struktura flavilijum katjona

Stabilnost antocijana zavisi od brojnih faktora: strukture samog antocijanidina, vrste
kopigmenta, temperature, svetlosti, prisustva enzima, metalnih jona i kiseonika (Turturica

i sar., 2015). Boja antocijana posledica je apsorpcije UV/Vis zrafenja i delokalizacije

37



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

elektrona, dok su sama jonizacija i preraspodela elektrona u molekulu uslovljeni
koncentracijom jona vodonika, tj. pH vredno$¢u sredine (Castafieda-Ovando i sar, 2009).
U kiseloj sredini (pH<3), antocijani su u obliku stabilnog flavilijum katjona, zbog ¢ega su
vrlo rastvorljivi u vodi. Sa porastom pH vrednosti, odvijaju se dve konkurentne reakcije.
Prva je reakcija hidratacije flavilijum katjona, §to za posledicu ima stvaranje bezbojne
karbinol pseudobaze, otvaranje prstena i nastanak halkon pseudobaze. U drugoj reakciji
nastaju hinonoidalne baze, usled transfera protona na hidroksilne grupe aglikona.
Hinonoidalni anjoni, stabilizovani rezonancijom, nastaju pri pH vrednostima 6-7, kada
dolazi do deprotonovanja hinonoidalnih baza (Fossen i sar., 1998).

Osim pH, na stabilnost antocijana utice i kopigmentacija aglikona, koja predstavlja
stabilizaciju antocijanidina metalnim jonima ili flavonoidima. Kopigmentacija stabilizuje
boju lis¢a, cvetova i plodova biljaka (Trouillas i sar., 2016). Utvrdeno je da prisustvo
metalnih jona stabilizuje karbinol pseudo-bazne strukture u ravnoteznoj smesi delfinidina i
obezbeduje plave nijanse. Kopigmentacija antocijanidina sa flavonoidima, glikozilacija i
acilovanje antocijanidina povecavaju intenzitet boje cvetova (Khoo i sar., 2017).

Temperatura je znacajan faktor koji utice na stabilnost antocijana. Prisustvo
kiseonika ubrzava degradaciju antocijana, putem direktne okidacije i delovanjem
oksidujuc¢ih enzima. U prisustvu kiseonika, enzim polifenol-oksidaza katalizuje oksidaciju
hlorogenske kiseline u odgovaraju¢e hinone, koji reaguju sa antocijanima, gradeci
kondenzacione proizvode braon boje. Osim antocijana i ostala polifenolna jedinjenja
podleZzu degradaciji u prisustvu enzima polifenol-oksidaze. Pomenuti enzim se moZze
inaktivisati blansiranjem (blagim zagrevanjem do 50 °C). Tako su Skrede i saradnici (2000)
pokazali da dodatak blanSiranog ekstrakta pulpe borovnice soku od borovnice ne uzrokuje
smanjenje sadrZaja antocijana u soku. U istoj studiji, dodatak neblanSiranog ekstrakta
rezultovao je gubitkom od 50% u sadrzaju ukupnih antocijana u soku, ¢ime je istaknuta
funkcija enzima u degradaciji antocijana.

Temperatura 1 duZina zagrevanja imaju znacajan uticaj na sadrzaj antocijana u
krajnjem proizvodu. Sadilova i saradnici (2006) su zabelezili da posle 3 sata zagrevanja na
95 °C, samo 50% ukupnih antocijana zove biva ocuvano. U studiji Brownmiller-a i
saradnika (2008), blansiranje (95 °C/3 min) u kombinaciji sa pasterizacijom borovnice
rezultovalo je gubitkom od 43% u sadrzaju ukupnih monomernih antocijana. Prilikom
kuvanja dZema od jagode duZe od 15 minuta, dolazi do smanjenja u sadrZaju ukupnih
antocijana od 80% (Garcia-Viguera i Zafrilla, 2001). Blansiranje, kuvanje u vodi i kuvanje

na pari uzrokuju smanjenje u sadrzaju ukupnih antocijana od 59%, 41% i1 29% u crvenom
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kupusu (Volden i sar., 2008).

Blagotvorni uticaj antocijana na zdravlje ljudi predmet je mnogih istraZivanja.
Delfinidin ispoljava antimikrobno dejstvo protiv bakterije Staphylococcus aureus, deluje
kao antiflogistik (protiv zapaljenja) i imunosupresiv (Roewer i Broschet, 2013a; Roewer i
Broschet, 2013b).

Pelargonidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid i delfinidin-3-glukozid, kao i njihovi
aglikoni, ispoljavaju snazno antioksidativno dejstvo u lipozomalnom sistemu i smanjuju
nastanak malonil-aldehida, koji nastaje kao posledica UVB zrac¢enja. Pritom, pelargonidin
je najefikasniji u hvatanju hidroksilnih radikala, dok je delfinidin efikasniji u inhibiciji
lipidne peroksidacije i hvatanju superoksidnih radikala (Tsuda i sar., 1996).

Antocijani ispoljavaju antiangiogenezni efekat. Angiogeneza predstavlja rast novih
krvnih sudova, iz ve¢ postojec¢ih kapilara ili vena, a ¢éelije endotela imaju kljucnu ulogu u
ovom fizioloskom procesu. Medutim, narusavanje ravnoteze u organizmu moze dovesti do
angiogeneze i u slucajevima kada ona nije pozeljna (nastanak kancera, kardiovaskularnih
bolesti, retinopatije i nefropatije izazvane dijabetesom) (Xue i sar., 2010). Ekstrakti
borovnica, jagoda i brusnica, bogati antocijanima, imaju supresivni efekat na vaskularni
endotelijalni rast humanih Kkeratinocita, koji je izazvan dejstvom multifunkcionalnog
citokina TNF-a (eng. Tumor Necrosis Factor - TNF) (Roy i sar., 2002).

Antocijani uticu blagotvorno 1 na kardiovaskularni sistem, ispoljavajuci
vazorelaksantni efekat (Bell i Gochenaur, 2006). U in vitro uslovima, primeceno je anti-
trombocitno dejstvo (Rechner i Kroner, 2005).

Ekstrakti crnog pirin¢a, bogati antocijanima, u in vitro i in vivo uslovima, indukuju
¢elijsku apoptozu (vid Celijske smrti, genetski programiran mehanizam za kontrolu broja
¢elija) i dovode do supresije angiogeneze, $to rezultuje antitumorskim efektom (Hui i sar.,
2010). Antidijabeticno dejstvo pelargonidin-3-galaktozida, cijanidin-3-glukozida i
delfinidin-3-glukozida ogleda se u pospesivanju izluc¢ivanja insulina, smanjenju nivoa

glukoze u krvi i prevenciji nastanka insulinske rezistencije (Li i sar., 2015).

3.5. Slobodni radikali i antioksidanti — mehanizam delovanja

Slobodni radikali su hemijske vrste sa nesparenim elektronom, nestabilne i visoko
reaktivne. Slobodni radikali mogu nastati usled egzogenih uticaja, kao $to je suncevo

zraCenje, kada UV zracenje dovodi do homolitickog raskidanja veza u molekulima.
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Stvaranje slobodnih radikala jedan je od odbrambenih mehanizama ¢elije na Stetne uticaje
iz spoljne sredine. Koncentracija slobodnih radikala se povecava u slu¢ajevima hemijske
intoksikacije organizma, u cilju konverzije toksina u manje Stetne supstance. Zapaljenski
procesi su endogeni faktor koji stimuliSe nastanak slobodnih radikala u telu. Oni su prisutni
u fagocitnim celijama (makrofagi, monociti, neutrofili), gde uniStavaju patogene
mikroorganizme (Santos-Sanchez i sar., 2019). Polimerizacija aminokiselina, kada nastaju
proteini, proti¢e uz ucesc¢e slobodnih radikala (Dean i sar., 1997) (slika 3.16). Slobodni
radikali su neophodni i za kataliti¢ku aktivaciju enzima ksantin-oksidaze, aldehid-oksidaze,

monoamin-oksidaze, ciklooksigenaze, lipoksigenaze (Fridovich, 1976).

)Y':; JY \x’r

I=z

Dalje reakcije --——
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Slika 3.16. Reakcija hidroksilnog radikala sa a-aminokiselinama
(Santos-Sanchez i sar., 2019)

Antioksidativni enzimi efikasno kontroliSu slobodne radikale u veéini slucajeva.
Medutim, do ostecenja ¢éelija i tkiva dolazi kada koncentracija slobodnih radikala i reakcije
u kojima ucestvuju postanu prekomerne, pa dolazi do patofizioloskih promena, poput
mutageneze, nastanka kancera, arterioskleroze, dijabetesa, infarkta miokarda, zapaljenskih
bolesti, disfunkcije centralnog nervnog sistema i starenja celija (Rice-Evans, 1995;

Halliwell, 1996). Ostecenja ¢elija rezultat su (Nakamura i sar., 1997):
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- lipidne peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskim membranama;

- promene celijskih funkcija koje su povezane sa aktivnoS¢u interleukina i

formiranjem prostaglandina, hormona i neurotransmitera;
- inaktivacije ili denaturacije proteina i

- modifikovanja baza u nukleinskim kiselinama, $§to rezultuje mutagenezom ili

karcinogenezom.

Za navedene procese, radikalske vrste od znac¢aja su: superoksid-anjon radikal (O2*"
), hidroperoksil-radikal (HO-*), hidroksil-radikal (HO®), azot oksid (NO®), azot dioksid
(NO2*), nitrozoperoksikarbonat (ONOOCQ; ) i peroksinitrit (ONOO ). U tabeli 3.4.

predstavljeni su slobodni radikali u bioloskim sistemima, nacin na koji nastaju i funkcija

koju vrse.

Tabela 3.4. Slobodni radikali koji nastaju u bioloskim sistemima (Santos-Sanchez i sar.,

2019)

Slobodni radikal

lzvor

Funkcija

Enzimski procesi, reakcije
autooksidacije, reakcije

Oksiduje askorbinsku kiselinu
i a-tokoferol, redukuje

©: neenzimskog transfera komplekse gvozda, poput
elektrona citohroma-C
HO,® Protonovanje O Inicira pero!<sid_aciju masnih
kiselina
Reaguje sa neorganskim i
Nastaje iz H,O, Fentonovom brojnim organskim
HO* reakcijom, katalizovanom molekulima (DNK,
jonima metala proteinima, lipidima, ugljenim
hidratima)
Dejstvo azot-oksid sintetaze Stimuli$e enzim protein-
NO* na arginin, uz NADPH kao kinazu i uestvuje u
izvor elektrona relaksaciji glatkih misic¢a
Ucestvuje u antioksidativnim
NO,* Homoliticka fragm_entacija reakcijama, smanjuje
ONOOCO:; koncentaciju askorbata i a-
tokoferola u plazmi
Ucestvuje u oksidovanju i
- . . nitrovanju metionina i
ONOO Reakcija 0252 NO tirozina; oksiduje DNK kada
nastaje nitroguanin
Intermedijer u reakciji S
COs* superoksid-djismutaza-CJu2+- Oksiduje biomolekule poput

OH®

proteina i nukleinskih kiselina
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Ucestvuje u nitrovanju
ONOOCO, Reakcija ONOO sa CO; tirozinskih fragmenata
oksihemoglobina

Oksidativni stres je kompleksan proces koga karateriSe neravnoteza izmedu
produkcije slobodnih radikala i sposobnosti organizma da eliminiSe ove reaktivne vrste
putem endogenih i egzogenih antioksidanata.

Antioksidanti su supstance koje u malim koncentracijama odlazu ili sprecavaju
oksidaciju supstrata. Endogeni antioksidanti mogu biti enzimski (superoksid-dismutaze,
katalaza, glutation-peroksidaza) i neenzimski (bilirubin, albumin). Egzogeni antioksidanti
se u telo unose putem hrane i suplemenata (cink, selen, flavonoidi).

Superoksid-dismutaze su grupa metaloenzima koji predstavljaju prvu liniju odbrane
¢elije od ROS i katalizuju reakciju dismutacije super-oksid anjon radikala (O.*" ) do
molekulskog kiseonika i H202. Ova reakcija je pracena oksido-redukcijom jona metala
(bakar, gvozde, mangan, nikl), koji se nalaze u aktivnom centru enzima (Younus, 2018).
Smatraju se jednim od najvaznijih detoksikuju¢ih enzima u ¢eliji (Santos-Sanchez i sar.,
2019). Katalaza katalizuje redukciju H202 do molekulskog kiseonika i vode, ¢ime se
kompletira proces detoksikacije koji zapo€inju superoksid-dismutaze. Katalaza je u celiji
skoncentrisana u peroksizomima, a aktivni centar ovog enzima sadrzi jone gvozda ili
mangana (Chelikani i sar., 2004). Glutation-peroksidaze su grupa koju ¢ini najmanje 8
enzima, a za ¢iju aktivnost je neophodan selen (Moro6n i Castila-Cortazar, 2012). Ovi
enzimi imaju vaznu ulogu u inhibiciji lipidne peroksidacije, a nalaze se u mitohondrijama i
citozolima (Gill i Tuteja, 2010). Flavonoidi prisutni u hrani mogu interagovati sa reaktivnim
vrstama, formirajuci stabilne komplekse, ili mogu imati funkciju ko-supstrata u katalitickim
reakcijama antioksidativnih enzima (Santos-Sanchez i sar., 2019).

Glavna Kkarakteristika antioksidanata je moguénost prevencije ili detekcija
oksidativne propagacije, kada reaguju sa slobodnim radikalima, stabilizuju ih i tako
sprecavaju oksidativna oStec¢enja celija. Prema Gordonu (1990), postoje dva glavna tipa

antioksidanata:

- primarni (hvataci slobodnih radikala, koji zaustavljaju lan¢ane reakcije) 1
- sekundarni ili preventivni (vrSe deaktivaciju metalnih jona, lipidnih peroksida,

regeneraciju primarnih antioksidanata i eliminaciju singletnog kiseonika) (Gordon, 1990).
Antioksidanti deluju putem nekih od slede¢ih mehanizama (Markovié, 2016):

1) prenos atoma vodonika (eng. hydrogen atom transfer - HAT) sa molekula
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antioksidanta na slobodni radikal:

A—OH +R0O* > A— 0"+ ROH (3.1)

2) prenos protona kuplovan sa prenosom elektrona (proton coupled electron
transfer - PCET), gde u prvom stupnju dolazi do prenosa elektrona sa molekula
antioksidanta na slobodnoradikalske vrste, a u drugom stupnju dolazi do deprotonovanja

katjon-radikala antioksidanta:
A—OH+RO* > A—0* + RO~ (3.2)

A—0*"+RO" > A-0"+ROH (3.3)

3) gubitak protona pra¢en prenosom elektrona (sequential proton loss electron
transfer - SPLET), Kkoji zapocinje deprotonovanjem antioksidanta i formiranjem

antioksidativnog anjona, a zatim nastali anjon gubi elektron:
A—OH->A—-0" +H* (3.4)
A—0">A—-0"+e” (3.5)

Polaran i proti¢an rastvara¢ obezbeduje dobru solvataciju nastalog anjona, pa ¢e tako
ovaj mehanizam biti dominantan u vodenoj sredini, ali ne 1 u lipidnoj fazi u bioloSkim

sistemima.

4) prenos elektrona prac¢en prenosom protona (Single electron transfer - proton
transfer - SET-PT), gde u prvom stupnju dolazi do jonizacije molekula antioksidanta i

formiranja odgovarajuceg radikal-katjona, a u drugom stupnju do njegovog deprotonovanja:
A—OH—->A—OH" +e” (3.6)
A—OH* > A—-0"+H* (3.7)

U ovom slu¢aju, neophodno je prisustvo polarnog proticnog rastvaraca u cilju
stabilizacije nastalog intermedijera. SET-PT mehanizam je mnogo manje zastupljen od

HAT i PCET mehanizama, zbog prvog stupnja, koji je izuzetno spor.

5) formiranje radikalskog adukta (radical adduct formation - RAF) izmedu

molekula antioksidanta i slobodnog radikala:
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A—OH+R" - [A—OH—R]" (3.8)

Ovaj mehanizam antioksidativnog dejstva uslovljen je strukturom oba molekula.
Reakcije izmedu antioksidanata sa dvostrukim ili trostrukim vezama u molekulu i

elektrofilnih slobodnih radikala mogu se odvijati po RAF mehanizmu.

6) gubitak protona praéen prenosom atoma vodonika (sequential proton loss
hydrogen atom transfer - SPLHAT):

A—(OH)—0H > A—(OH)— 0~ + H* (3.9)
A—(OH)— 0" > A—00""+H" (3.10)

gde u prvom stupnju dolazi do deprotonovanja antioksidanta i formiranja
antioksidativnog anjona, a u drugom stupnju dolazi do eliminacije vodonikovog atoma iz
nastalog anjona.

Pojedini antioksidanti mogu reagovati putem jednog mehanizma ili putem vise njih,

u zavisnosti od reakcionog sistema i izvora radikala ili oksidanta.

3.5.1. Spektrofotometrijske metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

ABTS je supstrat peroksidaze koji, pri oksidaciji peroksilnim radikalima ili drugim
oksidantima u prisustvu H202, daje metastabilan, ABTS radikal katjon koji je intenzivno
zeleno obojen. Antioksidativni kapacitet se meri kao sposobnost ispitivanih jedinjenja za
smanjenje intenziteta boje pri reakciji sa ABTS katjon radikalom i izraZava se U 0dnosu na
Troloks (Roginsky i Lissi, 2005). ABTS*" je rastvorljiv i u vodenoj i organskoj fazi i na
njega ne utiCe jonska jacina rastvora, pa se antioksidativni kapacitet moze meriti
zahvaljujuéi hidrofilnim i lipofilnim svojstvima jedinjenja (Arnao, 2000). Metodom koja se
zasniva na oksidaciji ABTS u prisustvu H202 i metmioglobina mogu se odredivati samo
hidrofilni antioksidanti. Filtriranje rastvora ABTS kroz prah mangan-dioksida omogucava
odredivanje lipofilnih antioksidanata poput karotenoida i tokoferola. ABTS radikalska
aktivnost se moze lako kvantitativno pratiti zahvaljujuci karakteristi¢cnim maksimumima
apsorpcionog spektra pri 414, 417, 645, 734 i 815 nm. Najc¢esce se posmatraju oni na 414-
417 nm i 730-734 nm, gde su izrazito visoki molarni apsorpcioni koeficijenti (36000
dm3/molcm i 15000 dm*/molcm).

U razli¢itim rastvarac¢ima, maksimumi apsorpcije ABTS radikala se malo pomeraju

zbog solvatohromnog efekta: u metanolu 744—745 nm, u etanolu 753 nm i u 1-propanolu
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757 nm (llyasov i sar., 2020). Pri reakciji ABTS sa antioksidantom (slika 3.17), dolazi do
obezbojavanja, koje je proporcionalno koli¢ini antioksidanta, a sama reakcija moze biti

pracena spektrofotometrijski na 734 nm (Re i sar., 1999; Arts i sar., 2004).

0.8 . N:<5:©/so3 -
— \
poncey

2Hs
C,Hs

Prooksidant (K,S,0¢) -€ || "¢ Antioksidant (Troloks)

_OSS i N:<s:©/80; -
— .
\Q:N?i /

C,H;
C,H;s

Slika 3.17. Reakcija ABTS katjon radikala sa antioksidantom

DPPH je stabilan slobodni radikal, a zahvaljuju¢i delokalizaciji nesparenog
elektrona nad molekulom u celini, molekuli ne dimerizuju, kao vecina drugih slobodnih
radikala. Rastvor DPPH je tamno ljubicaste boje sa maksimumom apsorpcije na 517 nm.
Mesanjem rastvora DPPH sa supstancom koja moze donirati atom vodonika, nastaje

redukovani oblik (pikrazin), $to je prac¢eno gubitkom ljubicaste boje (slika 3.18).
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Slika 3.18. Redukcija DPPH radikala

To je brza, jednostavna, jeftina i Cesto koriS¢ena metoda za merenje sposobnosti
jedinjenja da deluju kao hvataci slobodnih radikala ili donori vodonika, kao i za procenu
antioksidativne aktivnosti hrane. Takode se moze koristiti za kvantifikaciju antioksidanata
u slozenim bioloskim sistemima, za ¢vrste ili te¢ne uzorke. Ova metoda je uspes$no
koriS¢ena za ispitivanje antioksidativnih svojstava zrna pSenice i mekinja, povrca, bilja,
jestivih ulja semena i brasna u nekoliko razli¢itih sistema rastvaraca, ukljucujuéi etanol,
voda/aceton, metanol, voda/alkohol i benzen (Yu, 2001; Parry i sar., 2005). DPPH metoda
se moze koristiti u vodenim 1 nepolarnim organskim rastvara¢ima i moze se koristiti za
ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih antioksidanata (Prior i sar., 2005).

FRAP metoda je relativno jednostavna, brza i jeftina metoda odredivanja ukupne
antioksidativne aktivnosti redukcionih antioksidanata (Benzie i Strain, 1996, 1999). Test se
zasniva na redukciji kompleksa gvozde(III)-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) do gvozde(1l)-
piridiltriazina (Fe?*-TPTZ) u kiseloj sredini, §to za posledicu ima promenu boje rastvora.
Fe**-TPTZ se moze redukovati antioksidantima koji doniraju elektrone, a ¢iji je redoks
potencijal manje pozitivan od potencijala polureakcije Fe**/Fe?*-TPTZ (Benzie i Strain
1996, 1999; Halliwell i Gutteridge, 2007). Kako je Fe**-TPTZ u reakcionoj smesi u velikom
visku, limitiraju¢i faktor je wukupna sposobnost doniranja elektrona redukcionih
antioksidanata prisutnih u uzorku.

Antioksidanti koji reaguju u testu FRAP su oni koji mogu redukovati, pod
primenjenim reakcionim uslovima, zuti Fe**-TPTZ kompleks do plavo obojenog Fe?*-TPTZ

oblika (slika 3.19), pri ¢emu se apsorbanca na 593 nm povecava. Ovde spadaju askorbinska
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kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), mokra¢na Kkiselina, bilirubin i polifenolna
jedinjenja kao $to su katehini i drugi flavonoidi u biljnoj hrani (Benzie i Devaki, 2017).
Prednost ove metode je Sto su reagensi stabilni i niske toksicnosti, osetljivost i
preciznost metode su visoki, stehiometrijski faktori reagujucih antioksidanata su konstantni
u Sirokom rasponu koncentracija, a test je robustan, tako da male razlike u radnim uslovima

ne uticu znacajno na rezultate.

o
T

Antioksidant

/\ 7\

N_
N

- F02+ / \ /

/ /N /sz —

Slika 3.19. Redukcija Fe**-TPTZ (zute boje) do Fe?*-TPTZ (plave boje)

RP metoda se jo§ naziva i PFRAP (eng. Potassium Ferricyanide Reducing
Antioxidant Power). Metoda se zasniva na redukciji kalijum-heksacijanoferat(I11)
Ks[Fe(CN)e], do kalijum-heksacijanoferat(I1) Ks[Fe(CN)e], koji potom reaguje sa gvozde
hloridom, FeCls, u kiseloj sredini, daju¢i kompleksno jedinjenje tamno plave boje
Fes[Fe(CN)e]s - prusko plavo, sa maksimumom apsorpcije na 700 nm. Molekuli

antioksidanata su u ovom slucaju donori elektrona.

Fe(CN)g” + e~ = Fe(CN)g~ (3.11)

Fe(CN)g + Fe3t - Fe[Fe(CN)¢]™ (3.12)
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3.6. Opticka emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom
plazmom (ICP-OES)

3.6.1. Osnovni princip ICP-OES tehnike

Opticka emisiona spektrometrija sa induktivno kuplovanom plazmom je analiticka
tehnika koja se primenjuje u cilju odredivanja elementnog sastava razlicitih uzoraka. Sustina
je izlaganje uzoraka izuzetno visokoj temperaturi plazme, ¢ime se postize desolvatacija, a
zatim atomizacija i jonizacija atoma uzoraka. Dovodenjem dovoljne koli¢ine energije
elektroni prelaze u vise pobudeno elektronsko stanje. Pri povratku na osnovni nivo, emituju
fotone specifi¢nih talasnih duzina, karakteristi¢nih za svaki element, na osnovu ¢ega se vrsi
identifikacija elemenata. Intenzitet emitovane svetlosti proporcionalan je koncentraciji
elementa, ¢ime se vrsi kvantitativno odredivanje elemenata u uzorcima. Osnovni delovi ICP
optickog emisionog spektrometra prikazani su na slici 3.20.

Plazma moze biti generisana kori§¢enjem argona (Vogt i sar., 2017), azota (Muller
i sar., 2020) ili mesavine prethodno navedenih gasova (Scheffler i sar., 2019). Najcesce se
koristi argon zbog svojih hemijskih karakteristika: plemeniti, monoatomski gas, hemijski
inertan, sa visokom energijom jonizacije (15,76 eV), lako dovodi do atomizacije,
pobudivanja i jonizacije vecine elemenata periodnog sistema. U cilju dobijanja plazme,
primenjuje se radiofrekventni signal velike snage (Ariga i sar., 2017) ili mikrotalasno
zraCenje (Poirier i sar., 2017), sto uzrokuje jonizaciju gasa, nastajanje elektrona i jona u
samom matriksu plazme, njihovo zagrevanje i dodatno ubrzavanje. Interakcije izmedu
plazme i molekula uzorka su od presudne vaznosti za uspesnost analize, pa je sama priprema
uzoraka izuzetno znacajna. Zato se svaki uzorak (u ¢vrstom, te¢nom ili gasovitom stanju),
prevodi u odgovarajuéi rastvor, a zatim pomocu rasprsivaca (nebulajzera) prevodi u aerosol
(Ido i sar., 2020).

‘ ..y Raspr¥ivatka | Plagma | Difrakcioni |
Uzorak g Rasprsivaé Lomara ifrakcio

S Y.

Slika 3.20. Osnovni delovi ICP optickog emisionog spektrometra
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Nakon uspesnog prevodenja u aerosol, interakcije izmedu plazme visoke energije i
uzoraka rezultuju degradacijom uzoraka na sastavne elemente, od kojih svaki poseduje
karakteristi¢an opticki signal koji se moze detektovati spektroskopski. Medutim, iako svaki
pojedinacni element apsorbuje, a potom i emituje zracenje karakteristicne talasne duzine,
moze se dogoditi da se signali veCeg broja elementa preklapaju, Sto predstavlja izazov u
tumacenju dobijenih rezultata. Svetlost iz spektra koji emituje izvor plazme, pada na
difrakcioni element — eSelnu resetku sa velikim brojem ureza, dok se u nekim
spektrometrima kao pomocni difrakcioni elementi nalaze difrakcione resetke ili prizme.
Odabir adekvatnog nacina posmatranja plazme - aksijalni ili radijalni, od velikog je znac¢aja
i dodatno uti¢e na tac¢nost analize. Aksijalna plazma pruza mogucnost za nize granice
detekcije, dok je kod radijalnog nacina posmatranja manja osetljivost.

Nakon razdvajanja analitickih linija od interesa, za obradu spektralnih informacija i
odredivanje kona¢nog sastava uzorka, neophodni su detektori — najéesce fotomutiplikatori
ili, u novije vreme, uredaji sa kuplovanim naelektrisanjem, CCD detektori (eng. Charge
coupled device — CCD) (Barnard i sar., 1993).

Glavne prednosti primene ICP-OES tehnike su visoka preciznost, selektivnost i
osetljivost, veliki linearni dinamicki opseg i niska granica detekcije (niza nego kod atomske
apsorpcione spektrometrije — AAS) (Mermet, 1998). Znacajna je moguénost istovremene
multielementne analize slozenih uzoraka, §to je u naucnoj literaturi opisano, gde 19
elemenata moze istovremeno biti odredeno u jezgrastom vocu (Tosi¢ i sar., 2015), 20
elemenata u jagodastom vocu (Nikoli¢ i sar., 2016), 25 elemenata u uzorcima crne cokolade
(Mrmosanin i sar., 2018). ICP-OES se pokazala izuzetno efikasnom kod uzoraka kod kojih
nije moguca analiza primenom drugih tehnika, poput sirove nafte (Oliveira Souza i sar.,
2015), kontaminiranog zemljista (Battsengel i sar., 2020) i elektronskog otpada koji sadrzi
teSke i plemenite metale i elemente retke zemlje (Tunali i sar., 2021). Mogu se odredivati
i radioaktivni nuklidi (?®Ra, 2%2Th, 4°K) sa posebnim merenjima stepena radioaktivnosti,
zahvaljujuéi detektorima na bazi germanijuma visoke ¢istoc¢e (Alseroury i sar., 2018).

Mali broj elemenata periodnog sistema ne moze se odredivati primenom ICP-OES
tehnike, poput argona/azota, ako je plazma argonska/azotna, ili ugljenika, kiseonika i
vodonika, ako su kao rastvarac¢i kori$¢eni organski rastvaraci ili voda. Spektralne, kao i
nespektralne interference (matriks efekat) posledica su prisustva razli¢itih elemenata u
kompleksnim uzorcima. Takode treba imati na umu da je ovo po uzorke destruktivna
analiticka procedura, i da se nakon analize ne mogu povratiti. Zato se ova tehnika ne

preporucuje za uzorke kojih nema dovoljno za ponavljanje analize.
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Razvoj ICP-OES metode zahteva dosta vremena jer podrazumeva sledece postupke
(Katakam i Aboul-Enein, 2020):

- izvodenje grube analize sloZenih uzoraka u cilju sagledavanja i postavljanja
pretpostavke o mogucem elementnom sastavu, uz adekvatnu pripremu uzorka, koja ¢e
obezbediti efikasnu aerosolizaciju;

- selekcija talasnih duzina na osnovu prethodno pomenutog koraka;

- analiza i eliminacija spektralnih interferenci, bez uticaja na signale koji poti¢u od
ciljanih analita;

- optimizacija performansi sistema i validacija metode.

U zavisnosti od tipa uzorka, moguce je primeniti razli¢ite postupke u cilju adekvatne
pripreme: suva mineralizacija za jezgrasto voce (Tosi¢ i sar., 2015); mokra mineralizacija
za uzorke kontaminiranog zemljista (Battengel i sar., 2020), soka od $eéerne trske (Souza i
sar., 2019); mikrotalasna digestija za jagodasto voée (Nikoli¢ i sar., 2016), morske alge
(Larrea-Marrin i sar., 2010), suve godzi bobice (Rodrigues Sa i sar., 2018), piree, zitarice
I mleka za bebe (da Silva i sar., 2018), ananas, jabuke, limun, narandze, mango (Li i sar.,
2019), ugalj i sedimente (Low i Zhang, 2012), vunu (Aydin, 2008). Ultrazvucna ekstrakcija
se moze primeniti za pripremu uzoraka za ICP-OES analizu bibera (Gamela i sar., 2020),
Cokoladica (Villa i sar., 2015) ili u kombinaciji sa mikrotalasnom digestijom za
multielementnu analizu leguminoza (Santos i sar., 2009). Kako se u postupcima mokre
mineralizacije i mikrotalasne digestije primenjuju jaka oksidaciona sredstva (konc. H20»,
HNOgz, HF, HCIO,) i njihove mesavine, pozeljno je pronaci dovoljno efikasne, a ekoloski
prihvatljivije, alternative. Prednost primene ultrazvuka ogleda se u skracenju vremena i
primeni blazih uslova (temperature 1 pritiska) za pripremu uzoraka, povecanju prinosa
ekstrakcije, kao I mogucnosti primene rastvora razblazenih Kiselina (Tiwari, 2015).
Fundamentalni znacaj primene razblaZenih kiselina ogleda se u smanjenju koli¢ine otrovnog
otpada, ¢ime se doprinosi razvoju ,zelene“ hemije, odrzivih i netoksi¢nih metoda
ekstrakcije, kao i zastiti zivotne sredine (Gamela i sar., 2020).

Spektralne interference moguce je korigovati zahvaljuju¢i ICP-OES sistemskom
softveru i primenom spektrometara visoke rezolucije. Nespektralne interference zahtevaju
optimizaciju i validaciju metode, ali nemoguce je eliminisati ih u potpunosti. Mali matriks

efekat je skoro uvek prisutan, $to moze rezultovati netaénom detekcijom (Mermet, 1998).
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3.6.2. Optimizacija parametara ICP-OES sistema

Optimizacija ICP-OES sistema podrazumeva variranje i odabir eksperimentalnih
uslova pri kojima se dobijaju najbolji analiti¢ki signali. Neophodno je posti¢i robusne uslove
plazme, pri kojima je ona stabilna, a signal analita ne podleze promenama izazvanim
spoljasnjim uticajima. Stepen jonizacije elemenata determiniSe osetljivost sistema, pa je
zato neophodan efikasan transfer energije izmedu plazme i atoma uzoraka. Sa robusnom,
visokotemperaturnom plazmom postiZe se veca osetljivost 1 nize granice detekcije, narocito
kod slabo jonizuju¢ih elemenata kod kojih je prva energija jonizacije u opsegu od 8 do 11
eV (Be, As, Se, Cd, Hg, Sbh, Zn). Promena temperature plazme znacajnije se odrazava na
jonizaciju elemenata sa viSom, nego sa nizom energijom jonizacije. Tako na primer barijum
jonizuje 100% (Eiy(Ba)=5,21 eV), bez obzira na temperaturu plazme. S druge strane,
kadmijum jonizuje vise od 80% na temperaturi od 7800 K, dok na temperaturi od 6800 K
jonizuje manje od 40% (Ei1(Cd)=8,99 eV).

Postizanje optimalnih uslova, kada se pretpostavlja postojanje lokalne
termodinamicke ravnoteze, procenjuje se na osnovu odnosa emisionih linija odredenih
elemenata pri variranju slede¢ih uslova: snaga radiofrekventnog generatora, brzina
rasprSivackog gasa, brzina unoSenja uzorka, koncentracija kiselina koris¢enih za pripremu
uzoraka. Moze se posmatrati odnos atomskih i emisionih linija: Cd (1) 226,502 nm/Cd (1)
228,802 nm, Cr (1) 267,716 nm/Cr (1) 357,868 nm, Ni (1) 231,604 nm/Ni (I) 232,138 nm,
Pb (11) 220,353 nm/Pb (1) 217,000 nm, Zn (I1) 206,200 nm/Zn (1) 213,857 nm. Najcesce se
u praksi posmatra odnos intenziteta linija magnezijuma Mg (I1) 280,270 nm/Mg (1) 285,213
nm jer su talasne duzine relativno bliske, intenziteti atomskih 1 jonskih linija su iste veli€ine,
1 vrednosti verovatnoce prelaza su poznate sa prihvatljivom tacno$¢u za izracunavanje

teorijskog odnosa (Dennaud i sar, 2001).

Tabela 3.5. Temperatura (K), elektronska gustina (ne, m™) i odnos intenziteta spektralnih
linija Mg 11 280,270 nm/Mg | 285,213 nm (Dennaud i sar., 2001)

T Nex10% li/la"
(K) (m®)
6500 1,01 10,8
7000 2,83 11,4
7500 6,90 12,1
8000 151 12,7
8500 30,1 13,4
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9000 55,7 141
9500 97,0 14,8
10000 160 15,4

*I: — intenzitet jonske linije (Mg 1), I — intenzitet atomske linije (Mg I)

Teorijski odnos li/la (Mg (I1)/Mg (1)) se odreduje kao funkcija ne. Kada je sistem u
stanju lokalne termodinamicke ravnoteze, ovaj odnos varira izmedu 10 i 14 za odgovarajuci
raspon vrednosti ne. Eksperimentalni odnos se kre¢e od 1 do 14. Kada je odnos iznad 10,
postignuti su robusni uslovi plazme, Sto znaci da dolazi do procesa potpune atomizacije i
jonizacije (Mermet, 1991). Takode, Dennaud i saradnici (2001), su na osnovu svojih
istrazivanja dosli do zakljucka da kada je odnos Mg (11)/Mg (I) manji od 10 isti moze da se
pomnozi korekcionim faktorom € (B2ss/Bzso = €, B - intenzitet emisije pozadine) koji iznosi
1,8, uzimajuci u obzir karakteristike eSelne resetke i solid-state detektora.

Povecanje snage radiofrekventnog generatora rezultuje jonizacijom argona,
ubrzavanjem jona i elektrona i povecanjem temperature u plazmi. Pri nizim temperaturama
plazme, manji je Sum, tj. dobija se bolji odnos signal/pozadina, dok je pri vis§im
temperaturama smanjena osetljivost, ali je efikasnija jonizacija elemenata. Optimalna snaga
generatora zavisi od konstrukcije aparata i vrste uzoraka koji se analiziraju, a u
istrazivanjima se krece u intervalu od 750 W do 1400 W (1400 W za analizu uranijuma u
uzorcima kamenja (Li i sar., 2021), 1300 W za ostatke baruta (Vanini i sar., 2015), 1200 W
za analizu PMyg Cestica u vazduhu (Seares i sar., 2021), 1150 W za analizu jagodastog voc¢a
(Nikoli¢ i sar., 2016) i jezgrastog voca (Tosi¢ i sar., 2015)).

Brzina protoka gasa za rasprsivanje i brzina unoSenja uzoka, obrnuto su srazmerni
vremenu koje ¢estice uzoraka provode u plazmi. Pri manjoj brzini, manja je koli¢ina uzorka
koja se unese u plazmu. Pri velikim brzinama u plazmu se unosi velika koli¢ina uzorka, a
vreme koje Cestice provedu u plazmi je skra¢eno, pa ne dolazi do efikasnog transfera
energije u cilju jonizacije atoma analita. U oba slucaja, osetljivost je narusena, pa se
optimalna vrednost mora pronaci, u skladu sa primenom. U istrazivanjima je optimalni
protok gasa za rasprSivanje u opsegu od 0,5 1/min do 1,2 I/min (7osic¢ i sar, 2015; MrmoSanin
i sar., 2018; Seares i sar., 2021; Vanini i sar., 2015).

Koncentracija i vrsta kiseline kori$¢ene za pripremu uzoraka uti¢u na signal analita.
Primecéeno je povecéanje intenziteta signala pri koncentracijama kiselina manjim od 1% v/v,
dok se pri ve¢im koncentracijama intenzitet signala smanjuje (Mermet, 1998). Sumporna i
fosforna kiselina poveéavaju viskoznost rastvora, smanjuju efikasnost nebulajzera i dovode

do formiranja krupnijih kapljica u aerosolu. Prema Dubuisson i sar., (1998), sir¢etna
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kiselina vodi formiranju finijih Cestica aerosola i poboljSanju intenziteta signala. Azotna,
perhlorna i hlorovodoni¢na kiselina utiCu na procese atomizacije i jonizacije U plazmi

(Marichy i sar., 1990).

3.6.3. Validacija ICP-OES metode

Koren reci validacija potice od latinske reci validus, $to znaci snazan. U prenesenom
znacenju odnosi se na nesto istinito, pouzdano, korisno i po zadovoljavajué¢im standardima.
Medunarodna organizacija za standardizaciju (eng. Internationl Organization for
Standardization - 1SO), definise validaciju kao potvrdu ispitivanja i pruzanja objektivnih
dokaza da su odredeni zahtevi za specificne namene ispunjeni (1SO, 1994). Ova definicija
podrazumeva da je sprovedeno detaljno istrazivanje i daje dokaze da analiticka metoda,
kada se ispravno primenjuje, daje rezultate koji odgovaraju nameni, i potvrduje efikasnost
analiticke metode sa visokim stepenom ta¢nosti (Araujo, 2009).Vaznost validacije metode
istaknuta je od kasnih 1940-ih kada su Ameri¢ko hemijsko drustvo i Merck & Co., ukazali
na ¢injenicu da su matematika i statistika neophodan preduslov za uspesan razvoj i primenu
novih analitickih metoda. Do tada je kroz niz radova o razvoju analitickih metoda uoc¢eno
da nisu vrsena poredenja sa drugim ili slicnim metodologijama radi provere tac¢nosti u
preglednim ¢lancima. Osim toga, istaknuto je da je statisti¢ka analiza podataka segment koji
je zanemaren od strane hemicara koji razvijaju eksperimentalne metode. Poc¢etkom 70-ih
naglasena je potreba za primenom doslednog skupa definicija za utvrdivanje performansi i
karakteristika razvijenih analitickih metoda i uporedivanje prednosti i nedostataka sve veceg
broja prijavljenih analitickih metoda.

U danasnje vreme postoji nekoliko renomiranih medunarodnih organizacija i
regulatornih agencija koje nude smernice o validaciji metoda i srodnim temama: Udruzenje
analitickih hemicara (eng. Association of Official Analytical Chemists - AOAC), Ameri¢ko
drustvo za testiranja i materijale (eng. American Society for Testing and Material (ASTM),
Kodeks komiteta za metode analize i uzorkovanja (eng. Codex Committee on Methods of
Analysis and Sampling - CCMAS), Evropski komitet za normalizaciju (eng. European
Committee for Normalization - CEN), Medunarodna saradnja za doslednost u analiti¢koj
hemiji (eng. Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry - CITAC),
Evropska organizacija za akreditaciju (eng. European Cooperation for Accreditation - EA),

Organizacija za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agricultural Organization - FAO),
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Uprava za hranu i lekove Sjedinjenih Americkih Drzava (eng. United States Food and Drug
Administration - FDA), Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization
- WHO), Medunarodna organizacija za standardizaciju (eng. International Organization for
Standardization - ISO), Medunarodna unija za €istu i primenjenu hemiju (eng. International
Union for Pure and Applied Chemistry - IUPAC) (Araujo, 2009).

Strategija razvoja analitiCkih metoda zahteva sistematski pristup i podrazumeva
optimizaciju eksperimentalnih uslova, kao i validaciju metoda kako bi se potvrdila
pouzdanost i moguénost primene metoda za rutinske analize. Postupak validacije

podrazumeva (Eurachem Guide, 2015):

- validaciju uzorka i uzorkovanja;
- validaciju metodologije;

- validaciju podataka.
Validacija uzorka i uzorkovanja

Uzorkovanje je deo analitickog procesa kojim se izdvaja jedna ili viSe porcija iz
materijala za analizu. Uzorkovanje treba da bude uskladeno sa postavljenim analitickim
problemom. Svrha validacije uzorka je da se dobije reprezentativan i autenti¢an uzorak. Ako
je uzorak homogen, bilo koji deo ispitivanog materijala dace reprezentativan uzorak. Budu¢i
da vecina realnih uzoraka nije homogena, potrebno je prikupiti niz uzoraka kako bi se
osigurala reprezentativnost. Postupak uzorkovanja odreden je 1 agregatnim stanjem i
matriksom uzorka (organski, neorganski, bioloSki uzorci...), kao 1 koncentracijom analita.
U planiranju treba definisati postupak uzorkovanja i uzeti u obzir hoce li se analiza izvoditi
na mestu uzorkovanja (in situ) ili u laboratoriju. Da bi se osigurala reprezentativnost, takode
treba odrediti mesto uzorkovanja, broj 1 veli¢inu uzorka kao i njegovu stabilnost i na osnovu

tih saznanja organizovati njegov transport i skladistenje do trenutka analize.
Validacija metodologije

Validacija metodologije podrazumeva odredivanje slede¢ih parametara:
selektivnosti, taCnosti, preciznosti, linearnosti, dometa, granice detekcije, granice
kvantifikacije i efekta matriksa uzorka.

Selektivnost se odnosi na stepen primene metode za odredivanje analita u
kompleksnom uzorku, bez interferenci koje poti¢u od drugih komponenata uzorka.

Specificnost predstavlja 100%-tnu selektivnost, tj. moguénost odredivanja analita u
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prisustvu ometajuc¢ih komponenti. Selektivnost podleZze gradaciji i moze se opisivati kao
loSa, dobra ili odli¢na, za razliku od specifi¢nosti, koja ili postoji ili ne.

Tacnost predstavlja stepen slaganja izmedu eksperimentalne vrednosti dobijene
viSestrukim merenjima 1 sertifikovane vrednosti. Ta¢nost se procenjuje izraCunavanjem
“recovery” vrednosti - analiziranjem analita i sertifikovanog referentnog materijala, a zatim
poredenjem dobijenog rezultata sa sertifikovanom vrednosc¢u. Takode, moze se primeniti
metoda standardnog dodatka ili se moZze porediti rezultat dobijen metodom koja se validira
sa rezultatom dobijenim referentnom metodom. Tacnost se izrazava u procentima, a racuna

po formuli:

(dobijena vrednost—sertifikovana vrednost))

recovery = (1 — x 100 (3.13)

sertifikovana vrednost

Preciznost predstavlja stepen slaganja rezultata niza merenja, izvedenih pod
definisanim uslovima. Odredivanje ovog parametra jedan je od osnovnih koraka u procesu
postizanja reproduktivnosti pri validaciji metode. Procenjivanje preciznosti podrazumeva
numericko izrazavanje slucajne greske ili stepena disperzije skupa pojedina¢nih merenja
ratunanjem standardne devijacije (SD) i relativne standardne devijacije (RSD). Sto je
njihova vrednost manja, preciznost je veca.

U analiti¢koj hemiji se koristi standardna devijacija ograni¢enog broja merenja i data
je izrazom:

S = M (3.14)
n-1
gde je n — ogranicen broj merenja, n-1 — broj stepena slobode, x je srednja vrednost niza
merenja, Xi je i-ta vrednost merenja.
Relativna standardna devijacija (RSD) definisana je izrazom:

RSD(%) ==x 100 (3.15)

Kilw

Linearnost predstavlja mogucnost sistema da na promene u koncentraciji analita
reaguje proporcionalnom promenom intenziteta signala. Uobicajena je praksa da se
primenom linearne regresije izrazi jednalina prave (y=ax+b), a potom se linearnost
kalibracione prave ispituje racunanjem koeficijenta korelacije (), i $to je njegova vrednost

bliZa jedinici, smatrace se da kalibraciona prava ima odli¢nu linearnost.
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Domet ili raspon analiticke procedure se moze defnisati kao interval izmedu gornje
1 donje koncentracije analita za koje je potvrdena odredena preciznost, tacnost i linearnost.
Radni ili analiticki raspon opisuje interval izmedu najnize (granica detekcije) i najvise
koncentracije gde se signal moze povezati sa koncentracijom za procenu slucajnih i
sistematskih greSaka. Linearni ili dinamicki opseg odgovara intervalu funkcionalne
zavisnosti signala od koncentracije ili mase koja se obi¢no odreduje metodom najmanjih
kvadrata, $to zauzvrat pretpostavlja homoscedasti¢nost (homogenost varijanse) merenja u
odnosu na linearni opseg.

Granica detekcije (eng. Limit of Detection — LOD) se¢ definiSe kao najmanja
koncentracija analita koja se moze detektovati u uzorku, ali ne nuzno i kvantitativno

odrediti. Izracunava se na osnovu izraza:

LOD = % (3.16)

gde je s - standardna devijacija serije merenja signala detektora bez analita, a - nagib
kalibracione prave.

Granica kvantifikacije (eng. Limit of Quantification — LOQ) definisana je kao
najniza koncentracija analita koja se moze odrediti sa prihvatljivim nivoom tacnosti i

preciznosti. Izraunava se na osnovu izraza:

LOD = % (3.17)

gde je s — standardna devijacija serije merenja signala detektora bez analita, a - nagib
kalibracione prave.

Efekat matriksa uzorka utice na tacnost odredivanja. Jedan od postupaka koji
obezbeduje izbor talasne duZine sa minimumom efekta matriksa je postupak uporedivanja
nagiba kalibracione prave dobijene iz standardnih rastvora i kalibracione prave kod koje su
standardi ,,spajkovani” odredenom zapreminom rastvora uzorka (nka/Nu;). Sto je dobijeni
odnos bliZi jedinici to je na toj talasnoj duzini najmanji uticaj matriksa. U cilju ispitivanja
matriks efekta neki autori predlazu metodu unutra$njeg standarda ili metodu standardnog
dodatka (Stepan i sar., 2001; Todoli i sar., 2002). Prema literaturnim podacima,
kalibracione prave za izabrane talasne duzine ispitivanih elemenata, su ,,spajkovane”
odredenom zapreminom uzorka, tako da je nivo ,,spajkovanih” koncentracija za vecinu
elemenata bio 1 — 10 mg/dm?3, osim za Pb, Se, Mo, Ni, Cd i Cr, za koje je nivo spajkovanja
bio 0,1 — 1 mg/dm? (U.S. Food and Drug Administration, 2015; Sharpless i sar., 2007).

Naozuka i saradnici (2011) su efekat matriksa ispitivali tako $to su standardni rastvor
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koncenracije 10 mg/dm? svakog analita dodavali uzorcima. Na osnovu izgleda emisionih
linijja birali su najbolju analiticku liniju sa najve¢im ‘“‘signal-to-background” odnosom.

Nakon toga vrSena je manuelna “background” korekcija za kvantitativno odredivanje.
Validacija podataka

Validacija podataka predstavlja proces prihvatanja ili odbacivanja podataka pre
njihovog kona¢nog iskazivanja. Validacija se zasniva na statistickoj proceni mernih
rezultata 1 ukljuCuje odbacivanje grubih greSaka, odredivanje znaCajnosti pojedinih
odstupanja mernih podataka statistickim testovima, analizu varijanse, izbor kalibracijskih
postupaka, sprovodenje regresione analize i sli¢no. Validacija podataka je zavrsni korak i

zahteva dokumentovanost od uzorkovanja do prikazivanja podataka. Validacija obuhvata:

- proveru ispravne identifikacije uzorka;
- proveru svih gresaka,
- proveru sastava uzoraka;

- hemometrijsku analizu i proveru svih podataka.

Laboratorija zajedno sa uzorcima koje analizira, u obavezi je da analizira i
kontrolne uzorke (referentne materijale, standardne rastvore, slepe probe), a dobijene
vrednosti unosi u kontrolnu Kartu (Santovac i Markicevi¢, 2012). Uzorci za kontrolu
kvaliteta mogu biti (NT Technical Report, 2011; Rajkovic i sar., 2019):

- Kontrolni uzorak tip I, sinteti¢ki uzorak (laboratorijski referentni materijal 1li
sertifikovani referentni materijal (CRM)). Upotrebljava se isti uzorak (poznate
koncentracije) u svakoj grupi uzoraka. Koristi se za izradu X-karte (karta
srednje vrednosti), X-bar i R-karte (karta opsega);

- Kontrolni uzorak tip II, stabilan prirodni uzorak, odabran slucajno iz serije
uzoraka za analizu. Koristi se razli¢it uzorak u svakoj seriji uzoraka, nepoznate
koncentracije. Koristi se za izradu R-karte. Daje realnu sliku unutarserijske
slu¢ajne greske za prirodne uzorke;

- Kontrolni uzorak tip III, prirodan uzorak slu¢ajno odabran medu uzorcima
serije za analizu, sa standardnim dodatkom. Koristi se razli¢it uzorak u svakoj
grupi uzoraka, sa poznatom koncentracijom dodate supstance. Koristi se za
izradu D-karte (karta ta¢nosti). Ovaj kontrolni uzorak otkriva uticaj matri¢nih

smetnji na veliinu rezultata;
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- Kontrolni uzorak tip 1V, uzorak slepe probe. Koristi se za izradu X-bar i R-
karte. Ovaj tip uzorka je neophodan za pracenje limita detekcije, kao i za
otkrivanje kontaminacije ili greSaka u pripremi reagenasa. GreSke u blank
uzorcima uzrokuju sistematske greske na nivou niskih koncentracija;

- Kontrolni uzorak tip V, prirodni uzorak odabran slucajno od uzoraka za
ispitivanje, za vrlo nestabilan parametar. Koristi se razli¢it uzorak u svakoj
seriji uzoraka. Koncentracija uzorka je nepoznata i moze da se promeni tokom
vremena koje je potrebno da se analizira grupa uzoraka. Koristi se za izradu

R-karte. Daje uvid u preciznost.

Referentni materijal (eng. International Atomic Energy Agency - IAEA, 2003), je
materijal odredenog sastava ¢ija je deklarisana vrednost oslobodena od sistematskih greSaka

1 moze se upotrebiti za:

- kalibraciju instrumenata;

- validaciju metoda;

- procenu odstupanja pri merenju;
- edukaciju;

- internu kontrolu kvaliteta.

Postoji nekoliko tipova referentnog materijala: ¢iste supstance, standardni rastvori
ili smeSe 1 referentni materijali u matriksu. Kada je referetnti materijal skup, cesto se
pribegava tome da se pravi u laboratoriji, pa se takav referentni materijal naziva ,,internim
referentnim materijalom®. Pritom, on mora da bude homogen kako bi poduzorci dobijeni iz

njega bili reprezentativni i svi isti (Kastelan-Macan, 2003).

3.7. Te¢na hromatografija visokih performansi

Hromatografija predstavlja zajednic¢ki naziv za grupu analitickih tehnika za
razdvajanje i analizu kompleksnih uzoraka, kao i identifikaciju jedinjenja. Tecna
hromatografija visokih performansi (eng. High Performance Liquid Chromatography -
HPLC) predstavlja usavrSenu hromatografiju na koloni, gde se odvija proces razdvajanja
komponenata smese, tako $to se tecni uzorak ubrizgava u mlaz rastvaraca (mobilna faza)

koji pod pritiskom protice kroz hromatografsku kolonu napunjenu Separacionim
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materijalom (stacionarna faza). Komponente uzorka se razdvajaju procesom diferencijalne
migracije dok teku kroz kolonu, usled razli¢itog afiniteta koji komponente ispoljavaju ka
stacionarnoj fazi.

Dve najcesce varijante su HPLC na normalnoj i obrnutoj fazi. Kod normalno-
fazne HPLC, kolona je ispunjena sitnim cesticama silicijum-dioksida i nepolarnim
rastvaracem, npr. heksanom. Tipi¢na kolona ima unutrasnji pre¢nik od 4,6 mm ili manji i
duzinu od 150 do 250 mm. Nepolarna jedinjenja u smesi ¢e brze prolaziti kroz kolonu, jer
¢e polarna jedinjenja duze biti vezana za polarni silicijum-dioksid nego nepolarna
jedinjenja.

Kod obrnuto-fazne HPLC veli¢ina kolone je ista i ispunjena je Cesticama
silicijum-dioksida ¢ija je povrsina modifikovan dugim ugljovodoni¢nim lancima (8-18 C
atoma). Koristi se polarni rastvara¢ (mesavina vode i alkohola). Polarna jedinjenja u smesi
¢e brze prolaziti kroz kolonu zbog snaznih interakcija izmedu polarnog rastvaraca i polarnih
molekula u smesi. Nepolarni molekuli su usporeni na svom putu kroz kolonu. Oni formiraju
razli¢ite stepene privlacenja sa ugljovodoni¢nim grupama prvenstveno putem van der
Vaalsovih disperzionih sila i hidrofobnih interakcija. Takode su manje rastvorljivi u
komponentama vodene mobilne faze, $to olaksava njihovu interakciju sa ugljovodoni¢nim
grupama. HPLC sa obrnutom fazom je najéesce koris¢en oblik HPLC-a.

U izradi kolona danas se primenjuje core-shell (jezgro-ljuska) tehnologija. Cestice
jezgra i ljuska sastoje se od ¢vrstog jezgra oblozenog slojem poroznog silicijum-dioksida
koji se talozi u slojevima ili u jednom premazu, u zavisnosti od proizvodaca. Pre¢nik ¢vrstog
jezgra i poroznog sloja variraju kod razli¢itih proizvodaca i Zeljene veli¢ine Gestica. Cestica
od 2,7 um moze, na primer, da se sastoji od ¢vrstog jezgra od 1,7 um i previake od 0,5 um.
Kolone sa jezgrom i ljuskom sada su komercijalno dostupne sa veli¢inama ¢estica u rasponu
od 1,3 do 5 um. Kljucna karakteristika core-shell kolona je znatno uza distribucija veli¢ine
Cestica koja se moze posti¢i tokom proizvodnje, tipi¢no sa 3-6% RSD u poredenju sa 10-
30% RSD koja je tipi¢na za potpuno porozne materijale.

Na osnovu van Deemter-ove jednacine predvida se optimalna brzina protoka

mobilne faze pri kojoj se postize maksimalna efikasnost razdvajanja kolone:

HETP = A+=+ (Cs + Cn)u (3.18)

gde je:
HETP — visina ekvivalenta teorijskog poda;

59



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

A — koeficijent vrtlozne difuzije koji zavisi od nacina pakovanja Cestica u koloni |
dimenzija Cestica,

B — koeficijent longitudinalne difuzije, ¢iji je uticaj na HETP ve¢i §to je manja
brzina protoka mobilne faze;

u — brzina protoka mobilne faze;

C — ¢lan koji definiSe otpor transferu mase iz mobilne faze (Cm) u stacionarnu
(Cs) i obrnuto.

U pocetku, povecanje efikasnosti core-shell kolona pripisano je smanjenju otpora
prenosa mase (¢lan C u van Deemter-ovoj jednacini). Medutim, utvrdeno da je za analite
manje od 500 daltona, povecanje efikasnosti posledica smanjenja vrtlozne difuzije (¢lan A
u van Deemter-ovoj jednacini) kojoj doprinosi distribucija putanja kroz ¢estice materijala
kojim je kolona ispunjena i razlike u brzini kretanja analita izmedu Cestica i zidova kolone.

Veli¢ina Cestica materijala za pakovanje nije od presudne vaznosti samo za
odredivanje povratnog pritiska u koloni, ve¢ je i dominantni faktor odgovoran za zagrevanje
usled trenja. Ako se smanji veli¢ina Cestica materijala za pakovanje, zagrevanje usled trenja
¢e se povecati, Sto je ogranicilo performanse visokoefikasnih potpuno poroznih materijala,
¢ija je veli¢ina Cestica manja od 2 um, posebno pri ve¢im brzinama. Pokazano je da Cestice
core-shell imaju pobolj$ana svojstva rasipanja toplote u poredenju sa potpuno poroznim, pa
se mogu koristiti pri ve¢oj linearnoj brzini eluenta pre nego sto zagrevanje usled trenja po¢ne
da utice na hromatografiju (Taylor, 2014).

Prilikom analize farmaceutskih preparata i prehrambenih namirnica, kao mobilna
faza Cesto se koriste smeSe vise rastvaraca (vode, metanola, acetonitrila, mravlje kiseline),
kojima se dodaju puferski rastvori za odrzavanje pH na skoro konstantnoj vrednosti. U
HPLC analizi, puferi se obi¢no koriste za kontrolu sekundarnih interakcija koje se U
hromatografiji generalno smatraju nepozeljenim. Takode se koriste za kontrolu
jonizacionog stanja analita kako bi se osiguralo da nije prisutan u viSe od jednog
jonizovanog oblika. Primenom HPLC-a, moze se izvrsiti kvalitativna i kvanitativna analiza
uzoraka.

Kod kvalitativne analize razlikuju se slucajevi gde:

- komponente uzorka su poznate i pikovi na hromatogramu moraju biti pripisani
poznatim komponentama, i

- sastav uzorka je nepoznat i potrebno je identifikovati njegove sastavne

komponente.
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U prvom slucaju, identifikacija pikova u hromatogramu vrs$i se na osnovu
retencionog vremena standarda, ¢iji je hromatogram snimljen pri istim uslovima, tj. po istoj
metodi, kao i hromatogram uzorka. Postojanje selektivnog detektora (UV ili fluorescentnog)
moze puno pomoc¢i u identifikaciji pikova. U drugom slucaju, ¢esto je neophodno Kkoristiti
detektore kao $to su maseni spektrometri. Takode, moze biti neophodno prikupljanje
frakcija eluenta koje sadrze pikove od interesa za karakterizaciju primenom IC
spektroskopije ili NMR spektroskopije.

Jedan od nacina za identifikaciju pikova na hromatogramu uzorka je taj da se
ubrizgaju standardni rastvori pod identicnim analitickim uslovima. Uporedivanjem
retencionog faktora (k) i odziva odgovora pika u hromatogramu standardnog rastvora, sa
hromatogramom uzorka, pikovi se mogu uslovno identifikovati. Vazno je i vrlo pozeljno da
se koncentracija standardnog rastvora uskladi sa rastvorom uzorka $to je blize moguce, ¢ime
se izbegava potencijalno pogresna identifikacija pika zbog efekata oblika pika. Za sto
precizniju identifikaciju pikova vazno je da se analiza izvede i pod razli¢itim uslovima.
Analiza se sprovodi u obrnutoj fazi koris¢enjem razli¢ite kolone i mobilne faze, a retencioni
faktor i odziv se ponovo uporeduju. Ako se pronade podudaranje, onda je identifikacija pika
pouzdanija.

Tehnika ,,spajkovanja“ uzorka podrazumeva dodavanje poznatog referentnog
materijala u matricu uzorka, kako bi se potvrdio identitet neke komponente uzorka. Recimo,
postoji sumnja da je insulin jedna od komponenti uzorka. Tom uzorku se dodaje rastvor
insulina, priblizne koncentracije kao $to je komponenta uzorka. Ako se intenzitet nekog pika
povecava, onda taj pik moze biti insulin. Ako se vidi novi hromatografski pik, ili ako se kod
bilo kog pika primeti ,rame“, onda je malo verovatno da je bilo koji od pikova na
hromatogramu posledica insulina u uzorku.

Identifikacija pikova na hromatogramu uzorka jedino na osnovu retencionog
vremena moze biti nepouzdana. Upotreba selektivnih detektora i spektrometara moze u
velikoj meri povecati pouzdanost identifikacije. Detektorski sistemi kao $to su UV/Vis,
fluorescentni ili maseni spektrometri mogu da snime jedinstvene spektre za svaki pik u
okviru hromatograma uzorka. Spektar dobijen od nepoznatog pika uporeduje se sa spektrom
standarda ili sa spektrima iz biblioteke koja se ¢uva u sistemu hromatografskih podataka.

Kvantitativna HPLC analiza podrazumeva da su pikovi koji se kvantifikuju
prethodno identifikovani, tako da se moze pripremiti serija standardnih rastvora i snimiti
kalibraciona prava, na osnovu koje se vrsi izraCunavanje.

Na tac¢nost kvantifikacije uticu rezolucija pikova, simetrija pikova i oblik bazne
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linije. Dobro razdvojeni pikovi mogu se lako i ponovljivo integraliti jer drugi pikovi ne uticu
na visinu i povrsinu. Reproducibilno integraljenje pikova koji eluiraju na kosim baznim
linijama moze biti tesko.

Pojava ,,ramena“ ili ,,repa“ ispred (eng. fronting) ili iza pika (eng. tailing) mogu
biti rezultat dva nepravilno razdvojena jedinjenja, a ramena pikova je tesko reproducibilno
integraliti. Integraljenje hromatografskog pika podrazumeva postupak merenja povrsine
ispod hromatografskog pika. Merenje je zasnovano na integralnoj tehnici razdvajanja pika
na veliki broj pravougaonika, koji se zatim sabiraju da bi se dobila procena ukupne povrsine
ispod pika — mera kumulativnog signala ,,apsorbanca u odnosu na vreme*.

Potrebno je definisati dve klju¢ne tacke da bi sistem izvrSio proracun, a to su
pocetak i kraj pika — oni ¢e biti odredeni podeSavanjem praga i Sirine pika u sistemu
podataka. Bazna linija se zatim povlaci izmedu pocetne i krajnje tacke pika. Za veéinu
HPLC analiza, povrSine pikova se koriste za kvantitativne proracune, iako se u vecini
slucajeva, mogu postic¢i ekvivalentni rezultati sa visinom pika. Povrsina pika je posebno
korisna jer HPLC pikovi mogu biti zaobljeni. U ovom slucaju, iako visine pikova mogu da

variraju, povrsina ¢e ostati konstantna.

3.8. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija je opticka apsorpciona metoda, koja se zasniva na
merenju intenziteta apsorbovane ili propustene svetlosti kroz ispitivani uzorak. Apsorpcija
zraenja, ultraljubicastog (eng. Ultraviolet — UV) ili vidljivog (eng. Visible — Vis) vodi
pobudivanju elektrona i prelasku iz osnovnog u pobudeno stanje. Energije apsorbovanih
fotona su vrlo bliske, pa se zato apsorpcioni spektri javljaju kao kontinualne apsorpcione
trake. Na osnovu apsorpcionog spektra moze se vrSiti kvantitativna i kvalitativna analiza
supstance. Na osnovu poloZaja apsorpcionih pikova u UV/Vis oblasti, moze se utvrditi
prisustvo hromofora u organskim molekulima. Kod neorganskih molekula, gde su
apsorpcione trake Siroke, kvalitativna analiza se svodi na odredivanje molarnog
apsorpcionog koefiijenta (a) na odredenoj talasnoj duzini, na osnovu Lambert-Beer-ovog
zakona i zatim poredenjem dobijene vrednosti sa tablicnim vrednostima. Kvantitativna
spektrofotometrijska analiza se takode zasniva na Lambert-Beer-ovom zakonu, zahvaljujuéi
¢injenici da je apsorbanca ispitivane supstance proporcionalna koncentraciji 1 debljini sloja

kroz koji svetlost prolazi.
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A=axbXc (3.19)
gde je:

A — apsorbanca ispitivanog transparentnog rastvora;

a — molarni apsorpcioni koeficijent (dm3/molcm);

b — debljina sloja kroz koji svetlost prolazi (cm);

¢ — koncentracija supstance (mol/dm?3).

Za analizu se bira talasna duzina koja odgovara maksimalnoj apsorbanci ispitivane
supstance. Ovaj izbor osigurava maksimalnu osetljivost jer se postize najveci odziv za
odredenu koncentraciju analita. Za analizu podataka, konstruiSe se kalibraciona prava,
grafik zavisnosti apsorbance u odnosu na koncentraciju. Sto je veéi nagib kalibracione
prave, osetljivost je veca.

Aditivnost apsorbance je od izuzetnog znacaja u kvantitativnoj analizi jer
omogucava analizu viSekomponentnih smesa, u slucajevima kada analiti medusobno ne
reaguju (Todorovi¢ i sar., 1997). Radi pouzdanosti, eksperimente i ocitavanja treba

ponoviti. Kada se ponavlja ispitivanje uzorka, uobic¢ajena su najmanje tri ponavljanja.

3.9. Cikli¢na voltametrija

Cikli¢na voltametrija (CV) je mo¢na i popularna elektrohemijska tehnika koja se
koristi za proucavanje mehanizama reakcije koji ukljucuju prenos elektrona. Metoda
podrazumeva linearnu promenu potencijala elektrode od katodne granice do anodne granice
i nazad, tj. od potencijala E1 do potencijala Ez i nazad do vrednosti E1 tokom vremena, (slika
3.21), pri odredenoj brzini skeniranja, uz pracenje struje koja se razvija u elektrohemijskoj

Celiji.
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E:

Vreme

Slika 3.21. Periodi¢na promena potencijala sa viemenom kod cikli¢ne voltametrije
Analiza se izvodi u uslovima u kojima je napon vec¢i od onog predvidenog Nernst-
ovom jednac¢inom (3.20)

E =EO 4+ 5Ly Qox (3.20)

nF QAred
gde je:

E°— standardni elektrodni potencijal (V);

R — univerzalna gasna konstanta (8,314 J/molK);
T — termodinamicka temperatura (K);

F — Faradejeva konstanta (96485 C/mol);

n — broj razmenjenih elektrona;

aox, ared — aktivitet oksidovane, odnosno redukovane elektrohemijske vrste.

Analiza podrazumeva primenu periodi¢ne promene vrednosti potencijala koji se
od spolja namecée na elektrodu uronjenu u rastvor elektrolita koji sadrzi jedinjenje od
interesa. Za proces oksidacije se elektrodni potencijal podesava tako da u rastvoru nema
oksidacije, pa se potencijal menja prema pozitivnijim vrednostima, dok se za proces
redukcije podesava tako da u rastvoru nema redukcije, a potencijal se menja prema
negativnijim vrednostima.

Uslovi za elektrohemijsku polarizaciju nastaju kada se postigne izvesna vrednost
potencijala, dovoljna da se aktivira neki elektrodni proces, pa struja pocinje naglo da se

povecava. Zatim se povecanje struje ublazava, doseze maksimum, i pada na pocetnu
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vrednost. Graficki prikaz zavisnosti struje od potencijala je cikli¢ni voltamogram (slika

3.22) (Miti¢, 2008).

Katodna struja

Anodna struja
[ % =)
15 PP BRI W ) .Epa PR TS R |
1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4
Potencijal Ag/AgCl (V)

Slika 3.22. Izgled cikli¢nog voltamograma za reverzibilni redoks proces
Potencijal elektrode je dat jednac¢inom:

E, =E;— vt (3.21)

gde je:

Ei — pocetni (inicijalni) potencijal elektrode;

v — brzina promene potencijala;

t — vreme.

Nakon §to dostigne odredenu maksimalnu vrednost (pik), posle odredenog
vremena, potencijal se obrce i znak vt Se menja, pa je potencijal nakon promene smera dat
jednacinom:

E, = E + vt (3.22)

Postoje tri glavne karakteristike ciklicne voltametrijske krive: struja pika (lp),
potencijal pika (Ep) i polusirina pika (Ep — Epr).
Struja pika je proporcionalna koncentraciji ispitivane elektrohemijske vrste, a

zavisi od svih parametara u datom izrazu:

I, = kn3/2ADY/2p1/%¢ (3.23)
gde je:
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I, — struja pika (A);

A — povrsina elektrode (cm?);

D — difuzioni koeficijent (cm?/s);

v — brzina promene potencijala (V/s);

¢ — koncentracija oksidovanog oblika (mol/dm?3).

Potencijal pika Ep, jednak je:

RT 28,5
Ep = El/Z - 1,109; = E1/2 - TmV (324)
gde je E12 polutalasni potencijal polarografskog talasa elektrohemijskog procesa.

Polusirina pika data je jedna¢inom:

Ep— By = 2,207 = %mv (3.25)

Za odredivanje Ep se kao referentna tacka uzima potencijal koji odgovara polovini
visine pika, Epp. Ep2 je potencijal na kojem struja postize polovinu svoje maksimalne
vrednosti. Na osnovu jednacine 3.23. zapaza se da je parametar koji utic¢e na intenzitet struje
brzina promene potencijala, tj. brzina skeniranja. Zato se u cilju optimizacije operativnih
uslova kod cikli¢ne voltametrije, vr$i variranje brzine skeniranja, iz dva glavna razloga:

1) zbog uticaja na intenzitet struje, pri cemu se moze videti da li je redoks proces
kontrolisan difuzijom ili adsorpcijom (ako je struja proporcionalna kvadratnom korenu
brzine skeniranja, proces se moze smatrati difuziono kontrolisanim; ako je proporcionalna
brzini skeniranja (linearno), onda je kontrolisan adsorpcijom);

2) zbog uticaja na potencijal, odakle se moze zakljuciti da li je proces reverzibilan
ili ireverzibilan (brz ili spor prenos elektrona). U reverzibilnim procesima potencijal se ne
menja sa strujom.

Elektrode koje se koriste u cikli¢noj voltametriji su radna elektroda, referentna
elektroda i pomo¢na elektroda. Radna elektroda se moze posmatrati kao medijum ¢ija se
reduktivna ili oksidativna snaga moze eksterno prilagoditi veli¢inom primenjenog
potencijala. Kako se potencijal linearno povecava ili smanjuje u odnosu na vreme, radna
elektroda postaje jaci oksidant, odnosno reduktor. Zbog toga radna elektroda, koja se tipi¢no
sastoji od hemijski inertnog provodnog materijala, poput platine, deluje kao donor ili
akceptor elektrona. Referentna elektroda, srebro/srebrohloridna (Ag/AgCI/KCI) ili
kalomelova (Hg/Hg2Cl./KCI), ima potencijal dovoljno konstantan da se moze smatrati

referentnim, a u odnosu na koji ¢e biti meren potencijal radne elektrode. Potencijal se meri
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izmedu referentne i radne elektrode, a struja se meri izmedu radne i pomocne elektrode.
Upotrebljava se pomoc¢na elektroda koja omogucava precizna merenja izmedu radne i
referentne elektrode. Uloga pomoc¢ne elektrode je da osigura da struja ne prolazi kroz
referentnu elektrodu jer bi takav tok promenio potencijal referentnih elektroda. Promena
potencijala od pocetnog do konacnog vrsi se pomocu generatora signala. Napon se na radnu
elektrodu primenjuje pomocu potenciostata, koji je spoljni izvor napajanja (Elgrishi i sar.,
2018).

3.10. Statisticke metode analize

3.10.1. Klaster analiza

Klaster analiza (eng. Cluster analysis — CA), predstavlja skup alata i algoritama
koji se koristi za klasifikaciju razli¢itih podataka u grupe tako da je sli¢cnost izmedu njih
maksimalna ako pripadaju istoj grupi, a u suprotnom minimalna. U biologiji, klaster analiza
je bitan alat za taksonomiju (klasifikaciju zivih i izumrlih organizama). U klinickoj medicini
moze Se Koristiti za identifikaciju pacijenata koji imaju bolesti sa zajedni¢kim uzrokom,
pacijenata koji bi trebalo da dobiju isti tretman ili pacijenata koji bi trebalo da imaju isti
nivo odgovora na terapiju. U epidemiologiji, klaster analiza ima primenu u pronalazenju
smislenih konglomerata regija, zajednica ili naselja sa slicnim epidemioloskim profilima
kada su uklju¢ene mnoge varijable, a prirodne grupe ne postoje.

Kad god je potrebno klasifikovati velike koli¢ine informacija u mali broj znacajnih
kategorija, klaster analiza moze biti korisna. Istrazivaci se ¢esto suocavaju sa zadatkom da
razvrstavaju posmatrane podatke u smislene strukture. Klaster analiza je induktivna
istrazivacka tehnika u smislu da otkriva strukture bez objasnjenja razloga za njihovo
postojanje. To je tehnika koja generise hipoteze, a ne tehnika za testiranje hipoteza. Za
razliku od diskriminatorne analize, gde se objekti dodeljuju ve¢ postoje¢im grupama na
osnovu statistickih pravila raspodele, klaster analiza generise grupe ili otkriva skrivenu
strukturu grupa unutar podataka.

Tehnike analize klastera mogu se klasifikovati kao hijerarhijske, ako rezultujuce
grupisanje ima sve veéi broj ugnezdenih klasa koje li¢e na filogenetsku klasifikaciju, ili

nehijerarhijske, ako su rezultati izrazeni kao jedinstvena particija ¢itavog skupa objekata.
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Hijerarhijski algoritmi mogu biti razdelni ili aglomerativni. Metoda razdvajanja pocinje sa
svim slucajevima u jednoj grupi. Taj klaster se postepeno razlaze na sve manje.
Aglomerativne tehnike obi¢no pocinju jednoc¢lanim klasterima koji se sukcesivno spajaju
sve dok se ne formira jedan veliki klaster. U poc¢etnom koraku, dva objekta sa najmanjom
udaljenos¢u (ili najve¢om sli¢nosc¢u) se kombinuju u grupu. U slede¢em koraku identifikuje
se i proucava objekat sa najmanjom udaljeno$¢u do bilo koje od prve dve. Ako je blize
Cetvrtom objektu nego bilo kom od prva dva, treci i Cetvrti objekat postaju druga grupa od
dva slucaja; u suprotnom, tre¢i objekat je ukljucen u prvu grupu. Proces se ponavlja,
dodavanjem sluc¢ajeva postoje¢im Klasterima, stvaranjem novih klastera ili kombinovanjem
onih koji su se pojavili sve dok svaki objekat nije ispitan i dodeljen jednom klasteru ili sam
po sebi ne predstavlja zasebni klaster.

Udaljenost i sli¢nost su klju¢ni pojmovi u kontekstu klaster analize. Vecina
algoritama, posebno oni koji daju hijerarhijske particije, po¢inju sa matricom udaljenosti ili
slicnosti. Unosi ¢elija u ovu matricu su udaljenosti ili sli¢nosti izmedu parova objekata.
Postoji mnogo vrsta udaljenosti, od kojih je najéesc¢a Euklid-ova. Euklid-ova udaljenost (d)
izmedu bilo koja dva objekta (a, b) je kvadratni koren zbira kvadrata razlika izmedu svih

koordinata vektora (X, y) koji defini$u svaki objekat:

d((a,b), (x,7)) =+/(x —a)2 + (y — b)? (3.26)

Moze se Koristiti za varijable merene na intervalnoj skali. Kada se za
izraCunavanje udaljenosti Koriste dve ili vise promenljivih, dominira¢e promenljiva vece
veli¢ine. Da bi se to izbeglo, uobic¢ajena je praksa da se prvo standardizuju sve promenljive.
Izbor tipa udaljenosti kljucan je za sve hijerarhijske algoritme grupisanja i zavisi od prirode
promenljivih i oéekivanog oblika klastera. Na primer, Euklidova udaljenost tezi stvaranju
sfernih jata (Gallestey, 2020).

3.10.2. Analiza glavnih komponenti

Veliki skupovi podataka su sve rasprostranjeniji u mnogim disciplinama. Za
tumacenje takvih skupova podataka, metode zahtevaju drasticno Smanjenje

dimenzionalnosti na interpretativan nacin, takav da vecina informacija u podacima biva

68



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

sacuvana. Jedna od najstarijih i najcesce koris¢enih tehnika za ovu svrhu je analiza glavnih
komponenti (eng. Principal Component Analysis — PCA).

PCA je metoda koja se cesto koristi za smanjenje dimenzionalnosti velikih
skupova podataka, pretvaranjem velikog skupa promenljivih u manji koji i dalje sadrzi
ve¢inu informacija u velikom skupu. Smanjivanje broja promenljivih skupa podataka
prirodno dolazi na racun tacnosti, ali cilj smanjenja dimenzija je u tome da se zarad
jednostavnosti zrtvuje malo tacnosti, buduci da je manje skupove podataka lakse istrazivati,
tumaciti i vizualizovati, a analizu podataka uciniti mnogo lakSom i brzom za algoritme
masinskog ucenja.

Potrebno je prvo standardizovati opseg kontinuiranih pocetnih promenljivih tako
da svaka od njih podjednako doprinese analizi, posto je PCA prili¢no osetljiva u pogledu
varijacija pocetnih promenljivih. To jest, ako postoje velike razlike izmedu opsega pocetnih
promenljivih, te promenljive sa veé¢im opsezima ¢e dominirati nad onima sa malim
opsezima (npr. promenljiva koja se kre¢e izmedu 0 i 100 dominiraée nad promenljivom koja
se kre¢e izmedu 0 i 1), sto ¢e dovesti do pristrasnih rezultata. Dakle, pretvaranje podataka u
uporedive veli¢ine moze spreciti ovaj problem (Miller i Miller, 2005). Matematic¢ki, to se
moze uciniti oduzimanjem srednje vrednosti i deljenjem sa standardnom devijacijom za

svaku vrednost svake promenljive, prema dole navedenoj jednacini:

__ dobijenavrednost—srednja vrednost (3 27)

standardna devijacija

Zatim je potrebno razumeti kako se promenljive ulaznog skupa podataka razlikuju
od srednje vrednosti jedna prema drugoj, da bi se videlo da li postoji neka veza medu njima,
zato §to su ponekad promenljive visoko povezane tako da sadrze suvisne informacije. Dakle,
da bi ove korelacije bile utvrdene, treba formirati matricu kovarijanse. Kovarijantna matrica
je p x p simetri¢na matrica (gde je p broj dimenzija) koja za unos ima kovarijanse povezane
sa svim moguc¢im parovima pocetnih promenljivih. Na primer, za trodimenzionalni skup
podataka sa 3 promenljive X, y i z, matrica kovarijanse je matrica 3x3 (slika 3.23):

Kov(x,x) Kov(x,y) Kov(x,z)

Kov(y,x) Kov(y,y) Kov(y,z)
Kov(z,x) Kov(z,y) Kov(z z)

Slika 3.23. Matrica kovarijanse za trodimenzionalni skup podataka
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Posto je kovarijansa promenljive sa samom sobom njena varijansa (Kov (a, a) =
Var (a)), u glavnoj dijagonali (gore levo, dole desno) zapravo postoje varijanse svake
pocetne promenljive. A posto je kovarijansa komutativna (Kov (a, b) = Kov (b, a)), unosi
matrice kovarijanse su simetri¢ni u odnosu na glavnu dijagonalu, sto znaci da su gornji i
donji trougaoni delovi jednaki. Znak kovarijanse je ono $to je vazno: ako je pozitivan, dve
varijable se zajedno povecavaju ili smanjuju (proporcionalno), ako je negativan tada se
jedna povecava kada se druga smanjuje (obrnuto proporcionalno).

Eigen vektori i Eigen vrednosti su koncepti linearne algebre koje se izracunavaju
iz matrice kovarijanse da bi bilo moguce odrediti glavhe komponente podataka. Glavne
komponente su nove promenljive, bez nepotrebnih podataka, koje su konstruisane kao
linearne kombinacije pocetnih promenljivih. Ove kombinacije su izvrSene na takav nacin da
nove promenljive (tj. glavne komponente) nisu povezane i da se vec¢ina informacija unutar
pocetnih promenljivih koncentri$e u prve komponente. Dakle, ideja je da 10-dimenzionalni
podaci daju 10 glavnih komponenti, ali PCA analizom se u prvu komponentu (PC1) smesta
maksimalni udeo ukupnih promenljivih, zatim maksimalno preostale informacije u drugu

komponentu (PC2) i tako dalje, sve dok se ne dobije 100% varijansi u zbiru.
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4. Eksperimentalni deo
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4.1. Uzorci

Tri sorte jagode, pet sorti kupina, tri sorte borovnice i Cetiri sorte maline prikupljene
su sa razli¢itih plantaza iz dva regiona u Srbiji, u periodu od maja do avgusta 2015. godine
(tabela 4.1). Ubrano je oko 500 g od svake sorte voca. Uzorci su pre analize ¢uvani u

zamrzivacu na -18°C.

Tabela 4.1. Vrste uzoraka i geografsko poreklo

Vrsta vocéa Sorta voca Oznaka uzorka  Period branja Geografsko
poreklo

Cacanska rana J1 Maj Zapadna Srbija

Jagoda Alba J2 Maj Zapadna Srbija
Zenga Zengana J3 Jun Juzna Srbija

Cacanska bestrna K1 Avgust Zapadna Srbija

Triple Crown K2 Avgust Zapadna Srbija
Kupina Cacanska bestrna K3 Avgust Juzna Srbija
Thorn free K4 Avgust Juzna Srbija
Divlja kupina K5 Avgust Juzna Srbija

Drejper Bl Jul Zapadna Srbija

Borovnica Hjuron B2 Jul Zapadna Srbija
Divlja borovnica B3 Avgust Juzna Srbija

Miker M1 Jul Zapadna Srbija
Polana M2 Jul Juzna Srbija

Malina

Vilamet M3 Jul JuZna Srbija
Maling Promis M4 Jul Juzna Srbija
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4.2. Reagensi

- Argon (99,999%);

- Azotna kiselina (65%) (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Acetonitril (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Askorbinska kiselina (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Aceton (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- AICIl3 (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS, Sigma Aldrih,
Steinheim, Nemacka);

- Cijanidin-3-O-glukozid hlorid (Extrasynthese, Genay Cedex, Francuska);

- CRM - sertifikovan referentni materijal (borovnice, NIST 3287) (National Institute
of Standards and Technology, Gaithersburg, SAD);

- Dejonizovana voda (k = 0,05 uS/cm);

- Delfinidin-3-O-glukozid hlorid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);

- Etanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

- Elaginska kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- Folin-Ciocalteu reagens (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- FeSO4x6H,0 (Acros Organics, Morris Plains, New Jersey, SAD);

- FeCl3x6H,0 (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Ferulna kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- Galna kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- Glukoza (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- Hlorovodonicna kiselina (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina (Trolox, Acros
Organics, Geel, Belgija);

- (+)-katehin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- Kafena kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- p-Kumarna kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

- Kalijum-hlorid (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- K»2S,0s8 (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- K3[Fe(CN)6] (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Malvidin-3-glukozid hlorid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);
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- Metanol (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- Mravlja kiselina (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- Multielementni standard (Ultra scientific analytical solutions, SAD), (30
elemenata, 20,00+0,10 ppm, osim P, K i Si koncentracije 100,0+0,5 ppm i Ag koncentracije
5,000£0,025 ppm, matriks je 2% HNOz i tragovi vinske kiseline);

- Natrijum-acetat (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Natrijum-karbonat (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Natrijum-nitrit (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Natrijum-hidroksid (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Natrijum-hidrogenfosfat (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Natrijum-dihidrogenfosfat (Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Pektin (Smesa za zeliranje i konzerviranje marmelada, dzemova i Zelea - Dr Oetker
dzemfix 3:1);

- Saharoza (Merck®, KGaA, Darmstadt, Nemacka);

- Sir¢etna kiselina (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

- Trihlorsiréetna kiselina (TCA, Merck®, Darmstadt, Nemacka);

- Vodonik-peroksid (30%) (Fluka, Buchs, Svajcarska);

4.3. Aparati i pribor

- ICP-OES spektrometar iCAP 6300 Duo ICP-OES (Thermo Scientific, Cambridge,
UK), sa eSelnom reSetkom (52,91 zareza po milimetru, 63,5° ugao sjaja). Rasprsivac je
ultrazvuéni (Cetac U-6000 AT+);

- Mikrotalasna pe¢ Milestone ETHOS one Advanced Microwave Digestion System
(Milestone, Bergamo, Italija);

- Cikli¢ni voltametar CHI760B (CH instruments, Inc., Austrin, TX SAD). Celija je
opremljena radnom elektrodom od staklastog ugljenika (Glass Carbon Electrode, CHI104,
2 mm), pomoénom platinskom elektrodom (CHI221, r=1 mm, A=3,14 mm?), i referentnom
srebro/srebrohloridnom elektrodom (Ag/AgCl) (CHI111);

- HPLC Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) opremljen
pumpom (G1354A), automatskim injektorom (G1329A), termostatiranim kolonskim delom
(G1316A), UV/Vis detektorom (G1315D) i fluorescentnim detektorom (G1321A);
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- UV/Vis spektrofotometar Perkin-Elmer Lambda 15 sa duzinom opti¢kog puta 1
cm;

- Dejonizator  (MicroMed  high  purity  water  system) (TKA
Wasseraufbereitungsszstem GmbH, Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka);

- Analiticka vaga AB-204-S (Mettler Toledo, Nemacka);

- pH metar (Hanna Instruments, USA) sa staklenom elektrodom;

- Varijabilne automatske pipete (Lab Mate+, PZ HTL S.A., Warszawa, Poljska);

- Elektri¢ni Stapni blender;

- Ultrazvuéno kupatilo (Bandelin SONOREX®, Sigma, USA);

- Rotacioni vakuum upariva¢ (IKA RV 05 basic, Werke, Nemacka);

- Termostat, Julabo MP 5A (JULABO, SAD);

- Staklene ¢ase, epruvete, erlenmajeri, kvalitativni i kvantitativni levkovi za cedenje,
stakleni baloni sa okruglim dnom, stakleni Stapi¢i, normalni sudovi, plasticne sterilne
bocice, laboratorijski termometar, filter papir kvalitativni i kvantitativni (Grade 42
Quantitative Filter Paper Ashless, dia 185 mm, Whatman, Cytiva Europe GmbH).

4.4. Mineralizacija uzoraka i operativni uslovi za ICP-OES analizu

Za potpunu mineralizaciju uzoraka voca, 2 g (sa tacnoS¢u na Cetiri decimale)
zamrznutog voca je odmereno i pomesano sa 5 ml koncentrovane azotne kiseline i 1 ml 30%
vodonik-peroksida. Sadrzaj je prenet u mikrotalasnu pe¢. Temperaturni program je bio
sledeci: zagrevanje do 180 °C u trajanju od 10 minuta, a zatim konstantno grejanje na istoj
temperaturi 15 minuta. Uzorci su nakon hladenja profiltrirani kroz kvantitativni filter papir
i razblazeni sa 0,5% HNO3 do zapremine od 50 ml. Do pocetka analize, uzorci su ¢uvani u
plasti¢nim boc¢icama na 4 °C. Slepa proba je pripremljena na identi¢an nacin.

Snaga radiofrekventnog generatora je varirana od 750 W do 1300 W u intervalu od
100 W. Brzina gasa za rasprsivanje je poveéavana od 0,5 1/min do 1,5 I/min, u intervalu od
0,5 I/min. Primenjen je aksijalni i radijalni mod posmatranja plazme. lzabrani su najbolji
parametri pri kojima je odnos intenziteta linija magnezijuma Mg (I1) 280,270 nm/Mg (1)
285,213 nm veci od 10 (Mermet, 1991).

75



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

4.5. HPLC i spektrofotometrijska analiza

Uzorci voca su Stapnim blenderom usitnjeni u homogenu voénu kasu. Odmereno je
2 g voca (sa tacnoSc¢u na Cetiri decimale), preliveno sa 5 ml rastvaraca (zakiSeljeni 80%
metanol, metanol, 96% etanol, 60% etanol, aceton, voda), a zatim je primenjena ultrazvuc¢na
ekstrakcija u trajanju od 15 minuta, na 20 °C. Postupak je ponovljen jos tri puta. Supernatan
je odekantovan, filtriran kroz plavu traku (Whatman, Grade 42 Quantitative Filter Paper
Ashless, dia 185 mm) u normalni sud od 25 ml i dopunjen do crte odgovaraju¢im
rastvaracem.

U cilju pracenja kinetike termi¢ke degradacije ukupnih i pojedina¢nih antocijana,
pripremljene su dve vrste dZema od svake vrste voca - sa ve¢im i manjim sadrzajem Secera,
prema malo izmenjenoj metodi predlozenoj od strane Moura i saradnika (2012). DZem sa
veéim sadrzajem Secera je sadrzao 60% vocéne kase, 30% saharoze, 9,8% glukoze i 0,2%
pektina. DZem sa manjim sadrzajem Secera je sadrzao 94,2% voéne kase, 5% saharoze i
0,8% pektina. Uzorci su zagrevani na temperaturama od 90, 95, 100 i 105 °C. Temperatura
je kontrolisana koriS¢enjem laboratorijskog termometra (£1 °C). Kada su postignuti
izotermalni uslovi, uzorci su uzimani u pravilnim vremenskim intervalima (5, 10, 15, 20 i
30 minuta) i odmah hladeni na ledu kako bi se zaustavila dalja termicka degradacija.

Pet grama dZzema (sa tacnoS¢u na cetiri decimale) odmereno je i ekstrahovano sa 5
ml zakiSeljenog metanola, na ultrazvu¢nom kupatilu, 15 min na sobnoj temperaturi. Ekstrakt
je odekantovan, a ¢vrsti ostatak je jo$ tri puta ekstrahovan na isti na¢in. Dobijeni ekstrakti
su sjedinjeni i upareni do suva na 40 °C u rotacionom vakuum uparivacu. Zatim je uzorcima

dodato 10 ml dejonizovane vode i rastvori su dalje analizirani.

4.5.1. HPLC metoda za odredivanje pojedinacnih polifenolnih jedinjenja

Hromatografsko razdvajanje je izvrSeno prema metodi Miti¢ i sar. (2012) na koloni
Agilent-Eclipse XDB C-18 4.6%150 mm, uz sistem rastvaraca A (5% vodeni rastvor mravlje
kiseline) i rastvaraca B (80% acetonitrila/ 5% mravlje kiseline). Kolona je termostatirana na
30 °C. Injektovano je 5 pl uzorka. Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledeceg
linearnog gradijenta: 0-10 min, 0% B; 10-28 min 0-25% B, 28-30 min 25% B; 30-35 min
25-50% B, 35-40 min 50-80% B i poslednjih 5 min 80-0% B.
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Identifikacija pojedinacnih polifenolnih jedinjenja izvrSena je poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenima i spektrima standarda (slike 4.1-
4.11) i literaturnih podataka.
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Slika 4.1. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda kafene kiseline (320 nm)
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Slika 4.2. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda ferulne kiseline (320 nm)
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Slika 4.3. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda p-kumarne kiseline

(320 nm)
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Slika 4.4. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda elaginske kiseline

(280 nm)
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Slika 4.5. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda kvercetina (360 nm)
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Slika 4.6. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda kemferola (360 nm)
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Slika 4.7. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda rutina (360 nm)
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Slika 4.8. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda cijanidin-3-glukozida

(520 nm)
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Slika 4.9. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda malvidin-3-glukozida
(520 nm)
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Slika 4.10. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda delfinidin-3-glukozida
(520 nm)

86



Doktorska disertacija

Milena D. Nikoli¢

2500

mAU

2000

1500

1000

500

2500

mAU

2000

1500

1000

500

1

1

10

15 20 25 30 35
t (min)

200

300 400 500 600

A (nm)

b)

Slika 4.11. HPLC hromatogram (a) i UV/Vis spektar (b) standarda pelargonidin-3-

glukozida (520 nm)
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4.5.2. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja metodom
Folin-Ciocalteu

Godine 1912. profesor Otto Folin i Villei Glover Denis su pokazali da se reagensi
fosfomolibdenske kiseline (Hz3PMo012040) i fosfovolframove kiseline (H3PW12040) mogu
koristiti za kvalitativno odredivanje polifenolnih jedinjenja u urinu ¢oveka ¢ak i nakon
nekoliko dana gladovanja (Folin i Denis, 1912). Kasnije, 1927., Otto Folin i Vintil
Ciocalteu, predlozili su upotrebu smese H3PM012040 | H3PW 12040, tj. Folin-Ciocalteu (F-
C) reagensa u alkalnim uslovima za odredivanje tirozina i triptofana, aminokiselina sa
fenolnim prstenom i redukcionim svojstvima (Folin i Ciocalteu, 1927). Primenom ovog
reagensa moguce je kvantitativno odredivanje polifenolnih jedinjenja spektrofotometrijski
na 760 nm, buduc¢i da u alkalnim uslovima oksovolframati i oksomolibdati nastali u ovoj
redoks reakciji daju plavu boju proporcionalnu koncentraciji polifenolnih jedinjenja.

Medutim, reakcija nije specifi¢na za polifenolna jedinjenja, buduéi da prema F-C
reagensu reaktivnost ispoljavaju i tioli, vitamini, aminokiseline, proteini, nukleotidne baze,
nezasi¢ene masne kiseline, ugljeni hidrati, organske Kkiseline, kompleksi metala,

gliceraldehid i dihidroksiaceton, kao i nukleotidne baze (Everette i sar., 2010).

Na,W0,/Nay,MoO, + Fenol - (Fenol — MoW,;0,,)*" (4.1)

Mo (VI)(zute boje) + e~ = Mo(V)(plave boje) (4.2)

U radu su koris¢eni sledeci reagensi:

- osnovni rastvor galne kiseline (50 mg/cm?®) u smesi vode i etanola (10:1 v/v),
- F-C reagens,

- Na2CO3 (20% m/v).

Za potrebe kvantifikacije polifenolnih jedinjenja, konstruisana je kalibraciona prava
galne kiseline u vodeno-etanolnom rastvoru (slika 4.12), koja je linearna u opsegu

koncentracija od 1 do 5 mg/dm?.
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Slika 4.12. Kalibraciona prava galne kiseline za odredivanje ukupnih polifenolnih
jedinjenja

Uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin: 0,5 ml ekstrakta prethodno pripremljenog
uzorka jagodastog voca je pomesano sa 0,5 ml F-C reagensa i 2 ml 20% rastvora Na>COz u
normalnom sudu od 10 ml, a potom je isti dopunjen dejonizovanom vodom do crte.
Apsorbanca je merena na 760 nm nakon termostatiranja rastvora 2 sata na 20 °C (Singleton
i sar., 1999; Stratil i sar., 2006). Nakon merenja, sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja
izraCunat je na osnovu jednacine prave (4.3) i izrazen kao miligram ekvivalenta galne

kiseline po gramu uzorka (mg GAE/Q).
A = 0,0855 x ¢, + 0,0065; 2 = 0,9994 (4.3)
gde je:
r?> — koeficijent determinacije,

cx — koncentracija galne kiseline.

4.5.3. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sposobnost flavonoida da se koordinativno vezuju sa jonima metala se moze
primeniti u razvoju preparativnih i analitickih metoda. Obecavajuca strategija razvijena za
razlikovanje izomera flavonoida pomoc¢u tandem masene spektrometrije zasniva se na

kompleksiranju flavonoida sa jonima prelaznih metala (llboudo i sar., 2012; March i
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Brodbelt, 2008). Neka flavonoidna jedinjenja, posebno flavonoli, fluoresciraju nakon
pobudivanja vidljivom ili UV svetlos¢u zbog njihove molekulske strukture i elektronske
konfiguracije. Vise ili manje planarni, kruti prstenovi sa sistemom konjugovanih dvostrukih
veze i delokalizovanim & elektronima ¢ine molekule visoko osetljivim na kolorimetrijske i
fluorimetrijske reagense u analitickoj hemiji. Helacija odredenih jona metala Cesto uti¢e na
fluorescenciju na specifican nacin koji moze biti izmeren i primenjen za kvantitativno
odredivanje flavonoida ili jona metala (Kasprzak i sar., 2015).

Spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine ukupnih flavonoida izvrSeno je po metodi
datoj od strane Zhishen i saradnika (1999), gde dolazi do kompleksiranja flavonoida jonima

aluminijuma AI** (slika 4.13) a apsorbanca nastalog kompleksa je merena na 510 nm.

@

®
o, 0O
\Al/
®

Slika 4.13. Kompleksiranje flavonoida jonima aluminijuma
U radu su koris¢eni sledeci reagensi:
- standardni rastvor (+)-katehina (0,5 mg/cmq),
- AICI3 (1% m/v),
- NaNOz2 (5% m/v),
- NaOH (1 mol/dm?).

Za potrebe kvantifikacije ukupnih flavonoida, razblaZivanjem osnovnog rastvora
katehina, konstruisana je kalibraciona prava (slika 4.14), koja je linearna u opsegu
koncentracija od 1 do 10 mg/dm?.

Uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin: zapremini od 0,3 ml uzorka dodato je 3 ml
dejonizovane vode i 0,3 ml rastvora NaNO>. Nakon 5 minuta, dodato je 1,5 ml AICls, a
nakon narednih 5 minuta dejonizovana voda i 2 ml NaOH, tako da je ukupna zapremina

rastvora bila 10 ml. Snimanje je vrSeno na 510 nm.
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Slika 4.14. Kalibraciona prava katehina za odredivanje ukupnih flavonoida

Na osnovu kalibracione prave, dobijena je jednacina prave (4.4) i izraCunata je
koli¢ina ukupnih flavonoida, a rezultati su izrazeni kao milligram ekvivalenta katehina po

gramu uzorka (mg CE/qg).
A = 0,02486 x ¢, — 0,00507; r2 = 0,9986 (4.4)
gde je:
r> — koeficijent determinacije,

cx — koncentracija katehina (mg/dm?®).

4.5.4. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih i monomernih antocijana

Prema ,,singl” metodi, sadrzaj ukupnih antocijana se odreduje pri pH 1, a snimanje
vr§i na 520 nm 1 700 nm. Za odredivanje sadrZzaja monomernih antocijana primenjuje se
pH diferencijalna metoda, gde se apsorbanca takode meri na 520 nm i 700 nm, pri pH 1
(rastvor crvene boje, antocijani su u obliku oksonijum jona) i pri pH 4,5 (rastvor bezbojan,
antocijani su u poluketalnom obliku) (Giusti i Wrolstad, 2003).

Apsorpcioni spektar antocijana prikazan je na slici 4.15.
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Slika 4.15. Apsorpcioni spektar antocijana
U radu su koris$éeni sledeci reagensi:
- KCI (0,025 mol/dm?, pH 1,0),
- CH3COONa (0,55 mol/dm?, pH 4,5).

Uzorci su pripremljeni na sledeé¢i nacin: odmerene su po dve probe svakog uzorka u
zapremini od po 0,5 ml, a potom je dodato 5 ml rastvora KCI, odnosno CH3COONa.
Apsorbanca svakog rastvora je merena na dve talasne duzine (520 nm i 700 nm, zbog

korekcije zamucenja), nakon 15 minuta.

Na osnovu jednacine 4.5. izraCunat je sadrzaj ukupnih antocijana i1 predstavljen kao

ekvivalent cijanidin-3-O-glukozida (cy-3-glu):

mg(cy—3—glu) _ A*DgxM;

x 103 (4.5)

dms3 exl
gde je:
A = (Asz0 — A700)pH=1 — (As20 — A7OO)pH=4,5
Dt — faktor razblazenja,
M (cy-3-glu) = 449,2 g/mol,
& —molarni apsorpcioni koeficijent, 26900 dm®molcm,

| — duzina opti¢kog puta (kivete), 1 cm.
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4.6. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti
jagodastog voca

Zbog vise razli¢itih reakcionih mehanizama izmedu antioksidanata i slobodnih
radikala, na osnovu jedne primenjene metode ispitivanja se ne moze zakljuCivati o
zastupljenosti i aktivnosti svih potencijalnih slobodnih radikala ili antioksidanata u
kompleksnim sistemima. U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti jagodastog voca,

primenjena su Cetiri in vitro spektrofotometrijska testa:

- ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) antioksidativna

metoda;
- DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) antioksidativha metoda;
- FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) antioksidativna metoda;

- RP (eng. Reduction Power) antioksidativna metoda.

4.6.1. ABTS metoda

U radu su koris¢eni sledeci reagensi:

- osnovni rastvor troloksa (4x102 mol/dmd),

- osnovni rastvor K2S,0s (2,4%10° mol/dm?),

- osnovni rastvor ABTS (7x10° mol/dm®) u metanolu,
- metanol,

- radni rastvor ABTS (dobija se meSanjem jednakih zapremina osnovnih rastvora
ABTS i K2S:0g), Cija se apsorbanca podeSava razblazivanjem metanolom do vrednosti
A7340m=0,700£0,02, a koji pre koriS¢enja stoji 12h na hladnom i mra¢nom mestu, u cilju
aktivacije ABTS katjon radikala.

Prvo je pripremljena slepa proba, mesanjem 2 ml radnog rastvora ABTS i 2 ml
metanola u normalnom sudu od 10 ml. Nakon 6 minuta stajanja na tamnom mestu, izmerena

je apsorbanca na 734 nm.
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Serija standardnih rastvora je pripremljena tako Sto je odredenoj zapremini troloksa
dodato 2 ml ABTS i dopunjeno je metanolom do 10 ml. Kalibraciona prava je konstruisana
tako Sto su od apsorbance slepe probe (Ao) oduzimane apsorbance serije standardnih
rastvora troloksa (As), odnosno:

Ay — Ag = AA = f(cy) (4.6)

Kalibraciona prava je linearna u opsegu koncentracija od 0,5 do 8,5 pmol/dm? (slika
4.16):

AA 3

0.2

0.1+

0-0 T T T T T T T T T T T T
0.0 15 3.0 4.5 6.0 7.5 9.0

¢ (umol/l)

Slika 4.16. Kalibraciona prava troloksa za odredivanje antioksidativne aktivnosti prema
ABTS radikal katjonu

Odgovarajuca jednacina prave data je izrazom:
AA = 0,0316 X ¢, + 0,0068; % = 0,9996 4.7)

gde je:
cx — koncentracija ABTS radikala izrazena u pmol/dm?’,

r> — koeficijent determinacije.

Uzorci su pripremljeni na sledeci nacin: zapremini od 2 ml uzorka, dodato je 2 ml
radnog rastvora ABTS, i apsorbanca je merena na 734 nm nakon 6 minuta stajanja.
Antioksidativna aktivnost uzoraka prema ABTS katjon radikalu izraCunata je na

osnovu izraza 4.7. i data je kao mikromol troloks ekvivalenta po gramu uzorka (umol TE/g).
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4.6.2. DPPH metoda

U radu su kori$¢eni sledeci reagensi:
- osnovni rastvor troloksa (4x10 mol/dm3),
- osnovni rastvor DPPH (1x10° mol/dm®) u metanolu,

- radni rastvor DPPH (1x10* mol/dm?3), dobijen razblaZivanjem osnovnog rastvora

DPPH metanolom,
- metanol.

Prvo je pripremljena slepa proba, meSanjem 5 ml radnog rastvora DPPH i 5 ml
metanola u normalnom sudu od 10 ml. Nakon 30 minuta stajanja, izmerena je apsorbanca
na 520 nm.

Serija standardnih rastvora je pripremljena tako $to je odredenoj zapremini troloksa
dodato 5 ml DPPH i dopunjeno je metanolom do 10 ml. Kalibraciona prava je konstruisana
tako $to su od apsorbance slepe probe (Ao) oduzimane apsorbance serije standardnih

rastvora troloksa (As), odnosno:
Ay — Ay = AA = f(cy) (4.8)

Kalibraciona prava je linearna u opsegu koncentracija od 2 do 10 pmol/dm? (slika
4.17):

0.4+
AA
0.3

0.2 1

0.1+

0.0

o 2 4 6 &8 10
¢ (umol/dm”)
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Slika 4.17. Kalibraciona prava troloksa za odredivanje antioksidativne aktivnosti prema
DPPH radikalu

Odgovarajuca jednacina prave data je izrazom:
AA = 0,0313 x ¢, — 0,01; 2 = 0,9997 (4.9)

gde je:
cx — koncentracija DPPH radikala izraZena u pmol/dm?,

r? — koeficijent determinacije

Uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin: u normalnom sudu od 10 ml, zapremini od
0,1 ml uzorka, dodato je 5 ml radnog rastvora DPPH, i sud je dopunjen metanolom do crte.
Apsorbanca je merena na 520 nm nakon 30 minuta stajanja.

Antioksidativna aktivnost uzoraka prema DPPH radikalu izracunata je na osnovu

izraza 4.9. i data je kao mikromol troloks ekvivalenta po gramu uzorka (umol TE/g).

4.6.3. FRAP metoda

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti jagodastog voca primenom FRAP metode
izvrSeno je po metodi predlozenoj od strane Benzie i Strain (1996; 1999). U radu su

koris¢eni sledeci reagensi:
- osnovni standardni rastvor FeSO4 x7H20 (0,2 mmol/dm?)
- rastvor HCI (40 mmol/dm?),
- acetatni pufer (0,3 mol/dm?®, pH 3,6),
- rastvor FeCls (20 mmol/dm?3),
- rastvor tripiridiltriazina (TPTZ) (10 mmol/dm?® u 40 mmol/dm3 HCI).

FRAP reagens je pripremljen svez, meSanjem acetatnog pufera, TPTZ i FeClz u
odnosu 10:1:1 (v/v/v). Za konstruisanje kalibracione prave (slika 4.18), razblazivanjem
osnovnog rastvora, pripremljena je serija standardnih rastvora FeSOsx7H20, ¢ija je
apsorbanca merena na 595 nm.

Uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin: u normalnom sudu od 10 ml, zapremini od
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20 pl uzorka, dodato je 0,38 ml dejonizovane vode, a potom 3 ml FRAP reagensa. Slepa

proba je sadrzala rastvara¢ umesto uzorka. Apsorbanca svih rastvora je merena na 595 nm,

nakon 5 minuta termostatiranja na 37 °C.

1.2
0.8

0.4+

0.0 —T : — . : — .
0 10 20 30 40 50

¢ (umol/dm?)

Slika 4.18. Kalibraciona prava Fe?* za odredivanje antioksidativne aktivnosti po FRAP
metodi

Kalibraciona prava je linearna u opsegu koncentracija od 5 do 50 pmol/dm?3.
Antioksidativna aktivnost uzoraka jagodastog vo¢a prema FRAP metodi izraCunata je na

osnovu jednacine prave (4.10) i data kao mikromol Fe?* ekvivalenta po gramu uzorka (umol

FE/Q).
A =0,02141 X ¢, — 0,0286; 2 = 0,9998 (4.10)
gde je:
cx — koncentracija Fe?* jona,

r> — koeficijent determinacije.

4.6.4. RP metoda

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti jagodastog voca izvrSeno je prema

metodologiji predlozenoj od strane Oyaizu (1986). U radu su korisc¢eni sledeci reagensi:

- osnovni rastvor askorbinske kiseline, (200 pmol/cm?),
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- fosfatni pufer, NaH2PO4/NazHPO;4 (0,2 mol/dm?, pH 6,6),
- trihlorsiréetna kiselina, CCI3COOH (10% (m/v)),

- rastvor FeClz (0,1% (m/v)),

- kalijum-heksacijanoferat(l11), Ks[Fe(CN)s] (1% (m/v)).

Uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin: u normalnom sudu od 10 ml, zapremini od
0,1 ml uzorka, dodato je 1,5 ml fosfatnog pufera i 1,5 ml rastvora Ks[Fe(CN)e]. Ovako
pripremljeni uzori su inkubirani 30 minuta na 50 °C. Potom je uzorcima dodat 1,5 ml
CCI3COOH uz snazno muckanje. Od dobijenih rastvora otpipetiran je po 1,5 ml, razblazen
istom koli¢inom dejonizovane vode, i potom je dodato 0,3 ml rastvora FeCls. Slepa proba
je sadrzala rastvara¢ umesto uzorka. Apsorbanca svih rastvora je merena na 700 nm.

Za konstruisanje kalibracione prave (slika 4.19), razblaZivanjem osnovnog rastvora,
pripremljena je serija standardnih rastvora askorbinske kiseline, koji su tretirani na isti nacin
kao i uzorci.

Na osnovu kalibracione prave, koja je linearna u opsegu koncentracija 11,2 - 93,8
umol/dm3, dobijena je jednacina prave (4.11), kori$¢ena za izratunavanje antioksidativne
aktivnosti uzoraka jagodastog vo¢a po RP metodi. Rezultati su izraZzeni kao mikromolovi
ekvivalenta askorbinske kiseline (eng. Ascorbic Acid Equivalent-AAS), po gramu uzorka
(umol AAE/g).

0.0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

¢ (umol/dm?®)

Slika 4.19. Kalibraciona prava askorbinske kiseline za odredivanje antioksidativne

aktivnosti po RP metodi
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A =0,0102 X ¢, — 0,0283; r?2 = 0,9945 (4.11)
gde je:
cx — koncentracija askorbinske kiseline,

r> — koeficijent determinacije.

4.7. Elektrohemijska analiza antioksidativne aktivnosti primenom
ciklicne voltametrije

Uzorci voéa su Stapnim blenderom usitnjeni u homogenu voénu kasu. Odmereno je
2 g voca (sa tacno$¢u na Cetiri decimale), preliveno sa 5 ml zakiSeljenog 80% metanola, a
zatim je primenjena ultrazvucéna ekstrakcija u trajanju od 15 minuta, na 20 °C. Postupak je
ponovljen jo$ tri puta. Supernatan je odekantovan, filtriran kroz plavu traku (Whatman,
Grade 42 Quantitative Filter Paper Ashless, dia 185 mm) u normalni sud od 25 ml i dopunjen
do crte rastvarac¢em.

Pre svake analize, povrSina staklaste ugljene elektrode je brusena sa 1,0, 0,3 i 0,05
um aluminijumskog praha, isprana destilovanom vodom i odmaséena u etanolu u
ultrazvuénom  kupatilu. Potom su snimani cikliéni  voltamogrami  rastvora
standarda/ekstrakata pomesanog sa 0,1 mol/dm?® natrijum-acetatnim puferom (pH 4,5) u
odnosu 1:1 (v/v) u zakiseljenom 80% metanolu. Natrijum-acetatni pufer takode je deluje
kao nose¢i elektrolit za CV merenja. Voltametrijski eksperimenti su izvedeni na sobnoj
temperaturi. Snimanje je izvrSeno u opsegu potencijala od 0 mV do 800 mV, sa brzinom
skeniranja od 10, 251 100 mV/s, na 2 mV intervala i pri pH vrednostima uzoraka 2, 4, i 7.
Cikliéni voltamogrami su takode zabeleZeni za Troloks u opsegu koncentracija od 2
mmol/dm® do 80 mmol/dm?® (Piljac-Zegarac i sar., 2010; Veljkovi¢ i sar., 2013). Krive
kalibracije, podrucje ispod glavnog voltametrijskog anodnog vrha (Qsopo) nasuprot
koncentraciji (¢) dobijene za ovaj standard su koriS¢ene za izracunavanje TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity) ispitivanog jagodastog voca.

Antioksidativni kompozitni indeks (eng. Antioxidative Composite Index — ACI)

izraCunat je za svaki uzorak po jednacini (Seeram i sar., 2008):

ABTSindeks + DPPHindeks + FRAPindeks + RPindeks + QSOO indeks

ACI =
5

(4.12)
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Pojedinac¢ni indeksi za svaki od uzoraka u okviru antioksidativnog testa (ABT Sindeks,
DPPHindeks, FRAPindeks | RPindeks) kao i indeksi za svaki od uzoraka u okviru elektrohemijske
metode (Qso0) su izracunati kao koli¢nik dobijene vrednosti za dati uzorak i najveée dobijene

vrednosti u okviru testa i izrazeni su u procentima.
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5. Rezultati i diskusija
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5.1. Optimizacija i validacija ICP-OES metoda

5.1.1. Optimizacija operativnih uslova plazme

Odnos Mg(I1) 280,270 nm/Mg(l) 285,213 nm je prakti¢ni kriterijum za odredivanje
robusnosti plazme i analitickih performansi. Pri frekvenciji od 27,12 MHz, snaga
radiofrekventnog (RF) generatora je varirana u intervalu od 750 W do 1350 W, pri
konstantnim vrednostima ostalih uslova plazme: brzina pumpe 50 obrtaja u minuti, brzina
protoka uzorka 50 obrtaja u minuti, protok gasa za rasprsivanje 0,7 L/min, protok gasa za
hladenje 12 L/min, aksijalni protok gasa 0,5 L/min, dvojni (aksijalni/radijalni) pravac
posmatranja plazme i vreme izmedu uzimanja uzoraka 30 .

U izabranom intervalu ispitivanja, odnos intenziteta linija Mg(l1)/Mg(l) pri
aksijalnom 1 radijalnom posmatranju plazme se povecava sa povecavanjem RF snage
generatora (slika 5.1). Najveci odnos intenziteta linija Mg (11)/Mg(l) dobijen je pri RF snazi
generatora od 1150 W (tabela 5.1), pa je ova vrednost izabrana za dalja merenja (Mermet,
1991). Takode se moze videti da je relativna standardna devijacija merenja bila najniza pri
odabranoj vrednosti RF snage generatora. Kao $to je bilo ocekivano, rezultati su pokazali
da je odnos intenziteta linija Mg(I1)/Mg(l) veéi pri radijalnom posmatranju. Dobijeni odnosi
za intenzitete linija Mg(11)/Mg(l) ukazuju na tzv. robusne uslove plazme (Brenner i Zander,
2000).

14 - = aksijalno posmatranje
« radijalno posmatranje

Odnos intenziteta Mg(I1)/(1)

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Snaga RF generatora, W

Slika 5.1. Zavisnost odnosa intenziteta linija Mg(I1)/Mg(l) i RF snage generatora
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Tabela 5.1. Uticaj RF snage generatora na odnos relativnih intenziteta linija Mg(11)/Mg(l)

pri aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme (csr £ SD, n = 3)

o Relativni Odnos
Pravac RF Relativni ] ] ] )
] ] ) RSD intenzitet+ RSD Intenziteta
posmatranja  snaga  intenzitet + SD o
(%) SD na (%) linija
plazme (W) na 280,270 nm
285,213 nm Mg(11)/Mg(l)
750 315800+12347 3,91 61745+1732 2,81 5,23
950 690567+5950 0,86  90820+582 0,64 7,70
Aksijalno
1150 1045500+707 0,68  98912+506 0,51 10,57
1350 1308667+11846 0,91  126809+702 0,55 10,32
750 19303+261 1,35 2455%25 1,02 7,86
- 950 31903+197 0,62 3130+28 0,89 10,19
Radijalno
1150 43110+235 0,55 3576x17 0,47 12,06
1350 51285+332 0,65 4823+32 0,66 12,40

Pri RF snazi generatora od 1150 W, protok gasa za rasprsivanje je variran u intervalu

od 0,5 L/min do 1,5 L/min. Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.2, zapaza se da se za

brzine gasa za rasprsivanje ve¢e od 0,5 L/min, pri aksijalnom i radijalnom posmatranju

plazme, dobijaju nizi odnosi intenziteta linija Mg(11)/Mg(l) (slika 5.2) i vece vrednosti za

relativne standardne devijacije.

12.54

Odnos intenziteta Mg(I1)/Mg(l)

©
3

12.0 1

11.54

11.04

10.54

10.0 1

©
]
1

©
o
1

= aksijalno posmatranje
o radijalno posmatranje

\\

©
~

. ———
0.6 0.8 1.0

—
1.2

T T T T T T
1.4 1.6 1.8

Protok gasa za rasprSivanje (L/min)

2.0

Slika 5.2. Zavisnost odnosa relativnih intenziteta linija Mg(11)/(1) od protoka gasa za

rasprsivanje pri snazi RF generatora od 1150 W
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Tabela 5.2. Uticaj brzine gasa za rasprSivanje na odnos relativnih intenziteta linija

Mg(11)/Mg(l) pri aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme (csr £ SD, n = 3)

Odnos
Pravac Brzina Relativni Relativni ) )
] ] ] RSD ) RSD intenziteta
posmatranja  rasprsivackog intenzitetxSD intenzitet+SD o
. % (%) linija
plazme gasa (L/min) na 280,270 nm na 285,213 nm
Mg 1I/Mgl
0,5 1045500+707 0,68 989124506 0,51 10,57
Aksijalno 1,0 897867+6374 0,71 90817+491 0,54 9,89
15 518350+6350 1,23  54617+307 0,57 9,49
0,5 43110£235 0,55 357617 0,47 12,06
Radijalno 1,0 42890+389 0,91 3645+31 0,85 11,77
15 36023+365 1,01 3116+27 0,87 11,56

Nakon definisanja optimalne snage radiofrekventnog generatora i optimalne brzine
rasprsivackog gasa, ispitan je uticaj koncentracije azotne kiseline na intenzitet emisione
linije Mg(l). Razblazivanjem koncentrovane azotne kiseline, pripremljeni su rastvori
slede¢ih koncentracija HNOs: 0,1%; 0,5%; 1%; 5%; 10%; 15% i 20% (v/v). U tabeli 5.3.
dati su rezultati uticaja razli¢itih koncentracija azotne kiseline na intenzitet emisione linije

Mg(l), pri aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme, a graficki prikaz dat je na slici 5.3.

Tabela 5.3. Uticaj koncentracije azotne kiseline na relativni intenzitet emisione linije Mg(l)

Pravac o )

) HNOz  log HNO3 Relativni intenzitet + RSD
posmatranja
(%) (%) SD na 285,213 nm (%)
plazme

0,1 -1 142875+960 0,67
0,5 -0,3 141432+416 0,29
1 0 139879+1543 1,10
Aksijalno 5 0,70 140738621 0,44
10 1 141687+1475 1,04
15 1,18 134526+2456 1,83
20 1,30 131287+1725 1,32
Radijalno 0,1 -1 4236+18 0,42
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0,5 -0,3 4352+15 0,34
1 0 4057+21 0,52
) 0,70 3974+32 0,81

10 1 4123+13 0,32

15 1,18 3879125 0,64

20 1,30 4185+33 0,79

m  aksijalno posmatranje
® radijalno posmatranje

1.4x10°1 —* " = -\_\\

1.2x10° -

1.0x10° -
8.0x10* 1
6.0x10"

4.0x10" 1

Intenzitet emisione linije Mg(l)

2.0x10*

e e e e e e6e
0.0 T . T . . . " : .

T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
log (% (v/v) HNO,)

Slika 5.3. Uticaj koncentracije azotne kiseline na relativni intenzitet emisione linije
Mg(l) pri snazi RF generatora od 1150 W i brzini rasprsivackog gasa od 0,5 L/min pri

aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme

Na osnovu slike 5.3. uo¢ava se da promena koncentracije kiseline nema znacajnijeg
uticaja na intenzitet emisione linije Mg(I) pri radijalnom posmatranju plazme. Medutim, pri
aksijalnom posmatranju plazme, sa povecanjem koncentracije azotne kiseline iznad 10%,
dolazi do smanjenja intenziteta emisione linije Mg(I). Na osnovu tabele 5.3. uocava se da je
najmanja standardna devijacija (0,29%) zabelezena u slucaju gde je koncentracija azotne
kiseline bila 0,5%, pa su njome dopunjeni normalni sudovi prilikom pripreme uzoraka
jagodastog voca za ICP-OES analizu.

Robusni uslovi plazme su, pri aksijalnom posmatranju plazme, postignuti pri RF
vrednosti generatora od 1150 W (Mg(I1)/Mg(l) = 10,57) i pri brzini gasa za rasprsivanje od
0,5 L/min (Mg (11)/Mg(l) = 10,57). Sa druge strane, pri istim optimalnim radnim uslovima,

105



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

robusnost plazme pri radijalnom posmatranju plazme postignuta je pri slede¢im
vrednostima odnosa inteziteta linija magnezijuma: Mg(11)/Mg(l) = 12,06 i Mg(11)/Mg(l) =
12,06. Pri robusnim uslovima, plazma je mnogo stabilnija na svaku promenu radnih uslova
ICP izvora, a istovremeno se postize veca reproduktivnost (Mermet, 1991; Mermet, 1998;
Denuad i sar, 2001).

5.1.2. Matriks efekat i izbor analitickih linija

Da bi se ispitao efekat matriksa, primenjena je metoda standardnog dodatka. Uzorak
je spajkovan sa poznatom koncentracijom standardnog rastvora (0,4 mg/l do 1,6 mg/l, osim
za Al, Ca, Fe, Pb, Mg i Na, za koje je spajk iznosio 0,04 mg/l do 0,16 mg/l). Efekat matriksa

je izraCunat prema jednacini 5.1:
= (h_
ME = (12 1) x 100 (5.1)
gde su I1 i I2 intenziteti mereni za sve odabrane linije za sve elemente u rastvoru uzorka.

Izbor analitickih linija za aksijalno i radijalno posmatranje plazme izvr§eno je na
osnovu odnosa nagiba kalibracione prave i kalibracione prave sa spajkovanim uzorkom
(nagibka/nagibsam) i matriks efekta (ME) (tabela 5.4). Pri kona¢nom izboru analitickih linija
uzeta je u obzir i taénost. Kao $to se moze videti iz tabele 5.4, nagibi kalibracionih pravih i
kalibracionih pravih sa spajkovanim uzorkom su statisti¢ki uporedivi, $to ukazuje na
odsustvo efekta matriksa. Takode, nize vrednosti efekta matriksa rezultuju ve¢om ta¢noscu.
Vrednosti za matriks efekat se kre¢u do 8%, $to ukazuje da razvijene metode mogu da se

primene za odredivanje elemenata u datom tipu uzorka.

Tabela 5.4. 1zabrana talasna duzina, odnos nagibka/nagibsam i matriks efekat (ME)

Pravac

Element  Vrsta voca Talasna duzina posmatranja Nagibial ME (%)
(nm) plazme nagibsam

Jagoda 308,215 aksijalno 1,014 1,4

Al Kupina 308,215 0,978 -2,2
Malina 309,271 0,967 -3,3

Borovnica 308,215 1,029 2,9

Jagoda 189,042 aksijalno 1,010 1,0

As Kupina 0,947 -5,3
Malina 0,992 -0,8
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Borovnica 0,946 -5,4
Jagoda 249,773 aksijalno 1,000 0
5 Kupina 208,893 0,997 -0,3
Malina 249,773 1,000 0
Borovnica 249,773 1,024 2,4
Jagoda 455,403 aksijalno 0,986 -1,4
Ba Kupina 233,527 0,981 -1,9
Malina 455,403 1,013 1,3
Borovnica 455,403 0,968 -3,2
Ca radijalno a a
Jagoda 228,802 aksijalno 0,999 -0,1
cd Kupina 226,502 1,011 1,1
Malina 228,802 1,009 0,9
Borovnica 228,802 1,004 0,4
Jagoda 228,616 aksijalno 1,000 0
Co Kupina 230,786 1,069 6,9
Malina 228,616 1,059 59
Borovnica 228,616 0,977 -2,3
Jagoda 283,563 aksijalno 1,011 1,1
cr Kupina 1,055 55
Malina 1,026 2,6
Borovnica 0,994 -5,6
Jagoda 324,754 aksijalno 0,994 -0,6
Cu Kupina 324,700 0,979 -2,1
Malina 324,754 1,022 2,2
Borovnica 324,754 0,975 -2,5
Jagoda 259,940 aksijalno 1,003 0,3
Fe Kupina 238,204 1,043 4,3
Malina 238,204 1,029 2,9
Borovnica 238,204 0,995 -0,5
K 766,490 radijalno a a
Mg 279,553 radijalno a a
Jagoda 257,610 aksijalno 0,992 -0,8
Kupina 0,984 -1,6
Mn .
Malina 1,021 2,1
Borovnica 0,989 -0,9
Na 589,592 radijalno a a
Jagoda 221,647 aksijalno 0,999 -0,1
Ni Kupina 221,647 1,047 4,7
Malina 221,647 0,997 -0,3
Borovnica 231,604 1,046 4.6
P 213,618 radijalno a a
Jagoda 220,353 aksijalno 0,999 -0,1
Pb Kupina 1,079 7,9
Malina 1,062 6,2
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Borovnica 1,071 71

Jagoda 196,090 aksijalno 0,991 -0,9

Se Kupina 1,069 6,9
Malina 1,033 3,3

Borovnica 1,079 7,9

Jagoda 212,412 aksijalno 0,999 -0,1

Sj Kupina 251,611 0,987 -1,3
Malina 251,611 0,991 -0,9

Borovnica 251,611 1,077 1,7

Jagoda 213,856 aksijalno 0,989 -1,1

7n Kupina 1,019 1,9
Malina 1,029 2,9

Borovnica 1,040 40

%nije neophodno ispitivati odnos nagibka/nagiby, i matriks efekat za makroelemente (Ca, K, Mg, P i
Na) zbog njihove relativno visoke koncentracije u uzorcima

Granice detekcije (LOD) i granice kvantifikacije (LOQ) sa opsegom linearnosti i
koeficijentom determinacije (r?) kalibracionih pravih su predstavljeni u tabeli 5.5. Dobijene
vrednosti za granice detekcije su istog reda veli¢ine, ili nize od vrednosti dobijenih za
elemente u vocu drugih autora (Barnes, 1997), ili do 15 puta nize za teSke metale (0,001;
0,002; 0,001 i 0,002 mg/kg za Pb, Cd, Cu i Zn,) (Radwan i Salama, 2006). Kao §to je
pomenuto u radu Todoli i saradnika (2002), optimizacija intrumentalnih uslova i ispitivanje
matriks efekta vode ka nizim vrednostima granice detekcije.

Intezitet linije raste linearno sa povec¢anjem koncentracije u opsegu koji je dat za
svaki element. Na osnovu dobijenih vrednosti za koeficijent determinacije (r>> 0,9990),
moze se zakljuciti da je linearnost dobra u ispitivanim intervalima koncentracije za svaki

element.

Tabela 5.5. Koeficijent determinacije (r?), granica detekcije (LOD), granica kvantifikacije

(LOQ) i opseg linearnosti izabranih analitickih linija

Talasna Opseg
Element duzina r2 (Ir‘]O/D) (Ir‘]O/Q) linearnosti
(nm) 9 9 (Hg/mL)
308,215 0,9990 452 15,07 0-50
Al 309,271 1,000 410 13,68 0-50
As 189,042 0,9996 2,76 9,19 0-1
249,773 0,9998 1,63 5,45 0-25
B 208,893 0,9998 1,43 476 0-25
455,403 0,9992 0,05 0,16 0-20
Ba 233,527 0,9998 0,41 1,36 0-20
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Ca 393,366 0,9998 0,97 3,23 0-500
228,802 0,9996 0,19 0,63 0-1
Cd 226502 0,9998 0,18 0,61 0-1
228,616 0,9996 0,19 0,63 0-2
Co 230,786 0,9992 0,49 1,64 0-2
Cr 283,563 0,9990 0,59 1,95 0-2
324,754 0,9992 0,73 2,44 0-50
Cu 224,700 0,9994 0,72 2,41 0-50
259,940 0,9992 0,57 1,89 0-50
Fe 238,204 0,9994 0,44 1,46 0-50
K 766,490 0,9999 39,43 131,44 0-500
Mg 279,553 1,000 0,12 0,41 0-500
Mn 257,610 0,9998 0,13 0,42 0-25
Na 588,995 1,000 0,46 1,53 0-500
. 221,647 0,9992 0,50 1,68 0-1
Ni 231,604 0,9994 0,47 1,58 0-1
P 213,618 0,9990 6,00 20,02 0-500
Pb 220,353 0,9990 2,09 6,97 0-1
Se 196,090 0,9990 3,28 10,93 0-25
) 251,611 1,000 1,74 5,79 0-100
S 212,412 1,000 1,58 5,27 0-100
Zn 213,856 0,9994 0,14 0,47 0-50

5.1.3. Validacija ICP-OES metode

Za uzorke jagodastog voca, tanost i preciznost metode su testirani primenom NIST

(eng. National Institute of Standards and Technology) standarda kao sertifikovanog

referentnog materijala borovnica (NIST 3278), za koje je sertifikovan sadrzaj 8 metala (Ca,

Cu, Fe, Mn, Mg, P, K, Zn) i rezultati su predstavljeni u tabeli 5.6. Ta¢nost metode je

izraCunata prema jednacini 3.11., dok je mera preciznosti relativna standardna devijacija,

RSD, i izracunata je prema jednacini 3.13.
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Tabela 5.6. Tacnost i preciznost metode

Tacnost _
Element Sertifikovana Odredena vrednost Tacnost Preciznost
vrednost (mg/kg) (mg/kg) (%) RSD (%)
Ca 323+16 339+18 95,05 5,31
Cu 2,22+0,16 2,31+ 0,15 95,95 6,49
Fe 12,20+0,74 12,43+0,71 98,11 5,71
Mg 313,7+7,2 302,4+7,5 103,6 2,48
Mn 8,47+0,59 8,69+0,62 97,40 7,13
P 671+21 694+18 96,57 2,59
K 4490220 4623+215 97,04 4,65
Zn 6,49+0,61 6,84+0,52 94,61 7,60

Tacénost ICP-OES metode je u opsegu od 94,61% za Zn do 103,6% za Mg.
Preciznost metode je u opsegu od 2,48% za Mg do 7,60% za Zn.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima iz literature, gde je izraGunata tacnost
u opsegu od 93% do 110% (Mrmosanin i sar., 2018), 96% do 107% (Tosi¢ i sar., 2015),
90,77% do 97,45% (Larrea-Marin i sar., 2010) a preciznost je u opsegu 3,7% do 7,9%
(Mrmosanin i sar, 2018), 3,3% do 6,5% (7osi¢ i sar., 2015), 0,79% do 5,74% (Larrea-
Marin i sar., 2010). Takode, prema U.S. Food and Drug Administration (2015), “recovery”
vrednosti su zadovoljavajuce ako su u intervalu od 80% do 120%. Sve dobijene vrednosti
za preciznost su u skladu sa literaturnim podacima koji se odnose na validaciju metoda.
Prema istrazivanjima (Horwitz, 1982; Wood, 1999; Thompson, 2004), maksimalna vrednost
RSD-a, koja je prihvatljiva za koncentraciju analita do 100 ppb je 22,6 %, za koncentraciju
analitado 1 ppm je 16%, za koncentraciju analita do 10 ppm je 11,3% itd. Prema Association
of Official Agricultural Chemists Peer Verified Methods programu (AOAC, 2000; Gonzalez
i Herrador, 2007), maksimalna vrednost RSD-a koja je prihvatljiva za koncentraciju analita
do 100 ppb je 15%, za koncentraciju do 1 ppm je 11%, a za koncentraciju do 10 ppm je
7,3%.
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5.1.4. Sadrzaj makro 1 mikroelemenata u uzorcima jagodastog voca

Rezultati elementne analize uzoraka jagodastog voca prikazani su kao srednja
vrednost triju proba (csr £ SD, n = 3) (tabela 5.7).

Od makroelemenata, u jagodastom vocu su prisutni: kalijum, natrijum, magnezijum,
kalcijum i fosfor. Kalijum je najzastupljeniji element u svim uzorcima. Analizirani uzorci
voca se odlikuju niskim sadrzajem natrijuma.

Koncentracija kalijuma je u opsegu 7,8-8,74 mg/g u jagodama, 3,37-4,63 mg/g u
borovnicama, 4,66-5,31 mg/g u kupinama i 4,67-7,98 mg/g u malinama, dok je
koncentracija natrijuma u opsegu 0,0425-0,0638 mg/g u jagodama, 0,0527-0,0841 mg/g u
borovnicama, 0,0523-0,102 mg/g u kupinama i 0,0315-0,0735 mg/g u malinama. Joni
natrijuma su glavni katjoni ekstracelularne te¢nosti, dok su joni kalijuma glavni katjoni
intracelularne te¢nosti. Za odrzavanje homeostaze, molekuli vode i joni natrijuma i kalijuma
su u stalnom kretanju izmedu ekstracelularne i intracelularne te¢nosti kroz celijsku
membranu. Kalijum i natrijum su posebno vazni u bubreznoj regulaciji acido-bazne
ravnoteze jer se joni vodonika zamenjuju za jone natrijuma i Kalijuma u bubreznim
kanalima. Kalijum lakSe ulazi u ¢eliju od natrijuma i inicira kratku razmenu natrijum-
kalijum kroz ¢elijske membrane. U nervnim delijama ova razmena generise elektri¢ni
potencijal koji za cilj ima sprovodenje nervnih impulsa. Kada kalijum napusti ¢eliju, menja
se membranski potencijal i omogucava napredovanje nervnog impulsa. Ova fizioloska
funkcija, natrijum-kalijumova pumpa, od posebnog je znacaja za ekscitabilne Celije kao $to
su nervne ¢elije, koje zavise od ove pumpe za reagovanje na nadrazaje i prenoSenje impulsa.
Unos kalijuma u ¢eliju regulise natrijum-kalijumova pumpa, dok je ekskrecija kalijuma iz
¢elije zavisi od permeabilnosti ¢elijske membrane i hemijskog i elektri¢nog gradijenta jona
kalijuma. Funkcija natrijum-kalijumove pumpe koja je od bioloske vaznosti je sprecavanje
bubrenja celija. Ako se natrijum ne izbacuje, voda se nakuplja u ¢eliji izazivajuci njeno
bubrenje i na kraju pucanje celijskog zida.

Nivoi koji izlaze iz fizioloskih granica ovih elemenata mogu rezultirati raznim
patoloskim poremecajima. Previsoka koncentracija natrijuma, hipernatremija, dovodi do
oticanja, pojacane zedi i Smanjene proizvodnje urina. Hiponatremija je nizak nivo natrijuma
u serumu i obi¢no ga karakteriSu glavobolja, konfuzija, gréevi misi¢a, muc¢nina i povracanje.
PreviSe kalijuma, hiperkalijemija, karakteriSe razdraZljivost, mucnina, smanjena

proizvodnja urina i sréani zastoj. Umor je naj¢esci simptom hroni¢nog nedostatka kalijuma.
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Rani simptomi ukljuc¢uju misi¢nu slabost, spore reflekse i suvu kozu ili akne. Nagli gubitak
kalijuma moze dovesti do sréane aritmije. Nizak nivo Kkalijuma, hipokalijemija, moze
poremetiti metabolizam glukoze i dovesti do povisenog nivoa Secera u krvi (Pohl i sar.,
2013).

Sadrzaj magnezijuma je u opsegu 0,57-0,812 mg/g u jagodama, 0,289-0,435 mg/g u
borovnicama, 0,625-0,997 mg/g u kupinama i 0,068-0,971 mg/g u malinama. Magnezijum
ima veliki znacaj za razvoj biljaka. Nedostatak magnezijuma u biljkama rezultuje kra¢im
korenima, manjim izdancima i nekroticnim promenama na lis¢u, zbog pato-fizioloskih
procesa koji se ogledaju u poremeéenom metabolizmu ugljenika, fiksaciji ugljenika i
smanjenju koli¢ine hlorofila (Guo i sar., 2016). Magnezijum je Cetvrti po zastupljenosti
element u ljudskom telu (ukupno oko 25 g), od ¢ega se u kostima nalazi priblizno 60%, u
skeletnim misi¢ima i mekim tkivima oko 30-40% i u ekstracelularnoj te¢nosti oko 1%
(Chellan i Sadler, 2015). Obezbedivanje dovoljnog unosa magnezijuma je od izuzetne
vaznosti jer je Mg?" bitan kofaktor u mehanizmima replikacije, transkripcije i translacije
genetskih informacija. Takode je ukljucen u stabilizaciju lipidnih membrana, nukleinskih
kiselina i ribozoma (Hartwig, 2001). Humani MAGT1, protein koji ima ulogu u transportu
magnezijuma, klju¢ni je regulator minimalnog nivoa slobodnih Mg?* jona. Genetski
nedostatak u MAGT1 moze rezultovati predispozicijom za limfom, kao i za povecanu
podloznost organizma Epstein-Barr-ovom virusu (Cohen, 2000). Pri kontrakciji miSica,
magnezijum stimuli§e ponovnu apsorpciju kalcijuma pomocu kalcijum aktivirane ATP-aze
sarkoplazmatskog retikuluma (Aikawa, 1981). Magnezijum modulira transdukciju signala
insulina i ¢elijsku proliferaciju i vazan je za adheziju celija i transmembranski transport,
uklju€ujudi transport jona kalijjuma i kalcijuma.

Koncentracija kalcijuma je u opsegu 1,07-1,26 mg/g u jagodama, 0,42-1,01 mg/g u
borovnicama, 0,76-1,59 mg/g u kupinama i 0,53-1,14 mg/g u malinama. Kod biljaka koje
rastu na zemljistu sa dovoljno kalcijuma, koncentracija kalcijuma u izdancima je izmedu
0,1 15 % (Marschner, 1995). Ove vrednosti odrazavaju, s jedne strane, dostupnost
kalcijuma u zivotnoj sredini, a sa druge strane, zahteve za kalcijumom razli¢itih biljnih vrsta.
Nedostatak kalcijuma je retkost u prirodi, ali se moze javiti na zemljistu sa Kiselom
depozicijom (McLaughlin i Vimmer, 1999). Simptomi nedostatka kalcijuma se primecuju
kod mladih listova koji se Sire, kao §to su fleke koje li¢e na opekotine kod lisnatog povréa,
crno srediSte kod stabljika celera, trulez kod bibera i ploda paradajza, gorki plod jabuka i
prazna mahuna u kikirikiju (White i Broadley, 2003). Uprkos visokom nivou kalcijuma u

telu (oko 1,1 kg), i velikoj ukupnoj koncentraciji u ¢elijama (1-10 mM), slobodni Ca?* joni
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u nanomolarnim i mikromolarnim koncentracijama regulisu skeletne i kontrakcije sr¢anog
miSic¢a indukovanjem strukturnih promena u troponinu, proteinu koji se nalazi u sr¢anoj i
misiénoj muskulaturi (Toyoshima i sar., 2000). Koordinativno vezivanje Ca?* jona pomoéu
proteina i malih liganada osigurava da krvna plazma mozZe ostati prezasi¢ena Ca?* jonima
bez kontinuiranog talozenja Ca-fosfata u kostima.

Koncentracija fosfora je u opsegu 0,79-1,07 mg/g u jagodama, 0,233-0,546 mg/g u
borovnicama, 0,595-0,817 mg/g u kupinama i 0,676-1,10 mg/g u malinama. Poznato je da
je nivo dostupnosti fosfora tokom ranih faza rasta biljaka izuzetno vazan i da ima presudni
uticaj na potencijal prinosa biljnih kultura (Grant i sar., 2001). Fosfor, u obliku ortofosfata,
ucestvuje u fotosinetickom metabolizmu ugljenika 1 predstavlja supstrat za sintezu
adenozin-3-fosfata (ATP), kroz proces fotofosforilizacije. Nedostatak fosfora je povezan sa
niskom koncentracijom ortofosfata u hloroplastima, $to dovodi do smanjenja sinteze ATP-
a, kroz smanjenu aktivnost enzima ATP-aze. Manjak fosfora u biljkama se manifestuje
pojavom tamnih ili plavicastih fleka po listovima. U telu coveka ima oko 0,9 kg esencijalnog
elementa fosfora, do 90% koji se nalazi u apatitu u kostima i zubima, a ostatak u
vancelijskim te¢nostima i mekom tkivu. Fosfor igra vaznu ulogu u bioloskim molekulima,
posebno u vezama u strukturnom okviru DNK i RNK, i u fosfolipidima, koji su sastavni deo
¢elijskih membrana. Energija je u molekulima uskladiStena u molekulima ATP-a (Baker i
Worthley, 2002).

Sadrzaj makroelemenata analiziranih uzoraka jagodastog voca sa teritorije
Republike Srbije je u saglasnosti sa literaturnim podacima, a poredenje rezultata je
predstavljeno tabelarno (5.8). Primetno je da je sadrzaj makroelemenata u uzorcima jagoda
veéi u odnosu na rezultate dobijene od strane drugih istrazivac¢a (Hegedus i sar., 2008; Khan
i sar., 2010; Hakala i sar., 2003).
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Tabela 5.7. Sadrzaj makroelemenata (mg/g) u uzorcima jagodastog voca

Uszorak Ca K Mg P Na

voca cs+SD F:;? Cs+SD RSD (%) Cs+SD RSD (%) Cs£SD RSD (%) Cs+SD RSD (%)
J1 1,26+0,03 2,38 7,8+0,2 2,3 0,65+0,02 3,08 0,912+0,006 0,66 0,0425+0,0003 0,71
J2 1,21+0,02 1,65 8,09+0,09 1,11 0,57+0,02 3,51 0,79+0,02 2,53 0,0638+0,0006 0,94
J3 1,07+0,03 2,80 8,74+0,04 0,46 0,812+0,008 0,99 1,07+0,01 0,93 0,0594+0,0005 0,84
B1 0,42+0,01 2,38 3,3740,03 0,89 0,289+0,002 0,69 0,233+0,001 0,43 0,0527+0,0004 0,76
B2 0,969+0,006 0,62 4,63+0,05 1,08 0,402+0,002 0,49 0,546+0,004 0,73 0,0538+0,0003 0,55
B3 1,01+0,02 1,98 3,76+0,09 2,39 0,435+0,004 0,92 0,497+0,004 0,80 0,0841+0,0007 0,83
K1 1,2040.02 1,67 4,660,03 0,64 0,784+0,005 0,64 0,662+0,002 0,30 0,0671+0,0005 0,74
K2 0,81+0,01 1,23 5,29+0,08 1,51 0,625+0,008 1,28 0,595+0,004 0,67 0,102+0,002 1,96
K3 1,34+0,02 1,49 5,31+0,04 0,75 0,724+0,008 1,10 0,817+0,007 0,86 0,0608+0,0003 0,49
K4 0,76+0,02 2,63 5,12+0,02 0,39 0,635+0,004 0,63 0,685+0,002 0,29 0,0523+0,0006 1,15
K5 1,59+0,04 2,52 5,16+0,06 1,16 0,997+0,009 0,90 0,639+0,002 0,31 0,0531+0,0007 1,32
M1 0,823+0,008 0,97 5,24+0,07 1,34 0,068+0,002 2,94 0,676+0,006 0,89 0,0472+0,0003 0,64
M2 1,14+0,01 0,88 7,98+0,04 0,50 0,971+0,009 0,93 1,10+0,01 0,91 0,0735+0,0006 0,82
M3 0,621+0,008 1,29 6,22+0,08 1,29 0,679+0,001 0,15 0,698+0,005 0,72 0,0396+0,0004 1,08
M4 0,53+0,01 1,89 4,67+0,02 0,43 0,531+0,002 0,38 0,679+0,003 0,44 0,0315+0,0003 0,95
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Tabela 5.8. Poredenje opsega koncentracija makroelemenata sa literaturnim podacima

Milena D. Nikoli¢

Vrsta uzorka « Na ca Mo i Referenca
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mglg) (mg/g)
Jagoda-Srbija 7,8-8,74 0,0425-0,0638 1,07-1,260 0,57-0,812 0,79-1,07 Nikolié i sar., 2016
Jagoda-Madarska 1,41-1,47 0,025-0,026 0,017-0,031 0,012-0,015 0,021-0,024  Hegedus i sar., 2008
Jagoda-Pakistan 1,14-1,93 0,023-0,036 0,079-0,124 0,12-0,15 - Khan i sar., 2010
Jagoda-Finska 1,55-2,53 - 0,16-0,29 0,11-0,23 - Hakala i sar., 2003
Borovnica-Srbija 3,37-4,63 0,0527-0,0841 0,42-1,01 0,289-0,435 0,233-0,546  Nikolié i sar., 2016
Borovnica-Kina 5,96 0,073 0,866 0,458 1,59 Zhang i sar., 2014
Borovnica-Poljska 0,88-1,105 0,048-0,062 0,112-0,203 0,048-0,097 - Drozdz i sar., 2018
Borovnica-Letonija 0,60-1,80 - 0,066-0,516 0,045-0,285 0,068-0,364 Karlsons i sar., 2018
Kupina-Srbija 4,66-5,31 0,0523-0,102 0,76-1,59 0,625-0,997 0,595-0,817  Nikolié i sar., 2016
Kupina-Brazil 0,95-1,85 - 0,12-0,22 0,11-0,21 0,11-0,20 Guedes i sar., 2013
Kupina-Italija 7,54-10,16 0,044-0,098 1,54-2,33 1,35-1,66 - Plessi i sar., 2007
Malina-Srbija 4,67-7,98 0,0315-0,0735 0,53-1,14 0,068-0,971 0,676-1,10  Nikoli¢ i sar., 2016
Malina-Italija 8,82-13,79 0,034-0,077 1,53-2,68 1,30-1,80 - Plessi i sar., 2007
Malina-nema 1,51 0,01 0,25 0,22 0,29 Rao i Snyder, 2010

geografske odrednice
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Na slikama 5.4-5.7. predstavljena je procentualna zastupljenost makroelemenata u
uzorcima jagodastog voc¢a. U svim uzorcima, najzastupljeniji je kalijum, sa 74,32% u
jagodama, 70,20% u borovnicama, 65,93% u kupinama i 73,47% u malinama. Zatim sledi
kalcijum, ¢iji je udeo od 9,49% u malinama do 14,71% u kupinama. Najvise fosfora je
prisutno u malinama (9,61%), najmanje u borovnicama (7,62%), dok su kupine i jagode
imale skoro ujednacen sadrzaj ovog elementa (8,77% i 8,36%). Zastupljenost magnezijuma
u uzorcima jagoda, borovnica i malina je vrlo ujednacena (6,13%, 6,72% i 6,85%), dok je u
kupinama zastupljen sa 9,72%. Svi analizirani uzorci jagodastog voca se odlikuju veoma
niskim sadrzajem natrijuma (0,50% u jagodama, 1,14% u borovnicama, 0,87% u kupinama
i 0,58% u malinama). Preporuc¢en dnevni unos kalijuma, natrijuma, kalcijuma, magnezijuma
i fosfora za odrasle je 4500-4700 mg po danu, 1200-1500 mg po danu, 1000-1300 mg po
danu, 240-420 mg po danu i 700-1250 mg po danu. Na osnovu dobijenih rezultata,
izraCunato je da porcija jagodastog voc¢a od 100 g pokriva 7,2-18,6%, 0,26-0,85%, 0,7—
10,0%, 2,3-11,0% i 0,7—6,8% preporuc¢enog dnevnog unosa kalijuma, natrijuma, kalcijuma,
magnezijuma i fosfora (The U.S. National Academies, Institute of Medicine, Dietary
Reference Intakes 1997-2011).

74,32%

Slika 5.4. Prosecan sadrzaj makroelemenata (%) u uzorcima jagoda
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7,62%

Ca
14,32%

K
70,20%

Na
1,14%

Slika 5.5. Prose¢an sadrzaj makroelemenata (%) u uzorcima borovnica

Ca
14,71%

65,93%

0,87%

Slika 5.6. Prosecan sadrzaj makroelemenata (%) u uzorcima kupina
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9,61%

Ca
9,49%

Na
0,58%

K
73,47%

Slika 5.7. Prosecan sadrzaj makroelemenata (%) u uzorcima malina

Sadrzaj mikroelemenata u uzorcima jagodastog voca dat je u tabeli 5.9. Prema
dobijenim rezultatima, mangan je prisutan u najvecoj koncentraciji, a zatim slede gvozde,
bakar, cink i silicijum.

Koncentracija mangana je u opsegu 14,0-35,1 pg/g u jagodama, 43,9-95 ug/g u
borovnicama, 15,5-169 pg/g u kupinama i 13,7-73 pg/g u malinama. Voée i povrée
predstavljaju dobar izvor ovog elementa. Mangan je esencijalni mikronutrijent sa velikim
brojem funkcija u metabolizmu. Mangan deluje kao aktivator i ko-faktor stotina
metaloenzima. Zbog svoje sposobnosti da lako promeni oksidaciono stanje u bioloskim
sistemima, mangan igra vaznu ulogu u reakcijama katalizovanih enzimima, ukljucujuéi
redoks reakcije, fosforilaciju, dekarboksilaciju i hidrolizu. Mn?* je preovladujuce
oksidaciono stanje mangana u biljkama, a ¢esto se moze zameniti drugim jonima metala,
poput Mg?*, koji ima sliéne jonske karakteristike (Schmidt i Husted, 2019). Tipi¢an simptom
nedostatka mangana u biljkama je hloroza, koja se manifestuje pojavom tamnosmedih mrlja

na lis¢u i preranim starenjem starih listova. Povecane koli¢ine mangana u organizmu imaju
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toksi¢no dejstvo 1 izazivaju neurodegenerativne promene i poremecaje u funkcionisanju
mitohondrija u ¢elijama (Chellan i Sadler, 2015).

Koncentracija gvozda je u opsegu 5,33-10,6 pg/g u jagodama, 4,18-10,4 pg/g u
borovnicama, 4,79-12,8 ug/g u kupinama i 4,79-15,9 ug/g u malinama. Gvozde ucestvuje
u nizu vaznih fizioloSkih funkcija. Sa porfirinom c¢ini prosteticku grupu hem. Hem je
protoporfirin IX (derivat porfirina sadinjen od Cetiri pirolova prstena, koji su medusobno
povezani metenskim mostovima i sadrzi Cetiri metil, dva vinil i dva propionil supstituenta)
sa centralno vezanim gvozdem. Atom gvozda je vezan za Cetiri atoma azota u pirolovim
prstenovima, a moze formirati jo§ dve koordinativne veze sa gornje i donje strane ravni
porfirinskog prstena (sa azotom u aminokiselinskom ostatku histidina u proteinskom lancu
I sa kiseonikom, sa suprotne strane porfirinskog prstena u odnosu na histidin) (slika 5.8).
Hem ulazi u sastav citohroma, gde ima ulogu prenosioca elektrona. Takode, hem je deo
aktivnog centra enzima katalaze koja razlaze vodonik-peroksid u organizmu. Hem je i
sastavni deo globularnog proteina hemoglobina, kojim se vrsi transport kiseonika od pluca

kroz ceo organizam (Spasic i sar., 2002).

Slika 5.8. Vezivanje kiseonika za atom gvozda u hemu

Koncentracija bakra je u opsegu 6,16-9,42 pg/g u jagodama, 3,01-7,84 npg/g u
borovnicama, 6,68-11,4 pg/g u kupinama i 4,65-6,84 pg/g u malinama. Joni bakra su
kofaktori enzima Cu/Zn superoksid dismutaze, citohrom C oksidaze, amino oksidaze. Bakar
ucestvuje u mitohondrijalnoj respiraciji i odgovoru ¢elije na oksidativni stres. Takode, utice
na ekspresiju niza gena kod biljaka i aktivaciju morfoloskih promena u korenovom sistemu

i listovima. Nedostatak bakra rezultuje hlorozom, uvrtanjem ili suSenjem listova,
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dezintegrcijom tilakoidnih membrana hloroplasta, smanjenjem koli¢ine hlorofila i
karotenoida, kao i nezasi¢enih masnih kiselina. U koncentracijama iznad optimalnih, bakar
moze dovesti do niza negativnih efekata: ometa proces fotosinteze, katalizuje nastanak
kiseoni¢nih slobodnih radikala neenzimskim reakcijama, negativno uti¢e na rast biljaka,
koje posledi¢no imaju manju koli¢inu biomase (Yruela, 2005).

Koncentracija cinka je u opsegu 8,5-18,5 pg/g u jagodama, 6,6-19,9 ng/g u
borovnicama, 7,8-14,1 pg/g u kupinama i 1,61-17,1 ug/g u malinama. Zn?* je uklju¢en u
skoro sve aspekte molekularne i ¢elijske biologije. Proteini cinka ¢ine oko 10% ljudskog
proteoma, sa 3000 proteina cinka sa fizioloskim funkcijama (Andreini i sar., 2006). Cink
ima vaznu ulogu u strukturi proteina, kao i u enzimskoj katalizi. U nekim ¢elijama se mogu
nacéi relativno visoke koncentracije cinka (milimolarne, naro¢ito u sinapti¢kim vezikulama
u mozgu) gde se skladiSte i prolaze kontrolisano oslobadanje (Chellan i Sadler, 2015).
Nedostatak cinka kod biljaka se manifestuje odumirajem vrhova korena, kovrdzanjem
listova, sitnim listovima i hlorozom. Povecane koli¢ine cinka su toksi¢ne po biljni svet i
podrazumevaju smanjene prinose i usporen rast, hlorozu izazvanu nedostatkom gvozda kroz
smanjenje sinteze hlorofila i razgradnju hloroplasta, kao i ometanje unosa fosfora,
magnezijuma i mangana. Lisnato povrce je osetljivo na toksi¢nost cinka, posebno spanac i
repa, zbog svojstvenog visokog kapaciteta usvajanja ovog elementa (Broadley i sar., 2007).

Koncentracija silicijuma je u opsegu 5,9-9,7 pg/g u jagodama, 5,8-8,1 pg/g u
borovnicama, 10,6-16,0 pg/g u kupinama i 9,2-15,6 pug/g u malinama. Silicijum povecava
gustinu kostiju, uti¢e na sintezu i stabilizaciju kolagena u koZi. Silicijum je est gradivni
element biljaka. Voce i veéina vrsta povrca sadrze silicijum u meri koja je proporcionalna
sadrzaju vlakana (Aras i Taman, 2006). Apsorpcija silicijuma zavisi od njegove
koncentracije u zemlji$tu, navodnjavanja zemljista i pH sredine. Korisni efekti silicijuma
kod biljaka ogledaju se u povecanju tolerancije protiv bolesti i Steto¢ina. Dugo se smatralo
da je otpornost biljaka prema patogenima i insektima posledica mehanicke barijere nastale
talozenjem silicijuma duz Celijskog zida, ¢ime se ometa njihovo napredovanje. Medutim,
studije sprovedene 90-ih godina povezivale su prisustvo silicijuma sa specifiénim
odbrambenim odgovorima u biljkama (Chérif i sar., 1992, 1994; Fawe i sar., 1998). Smatra
se da silicijum indukuje indirektne odbrambene mehanizme promenom sastava biljnih
isparljivih materija (Deshmukh i sar., 2017).

Koncentracija selena je u opsegu 0,283-0,62 ug/g u jagodama, 0,275-0,626 pg/g u
borovnicama, 0,187-0,633 pg/g u kupinama i 0,113-0,486 pg/g u malinama. Razlike u

sadrzaju selena posledica su razlike u sastavu zemljista na kojima se biljke uzgajaju (Aras i
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Taman, 2006). Niske doze selena mogu stimulisati rast biljaka, poboljsati fotosintezu i
ucestvuju U homeostazi esencijalnih nutrijenata. Selen deluje kao sredstvo protiv starenja i
pomaze u odrzavanju struktura i funkcija ¢elija, ¢ime doprinosi poboljSanju rasta i razvoja
biljaka. Selen je mikronutrijent od izuzetnog znacaja po ljudsko zdravlje, posto u¢estvuje u
antioksidativnim procesima u telu. Dijetetski selen se u organizmu vezuje za cistein, nastaje
selenocistein, koji je esencijalna komponenta 25 razli¢itih selenoproteina. Funkcija
selenocisteina se ispoljava u katalitickim centrima nekoliko selenoproteina: glutation
peroksidaze, tioredoksin reduktaze, jodotironin dejodinaza i selenofosfat sintetaze.
Selenocistein se takode moze nespecificno umetnuti u druge proteine, umesto cisteina
(Chauhan i sar., 2017).

Preporucen dnevni unos mangana, bakra, cinka, gvozda i selena za odrasle je 1,6—
2,3 mg po danu, 0,7-0,9 mg po danu, 8-11 mg po danu, 8-18 mg po danu i 40-55 ug po
danu. Na osnovu dobijenih rezultata, izracunato je da porcija jagodastog voca od 100 g
zadovoljava 59,6-100%, 33,4-100%, 1,5-18,1%, 5,2-13,3% i 20,5-100% preporucenog
dnevnog unosa mangana, bakra, cinka, gvozda i selena (The U.S. National Academies,
Institute of Medicine, Dietary Reference Intakes 1997-2011).

Koncentracija bora je u opsegu 10,9-14,8 pg/g u jagodama, 5,98-10,7 pg/g u
borovnicama, 1,16-15,9 pg/g u kupinama i 8,97-13,9 pg/g u malinama. Bor deluje
blagotvorno na zdravlje ljudi i1 Zivotinja. StimuliSe mozdanu funkciju, a zajedno sa
kalcijumom, magnezijumom i vitaminom D pomaZze u prevenciji osteoporoze. Pokazuje
tendenciju akumuliranja u biljkama, pa su tako voce, lisnato povrée, orasasti plodovi i
leguminoze dobri izvori ovog elementa (Aras i Taman, 2006). Bor je vazan za ofuvanje
strukturnih i funkcionalnih karakteristika ¢elijskog zida i membrana, razmenu jona H*, K,
PO4*", Ca?" kroz membrane, deobu i produzenje éelija, metabolizam azota i ugljenih hidrata,
transport SeCera, metabolizam i transport fenola (Shireen i sar., 2018). Esencijalan je za
biljke i verovatno za ljude. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, 1998),
prosecan dnevni unos bora za odrasle je 1,2 mg.

Koncentracija kobalta u analiziranim uzorcima je u opsegu 0,148-0,189 ug/g u
jagodama, 0,135-0,154 pg/g u borovnicama, 0,032-0,089 pg/g u kupinama i 0,039-0,179
pg/g u malinama. Posto je koncentracija kobalta u hrani niska, dnevno se unese od 15 pg do
60 pg ovog elementa (Aras i Taman, 2006). Kobalt je sastavni deo vitamina Bio -
kobalamina, $to je njegova glavna uloga u organizmu. Vitamin Bi2 ima ulogu u sintezi

proteina od kojih je sacinjen mijelinski omotac nervnih ¢elija, ucestvuje u sintezi eritrocita
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i neurotransmitera. Nedostatak kobalamina dovodi do pojave perniciozne anemije i
disfunkcije $titne zlezde (Czarnek i sar., 2015).

Koncentracija nikla u analiziranim uzorcima je u opsegu od 0,812-3,31 ug/g u
jagodama, 1,42-2,55 ug/g u borovnicama, 0,728-3,49 ug/g u kupinama i 0,981-4,58 pg/gu
malinama. Ukupan dnevni unos nikla zavisi od koli¢ine zivotinjskih namirnica (koje su
siromasne niklom), biljnih namirnica (bogate niklom), kao i od konzumiranja rafinisanih ili
industrijski obradenih namirnica. Podaci u literaturi ukazuju da se putem hrane dnevno
unese manje od 150 pg nikla (Aras i Taman, 2006). Nikl moze uciniti neke mikrobe
virulentnim, poput bakterije Helicobacter pylori, koja onemoguéava zarastanje Cira na
zelucu. Ova bakterija poseduje dva enzima nikla koji su kljuéni za in vivo kolonizaciju, Ni-
Fe hidrogenazu i ureazu, koja sadrzi 24 jona nikla po aktivnom kompleksu (de Reuse i sar.,
2013).

Sadrzaj ukupnog hroma je u opsegu 0,193-0,48 pg/g u jagodama, 0,29-0,69 pg/g u
borovnicama, 0,27-0,53 pg/g u kupinama i 0,21-0,34 pg/g u malinama. Preporu¢en dnevni
unos hroma je 20-35 pg za Zene i muskarce, $to je takode procenjeno kao bezbedan i
dovoljan unos hroma za decu od 9 godina do odraslog doba (U.S. National Academies,
Institute of Medicine, 2001). Zahvaljujuci ¢injenici da je trovalentni hrom, prisutan u vecini
namirnica i nutritivnih suplemenata, esencijalan nutrijent sa veoma niskom toksi¢nos¢u, za
razliku od Sestovalentnog hroma, detektovane koncentracije hroma su dovoljne da podmire
dnevne potrebe organizma, bez opasnosti od Stetnog dejstva ovog elementa (Reilly, 2004).

Koncentracija aluminijuma je u opsegu 8,45-12,6 pug/g u jagodama, 11,9-18,2 ng/g
u borovnicama, 4,2-6,9 pg/g u kupinama, dok je u malinama detektovan u samo jednoj sorti
(1,36 pg/g ). Aluminijum je uobi€ajen konstituent biljaka, 1 prisutan je u obliku silikata, a
njegov sadrzaj varira u zavisnosti od tipa zemljista i biljne vrste (Hoeing, 2001). Nedeljni
unos aluminijuma koji se moze tolerisati je 7 pg/kg telesne mase (WHO, 1989). Nema
poznatu biolosku funkciju, a prekomerne koli¢ine aluminijuma povezane su sa akutnim i
hroni¢nim bolestima kod ljudi. Narocito se problemi javljaju u sluajevima bubrezne
insuficijencije. Tada apsorpcija aluminijuma u krv moze dovesti do njegovog talozenja u
mozgu i do demencije. Aluminijum je prisutan u mnogim komercijalnim proizvodima,
ukljucujuéi kozmetiku, pa izlozenost ovom elementu svakodnevno raste (Pineau i sar.,
2014).

Olovo i kadmijum su elementi koji i u veoma malim koli¢inama ispoljavaju toksi¢an
efekat. Sadrzaj olova je u opsegu 0,141-0,164 pg/g u jagodama, 0,062-0,145 pg/g u
borovnicama, 0,091-0,125 pg/g u kupinama i 0,109-0,160 pg/g u malinama, dok je sadrzaj
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kadmijuma 0,028 pg/g u jednoj sorti jagoda, 0,039 pg/g u jednoj sorti kupina i u opsegu
0,018-0,041 pg/g u malinama. Kadmijum nije detektovan u uzorcima borovnice.

Olovo je toksic¢an element po ljude i zZivotinje. Dugotrajna izlozenost odraslih moze
dovesti do smanjenja performansi u nekim kognitivnim testovima koji mere funkcije
nervnog sistema. Odojc¢ad i mala deca posebno su osetljivi i na niske koncentracije olova,
Sto moze doprineti problemima u ponaSanju, loSem ucéenju i smanjenju Kkoeficijenta
inteligencije (Rubin i Straier, 2008). Dugotrajno izlaganje olovu izaziva anemiju, zajedno
sa povecanjem krvnog pritiska, i to uglavnom kod starijih i 0soba srednjih godina. Utvrdeno
je da je ozbiljno oStecenje mozga i bubrega, i kod odraslih i kod dece, povezano sa
izlaganjem visokim koncentracijama olova §to moze dovesti do smrti. Trovanje olovom
uzrok je anemije u brojnim slucajevima jer olovo inhibira porfobilinogen sintazu i
ferokelatazu, sprecavajuéi 1 stvaranje porfobilinogena 1 inkorporaciju gvozda u
protoporfirin, $to sprecava sintezu hema ili izaziva neefikasnu sintezu hema i posledi¢no
mikrocitnu anemiju (Wani i sar., 2015).

Kadmijum je toksican, neesencijalni, prelazni metal koji predstavlja opasnost po
zdravlje ljudi i zivotinja. Njegova pojava u zivotnoj sredini posledica je aktivnosti u
poljoprivredni i industriji. lzlaganje kadmijumu prvenstveno se javlja unosenjem
kontaminirane hrane i vode i, u znacajnoj meri, udisanjem duvanskog dima. Kadmijum se
akumulira u biljkama i Zivotinjama, ima dug poluzivot, od oko 25-30 godina. Epidemioloski
podaci ukazuju na to da profesionalna i ekoloska izloZenost kadmijumu moze biti povezana
sa razli¢itim vrstama raka, ukljucujuci rak dojke, pluca, prostate, nazofarinksa, pankreasa i
bubrega. Kadmijum u zivotnoj sredini moze biti faktor rizika za osteoporozu. Jetra i bubrezi
su izuzetno osetljivi na toksi¢ne efekte kadmijuma (Genchi i sar., 2020). Prema propisima
Evropske komisije (eng. European Comision — EC, 2006) maksimalna dozvoljena
koncentracija olova i kadmijuma u bobicama i sitnom vocu su 0,20 mg/kg i 0,05 mg/kg.

Sadrzaj aluminijuma, kadmijuma i olova u svim analiziranim uzorcima voca je ispod
propisanih granica i ne predstavlja rizik po zdravlje ljudi. Arsen i barijum nisu detektovani
u analiziranim uzorcima. Na slikama 5.8-5.11. graficki je predstavljen procentualni sadrzaj
mikroelemenata u jagodastom vocu. U svim uzorcima, najzastupljeniji je mangan.
Jagodasto voce je takode bogato cinkom, borom, bakrom i gvozdem. Prema literaturnim
podacima, razli¢iti tipovi zemljista, genotip biljne vrste, uslovi gajenja, agrotehnicke mere
i klimatski faktori uti¢u na mineralni profil biljke (Kabata-Pendias, 2010).

Poredenje dobijenih rezultata sa literaturno dostupnim podacima predstavljeno je

tabelarno (tabela 5.10). Prisustvo silicijuma i kobalta u jagodastom vocu evidentirano je
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jedino u istrazivanju u okviru ove disertacije (Nikoli¢ i sar., 2016). Opseg koncentracija za
aluminijum, bor, bakar, gvozde, mangan, nikl, olovo, selen i cink u uzorcima jagodastog
voca iz Srbije u saglasju je sa rezultatima autora iz drugih zemalja (tabela 5.10) (Hakala i
sar., 2003; Hegedus i sar., 2008; Khan i sar., 2010; Guedes i sar., 2013; Zhang i sar., 2014;
Drozdz i sar., 2018; Karlsons i sar., 2018).
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Tabela 5.9. Sadrzaj mikroelemenata (ug/g) u uzorcima jagodastog voca

Milena D. Nikoli¢

Usorak Al B Cd Co Cr Cu

voca CsxSD RSD CsxSD RSD Cs£SD RSD Cs£SD RSD CsxSD RSD CsxSD RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

J1 12,6+0,2 159 10,9+0,2 1,83 n.d. - 0,148+0,005 3,38 0,193+0,005 2,59 7,61+0,04 0,53
J2 10,8+0,3 2,78 11,2402 1,79 n.d. - 0,173+0,005 2,89 0,48+0,02 4,17 6,16+0,03 0,49
J3 8,45+0,08 0,95 14,8+0,3 2,03 0,028+0,001 3,57 0,189+0,007 3,70 0,34+0,01 2,94 9,42+0,06 0,64
B1 18,2+0,3 1,64 5,98+0,07 1,17 n.d. - 0,154+0,006 3,89 0,69+0,02 290 3,01+0,05 1,66
B2 14,1+0,2 1,42 7,14+0,08 1,12 n.d. - 0,135+0,003 2,22 0,29+0,01 3,45 7,84+0,04 0,51
B3 11,9+0,1 0,84 10,7#0,1 0,93 n.d. - 0,148+0,007 4,73 0,47+0,02 426 6,50+0,06 0,92
K1 6,2+0,2 3,23 12,5+0,2 1,60 n.d. - 0,032+0,001 3,13 0,51+0,02 3,92 8,95+0,07 0,78
K2 6,9+0,3 435 10,8+0,1 0,93 0,039+0,002 5,13 0,079+0,003 3,80 0,29+0,01 3,45 8,68+0,07 0,81
K3 5,4+0,2 3,70 15,9+04 2,52 n.d. - 0,089+0,004 4,49 0,32+0,01 3,13 11,4+0,1 0,88
K4 42+0,2 4,76 1,16+0,02 1,72 n.d. - 0,069+0,002 2,90 0,27+0,01 3,70 6,91+0,04 0,58
K5 6,7£0,3 4,48 12,2402 1,64 n.d. - 0,079+0,003 3,80 0,53+0,02 3,77 6,68+0,04 0,60
M1 n.d. - 13,9+¢0,3 2,16 0,018+0,001 556 0,179+0,005 2,79 0,34+0,01 2,94 4,65+0,06 1,29
M2 n.d. - 10,2+0,1 0,98 n.d. - 0,156+0,004 2,56 0,29+0,01 3,45 5,26+0,06 1,14
M3 n.d. - 11,8+0,1 0,85 0,034+0,001 2,94 0,099+0,002 2,02 0,21+0,01 476 6,84+0,07 1,02
M4 1,36+0,05 3,68 8,97+0,09 100 0,041+0,002 4,88 0,039+0,001 2,56 0,25+0,01 40 6,17£0,05 0,81
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Tabela 5.9. Nastavak

Fe Mn Ni Pb Se Si Zn

RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD
voca CcsxSD CcstSD CcstSD CsxSD cstSD cstSD CsrtSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Uzorak

J1 597+0,05 0,84 21,1+0.3 1,42 0,812+0,007 0,86 0,141+0,002 1,42 0,468+0,003 0,64 9,703 3,09 9,7¢0,1 1,03

J2 5,33+0,04 0,75 14,0+04 286 0,996+0,005 0,51 0,164+0,003 1,83 0,283+0,005 1,77 59+0,2 3,39 8,5+0,1 1,18

J3 10,6+0,1 0,94 351+05 142 3,31+0,02 0,60 0,149+0,004 2,68 0,62+0,007 1,13 8,8+04 455 185+0,3 1,62

Bl 10,4+0,1 0,96 43,9+0,3 0,68 1,42+0,01 0,70 0,062+0,007 1,13 0,275+0,002 0,73 5,8+0,2 3,45 6,6+0,1 1,52

B2 4,18+0,02 0,48 761 132 2,55+0,03 1,18 0,095+0,001 1,05 0,46+0,004 087 7,4+0,1 135 13,1+0,2 1,53

B3 4,33+0,03 0,69 95+2 2,11 157+#0,02 1,27 0,145+0,004 2,76 0,626+0,007 1,12 81+0,3 3,70 19,9+0,3 1,51

K1 12,8+0,2 156 155+0,1 0,65 1,28+0,01 0,78 0,091+0,002 2,19 0,207+0,003 1,45 16,0+0,7 4,38 11,7+0,2 1,71

K2 8,09+0,06 0,74 169+3 1,78 3,49+0,03 0,86 0,125+0,003 2,40 0,393+0,004 1,02 13,4+04 2,99 10,3+0,2 1,94

K3 10,1+0,1 0,99 64+1 15 1,61+0,02 1,24 0,117+#0,003 2,56 0,511+0,006 1,17 13,7+0,3 2,19 14,1+0,3 2,13

K4  8,01+0,06 0,75 30,9+0,5 162 0,728+0,007 096 0,091+0,002 2,19 0,633+0,007 1,11 11,8+0,2 1,69 7,8+0,1 1,28

K5 4,79+0,07 1,46 89+2 225 141+0,01 0,71 0,095+0,02 2,11 0,187+0,005 2,67 10,6+0,2 189 11,4+0,2 1,75

M1  6,50+0,05 0,77 35,6+0,5 1,40 4,58+0,04 087 0,151+0,004 2,56 0,312+0,004 1,28 11,7+03 2,56 11,2+0,2 1,79

M2 13,9+0,1 0,72 13,7#0,2 1,46 0,981+0,009 0,92 0,160+0,003 1,88 0,113+0,003 2,65 9,203 2,36 17,1+0,3 1,75

M3  4,79+0,04 0,84  73%1 1,37 2,73+0,02 0,73 0,121+0,003 2,47 0,486+0,005 1,03 156+0,4 2,56 1,61+0,04 2,48

M4 159+0,2 1,26 36,6£04 1,09 2,80+0,02 0,71 0,109+0,02 1,83 0,160+0,002 1,25 10,2+0,2 1,96 11,9+0,2 1,68

4srednja vrednosttstandardna devijacija, n=3
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Tabela 5.10. Poredenje opsega koncentracija mikroelemenata sa literaturnim podacima

Milena D. Nikoli¢

Vrsta uzorka A 8 cd co “ e Referenca
(1g/g) (Hg/g) (Hg/g) (g/g) (ng/g) (Hg/g)
Jagoda-Srbija 8,45-12,6 10,9-14,8 0,028 0,148-0,189 0,193-0,48 6,16-9,42 Nikolié i sar., 2016
Jagoda-Madarska 5,6-10,1 0,9-1,4 - - - 0,5-0,6 Hegedus i sar., 2008
Jagoda-Kina 79,4 12,63 0,248 - - 8,04 Zhang i sar., 2014
Jagoda-Pakistan - - - - - 0,51-1,04 Khani sar., 2010
Jagoda-Finska - - 0,001-0,074 - - 0,38-0,98 Hakala i sar., 2003
Borovnica-Srbija 11,9-18,2 5,98-10,7 n.d. 0,135-0,154 0,29-0,69 3,01-7,84  Nikolié i sar., 2016
Borovnica-Kina 40,97 5,39 0,034 7,33 Zhang i sar., 2014
Borovnica-Poljska 12,4-17,9 - 0,001-0,013 - 0,014-0,174 0,24-0,41 Drozdz i sar., 2018
Borovnica-Letonija - 0,7-1,5 - - - 0,47-0,9 Karlsons i sar., 2018
Kupina-Srbija 4,2-6,9 1,16-15,9 0,039 0,032-0,089 0,27-0,53 6,68-11,4 Nikolié i sar., 2016
Kupina-Brazil - - - - - 0-5-1,7 Guedes i sar., 2013
Kupina-Italija - - - - - - Plessi i sar., 2007
Malina-Srbija 1,36 8,97-13,9 0,018-0,041 0,039-0,179 0,21-0,34 4,65-6,84  Nikolié i sar., 2016
Malina-Italija - - - - - - Plessi i sar., 2007
Malina-nema
geografske - - - - - 0,90 Rao i Snyder, 2010
odrednice
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Tabela 5.10. Nastavak

Milena D. Nikoli¢

Fe Mn Ni Pb Se Si Zn
Vrsta uzorka Referenca
(Mg/9) (Mg/g) (Hg/g) (H9/9) (H9/9) (Mg/9) (Ho/9)
Jagoda-Srbija 5,33-10,6 14,0-35,1 0,812-3,31 0,141-0,164 0,283-0,62 5,9-9,7 8,5-18,5  Nikolié i sar., 2016
Hegedus i sar.,
Jagoda-Madarska 2,895 2,8-3,4 - - - - 0,8-1,1
2008
Jagoda-Kina 52,18 104,63 2,78 0,138 0,073 - 11,39 Zhang i sar., 2014
Jagoda-Pakistan 6,04-19,27 2,19-4,62 - - - - 0,82-2,33 Khan i sar., 2010
Jagoda-Finska 2,13-4,49 2,32-4,39 - n.d - - 0,8-1,5 Hakala i sar., 2003
Borovnica-Srbija 4,18-10,4 43,9-95 1,42-2,55 0,062-0,145  0,275-0,626 5,8-8,1 6,6-19,9  Nikolié i sar., 2016
Borovnica-Kina 83,67 142,0 2,22 0,136 0,042 - 21,64 Zhang i sar., 2014
Borovnica-Poljska 5,31-12,7 2,94-29,0 0,170-0,312 0,266-0,556 - - 2,95-6,07 Drozdz i sar., 2018
] B Karlsons i sar.,
Borovnica-Letonija 2,3-6,8 1,4-45,3 - - - - 0,8-3,0
2018
Kupina-Srbija 4,79-12,8 15,5-169 0,728-3,49 0,091-0,125  0,187-0,633 10,6-16 7,8-14,1  Nikolié i sar., 2016
Kupina-Brazil 10,2-47,0 4,2-14,7 - - - - 1,6-3-1 Guedes i sar., 2013
*Kupina-Italija 37,9-84,5 17,1-31,0 - - - - 19,6-29,5  Plessi i sar., 2007
Malina-Srbija 4,79-15,9 13,7-73 0,981-4,58 0,109-0,160  0,113-0,486 9,2-15,6 1,61-17,1  Nikolié i sar., 2016
*Malina-Italija 70,2-141,6 10,8-31,1 - - - - 28,3-32,9 Plessi i sar., 2007
Malina-nema ]
odrednice

*rezultati se odnose na suvu materiju
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Kako bi se izvrsila diferencijacija uzoraka jagodastog voca na osnovu sadrzaja
makro i mikroelemenata, primenjene su statisticke metode analize: Pirsonova korelaciona
analiza, analiza glavnih komponenti i klaster analiza. Rezultati Pirsonove korelacione
analize predstavljeni su u tabeli 5.11.

Uocava se da izmedu makroelemenata kalcijuma i magnezijuma, kao i izmedu
kalijuma, magnezijuma i fosfora, postoji dobra pozitivna korelacija. Takode, postoji dobra
korelacija izmedu mikroelemenata nikla i kadmijuma. Olovo je u dobroj korelaciji sa
makroelementima fosforom i kalijumom, i sa mikroelementima borom i kobaltom. Izmedu
silicijuma 1 aluminijuma takode postoji dobra korelacija, sto je o¢ekivano, s obzirom da je
aluminijum u zemljistu u velikoj meri prisutan u obliku silikata. Mnogo parametara utice na
korelacije izmedu elemenata, $to dovodi do toga da se validan zakljucak i grupisanje
analiziranih uzoraka ne moze izvrSiti samo na osnovu Pirsonove Kkorelacione analize.

Dobijeni podaci su dalje diskutovani primenom PCA i klaster analize.
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Tabela 5.11. Matrica Pirsonovih koeficijenata korelacije (p< 0,05)

Ca K Mg P Na Al B Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Se Si Zn
Ca 100 038 059 047 021 0.04 050 -051 0.05 0.07 048 -022 -0.07 -0.38 030 -0.06 0.05 041

K 1.00 0.46 0.88 -0.03 -0.20 0.35 008 046 -040 020 0.03 -0.39 -0.0/f 071 0.04 -011 0.11
Mg 1.00 058 0.17 -025 0.21 -0.08 -0.32 -0.12 045 024 -0.03 -045 0.0/ -0.14 0.28 0.8
P 1.00 -0.03 -046 042 0.08 022 -055 039 026 -040 -0.05 068 0.02 013 035
Na 1.00 016 012 -0.07 0.06 021 024 -005 054 -002 024 0.10 0.02 042
Al 1.00 -0.24 -045 032 052 -0.07 -0.33 010 -0.32 -0.30 0.23 -0.63 0.06
B 1.00 020 018 -0.08 045 0.01 0.07 036 050 -0.08 0.30 0.32
Cd 1.00 -0.20 -0.44 0.08 024 037 074 014 001 033 -0.17
Co 1.00 011 -0.33 -0.33 -0.22 0.14 057 021 -0.65 0.26
Cr 1.00 -0.36 -0.01 -0.04 -0.26 -0.37 -0.30 -0.36 0.04
Cu 1.00 0.03 0.24 0.038 0.07 043 049 0.28
Fe 1.00 -0.37 -0.08 -0.12 -0.46 0.14 0.23
Mn 1.00 037 -0.14 023 021 0.01
Ni 1.00 0.18 0.07 021 0.04
Pb 1.00 0.09 -0.13 0.39
Se 1.00 0.04 0.11
Si 1.00 -0.27
Zn 1.00
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Grupisanje elemenata na osnovu sadrzaja izvrSeno je primenom klaster analize, po
Ward-ovoj metodi. Na slici 5.12. prikazan je dendrogram grupisanja makro i
mikroelemenata na osnovu sadrzaja u uzorcima jagodastog voca, gde se zapazaju dva
klastera. Prvi klaster sa sastoji od dva potklastera. U prvom potklasteru su grupisani
mikroelementi. U drugom potklasteru su grupisani makroelementi Ca, Mg, Na i P. Kao

makroelement sa najveé¢im sadrzajem u svim uzorcima, K se izdvojio u posebnom klasteru.
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K Mn Ni Se Cr Pb Co Cd Zn Fe Cu Si B Al Na P Mg Ca

Slika 5.12. Dendrogram grupisanja makro i mikroelemenata na osnovu sadrzaja u

uzorcima jagodastog voca

Grupisanje elemenata primenom analize glavnih komponenti prikazano je na slici
5.13, gde se moze uoditi da prvu komponentu, koja objasnjava 24,06% varijabiliteta, opisuju
elementi sa visokim pozitivnim faktorskim zasi¢enjem: K (0,787), P (0,939), Mg (0,601),
Ca (0,587) i Pb (0,714). Elementi Zn, Co i Na pokazali su manja pozitivna faktorska
zasicenja (0,414, 0,128 1 0,135). Negativno faktorsko zasi¢enje pokazali su Al (-0,491) i Cr
(-0,526) i Mn (-0,163). Drugu komponentu, koja objasnjava 18,12% varijabiliteta, opisuju
elementi sa visokim pozitivnim faktorskim zasi¢enjem:, Cd (0,776) i Si (0,743), dok su Ni
(0,567), Fe (0,259) i Cu (0,203) imali niza faktorska zasi¢enja. Manje negativno faktorsko
zasic¢enje pokazali su Al (-0,623) i Cr (-0,462).
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Slika 5.13. PC1-PC2 dijagram raspodele makro i mikroelemenata na osnovu njihovog

sadrzaja u uzorcima jagodastog voca

Grupisanje uzoraka jagoda, borovnica, kupina i malina, izvrSeno je na osnovu

sadrzaja elemenata primenom klaster analize, po Ward-ovoj metodi (slika 5.14).
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Slika 5.14. Dendrogram grupisanja uzoraka jagodastog voca na osnovu sadrzaja elemenata
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Na dendrogramu (slika 5.14) se zapaZaju dva klastera. Prvi klaster ¢ine uzorci jagode
J1, J2, J3 i jedan uzorak malina (M2). Drugi klaster ¢ine dva potklastera. U prvom
potklasteru se nalaze uzorci maline M1, M3 i M4, i uzorak kupine K2. U drugom potklasteru
se opet zapazaju dva potklastera, gde su u prvom grupisani svi uzorci borovnice, a u drugom
uzorci kupine K1, K3, K4 i K5. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je vrsta
vo¢a dominantan faktor na osnovu koga se uzorci grupisu.

Grupisanje uzoraka primenom analize glavnih komponenti prikazano je na slici
5.15. Prve tri komponente objasnjavaju ukupno 56,26% varijabiliteta. Sa slike se moze
videti da se uzorci mogu klasifikovati u Cetiri grupe. Prvu grupu ¢ine uzorci jagode i jedan
uzorak maline, M2, sa pozitivnim vrednostima prvog faktora i negativnim vrednostima
drugog i tre¢eg faktora. Uzorak maline M2 je po sadrzaju makroelemenata Ca, P, Mg i K,
kao 1 po sadrzaju Si, Mn i Ni, blizi uzorcima jagoda (tabele 5.7. 1 5.9.). Drugu grupu ¢ine
uzorci borovnice, sa negativnim vrednostima prvog, drugog i tre¢eg faktora. Trecu grupu
¢ine uzorci malina M1, M3 i M4, i uzorak kupine K2, koji se odlikuju vrednostima prvog
faktora oko nule i pozitivnim vrednostima drugog faktora, kao i negativnim vrednostima
treéeg faktora. Cetvrtu grupu &ine uzorci kupine K1, K3, K4 i K5, koji se odlikuju
pozitivnom vredno$cu drugog faktora (osim uzorka K5, gde je PC2=-0,729) i pozitivnom
vrednos¢u treceg faktora. Grupisanje uzoraka primenom PCA analize u saglasnosti je sa

rezultatima dobijenim primenom klaster analize.

Slika 5.15. PC1-PC2-PC3 dijagram raspodele uzoraka jagodastog voca na osnovu sadrzaja

elemenata
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5.2. Spektrofotometrijska analiza jagodastog voca

Primenom spektrofotometrijske analize, u uzorcima jagodastog voca odreden je
sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana. Ekstrakti
su dobijeni koris¢enjem Sest razli¢itih rastvaraca: zakiseljeni 80% metanol, metanol, 96 %
etanol, 60% etanol, voda i aceton. Ispitan je i antioksidativni kapacitet pomenutih ekstrakata
jagodastog voca, primenom Cetiri in vitro spektrofotometrijska testa: ABTS, DPPH, FRAP
i RP.

5.2.1. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana u
uzorcima jagoda, kupina, borovnica i malina, predstavljen je kao srednja vrednost tri
ponavljanja (csr £ SD, n = 3) i prikazan je u tabeli 5.12.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima jagoda je u opsegu 2,32-3,37 mg
GAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 2,14-2,46 mg GAE/g u metanolnim ekstraktima,
1,97-2,80 mg GAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 2,04-2,53 mg GAE/g u 60% etanolnim
ekstraktima, 0,94-1,48 mg GAE/g u vodenim ekstraktima i 1,88-2,11 mg GAE/g u
acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima jagoda je u opsegu 0,50-
0,67 mg CE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,39-0,64 mg CE/g u metanolnim
ekstraktima, 0,38-0,60 mg CE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,37-0,59 mg CE/g u 60%
etanolnim ekstraktima, 0,30-0,45 mg CE/g u vodenim ekstraktima i 0,37-0,58 mg CE/g u
acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima jagoda je u opsegu 0,21-
0,282 mg cy-3-glu/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,20-0,24 mg cy-3-glu/g u
metanolnim ekstraktima, 0,19-0,24 mg cy-3-glu/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,20-
0,21mg cy-3-glu/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,11-0,16 mg cy-3-glu/g u vodenim
ekstraktima i 0,15-0,18 mg cy-3-glu/g u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima kupina je u opsegu 3,38-5,96
mg GAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 1,49-3,66 mg GAE/g u metanolnim
ekstraktima, 2,00-4,15 mg GAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 2,14-3,35 mg GAE/g u
60% etanolnim ekstraktima, 1,62-2,70 mg GAE/g u vodenim ekstraktima i 2,00-4,90 mg
GAE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima kupina je u
opsegu 0,52-1,59 mg CE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,38-1,34 mg CE/g u
metanolnim ekstraktima, 0,41-1,25 mg CE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,37-1,14 mg
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CE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,22-0,95 mg CE/g u vodenim ekstraktima i 0,30-1,28
mg CE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima kupina je u
opsegu 0,91-3,65 mg cy-3-glu/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,79-3,17 mg cy-3-glu/g
u metanolnim ekstraktima, 0,63-2,92 mg cy-3-glu/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,565-
3,10 mg cy-3-glu/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,48-2,73 mg cy-3-glu/g u vodenim
ekstraktima i 0,76-3,20 mg cy-3-glu/g u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima borovnica je u opsegu 3,72-5,93
mg GAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 2,65-4,11 mg GAE/g u metanolnim
ekstraktima, 2,40-3,98 mg GAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 2,18-3,38 mg GAE/g u
60% etanolnim ekstraktima, 1,76-2,80 mg GAE/g u vodenim ekstraktima i 2,52-3,70 mg
GAE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima borovnica je u
opsegu 0,63-1,57 mg CE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,54-1,34 mg CE/g u
metanolnim ekstraktima, 2,40-3,98 mg CE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,45-1,04 mg
CE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,321-0,92 mg CE/g u vodenim ekstraktima i 0,41-1,20
mg CE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima borovnica je u
opsegu 2,42-3,82 mg cy-3-glu/g u kiselometanolnim ekstraktima, 2,21-3,54 mg cy-3-glu/g
u metanolnim ekstraktima, 2,06-3,08 mg cy-3-glu/g u 96% etanolnim ekstraktima, 1,83-
2,78 mg cy-3-glu/g u 60% etanolnim ekstraktima, 1,75-2,43 mg cy-3-glu/g u vodenim
ekstraktima i 2,11-3,16 mg cy-3-glu/g u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima malina je u opsegu 2,82-4,72
mg GAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 1,82-2,22 mg GAE/g u metanolnim
ekstraktima, 1,37-2,46 mg GAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 2,37-3,90 mg GAE/g u
60% etanolnim ekstraktima, 1,34-1,64 mg GAE/g u vodenim ekstraktima i 2,10-3,20 mg
GAE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima malina je u
opsegu 0,52-0,64 mg CE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,39-0,54 mg CE/g u
metanolnim ekstraktima, 0,412-0,64 mg CE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 0,32-0,59 mg
CE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,21-0,43 mg CE/g u vodenim ekstraktima i 0,47-0,52
mg CE/g u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima malina je u
opsegu 0,459-0,70 mg cy-3-glu/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,423-0,65 mg cy-3-
glu/g u metanolnim ekstraktima, 0,412-0,64 mg cy-3-glu/g u 96% etanolnim ekstraktima,
0,385-0,618 mg cy-3-glu/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,37-0,57 mg cy-3-glu/g u
vodenim ekstraktima i 0,41-0,59 mg cy-3-glu/g u acetonskim ekstraktima.

Najveca koncentracija ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i

ukupnih antocijana detektovana je u ekstraktima gde je kao rastvara¢ za ekstrakciju kori§¢en
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zakiSeljeni metanol, dok je najniza koncentracija detektovana u vodenim ekstraktima.
Poredenjem rezultata u odnosu na analizirane uzorke, zapaza se da je najveci sadrzaj
ukupnih polifenilnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana detektovan u
uzorcima borovnica, potom slede uzorci kupina, malina i na kraju jagoda.

Pregledom literature, utvrdeno je da se najéeS¢e primenjuju polarni rastvaradi:
metanol, etanol, aceton, voda zakiseljena nizom organskih i neorganskih kiselina (Barnes i
sar., 2009; Metivier i sar., 1980; Vatai i sar., 2009). U radu Metivier i saradnika (1980)
ispitan je efekat razlicitih rastvaraca (metanol, etanol i voda) i kombinacije kiselina
(hlorovodoni¢na, limunska, sir¢etna, vinska i mravlja kiselina) na ekstrakciju antocijana iz
komine grozda. Utvrdeno je da je primenom metanola ekstrahovano 20%, odnosno 73%
viSe antocijana U odnosu na prinos dobijen primenom etanola i vode kao rastvaraca. U cilju
dobijanja ekstrakata kupina koji sadrze antocijane, u radu Ivanovi¢ i saradnika (2014) kao
rastvara¢ primenjen je zakiSeljeni etanol. Prilikom ekstrakcije antocijana iz treSanja, nije
zabelezena znacajna razlika u efikasnosti zakiSeljenog metanola i zakiseljenog etanola
(Blackhall i sar., 2018). Smesa metanol/voda/trifluorosiréetna kiselina (70:30:1, v/v/v)
pokazala se najefikasnijom za ekstrakciju antocijana iz borovnice (Barnes i sar., 2009). Za
ekstrakciju bioloski aktivnih jedinjenja iz malina moZe se primeniti 80% metanol zakiSeljen

sir¢etnom kiselinom (Vuli¢ i sar., 2014).
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Tabela 5.12. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana u razli¢itim ekstraktima uzoraka jagode, kupine,

borovnice i maline

Ukupni polifenoli

Ukupni flavonoidi

Ukupni antocijani

Uzorak Rastvarac Csr£SD FE;)I)D Csr£SD FE;)I)D Csr£SD FE;)I)D
(mg GAE/Q) (mg CE/qg) (mg cy-3-glu/g)

80% Metanol 3,23+0,03 0,93 0,67+0,02 2,98 0,282+0,003 1,06

Metanol 2,46+0,07 2,84 0,64+0,01 1,56 0,24+0,01 4,17

1 96% Etanol 2,80+0,04 1,43 0,60+0,03 5,00 0,24+0,02 8,33
60% Etanol 2,18+0,04 1,83 0,59+0,02 3,39 0,21+0,00 0

Voda 1,28+0,01 0,78 0,45+0,01 2,22 0,16+0,01 6,25

Aceton 2,11+0,04 1,89 0,58+0,02 3,45 0,18+0,01 5,55

80% Metanol 3,37+0,09 2,67 0,53+0,00 0 0,24+0,01 4,11

Metanol 2,36+0,06 2,54 0,52+0,01 1,92 0,23+0,02 8,69

1 96% Etanol 2,63+0,03 1,14 0,49+0,01 2,04 0,22+0,01 4,54

60% Etanol 2,53+0,04 1,58 0,50+0,03 6,00 0,210+0,003 1,43

Voda 1,48+0,02 1,35 0,38+0,01 2,63 0,11+0,01 9,09

Aceton 2,10+0,02 0,95 0,48+0,02 4,17 0,15+0,01 6,67

80% Metanol 2,32+0,08 3,45 0,50+0,02 4,00 0,21+0,01 4,67

Metanol 2,14+0,05 2,34 0,39+0,01 2,56 0,20+0,01 5,00

13 96% Etanol 1,97+0,03 1,52 0,38+0,01 2,63 0,19+0,01 5,26

60% Etanol 2,04+0,08 3,92 0,37+0,02 5,40 0,20+0,01 4,87

Voda 0,94+0,04 4,25 0,30+0,01 3,33 0,141+0,002 1,42

Aceton 1,88+0,06 3,19 0,37+0,02 3,36 0,15+0,01 6,76

80% Metanol 3,38+0,00 0 0,642+0,001 0,16 0,99+0,01 1,01

Metanol 2,02+0,05 2,47 0,61+0,03 4,92 0,85+0,02 2,35

K1 96% Etanol 2,840,1 3,58 0,57+0,02 3,51 0,76+0,01 1,31

60% Etanol 2,14+0,05 2,33 0,45+0,04 8,89 0,565+0,001 0,18

Voda 2,17+0,05 2,30 0,37+0,02 5,41 0,481+0,004 0,83
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Aceton 2,7+0,1 3,71 0,341+0,002 0,59 0,76+0,02 2,63

80% Metanol 3,60,1 2,78 0,52+0,00 0 0,99+0,04 4,03

Metanol 2,76+0,06 2,17 0,38+0,02 5,26 0,79+0,01 1,26

K2 96% Etanol 2,13+0,01 0,34 0,45+0,03 6,67 0,63+0,01 1,59
60% Etanol 2,38+0,06 2,52 0,48+0,04 8,33 0,71+0,02 2,82

Voda 2,49+0,06 2,41 0,220+0,009 4,09 0,553+0,001 0,18

Aceton 2,8+0,2 7,17 0,44+0,01 2,27 0,76+0,01 1,32

80% Metanol 3,5+0,1 2,86 0,56+0,02 3,57 0,91+0,02 2,21

Metanol 1,49+0,04 2,68 0,53+0,01 1,89 0,82+0,02 2,44

K3 96% Etanol 2,00+0,02 1,00 0,45+0,02 4,44 0,75+0,01 1,33
60% Etanol 2,15+0,04 1,86 0,37+0,01 2,70 0,657+0,003 0,46

Voda 1,62+0,06 3,70 0,26+0,01 3,85 0,643+0,005 0,78

Aceton 2,0+0,1 5,00 0,39+0,03 7,69 0,84+0,01 1,19

80% Metanol 3,76+0,02 0,53 0,59+0,02 3,39 1,33+0,01 0,75

Metanol 2,32+0,01 0,43 0,45+0,01 2,22 1,16+0,02 1,72

K4 96% Etanol 2,38+0,04 1,68 0,41+0,01 2,44 0,94+0,01 1,06
60% Etanol 2,80+0,05 1,78 0,39+0,02 5,13 0,90+0,03 3,33

Voda 2,12+0,06 2,83 0,25+0,01 4,00 0,88+0,01 1,14

Aceton 3,56+0,09 2,53 0,301+0,002 0,66 1,02+0,05 4,90

80% Metanol 5,96+0,07 1,17 1,59+0,03 1,87 3,65+0,04 1,09

Metanol 3,66+0,05 1,37 1,34+0,02 1,49 3,17+0,03 0,95

K 96% Etanol 4,15+0,09 2,17 1,25+0,04 3,20 2,92+0,01 0,34
60% Etanol 3,35+0,06 1,79 1,14+0,02 1,75 3,10+0,02 0,64

Voda 2,7+0,1 3,66 0,95+0,01 1,05 2,73+0,01 0,37

Aceton 4,9+0,2 4,09 1,28+0,01 0,78 3,20+0,02 0,62

80% Metanol 3,72+0,06 1,61 0,63+0,02 3,17 2,42+0,04 1,65

B1 Metanol 2,65+0,07 3,41 0,54+0,02 3,70 2,21+0,05 2,26
96% Etanol 2,4+0,1 4,16 0,50+0,01 2,00 2,06+0,02 0,97

60% Etanol 2,18+0,03 1,38 0,45+0,01 2,22 1,83+0,01 0,55
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Voda 1,76+0,05 2,84 0,37+0,02 5,40 1,75+0,02 1,14

Aceton 2,52+0,2 7,94 0,41+0,01 2,44 2,11+0,04 1,89

80% Metanol 4,4+0,1 2,29 0,92+0,05 5,43 2,7+0,2 7,35

Metanol 4,0+0,1 2,16 0,79+0,02 2,53 2,45+0,01 0,41

B2 96% Etanol 3,77+0,06 1,59 0,64+0,01 1,56 2,12+0,01 0,48
60% Etanol 3,38+0,01 0,29 0,68+0,02 2,94 2,30+0,05 2,17

Voda 2,840,1 3,62 0,321+0,004 1,25 1,87+0,03 1,60

Aceton 3,5+0,2 5,71 0,57+0,02 3,51 2,33+0,07 3,00

80% Metanol 5,93+0,06 1,01 1,57+0,03 1,91 3,8+0,1 2,61

Metanol 4,1+0,1 2,43 1,34+0,02 1,49 3,54+0,06 1,69

B3 96% Etanol 3,98+0,07 1,76 0,87+0,02 2,30 3,08+0,08 2,60
60% Etanol 3,03+0,07 2,31 1,04+0,01 0,96 2,78+0,07 2,52

Voda 2,78+0,08 2,88 0,92+0,01 1,09 2,43+0,05 2,06

Aceton 3,7+0,3 8,08 1,20+0,01 0,83 3,16+0,01 0,32

80% Metanol 2,82+0,03 1,06 0,52+0,02 3,85 0,58+0,04 6,88

Metanol 1,8+0,1 5,43 0,51+0,02 3,92 0,525+0,007 1,33

M1 96% Etanol 1,39+0,01 0,72 0,37+0,01 2,70 0,53+0,01 1,89
60% Etanol 2,37+0,06 2,53 0,46+0,04 8,69 0,48+0,01 2,08

Voda 1,34+0,01 0,75 0,34+0,02 5,88 0,460+0,004 0,87

Aceton 2,1+0,2 9,34 0,47+0,01 2,13 0,50+0,01 2,00

80% Metanol 4,72+0,06 1,27 0,64+0,02 3,12 0,70+0,02 2,86

Metanol 1,82+0,09 4,94 0,52+0,03 5,78 0,65+0,01 1,54

M2 96% Etanol 1,63+0,02 1,23 0,47+0,01 2,13 0,64+0,02 3,12
60% Etanol 3,9+0,1 2,56 0,59+0,02 3,39 0,618+0,008 1,29

Voda 1,64+0,02 1,22 0,43+0,03 6,98 0,57+0,01 1,75

Aceton 3,2+0,1 3,12 0,49+0,01 2,04 0,59+0,02 3,39

80% Metanol 3,0+0,1 3,33 0,590+0,001 0,17 0,459+0,005 1,09

M3 Metanol 2,22+0,06 2,72 0,54+0,01 1,85 0,423+0,004 0,94
96% Etanol 2,46+0,06 2,44 0,42+0,02 4,76 0,41+0,01 2,43
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60% Etanol 2,44+0,04 1,64 0,32+0,01 3,12 0,385+0,009 2,34

Voda 1,37+0,05 3,65 0,30+0,02 6,67 0,37+0,01 2,70

Aceton 2,6+0,1 3,85 0,47+0,01 0,32 0,41+0,01 2,44

80% Metanol 2,96+0,08 2,70 0,53+0,02 3,77 0,53+0,02 3,74

Metanol 2,03+0,05 1,65 0,39+0,01 2,56 0,50+0,03 6,00

M4 96% Etanol 1,37+0,05 3,65 0,46+0,02 4,35 0,49+0,01 2,04
60% Etanol 2,2+0,1 4,54 0,33+0,02 6,06 0,425+0,004 0,94

Voda 1,45+0,01 0,69 0,21+0,01 4,76 0,38+0,01 2,63

Aceton 2,1+0,2 9,52 0,52+0,01 1,92 0,44+0,03 6,82
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5.2.4. Antioksidativni kapacitet jagodastog voca

Antioksidativni kapacitet ekstrakata uzoraka jagoda, kupina, borovnica i malina,
predstavljen je kao srednja vrednost tri ponavljanja (csr £ SD, n = 3) i prikazan je u tabeli
5.13.

Vrednosti antioksidativne aktivnosti uzoraka jagoda prema ABTS radikalu su u
opsegu 0,2108-0,238 mmol TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,2065-0,228 mmol
TE/g u metanolnim ekstraktima, 0,202-0,2149 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima,
0,197-0,2058 mmol TE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,1813-0,200 mmol TE/g u
vodenim ekstraktima i 0,2021-0,2172 mmol TE/g u acetonskim ekstraktima. Vrednosti
antioksidativne aktivnosti uzoraka jagoda prema DPPH radikalu su u opsegu 5,05-5,7 mmol
TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 4,38-5,22 mmol TE/g u metanolnim ekstraktima,
4,16-4,82 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 3,65-4,22 mmol TE/g u 60% etanolnim
ekstraktima, 3,16-3,32 mmol TE/g u vodenim ekstraktima i 4,43-4,88 mmol TE/g u
acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom FRAP testa su u opsegu 21,2-24,6
mmol FE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 19,83-22,48 mmol FE/g u metanolnim
ekstraktima, 17,77-20,05 mmol FE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 15,72-21,08 mmol FE/g
u 60% etanolnim ekstraktima, 16,31-17,88 mmol FE/g u vodenim ekstraktima i 16,80-21,26
mmol FE/g u acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom RP testa su u opsegu
12,6-14,7 mmol AAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 11,4-13,11 mmol AAE/g u
metanolnim ekstraktima, 10,03-11,8 mmol AAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 8,79-
10,46 mmol AAE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 7,5-9,20 mmol AAE/g u vodenim
ekstraktima i 10,31-11,6 mmol AAE/g u acetonskim ekstraktima.

Vrednosti antioksidativne aktivnosti uzoraka kupina prema ABTS radikalu su u
opsegu 0,2541-0,5462 mmol TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,2186-0,3607 mmol
TE/g u metanolnim ekstraktima, 0,2042-0,3853 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima,
0,2038-0,3269 mmol TE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,1821-0,2720 mmol TE/g u
vodenim ekstraktima i 0,2035-0,2855 mmol TE/g u acetonskim ekstraktima. Vrednosti
antioksidativne aktivnosti uzoraka kupina prema DPPH radikalu su u opsegu 7,6-13,1 mmol
TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 4,71-9,3 mmol TE/g u metanolnim ekstraktima, 4,36-
6,8 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 3,93-6,12 mmol TE/g u 60% etanolnim
ekstraktima, 3,33-5,28 mmol TE/g u vodenim ekstraktima i 4,39-6,52 mmol TE/g u
acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom FRAP testa su u opsegu 22,6-52,6
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mmol FE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 21,95-34,5 mmol FE/g u metanolnim
ekstraktima, 21,25-33,84 mmol FE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 20,3-31,58 mmol FE/g
u 60% etanolnim ekstraktima, 17,11-25,98 mmol FE/g u vodenim ekstraktima i 21,1-28,3
mmol FE/g u acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom RP testa su u opsegu
19,5-31,6 mmol AAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 17,2-23,4 mmol AAE/g u
metanolnim ekstraktima, 17,8-27,5 mmol AAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, mmol 17,1-
19,4 mmol AAE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 13,3-16,3 mmol AAE/g u vodenim
ekstraktima i 17,0-23,0 mmol AAE/g u acetonskim ekstraktima.

Vrednosti antioksidativne aktivnosti uzoraka borovnica prema ABTS radikalu su u
opsegu 0,3127-0,5089 mmol TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,3045-0,456 mmol
TE/g u metanolnim ekstraktima, 0,2866-0,429 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima,
0,283-0,401 mmol TE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,262-0,3668 mmol TE/g u vodenim
ekstraktima i 0,295-0,414 mmol TE/g u acetonskim ekstraktima. VVrednosti antioksidativne
aktivnosti uzoraka borovnica prema DPPH radikalu su u opsegu 7,5-12,19 mmol TE/g u
kiselometanolnim ekstraktima, 6,22-11,38 mmol TE/g u metanolnim ekstraktima, 7,12-10,8
mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 5,9-10,1 mmol TE/g u 60% etanolnim
ekstraktima, 5,42-9,4 mmol TE/g u vodenim ekstraktima i 6,3-10,31 mmol TE/g u
acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom FRAP testa su u opsegu 32,0-49,0
mmol FE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 30,52-42,5 mmol FE/g u metanolnim
ekstraktima, 27,8-40,6 mmol FE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 26,4-39,0 mmol FE/g u
60% etanolnim ekstraktima, 23,9-35,7 mmol FE/g u vodenim ekstraktima i 27,4-38,6 mmol
FE/g u acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom RP testa su u opsegu 18,9-29,4
mmol AAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 18,3-27,5 mmol AAE/g u metanolnim
ekstraktima, 17,1-25,5 mmol AAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 14,7-23,6 mmol AAE/g
u 60% etanolnim ekstraktima, 12,4-21,4 mmol AAE/g u vodenim ekstraktima i 15,7-26,3
mmol AAE/g u acetonskim ekstraktima.

Vrednosti antioksidativne aktivnosti uzoraka malina prema ABTS radikalu su u
opsegu 0,2494-0,3220 mmol TE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 0,234-0,2559 mmol
TE/g u metanolnim ekstraktima, 0,212-0,262 mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima,
0,204-0,258 mmol TE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 0,182-0,228 mmol TE/g u vodenim
ekstraktima i 0,217-0,276 mmol TE/g u acetonskim ekstraktima. Vrednosti antioksidativne
aktivnosti uzoraka malina prema DPPH radikalu su u opsegu 6,1-7,2 mmol TE/g u
kiselometanolnim ekstraktima, 5,82-6,8 mmol TE/g u metanolnim ekstraktima, 5,5-6,35

mmol TE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 5,1-5,97 mmol TE/g u 60% etanolnim
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ekstraktima, 4,05-5,34 mmol TE/g u vodenim ekstraktima i 5,41-6,1 mmol TE/g u
acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom FRAP testa su u opsegu 27,0-34,5
mmol FE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 25,7-32,1 mmol FE/g u metanolnim
ekstraktima, 22,5-28,15 mmol FE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 23,0-26,7 mmol FE/g u
60% etanolnim ekstraktima, 20,6-23,5 mmol FE/g u vodenim ekstraktima i 24,58-27,8
mmol FE/g u acetonskim ekstraktima. Dobijeni rezultati primenom RP testa su u opsegu
16,1-19,2 mmol AAE/g u kiselometanolnim ekstraktima, 15,1-18,3 mmol AAE/g u
metanolnim ekstraktima, 13,82-16,5 mmol AAE/g u 96% etanolnim ekstraktima, 12,6-15,2
mmol AAE/g u 60% etanolnim ekstraktima, 11,7-13,43 mmol AAE/g u vodenim
ekstraktima i mmol AAE/g u acetonskim ekstraktima.

Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 5.13. zakljuCuje se da najveéu
antioksidativnu aktivnost ispoljavaju oni ekstrakti gde je kao ekstragens koriséen zakiseljeni
metanol. Ovakvi rezultati su bili o€ekivani, s obzirom na rezultate iz tabele 5.12., gde se
zakiSeljeni metanol pokazao najefikasnijim pri ekstrakciji ukupnih polifenolnih jedinjenja,
ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana, pa ¢e se i dalja diskusija rezultata baviti upravo
ovim ekstraktima.

Ogranicenje svih in vitro testova je Cinjenica da se merenja antioksidativne
aktivnosti odvijaju u nefizioloSkim uslovima. Treba imati na umu da njithovi rezultati ne
oslikavaju obavezno antioksidativne kapacitete materija koje bi svoju aktivnost ispoljile u
bioloskim sistemima kod ljudi, Zivotinja ili biljaka (Benzie i Devaki, 2017).

DPPH i ABTS testovi zasnivaju se na sposobnosti antioksidanata da uklanjaju
slobodne radikale. Vecina analiziranih uzoraka jagodastog voc¢a pokazala je vrlo bliske
vrednosti za ABTS radikal-hvatacku aktivnost. U uzorcima jagoda, vrednosti su bile u
opsegu 0,2108-0,238 mmol TE/g. U uzorcima kupina, vrednosti su bile u opsegu 0,2541-
0,2558 TE/g, a izuzetak je uzorak K5 gde je ABTS aktivnost vise nego dvostruko veca u
odnosu na ostale uzorke kupina i iznosi 0,5462 mmol TE/g. U uzorcima borovnica,
vrednosti su bile u opsegu 0,3127-0,3411 mmol TE/g, a izuzetak je uzorak B3 gde je ABTS
aktivnost 1,5 puta veca u odnosu na ostale uzorke borovnica i iznosi 0,5089 mmol TE/g. U
uzorcima malina, vrednosti su bile u opsegu 0,2494-0,322 mmol TE/g. Vrednosti dobijene
DPPH testom bile su veée od vrednosti dobijenih ABTS testom, i bile su u opsegu 5,05-5,7
mmol TE/g u jagodama, 7,6-13,1 mmol TE/g u kupinama, 7,5-12,19 mmol TE/g u
borovnicamai 6,1-7,2 mmol TE/g u jagodama. Uzrok ovome moze biti ¢injenica da DPPH
radikal mogu redukovati jedinjenja koja su donori vodonika, kao i slobodni radikali, dok se

ABTS radikal redukuje jedinjenjima koja sadrze kiseonik (Campos i Lissi, 1997). Aktivnost
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DPPH i ABTS radikala zavisi od pH vrednosti uzoraka koji se analiziraju. Dok je DPPH
radikal osetljiv u kiseloj sredini, ABTS test se moze primeniti u Sirem opsegu pH. FRAP i
RP testovi se temelje na sposobnosti antioksidanata da redukuju jone Fe** do jona Fe?*.
Dobijeni rezultati za FRAP i RP test su pokazali da je antioksidativni kapacitet uzoraka
borovnice najvedi, a zatim slede uzorci kupine, maline i na kraju jagode.

Medutim, kako prirodni antioksidanti sadrze bar jednu, a najéesce vise razli¢itih
funkcionalnih grupa (Manach i sar., 2005), antioksidativni kapaciteti ispitivanih uzoraka ne
mogu se u potpunosti opisati samo jednom, u ovom slucaju, spektrofotometrijskom
metodom. Zato su uzorci jagodastog voca, prethodno ekstrahovani zakiSeljenim metanolom,
dodatno analizirani primenom elektrohemijske metode - cikli¢ne voltametrije, a dobijeni

rezultati uporedeni sa prethodno dobijenim.
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Tabela 5.13. Antioksidativni kapaciteti razli¢itih ekstrakata uzoraka jagode, kupine, borovnice i maline primenom ABTS, DPPH, FRAP i RP testa

Milena D. Nikoli¢

] ABTS RSD DPPH RSD FRAP RSD RP RSD

Uzorak Rastvara¢ Csr = SD (%) Csr = SD (%) Csr = SD (%) Csr = SD (%)
(mmol TE/g) (mmol TE/g) (mmol FE/g) (mmol AAE/q)

80% Metanol 0,238+0,001 0,42 5,7+0,0 0,00 24,6+0,2 0,81 14,7+0,3 2,04

Metanol 0,228+0,004 1,75 5,2240,02 0,38 22,48+0,07 0,31 12,3+0,1 0,81

11 96% Etanol 0,2149+0,0007 0,33 4,82+0,02 0,41 20,05+0,03 0,15 11,8+0,2 1,69

60% Etanol 0,2058+0,0008 0,39 4,22+0,01 0,24 21,08+0,05 0,24 10,46+0,04 0,38

Voda 0,200+0,006 3,00 3,3240,03 0,90 17,88+0,01 0,06 8,53+0,07 0,82

Aceton 0,2123+0,0005 0,24 4,88+0,04 0,82 21,240,1 0,47 10,78+0,03 0,28

80% Metanol 0,221+0,001 0,45 5,3+0,1 1,89 23,0+0,1 0,43 13,7+0,0 0,00

Metanol 0,218+0,003 1,37 4,98+0,05 1,00 20,13+0,03 0,15 13,11+0,05 0,38

12 96% Etanol 0,210+0,003 1,43 4,23+0,03 0,71 19,40+0,04 0,21 11,5+0,2 1,74

60% Etanol 0,2049+0,0008 0,39 3,65+0,01 0,27 15,72+0,01 0,06 10,3+0,1 0,97

Voda 0,196+0,006 3,06 3,16+0,05 1,58 16,51+0,05 0,30 9,20+0,01 0,11

Aceton 0,2172+0,0007 0,32 4,43+0,03 0,68 16,80+0,01 0,06 11,6+0,2 1,72

80% Metanol  0,2108+0,0006 0,28 5,05+0,05 0,99 21,240,1 0,47 12,6+0,3 2,38

Metanol 0,2065+0,0004 0,19 4,38+0,01 0,23 19,83+0,05 0,25 11,4+0,1 0,88

13 96% Etanol 0,202+0,004 1,98 4,16+0,01 0,24 17,77+0,03 0,17 10,03+0,03 0,30

60% Etanol 0,197+0,001 0,51 3,71+0,04 1,08 18,50+0,05 0,27 8,79+0,05 0,57

Voda 0,1813+0,0005 0,28 3,20+0,02 0,63 16,31+0,01 0,06 7,5+0,1 1,33

Aceton 0,2021+0,0005 0,25 4,58+0,01 0,22 21,26+0,01 0,05 10,31+0,07 0,68

80% Metanol  0,2588+0,0001 0,04 7,79+0,08 1,03 22,6+0,2 0,88 19,5+0,3 1,54

Metanol 0,2504+0,0001 0,04 5,11+0,01 0,20 21,95+0,05 0,23 18,6+0,1 0,54

K1 96% Etanol 0,2253+0,0002 0,09 4,59+0,05 1,09 26,41+0,03 0,11 18,7+0,2 1,07

60% Etanol 0,2165+0,0001 0,05 3,93+0,05 1,27 20,310,1 0,49 17,1+0,2 1,17

Voda 0,1960+0,0002 0,10 3,91+0,02 0,51 17,11+0,05 0,29 13,3+0,5 3,76

Aceton 0,2035+0,0001 0,05 5,06+0,02 0,40 24,8+0,1 0,40 20,0+0,1 0,50
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80% Metanol  0,2541+0,0006 0,24 7,6+0,1 1,32 33,2+0,2 0,60 19,9+0,6 3,02
Metanol 0,2590+0,0003 0,12 5,06+0,01 0,20 23,20+0,05 0,22 17,2+0,1 0,58

K2 96% Etanol 0,2399+0,0001 0,04 4,46+0,01 0,22 21,25+0,05 0,24 17,8+0,3 1,69
60% Etanol 0,2360+0,0003 0,13 4,5+0,1 2,22 20,71+0,07 0,34 17,5+0,1 0,57

Voda 0,2046+0,0001 0,05 4,32+0,07 1,62 19,9+0,1 0,50 15,4+0,1 0,65

Aceton 0,2378+0,0001 0,04 5,57+0,08 1,44 22,58+0,05 0,22 19,0+0,1 0,53

80% Metanol  0,2542+0,0005 0,20 7,78+0,05 0,64 27,9+0,2 0,72 22,4+0,1 0,45
Metanol 0,2186+0,0003 0,14 4,71+0,02 0,42 24,2+0,1 0,41 20,5%0,1 0,49

K3 96% Etanol 0,2179+0,0001 0,05 5,49+0,02 0,36 24,63+0,05 0,20 21,9+0,1 0,46
60% Etanol 0,2038+0,0005 0,25 3,96+0,07 1,77 23,9+0,1 0,42 17,9+0,3 1,68

Voda 0,1821+0,0000 0,00 3,33+0,02 0,60 20,68+0,05 0,24 15,2+0,2 1,32

Aceton 0,2205+0,0003 0,14 4,47+0,02 0,45 21,28+0,08 0,38 17,0+0,1 0,59

80% Metanol  0,2544+0,0006 0,24 7,98+0,05 0,63 39,5+0,3 0,76 22,9+0,2 0,87
Metanol 0,2505+0,0001 0,04 6,2+0,1 1,61 30,2+0,1 0,33 19,4+0,1 0,52

K4 96% Etanol 0,2042+0,0003 0,15 4,36%0,03 0,69 25,21+0,07 0,28 19,9+0,1 0,50
60% Etanol 0,2149+0,0001 0,05 5,47+0,02 0,37 21,26+0,05 0,24 18,4+0,1 0,54

Voda 0,2152+0,0001 0,05 5,28+0,03 0,57 19,35+0,03 0,16 14,3+0,1 0,70

Aceton 0,2395+0,0002 0,08 4,39+0,05 1,14 21,1+0,1 0,47 21,0+0,5 2,38

80% Metanol  0,5462+0,0000 0,00 13,1+0,1 0,76 52,6%0,3 0,57 31,6%0,1 0,32
Metanol 0,3607+0,0001 0,03 9,3+0,3 3,23 34,5+0,2 0,58 23,4+0,1 0,43

K5 96% Etanol 0,3853+0,0003 0,08 6,8+0,1 1,47 33,84+0,05 0,15 27,5%0,5 1,82
60% Etanol 0,3269+0,0002 0,06 6,12+0,02 0,33 31,58+0,03 0,09 19,4+0,2 1,03

Voda 0,2720+0,0001 0,04 5,08+0,05 0,98 25,98+0,05 0,19 16,3+0,1 0,61

Aceton 0,2855+0,0003 0,11 6,52+0,1 1,53 28,3+0,5 1,77 23,0+0,2 0,87

80% Metanol  0,3127+0,0006 0,19 7,5+0,1 1,33 32,0+0,1 0,31 18,9+0,1 0,53
Metanol 0,3045+0,0008 0,26 6,22+0,06 0,96 30,52+0,03 0,10 18,3+0,2 1,09

Bl 96% Etanol 0,2866+0,0007 0,24 7,12+0,05 0,70 27,8+0,1 0,36 17,3+0,1 0,58
60% Etanol 0,283+0,001 0,35 5,9+0,1 1,69 26,4+0,1 0,38 14,7+0,3 2,04

Voda 0,262+0,001 0,38 5,55+0,07 1,26 23,9+0,4 1,67 12,4+0,3 2,42
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Aceton 0,295+0,003 1,02 6,3+0,1 1,59 27,4+0,2 0,73 15,7+0,5 3,18

80% Metanol  0,3411+0,0006 0,18 8,17+0,08 0,98 35,3+0,1 0,28 20,7+0,2 0,97
Metanol 0,339+0,001 0,29 7,98+0,07 0,88 32,26+0,05 0,15 18,8+0,3 1,60

B2 96% Etanol 0,3121+0,0005 0,16 7,71+0,05 0,65 30,17+0,05 0,17 17,1+0,1 0,58
60% Etanol 0,3068+0,0005 1,63 6,8+0,1 1,47 29,5+0,3 1,02 15,8+0,3 1,90

Voda 0,276+0,001 0,36 5,42+0,05 0,92 26,75+0,09 0,34 14,3+0,5 3,50

Aceton 0,3255+0,0007 0,22 7,84+0,05 0,64 29,1+0,5 1,72 17,5+0,4 2,29

80% Metanol  0,5089+0,0005 0,10 12,19+0,08 0,66 49,0+0,3 0,61 29,4+0,2 0,68
Metanol 0,456+0,004 0,88 11,38+0,09 0,79 42,5+0,3 0,71 27,5+0,5 1,82

B3 96% Etanol 0,429+0,005 1,17 10,8+0,2 1,85 40,6+0,7 1,72 25,5+0,1 0,39
60% Etanol 0,401+0,001 0,25 10,1+0,1 0,99 39,0+0,6 1,54 23,6+0,3 1,27

Voda 0,3668+0,0007 0,19 9,4+0,1 1,06 35,7+0,5 1,40 21,4+0,2 0,93

Aceton 0,414+0,001 0,24 10,31+0,05 0,48 38,6+0,1 0,26 26,3+0,7 2,66

80% Metanol 0,253+0,000 0,00 7,16+0,08 1,12 30,3+0,1 0,33 17,8+0,2 1,12
Metanol 0,255+0,003 1,17 6,8+0,1 1,47 28,32+0,05 0,18 16,4+0,1 0,61

M1 96% Etanol 0,251+0,002 0,80 6,35+0,07 1,10 26,3+0,4 1,52 15,2+0,2 1,32
60% Etanol 0,243+0,007 2,88 5,97+0,05 0,84 26,7+0,5 1,87 14,6+0,1 0,68

Voda 0,215+0,001 0,46 5,03+0,03 0,60 22,7+0,1 0,44 12,57+0,06 0,48

Aceton 0,2651+0,0005 0,19 6,2+0,1 1,61 27,4+0,3 1,09 15,48+0,04 0,26

80% Metanol  0,2494+0,0005 0,20 6,1+0,1 1,64 34,5+0,1 0,29 19,2+0,2 1,04
Metanol 0,234+0,002 0,86 5,82+0,03 0,52 32,1+0,5 1,56 18,3+0,1 0,55

M2 96% Etanol 0,212+0,007 3,30 5,5+0,1 1,82 28,15+0,08 0,28 16,5+0,3 1,82
60% Etanol 0,204+0,001 0,49 5,1+0,1 1,96 25,7+0,3 1,17 15,2+0,1 0,66

Voda 0,182+0,002 1,10 4,73%0,05 1,06 23,5+0,5 2,13 13,34+0,05 0,37

Aceton 0,217+0,005 2,30 5,41+0,03 0,55 27,8+0,7 2,52 16,7+0,3 1,80

80% Metanol  0,2610+0,0006 0,23 6,25+0,1 1,60 27,0+0,2 0,74 16,1+0,1 0,62

M3 Metanol 0,2559+0,0007 0,27 6,03+0,2 3,32 25,7+0,1 0,39 15,1+0,1 0,66
96% Etanol 0,2499+0,0006 0,24 5,75%0,05 0,87 22,5+0,3 1,33 13,82+0,05 0,36

60% Etanol 0,258+0,002 0,77 5,17+0,07 1,35 23,0+0,2 0,87 12,6+0,3 2,38
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Voda 0,223+0,001 0,45 4,05+0,02 0,49 20,6+0,3 1,46 11,7+0,1 0,85

Aceton 0,252+0,003 1,19 5,48+0,03 0,55 24,58+0,07 0,28 13,5+0,1 0,74

80% Metanol  0,3220+0,0006 0,19 7,2+0,1 1,39 31,2+0,1 0,32 18,4+0,1 0,54
Metanol 0,253+0,007 2,77 6,42+0,05 0,78 28,45+0,08 0,28 17,4+0,3 1,72

M4 96% Etanol 0,262+0,001 0,38 6,34+0,01 0,16 26,7+0,1 0,37 16,3+0,6 3,68
60% Etanol 0,237+0,004 1,68 5,9+0,1 1,69 25,1+0,3 1,20 14,8+0,3 2,03

Voda 0,228+0,002 0,88 5,34+0,05 0,94 22,5+0,1 0,44 12,46+0,07 0,56

Aceton 0,276+0,001 0,36 6,10+0,03 0,49 27,47+0,07 0,25 14,35+0,05 0,35
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5.3. Optimizacija operativnih uslova za odredivanje antioksidativne

aktivnosti primenom cikli¢ne voltametrije

5.3.1. Uticaj brzine skeniranja

U cilju odredivanja optimalnih uslova za analizu ekstrakata jagodastog voca
primenom cikli¢éne voltametrije (CV), varirane su pH vrednost ekstrakata i brzina
skeniranja. Pripremljene su tri serije uzoraka, Cije su pH vrednosti podeSene na pH=2,
pH=4,5 i pH=7, dok su primenjene brzine skeniranja iznosile 10 mV/s, 25 mV/s i 100 mV/s.
Uticaj brzine skeniranja na intenzitet struje predstavljen je na slikama 5.16. i 5.17.

1.5x10°

I (A)

—— 10 mV/s
1.2x10°4 | ——25mV/s
—— 100 mV/s

9.0x10°

6.0x107°

3.0x10° 1

0.0

-02 00 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E (V)

Slika 5.16. Uticaj brzine skeniranja na intenzitet struje (uzorak ekstrakta maline)

_3.0x10°
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Slika 5.17. Uticaj brzine skeniranja na intenzitet struje (uzorak ekstrakta borovnice)

Na osnovu dobijenih voltamograma, moze se videti da, ukoliko se primenjuje mala
brzina skeniranja, onda se prakti¢no ne javlja pik na voltamogramu zbog dovoljnog vremena
za relaksaciju dvostrukog elektri¢nog sloja na radnoj elektrodi, pa se u krajnjem slucaju
moze govoriti o stacionarnim uslovima. Sa druge strane, vece brzine skeniranja rezultuju

pojavom anodne struje veceg intenziteta.

5.3.2. Uticaj pH vrednosti

Na slikama 5.18.-5.21. prikazan je uticaj pH vrednosti na intenzitet struje, na
reprezentativnim cikli¢nim voltamogramima po jednog uzorka od svake vrste analiziranog

jagodastog voca.

5x10°

(A

= 4x10° 1

3x107°

2x107° 1

1x10°

00 03 06 09 12
E(V)
Slika 5.18. Uticaj razli¢itih pH vrednosti na intenzitet struje (brzina skeniranja 100 mV/s,

uzorak maline)
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Slika 5.19. Uticaj razli¢itih pH vrednosti na intenzitet struje (brzina skeniranja 100 mV/s,

uzorak borovnice)
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Slika 5.20. Uticaj razli¢itih pH vrednosti na intenzitet struje (brzina skeniranja 100 mV/s,

uzorak jagode)
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Slika 5.21. Uticaj razli¢itih pH vrednosti na intenzitet struje (brzina skeniranja 100 mV/s,

uzorak kupine)

Na osnovu prikazanih voltamograma, primetno je da se izrazeni anodni pikovi javljaju pri
analizi uzoraka u kiseloj sredini, pri pH=2 i pri pH=4,5, dok pri pH=7 nema izrazenih
pikova. Intenzitet anodne struje pri pH=4,5 je nesto veceg intenziteta od intenziteta anodne
struje pri pH=2, pa je zato za dalji rad pH vrednost svih uzoraka podeSena na 4,5, a brzina

skeniranja podesena na 100 mV/s.

5.3.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti jagodastog vo¢a primenom cikli¢ne
voltametrije

Pre analize ekstrakata jagodastog voca, prvo su zabeleZeni ciklicni voltamogrami

standarda, ¢iji su oksidacioni potencijali dati su u tabeli 5.14.

Tabela 5.14. Oksidacioni potencijali nekih fenolnih jedinjenja (c=1 mmol/dm?®; acetatni
pufer, pH=4,5; brzina skeniranja 100 mV//s)

Jedinjenje Epa (V) Eca (V)
Kumarna kiselina 0,759 -

Ferulna kiselina 0,604 0,032

Kafena kiselina 0,344 0,128
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Kvercetin 0,320; 0,537 0,273
Rutin 0,351; 0,549 -
Kemferol 0,548 -
Kvercetin-3-O-$-glukozid 0,350 0,318
Malvidin-3-O-glukozid 0,428; 0,543 -
Cijanidin-3-O-glukozid 0,529; 0,734 -

Cikli¢ni voltamogrami analiziranog jagodastog voca snimljeni su u opsegu
potencijala 0-800 mV kako bi se obuhvatile sve grupe antioksidativnih jedinjenja i
predstavljeni su na slikama 5.22-5.25. Prvi anodni pik na vrednostima potencijala izmedu
0,310 Vi 0,350 V u cikli¢nim voltamogramima uzoraka kupine i maline posledica je
oksidacije flavonola (kvercetina i njegovog glukozida) i kafene kiseline. Kao $to se moze
videti iz tabele 5.14, cikli¢ni voltamogrami kvercetina i kvercetin-3-O-$-glukozida pokazali
su prvi reverzibilni oksidacioni pik pri Epa=0,320 V i Ep.=0,350 V, $to odgovara oksidaciji
3', 4'-dihidroksidnog supstituenta na B-prstenu. Drugi okidacioni pik na 0,537 V kvercetina
verovatno je nastao stvaranjem intermedijarnog radikala nastalog tokom procesa oksidacije.
Kvercetin i kvercetin-3-O-f-glukozid pokazuju skoro povratne korake oksidacije.
Redukcioni pik od 3, 4’-dihinona koji nastaje tokom procesa oksidacije kvercetina ili
kvercetin-3-O-f-glukozida pojavio se pri Ep.=0,273 V, odnosno Ep.=0,318 V.

Kafena kiselina takode prolazi kroz ireverzibilnu oksidaciju. Anodna oksidacija
kafene kiseline pokazuje nepovratne anodne (Ep.=0,344 V) i katodne (Ep.=0,128 V) talase.
Nekoliko autora je proucavalo elektrohemijski mehanizam oksidacije kafene kiseline (Hotta
i sar., 2002; Trabelsi i sar., 2004). Opste je prihvaceno da oksidacija kafene kiseline protic¢e
preko semihinona do o-hinona. Kvercetin, kvercetin-3-O-f-glukozid i kafena kiselina sa dve
hidroksilne grupe u orto polozajima, pokazali su razli¢ite katodne pikove (tabela 5.14).
Dakle, elektrohemijska oksidacija ovih jedinjenja je reverzibilna na pH vrednosti od 4,5.
Kvercetin moze donirati elektron brze od bilo kog drugog jedinjenja zbog najnizeg anodnog
napona. Drugi, treéi i Cetvrti anodni pik na potencijalima izmedu 0,426 V 1 0,444 V, 0,524
V10,540 V, odnosno 0,638 V i 0,756 V, mogu se pripisati antocijanima i hidroksicimetnim
kiselinama (ferulnoj i kumarnoj kiselini). Kao §to se moze videti iz tabele 5.14, cikli¢ni
voltamogram malvidin-3-O-glukozida pokazao je dva pika pri 0,428 V i 0,543 V. Prvi pik
se pripisuje oksidaciji -OH grupe B-prstena, a drugi pik moze biti posledica oksidacije 5,7-

dihidroksilne grupe A-prstena. Ovo je u skladu sa podacima iz literature o ekstraktima
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maline koje su dali Aguirre i saradnici (2010). Cijanidin-3-O-glukozid pokazuje dva anodna
pika pri Epa=0,529 V i Epa=0,734 V. Ova dva pika odgovaraju oksidacijama 3’, 4’-OH
grupa u B-prstenu. Ferulna i kumarna kiselina pokazale su dva pika pri 0,604 Vi 0,759 V.
Anodni pik se pojavljuje u ireverzibilnom procesu, dok se se u obrnutom skeniranju ne
primecuje struja. Uzimajuci u obzir kemferol, -OH grupa prisutna na B-prstenu odgovorna
je za anodni pik na 0,548 V. Svi ovi rezultati su u skladu sa pionirskim radom gde je

proucavan odnos strukture i aktivnosti prirodnih antioksidanata (Rice-Evans i sar., 1996).
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Slika 5.22. Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih uzoraka jagoda (acetatni pufer, pH=4,5;
brzina skeniranja 100 mV/s)
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Slika 5.23. Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih uzoraka borovnica (acetatni pufer, pH=4,5;

brzina skeniranja 100 mV/s)
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Slika 5.24. Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih uzoraka kupina (acetatni pufer, pH=4,5;
brzina skeniranja 100 mV/s)
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Slika 5.25. Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih uzoraka malina (acetatni pufer, pH=4,5;
brzina skeniranja 100 mV/s)

Izrazeni anodni maksimum struje primecen izmedu 0,524 V i 0,540 V u svim
analiziranim uzorcima jagodastog vofa moze se pripisati antocijanima, koji najvise
doprinose antioksidativnom kapacitetu ispitivanog jagodastog voca.

Povrsina ispod anodnog vrha odgovara naelektrisanju koris¢enom u eksperimentu
do potencijala od 500 mV (Qsoo) i koristi se kao mera sadrzaja antioksidanata u analiziranom

uzorku (TEAC - eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Svi maksimalni potencijali
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(Ep) 1 maksimalne struje (Ip) odredene u okviru cikli¢nog voltamograma kao i Qseo i TEAC
vrednosti analiziranih uzoraka jagodastog voca su prikazani u tabeli 5.15. 1z rezultata
prikazanih u tabeli se jasno vidi da uzorci borovnice imaju najveé¢i TEAC, a potom slede
uzorci kupine, maline i jagode, $to je i u skladu sa visokim sadrzajem antocijana i flavonoida

koji borovnica ima.

Tabela 5.15. Vrednosti potencijala i struje anodnog pika dobijene sa cikli¢nih voltamograma

uzoraka jagoda, kupina, borovnica i malina

Uzorak Epa (V) Ipa (LA) Qs00 TEAC
1 2 3 4 1 2 3 4 (uC) pmol
Trolox g*

J1 - 0439 0545 0,756 - 13,0 16,6 23,0 2,70 4,596
J2 - 0444 0539 0,742 - 91 119 175 240 4,296
J3 - 0442 0540 0,750 - 11,2 138 224 210 4,079
K1 - 0,440 0,540 - - 157 183 - 2,36 4,953
K2 - 0437 0539 0650 - 15,7 16,8 179 2,36 4,998
K3 - 0435 0534 - - 147 168 - 2,20 4,579
K4 - 0438 0,535 - - 163 191 - 3,36 5,702
K5 0,350 0430 0,534 - 13,1 195 182 - 5,56 10,58
Bl - 0433 0,528 - - 183 196 - 3,45 6,041
B2 0,338 0,430 0,530 - 78 11,2 151 - 3,83 6,590

B3 0352 0428 0,540 0,638 14,5 20,1 247 272 5,70 9,830

M1 0,340 0,432 0,528 - 7,7 144 163 - 3,60 6,116
M2 0,337 0,434 0,540 - 86 16,2 1,73 - 4,55 7,100
M3 - 0,432 0,526 - - 147 1,74 - 3,05 5,043
M4 0,310 0,426 0,524 - 6,3 129 151 - 3,88 6,223

ACI indeksi, zajedno sa rezultatima merenja svih pet antioksidativnih kapaciteta
(iskazanih u relativnim procentima) prikazani su u tabeli 5.16. Najve¢i ACI indeks imaju
uzorci borovnice, a zatim kupine, maline i1 jagode §to je i u skladu sa njihovim ukupnim
sadrzajem fenola, flavonoida i antocijanina kao i sa antioksidativnim kapacitetom. Dobijene

vrednosti za ACI omogucavaju lako uporedivanje antioksidativnog kapaciteta medu
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testiranim uzorcima.

Tabela 5.16. Antioksidativni kompozitni indeksi uzoraka jagodastog voca (%)

Uzorak DPPH index ABTSindex FRAP index RPindex QSOO index ACI

J1 43,5 43,6 46,8 46,5 43,4 44.8
J2 40,5 40,5 43,7 43,4 40,6 41,7
J3 38,5 38,6 40,3 39,9 38,6 39,2
K1 59,5 47,4 43,0 61,7 46,8 51,7
K2 58,0 46,5 63,1 63,0 47,2 55,6
K3 59,4 46,5 53,0 70,9 43,3 54,6
K4 60,9 46,6 75,1 72,5 53,9 61,8
K5 100 100 100 100 100 100
Bl 57,3 57,3 60,8 59,8 57,1 58,5
B2 62,4 62,4 67,1 65,5 62,3 63,9
B3 93,1 93,2 93,2 93,0 92,9 93,1
M1 54,7 46,3 57,6 56,3 57,8 54,5
M2 46,6 45,7 65,6 60,8 67,1 57,2
M3 47,7 47,8 51,3 50,9 41,7 49,1
M4 55,0 59,0 59,3 58,2 58,8 58,1

Generalno je poznato da su ukupni polifenoli u visokoj korelaciji sa
antioksidativnom aktivnos¢u (Manach i sar., 2005). Kao §to se moze videti na osnovu tabele
5.17., gde su prikazani Pirsonovi koeficijenti korelacije, pozitivna korelacija postoji izmedu
CV antioksidativnog kapaciteta i ukupnih polifenola (UPF) (r?=0,8963), CV
antioksidativnog kapaciteta i ukupnih flavonoida (UF) (r?=0,9133), CV antioksidativnog
kapaciteta i ukupnih antocijana (UA) (r>=0,8463) (slika 5.26; tabela 5.17). Pored toga,
pronadene su i visoke pozitivne korelacije izmedu antioksidativnih kapaciteta dobijenih
primenom CV sa onima dobijenim primenom FRAP (r?>=0,9290), RP (r>=0,0,8617), DPPH
(r* = 0,8853) i ABTS (r? = 0,9382) (slika 5.26; tabela 5.17), ukazujuéi da polifenolni
antioksidanti sa OH grupama na B-prstenu najvise doprinose ukupnom antioksidativnom
kapacitetu. To je u skladu sa istrazivanjem Heinonen-a (2007) koji ukazuje da je doprinos
antocijana antioksidativnom dejstvu jagodastog voca najznacajniji. Ukupna polifenolna

jedinjenja dobro koreliraju sa antioksidativnim testovima, a najvisi stepen pozitivne
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korelacije primeéen je izmedu UPF i FRAP-a (r?=0,8847), $to se moZe pripisati mehanizmu
zasnovanom na prenosu elektrona na kome se zasniva primenjeni test. Takode, Firuzi i
saradnici (2005) otkrili su da o-dihidroksi struktura u B-prstenu, kao i 3-hidroksi grupa i
2,3-dvostruka veza na C prstenu najvise doprinose FRAP antioksidativnoj aktivnosti.
Takode, visok stepen pozitivne korelacije se zapaza izmedu ABTS i1 DPPH testa
(r?=0,9415), kao i izmedu FRAP i RP testa (r?=0,9178), 5to je posledica sli¢nih mehanizama

antioksidativnog dejstva.

Tabela 5.17. Matrica Pirsonovih koeficijenata korelacije

DPPH ABTS FRAP RP UPF UF UA Cv
DPPH 1,0000 0,9415 0,8956 0,9671 0,8404 0,9120 0,8981 0,8853

ABTS 1,0000 0,8777 0,8706 0,8498 0,9565 0,9048 0,9382
FRAP 1,0000 0,9178 0,8847 0,8502 0,8507 0,9290
RP 1,0000 0,8687 0,8526 0,8538 0,8617
UPF 1,0000 0,9099 0,8591 0,8963
UF 1,0000 0,8904 0,9133
UA 1,0000 0,8463
Cv 1,0000

Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa radom Reyes-Carmona i saradnika (2005), gde
je kod uzoraka kupina pokazano da FRAP izuzetno korelira sa ukupnim fenolima (r=0,98)
i sa antocijanima (r=0,93). U istom istrazivanju primecena je visoka pozitivna korelacija
izmedu ukupnih polifenola i antocijana (r=0,92), sto je logi¢no jer su antocijani najvaznija
fenolna jedinjenja prisutna u kupini (Macheix i sar., 1990). U radu Bobinaite i saradnika
(2012), visoka pozitivna korelacija (r=0,90) izmedu ukupnih polifenola i DPPH radikal-
hvatacke aktivnosti u uzorcima maline je zabelezena. Cao i Prior (1998) su ukazali da su
fitohemikalije odgovorne za antioksidativni kapacitet u jagodastom vocu antocijani i
fenolne kiseline.

Sliéno sadrzaju polifenola, flavonoida i antocijana, antioksidativna aktivnost
uzoraka jagodastog voca pokazala je znacajne razlike u zavisnosti od sorte. Prema podacima
iz literature (Anttonen i Karjalainen, 2005; Anttonen i sar., 2006; Milosevi¢ i sar., 2012),
sorta i razliita okruzenja uzgoja, kao i poljoprivredni i klimatski uslovi uticu na polifenolni
status u biljkama.

Rezultati dobijeni elektrohemijskom metodom u ovom radu ukazuju da je cikli¢na

voltametrija dobra tehnika za odredivanje antioksidativnih svojstava uzoraka jagodastog
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voca. Cikli¢na voltametrija se zasniva samo na hemijskim/fizickim svojstvima molekula 1
ne zahteva upotrebu reaktivnih vrsta. Sposobnost metoda za brzu procenu antioksidativne
aktivnosti jagodastog voca moze da bude korisna za prehrambenu industriju. Visok stepen
pozitivne Kkorelacije sa spektrofotometrijskim merenjem antioksidativnog kapaciteta
ukazuje na to da su rezultati dobijeni primenom cikli¢ne voltametrije pouzdani i uporedivi
sa rezultatima drugih spektrofotometrijskin metoda (FRAP, RP, DPPH, ABTS). Ovaj
zakljuCak jasno ukazuje da je ciklina voltametrija pogodna metoda za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta na osnovu elektrohemijskih svojstava jedinjenja koja se

ispituju.
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Slika 5.26. Korelacija rezultata odredivanja ukupnih polifenolnih jedinjenja (UPF), ukupnih flavonoida (UF), ukupnih antocijana (UA) i
antioksidativnih spektrofotometrijskih testova (RP, ABTS, DPPH i FRAP) sa rezultatima dobijenim primenom cikli¢ne voltametrije (TEAC)
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Primenom klaster analize (Ward-ova metoda), ispitana je mogucnost grupisanja
uzoraka jagoda, borovnica, kupina i malina na osnovu antioksidativne aktivnosti, ukupnih
polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana. Rezultati grupisanja su
predstavljeni na dendrogramu (slika 5.27), gde se uocavaju dva klastera. Prvi klaster se
sastoji od dva potklastera: u jednom su uzorci borovnice B1 i B2, a u drugom uzorak
borovnice B3 i uzorak kupine K5. Uzorci B3 (uzorak divlje borovnice) i K5 (uzorak divlje
kupine) se izdvajaju od ostalih po najvisem sadrzaju ukupnih polifenolnih jedinjenja i
ukupnih antocijana. U drugom klasteru se uoc¢avaju dva potklastera: u jednom su grupisani
uzorci jagode i jedan uzorak maline, M3. U drugom potklasteru su se posebno grupisali
uzorci kupina K1, K2, K3 i K4, i posebno uzorci malina M1, M2 i M4. Na osnovu dobijenih
rezultata, moze se zakljuciti da je vrsta vo¢a dominantan faktor na osnovu koga se uzorci

grupisu.
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Slika 5.27. Dendrogram grupisanja ispitivanih uzoraka na osnovu antioksidativne
aktivnosti, ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana

Primenom PCA analize na dobijene rezultate ispitivanja izvrSeno je grupisanje
uzoraka, predstavljeno na slici 5.28. Prve dve komponente objaSnjavaju 93,27%
varijabilnosti. Sa visokim pozitivnim opterecenjem prvog faktora PC1 izdvojili su se uzorci
jagoda J1 (1,97), J2 (2,38) i J3 (3,12). Kod uzoraka jagoda je zabelezen najmanji sadrzaj
ukupnih polifenolnih jedinjenja medu ispitivanim uzorcima. Uzorci K5 i B3 pokazuju

visoko negativno opterecenje prvog faktora (PC1=-6,39 i PC1=-5,70). Ovi uzorci se
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izdvajaju po najvecoj ABTS i DPPH radikal-hvatackoj aktivnosti. Uzorci kupina i malina

pokazuju malo pozitivno optere¢enje PC1 i PC2.
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Slika 5.28. PC1-PC2 dijagram raspodele uzoraka na osnovu antioksidativne aktivnosti,

ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana

5.4. HPLC analiza pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja jagodastog voca

Primenom HPLC metode, opisane u odeljku 4.5.1., analizirani su ekstrakti uzoraka
jagodastog voca, dobijeni koriS¢enjem zakisSeljenog 80% metanola, metanola, 96% etanola,
60% etanola, vode i acetona, kao ekstragenasa. Identifikacija pojedina¢nih jedinjenja
izvr$ena je poredenjem njihovih UV/Vis spektara i retencionih vremena sa standardima, kao
1 poredenjem sa literaturno dostupnim podacima.

Od fenolnih kiselina identifikovane su: kafena, ferulna, p-kumarna, i elaginska
kiselina. Od flavonola identifikovani su: kvercetin, kvercetin-glukozid, kvercetin-
galaktozid, kemferol, kemferol-glukozid i rutin. Od antocijana, u jagodama su
identifikovani: pelargonidin-3-O-glukozid, pelargonidin-3-O-rutinozid, cijanidin-3-O-
glukozid i cijanidin-3-O-malonilglukozid. U malinama su identifikovani: cijanidin-3-O-

soforozid, pelargonidin-3-O-soforozid, cijanidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-O-rutinozid. U
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kupinama su identifikovani cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid i cijanidin-3-O-
malonilglukozid. U borovnicama su identifikovani: delfinidin-3-O-galaktozid, delfinidin-3-
O-glukozid, delfinidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-O-glukozid,
petunidin-3-O-arabinozid, petunidin-3-O-galaktozid, peonidin-3-O-galaktozid i malvidin-
3-0O-galaktozid.

Kvantifikacija fenolnih kiselina je izvrSena na osnovu kalibracionih pravih za
standarde kafene, ferulne i p-kumarne kiseline u intervalu koncentracija od 0,1 mg/ml do 1
mg/ml, a za elaginsku kiselinu u intervalu koncentracija od 0,2 mg/ml do 1 mg/ml.

Kvantifikacija kvercetina, kemferola i rutina je izvrSena na osnovu kalibracionih
pravih za standarde kvercetina, kemferola i rutina u intervalu koncentracija od 0,1 mg/ml
do 1 mg/ml. Kvercetin-glukozid i kvercetin-galaktozid izraunati su kao ekvivalenti
kvercetina, dok je kemferol-glukozid izracunat kao ekvivalent kemferola.

Kvantifikacija cijanidin-3-O-glukozida, delfinidin-3-O-glukozida i malvidin-3-O-
galaktozida je izvrSena na osnovu kalibracionih pravih za standarde cijanidin-3-O-
glukozida, delfinidin-3-O-glukozida i malvidin-3-O-galaktozida u intervalu koncentracija
od 0,1 mg/ml do 1 mg/ml. Cijanidin-3-O-rutinozid, cijanidin-3-O-malonilglukozid i
cijanidin-3-O-galaktozid izraunati su kao ekvivalenti cijanidin-3-O-glukozida. Delfinidin-
3-O-galaktozid i delfinidin-3-O-arabinozid izracunati su kao ekvivalenti delfinidin-3-O-
glukozida. Petunidin-3-O-arabinozid, petunidin-3-O-galaktozid i peonidin-3-O-galaktozid
izraCunati su na osnovu Kkalibracione prave za cijanidin-3-O-glukozid (Nyman i
Kumpulainen,  2001).  Pelargonidin-3-O-glukozid, pelargonidin-3-O-rutinozid i
pelargonidin-3-O-soforozid izraunati su na osnovu kalibracione prave za standard
pelargonidin-3-O-glukozida u intervalu koncentracija od 0,1 mg/ml do 1 mg/ml.

Sadrzaj je dat kao srednja vrednost triju merenja (Csr + SD, n = 3) i izraZen je u
miligramima po kilogramu uzorka (mg/kg). Rezultati odredivanja sadrzaja pojedina¢nih
polifenolnih jedinjenja u kiselometanolnim ekstaktima uzoraka jagoda, kupina, borovnica i
malina, dati su u tabelama 5.18.-5.23. Rezultati odredivanja sadrzaja pojedinacnih
polifenolnih jedinjenja u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i
acetonskim ekstraktima prikazani su u Prilogu (tabele 1-12).

Rezultati odredivanja sadrzaja kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u
kiselometanolnim ekstraktima dati su u tabeli 5.18., a graficki prikaz je dat na slici 5.33.
Hromatogrami po jednog uzorka jagode, kupine, borovnice i maline, snimljeni na 320 nm,
predstavljeni su na slikama 5.29-5.32. Sadrzaj kafene kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu

0,741-1,127 mg/kg, u uzorcima borovnica je u opsegu 9,12-14,37 mg/kg i u jednom uzorku
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kupine (K5) iznosi 0,981 mg/kg. U uzorcima maline i uzorcima kupine K1, K2, K3 i K4,
kafena kiselina nije detektovana. Dobijeni rezultati koji se odnose na sadrzaj kafene kiseline
u borovnicama i kupinama, nizi su od onih u radu Jakobek i saradnika (2007), gde je sadrzaj
kafene kiseline u borovnicama iznosio 27,29 mg/kg, a u kupinama 5,65 mg/kg. U
pomenutom radu, kafena kiselina nije detektovana u uzorcima jagode (Jakobek i sar., 2007).
Sa druge strane, u uzorcima jagoda iz Finske, sadrzaj kafene kiseline je u opsegu 1,71-4,20
mg/kg (Mattila i sar., 2006), $to su nesto visi rezultati u odnosu na nase uzorke jagoda iz
Srbije.

Sadrzaj p-kumarne kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 1,51-3,47 mg/kg, $to je
nizi sadrzaj u odnosu na literaturno dostupne podatke za jagodu iz Poljske i Finske, koji
iznosi 4-17 mg/kg (Hakkinen i Torronen, 2000) i 29-49 mg/kg (Mattila i sar., 2006).
Sadrzaj p-kumarne kiseline u uzorcima kupina je u opsegu 2,27-4,28 mg/kg, a u uzorcima
malina je u opsegu 2,84-6,48 mg/kg, $to je u skladu sa podacima koji se odnose na kupine i
maline iz Hrvatske, gde je sadrzaj p-kumarne Kiseline 5,94 mg/kg, odnosno 4,24 mg/kg
(Jakobek i sar., 2007). U uzorcima borovnica p-kumarna kiselina nije detektovana, a isto je
zabelezeno i u radu Hakkinen i Torrénena (2000).

Sadrzaj ferulne kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 1,16-1,95 mg/kg, u uzorcima
kupina je u opsegu 1,30-2,15 mg/kg i u uzorcima malina je u opsegu 1,45-1,99 mg/kg.
Dobijeni rezultati su nizi od literaturno dostupnih podataka za sadrzaj ferulne kiseline u
ovim vrstama voca (Jakobek i sar., 2007; Mattila i sar., 2006). Sadrzaj ferulne kiseline u
uzorcima borovnica je u opsegu 4,50-26,17 mg/kg, §to je u skladu sa podacima za borovnice
iz Finske (Mattila i sar., 2006) i Hrvatske (Jakobek i sar., 2007).

Sadrzaj elaginske Kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 65,07-125,13 mg/kg, u
uzorcima kupina je u opsegu 73,68-227,98 mg/kg i u uzorcima malina je u opsegu 105,25-
144,06 mg/kg. Dobijeni rezultati su visi od onih u radu Jakobek i saradnika (2007) za uzorke
jagoda, malina i kupina iz Hrvatske. Takode, dobijeni rezultati su u saglasnosti ili nizi u
odnosu na podatke koji se odnose na sadrzaj elaginske kiseline u kupinama iz Srbije (18,52-
357,01 mg/kg) (Puric i sar., 2014). Uzrok tome moze biti primena kisele hidrolize u trajanju
od 2 sata na 85 °C u radu Puric i saradnika (2014). Naime, glavna jedinjenja elagitanina su
sanguin H-6 i lambertianin C, koji podlezu kiseloj hidrolizi, oslobadaju heksahidroksi-
difenoil grupe, koje potom grade elaginsku kiselinu. Zbog toga, kvantifikacija elaginske
kiseline zavisi od postupka hidrolize (Bobinaite i sar., 2012). U uzorcima borovnica

elaginska kiselina nije detektovana.
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Slika 5.29. HPLC hromatogram uzorka jagode: 1 - kafena kiselina, 2 - p-kumarna kiselina,

3 - ferulna kiselina (320 nm) i 4 - elaginska kiselina (280 nm)
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Slika 5.30. HPLC hromatogram uzorka kupine: 1 - kafena kiselina, 2 - p-kumarna kiselina,

3 - ferulna kiselina (320 nm) i 4 - elaginska kiselina (280 nm)
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Slika 5.31. HPLC hromatogram uzorka maline: 1- p-kumarna kiselina, 2 - ferulna kiselina
(320 nm) i 3 - elaginska kiselina (280 nm)
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Slika 5.32. HPLC hromatogram uzorka borovnice: 1 - kafena kiselina, 2 - ferulna kiselina
(320 nm)
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Tabela 5.18. Sadrzaj fenolnih kiselina u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima jagoda, kupina, borovnica i malina

Milena D. Nikoli¢

Kafena kiselina

p-Kumarna Kiselina

Ferulna kiselina

Elaginska kiselina

Uzorak CsxSD CsxSD CsxSD CsxSD
RSD (%) RSD (%) RSD (%) RSD (%)
(mg/kg) (mg/kg) (mglkg) (mg/kg)
1 0,741+0,001 0,13 3,47+0,05 1,44 1,95+0,02 1,02 125+3 2,40
32 0,893+0,003 0,34 1,50+0,03 2,00 1,160,01 0,86 65+1 1,54
J3 1,127+0,007 0,62 2,00+0,02 1,00 1,68+0,03 1,78 69+1 1,45
K1 n.d. - 4,28+0,07 1,63 1,30+0,01 0,77 76+1 1,31
K2 n.d. - 3,19+0,03 0,94 1,36+0,05 3,68 852 2,35
K3 n.d. - 2,81+0,01 0,35 1,74+0,07 4,02 73+1 1,37
K4 n.d. - 2,27+0,01 0,44 1,92+0,03 1,56 97+1 1,03
K5 0,981+0,003 0,31 2,83+0,06 2,12 2,15+0,06 2,79 227+5 2,20
B1 9,21+0,05 0,54 n.d. - 4,50+0,03 0,67 n.d. -
B2 9,12+0,09 0,99 n.d. - 20,7+0,3 1,45 n.d. -
B3 14,37+0,08 0,56 n.d. - 26,2+0,5 1,91 n.d. -
M1 n.d. - 2,84+0,03 1,06 1,84+0,03 1,63 1055 4,76
M2 n.d. - 4,05+0,07 1,73 1,80+0,01 0,55 108+6 5,55
M3 n.d. - 6,48+0,05 0,77 2,00+0,03 1,50 138+4 2,90
M4 n.d. - 5,23+0,09 1,72 1,45+0,01 0,69 144%3 2,08
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Slika 5.33. Pojedina¢ni sadrzaj fenolnih kiselina u uzorcima jagodastog voéa u

kiselometanolnim ekstraktima

Rezultati odredivanja sadrzaja kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u
metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima jagodastog
voca prikazani su u Prilogu (tabele 1-4).

Sadrzaj kafene kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 0,708-0,831 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 0,644-1,02 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u
opsegu 0,50-0,674 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,38-0,671 mg/kg u
vodenim ekstraktim i u opsegu 0,364-0,72 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Kafena kiselina
je detektovana samo u uzorku kupine K5, a sadrZaj kafene kiseline je u opsegu od 9,8 mg/kg
u vodenom ekstraktu do 25,8 mg/kg u metanolnom ekstraktu. Sadrzaj kafene kiseline u
uzorcima borovnica je u opsegu 8,07-11,34 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu
7,37-9,06 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 7,98-9,01 mg/kg u 60% etanolnim
ekstraktima, u opsegu 5,09-6,39 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 5,15-9,01 mg/kg
u acetonskim ekstraktima. Kafena kiselina nije detektovana u uzorcima maline.

Sadrzaj p-kumarne kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 1,19-2,40 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,26-1,49 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
0,79-1,59 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,34-2,67 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,18-2,42 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj p-kumarne
kiseline u uzorcima kupina je u opsegu 2,08-4,09 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u

opsegu 2,05-3,35 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 2,17-3,38 mg/kg u 60%
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etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,61-2,76 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,34-
2,38 mg/kg u acetonskim ekstraktima. p-Kumarna kiselina nije detektovana u uzorcima
borovnice. Sadrzaj p-kumarne kiseline u uzorcima malina je u opsegu 2,15-3,63 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,98-3,93 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
2,59-4,59 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,46-2,71 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,21-3,88 mg/kg u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj ferulne Kkiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 1,05-1,21 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 0,837-1,246 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u
opsegu 1,13-1,25 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,783-1,51 mg/kg u
vodenim ekstraktima i u opsegu 0,769-0,993 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj
ferulne kiseline u uzorcima kupina je u opsegu 1,21-1,86 mg/kg u metanolnim ekstraktima,
u opsegu 0,67-2,14 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,19-1,32 mg/kg u 60%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,13-1,50 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 0,79-
1,28 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj ferulne kiseline u uzorcima borovnica je u
opsegu 3,13-25,9 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 3,64-22,2 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 4,2-24,5 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
3,00-22,4 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 4,52-24,51 mg/kg u acetonskim
ekstraktima. Sadrzaj ferulne Kiseline u uzorcima malina je u opsegu 1,18-1,45 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,29-1,39 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,21-1,35 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,25-1,34 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,09-1,43 mg/kg u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj elaginske kiseline u uzorcima jagoda je u opsegu 62-110 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 63-105 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
51-80 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 46-94 mg/kg u vodenim ekstraktima i
u opsegu 52-76 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj elaginske kiseline u uzorcima
kupina je u opsegu 64-215 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 58-177 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 67-187 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 68-
170 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 67-143 mg/kg u acetonskim ekstraktima.
Elaginska kiselina nije detektovana u uzorcima borovnice. Sadrzaj elaginske kiseline u
uzorcima malina je u opsegu 76-91 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 72-82 mg/kg
u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 61-88 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u
opsegu 62-88 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 63-92 mg/kg u acetonskim

ekstraktima.
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Rezultati odredivanja flavonola u kiselometanolnim ekstraktima ispitivanih uzoraka
prikazani su u tabeli 5.19. Grafi¢ki prikaz dat je na slici 5.38. Hromatogrami po jednog
uzorka jagode, kupine, borovnice i maline, snimljeni na 360 nm, predstavljeni su na slikama
5.34-5.37. Identifikovani su i kvantifikovani kvercetin, kvercetin-glukozid, kvercetin-
galaktozid, kemferol, kemferol-glukozid i rutin.

Sadrzaj kvercetina u uzorcima jagoda je u opsegu 12,90-21,26 mg/kg, u uzorcima
kupina je u opsegu 8,09-11,59 mg/kg, u uzorcima borovnica je u opsegu 13,99-16,47 mg/kg,
u uzorcima malina je u opsegu 12,23-20,63 mg/kg. Sadrzaj kvercetin-glukozida u uzorcima
jagoda je u opsegu 2,48-3,33 mg/kg, u uzorcima kupina je u opsegu 1,55-15,72 mg/kg, u
uzorcima borovnica je u opsegu 2,32-2,69 mg/kg, u uzorcima malina je u opsegu 1,98-4,25
mg/kg. Sadrzaj kvercetin-galaktozida u uzorcima jagoda je u opsegu 21,9-32,1 mg/kg, u
uzorcima kupina je u opsegu 24,3-40,1 mg/kg, u uzorcima borovnica je u opsegu 29,8-38,6
mg/kg, u uzorcima malina je u opsegu 24,7-34,6 mg/kg. Sadrzaj kemferola u uzorcima
jagoda je u opsegu 1,77-3,01 mg/kg, u uzorcima kupina je u opsegu 1,55-2,74 mg/kg, u
uzorcima borovnica je u opsegu 1,58-1,86 mg/kg, u uzorcima malina je u opsegu 2,07-3,36
mg/kg. Sadrzaj kemferol-glukozida u uzorcima jagoda je u opsegu 2,34-3,30 mg/kg, u
uzorcima kupina je u opsegu 1,76-3,08 mg/kg, u uzorcima borovnica je u opsegu 3,05-3,40
mg/kg, u uzorcima malina je u opsegu 3,18-5,63 mg/kg. Sadrzaj rutina u uzorcima u
uzorcima kupina je u opsegu 2,42-16,4 mg/kg, u uzorcima borovnica je u opsegu 7,2-31,1
mg/kg, u uzorcima malina je u opsegu 4,37-7,73 mg/kg. Rutin nije detektovan u uzorcima
jagoda. Prema Mikulic-Petkovsek i saradnicima (2012), glikozidi kvercetina predstavljaju
46-100% ukupnih flavonola u razli¢itim vrstama bobicastog voc¢a. Na osnovu dobijenih
rezultata, uoCava se da su u ispitivanim uzorcima jagodastog vo¢a od flavonola
najzastupljeniji glikozidi kvercetina, pri ¢emu je sadrzaj kvercetin-galaktozida i do 15 puta
veci od sadrzaja kvercetin-glukozida. Sadrzaj kvercetina u ispitivanim uzorcima, veci je u
poredenju sa rezultatima ispitivanja uzoraka jagoda, borovnica i malina iz Finske datih u
radu Hakkinen i saradnika (1999). Sadrzaj kemferola u jagodama je nizi, a u malinama i
borovnicama vec¢i od literaturnih podataka (Hakkinen i sar. 1999). U pomenutom radu nisu
evidentirani glikozidi kvercetina i kemferola, kao ni rutin. U literaturi nema puno podataka
o zastupljenosti rutina u jagodastom vocu. SadrZaj rutina u malinama i kupinama znatno je
nizi u poredenju sa rezultatima u radu Okatan-a (2020). Neslaganje sa literaturnim

podacima moze biti posledica same sorte voca, na¢ina gajenja, kao i geografskog porekla.
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Slika 5.34. HPLC hromatogram uzorka jagode, snimljen na 360 nm (1 — kvercetin-

galaktozid, 2 — kvercetin-glukozid, 3 — kemferol-glukozid, 4 — kvercetin, 5 — kemferol)
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Slika 5.35. HPLC hromatogram uzorka kupine, snimljen na 360 nm (1 — rutin, 2 —
kvercetin-galaktozid, 3 — kvercetin-glukozid, 4 — kemferol-glukozid, 5 — kvercetin, 6 —

kemferol)
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Slika 5.36. HPLC hromatogram uzorka maline, snimljen na 360 nm (1 — rutin, 2 —
kvercetin-galaktozid, 3 — kvercetin-glukozid, 4 — kemferol-glukozid, 5 — kvercetin, 6 —

kemferol)
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Slika 5.37. HPLC hromatogram uzorka borovnice, snimljen na 360 nm (1 — rutin, 2 —
kvercetin-galaktozid, 3 — kvercetin-glukozid, 4 — kemferol-glukozid, 5 — kvercetin, 6 —

kemferol)
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Tabela 5.19. Sadrzaj flavonola u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima jagoda, kupina, borovnica i malina

Kvercetin Kvercetin-glukozid Kvercetin-galaktozid Kemferol Kemferol-glukozid Rutin

Uzorak CsxSD RSD CsxSD RSD CsrxSD RSD CsrxSD RSD CsrxSD RSD CsrxSD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)

J1 21,26+0,5 2,35 3,16+0,03 0,95 32,1+0,1 0,31 3,01+0,01 0,33 3,30+0,02 0,61 n.d. -

12 14,37+0,2 1,39 3,33+0,05 1,50 21,9+0,3 1,37 1,77+0,02 1,13 2,58+0,07 2,71 n.d. -

I3 12,90+0,7 5,43 2,48+0,04 1,61 23,2+0,5 2,16 1,84+0,03 1,63 2,34+0,05 2,14 n.d. -
K1 11,59+0,02 0,43 1,55+0,02 1,29 24,4+0,3 1,23 1,72+0,06 3,49 1,76+0,01 0,57 2,59+0,03 1,16
K2 10,14+0,1 0,99 2,44+0,01 0,41 26,8+0,7 2,61 1,69+0,05 2,96 1,95+0,03 1,54 5,61+0,05 0,89
K3 8,95+0,01 0,89 1,68+0,01 0,60 24,3+0,2 0,82 1,55+0,03 1,94 1,94+0,03 1,55 4,09+0,07 1,71
K4 8,09+0,01 0,12 1,76+0,03 1,70 29,8+0,3 1,01 1,66+0,04 2,41 3,08+0,07 2,27 2,42+0,04 1,65
K5 10,45+0,02 0,19 15,72+0,05 0,32 40,1+0,5 1,25 2,74+0,05 1,82 2,37+0,06 2,53 16,4+0,3 1,83
B1 13,99+0,5 3,57 2,32+0,07 3,02 29,8+0,6 2,01 1,58+0,01 0,63 3,05+0,02 0,66 9,2+0,03 0,33
B2 16,47+0,3 1,82 2,65+0,03 1,13 35,8+0,3 0,84 1,82+0,01 0,55 3,30+0,04 1,21 7,2+0,01 0,14
B3 16,17+0,3 1,86 2,69+0,08 2,97 38,6+0,7 1,81 1,86+0,02 1,08 3,40+0,01 0,29 31,1+0,9 2,89
M1 13,60+0,05 0,37 2,30+0,04 1,74 34,6+0,4 1,16 2,11+0,01 0,47 5,63+0,08 1,42 6,06+0,05 0,83
M2 12,23+0,03 0,25 1,98+0,05 2,53 32,50,7 2,15 2,15+0,03 1,40 5,04+0,04 0,79 6,28+0,07 1,11
M3 20,63+0,04 0,19 4,25+0,03 0,71 24,7+0,5 2,02 3,36+0,01 0,30 3,52+0,01 0,28 7,73+0,04 0,52
M4 14,74+0,2 1,36 2,63+0,05 1,90 33,405 1,50 2,07+0,02 0,97 3,18+0,01 0,31 4,37+0,05 1,14
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Slika 5.38. Sadrzaj pojedinac¢nih flavonola u uzorcima jagodastog voca u

kiselometanolnim ekstraktima

Rezultati odredivanja sadrzaja kvercetina, kvercetin-glukozida, kvercetin-
galaktozida, kemferola, kemferol-glukozida i rutina u metanolnim, 96% etanolnim, 60%
etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima jagodastog voca prikazani su u Prilogu (tabele
5-8). Ekstrakcija prirodnih proizvoda je slozen proces, gde svaka varijabla, pojedina¢no ili
u kombinaciji sa drugima, moze uticati na rezultate. Zbog slozene prirode matriksa uzoraka
i razli¢itih hemijskih karakteristika flavonoida, smatra se da ne postoji jedinstvena i
standardna metoda koja bi se koristila za svaki uzorak ili flavonoide koji ¢e se ekstrahovati
(Chaves i sar., 2020). Prema dobijenim rezultatima, metanol i 60%-tni etanol su se pokazali
kao bolji ekstragensi u poredenju sa vodom i acetonom. Efikasna ekstrakcija flavonola iz
jabuka postize se primenom metanola i zakiSeljenog metanola (Rupashinge i sar., 2011). U
literaturi je za ekstrakciju flavonola iz uzoraka crnog luka opisan postupak primenom 70%
metanola (Kim i sar., 2014), subkriti¢ne vode (Ko i sar., 2011) i etanola (Numata i Tanaka,
2011).

Sadrzaj kvercetina u uzorcima jagoda je u opsegu 10,57-14,53 mg/kg u metanolnim
ekstraktima, u opsegu 10,3-17,2 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 11,5-13,8
mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 8,7-14,7 mg/kg u vodenim ekstraktima i u
opsegu 11,4-15,7 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetina u uzorcima kupina
je u opsegu 7,32-9,34 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 6,13-8,58 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 6,40-8,43 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
5,28-6,67 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 5,75-7,55 mg/kg u acetonskim

ekstraktima. Sadrzaj kvercetina u uzorcima borovnica je u opsegu 13,6-16,0 mg/kg u
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metanolnim ekstraktima, u opsegu 12,0-14,0 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
10,7-14,1 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 13,00-16,3 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 11,0-11,6 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetina u
uzorcima malina je u opsegu 8,7-12,7 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 5,0-6,8
mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 8,6-12,3 mg/kg u 60% etanolnim
ekstraktima, u opsegu 8,8-11,6 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 3,3-8,0 mg/kg u
acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj kvercetin-glukozida u uzorcima jagoda je u opsegu 2,08-2,51 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,62-1,95 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,12-1,85 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,11-2,79 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,27-2,18 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-
glukozida u uzorcima kupina je u opsegu 1,39-14,6 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u
opsegu 1,28-13,0 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,20-12,2 mg/kg u 60%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,80-10,4 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 0,92-
10,5 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-glukozida u uzorcima borovnica je
u opsegu 1,93-2,31 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,64-2,17 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,53-2,12 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,35-2,13 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,42-1,98 mg/kg u acetonskim
ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-glukozida u uzorcima malina je u opsegu 1,03-1,81 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,16-2,46 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,15-1,58 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,27-1,47 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,17-1,32 mg/kg u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj kvercetin-galaktozida u uzorcima jagoda je u opsegu 23,8-25,4 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 22,6-26,5 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
22,3-27,6 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 19,5-30,0 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 14,8-21,6 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-
galaktozida u uzorcima kupina je u opsegu 23,5-37,0 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u
opsegu 17,1-29,5 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 19,7-34,3 mg/kg u 60%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 15,1-26,8 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 18,3-
27,9 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-galaktozida u uzorcima borovnica
je u opsegu 28,8-33,3 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 20,5-27,4 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 22,6-25,5 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
20,4-26,6 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 21,6-23,6 mg/kg u acetonskim

ekstraktima. Sadrzaj kvercetin-galaktozida u uzorcima malina je u opsegu 23,1-27,2 mg/kg
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u metanolnim ekstraktima, u opsegu 24,3-29,8 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u
opsegu 21,5-24,1 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 20,4-25,2 mg/kg u
vodenim ekstraktima i u opsegu 21,4-25,9 mg/kg u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj kemferola u uzorcima jagoda je u opsegu 1,30-2,53 mg/kg u metanolnim
ekstraktima, u opsegu 1,03-1,60 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,03-2,25
mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,76-1,55 mg/kg u vodenim ekstraktima i u
opsegu 0,77-2,11 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kemferola u uzorcima kupina je
u opsegu 1,35-2,38 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,24-2,07 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,09-1,83 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
0,83-1,46 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 0,94-1,48 mg/kg u acetonskim
ekstraktima. Sadrzaj kemferola u uzorcima borovnica je u opsegu 1,08-1,76 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 0,87-1,42 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
0,89-1,41 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,79-1,14 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 0,62-0,74 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kemferola u
uzorcima malina je u opsegu 1,64-2,08 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,43-
1,66 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,56-1,96 mg/kg u 60% etanolnim
ekstraktima, u opsegu 1,72-2,01 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,63-1,80 mg/kg
u acetonskim ekstraktima.

Sadrzaj kemferol-glukozida u uzorcima jagoda je u opsegu 1,95-2,15 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,48-2,12 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,94-2,85 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,74-2,59 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 1,58-2,04 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kemferol-
glukozida u uzorcima kupina je u opsegu 1,59-2,42 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u
opsegu 1,17-2,19 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,34-1,64 mg/kg u 60%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 0,86-1,32 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,15-
1,49 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj kemferol-glukozida u uzorcima borovnica je
u opsegu 2,10-2,63 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,69-2,01 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, 1,53-2,07 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 2,01-2,66
mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,71-1,77 mg/kg u acetonskim ekstraktima.
Sadrzaj kemferol-glukozida u uzorcima malina je u opsegu 2,01-2,38 mg/kg u metanolnim
ekstraktima, u opsegu 1,57-1,85 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,85-2,36
mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 2,20-2,62 mg/kg u vodenim ekstraktima i u

opsegu 1,75-2,13 mg/kg u acetonskim ekstraktima.
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Rutin nije detektovan u uzorcima jagoda. Sadrzaj rutina u uzorcima kupina je u
opsegu 1,93-14,49 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 1,17-12,53 mg/kg u 96%
etanolnim ekstraktima, u opsegu 1,32-11,12 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu
1,23-8,65 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 1,17-9,53 mg/kg u acetonskim
ekstraktima. Sadrzaj rutina u uzorcima borovnica je u opsegu 6,35-24,6 mg/kg u
metanolnim ekstraktima, u opsegu 5,72-19,8 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu
4,91-22,0 mg/kg u 60% etanolnim ekstraktima, u opsegu 4,88-21,1 mg/kg u vodenim
ekstraktima i u opsegu 4,60-20,6 mg/kg u acetonskim ekstraktima. Sadrzaj rutina u
uzorcima malina je u opsegu 3,94-5,50 mg/kg u metanolnim ekstraktima, u opsegu 3,46-
6,11 mg/kg u 96% etanolnim ekstraktima, u opsegu 3,87-5,23 mg/kg u 60% etanolnim
ekstraktima, u opsegu 3,68-4,23 mg/kg u vodenim ekstraktima i u opsegu 3,29-5,15 mg/kg
u acetonskim ekstraktima.

Rezultati odredivanja pojedina¢nih antocijana u Kiselometanolnim ekstraktima
ispitivanih uzoraka prikazani su u tabelama 5.20-5.23. Kao najefikasniji ekstragens pokazao
se zakiSeljeni metanol u poredenju sa ostalim rastvaraCima. Rezultati odredivanja
pojedinacnih antocijana u u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i
acetonskim ekstraktima jagodastog voca prikazani su u Prilogu (tabele 9-12). Hromatogrami
po jednog uzorka jagode, kupine, borovnice i maline, snimljeni na 520 nm, predstavljeni su
na slikama 5.39-5.42.

U jagodama su identifikovani pelargonidin-3-O-glukozid, pelargonidin-3-O-
rutinozid, cijanidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-O-malonilglukozid, a njihov sadrzaj je
predstavljen u tabeli 5.20. i na slici 5.43. Najzastupljeniji u svim uzorcima je pelargonidin-
3-glukozid (80,85% u uzorku J1, 73,81% u uzorku J2 i 80,74% u uzorku J3), sto je u skladu
sa podacima iz literature (da Silva i sar., 2007), dok se zastupljenost ostalih antocijana
menja u zavisnosti od sorte.

U kupinama su identifikovani cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid i
cijanidin-3-O-malonilglukozid, a njihov sadrzaj je predstavljen u tabeli 5.21. i slici 5.44.
Ovi antocijani su identifikovani i u velikom broju uzoraka kupina iz Amerike, Francuske,
Makedonije i Cilea (Fang-Chiang i Wrolstad, 2005). Cijanidin-3-O-glukozid je
najzastupljeniji u svim uzorcima kupina (90,93% u uzorku K1, 91,06% u uzorku K2,
89,78% u uzorku K3, 86,01% u uzorku K4 i 94,29% u uzorku K5).

U borovnicama su identifikovani slede¢i antocijani: delfinidin-3-O-galaktozid,
delfinidin-3-O-glukozid, delfinidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-
O-glukozid, cijanidin-3-O-arabinozid,  petunidin-3-O-arabinozid,  petunidin-3-O-
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galaktozid, peonidin-3-O-galaktozid i malvidin-3-O-galaktozid, a njihov sadrzaj je
predstavljen u tabeli 5.22.i na slici 5.45. Poredenjem sa radovima Bae i saradnika (2015),
kao i Trost i saradnika (2008), zakljuCuje se da borovnice iz Srbije pokazuju visok stepen
slicnosti u pogledu sastava pojedinac¢nih antocijana sa borovnicama iz Slovenije i JuZne
Koreje. U ispitivanim uzorcima borovnica, najzastupljeniji su glikozidi delfinidina (33,41%
u uzorku B1, 39,05% u uzorku B2 i 34,46% u uzorku B3), a zatim slede glikozidi cijanidina
(27,53% u uzorku B1, 26,08% u uzorku B2 i 28,01% u uzorku B3).

U malinama su identifikovani: cijanidin-3-O-soforozid, pelargonidin-3-O-
soforozid, cijanidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-O-rutinozid (tabela 5.23., slika 5.46.), $to je
u saglasnosti sa podacima iz literature koji se odnose na antocijane identifikovane u
razli¢itim sortama maline (Vinci¢, 2017; Mazur i sar., 2014; Garcia-Viguera i sar., 1998).
Cijanidin-3-soforozid je karakteristican za evropske sorte maline (Rao i Snyder, 2010), i
najzastupljeniji je u ispitivanim uzorcima (73,60% u uzorku M1, 51,60% u uzorku M2,
72,68% u uzorku M3 i 73,33% u uzorku M4).
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Slika 5.39. HPLC hromatogram uzorka jagode, snimljen na 520 nm (1 — cijanidin-
3-O-glukozid, 2 — pelargonidin-3-O-glukozid, 3 — pelargonidin-3-O-rutinozid, 4 —

cijanidin-3-O-malonilglukozid)
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Slika 5.40. HPLC hromatogram uzorka kupine, snimljen na 520 nm (1 — cijanidin-3-O-

glukozid, 2 — cijanidin-3-O-rutinozid, 3 — cijanidin-3-O-malonilglukozid)
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Slika 5.41. HPLC hromatogram uzorka borovnice, snimljen na 520 nm (1 — delfinidin-3-

O-galaktozid, 2 — delfinidin-3-O-glukozid, 3 — cijanidin-3-O-galaktozid, 4 — delfinidin-3-

O-arabinozid, 5 — cijanidin-3-O-glukozid, 6 — petunidin-3-O-galaktozid, 7 — cijanidin-3-

O-arabinozid, 8 — peonidin-3-O-galaktozid, 9 — petunidin-3-O-arabinozid, 10 — malvidin-
3-0O-galaktozid)
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Slika 5.42. HPLC hromatogram uzorka maline, snimljen na 520 nm (1 — cijanidin-3-O-
soforozid, 2 — pelargonidin-3-O-soforozid, 3 — cijanidin-3-O-glukozid, 4 — cijanidin-3-O-

rutinozid)
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Tabela 5.20. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima jagoda

Uzorak Pelargonidin-3-O- Pelargonidin-3-O- Cijanidin-3-O-glukozid Cijanidin-3-O-
glukozid rutinozid malonilglukozid
CsxSD RSD CsrxSD RSD CsxSD RSD CsxSD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
J1 76+1 1,31 4,08+0,03 0,73 2,31+0,04 1,73 11,6+0,1 0,86
J2 84+2 2,38 6,05£0,05 0,83 9,7740,03 0,31 14,0+0,2 1,43
J3 13545 3,70  6,51+0,05 0,77 12,4+0,1 0,80 13,3+0,1 0,75

Tabela 5.21. Sadrzaj pojedinacnih antocijana u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima kupina

Uzorak Cijanidin-3-O-glukozid Cijanidin-3-O-rutinozid  Cijanidin-3-O-malonilglukozid

CsrtSD RSD Cs2SD RSD Cs£SD RSD (%)
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg)

K1 33818 2,37 22,9+0,2 0,87 10,84+0,05 0,46

K2 3365 1,49 20,2+0,4 1,98 12,8+0,1 0,78

K3 20214 1,98 13,3+0,1 0,75 9,840,1 1,02

K4 246+4 1,63 16,7+0,3 1,80 23,8+0,3 1,26

K5 438+7 1,60 14,3+0,1 0,70 12,21+0,07 0,57
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Tabela 5.21. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima borovnica

Milena D. Nikoli¢

Uzorak Delfinidin-3-O- Delfinidin-3-O-glukozid Delfinidin-3-O-arabinozid Cijanidin-3-O-glukozid Cijanidin-3-O-galaktozid
galaktozid
CsxSD RSD (%) CsxSD RSD (%) CsrxSD RSD (%) CsrxSD RSD (%) CsrxSD RSD (%)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Bl 67+3 4,48 23,4+0,3 1,28 n.d. - 24,2+0,5 2,07 29+1 3,45
B2 127+4 3,15 128+2 1,56 69+3 4,35 4142 4,88 149+4 2,68
B3 157+2 1,27 192+3 1,57 57+1 1,75 160+6 3,75 90+1 1,11

Tabela 5.21. Nastavak

Uzorak  Cijanidin-3-O-arabinozid  Petunidin-3-O-arabinozid Petunidin-3-O-galaktozid Peonidin-3-O-galaktozid Malvidin-3-O-galaktozid
CstSD RSD (%) CstSD RSD (%) CsxSD RSD (%) CsxSD RSD (%) CsrtSD RSD (%)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Bl 21,310,1 0,47 14,1+0,2 1,42 20+1 5,00 36+1 2,78 35,6+0,2 0,56
B2 26,4+0,1 0,38 11143 2,70 96+2 2,08 56+1 1,78 26,2+0,1 0,38
B3 80+2 2,50 151+2 1,32 172+3 1,74 71+2 2,82 48+1 2,08
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Tabela 5.21. Sadrzaj pojedinacnih antocijana u kiselometanolnim ekstraktima u uzorcima malina

Milena D. Nikoli¢

Cijanidin-3-O-rutinozid

Uzorak  Cijanidin-3-O-soforozid Pelargonidin-3-O- Cijanidin-3-O-glukozid
soforozid

csxSD RSD (%) csxSD RSD (%) CsxSD RSD (%) CsxSD RSD (%)

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
M1 10645 4,72 8,72+0,3 3,44 19,840,1 0,51 9,5+0,2 2,11
M2 77+1 1,30 7,6240,1 1,31 47,6+0,8 1,68 17,0+0,1 0,59
M3 2037 3,45 9,19+0,4 4,35 56,3+0,4 0,71 10,8+0,1 0,93
M4 91+3 3,30 7,7740,1 1,29 28,84+0,5 1,74 n.d. -
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Slika 5.43. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima jagoda u

kiselometanolnim ekstraktima
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Slika 5.44. SadrzZaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima kupina u

kiselometanolnim ekstraktima
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Slika 5.45. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima borovnica u

kiselometanolnim ekstraktima
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Slika 5.46. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima malina u

kiselometanolnim ekstraktima
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U cilju diferenciranja uzoraka jagodastog voca, na osnovu sadrzaja fenolnih kiselina,
flavonola i pojedina¢nih antocijana, primenjena je analiza glavnih komponenti — PCA.
Formirana matrica podataka dimenzije 15x26 sa sadrzajem fenolnih kiselina, pojedina¢nih
flavonola i pojedinacnih antocijana u kolonama (26) i uzorcima jagodastog vo¢a u redovima
(15).

Na osnovu dobijenog PCA dijagrama raspodele u odnosu na prve dve ose glavnih
komponenti (slika 5.47.), zapaza se da su pojedinac¢na polifenolna jedinjenja razvrstana u
nekoliko grupa. Prvu grupu cine antocijani zastupljeni u borovnicama-arabinozidi i
galaktozidi delfinidina, peonidina, petunidina, malvidina i cijanidina koji se po drugoj osi
izdvajaju i nalaze se u desnom delu dijagrama, tj. sa pozitivnim vrednostima prvog faktora
i vrednostima drugog faktora oko nule. Ovde spadaju i kafena i ferulna kiselina, koje su
jedine kiseline detektovane u borovnicama. Drugu grupu c¢ine flavonoli, sa pozitivnim
vrednostima prvog i drugog faktora. Trecu grupu ¢ine p-kumarna i elaginska kiselina, kao
soforozidi cijanidina i pelargonidina, detektovani jedino u malinama, sa pozitivhim
vrednostima drugog faktora i negativnim vrednostima prvog faktora. U Cetvrtoj grupi se

nalaze rutinozidi i glukozidi cijanidina i pelargonidina, sa negativnim vrednostima prvog i

drugog faktora.
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Slika 5.47. PC1-PC2 dijagram pojedinac¢nih polifenolnih jedinjenja dobijen na osnovu

sadrzaja u uzorcima jagodastog voca
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Primenom PCA analize na dobijene rezultate ispitivanja izvrSeno je grupisanje
uzoraka, predstavljeno na slici 5.36. Prve dve komponente objasnjavaju 76,2%
varijabilnosti. Na osnovu dobijenog PCA dijagrama raspodele u odnosu na prve dve ose,
svi uzorci mogu da se svrstaju u Cetiri grupe (slika 5.48.). Prvu grupu ¢ine uzorci malina,
koji se odlikuju negativnim vrednostima prvog faktora i visokim pozitivnim vrednostima
drugog faktora. Unutar ove grupe izdvaja se uzorak maline M3, koji se odlikuje ve¢im
sadrzajem pojedinac¢nih antocijana i kvercetina u odnosu na ostale uzorke maline. Drugu
grupu Cine uzorci kupina, sa negativnim vrednostima prvog faktora i vrednostima drugog
faktora bliskih nuli. Tre¢u grupu €ine uzorci jagode, sa negativnim vrednostima prvog i
drugog faktora. Cetrvrtu grupu &ine uzorci borovnice, unutar koje se izdvaja uzorak B1, sa

nizim sadrzajem ferulne kiseline i pojedinac¢nih antocijana, u odnosu na uzorke B2 i B3.
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Slika 5.48. PC1-PC2 dijagram raspodele ispitivanih uzoraka jagodastog voca

Na slici 5.49. je prikazan dendrogram grupisanja uzoraka jagodastog voca, na
osnovu Euklidskog rastojanja, po Ward-ovoj metodi. Uzorci su grupisani u dva klastera.
Prvi klaster ¢ine uzorci borovnica B2 i B3. U drugom klasteru se zapazaju tri potklastera. U
prvom potklasteru su uzorci jagoda J1, J2 i J3. U drugom potklasteru uzorci malina M1,
M2, M3, M4 i jedan uzorak borovnice, Bl. Uzorak borovnice Bl se odlikuje nizim

sadrzajem svih identifikovanih pojedina¢nih antocijana, kao i nizim sadrZzajem ferulne
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kiseline od uzoraka borovnica B2 i B3. Tre¢i potklaster obuhvata uzorke kupina K1, K2,

K3, K4 i K5.

Ward's method
Euclidean distances
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Linkage Distance
Slika 5.49. Dendrogram grupisanja uzoraka jagodastog vo¢a na osnovu sadrzaja
pojedinacnih polifenolnih jedinjenja

Grupisanje uzoraka jagodastog voca na osnovu sadrzaja pojedinacnih polifenolnih
jedinjenja klaster analizom potvrdilo je grupisanje uzoraka dobijeno primenom PCA

analize.

5.5. Kinetika termic¢ke degradacije ukupnih polifenolnih jedinjenja,
flavonoida, antocijana i pojedina¢nih antocijana u dzemovima od

malina, kupina, borovnica i jagoda
5.5.1. Termicka degradacija ukupnih polifenolnih jedinjenja i flavonoida
Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima

pripremljenih dZemova od malina, kupina, borovnica i jagoda dati su u tabelama 5.22-5.25,
dok je graficki prikaz promene sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja predstavljen na
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slikama 5.50-5.57. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja veéi je u dzemovima Sa manjim
sadrzajem Secera, posto je za pripremu koris¢ena veca koli¢ina vo¢nog pirea. U skladu s tim
praceno je i diskutovano procentualno smanjenje koli¢ine ukupnih polifenolnih jedinjenja.

Sa porastom temperature, duzine kuvanja i koli¢ine Se¢era u dzemovima, sadrzaj
ukupnih polifenolnih jedinjenja se smanjuje. Linearni trend opadanja koncentracije ukupnih
polifenola uo¢ava se do 30. minuta na 90 °C i 95 °C, do 20. minuta na 100 °C i do 15. minuta
na 105 °C. Nakon ovih perioda dolazi do odstupanja od linearnosti, §to ukazuje na ¢injenicu
da se ukupni polifenoli brze transformiSu do krajnjih proizvoda razgradnje na viSim
temperaturama. Najmanji gubitak u sadrzaju ukupnih polifenola uocava se nakon 5 minuta
kuvanja na 90 °C i iznosi: 10,26% u dzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i 7,80% u
dzemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 10,42% u dZzemu od kupina sa veéim
sadrzajem Secera 1 9,31% u dZemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 8,95% u dzemu
od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera i 3,40% u dZzemu sa manjim sadrzajem Secera;
7,16% u dZemu od jagoda sa ve¢im sadrZajem Secera i 3,98% u dzemu od jagoda sa manjim
sadrzajem Secera. Najveci gubitak u sadrzaju ukupnih polifenola zapazen je nakon 30
minuta kuvanja na 105 °C i iznosi 64,57% u dzemu od malina sa ve¢im sadrZajem Secera i
51,15% u dZzemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 72,51% u dZemu od kupina sa
ve¢im sadrzajem Secera 1 50,12% u dZemu od kupina sa manjim sadrZajem Secera; 73,63%
u dzemu od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera i 59,55% u dzemu od borovnica sa manjim
sadrzajem Secera; 62,50% u dzemu od jagoda sa veé¢im sadrzajem Secera i 55,68% u dzemu
od jagoda sa manjim sadrZajem Secera.

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorcima pripremljenih
dzemova dati su u tabelama 5.26-5.29. Grafic¢ki prikaz promene sadrzaja ukupnih
flavonoida tokom kuvanja dZemova dat je na slikama 5.58-5.65.

Sa porastom temperature, duZine kuvanja i koliine Secera, sadrzaj ukupnih
flavonoida se smanjuje, pri ¢emu se hajmanji gubitak uoc¢ava nakon 5 minuta kuvanja na 90
°C i iznosi 17,65% u dZzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i 2,55% u dzemu od
malina sa manjim sadrzajem Secera; 13,79% u dZemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera
1 9,31% u dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 13,22% u dZemu od borovnica sa
ve¢im sadrzajem Secera i 2,76% u dZemu od borovnica sa manjim sadrZajem Secera; 11,61%
u dzemu od jagoda sa veé¢im sadrzajem Secera i 6,28% u dzemu od jagoda sa manjim
sadrzajem Secera. Najvec¢i gubitak u sadrzaju ukupnih flavonoida zapazen je nakon 30
minuta kuvanja na 105 °C i iznosi 66,18% u dzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i

50,68% u dzemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 69,95% u dzemu od kupina sa
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vecim sadrzajem Secera i1 55,87% u dZemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 60,34%
u dZzemu od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera 1 46,36% u dzemu od borovnica sa manjim
sadrzajem Secera; 62,42% u dzemu od jagoda sa veé¢im sadrzajem Secera i 46,01% u dzemu
od jagoda sa manjim sadrzajem Secera.

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja i ukupnih flavonoida
u svim uzorcima dZzemova izrazeni su kao srednja vrednosttstandardna devijacija (cs£SD,

n=3), dok je pocetna koncentracija (pre pocetka kuvanja) oznac¢ena zvezdicom (*).
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Tabela 5.22. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemovima od malina sa vec¢im i

manjim sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem Dzem sa manjim
Temperatura Vremfa Secera sadrzajem Secera
(°C) kuvaTnJa CsxSD CertSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg GAE/qg) (mg GAE/g)
3,02+0,02" 0,66 3,46+0,01" 0,29
5 2,71+0,03 1,11 3,19+0,01 0,31
10 2,44+0,04 1,64 3,02+0,01 0,33
90 15 2,21+0,02 0,90 2,88+0,01 0,35
20 2,06+0,06 2,91 2,69+0,01 0,37
30 1,73+0,04 2,31 2,55+0,02 0,78
5 2,6+0,1 3,85 3,14+0,01 0,32
10 2,28+0,06 2,63 2,89+0,02 0,69
95 15 1,88+0,03 1,60 2,64+0,01 0,38
20 1,81+0,03 1,66 2,53+0,04 1,58
30 1,43+0,07 4,90 2,25+0,01 0,44
5 2,48+0,04 1,61 3,05+0,02 0,66
10 2,14+0,04 1,87 2,76x0,01 0,36
100 15 1,74+0,07 4,02 2,39+0,01 0,42
20 1,38+0,03 2,17 2,28+0,01 0,44
30 1,21+0,01 0,83 2,00+0,01 0,50
5 2,35%0,02 0,85 2,96+0,01 0,34
10 1,74+0,03 1,72 2,49+0,01 0,40
105 15 1,47+0,02 1,36 2,05+0,01 0,49
20 1,23+0,01 0,81 1,88+0,02 1,06
30 1,07+0,01 0,93 1,69+0,02 1,18
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Tabela 5.23. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemovima od kupina sa ve¢im i

manjim sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  DZem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem-e Secera Secera
(°C) kuvaTnja CsxSD CertSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg GAE/q) (mg GAE/g)

3,31+0,01" 0,3 4,19+0,05 1,19
5 2,956+0,002 0,07 3,80+0,07 1,84
10 2,59+0,03 1,16 3,66+0,01 0,27
90 15 2,33+£0,01 0,43 3,38+0,05 1,48
20 1,94+0,05 2,58 3,218+0,004 0,12
30 1,55+0,01 0,64 2,94+0,03 1,02
5 2,89+0,03 1,04 3,75+0,05 1,33
10 2,435+0,002 0,08 3,42+0,02 0,58
95 15 1,91+0,05 2,62 3,06+0,03 0,98
20 1,65+0,01 0,61 2,845+0,004 0,14
30 1,315+0,004 0,30 2,72+0,01 0,37
5 2,73+£0,03 1,10 3,58+0,01 0,28
10 2,09+0,05 1,83 3,15+0,03 0,95
100 15 1,45+0,03 2,07 2,86+0,03 1,05
20 1,35+0,05 3,70 2,64+0,02 0,75
30 1,10+0,07 6,36 2,29+0,03 1,31
5 2,62+0,01 0,38 3,50+0,07 2,00
10 1,49+0,03 2,01 2,97+0,02 0,67
105 15 1,103+0,002 0,18 2,62+0,03 1,14
20 1,03+0,04 3,88 2,32+0,01 0,43
30 0,91+0,01 1,10 2,09+0,05 2,39
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Tabela 5.24. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemovima od borovnica sa ve¢im i

manjim sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem Dzem sa manjim
Temperatura Vremfa Secera sadrzajem Secera
(°C) kuvaTnJa CsxSD CertSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg GAE/qg) (mg GAE/g)
4,02+0,03" 0,75 5,29+0,01" 0,19
5 3,66+0,06 1,64 5,11+0,02 0,39
10 2,85+0,06 2,10 4,43+0,01 0,23
90 15 2,32+0,01 0,43 4,02+0,04 0,99
20 1,89+0,01 0,53 3,70+0,03 0,81
30 1,69+0,01 0,59 3,28+0,04 1,22
5 3,54+0,01 0,28 5,00+£0,07 1,40
10 2,52+0,06 2,38 4,20+0,04 0,95
95 15 1,89+0,01 0,38 3,52+0,03 0,85
20 1,59+0,01 0,53 3,31+0,04 1,21
30 1,36+0,07 5,15 3,19+0,03 0,94
5 3,32+0,03 0,90 4,77+0,05 1,05
10 2,26x0,04 1,77 3,82+0,05 1,31
100 15 1,60+0,04 2,50 3,09+0,08 2,59
20 1,30+0,03 2,31 2,95+0,05 1,69
30 1,21+0,01 0,83 2,24+0,04 1,78
5 3,01+0,03 1,00 4,63+0,01 0,22
10 1,98+0,04 2,02 3,27+0,01 0,31
105 15 1,32+0,01 0,75 2,78+0,02 0,72
20 1,19+0,01 0,84 2,63+0,02 0,76
30 1,06+0,01 0,94 2,14+0,04 1,87
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Tabela 5.25. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemovima od jagoda sa ve¢im i

manjim sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  DzZem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem'e Secera Secera
(°C) kuvaTnja CsrtSD Csr£SD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg GAE/qg) (mg GAE/g)
2,80+0,07* 2,53 3,34+0,07* 2,12
5 2,66+0,06 2,13 3,26+0,05 1,65
10 2,54+0,04 1,39 3,19+0,03 0,85
90 15 2,32+0,01 0,61 3,11+0,03 1,05
20 2,16+0,08 3,83 3,05+0,03 0,96
30 2,06+0,01 0,69 2,98+0,07 2,23
5 2,56+0,01 0,28 3,14+0,07 2,36
10 2,37+0,02 0,90 3,07+0,05 1,61
95 15 2,16+0,01 0,65 2,940,1 4,94
20 2,03+0,01 0,70 2,75+0,05 1,79
30 1,78+0,05 2,78 2,6+0,1 4,20
5 2,38+0,01 0,59 2,98+0,03 0,84
10 2,15+0,08 3,63 2,81+0,05 1,61
100 15 1,88+0,04 2,26 2,57+0,04 1,65
20 1,71+0,04 2,48 2,37+0,06 2,51
30 1,50+0,07 4,30 2,22+0,01 0,40
5 2,10+0,01 0,67 2,77+0,03 1,02
10 1,6940,08 5,02 2,27£0,01 0,44
105 15 1,45+0,01 0,78 2,14+0,03 1,19
20 1,24+0,08 6,30 1,92+0,03 1,37
30 1,07£0,04 5,77 1,840,1 6,20
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Tabela 5.26. Sadrzaj ukupnih flavonoida u dzemovima od malina sa veéim i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  Dzem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vremfe Secera Secera
(°C) kuvaTnJa CsrtSD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg CE/g) (mg CE/g)

0,34+0,01" 2,94 0,588+0,001" 0,17
5 0,28+0,01 3,57 0,573+0,001 0,17
10 0,26+0,01 3,85 0,539+0,001 0,19
90 15 0,245+0,007 2,86 0,510+0,002 0,39
20 0,228+0,006 2,63 0,494+0,001 0,20
30 0,210+0,004 1,90 0,419+0,002 0,48
5 0,27+0,01 3,70 0,563+0,004 0,71
10 0,244+0,003 1,23 0,512+0,005 0,98
95 15 0,222+0,004 1,80 0,466+0,004 0,86
20 0,205+0,005 2,44 0,431+0,005 1,16
30 0,185+0,005 2,70 0,371+0,006 1,62
5 0,257+0,006 2,33 0,543+0,008 1,47
10 0,227+0,007 3,08 0,475+0,007 1,47
100 15 0,186+0,005 2,69 0,40+0,01 2,50
20 0,171+0,004 2,34 0,37+0,01 2,70
30 0,151+0,006 3,97 0,323+0,004 1,24
5 0,244+0,003 1,23 0,521+0,003 0,58
10 0,204+0,003 1,47 0,406+0,008 1,97
105 15 0,148+0,004 2,70 0,353+0,008 2,27
20 0,131+0,003 2,29 0,315+0,007 2,22
30 0,115+0,002 1,74 0,29+0,01 3,45
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Tabela 5.27. Sadrzaj ukupnih flavonoida u dzemovima od kupina sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  Dzem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem? Secera Secera
(°C) kuvaTnja CsrxSD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg CE/qg) (mg CE/qg)

0,203+0,002" 0,98 0,247+0,003" 1,21
5 0,175+0,005 2,86 0,224+0,003 1,34
10 0,164+0,003 1,83 0,213+0,001 0,47
90 15 0,148+0,001 0,67 0,199+0,005 2,51
20 0,140+0,002 1,43 0,180+0,006 3,33
30 0,131+0,005 3,82 0,17+0,01 5,88
5 0,17+0,01 5,92 0,22+0,00 0,00
10 0,151+0,003 1,99 0,197+0,003 1,52
95 15 0,136+0,003 2,21 0,180+0,002 1,11
20 0,120+0,002 1,67 0,166+0,007 4,22
30 0,110+0,005 4,54 0,143+0,003 2,10
5 0,160+0,002 1,25 0,21+0,01 4,76
10 0,129+0,002 1,55 0,184+0,005 2,72
100 15 0,117+0,003 2,56 0,165+0,002 1,21
20 0,095+0,000 0,00 0,148+0,001 0,67
30 0,076+0,002 2,63 0,130+0,002 1,54
5 0,15+0,01 6,67 0,205+0,005 2,44
10 0,112+0,007 6,25 0,177+0,003 1,69
105 15 0,095+0,005 5,26 0,150+0,003 2,00
20 0,080+0,002 2,50 0,125+0,002 1,60
30 0,061+0,001 1,64 0,109+0,002 1,83
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Tabela 5.28. Sadrzaj ukupnih flavonoida u dzemovima od borovnica sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  Dzem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem? SecCera Secera
(°C) kuvénja Cs+SD CstSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg CE/qg) (mg CE/qg)

0,348+0,004" 1,15 0,399+0,003" 0,75
5 0,302+0,006 1,98 0,388+0,001 0,26
10 0,262+0,004 1,53 0,355+0,001 0,28
90 15 0,227+0,001 0,44 0,322+0,001 0,31
20 0,20040,002 1,00 0,3040,002 0,66
30 0,182+0,003 1,65 0,291+0,002 0,69
5 0,295+0,001 0,34 0,383+0,002 0,52
10 0,251+0,001 0,40 0,343+0,003 0,87
95 15 0,205+0,003 1,46 0,299+0,004 1,34
20 0,182+0,001 0,55 0,283+0,001 0,35
30 0,162+0,001 0,62 0,270+0,001 0,37
5 0,281+0,001 0,36 0,374+0,003 0,80
10 0,235+0,001 0,43 0,314+0,001 0,32
100 15 0,191+0,003 1,57 0,273+0,001 0,37
20 0,171+0,001 0,58 0,253+0,003 1,18
30 0,152+0,002 1,32 0,237+0,001 0,42
5 0,275+0,002 0,73 0,360+0,002 0,55
10 0,217+0,001 0,46 0,298+0,004 1,34
105 15 0,171+0,002 1,17 0,251+0,001 0,40
20 0,156+0,001 0,64 0,227+0,003 1,32
30 0,138+0,002 1,45 0,214+0,004 1,87
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Tabela 5.29. Sadrzaj ukupnih flavonoida u dZemovima od jagoda sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  DZem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vremfa Secera Secera
(°C) kuvaTnja CsrtSD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mg CE/g) (mg CE/g)

0,287+0,003* 1,05 0,358+0,001* 0,28
5 0,254+0,005 1,97 0,335+0,003 0,89
10 0,229+0,008 3,50 0,329+0,005 1,52
90 15 0,217+0,003 1,39 0,310+0,002 0,65
20 0,193+0,001 0,52 0,291+0,005 1,72
30 0,167+0,001 0,60 0,279+0,008 2,86
5 0,248+0,005 2,02 0,329+0,005 1,52
10 0,218+0,001 0,46 0,303+0,008 2,64
95 15 0,192+0,003 1,56 0,295+0,001 0,34
20 0,175+0,007 3,99 0,276+0,005 1,81
30 0,148+0,005 3,38 0,247+0,003 1,22
5 0,231+0,001 0,43 0,316+0,005 1,58
10 0,204+0,001 0,49 0,285+0,003 1,05
100 15 0,170+0,003 1,77 0,266+0,005 1,88
20 0,157+0,005 3,18 0,257+0,009 3,50
30 0,135+0,001 0,74 0,224+0,007 3,12
5 0,226+0,007 3,10 0,303+0,005 1,65
10 0,182+0,003 1,65 0,257+0,008 3,11
105 15 0,152+0,003 1,98 0,221+0,007 3,17
20 0,133+0,005 3,77 0,204+0,002 0,98
30 0,108+0,007 6,49 0,193+0,005 2,59
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Slika 5.50. Promena sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u dzemu od malina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom

kuvanja na razli¢itim temperaturama
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Slika 5.51. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dzemu od malina sa: a) ve¢im i

b) manjim sadrzajem Seéera
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Slika 5.52. Promena sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemu od kupina sa a) veé¢im i b) manjim sadrzajem Sec¢era tokom

kuvanja na razli¢itim temperaturama
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Slika 5.53. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZemu od kupina sa: a) veé¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.54. Promena sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u dzemu od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera

tokom kuvanja na razli¢itim temperaturama

= Vreme < Vreme
g kuvanja = 5 kuvanja
& (min) & 4 (min)
Q @ 3 = =10)
a ) 5 'é < ) |5
o1 410 =9 e
£ =2
o u M15 SE1 115
5 20 9 0 120
5 = 30
& 1430 3
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
a) b)

Slika 5.55. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZzemu od borovnica sa: a) ve¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.56. Promena sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u dzemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Seéera tokom

kuvanja na razli¢itim temperaturama
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Slika 5.57. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u dZzemu od jagoda sa: a) vec¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.58. Promena sadrzaja ukupnih flavonoida u dzemu od malina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem $ecera tokom kuvanja na
razli¢itim temperaturama
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Slika 5.59. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih flavonoida u dzemu od malina sa: a) ve¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.60. Promena sadrzaja ukupnih flavonoida u dzemu od kupina sa a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja na

razli¢itim temperaturama
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Slika 5.61. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih flavonoida u dZemu od kupina sa: a) ve¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.62. Promena sadrzaja ukupnih flavonoida u dzemu od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja

na razli¢itim temperaturama

0.4 Vrem? 04 Vreme
= kuvanja S v kuvanja
Es83 Ny : (min) 5§ 03 (min)

- = >
258, p = e
DB E 20 5
< = = 110 g0
g 01 g201 u10
15 5 E u15
0.0 420 g o 120
90 95 100 105 130 E 90 95 100 105 430
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
a) b)

Slika 5.63. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih flavonoida u dzemu od borovnica sa: a) ve¢im i

b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.64. Promena sadrzaja ukupnih flavonoida u dzemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja na

razli¢itim temperaturama
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Slika 5.65. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih flavonoida u dZemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim

sadrzajem Secera
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5.5.2. Termicka degradacija ukupnih antocijana

Rezultati odredivanja ukupnih antocijana u dZemovima od malina, Kupina,
borovnica i jagoda su prikazani u tabelama 5.30-5.33. Graficki prikaz promene
koncentracije ukupnih monomernih antocijana tokom kuvanja dZzemova dat je na slikama
5.66.-5.73.

Sadrzaj ukupnih antocijana se smanjuje sa porastom temperature i duzine kuvanja u
obe vrste dzema, pri ¢emu je smanjenje izrazenije u dZemu sa ve¢im sadrzajem Secera.
Najmanji gubitak u sadrzaju ukupnih antocijana detektovan je nakon 5 minuta kuvanja na
90 °C i iznosi: 27,92% u dZzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i 6,33% u dzemu od
malina sa manjim sadrzajem Secera; 32,47% u dzemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera
i 3,47% u dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 26,40% u dzemu od borovnica sa
ve¢im sadrzajem Secera i 5,16% u dZemu od borovnica sa manjim sadrZajem Secera; 19,84%
U dZzemu od jagoda sa ve¢im sadrZajem Secera 1 6,62% u dZemu od jagoda sa manjim
sadrzajem Secera.

Najveci gubitak u sadrzaju ukupnih antocijana detektovan je nakon 30 minuta
kuvanja na 105 °C i iznosi 84,42% u dzemu od malina sa ve¢im sadrZajem Secera i 57,76%
u dZemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 81,38% u dZemu od kupina sa ve¢im
sadrzajem Secerai57,03% u dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 76,02% u dzemu
od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera i 49,60% u dzemu od borovnica sa manjim
sadrZajem Secera; 82,26% u dZzemu od jagoda sa ve¢im sadrZajem Secera i 54,17% u dZzemu
od jagoda sa manjim sadrZajem Secera.

Na osnovu dobijenih podataka, moze se zakljuciti da su promene u sadrZaju ukupnih
monomernih antocijana izrazenije u dzemovima sa ve¢im sadrzajem Secera u poredenju sa
dZemovima sa manjim sadrZajem Secera.

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih monomernih antocijana u svim uzorcima
dzemova izrazeni su kao srednja vrednosttstandardna devijacija (cs=SD, n=3), dok je

pocetna koncentracija (pre pocetka kuvanja) oznacena zvezdicom (*).
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Tabela 5.30. Sadrzaj ukupnih antocijana u dzemovima od malina sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  DZem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem'e Secera Secera
(°C) kuva_nja Cs+SD Cs+SD RSD
(min) RSD (%)
(mg cy-3-glu/g) (mgcy-3-glu/g) (%)
0,57+0,01" 1,75 0,69+0,01" 1,45
5 0,409+0,003 0,73 0,641+0,006 0,94
10 0,38+0,01 2,63 0,596+0,008 1,34
90 15 0,352+0,006 1,70 0,570+0,008 1,40
20 0,298+0,003 1,01 0,52+0,01 1,92
30 0,275+0,006 2,18 0,448+0,005 1,12
5 0,390+0,008 2,05 0,612+0,006 0,98
10 0,336+0,008 2,38 0,560+0,004 0,71
95 15 0,302+0,003 0,99 0,525+0,006 1,14
20 0,239+0,004 1,67 0,466+0,008 1,72
30 0,189+0,003 1,59 0,411+0,008 1,95
5 0,354+0,002 0,56 0,596+0,009 1,51
10 0,274+0,004 1,46 0,511+0,008 1,57
100 15 0,230+0,007 3,04 0,469+0,003 0,64
20 0,158+0,002 1,27 0,428+0,006 1,40
30 0,136+0,003 2,21 0,350+0,006 1,71
5 0,327+0,004 1,22 0,568+0,006 1,06
10 0,230+0,005 2,17 0,454+0,006 1,32
105 15 0,156+0,001 0,64 0,404+0,002 0,50
20 0,126+0,001 0,79 0,324+0,004 1,23
30 0,088+0,001 1,14 0,289+0,003 1,04
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Tabela 5.31. Sadrzaj ukupnih antocijana u dzemovima od kupina sa veéim i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  DZzem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vremfa Secera Secera
(°C) kuvéma Cs+SD Cs+SD RSD
(min) RSD (%)
(mg cy-3-glu/g) (mgcy-3-glu/g) (%)
0,953+0,002" 0,21 1,02+0,01" 0,98
5 0,643+0,001 0,15 0,981+0,003 0,31
10 0,612+0,001 0,16 0,903+0,001 0,11
90 15 0,586+0,002 0,34 0,866+0,004 0,46
20 0,543+0,001 0,18 0,767+0,003 0,39
30 0,474+0,002 0,42 0,68+0,04 5,88
5 0,615+0,003 0,49 0,946+0,002 0,21
10 0,564+0,003 0,53 0,852+0,001 0,12
95 15 0,461+0,002 0,43 0,781+0,002 0,26
20 0,435+0,000 0,00 0,68+0,01 1,47
30 0,388+0,002 0,51 0,587+0,003 0,51
5 0,573+0,003 0,52 0,904+0,004 0,44
10 0,470+0,001 0,21 0,784+0,002 0,25
100 15 0,354+0,003 0,85 0,684+0,002 0,29
20 0,320+0,002 0,62 0,631+0,001 0,16
30 0,271+0,001 0,37 0,54+0,01 1,85
5 0,527+0,003 0,57 0,859+0,002 0,23
10 0,369+0,002 0,54 0,685+0,002 0,29
105 15 0,230+0,003 1,30 0,580+0,003 0,52
20 0,203+0,003 1,48 0,51+0,01 1,96
30 0,177+0,002 1,13 0,437+0,002 0,46
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Tabela 5.32. Sadrzaj ukupnih antocijana u dZzemovima od borovnica sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im sadrzajem  Dzem sa manjim sadrzajem

Temperatura Vrem'e Secera Secera
(°C) kuva_nja CsrtSD CsrtSD” RSD
(min) RSD (%)
(mg cy-3-glu/g) (mg cy-3-glu/g) (%)
1,88+0,01" 0,53 2,41+0,02" 0,83
5 1,39+0,01 0,72 2,28+0,02 0,88
10 1,26+0,01 0,79 2,14+0,04 1,87
90 15 1,16+0,02 1,72 1,98+0,02 1,01
20 1,07£0,01 0,93 1,83+0,02 1,09
30 0,93+0,01 1,07 1,63+0,05 3,07
5 1,33+0,01 0,75 2,21+0,06 2,71
10 1,11+0,01 0,90 2,01+0,03 1,49
95 15 0,98+0,02 2,04 1,79+0,06 3,35
20 0,86+0,02 2,32 1,64+0,03 1,83
30 0,72+0,01 1,39 1,44+0,04 2,78
5 1,20+0,02 1,67 2,12+0,05 2,36
10 0,99+0,02 2,02 1,85+0,08 4,32
100 15 0,81+0,02 2,47 1,68+0,04 2,38
20 0,73+0,01 1,37 1,51+0,02 1,32
30 0,61+0,01 1,64 1,35+0,02 1,48
5 1,11+0,01 0,90 2,04+0,03 1,47
10 0,84+0,01 1,19 1,7310,01 0,58
105 15 0,64+0,01 1,56 1,46+0,02 1,37
20 0,53+0,01 1,87 1,30£0,02 1,54
30 0,45+0,01 2,22 1,21+0,01 0,83
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Tabela 5.33. Sadrzaj ukupnih antocijana u dZzemovima od jagoda sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Vreme Dzem sa ve¢im sadrzajem  Dzem sa manjim sadrzajem

Temperatura kuvanja Secera Secera

(°C) (min) CstSD RSD (%) CsrtSD RSD
(mg cy-3-glu/g) (mg cy-3-glu/g) (%)

0,48+0,01* 1,37 0,641+0,002* 0,35

5 0,39+0,02 6,27 0,60+0,02 2,77

10 0,357+0,004 1,13 0,57+0,01 2,00

90 15 0,32+0,01 1,80 0,51£0,01 2,11

20 0,28+0,01 2,23 0,48+0,02 3,28

30 0,22+0,01 4,94 0,42+0,02 5,78

5 0,37+0,02 6,55 0,58+0,04 6,65

10 0,33+0,01 3,83 0,524+0,005 0,88

95 15 0,30+0,01 3,90 0,48+0,02 4,72

20 0,24+0,01 5,33 0,429+0,001 0,24

30 0,19+0,01 2,99 0,37+0,02 6,07

5 0,35+0,01 3,26 0,57+0,01 1,77

10 0,29+0,01 4,83 0,50+0,02 3,43

100 15 0,25+0,02 6,27 0,45+0,04 8,13

20 0,20+0,01 5,29 0,40+0,02 5,20

30 0,14+0,01 4,96 0,32+0,01 3,85

5 0,321+0,004 1,39 0,524+0,007 1,33

10 0,25+0,01 2,52 0,45+0,03 7,57

105 15 0,16+0,01 6,28 0,40£0,02 6,23

20 0,12+0,01 6,21 0,35+0,03 8,37

30 0,09+0,01 7,07 0,29+0,01 4,14
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Slika 5.66. Promena sadrzaja ukupnih antocijana u dzemu od malina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem $ecera tokom kuvanja na razli¢itim
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Slika 5.67. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih antocijana u dZemu od malina sa: a) veé¢im i b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.68. Promena sadrzaja ukupnih antocijana u dzemu od kupina sa a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja na razli¢itim
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Slika 5.69. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih antocijana u dzemu od kupina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera
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Slika 5.70. Promena sadrzaja ukupnih antocijana u dZzemu od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim sadrZajem Secera tokom kuvanja na razli¢itim
temperaturama
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Slika 5.71. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrzaj ukupnih antocijana u dzemu od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem
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Slika 5.72. Promena sadrzaja ukupnih antocijana u dzemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja na razli¢itim
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Slika 5.73. Uticaj temperature i vremena kuvanja na sadrZaj ukupnih antocijana u dZzemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera
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Kineti¢ki parametri reakcije degradacije ukupnih monomernih antocijana tokom
kuvanja dzemova od malina, kupina, borovnica i jagoda dati su u tabelama 5.34.-5.37.

Brzina reakcije degradacije antocijana raste sa porastom temperature i vremena
kuvanja dzemova i sledi reakciju prvog reda. Kineticka jednacina reakcije prvog reda je data

slede¢im izrazom 5.1. (Kirca i Cemeroglu, 2003; Harbourne i sar., 2008):

c=c,e ™ (5.1)
gde je:

¢ — koncentracija ukupnih monomernih antocijana nakon vremena t (mg/g), co —
pocetna koncentracija ukupnih monomernih antocijana (mg/g), t — vreme trajanja reakcije
(min), k — konstanta brzine reakcije prvog reda (min™).

Arenijusova jednacina (5.2) pokazuje uticaj temperature na konstantu brzine

hemijske reakcije:
k= Ae ®/FT (5.2)

gde je: A — predeksponencijalni faktor (s*), Ea — energija aktivacije (kJ/mol), R —
univerzalna gasna konstanta (8,314 J/molK), T — apsolutna temperatura (K).

Iz graficke zavisnosti In(c/co) = f(t), na osnovu nagiba datih pravih (slika 5.62a-d)
izraCunate su konstante brzine reakcije degradacije. Visoke vrednosti koeficijenta
determinacije, (0,9410<r?<0,9895 za dzem od malina, 0,9009<r?><0,9891 za dzem od
kupina, 0,9724<r?<0,9978 za dzem od borovnica i 0,9601<r?><0,9984 za dzem od jagoda),
takode idu u prilog tvrdnji da je u pitanju reakcija prvog reda (tabele 5.34.-5.37).

Vreme poluraspada (ti2) je vreme potrebno da se za polovinu smanji pocetna

koncentracija antocijana i izracunato je prema jednacini (5.3):

~In(05)

to = (5.3)

U dZzemovima sa veCom koli¢inom Secera zapazeno je priblizno dvostruko
smanjenje vremena poluraspada antocijana i skoro dvostruko poveéanje konstante brzine
reakcije degradacije. Vreme poluraspada antocijana, ti2, u dzemovima sa manjim sadrzajem
Secera krece se od 12,9 minuta do 28,4 minuta, dok je kod dzemova sa ve¢im sadrzajem

Secera U opsegu od 5,9 minuta do 15,9 minuta.
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Zavisnost logaritma konstante brzine reakcije od temperature kuvanja dzemova od
malina, kupina, borovnica i jagoda sa ve¢im i manjim sadrzajem Secera graficki je prikazana
na slici 5.74.

Energija aktivacije za reakcije degradacije ukupnih monomernih antocijana
izraCunate su iz logaritamskog oblika Arenijusove jednacine, a na osnovu nagiba datih
pravih (slika 5.62) i iznose 68,9 kJ/mol u dzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i
53,6 kJ/mol u dzemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 57,4 kJ/mol u dzemu od kupina
sa ve¢im sadrzajem Secera i 48,0 kJ/mol u dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera;
51,0 kJ/mol u dzemu od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera i 40,0 kJ/mol u dzemu od
borovnica sa manjim sadrzajem Secera; 61,0 kJ/mol u dZemu od jagoda sa ve¢im sadrzajem
Secera 1 47,0 kJ/mol u dzemu od jagoda sa manjim sadrzajem Secera.

Visa vrednost energije aktivacije reakcije degradacije ukupnih antocijana u
dZzemovima sa ve¢im sadrzajem SeCera ukazuje na Cinjenicu da je degracija ukupnih
antocijana u ovoj vrsti dzema osetljivija na temperaturne promene u odnosu na dZzemove sa
manjim sadrzajem Secera.

Dobijene vrednosti energija aktivacije reakcije degradacije ukupnih monomernih
antocijana u dzemovima su u saglasnosti sa literaturnim podacima koji se odnose na
termalnu degradaciju antocijana iz zove i crne ribizle (56 kJ/mol i 50 kJ/mol) (Dyrby i sar.,
2001), kao i na termalnu degradaciju antocijana u soku i koncentratu od kupine (65,06
kJ/mol i 75,5 kJ/mol) (Wang i Xu, 2007). Takode, dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima istrazivanja De Rosso i Mercandante (2007), gde je pokazano da dodatak Secera
ima negativan uticaj na stabilnost antocijana iz tropskog voca. Pionirski rad Meschter-a
(1953) je pokazao da Seceri i degradacioni produkti Sec¢era ubrzavaju degradaciju pigmenata

jagode.
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Tabela 5.34. Uticaj temperature kuvanja na vrednost konstante brzine (k), vremena
poluraspada (t12) i energije aktivacije (Ea) degradacije ukupnih monomernih antocijana u

uzorcima dzema od malina sa ve¢im i manjim sadrzajem Secera

Dzem od malina sa ve¢im sadrzajem Secera

o kx10? 5 tu2 Ea
Temperatura (°C) ity r (min) (ky/mol)
90 4,540,1 0,9410 153
95 6.8+0,1 0,9835 101 sgs1
100 8.940.3 0,9678 7.8
105 11,6+0,2 0,9799 5.9
DzZem od malina sa manjim sadrzajem Secera
0 kx10? 2 ti Ea
Temperatura (°C) (min) r (min) (ky/mol)
9 26402 0,9871 26,3
95 3.240,1 0,9862 21.8 c110
100 4,240,1 0,9895 16,6
105 5.4+0,2 0,9802 12.9

Tabela 5.35. Uticaj temperature kuvanja na vrednost konstante brzine (k), vremena
poluraspada (t12) i energije aktivacije (Ea) degradacije ukupnih monomernih antocijana u

uzorcima dzema od kupina sa ve¢im i manjim sadrzajem Secéera

Dzem od kupina sa ve¢im sadrZzajem Secera

o kx10? ’ tio Ea
Temperatura (°C) (min) r (min) (ky/mol)
90 4,4+0,2 0,9868 15,9
95 5,6+0,1 0,9077 12,3
100 7,940,2 0,9009 8,8 57,4+0,5
105 10,5+0,5 0,9386 6,6
DzZem od kupina sa manjim sadrzajem Secera
. kx10? ) ti Ea
Temperatura (°C) (min‘t) r (min) (ky/mol)
90 2,5+0,4 0,9813 27,7
95 3,440,2 0,9891 20,2 4841
100 3,9+0,3 0,9649 17,6
105 5,3+0,5 0,9256 13,1
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Tabela 5.36. Uticaj temperature kuvanja na vrednost konstante brzine (k), vremena
poluraspada (t12) i energije aktivacije (Ea) degradacije ukupnih monomernih antocijana u

uzorcima dzema od borovnica sa ve¢im i manjim sadrZajem Secera

DzZem od borovnica sa ve¢im sadrzajem Secera

° kX102 2 t1r Ea
Temperatura (°C) (min) r (min) (kJ/mol)
90 4,4+0,3 0,9948 15,7
95 6,0+0,3 0,9857 11,5 5141
100 7,1+0,5 0,9724 9,8
105 8,9+0,4 0,9908 7,8
DZem od borovnica sa manjim sadrzajem Secera
0 kx10 2 ti2 Ea
Temperatura (°C) (min) r (min) (ki/mol)
90 2,4+0,1 0,9947 28,4
95 3,2+0,2 0,9978 21,8 4041
100 3,61+0,1 0,9889 19,1
105 4,3+0,2 0,9904 16,2

Tabela 5.37. Uticaj temperature kuvanja na vrednost konstante brzine (k), vremena
poluraspada (t12) i energije aktivacije (Ea) degradacije ukupnih monomernih antocijana u

uzorcima dZzema od jagoda sa ve¢im i manjim sadrzajem Secera

DzZem od jagoda sa ve¢im sadrZajem Secera

° kX102 2 t1/2 Ea
Temperatura (°C) (min) r (min) (ky/mol)
90 5,240,1 0,9881 13,4
95 6,310,1 0,9925 11,0 6143
100 8,1+0,1 0,9953 8,6
105 11,5+0,3 0,9601 6,0
DzZem od jagoda sa manjim sadrzajem Secera
° kx102 2 t1/2 Ea
Temperature (°C) (mint) r (min) (ky/mol)
90 2,840,1 0,9881 24,5
95 3,610,1 0,9877 19,3 47+1
100 4,5+0,2 0,9984 15,3
105 5,240,1 0,9832 13,3

221



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢
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Slika 5.74. Zavisnost logaritma konstante brzine degradacije ukupnih monomernih antocijana od recipro¢ne vrednosti temperature u

dzemovima od: a) malina, b) kupina, c) borovnica i d) jagoda sa ve¢im i manjim sadrzajem Secera
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5.5.3. Uticaj zagrevanja na antioksidativnu aktivnost dZzemova

Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti dzemova od malina, kupina,
borovnica i jagoda prikazani su u tabelama 5.38-5.41., a izrazeni su kao srednja
vrednosttstandardna devijacija (cs£SD, n=3). Antioksidativna aktivnost uzoraka dzemova
pre pocetka zagrevanja oznacena je zvezdicom (*). Graficki prikaz promene antioksidativne
aktivnosti tokom kuvanja dzemova prikazan je na slikama 5.75-5.82.

Antioksidativna aktivnost dZzemova sa manjim sadrzajem Secera veca je u odnosu na
dzemove sa ve¢im sadrzajem Secera, S$to je u skladu sa sadrzajem ukupnih flavonoida i
antocijana u ovim proizvodima.

Najmanji gubitak antioksidativne aktivnosti uocava se nakon 5 minuta kuvanja na
90 °C i iznosi 14,02% u dZzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i 9,21% u dzemu od
malina sa manjim sadrzajem Secera; 10,46% u dZemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera
1 8,29% u dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 9,98% u dZemu od borovnica sa
ve¢im sadrZajem Secera 1 5,69% u dZemu od borovnica sa manjim sadrZajem Secera; 3,83%
u dZemu od jagoda sa ve¢im sadrZajem Secera i 2,00% u dZemu od jagoda sa manjim
sadrzajem Secera.

Sa porastom temperature i duzine kuvanja antioksidativna aktivnost opada. Najveci
gubitak antioksidativne aktivnosti je nakon 30 minuta kuvanja na 105 °C i iznosi 67,03% u
dzemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secera i 39,95% u dzemu od malina sa manjim
sadrZajem Secera; 68,64% u dZemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera i 35,19% u dzemu
od kupina sa manjim sadrzajem Secera; 68,64% u dZemu od borovnica sa ve¢im sadrzajem
Secera 1 38,58% u dZzemu od borovnica sa manjim sadrzajem Secera; 60,69% u dzemu od
jagoda sa ve¢im sadrzajem Secera i 46,69% u dZemu od jagoda sa manjim sadrZajem Secera.

Dobijeni rezultati koji se odnose na smanjenje sadrzaja ukupnih polifenola,
flavonoida 1 antocijana, kao 1 na smanjenje antioksidativne aktivnosi dZzemova su u
saglasnosti sa podacima iz literature. U radu Rababah i saradnika (2011) pokazano je da
pripremanje dZzemova i skladistenje u toku pet meseci uzrokuje smanjenje sadrzaja ukupnih
polifenola, ukupnih antocijana, kao i antioksidativne aktivnosti dzemova od jagoda, visanja,
kajsija, smokava i narandzi. U studiji Garcia-Viguera i saradnika (1998) zabelezeno je
smanjenje sadrzaja ukupnih antocijana do 40% prilikom pripreme dzema od crvenih malina.
Prilikom kuvanja dZema od jagode duZe od 15 minuta, dolazi do smanjenja u sadrZaju

ukupnih antocijana do 80% (Garcia-Viguera i Zafrilla, 2001).
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Tabela 5.38. Antioksidativna (DPPH) aktivnost dzemova od malina sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

DZem sa ve¢im DZem sa manjim
Temperatura Vrem.e sadrzajem Secera sadrzajem Secera
(°C) kuvaTnja Csr£SD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mmol TE/g) (mmol TE/Q)
3,27+0,03" 0,92 4,08+0,06 1,47
5 2,81+0,01 0,36 3,71+0,03 0,81
10 2,54+0,02 0,79 3,62+0,01 0,28
90 15 2,39+0,03 1,26 3,55+0,01 0,28
20 2,08+0,04 1,92 3,37+0,01 0,30
30 1,88+0,02 1.06 3,17+0,01 0,32
5 2,73+0,01 0,37 3,66+0,01 0,27
10 2,35+0,02 0,85 3,52+0,01 0,28
95 15 2,15+0,02 0,93 3,40+0,01 0,29
20 1,74+0,03 1,72 3,12+0,01 0,32
30 1,53+0,01 0,65 2,94+0,01 0,34
5 2,58+0,03 1,16 3,59+0,01 0,29
10 2,13+0,01 0,47 3,38+0,01 0,30
100 15 1,70+0,01 0,59 3,18+0,01 0,31
20 1,58+0,05 3,16 2,85+0,01 0,35
30 1,33+0,02 1,50 2,73+0,02 0,73
5 2,44+0,04 1,71 3,55+0,01 0,28
10 1,99+0,03 1,24 3,13+0,03 0,96
105 15 1,48+0,04 2,68 2,81+0,01 0,36
20 1,25+0,04 3,39 2,63+0,02 0,76
30 1,08+0,04 4,00 2,45+0,02 0,82
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Tabela 5.39. Antioksidativna (DPPH) aktivnost dzemova od kupina sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im Dzem sa manjim sadrzajem
Temperatura Vrem? sadrzajem Secera Secera
(°C) kuvaTnja CsrxSD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mmol TE/Q) (mmol TE/g)

0,426+0,005" 1,17 0,326+0,001" 0,31
5 0,38+0,02 5,26 0,299+0,002 0,67
10 0,337+0,008 2,37 0,296+0,003 1,01
90 15 0,307+0,000 0,0 0,29+0,01 3,45
20 0,263+0,006 2,54 0,281+0,002 0,71
30 0,210+0,005 2,38 0,27+0,01 3,70
5 0,37+£0,01 2,70 0,296+0,003 1,01
10 0,314+0,005 1,59 0,287+0,001 0,35
95 15 0,280+0,009 3,21 0,283+0,001 0,35
20 0,233+0,003 1,29 0,272+0,003 1,10
30 0,178+0,001 0,56 0,257+0,001 0,39
5 0,357+0,003 0,84 0,290+0,002 0,69
10 0,3+0,0 0,00 0,280+0,002 0,71
100 15 0,244+0,004 1,64 0,271+0,005 1,85
20 0,206+0,002 0,97 0,26+0,01 3,84
30 0,2+0,0 0,0 0,236+0,003 1,27
5 0,342+0,003 0,88 0,286+0,005 1,75
10 0,247+0,007 2,83 0,268+0,001 0,37
105 15 0,200+0,003 1,50 0,247+0,002 0,81
20 0,164+0,003 1,83 0,241+0,002 0,83
30 0,134+0,004 2,98 0,211+0,005 2,37
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Tabela 5.40. Antioksidativna (DPPH) aktivnost dZemova od borovnica sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im Dzem sa manjim
Temperatura Vrem-e sadrzajem Secera sadrzajem Secera
(°C) kuvéma CartSD” CsrxSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mmol TE/g) (mmol TE/Q)
3,01+0,05" 1,66 3,55+0,08" 2,25
5 2,71+0,03 1,11 3,35+0,07 2,09
10 2,38+0,01 0,42 3,30+£0,04 1,21
90 15 2,14+0,01 0,47 3,24+0,06 1,85
20 1,86+0,04 2,15 3,18+0,02 0,63
30 1,48+0,02 1,35 3,08+0,03 0,97
5 2,63+0,07 2,66 3,32+0,08 2,41
10 2,22+0,02 0,90 3,25+0,04 1,23
95 15 1,99+0,04 2,01 3,12+0,01 0,32
20 1,65+0,02 1,21 3,05+0,01 0,33
30 1,26+0,02 1,59 2,85+0,04 1,40
5 2,56+0,06 2,34 3,28+0,02 0,61
10 1,97+0,02 1,01 3,18+0,03 0,94
100 15 1,67+0,03 1,80 3,05+0,02 0,66
20 1,39+0,02 1,44 2,91+0,04 1,37
30 1,11+0,06 5,40 2,68+0,03 1,12
5 2,47+£0,02 0,81 3,20+0,03 0,94
10 1,77+0,01 0,56 3,08+0,05 1,62
105 15 1,37+0,01 0,73 2,92+0,03 1,03
20 1,16+0,02 1,72 2,76x0,03 1,09
30 0,95+0,01 1,05 2,23+0,06 2,69
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Tabela 5.41. Antioksidativna (DPPH) aktivnost dzemova od jagoda sa ve¢im i manjim

sadrzajem Secera

Dzem sa ve¢im Dzem sa manjim
Temperatura Vremfa sadrzajem Secera sadrzajem Secera
(°C) kuvénja CsrtSD CsrtSD
(min) RSD (%) RSD (%)
(mmol TE/Q) (mmol TE/g)
2,20+0,07* 3,34 2,88+0,02* 0,82
5 2,119+0,003 0,15 2,82+0,09 3,02
10 2,04+0,04 1,91 2,75%0,03 0,96
90 15 1,9+0,1 5,01 2,60+0,02 0,58
20 1,80+0,05 2,58 2,54+0,02 0,90
30 1,63+0,03 1,76 2,46+0,07 2,92
5 2,04+0,05 2,39 2,71+0,05 1,75
10 1,87+0,07 3,65 2,60+0,03 1,18
95 15 1,76+0,09 4,86 2,40+0,02 0,81
20 1,65+0,03 1,55 2,26+0,07 2,93
30 1,33+0,05 3,43 2,15+0,09 4,27
5 1,91+0,06 3,01 2,58+0,07 2,82
10 1,72+0,09 5,43 2,31+0,02 0,86
100 15 1,603+0,003 0,17 2,1+0,1 5,58
20 1,39+0,01 1,00 1,97+0,2 8,33
30 1,11+0,06 5,10 1,79+0,01 0,53
5 1,86+0,05 2,92 2,40+0,06 2,59
10 1,62+0,06 4,00 2,08+0,06 2,65
105 15 1,28+0,06 5,05 1,97+0,04 2,09
20 1,15+0,02 1,39 1,76+0,04 2,01
30 0,87+0,01 1,52 1,53+0,06 3,78
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Slika 5.75. Promena antioksidativne DPPH aktivnosti dZzema od malina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja
na razli¢itim temperaturama
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Slika 5.76. Uticaj temperature i vremena kuvanja na antioksidativnu aktivnost dzema od malina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem

SeCera
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Slika 5.78. Uticaj temperature i vremena kuvanja na antioksidativnu aktivnost dZzema od kupina sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem

Secera
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Slika 5.79. Promena antioksidativne aktivnosti u dzemu od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem Secera tokom kuvanja na
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Slika 5.80. Uticaj temperature i vremena kuvanja na antioksidativnu DPPH aktivnost dzema od borovnica sa: a) ve¢im i b) manjim

sadrzajem Secera
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Slika 5.81. Promena antioksidativne aktivnosti u dzemu od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim sadrzajem $ecera tokom kuvanja na

razli¢itim temperaturama
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Slika 5.82. Uticaj temperature i vremena kuvanja na antioksidativnu DPPH aktivnost dZema od jagoda sa: a) ve¢im i b) manjim

sadrzajem Secera
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5.5.4. Termicka degradacija pojedina¢nih antocijana

Primenom HPLC analize, u dZemovima od malina su identifikovani sledeci
pojedinacni antocijani: cijanidin-3-soforozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid i
pelargonidin-3-soforozid. Cijanidin-3-soforozid je najzastupljeniji, a zatim slede cijanidin-
3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid i pelargonidin-3-soforozid.

U dZemu od malina sa manjim sadrzajem Secera je primecena veca stabilnost
pojedinacnih antocijana, sa manjim gubicima na svim primenjenim temperaturama kuvanja.
Najmanji gubitak u sadrzaju cijanidin-3-soforozida, cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-
rutinozida i pelargonidin-3-soforozida, zabelezen je nakon 5 minuta kuvanja na 90 °C i
iznosi 35,6%, 38,4%, 29,6% i 10,1% u dzemu sa veéim sadrzajem Secera i 13,4%, 24,6%,
11,7% i 4,47% u dzemu sa manjim sadrzajem Secera. Najveci gubitak u sadrzaju cijanidin-
3-soforozida, cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida i pelargonidin-3-soforozida je
zabelezen nakon 30 minuta kuvanja na 105 °C i iznosi 74,5%, 81,1%, 71,7% i 56,4% u
dzemu sa ve¢im sadrzajem Secera i 44,2%, 55,1%, 42,6% i 42,2% u dZemu sa manjim
sadrzajem Secera.

Prema dobijenim rezultatima (tabele 5.42. i 5.43.), pelargonidin-3-soforozid je bio
najstabilniji antocijan u obe vrste dzema. Cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-soforozid su
ispoljili relativno ujednadenu stabilnost u dzemu sa manjim sadrzajem S$ecera, dok je u
dzemu sa veéim sadrzajem Secera razlika u stabilnosti nesto veca u korist cijanidin-3-
rutinozida. Glukozidi cijanidina sa disaharidima rutinozom i soforozom ispoljili su vecu
stabilnost od cijanidin-3-glukozida, koji je bio najnestabilniji od identifikovanih
pojedina¢nih antocijana u obe vrste dzema. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima
iz literature. U radu Garcia-Viguera i saradnika (1998), cijanidin-3-glukozid je bio
najnestabilniji prilikom pripreme i ¢uvanja dzema od malina.

Veca stabilnost pelargonidina posledica je prisustva dva H atoma u polozajima 3 i 5
na B prstenu (Fleschhut i sar., 2006) dok je cijanidin podlozniji degradaciji zbog prisustva
vicinalne hidroksilne grupe (Francis, 1989). Tip Secera koji je u polozaju 3 vezan za
antocijanidin utice na stabilnost molekula. U radu Rommel i saradnika (1990), cijanidin-3-
soforozid je najzastupljeniji i najstabilniji pigment u soku i vinu od malina, a sadrzi
disaharid soforozu. U istom radu je zapazeno da je cijanidin-3-glukozid (u polozaju 3 je
monosaharid glukoza) najnestabilniji i najreaktivniji pigment, koji brze polimerizuje od

ostalih antocijana, sa povec¢anjem intenziteta tamnjenja.
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Tabela 5.42. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od malina sa ve¢im sadrzajem Secera (mg/kg)

Temp. Vrem_e Cijanidin-3- 0 Cijanidin- 0 Cijanidin- 0 Pelargonidin 0
(°C) klz:ﬁ:;a soforozid RSD (%) 3-glukozid RSD (%) 3-rutinozid RSD (%) -3-soforozid RSD (%)
226+6* 2,65 60+1* 1,67 10,7+0,3* 2,80 7,23+0,02 0,28

5 204+6 2,94 5142 3,92 9,8+0,3 3,06 6,50+0,03 0,46

10 186 +5 2,69 47+1 2,13 9,3+0,3 3,22 6,23+0,05 0,80

90 15 16815 2,98 42+1 2,38 8,8+0,3 3,41 5,92+0,05 0,84
20 155+4 2,58 4042 5,00 8,2+0,3 3,66 5,54+0,03 0,54

30 14544 2,76 3743 8,11 7,6%0,2 2,63 5,11+0,03 0,59

5 1885 2,66 45+1 2,22 9,0+0,3 3,33 6,21+0,02 0,32

10 16745 2,99 40+1 2,50 8,3+0,2 2,41 5,94+0,02 0,34

95 15 151+4 2,65 37+1 2,70 8,0+0,2 2,50 5,37+0,04 0,74
20 13143 2,29 33+1 3,03 7,3+0,2 2,74 5,01+0,05 1,00

30 12443 2,42 30+1 3,33 6,7+0,1 1,49 4,87+0,05 1,03

5 13943 2,16 35+1 2,85 8,0+0,2 2,50 5,85+0,04 0,68

10 126+3 2,38 3241 3,12 7,2+0,2 2,78 5,26+0,02 0,38

100 15 11442 1,75 27,2+0,4 1,47 6,3+0,2 3,17 4,87+0,01 0,21
20 105+2 1,90 24,1+0,4 1,66 5,6+0,1 1,78 4,39+0,03 0,68

30 99+2 2,02 22,0+0,4 1,82 5,0+0,2 4,00 3,9+0,05 1,28

5 10745 4,67 27,1+0,4 1,48 6,2+0,2 3,22 5,27+0,04 0,76

10 92+2 2,17 22,7+0,3 1,32 5,5+0,1 1,82 4,83+0,06 1,24

105 15 80+2 2,50 20,1+0,3 1,49 5,1+0,1 1,96 4,04+0,04 0,99
20 75+2 2,67 15,2+0,3 1,97 4,1+0,1 2,44 3,29+0,03 0,91

30 58+1 1,72 11,2+0,2 1,78 3,0+0,1 3,33 3,14+0,07 2,23

233



Doktorska disertacija Milena D. Nikoli¢

Tabela 5.43. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od malina sa manjim sadrzajem Sec¢era (mg/kg)

Temp. Vreme Cijanidin- RSD (%) Cijanidin-3- RSD (%)  Cijanidin- RSD (%) Pelargonidin RSD (%)

(°C)  kuvanja 3-soforozid glukozid 3- -3-soforozid
(min) rutinozid
381+9* 2,36 92+2* 2,17 17,6+0,3* 1,70 8,95+0,03 0,34
5 36818 2,17 85+2 2,35 17,1+0,3 1,75 8,55+0,02 0,23
10 35418 2,26 80+2 2,50 16,8+0,3 1,78 8,23+0,03 0,36
90 15 35216 1,70 76+1 1,31 16,3+0,3 1,84 8,01+0,01 0,12
20 33516 1,79 7242 2,78 16,1+0,3 1,86 7,87+£0,03 0,38
30 32945 1,52 69+3 4,35 15,5+0,2 1,29 7,50+0,01 0,13
5 35516 1,69 82+2 2,44 17,0+0,3 1,76 8,26+0,05 0,61
10 34316 1,75 78+1 1,28 16,2+0,3 1,85 8,05+0,01 0,12
95 15 32215 1,55 751 1,33 15,5+0,2 1,29 7,84+0,03 0,38
20 31045 1,61 69+1 1,45 15,0+0,2 1,33 7,41+0,03 0,40
30 300+4 1,33 67+1 1,49 14,3+0,2 1,40 7,12+0,01 0,14
5 32215 1,55 77+2 2,60 15,7+0,2 1,27 7,70£0,02 0,26
10 30315 1,65 7312 2,74 14,8+0,2 1,35 7,34+0,02 0,27
100 15 2985 1,68 66+1 1,51 14,1+0,2 1,42 6,98+0,03 0,43
20 287+4 1,39 62+2 3,23 13,6+0,3 2,21 6,65+0,01 0,15
30 2794 1,43 59+1 1,69 13,1+0,1 0,76 6,21+0,01 0,16
5 30215 1,66 69+2 2,90 14,3+0,2 1,40 7,13+£0,04 0,56
10 28815 1,74 59+1 1,69 13,3+0,2 1,50 6,74+0,03 0,45
105 15 26714 1,50 52+1 1,92 12,7+0,2 1,57 6,12+0,01 0,16
20 24514 1,63 47+1 2,13 11,4+0,2 1,75 5,53+0,01 0,18
30 2134 1,88 41+1 2,44 10,1+0,1 0,99 5,17+0,01 0,19
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Primenom HPLC analize, u dZemovima od kupina identifikovani su sledeci
pojedina¢ni  antocijani: cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-
malonilglukozid (tabele 5.44. i 5.45.). Najzastupljenji je cijanidin-3-glukozid, a zatim
redom slede cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-malonilglukozid, $to je u saglasnosti sa
podacima iz literature (Fang-Chiang i Wrolstad, 2005). U dzemu od kupina sa manjim
sadrzajem Secera primecena je veca stabilnost pojedina¢nih antocijana, sa manjim gubicima
na svim primenjenim temperaturama kuvanja. Najmanji gubici u sadrzaju cijanidin-3-
glukozida, cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-malonilglukozida zabelezeni su nakon 5
minuta kuvanja na 90 °C i iznose 44,24%, 23,25% i 22,40% u dZemu sa ve¢im sadrzajem
Secera i 15,92%, 8,23% i 25,46% u dzemu sa manjim sadrzajem Secera.

Najveéi gubici u sadrzaju cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-
3-malonilglukozida zabelezeni su nakon 30 minuta kuvanja na 105 °C i iznose 89,24%,
86,48% i 86,03% u dzemu sa vec¢im sadrzajem Secera i 69,36%, 67,81% i 79,41% u dZemu
sa manjim sadrzajem Secera. Na osnovu ovih podataka, u dZzemu od kupina sa manjim
sadrzajem Secera, najveca stabilnost je zabeleZena kod cijanidin-3-rutinozida, a zatim slede
cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-malonilglukozid.

Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima iz literature. Manja stabilnost cijanidin-
3-malonilglukozida u odnosu na cijanidin-3-glukozid je zabelezena je tokom skladistenja
na 5 °C i 30 °C, kao i prilikom blanSiranja visokozbunaste kupine U istrazivanju Gancel i
saradnika (2011). Prilikom zagrevanja soka od kupina na 70 °C, 80 °C i 90 °C, takode je
zabelezena veca stabilnost cijanidin-3-glukozida u odnosu na cijanidin-3-malonilglukozid
(Zhang i sar., 2012).

Veca stabilnost cijanidin-3-rutinozida u odnosu na cijanidin-3-glukozid, zabelezena
je prilikom zagrevanja na 100 °C u kiselim vodenim rastvorima, pri aerobnim i anaerobnim
uslovima (Adams, 1973). Prilikom tretiranja paste od malina koje je podrazumevalo
kombinovanje povisenih temperatura (90 °C, 100 °C, 110 °C i 115 °C) sa poviSenim
pritiskom (200, 400, 550 i 700 MPa), takode je utvrdena veca stabilnost cijanidin-3-
rutinozida u odnosu na cijanidin-3-glukozid (Verbeyst i sar., 2011).

Niza termicka stabilnost cijanidin-3-malonilglukozida moze biti posledica mesta
glikozilacije i prisustva acilovanih supstituenata (Torskangerpoll i Andersen, 2005).
Medutim, degradacija cijanidin-3-malonilglukozida se moze odvijati i tako da prvo dolazi
do gubitka malonil-grupe i formiranja cijanidin-3-glukozida, ¢ime je realna brzina

degradacije cijanidin-3-glukozida ,,maskirana“ (Gancel i sar., 2011).
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U dzemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera zabelezena je priblizna stabilnost
cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-malonilglukozida, dok je cijanidin-3-glukozid bio
najnestabilniji. Zbog vecée koli¢ine Secera u dzemu, uslovi verovatno pogoduju nastanku
furfurala 1 njegovih derivata. Naime, degradacioni proizvodi dobijeni od $ecera su furfural
i 5-hidroksimetilfurfural (Shinoda i sar., 2005), za koje je pokazano da dovode do
degradacije antocijana iz kupine, u puferovanom rastvoru pri kiselim uslovima (Debicki-
Pospisil i sar., 1983). U ovom slucaju, veca stabilnost cijanidin-3-malonilglukozida moze
biti posledica prisustva malonil-grupe koja, usled sternih smetnji, onemogucava ili usporava

reakciju ovih jedinjenja sa antocijanima (Mazza i Brouillard, 1987).
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Tabela 5.44. Sadrzaj pojedinacnih antocijana tokom pripreme dzema od kupina sa ve¢im

sadrzajem Secera (mg/kg)

Temp. °"°  Cijanidin-3- RSD  Cijnidin3-  RSD  Cijanidin-3-  RSD
(°C) ktér\:;:;a glukozid (%) rutinozid (%) malonilglukozid (%)
449,30+0,04* 0.01 28 99+0,04* 0,14 14,82+0,06* 0,40

5 250,53+0,01 0,003 22 25+0,05 0,22 11,5+0,1 0,87

10 246,05+0,02 001 18,55+0,06 0,32 9,41+0,02 0,21

90 15 221,7+03 0,13 17,88+0,02 0,11 8,91+0,05 0,56
20 218,08+0,05 0,02 15,25+0,04 0,26 8,27+0,05 0,60

30 17837+0,01 001 12,39+0,05 0,40 7,540,1 1,33

5 224,01+0,02 0,01 17,740,1 0,56 9,47+0,02 0,21

10 223728+0,01 0.004  1582+0,02 0,13 8,51+0,04 0,47

95 15 201,35+0,05 0,02 14,30+0,06 0,42 7,86+0,05 0,64
20 166,06+0,02 0,01 11,43+0,04 0,35 6,20+0,01 0,16

30 147,102 0,13 11,26+0,07 0,62 5,343+0,003 0,06

5 203,09+0,07 0,03 14,5+0,3 2,07 7,67+0,04 0,52

10 189,6+0,4  0.21 13,68+0,05 0,36 7,34+0,02 0,27

100 15 18389+0,01 001 12,31+0,06 0,49 6,34+0,07 1,10
20 153 41+0,05 0,03 11,39+0,07 0,61 6,1+0,2 3,28

30 139552+0,02 0,01 10,19+0,06 0,59 5,18+0,05 0,96

5 113,37+0,01 0,01 8,64+0,01 0,11 4,91+0,01 0,20

10 97,3+0,3 0,31 6,43+0,01 0,15 4,22+0,05 118

105 15 90,02+0,01 001 6,15+0,07 114 3,97+0,07 1,76
20 63,38+0,04 0,06 4,39+0,02 0,45 2,540,1 4,00

30 48,33+0,05 0,10 3,92+0,06 1,53 2,07+0,01 0,48
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Tabela 5.45. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od kupina sa manjim

sadrzajem Secera (mg/kg)

Vreme
Temp. kuvanja Cijanidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD
(°C) (min) glukozid (%) rutinozid (%) malonilglukozid (%)
550,0+0,1* 002 3501+0,05* 014 17,87+0,05* 0,28
5 462,43+¢0,02 0004 3213+0,08 0,25 13,32+0,07 052
10 391,290¢0,06 001 27,4%0,3 1,09 10,85+0,02 0,18
90 15 356,75+¢0,01 0,002 2517+0,02 0,08 9,69+0,02 0,21
20 350,32+0,07 0,02 23,740,1 0,42 8,68+0,03 0,35
30 327,18+0,06 0,02 21,57+0,05 0,23 8,49+0,04 0,47
5 367,51+0,02 0,005  25574+0,01 0,04 11,58+0,00 009
10 358,134+0,005 0,001 23 99+0,06 0,25 9,808+0,005 0,05
95 15 342,89+0,04 001 22,19+0,07 0,31 9,61+0,07 0,73
20 332,0520,07 0,02 21,34+0,02 0,09 9,49+0,06 0,63
30 249,6+0,1 0,04 19,4+0,3 1,55 7,24+0,08 1,10
5 24501+0,02 001 19,40+0,07 0,36 8,11+0,02 0,25
10 212,65+0,01 0,005  1772+0,04 0,22 6,82+0,08 1,17
100 15 208,67+0,01 0,005  15334+0,01 0,06 6,43+0,05 0,78
20 202,9+0,2 0,10 13,45+0,06 0,45 6,22+0,01 0,16
30 192,07+0,05 0,03 12,27+0,04 0,32 5,42+0,06 111
5 222,64+004 002 16145+0,002 001 7,02+0,04 0,57
10 205,77¢0,02 001 14,7620,08 0,54 5,01+0,02 0,40
105 15 199,11+0,06 0,03 13,74+0,02 0,14 4,720+0,005 0,10
20 180,94+0,00 0005 12 98+0,05 0,38 4,35+0,01 0,23
30 168,5+0,3 0,18 11,27+0,01 0,09 3,68+0,06 1,63
Primenom HPLC analize, u dZemovima od borovnica identifikovani su sledeéi
antocijani:  delfinidin-3-galaktozid,  delfinidin-3-glukozid, cijanidin-3-galaktozid,

delfinidin-3-arabinozid,

arabinozid,

cijanidin-3-glukozid,

peonidin-3-galaktozid,

petunidin-3-arabinozid

petunidin-3-galaktozid,

cijanidin-3-

malvidin-3-galaktozid.
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Najzastupljeniji su glikozidi delfinidina, zatim slede glikozidi petunidina i cijanidina, dok
su najmanje zastupljeni galaktozidi malvidina i peonidina.

Prema rezultatima u tabelama 5.46. i 5.47., najmanji gubici u sadrzaju pojedina¢nih
antocijana zabeleZeni su pripremanjem dzemova na 90 °C u trajanju od 5 minuta. Gubici u
sadrzaju  cijanidin-3-galaktozida, peonidin-3-galaktozida, petunidin-3-galaktozida,
delfinidin-3-galaktozida i malvidin-3-galaktozida iznose: 7,46%, 3,86%, 14,05%, 28,24% i
15,32% u dzemu sa ve¢im sadrzajem Secera i 1,00%, 3,14%, 1,75%, 8,09% i 14,06% u
dzemu sa manjim sadrzajem Secera. Gubici u sadrzaju cijanidin-3-glukozida i delfinidin-3-
glukozida iznose 15,25% i 32,83% u dzemu sa ve¢im sadrzajem Secera i 1,26% i 5,13% u
dzemu sa manjim sadrzajem Secera. Gubici u sadrzaju cijanidin-3-arabinozida, petunidin-
3-arabinozida i delfinidin-3-arabinozida iznose 23,50%, 6,54% i 24,46% u dzemu sa ve¢im
sadrzajem Secera i 13,69%, 5,29% i 6,25% u dZemu sa manjim sadrzajem Secera.

Najveci gubici u sadrzaju svih identifikovanih pojedinacnih antocijana zabelezeni
su prilikom pripreme dZzemova na 105 °C 30 minuta. Gubici u sadrzaju cijanidin-3-
galaktozida, peonidin-3-galaktozida, petunidin-3-galaktozida, delfinidin-3-galaktozida i
malvidin-3-galaktozida iznose: 82,10%, 84,98%, 85,95%, 87,00% i 89,11% u dzemu sa
vec¢im sadrzajem Secera i 52,00%, 53,95%, 55,29%, 56,65% i 61,00% u dzemu sa manjim
sadrzajem Secera.

Stabilnost glukozida cijanidina je ne$to veca od stabilnosti glukozida delfinidina i u
dzemu sa ve¢im sadrzajem Secera gubici iznose 81,35%, odnosno 82,32%, a u dZzemu sa
manjim sadrzajem Secera iznose 50,63%, odnosno 53,33%. Gubici u sadrzaju cijanidin-3-
arabinozida, petunidin-3-arabinozida i delfinidin-3-arabinozida iznose 88,84%, 89,72% i
90,82% u dZemu sa ve¢im sadrzajem Secera i 54,46%, 55,29% i 56,50% u dzemu sa manjim
sadrzajem Secera.

Na osnovu dobijenih podataka, najstabilniji su cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-
glukozid, dok su petunidin-3-arabinozid i delfinidin-3-arabinozid najnestabilniji antocijani.
Ovi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem Trost i saradnika (2008), u kome je stabilnost
pojedinac¢nih antocijana u odnosu na aglikon opadala slede¢i redosledom: cijanidin >
peonidin > petunidin > malvidin > delfinidin. Prema Miti¢u (2020), glikozidi delfinidina su
viSe osetljivi na termicki tretman od glikozida cijanidina u komercijalno dostupnim
sokovima od borovnica. Hellstrém i saradnici (2013) su u svom istrazivanju dosli do istog
zakljucka — glikozidi delfinidina mnogo brZe podlezu degradaciji od glikozida cijanidina u

soku od crnih ribizli. Supstituenti na B prstenu antocijanidina uti¢u na stabilnost molekula
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(narocito hidroksilna i metoksilna grupa), pa tako dodatna hidroksilna grupa na B prstenu
delfinidina smanjuje njegovu stabilnost (Fleschhut i sar., 2006).

Takode, primecena je veca stabilnost svih glukozida i1 galaktozida od arabinozida,
Sto je posledica prisustva stabilnijih heksoznih Seéera (glukoza i galaktoza) u odnosu na

pentozne Secere (arabinoza) (Trost i sar., 2008).
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Tabela 5.46. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od borovnice sa ve¢im sadrzajem Sec¢era (mg/kg)

Milena D. Nikolié¢

Temp. k\::/eargjea Deffinidin-3- RSD Delfinidin- RSD  Cijanidin-3- RSD Delfinidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD
(°C) (min) galaktozid (%)  3-glukozid (%) galaktozid (%) arabinozid (%) glukozid (%)
177:7% 395  108:4* 202 67xl* 149 32,7:07% 2,04  118£1* 0,85

5 12746 472 1337 526  62£2 3,22  247:09 364  100£1 100

190 11044 364  132+4 303 611 164  225:08 355 99+l 112

90 15 98+7 7,4  130#8 615 591 169  219+06 274 984 4,08
20 95+1 105 12243 246  56:1 178  200:08 400 96+l 104

30 2+4 435 12081 083 49+2 408 188409 479  95:1 105

5 55+1 182  75%38 400  27x1 370 9407 7,45  44xl 227

10 5143 588  64+4 625  25x1 400  89+04 449  42+1 238

9% 15 503 600 633 476 2430 0 87:03 345  4lx1 244
20 413 638 55:1 182 231 434  79:04 506 391 256

30 43:1 232 532 377 2141 476  74#02 270  38t1 263

5 50+1 200  70£1 143 24t1 417 92403 326 4222 476

10 4241 238 621 161 1940 0 72:01 139  40£1 250

100 15 393 769  55:1 182 1741 588  69:04 58  34x1 294
20 332 606 481 208  14#1 714 54104 741 3241 312

30 23:1 435 391 256 1241 833 4401 272  28f1 357

5 a7¢1 213 58e1 172 23tl 435 8803 341 3l 322

10 4083 750  43t3 698 19+l 526  83:03 361  30#1 3,33

105 15 3141 322 421 238 16+l 625  7,1+01 141  26+1 385
20 26+2 7,69 383 789 14+l 714  57:01 175  25¢1 400

30 231 435 3Bl 285 1240 0 30601 333 2241 454
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Tabela 5.46. (nastavak)

Milena D. Nikolié¢

Temp. I:::/ear:fa Petunidin-3- RSD  Cijanidin-3- RSD Peonidin-3- RSD Petunidin-3- RSD Malvidin-3- RSD
(°C) (min) galaktozid (%) arabinozid (%) galaktozid (%) arabinozid (%) galaktozid (%)
121+4* 3,30 25,107 2,79 46,6+0,6" 1,29 107+2" 1,87 24,8+0,6 2,42

5 104+7 6,73 19,2+0,9 4,69 44,8+0,4 0,89 100+2 2,00 21,0+0,4 1,90

10 100+4 4,00 18,8+0,8 4,25 44,1+0,9 2,04 93+1 1,07 18,7+0,5 2,67

90 15 99+6 6,06 17,7+0,6 3,39 43,2+0,6 1,39 82+2 2,44 16,0+0,6 3,75
20 96+3 3,12 16,0+0,4 2,50 38,5+0,7 1,82 77+l 1,30 14,1+0,4 2,84

30 82+1 1,22 15,6+0,9 5,77 31,9+0,9 2,82 65+1 1,54 10,3+0,6 5,82

5 42+3 7,14 6,4+0,2 3,12 12,8+0,7 5,47 33+1 3,03 6,6+0,2 3,03

10 4142 4,88 5,3+0,2 3,77 12,7+0,4 3,15 32+1 3,12 6,2+0,2 3,22

95 15 40+3 7,50 4,4+0,3 6,82 12,2+0,3 2,46 31+1 3,22 5,5+0,3 5,45
20 38+1 2,63 4,0+0,2 5,00 11,8+0,4 3,39 29+1 3,44 5,1+0,2 3,92

30 34+2 5,88 3,9+0,2 5,13 11,5+0,2 1,74 27+1 3,70 4,6+0,2 4,35

5 40+1 2,50 3,8+0,2 5,26 12,0+0,3 2,50 33+1 3,03 6,1+0,2 3,28

10 33+1 3,03 4,0+0,1 2,50 10,8+0,1 0,92 29+1 3,45 4,7+0,1 2,13

100 15 27+1 3,70 3,4+0,2 5,88 9,3+0,4 4,30 25+1 4,00 4,0+0,2 5,00
20 24+1 4,17 2,7+0,2 7,41 7,4+0,4 5,40 21+1 4,76 3,4+0,2 5,88

30 19+1 5,26 2,1+0,1 4,76 6,9+0,1 1,45 18+1 5,55 2,8+0,1 3,57

5 41+1 2,44 3,9+0,2 5,13 10,6%0,7 6,60 28+1 3,57 5,910,2 3,39

10 26%1 3,85 3,7%0,2 5,40 9,8+0,2 2,04 25+1 4,00 4,610,2 4,35

105 15 22+1 4,54 3,4+0,2 5,88 8,4+0,5 5,95 22+1 4,54 4,2+0,2 4,76
20 19+0 0 3,2+0,1 3,12 8,0+0,1 1,25 16+1 6,25 3,7+0,1 2,70

30 17+1 5,88 2,8+0,1 3,57 7,0£0,1 1,43 11+1 9,09 2,7+0,1 3,70
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Tabela 5.47. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od borovnice sa manjim sadrzajem Secera (mg/kg)

Temp. ;:::/ear:fa Delfinidin-3-  RSD ~ Delfinidin- ~ RSD C”ag_'d'”' RSD  Delfinidin-3- RSD  Cijanidin-3- RSD
(°C) (min) galaktozid (%)  3-glukozid (%) galaktozid (%) arabinozid (%) glukozid (%)
173£7* 405 105#4* 205  100£1* 1,00 40,0£0,6*~ 150 158+1* 0,63

5 150+4 252  185¢7 3,78  99+2 2,02  375+09 240 156+l 064

10 154+3 1,95  179+4 223  98+1 102  353%05 1,42  154+1 0,65

90 15 145+7 483  174#5 2,87 96+l 104  324+0,6 1,85 1484 2,70
20 141#1 071 17143 1,75  92+#1 109 30,9407 226 144+l 0,69

30 136+4 204  163+2 123  88+2 227  276+09 326 13541 074

5 146+1 0,68 178#3 168  97¢1 1,03 36,9+05 135 155¢1 064

10 142+4 2,82  169+4 237 90+l 111  341+04 1,17  142+1 0,70

95 15 130£#3 2,31  152+2 1,31  81#1 123  335+05 149 126+l 0,79
20 128+4 312  146#3 2,05  79+1 126 31,0407 226 123+1 0,81

30 12742 157 139+#2 144  75¢1 133  296+0,2 0,68 117+1 0,85

5 131#1 0,76  121#1 0,83 70+l 1,43 253+03 118 1002 2,00

10 120¢#1 0,83 116#1 086 63+l 1,559 23806 252  95¢1 1,05

100 15 9243 326  106£#1 094  58+1 172 22804 175 90+l 1,11
20 9042 222 100#1 1,00  54+1 1,85 20,7+05 220  89+1 1,12

30 8642 232  91+#1 110  51#1 1,96 18,2+0,1 055  88+2 2727

5 100£1 1,00 117#2 1,71 68+l 147 232407 3,02  92+1 1,09

10 94+2 213  108+#3 278 53+l 189 215¢0,3 139  87+#1 1,15

105 15 88+1 114  98+1 102 5041 2,00 192406 312  82%0 0
20 85+2 235 9643 312  49+1 2,04 181+02 110 80+l 1725

30 7541 133  91+1 110  48+1 2,08 17401 057 78+l 1728
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Tabela 5.47. (nastavak)

Temp. vania relnidn - pp NN gep  PEONIN Rep pewnidina- RSD  Malvidind-  RSD
(°C) (min)  galaktozid (%) arabinozid (%) galaktozid (%) arabinozid (%) galaktozid (%)
17145~ 292 314:04* 127 797:09* 113  170i5* 294 441%07% 159

5 1686 857 271203 111 772804 052  161#5 3,10 379204 1,05

10 1664 241 258107 271  748:09 120  155:4 258 37,0603 081

90 15 16146 372  23,9:08 335 72308 111  149:3 201 35106 171
20 15743 191  235:04 170 720808 111 1401 071 334808 2,39

30 136+4 294  229:09 393 679:09 132 1234 325 311204 129

5 162:3 185 279204 143  742:09 121 15585 322 373:08 214

10 14882 1,35 246407 285  695:0,6 086  149:2 134 364403 082

95 15 142:2 141 222802 090 632¢07 111 14043 214  347:03 0,86
20 138t4 290 21,0606 286 61404 065 1384 290 34104 117

30 134+2 149 20102 099 586:07 119  121+1 083 303202 066

5 10453 288 230206 261 583:06 103  103:2 194  288:02 0,69

10 961 104 21,8401 046  475:09 189 93l 107 220803 136

100 15 891 1,12  193t02 108  458:04 087 8643 349 210403 143
20 87#1 115 181209 497 422104 095  83t5 602 204:02 098

30 863 349 17,3:01 058  402:01 025  80:2 250 18801 053

5 94¥3 319 200202 100 53407 131  100t4 400 215802 0,93

10 91#2 220 16802 119  439:07 159 931 107 23902 084

105 15 841 1,19  156:03 192  400:05 125  83t2 241 208406 288
20 81x2 247 149106 403  389:01 026 7845 641 186806 322

30 80t2 250 14303 210 367:01 027  76:3 395 172:07 407
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Primenom HPLC analize, u dzemovima od jagoda identifikovani su sledeci
pojedina¢ni antocijani: pelargonidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid, pelargonidin-3-
rutinozid i cijanidin-3-malonilglukozid (tabele 5.48. i 5.49.). Najzastupljeniji je
pelargonidin-3-glukozid, a zatim slede cijanidin-3-glukozid, pelargonidin-3-rutinozid i
cijanidin-3-malonilglukozid, $to je u skladu sa podacima iz literature (da Silva i sar., 2007).
U dzemu od jagoda sa manjim sadrzajem Secera zabeleZena je veca stabilnost pojedinacnih
antocijana, na svim primenjenim temperaturama kuvanja.

Najmanji gubici u sadrzaju pelargonidin-3-glukozida, pelargonidin-3-rutinozida,
cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-malonilglukozida zabelezeni su pripremanjem dzemova
na 90°C u trajanju od 5 minuta i iznose 17,43%, 13,77%, 22,82% i 24,18% u dZemu sa
veéim sadrzajem Secera i 12,82%, 10,55%, 14,78%, i 20,30% u dzemu sa manjim sadrzajem
Secera.

Najve¢i gubici u sadrzaju pelargonidin-3-glukozida, pelargonidin-3-rutinozida,
cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-malonilglukozida zabeleZeni su pripremanjem dZzemova
na 105°C u trajanju od 30 minuta i iznose 62,39%, 54,11%, 72,02% i 74% u dzemu sa ve¢im
sadrzajem Secera i 54,65%, 46,64%, 56,70% i 71,66% u dZemu sa manjim sadrZajem Secera.

Na osnovu dobijenih rezultata, uocena je veca stabilnost glikozida pelargonidina u
odnosu na glikozide cijanidina. Isto je zabelezeno u istrazivanju Mitica (2020), gde je
pelargonidina u komercijalno dostupnim sokovima od jagode. Kao $to je ve¢ pomenuto,
stabilnost antocijanidina zavisi od vrste supstituenata na B prstenu, te je veca stabilnost
pelargonidina posledica prisustva dva H atoma u polozajima 3 i 5 na B prstenu (Fleschhut i
sar., 2006) dok je cijanidin podlozniji degradaciji zbog prisustva vicinalne hidroksilne grupe
(Francis, 1989).

Pelargonidin-3-rutinozid je manje osetljiv na termicki tretman od pelargonidin-3-
glukozida, §to je posledica prisustva disaharida rutinoze, koja se sastoji od ramnoze i
glukoze (Sadilova i sar., 2007). U dZemu sa ve¢im sadrZajem Secera zabeleZena je priblizna
stabilnost cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-malonilglukozida (isto je zapazeno u dzemu
od Kkupina), dok su u dzemu sa manjim sadrzajem Secera gubici cijanidin-3-

malonilglukozida bili ve¢i.
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Tabela 5.48. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od jagode sa ve¢im sadrzajem Secera (mg/kg)

Temp. Vreme Pelargonidin-3-  RSD Cijanidin-3- RSD  Pelargonidin-3- RSD Cijanidin -3- RSD
(°C) kuvanja (min) glukozid (%) glukozid (%) rutinozid (%) malonilglukozid (%)
168+2* 1,19* 18,31+0,05 0,27 8,2+0,3 3,67 7,81+0,05 0,64

5 139+1 0,72 14,1+0,2 1,42 7,05£0,02 0,28 5,92+0,03 0,51

10 125+3 2,40 13,540,5 3,71 6,32+0,05 0,79 5,43+0,08 1,47

90 15 12145 4,13 12,5+0,1 0,80 5,95+0,03 0,50 5,1+0,1 1,97
20 113+2 1,78 11,8+0,3 2,53 5,540,1 1,83 4,61+0,05 1,08

30 96+3 3,13 10,2+0,3 2,94 5,04£0,1 2,02 4,27+0,03 0,70

5 128+1 0,78 13,3+0,1 0,75 6,41+0,08 1,25 5,52+0,05 0,91

10 119+2 1,69 12,3+0,1 0,81 5,940,1 1,71 5,2+0,1 1,94

95 15 115+1 0,87 11,5+0,2 1,74 5,21+0,05 0,96 4,8+0,3 6,31
20 1051 0,95 10,3+0,9 8,74 4,97+0,03 0,60 4,4+0,1 2,29

30 91+3 3,29 9,0+0,1 1,11 4,52+0,02 4,42 3,88+0,03 0,77

5 11945 4,20 12,4+0,2 1,62 5,57+0,1 1,80 4,82+0,05 1,04

10 11142 1,80 11,1+0,3 2,69 5,06+0,08 1,58 4,41+0,08 1,81

100 15 10445 4,82 9,42+0,03 0,32 4,7+0,3 6,35 4,03+0,05 1,24
20 94+3 3,18 8,2+0,5 6,08 4,5+0,1 2,23 3,65+0,03 0,82

30 81+3 3,71 7,1+0,1 1,41 4,14+0,05 1,21 3,03+0,08 2,64

5 100+1 1,00 10,8+0,1 0,93 5,01£0,1 2,00 4,45+0,03 0,67

10 89+1 1,12 9,5+0,3 3,15 4,53+0,03 0,66 3,90+0,1 2,56

105 15 787 8,94 7,7+0,1 1,29 4,11+0,05 1,22 3,24+0,1 3,09
20 70+1 1,42 6,2+0,3 4,83 4,0+0,3 7,55 2,65+0,05 1,88

30 63+2 3,16 5,1+0,1 1,95 3,8+0,1 2,66 2,03+0,03 1,48
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Tabela 5.49. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana tokom pripreme dzema od jagode sa manjim sadrzajem Secera (mg/kg)

Temp. Vreme Pelargonidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD Pelargonidin-3- RSD Cijanidin -3- RSD
(°C) kuvanja (min) glukozid (%) glukozid %) rutinozid (%) malonilglukozid %)
219+9* 4,11 25,3+0,5* 1,98 11,840,3* 2,54 11,940,1* 0,84

5 19145 2,62 21,54+0,3 1,39 10,5£0,5 4,74 9,540,5 5,28

10 167+6 3,59 19,940,7 3,51 9,840,1 1,02 8,9+0,2 2,24

90 15 161+4 2,48 18,9+0,5 2,65 9,5+0,3 3,17 8,410,3 3,57
20 154+12 7,78 18+1 5,56 9,1+0,4 4,39 8,240,3 3,66

30 132+4 3,02 16,4+0,3 1,83 8,1+0,7 8,69 7,5£0,6 8,03

5 166+6 3,62 20+1 5,03 10,1£0,2 1,98 8,3£0,5 6,03

10 156+10 6,42 18,4+0,2 1,09 9,0+0,4 4,47 8,0+0,2 2,51

95 15 153+9 5,88 17,740,3 1,69 8,7£0,5 5,75 7,510,2 2,66
20 13948 5,75 16,6+0,5 3,01 7,910,3 3,81 7,240,1 1,39

30 12317 5,70 14,2+0,3 2,11 7,0£0,6 8,55 6,6+0,4 6,06

5 161+9 5,59 19,4+0,1 0,52 9,5+0,4 4,22 8,1+0,3 3,71

10 1515 3,30 1741 5,81 9,0£0,5 5,57 7,610,5 5,26

100 15 15048 5,32 17,1+0,7 4,10 8,8+0,7 7,95 6,8+0,5 7,30
20 13648 5,87 1641 6,25 8,1+0,3 3,72 6,0£0,2 3,35

30 120+9 7,51 13,4+0,7 521 7,4+0,4 5,38 4,9+0,1 2,05

5 125+11 8,83 14,2+0,5 3,52 7,940,1 1,26 4,8+0,1 2,09

10 119+4 3,38 13,1+0,3 2,28 7,240,2 2,77 4,6+0,2 4,38

105 15 104+8 7,72 12,1+0,5 4,13 6,7+0,2 3,01 3,910,1 2,58
20 10146 591 11,240,3 2,67 6,4+0,5 7,80 3,440,1 2,92

30 99+7 7,05 10,940,1 0,91 6,31+0,3 4,7 3,440,1 2,97
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6. lzvod
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U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je optimizacija radnih parametara
instrumenta i validacija ICP-OES metode za odredivanje elementnog sastava uzoraka
jagoda, kupina, malina i borovnica gajenih na teritoriji Republike Srbije. Odreden je sadrzaj
makro 1 mikroelemenata u pomenutim uzorcima. IzvrSena je ekstrakcija polifenolnih
jedinjenja primenom zakiseljenog 80% metanola, metanola, 96% etanola, 60% etanola,
vode i acetona. Primenom spektrofotometrijskin metoda, odreden je sadrzaj ukupnih
polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida, ukupnih antocijana i antioksidativne aktivnosti
dobijenih ekstrakata. Optimizovani su uslovi (brzina skeniranja i pH vrednost uzoraka) za
primenu cikli¢ne voltametrije za odredivanje antioksidativnog kapaciteta jagodastog voca.
Primenom HPLC metode, identifikovana su i kvantifikovana pojedina¢na polifenolna
jedinjenja u svim ekstraktima. Pripremljeni su dZemovi od uzoraka jagoda, kupina, malina
i borovnica sa veéim 1 manjim sadrzajem Seéera. Spektrofotometrijski je praéen uticaj
povecanja temperature i sadrzZaja Secera na sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida
i ukupnih antocijana, kao i na antioksidativnu aktivnost dzemova. IzraCunate su energije
aktivacije reakcija degradacije ukupnih antocijana u pripremljenim dZemovima. Primenom
HPLC metode pracden je uticaj povecanja temperature i sadrzaja Seera na stabilnost
pojedina¢nih antocijana u dzemovima. Primenom klaster analize i analize glavnih
komponenti, izvrSena je diferencijacija i grupisanje uzoraka na osnovu elementnog sastava
i polifenolnog profila.

Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

- Prifrekvenciji od 27,12 MHz, RF snaga generatora je varirana u intervalu
od 750 W do 1350 W, pri konstantnim vrednostima ostalih uslova
plazme: brzina pumpe 50 obrtaja u minuti, brzina protoka uzorka 50
obrtaja u minuti, protok gasa za rasprsSivanje 0,7 L/min, protok gasa za
hladenje 12 L/min, aksijalni protok gasa 0,5 L/min, dvojni
(aksijalni/radijalni) pravac posmatranja plazme i vreme izmedu uzimanja
uzoraka 30 s. U izabranom intervalu ispitivanja, odnos intenziteta linija
Mg(I)/Mg(l) pri aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme se
povecava sa povecavanjem RF snage generatora. Najveéi odnos
intenziteta linija Mg (11)/Mg(l) dobijen je pri RF snazi generatora od
1150 W. Pri odabranoj vrednosti RF snage generatora relativna

standardna devijacija merenja je bila najniza;
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- PriRF snazi generatora od 1150 W, protok gasa za rasprsivanje je variran
u intervalu od 0,5 L/min do 1,5 L/min. Za brzine gasa za rasprsivanje od
0,5 L/min, pri aksijalnom i radijalnom posmatranju plazme, dobijaju se
veéi odnosi intenziteta linija Mg(11)/Mg(l) i manje vrednosti za relativne
standardne devijacije merenja;

- Promena koncentracije azotne kiseline nema znaajnijeg uticaja na
intezitet emisione linije Mg(l) pri radijalnom posmatranju plazme.
Medutim, pri aksijalnom posmatranju plazme, sa povecanjem
koncentracije azotne kiseline iznad 10%, dolazi do smanjenja intenziteta
emisione linije  Mg(l). Najmanja standardna devijacija (0,29%)
zabelezena je pri koncentraciji azotne kiseline od 0,5%, pa su njome
dopunjeni normalni sudovi prilikom pripreme uzoraka jagodastog voca
za ICP-OES analizu;

- Da bhi se ispitao efekat matriksa, primenjena je metoda standardnog
dodatka. Uzorak je spajkovan sa poznatom koncentracijom standardnog
rastvora (0,4 mg/l do 1,6 mg/l, osim za Al, Ca, Fe, Pb, Mg i Na, za koje
je spajk iznosio 0,04 mg/l do 0,16 mg/I;

- Tacnost i preciznost metode su testirani primenom sertifikovanog
referentnog materijala (borovnice NIST 3287) za koje je sertifikovan
sadrzaj 8 metala (Ca, Cu, Fe, Mn, Mg, P, K, Zn). Ta¢nost ICP-OES
metode je u opsegu od 94,61% za Zn do 103,6% za Mg. Preciznost
metode je u opsegu od 2,48% za Mg do 7,60% za Zn;

- Od makroelemenata, u svim uzorcima, najzastupljeniji je K, sa 74,32%
u jagodama, 70,20% u borovnicama, 65,93% u kupinama i 73,47% u
malinama. Zatim po zastupljenosti sledi Ca, ¢iji je udeo od 9,49% u
malinama do 14,71% u kupinama. Najvise P je prisutno u malinama
(9,61%), najmanje u borovnicama (7,62%), dok su kupine i jagode imale
skoro ujednacen sadrzaj ovog elementa (8,77% 1 8,36%). Zastupljenost
Mg u uzorcima jagoda, borovnica i malina je vrlo ujednacena (6,13%,
6,72% i 6,85%), dok je u kupinama zastupljen sa 9,72%. Svi analizirani
uzorci jagodastog voca se odlikuju veoma niskim sadrzajem Na (0,50%
u jagodama, 1,14% u borovnicama, 0,87% u kupinama i 0,58% u
malinama). Od mikroelemenata, najzastupljeniji je Mn, a zatim slede Fe,
Cu, Zni Si;
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- Grupisanje elemenata na osnovu sadrZaja izvrSeno je primenom klaster
analize, po Ward-ovoj metodi. Na dendogramu grupisanja makro i
mikroelemenata na osnovu sadrzaja u uzorcima jagodastog voca,
zapazaju se dva klastera. Prvi klaster sa sastoji od dva potklastera. U
prvom potklasteru su grupisani mikroelementi. U drugom potklasteru su
grupisani makroelementi Ca, Mg, Na i P. Kao makroelement sa najveé¢im
sadrzajem u svim uzorcima, K se izdvojio u posebnom Klasteru;

- Grupisanje uzoraka jagoda, borovnica, kupina i malina, izvrS§eno je na
osnovu sadrzaja elemenata primenom klaster analize, po Ward-ovoj
metodi. Na dendogramu se zapaZaju dva klastera. Prvi klaster ¢ine uzorci
jagode i jedan uzorak malina (M2). Drugi klaster ¢ine dva potklastera. U
prvom potklasteru se nalaze uzorci maline M1, M3 i M4, i uzorak kupine
K2. U drugom potklasteru se opet zapazaju dva potklastera, gde su u
prvom grupisani svi uzorci borovnice, a u drugom uzorci kupine K1, K3,
K4 i K5. Grupisanje uzoraka primenom PCA analize u saglasnosti je sa
rezultatima dobijenim primenom Klaster analize;

- Primenom spektrofotometrijskih metoda, utvrdeno je da je najveca
koncentracija ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijana detektovana u ekstraktima gde je kao rastvara¢ za
ekstrakciju koriS¢en zakiSeljeni metanol, dok je najniza koncentracija
detektovana u vodenim ekstraktima, Sto je u saglasnosti sa literaturnim
podacima. Poredenjem rezultata u odnosu na analizirane uzorke, zapaza
se da je najve¢i sadrzaj ukupnih polifenilnih jedinjenja, ukupnih
flavonoida i ukupnih antocijana detektovan u uzorcima borovnica, potom
slede uzorci kupina, malina i na kraju jagoda;

- Najvecu antioksidativnu aktivnost ispoljili su oni ekstrakti gde je kao
ekstragens kori§¢en zakiSeljeni metanol. Ovakvi rezultati su bili
ocekivani, s obzirom na prethodne rezultate, gde se zakiSeljeni metanol
pokazao najefikasnijim pri ekstrakciji ukupnih polifenilnih jedinjenja,
ukupnih flavonoida i ukupnih antocijana;

- DPPH i ABTS testovi zasnivaju se na sposobnosti antioksidanata da
uklanjaju slobodne radikale. Vecina analiziranih uzoraka jagodastog
voca pokazala je vrlo bliske vrednosti za ABTS aktivnosti. Pored toga,

vrednosti dobijene DPPH testom bile su vec¢e od vrednosti dobijenih
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ABTS testom. Uzrok ovome moze biti ¢injenica da DPPH radikal mogu
redukovati jedinjenja koja su donori vodonika, kao i slobodni radikali,
dok se ABTS radikal redukuje jedinjenjima koja sadrze kiseonik.
Aktivnost DPPH i ABTS radikala zavisi od pH vrednosti uzoraka koji se
analiziraju. Dok je DPPH radikal osetljiv u kiseloj sredini, ABTS test se
moze primeniti u Sirem opsegu pH;

- FRAP i RP temelje na sposobnosti antioksidanata da redukuju jone Fe®*
do jona Fe?*. Dobijeni rezultati za FRAP i RP test su pokazali da je
antioksidativni kapacitet uzoraka borovnice najveci, a zatim slede uzorci
kupine, maline i na kraju jagode;

- U cilju odredivanja optimalnih uslova za analizu ekstrakata jagodastog
voc¢a primenom ciklicne voltametrije (CV), varirane su pH vrednost
ekstrakata i brzina skeniranja. Pripremljene su tri serije uzoraka, ¢ije su
pH vrednosti podeSene na pH=2, pH=4,5 i pH=7, dok su primenjene
brzine skeniranja su iznosile 10 mV/s, 25 mV/s i 100 mV/s;

- Ukoliko se primenjuje mala brzina skeniranja, onda se prakti¢no ne javlja
pik na voltamogramu zbog dovoljnog vremena za relaksaciju dvostrukog
elektri¢nog sloja na radnoj elektrodi, dok vece brzine skeniranja rezultuju
pojavom anodne struje veceg intenziteta,

- Na osnovu dobijenih voltamograma, primetno je da se izraZeni anodni
pikovi javljaju pri analizi uzoraka u kiseloj sredini, pri pH=2 i pri
pH=4,5, dok pri pH=7 nema izraZenih pikova. Intenzitet anodne struje
pri pH=4,5 je nesto veleg intenziteta od intenziteta anodne struje pri
pH=2, pa je zato za rad pH vrednost svih uzoraka podeSena na 4,5, a
brzina skeniranja podesena na 100 mV/s;

- Cikliéni voltamogrami analiziranog jagodastog voca zabeleZeni su u
opsegu potencijala 0-800 mV kako bi se obuhvatile sve grupe
antioksidativnih jedinjenja. Prvi anodni pik na vrednostima potencijala
izmedu 0,310 V10,350 V posledica je oksidacije flavonola (kvercetina i
njegovog glukozida) i kafene kiseline. Cikli¢ni voltamogrami kvercetina
i kvercetin-3-O-glukozida pokazali su prvi reverzibilni oksidacioni pik
pri Epa=0,320 V i Eps.=0,350 V, S$to odgovara oksidaciji 3', 4'-
dihidroksidnog supstituenta na B-prstenu. Drugi okidacioni pik na 0,537

V kvercetina verovatno je nastao stvaranjem intermedijarnog radikala
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nastalog tokom procesa oksidacije. Kvercetin i kvercetin-3-O-4-glukozid
pokazuju skoro povratne korake oksidacije. Redukcioni pik od 3°, 4°-
dihinona koji nastaje tokom procesa oksidacije kvercetina ili kvercetin-
3-O-glukozida pojavio se pri Ep.=0,273 V, odnosno Ep.=0,318 V;

- Anodna oksidacija kafene Kkiseline pokazuje nepovratne anodne
(Epa=0,344 V) i katodne (Ep.=0,128 V) talase;

- Drugi, treéi i Cetvrti anodni pik na potencijalima izmedu 0,426 V i 0,444
V, 0,524 V i 0,540 V, odnosno 0,638 V i 0,756 V, mogu se pripisati
antocijanima i hidroksicimetnim Kkiselinama (ferulnoj i kumarnoj
kiselini);

- Cikli¢ni voltamogram malvidin-3-O-glukozida pokazao je dva pika pri
0,428 V 10,543 V. Prvi pik se pripisuje oksidaciji -OH grupe B-prstena,
a drugi pik moze biti posledica oksidacije 5,7-dihidroksilne grupe A-
prstena;

- Cijanidin-3-O-glukozid pokazuje dva anodna pika pri Epa=0,529 V i
Epa=0,734 V. Ova dva pika odgovaraju oksidacijama 3’, 4’-OH grupa u
B-prstenu;

- Na osnovu Pirson-ovih koeficijenata korelacije, zakljucuje se da visoka
pozitivna korelacija postoji izmedu CV antioksidativnog kapaciteta i
ukupnih polifenola (UPF) (r?=0,8963), CV antioksidativnog kapaciteta i
ukupnih flavonoida (UF) (r?=0,9133), CV antioksidativnog kapaciteta i
ukupnih antocijana (UA) (r?=0,8463). Pored toga, pronadene su i visoke
pozitivne korelacije izmedu antioksidativnih kapaciteta dobijenih
primenom CV sa onima dobijenim primenom FRAP (r?=0,9290), RP
(r*=0,0,8617), DPPH (r>=0,8853) i ABTS (r>=0,9382) ukazujué¢i da
polifenolni antioksidanti sa OH grupama na B-prstenu najvise doprinose
ukupnom antioksidativhom kapacitetu;

- ldentifikacija i kvantifikacija pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja
izvrena je primenom HPLC metode. Od fenolnih kiselina, u uzorcima
su identifikovane: kafena, ferulna, p-kumarna, i elaginska kiselina. Od
flavonola identifikovani su: kvercetin, kvercetin-pentozid, kvercetin-

galaktozid, kemferol, kemferol-glukozid i rutin;
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U jagodama su identifikovani i kvantifikovani slede¢i antocijani:
pelargonidin-3-O-glukozid, pelargonidin-3-O-rutinozid, cijanidin-3-O-
glukozid i cijanidin-3-O-malonilglukozid;

U malinama su identifikovani i kvantifikovani slede¢i antocijani:
cijanidin-3-O-soforozid, pelargonidin-3-O-soforozid, cijanidin-3-O-
glukozid i cijanidin-3-O-rutinozid;

U kupinama su identifikovani i kvantifikovani sledec¢i antocijani:
cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid i1  cijanidin-3-O-
malonilglukozid;

U borovnicama su identifikovani i kvantifikovani slede¢i antocijani:
delfinidin-3-O-galaktozid, delfinidin-3-O-glukozid, delfinidin-3-O-
arabinozid, cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-O-glukozid, petunidin-
3-O-arabinozid, petunidin-3-O-galaktozid, peonidin-3-O-galaktozid i
malvidin-3-O-galaktozid,;

Primenom klaster analize, na osnovu Euklidskog rastojanja, po Ward-
0voj metodi, uzorci su grupisani u dva klastera. Prvi klaster ¢ine uzorci
borovnica B2 i B3. U drugom Klasteru se zapazaju tri potklastera. U
prvom potklasteru su uzorci jagoda J1, J2 i J3. U drugom potklasteru
uzorci malina M1, M2, M3, M4 i jedan uzorak borovnice, B1. Uzorak
borovnice Bl se odlikuje nizim sadrzajem svih identifikovanih
pojedina¢nih antocijana, kao i nizim sadrzajem ferulne kiseline od
uzoraka borovnica B2 i B3. Treci potklaster obuhvata uzorke kupina K1,
K2, K3, K4 i K5. Grupisanje uzoraka primenom PCA analize u
saglasnosti je sa rezultatima dobijenim primenom Klaster analize;
Prilikom pripreme dzemova od jagoda, kupina, borovnica i malina,
utvrdeno je da sa porastom temperature, duZine kuvanja i sadrzaja Secera,
sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih
antocijana se smanjuje, pri cemu se najmanji gubitak istih uo¢ava nakon
5 minuta kuvanja na 90 °C, a najve¢i gubitak nakon 30 minuta kuvanja
na 105 °C;

U dZzemovima sa veéim sadrZzajem SeCera zapaZeno je priblizno
dvostruko smanjenje vremena poluraspada antocijana i skoro dvostruko
povecanje konstante brzine reakcije degradacije. Vreme poluraspada

antocijana, ti2, u dzemovima sa manjim sadrzajem Secera krece se od
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12,9 minuta do 28,4 minuta, dok je kod dZemova sa ve¢im sadrzajem
Secera u opsegu od 5,9 minuta do 15,9 minuta,

- Energija aktivacije za reakcije degradacije ukupnih monomernih
antocijana izracunate su iz logaritamskog oblika Arenijusove jednacine,
1 iznose 68,9 kJ/mol u dZemu od malina sa ve¢im sadrzajem Secerai 53,6
kJ/mol u dZemu od malina sa manjim sadrzajem Secera; 57,4 kJ/mol u
dzemu od kupina sa ve¢im sadrzajem Secera i 48,0 kJ/mol u dzemu od
kupina sa manjim sadrzajem Secera; 51,0 kJ/mol u dZzemu od borovnica
sa ve¢im sadrzajem Secera 1 40,0 kJ/mol u dzemu od borovnica sa manjim
sadrzajem Secera; 61,0 kJ/mol u dZzemu od jagoda sa ve¢im sadrzajem
Secera 1 47,0 kJ/mol u dzemu od jagoda sa manjim sadrzajem Secera;

- Cijanidin-rutinozid i cijanidin-soforozid ispoljili su veéu stabilnost od
cijanidin-3-glukozida, koji je bio najnestabilniji od identifikovanih
pojedina¢nih antocijana u dZemovima od malina sa ve¢im i manjim
sadrzajem Secera,;

- U dzemu od kupina sa manjim sadrzajem Secera, najveca stabilnost je
zabelezena kod cijanidin-3-rutinozida, a zatim slede cijanidin-3-glukozid
i cijanidin-3-malonilglukozid. U dzemu od kupina sa ve¢im sadrZajem
SeCera zabelezena je priblizna stabilnost cijanidin-3-rutinozida i
cijanidin-3-malonilglukozida, dok je cijanidin-3-glukozid bio
najnestabilniji. Zbog vecée koli¢ine Sec¢era u dZemu, uslovi verovatno
pogoduju nastanku furfurala i njegovih derivata. Naime, degradacioni
proizvodi dobijeni od $ecera su furfural i 5-hidroksimetilfurfural, za koje
je pokazano da dovode do degradacije antocijana iz kupine. U ovom
slu€aju, veca stabilnost cijanidin-3-malonilglukozida moze biti posledica
prisustva malonil-grupe koja, usled sternih smetnji, onemogucava ili
usporava reakciju ovih jedinjenja sa antocijanima;

- U dzemovima od borovnica, najstabilniji su cijanidin-3-galaktozid i
cijanidin-3-glukozid, dok su petunidin-3-arabinozid i delfinidin-3-
arabinozid najnestabilniji antocijani. Stabilnost pojedina¢nih antocijana
u odnosu na aglikon opadala slede¢i redosledom: cijanidin > peonidin >
petunidin > malvidin > delfinidin. Supstituenti na B prstenu
antocijanidina uticu na stabilnost molekula (narocito hidroksilna i

metoksilna grupa), pa tako dodatna hidroksilna grupa na B prstenu
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delfinidina smanjuje njegovu stabilnost. Takode, primecena je veca
stabilnost svih glukozida i galaktozida od arabinozida, $to je posledica
prisustva stabilnijih heksoznih Secera (glukoza i galaktoza) u odnosu na
pentozne Seéere (arabinoza);

- U dzemovima od jagoda, uoCena je vecéa stabilnost glikozida
pelargonidina u odnosu na glikozide cijanidina. Stabilnost antocijanidina
zavisi od vrste supstituenata na B prstenu, te je veca stabilnost
pelargonidina posledica prisustva dva H atoma u polozajima 3 i 5 na B
prstenu, dok je cijanidin podlozniji degradaciji zbog prisustva vicinalne
hidroksilne grupe;

- Pelargonidin-3-rutinozid je manje osetljiv na termicki tretman od
pelargonidin-3-glukozida, $to je posledica prisustva disaharida rutinoze,
koja se sastoji od ramnoze i glukoze. U dzemu sa ve¢im sadrZajem Secéera
zabelezena je priblizna stabilnost cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-
malonilglukozida (isto je zapazeno u dzemu od kupina), dok su u dzemu
sa manjim sadrzajem Secera gubici cijanidin-3-malonilglukozida bili

vedi.
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Within this doctoral dissertation, the optimization of operating parameters and
validation of the ICP-OES method for determination of the elemental composition of
strawberries, blackberries, raspberries and blueberries grown in the Republic of Serbia was
performed. The contents of macro and microelements, as well as potentially toxic elements
in the mentioned samples were determined. Extraction of polyphenolic compounds was
performed by using acidified 80% methanol, methanol, 96% ethanol, 60% ethanol, water
and acetone. The contents of total polyphenolics, total flavonoids, total anthocyanins and
antioxidant activity of the obtained extracts were determined by spectrophotometric
methods. In order to determine the antioxidant capacity of berries, the cyclic voltammetry
conditions (scan speed and the pH value of the samples) were optimized. Individual phenolic
compounds in all extracts were identified and quantified by HPLC method. Jams were made
of strawberries, blackberries, raspberries and blueberries, containing high and low sugar
amounts. The influence of elevated temperature and sugar content on the content of total
polyphenols, total flavonoids and total anthocyanins, as well as on the antioxidant activity
of jams, was monitored by spectrophotometric methods. The activation energies of the
degradation reactions of total anthocyanins in the prepared jams were calculated. The effect
of elevated temperatures and sugar content on the stability of individual anthocyanins in
jams was monitored by the HPLC method. Cluster analysis and principal component
analysis were performed in order to differentiate and group the samples according to their
elemental composition and polyphenolic profile.

Based on the obtained results, the following conclusions can be drawn:

- To optimize the atomization and ionization processes in an inductively
coupled plasma source, the Mg(ll) 280.270 nm/ Mg(l) 285.213 nm
(Mg(ID/Mg(l)) line intensity ratio was used for both viewing (axial and
radial) modes. In particular, the effects of the power and the carrier gas flow
rate were studied. The power was varied from 750 kW to 1350 kW in
intervals of 100 kW. Nebulizer argon flow rate was increased from 0.5
mL/min to 1.5 mL/min in intervals of 0.5 mL/min. The Mg(11)/Mg(l) line
ratio at power of 1150 W and a nebulizer gas flow rate of 0.5 L/min for
axially and radially viewed configuration were 10.57 and 12.06, respectively.
Using the selected RF power of the generator, the relative standard deviation

of the measurements was the lowest;
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The influence of nitric acid concentration on the intensity of the Mg (1)
emission line during radial plasma view has no significant effect. However,
in axial view, there is a decrease in the intensity of the Mg (I) emission line
when nitric acid concentrations above 10% were used. The lowest standard
deviation (0.29%) was observed when the concentration of nitric acid was
0.5%. This concetration was chosen to fill up vessels when preparing berry
samples for ICP-OES analysis;

To compensate the matrix effect, the standard addition method was used. The
sample was spiked with a known concentration of standard solution (0.4
mg/L to 1.6 mg/L, except for Al, Ca, Fe, Pb, Mg and Na, for which the spike
was 0.04 mg/LI to 0.6 mg/L) and thus was subjected to the same matrix
effects as the analytes present in the sample;

The validation of the developed method was involved precision, accuracy,
linearity of the calibration curve, detection (LD) and quantification limit
(LQ). The accuracy and precision of the method were tested using the
National Institute of Standards and Technology’s Certified Reference
Material (CRM) for blueberries (NIST 3287), which certifies the content of
8 metals in blueberries (Ca, Cu, Fe, Mn, Mg, P, K, Zn). The accuracy of the
ICP-OES method ranges from 94.61% for Zn to 103.6% for Mg. The
accuracy of the method ranges from 2.48% for Mg to 7.60% for Zn;

In analyzed samples 20 elements were studied and 18 (Ca, K, Mg, P, Na, Al,
B, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, Si, Zn) elements were determined
quantitatively. The most abundant macroelement in all samples is K, with
74.32% in strawberries, 70.20% in blueberries, 65.93% in blackberries and
73.47% in raspberries. It is followed by Ca, whose share ranges from 9.49%
in raspberries to 14.71% in blackberries. The highest content of phosphorus
is in raspberries (9.61%), the least in blueberries (7.62%), while blackberries
and strawberries have almost equal content of this element (8.77% and
8.36%). The presence of Mg in the samples of strawberries, blueberries and
raspberries is very uniform (6.13%, 6.72% and 6.85%), while in blackberries
it is represented by 9.72%. All analyzed samples of berries are characterized
by a very low Na content (0.50% in strawberries, 1.14% in blueberries,
0.87% in blackberries and 0.58% in raspberries). The most abundant

microelement is Mn, followed by Fe, Cu, Zn and Si;
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- Using the cluster analysis and the Ward’s method, analyzed elements were
grouped based on their contents Two clusters were observed on the
dendogram. The first cluster consists of two subclusters. Microelements are
grouped in the first subcluster. In the second subcluster, the macroelements
Ca, Mg, Na and P are grouped. As a macroelement with the highest content
in all samples, K was isolated in a special cluster;

- Also, using the cluster analysis and the Ward’s method, samples of
strawberries, Dblueberries, blackberries, and raspberries were grouped
according to the content of elements. Two clusters are observed on the
dendogram. The first cluster consists of strawberry samples and one
raspberry sample (M2). The second cluster consists of two subclusters. The
first subcluster contains raspberry samples M1, M3 and M4, and blackberry
sample K2. In the second subcluster, two subclusters are observed, where all
blueberry samples are grouped in the first, and blackberry samples K1, K3,
K4 and K5 in the second. The grouping of samples using PCA analysis is in
accordance with the results obtained using cluster analysis;

- Using spectrophotometric methods, the highest concentration of total
polyphenolic compounds, total flavonoids and total anthocyanins was
detected in acidified methanol extracts, while the lowest concentration was
detected in aqueous extracts. This is consistent with the literature data.
Comparing the results in relation to the analyzed samples, it is noticed that
the highest content of total polyphenyl compounds, total flavonoids and total
anthocyanins was detected in blueberry samples, followed by blackberries,
raspberries and strawberries samples;

- Acidified methanol extracts have shown the highest antioxidant activity.
This outcome was expected, given the previous results, where acidified
methanol proved to be the most efficient in the extraction of total polyphenyl
compounds, total flavonoids and total anthocyanins;

- DPPH and ABTS tests are based on the ability of antioxidants to scavange
free radicals. Most of the analyzed berry samples showed very close values
for ABTS activity. In addition, the values obtained by DPPH analysis were
higher than the values obtained by ABTS analysis. The reason may be
because the DPPH radical can reduce hydrogen-donor compounds as well as

free radicals, while the ABTS radical can be reduced by oxygen-containing
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compounds. The activity of DPPH and ABTS radicals depends on the pH of
the samples that are to be analyzed. The DPPH radical is sensitive in acidic
solutions, while the ABTS test can be applied over a wider pH range;

- FRAP and RP are based on the ability of antioxidants to reduce Fe3* ions to
Fe?* ions. The results obtained for the FRAP and RP test showed that the
antioxidant capacity of blueberry samples is the highest, followed by samples
of blackberries, raspberries and strawberries;

- To determine the optimal conditions for the analysis of berry extracts using
cyclic voltammetry (CV), different pH value of the extracts and the scanning
speed were applied. Three series of samples were prepared. Their pH values
were adjusted to pH=2, pH=4.5 and pH=7, while scanning speeds were 10
mV/s, 25 mV/s and 100 mV/s;

- If a low scanning speed is applied, then there is practically no peak on the
voltammogram due to sufficient time for relaxation of the double electric
layer on the working electrode, while higher scanning speeds result in the
appearance of anode current of higher intensity;

- Based on the obtained voltammograms, it is noticeable that pronounced
anode peaks occur in the analysis of samples in acidic medium, at pH=2 and
at pH=4.5, while at pH=7 there are no pronounced peaks. The anode current
intensity at pH 4.5 is slightly higher than the anode current intensity at pH=2,
so the pH value of all samples is set to 4.5, and the scanning speed is set to
100 mV/s;

- In order to include all groups of antioxidant compounds, cyclic
voltammograms of the analyzed berries were recorded in the potential range
of 0-800 mV. The first anode peak at potential values between 0.310 V and
0.350 V is based on the oxidation of flavonol (quercetin and its glucoside)
and caffeic acid. Cyclic voltammograms of quercetin and quercetin-3-O-f3-
glucoside with the first reversible oxidation peak at Epa=0.320 V and
Epa=0.350 V, corresponding to the oxidation of the 3 ', 4'-dihydroxide
substituent on the B-ring. The second oxidation peak at 0.537 V of quercetin
was probably due to creation of an intermediate radical during the oxidation
process. Quercetin and quercetin-3-O-B-glucoside show almost reversible

oxidation steps. The peak reduction of 3", 4'-dichinone that occurs during the
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oxidation process of quercetin or quercetin-3-O-B-glucoside occurred at
Epc=0.273 V and Epc=0.318 V, respectively;

- Anodic oxidation of caffeic acid shows irreversible anodic (Epa=0.344 V)
and cathodic (Epc=0.128 V) waves;

- The second, third and fourth anode peaks at potentials between 0.426 V and
0.444 V, 0.524 V and 0.540 V, respectively 0.638 V and 0.756 V, can be
attributed to anthocyanins and hydroxycinnamic acids (ferulic and coumaric
acid);

- The cyclic voltamogram of malvidin-3-O-glucoside showed two peaks at
0.428 V and 0.543 V. The first peak is attributed to the oxidation of the -OH
group of the B-ring, and the second peak may be due to oxidation of the 5,7-
dihydroxyl group of the A-ring;

- Cyanidin-3-O-glucoside shows two anode peaks at Epa=0.529 V and
Epa=0.734 V. These two peaks correspond to oxidations of the 3, 4’-OH
groups in the B-ring;

- Based on Pearson's correlation coefficients, it is concluded that a high
positive correlation exists between CV antioxidant capacity and total
polyphenols (UPF) (r?=0.8963), CV antioxidant capacity and total
flavonoids (UF) (r?>=0.9133), CV antioxidant capacity and total anthocyanins
(UA) (r?=0.8463). In addition, high positive correlations were found between
the antioxidant capacities obtained by CV with those obtained by FRAP
(r?=0.9290), RP (r>=0.0.8617), DPPH (r?=0.8853) and ABTS (r?=0.9382)
indicating that polyphenolic antioxidants with OH groups on the B-ring
contribute the most to the total antioxidant capacity;

- Individual polyphenolic compounds were identified and quantified using the
HPLC method. Among the phenolic acids, caffeic, ferulic, p-coumaric, and
ellagic acid have been identified and quantified in the samples. Among the
flavonols, quercetin, quercetin-pentoside, quercetin-galactoside,
kaempferol, kaempferol-glucoside and rutin have been identified and
quantified,

- The following anthocyanins were identified and quantified in strawberries:
pelargonidine-3-O-glucoside, pelargonidine-3-O-rutinoside, cyanidin-3-O-

glucoside, and cyanidin-3-O-malonylglucoside;
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The following anthocyanins were identified and quantified in raspberries:
cyanidin-3-O-sophoroside, pelargonidin-3-O-sophoroside, cyanidin-3-O-
glucoside and cyanidin-3-O-rutinoside;

The following anthocyanins were identified and quantified in blackberries:
cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-rutinoside, and cyanidin-3-O-
malonylglucoside;

The following anthocyanins were identified and quantified in blueberries:
delfinidin-3-O-galactoside,  delfinidin-3-O-glucoside,  delfinidin-3-O-
arabinoside, cyanidin-3-O-galactoside, cyanidin-3-O-galactoside, cyanidin-
3-O-glucoside,  petunidin-3-O-arabinoside,  petunidin-3-O-galactoside,
peonidin-3-O-galactoside and malvidin-3-O-galactoside;

Using cluster analysis, based on Euclidean distance, according to Ward's
method, the samples were grouped into two clusters. The first cluster consists
blueberry samples B2 and B3. The second cluster includes three subclusters.
The first subcluster includes strawberry samples. The second subcluster
includes raspberry samples and one blueberry sample, B1. Sample of
blueberry B1 is characterized by a lower content of all identified individual
anthocyanins, as well as a lower content of ferulic acid than samples B2 and
B3 of blueberries. The third subcluster consists of samples of blackberry
samples. The grouping of samples using PCA analysis is in aligned with the
results obtained using cluster analysis;

During the preparation of strawberry, blackberry, blueberry, and raspberry
jams, it was found that with increasing temperature, cooking length and sugar
content, the content of total polyphenolic compounds, total flavonoids and
total anthocyanins decreases, with the least loss after 5 minutes of cooking
at 90 °C, and with the greatest loss after 30 minutes of cooking at 105 ° C;
In jams with a higher amount of sugar, an approximately twofold decrease
in the half-life of anthocyanins and an almost twofold increase in the constant
rate of the degradation reaction were observed. The half-life of anthocyanins,
tip, In jams with a lower sugar content ranges from 12.9 minutes to 28.4
minutes, while in jams with a higher sugar content it ranges from 5.9 minutes
to 15.9 minutes;

The activation energy for the degradation reactions of total monomeric

anthocyanins was calculated from the Arrhenius plot, and is 68.9 kJ/mol in
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raspberry jam with higher sugar content and 53.6 kJ/mol in raspberry jam
with lower sugar content; 57.4 kJ/mol in blackberry jam with a higher sugar
content and 48.0 kJ/mol in blackberry jam with a lower sugar content; 51.0
kJ/mol in blueberry jam with a higher sugar content and 40.0 kJ/mol in
blueberry jam with a lower sugar content; 61.0 kJ/mol in strawberry jam with
a higher sugar content and 47.0 kJ/mol in strawberry jam with a lower sugar
content;

- Pelargonidin-sophoroside was the most stable individual anthocyanin in
raspberry jams. Cyanidin-rutinoside and cyanidin-sophoroside showed
greater stability than cyanidin-3-glucoside, which was the most unstable of
the individual anthocyanins identified in raspberry jams with higher and
lower sugar content;

- In blackberry jam with a lower sugar content, the greatest stability was
observed with cyanidin-3-rutinosides, followed by cyanidin-3-glucoside and
cyanidin-3-malonylglucoside. Approximate stability of cyanidin-3-
rutinosides and cyanidin-3-malonylglucosides was observed in blackberry
jam with higher sugar content, while cyanidin-3-glucoside was the most
unstable. Due to the higher amount of sugar in the jam, the conditions
probably affect the formation of furfural and its derivatives. Namely,
degradation products obtained from sugar are furfural and 5-
hydroxymethylfurfural, which have led to degradation of blackberry
anthocyanins. In this case, the greater stability of cyanidin-3-
malonylglucosides may be caused by the presence of a malonyl group which,
due to steric disturbances, prevents or slows down the reaction of these
compounds with anthocyanins;

- Inblueberry jams, cyanidin-3-galactoside and cyanidin-3-glucoside were the
most stable, while petunidin-3-arabinoside and delfinidine-3-arabinoside
were the most unstable anthocyanins. The stability of individual
anthocyanins in relation to the aglycone decreased in the following order:
cyanidin> peonidin> petunidin> malvidin> delfinidine. Substituents on the
B ring of anthocyanidins affect the stability of molecules (especially
hydroxyl and methoxyl groups), so that the additional hydroxyl group on the
B ring of delphinidine reduces its stability. Also, greater stability of all

glucosides and galactosides than arabinosides was observed, due to the
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presence of more stable hexose sugars (glucose and galactose) compared to
pentose sugars (arabinose);

- In strawberry jams, greater stability of pelargonidin glycosides compared to
cyanidin glycosides was observed. The stability of anthocyanidins depends
on the type of substituents on the B ring, and the greater stability of
pelargonidin is due to the presence of two H atoms in positions 3 and 5 on
the B ring, while cyanidin is more susceptible to degradation due to the
vicinal hydroxyl groups;

- Pelargonidin-3-rutinoside was less sensitive to thermal treatment than
pelargonidin-3-glucoside, due to the presence of the disaccharide rutinosis,
which consists of rhamnose and glucose. Approximate stability of cyanidin-
3-glucoside and cyanidin-3-malonylglucoside was observed in the sugar jam
(the same was observed in blackberry jam), while the losses of cyanidin-3-

malonylglucoside were higher in the sugar-low jam.
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8. Prilog




Doktorska disertacija

Tabela 1. Sadrzaj kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u uzorcima jagoda, u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i

acetonskim ekstraktima

Milena D. Nikolié¢

Uzorak Kafena kiselina p-Kumarna kiselina Ferulna kiselina Elaginska kiselina
Rastvara Cs £ SD RSD  cy%SD RSD Cs £ SD RSD  cySD RSD

(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg /kg) (%) (mg /kg) (%)

Metanol 0,708+0,007 0,99 2,40+0,02 0,83 1,05+0,02 1,90 110+3 2,73

96% Etanol 0,644+0,005 0,78 1,49+0,03 2,01 1,246+0,007 0,56 105+2 1,90

71 60% Etanol 0,50+0,02 4,00 1,59+0,05 3,14 1,198+0,005 0,42 80+2 2,50
Voda 0,380+0,005 1,31 2,67+0,01 0,37 1,51+0,03 1,99 94+1 1,06

Aceton 0,364+0,001 0,27 2,42+0,02 0,83 0,987+0,007 0,71 76x2 2,63

Metanol 0,831+0,005 0,60 1,19+0,01 0,84 1,13+0,03 2,65 62+1 1,61

96% Etanol 0,693+0,003 0,43 1,26+0,02 1,59 0,837+0,007 0,84 63+2 3,17

12 60% Etanol 0,656+0,005 0,76 1,50+0,03 2,00 1,13+0,03 2,65 551 1,82
Voda 0,671+0,002 0,30 1,44+0,02 1,39 0,830+0,007 0,84 53+2 3,77

Aceton 0,395+0,001 0,25 1,18+0,03 2,54 0,769+0,008 1,04 52+1 1,92

Metanol 0,724+0,005 0,69 1,78+0,04 2,25 1,21+0,01 0,83 68+3 4,41

96% Etanol 1,02+0,01 0,98 1,48+0,03 2,03 1,04+0,02 1,92 66x1 1,52

13 60% Etanol 0,674+0,004 0,59 0,79+0,01 1,26 1,25+0,01 0,80 51+2 3,92
Voda 0,53+0,01 1,89 1,34+0,02 1,49 0,783+0,005 0,64 46x1 2,17

Aceton 0,72+0,05 6,94 1,52+0,04 2,63 0,993+0,007 0,70 59+3 5,08
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Tabela 2. Sadrzaj kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u uzorcima kupina, u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i

acetonskim ekstraktima

Kafena kiselina p-Kumarna kiselina Ferulna kiselina Elaginska kiselina

Uzorak Rastvara C+£SD  RSD  Cy%SD RSD C £SD RSD C+£SD  RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg /kg) (%) (mg/kg) (%)

Metanol n.d. - 4,09+0,05 1,22 1,21+0,05 4,13 64+1 1,56

96% Etanol n.d. - 3,38+0,07 2,07 1,19+0,07 5,88 7242 2,78

K1 60% Etanol n.d. - 3,35+0,03 0,90 0,67+0,01 1,49 68+1 1,47
Voda n.d. - 2,75+0,02 0,73 1,13+0,03 2,65 753 4,00

Aceton n.d. - 2,32+0,01 0,43 0,80+0,05 6,25 7242 2,78

Metanol n.d. - 2,23+0,05 2,24 1,23+0,03 2,44 79+ 2,53

96% Etanol n.d. - 2,32+0,09 3,88 1,30+0,07 5,38 67+1 1,49

K2 60% Etanol n.d. - 2,90+0,05 1,72 1,28+0,02 1,56 79+2 2,53
Voda n.d. - 1,81+0,06 3,31 1,13+0,02 1,77 81+3 3,70

Aceton n.d. - 2,38+0,08 3,36 0,79+0,01 1,27 74+1 1,35

Metanol n.d. - 2,08+0,04 1,92 1,46+0,05 3,42 69+2 2,90

96% Etanol n.d. - 2,68+0,05 1,87 1,33+£0,07 5,26 58+1 1,72

K3 60% Etanol n.d. - 2,28+0,07 3,07 1,29+0,03 2,33 73+2 2,74
Voda n.d. - 1,61+0,02 1,24 1,28+0,05 3,91 68+1 1,47

Aceton n.d. - 1,34+0,01 0,75 0,82+0,03 3,66 67+1 1,49
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Metanol n.d. - 2,08+0,03 1,44 1,86+0,08 4,30 87+2 2,30

96% Etanol n.d. - 2,17+0,06 2,76 1,31+0,05 3,82 77+1 1,30

K4 60% Etanol n.d. - 2,19+0,07 3,20 1,50+0,06 4,00 67+2 2,99
Voda n.d. - 1,94+0,05 2,58 1,29+0,04 3,10 80+3 3,75

Aceton n.d. - 1,70+0,01 0,59 1,13+0,05 4,42 69+2 2,90

Metanol 0,557+0,003 0,54 2,98+0,02 0,67 1,30+0,03 2,31 2157 3,26

96% Etanol 0,981+0,005 0,51 2,38+0,05 2,10 1,28+0,01 0,78 17745 2,82

K5 60% Etanol 0,626+0,003 0,48 2,05+0,03 1,46 2,14+0,04 1,87 187+3 1,60
Voda 0,377+0,001 0,26 2,17+0,05 2,30 1,50+0,03 2,00 1705 2,94

Aceton 0,546+0,004 0,73 1,95+0,07 3,59 1,28+0,02 1,56 143+4 2,80
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Tabela 3. Sadrzaj kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u uzorcima borovnica,

i acetonskim ekstraktima

Milena D. Nikolié¢

u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim

Kafena kiselina

p-Kumarna kiselina

Ferulna kiselina

Elaginska kiselina

Uzorak Rastvarad C4SD RSD Cc4SD RSD CetSD RSD CetSD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 8,0740,05 0,62 n.d. - 3,13£0,01 0,32 n.d. -
96% Etanol 8,350,04 0,48 n.d. - 4,20%0,04 0,95 n.d. -
B1 60% Etanol 7,37%0,05 0,68 n.d. - 3,64x0,06 1,65 n.d. -
Voda 5,09£0,07 1,38 n.d. - 3,00£0,03 1,00 n.d. -
Aceton 5,15£0,05 0,97 n.d. - 4,52%0,05 111 n.d. -
Metanol 8,2240,02 0,24 n.d. - 15,60,1 0,64 n.d. -
96% Etanol 7,98+0,01 0,13 n.d. - 19,3+0,1 0,52 n.d. -
B2 60% Etanol 8,6810,03 0,35 n.d. - 20,3103 1,48 n.d. -
Voda 6,39:0,06 0,04 n.d. - 19,9+0,1 0,50 n.d. -
Aceton 7,1310,07 0,08 n.d. - 17,6301 0,57 n.d. -
Metanol 11,43+0,06 0,52 n.d. - 25,940,3 1,16 n.d. -
96% Etanol 9,01£0,05 0,55 n.d. - 24,5%0,1 0,41 n.d. -
B3 60% Etanol 9,06+0,09 0,99 n.d. - 22,240,5 2,25 n.d. -
Voda 6,04+0,04 0,66 n.d. - 22,4310, 1,78 n.d. -
Aceton 9,01+0,07 0,78 n.d. - 24,5+0,1 0,41 n.d. -
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Tabela 4. Sadrzaj kafene, p-kumarne, ferulne i elaginske kiseline u uzorcima malina, u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i

acetonskim ekstraktima

Kafena kiselina p-Kumarna kiselina Ferulna kiselina Elaginska kiselina
Uzorak Rastvara Cx £SD RSD C £ SD RSD Ce £SD RSD Co £ SD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg /kg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol n.d. - 2,35+0,01 0,43 1,18+0,01 0,85 85+1 1,18
96% Etanol n.d. - 2,59+0,03 1,16 1,21+0,02 1,65 79+21 2,53
M1 60% Etanol n.d. - 1,98+0,05 2,53 1,33+0,01 0,75 61+1 1,64
Voda n.d. - 1,46+0,02 1,37 1,29+0,03 2,33 86+32 3,49
Aceton n.d. - 1,21+0,05 4,13 1,43+0,02 1,40 63+4 6,35
Metanol n.d. - 3,63+0,1 2,75 1,29+0,03 2,33 78+2 2,56
96% Etanol n.d. - 3,66+0,07 1,91 1,35+0,01 0,74 72+1 1,39
M2 60% Etanol n.d. - 1,99+0,03 1,51 1,27+0,05 3,94 8845 5,68
Voda n.d. - 2,71+0,04 1,48 1,28+0,04 3,13 88+1 1,14
Aceton n.d. - 2,34+0,03 1,28 1,10+0,02 1,82 68+1 1,47
Metanol n.d. - 3,26+0,02 0,61 1,45+0,03 2,07 91+31 1,10
96% Etanol n.d. - 4,53+0,04 0,88 1,29+0,04 3,10 8212 2,44
M3 60% Etanol n.d. - 3,93+0,01 0,25 1,39+0,06 4,32 83+1 1,20
Voda n.d. - 2,24+0,03 1,34 1,25+0,07 5,60 86+3 3,49
Aceton n.d. - 3,88+0,06 1,55 1,09+0,05 4,59 92+2 2,17
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Metanol n.d. 2,15+0,03 1,40 1,41+0,01 0,71 7642 2,63

96% Etanol n.d. 4,59+0,04 0,87 1,26+0,03 2,38 77+l 1,30

M4 60% Etanol n.d. 2,38+0,02 0,84 1,33+0,02 1,50 88+2 2,27
Voda n.d. 1,48+0,01 0,68 1,34+0,08 5,97 62+1 1,61

Aceton n.d. 3,83+0,03 0,78 1,16+0,06 517 63+1 1,59
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Tabela 5. Sadrzaj flavonola u uzorcima jagoda u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

o Kvercetin Kvercetin-glukozid Kvercetin-galaktozid Kemferol Kemferol-glukozid Rutin

g Rastvara¢ CatSD RSD CatSD CatSD RSD  cq*SD RSD cstSD  RSD  c4*SD RSD
> (mg/kg) (%) (mg/kg) RSD 00 (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)

Metanol 14,5+0,1 0,69 2,08+0,01 0,48 23,840,2 0,84  2,53+0,01 0,40 1,95+£0,03 1,54 n.d. -

96% Etanol 18,8+0,1 0,53 1,12+0,01 0,89 27,60,2 0,72 2,25+0,01 0,44 2,85+0,05 1,75 n.d. -

J1 60% Etanol 17,2+0,2 1,17 1,62+0,03 1,85 26,2+0,1 0,38 1,18+0,04 3,38 1,48+0,01 0,68 n.d. -

Voda 14,7+0,2 1,36 2,79+0,03 1,08 30,0+0,5 1,67 1,55+0,01 0,65 2,59+0,01 0,39 n.d. -

Aceton 15,740,1 0,64 2,18+0,05 2,29 14,8+0,7 4,74 2,11+0,02 0,95 1,97+0,03 1,52 n.d. -

Metanol 11,7+0,2 1,72 2,51+0,01 0,40 25,4+0,5 1,97 1,30+0,02 1,54 2,15+0,01 0,47 n.d. -

96% Etanol 13,0+0,3 2,30 1,85+0,01 0,54 22,3+0,3 1,35 1,16+0,03 2,59 2,49+0,05 2,01 n.d. -

J2 60% Etanol 10,6+0,1 0,94 1,95+0,03 1,54 22,6+0,3 1,33 1,03+0,01 0,97 2,12+0,05 2,36 n.d. -

Voda 13,040,3 2,30 1,11+0,01 0,90 19,5+0,2 1,03  0,94+0,01 1,06 1,74+0,01 0,57 n.d. -

Aceton 11,4+0,2 1,75 1,48+0,01 0,68 21,60,2 0,93 0,78+0,04 5,13 2,04+0,03 1,47 n.d. -

Metanol 10,6+0,1 0,95 2,28+0,04 1,75 24,0+0,7 2,92 1,56+0,01 0,64 2,03+0,05 2,47 n.d. -

96% Etanol 11,540,1 0,87 1,38+0,01 0,73 23,440,6 2,57 1,03+0,02 1,95 1,94+0,01 0,51 n.d. -

J3 60% Etanol 10,3+0,2 1,94 1,66+0,02 1,20 26,5+0,4 1,51 1,60+0,02 1,25 1,56+0,01 0,64 n.d. -

Voda 8,7£0,2 2,29 1,17+£0,02 1,71 20,4+0,1 0,49 0,76+0,01 1,32 1,74+0,03 1,72 n.d. -

Aceton 11,940,1 0,84 1,27+0,03 2,35 20,4+0,2 0,98 1,23+0,01 0,81 1,58+0,01 0,63 n.d. -
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Tabela 6. Sadrzaj flavonola u uzorcima kupina u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Kvercetin Kvercetin-glukozid Kvercetin-galaktozid Kemferol Kemferol-glukozid Rutin
_%U Rastvarac ) RSD CcsxSD RSD (%) CstSD RSD CsrtSD RSD cs*tSD  RSD CsxSD RSD
> (mg/kg) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 9,34+0,04 0,43 1,39+0,02 1,44 23,5+0,1 0,43 1,50+0,02 1,33 1,71+0,03 1,75 1,93+0,03 1,55
96% Etanol 7,71+0,01 0,13 1,33+0,01 0,75 20,6+0,2 0,97 1,28+0,03 2,34 1,59+0,01 0,63 1,68+0,01 0,59
K1 60% Etanol 8,58+0,05 0,58 1,28+0,03 2,34 21,0+0,2 0,95 1,42+0,04 2,82 1,65+0,02 1,21 1,17+0,02 1,71
Voda 6,67+0,01 0,15 0,80+0,01 1,24 17,5+0,3 1,72 0,96+0,01 1,04 1,18+0,03 2,55 1,32+0,03 2,27
Aceton 7,55+0,03 0,40 0,92+0,01 1,09 18,3+0,2 1,09 1,06+0,02 1,88 1,23+0,01 0,82 1,17+0,02 1,72
Metanol 8,55+0,02 0,23 1,87+0,02 1,07 25,2+0,4 1,59 1,46+0,01 0,68 1,59+0,03 1,89 5,38+0,02 0,37
96% Etanol 7,63+0,05 0,65 1,53+0,02 1,31 21,8+0,3 1,37 1,16+0,04 3,45 1,34+0,02 1,50 4,50+0,01 0,22
K2 60% Etanol 7,01+0,03 0,43 1,31+0,03 2,30 23,2+0,1 0,43 1,31+0,02 1,53 1,17£0,01 0,85  4,82+0,01 0,21
Voda 5,34+0,02 0,37 1,02+0,01 0,98 17,4%0,2 1,15 0,95+0,01 1,05 0,86+0,02 2,32  3,33+0,05 1,50
Aceton 6,24+0,01 0,16 1,41+0,01 0,71 18,4+0,1 0,54 1,07+0,03 2,80 1,25+¢0,01 0,80  3,71+0,03 0,81
Metanol 8,17+0,03 0,37 1,54+0,03 1,95 23,5%0,2 0,85 1,35+0,04 2,96 1,80+0,02 1,11 3,47+0,05 1,44
96% Etanol 7,31+0,01 0,14 1,20+0,01 0,83 19,7+0,2 1,02 1,09+0,01 0,92 1,55+0,02 1,29  3,08+0,01 0,32
K3 60% Etanol 6,78+0,02 0,29 1,29+0,03 2,33 17,1+0,3 1,76 1,24+0,02 1,61 1,69+0,03 1,78 3,34+0,01 0,30
Voda 5,59+0,01 0,18 0,91+0,01 1,10 15,1+0,5 3,32 0,83+0,01 1,20 1,04+0,03 2,89 2,65+0,03 1,13
Aceton 6,35+0,02 0,32 1,08+0,02 1,86 18,8+0,4 2,13 1,00+0,02 2,00 1,18+0,01 0,85 3,08+0,01 0,33
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Metanol 7,32+0,05 0,68 1,65+0,03 1,81 26,8+0,3 1,12 1,43+0,02 1,39 2,42+0,04 1,65 2,24+0,03 1,34

96% Etanol 6,40+0,04 0,62 1,3540,01 0,74 21,8+0,1 0,46 1,11+0,01 0,90 1,79+0,03 1,68 1,32+0,01 0,76

K4 60% Etanol 6,13+0,03 0,49 1,56+0,03 1,92 24,8+0,2 0,81 1,28+0,03 2,35 2,19+0,01 0,46 1,71+0,01 0,59
Voda 6,04+0,02 0,33 1,05+0,02 1,91 18,2+0,4 2,19 0,88+0,02 2,27 1,32+0,03 2,27 1,23+0,03 2,44

Aceton 6,21+0,01 0,16 1,14+0,01 0,88 18,4+0,3 1,63 0,94+0,01 1,06 1,49+0,02 1,34 1,19+0,01 0,84

Metanol 8,57+0,04 0,47 14,6+0,2 1,37 37,0+0,3 0,81 2,38+0,05 2,10 2,01+0,01 0,50 14,49+0,03 0,21

96% Etanol 8,43+0,02 0,24 12,2+0,1 0,82 34,3+0,2 0,58 1,83+0,01 0,55 1,64+0,02 1,22 11,12+0,01 0,09

K5 60% Etanol 7,58+0,03 0,40 13,0+0,2 1,54 29,5+0,2 0,68 2,07+0,02 0,97 1,44+0,01 0,70 12,53+0,01 0,08
Voda 5,28+0,02 0,38 10,4+0,2 1,92 26,8+0,4 1,49 1,46+0,03 2,06 1,09+0,02 1,83 8,65+0,03 0,35

Aceton 5,75+0,02 0,35 10,5+0,3 2,85 27,9+0,3 1,08 1,48+0,02 1,35 1,15+0,02 1,74 9,53+0,01 0,10
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Tabela 7. Sadrzaj flavonola u uzorcima borovnica u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Kvercetin Kvercetin-glukozid Kvercetin-galaktozid Kemferol Kemferol-glukozid Rutin
§ Rastvarac CsxSD RSD CsxSD Cs£SD RSD Cs£SD RSD CsxSD RSD CsrxSD RSD
> (mg/kg) (%) (mg/kg) RSD 00 (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mglkg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 14,8+0,3 2,02 2,2740,01 0,44 28,840,1 0,35 1,08+0,01 0,92 2,10+0,01 0,48 8,5+0,1 1,17
96% Etanol 10,5+0,2 1,90 2,1240,07 3,30 22,640,2 0,89 0,89+0,01 1,13 1,53+0,03 1,96 6,240,1 1,61
Bl 60% Etanol 12,0+0,1 0,83 2,17+0,04 1,84 27,4+0,1 0,36 0,87+0,01 1,15 1,82+0,04 2,20 7,5+0,2 2,68
Voda 15,340,1 0,65 2,13+0,01 0,47 26,6+0,3 1,13 1,14+0,01 0,88 2,01+0,05 2,49 5,1+0,1 1,96
Aceton 11,4+0,3 2,63 1,98+0,03 1,51 23,2+0,3 1,29 0,62+0,02 3,23 1,77¢0,01 0,57 4,60+0,05 1,09
Metanol 16,0+0,1 0,63 2,31+0,04 1,73 33,3x0,1 0,30 1,76+0,04 2,27 2,63+0,04 1,52 6,35+0,07 1,10
96% Etanol 10,7+0,2 1,87 1,53+0,05 3,28 25,5+0,2 0,78 1,41+0,05 3,56 2,07+0,01 0,48 4,91+0,04 0,81
B2 60% Etanol 14,0+0,2 1,43 2,08+0,07 3,37 20,6+0,1 0,49 1,14+0,01 0,88 2,01+0,03 1,49 5,7£0,1 1,75
Voda 16,310,3 1,84 1,81+0,04 2,21 24,8+0,3 1,21 0,96+0,02 2,08 2,66£0,04 150  4,88+0,03 0,61
Aceton 11,040,1 0,91 1,78+0,01 0,56 21,6+0,3 1,39 0,74+0,01 1,34 1,74+0,05 2,88  4,66+0,04 0,86
Metanol 13,840,1 0,72 1,93+0,03 1,55 30,1+0,1 0,33 1,62+0,03 1,86 2,36+0,01 0,42 24,610,1 0,41
96% Etanol 14,1+0,2 1,42 1,86+0,04 2,15 24,7+0,2 0,81 1,3240,04 3,02 2,03+0,04 1,97 22,0+0,2 0,91
B3 60% Etanol 13,040,1 0,77 1,64+0,05 3,05 22,940,1 0,44 1,42+0,01 0,70 1,69+0,01 0,59 19,8+0,1 0,51
Voda 13,7+0,2 1,46 1,35+0,01 0,74 20,4+0,3 1,47 0,79+0,01 1,27 2,29+0,03 1,31 21,1+0,3 1,42
Aceton 11,6+0,3 2,58 1,42+0,04 2,81 23,6x0,3 1,27 0,72+0,01 1,39 1,71+0,01 0,58 20,6+,3 1,46
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Tabela 8. Sadrzaj flavonola u uzorcima malina u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Kvercetin Kvercetin-glukozid Kvercetin-galaktozid Kemferol Kemferol-glukozid Rutin
Uzorak  Rastvara¢ CstSD RSD CcstSD b %) CsxSD RSD CstSD RSD csxSD  RSD Ccs+SD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mgrkg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 12,7+0,2 1,58 1,24+0,03 2,42 23,1+0,1 0,43 1,93+0,03 1,56 2,20+0,02 0,91 5,01+0,01 0,20
96% Etanol 12,340,2 1,62 1,22+0,01 0,82 21,5+0,2 0,93 1,56+0,01 0,64 2,12+0,01 0,47 4,06+0,01 0,25
M1 60% Etanol 6,8+0,2 2,96 1,16+0,02 1,72 25,8+0,2 0,78 1,43+0,01 0,70 1,57+0,02 1,27 3,46+0,03 0,87
Voda 11,6+0,3 2,58 1,47+0,03 2,04 22,840,3 1,32 1,96+0,03 1,53 2,62£0,03 1,15  3,97+0,03 0,76
Aceton 8,0+£0,5 6,27 1,17+0,02 1,71 21,4+0,5 2,33 1,76+0,02 1,14 1,75£0,03 1,72 4,85+0,05 1,03
Metanol 11,340,3 2,66 1,72+0,02 1,16 23,9+0,4 1,67 2,08+0,02 0,96 2,38+0,02 0,84  4,73+0,01 0,21
96% Etanol 11,840,3 2,54 1,58+0,01 0,63 23,1+0,3 1,30 1,96+0,01 0,51 2,36£0,01 0,42  3,98+0,01 0,25
M2 60% Etanol 5,7+£0,1 1,75 1,34+0,01 0,75 24,4+0,1 0,41 1,53+0,01 0,65 1,85£0,01 0,54 4,42+0,03 0,68
Voda 10,5+0,2 1,91 1,27+0,05 3,95 20,440,2 0,98 1,93+0,05 2,59 2,3240,05 2,16  4,23+0,01 0,24
Aceton 3,5+0,1 2,90 1,27+0,03 2,37 21,9+0,1 0,46 1,63+0,03 1,84 2,13+0,03 1,41 3,29+0,01 0,30
Metanol 9,9+0,3 3,02 1,81+0,05 2,76 24,2+0,2 0,83 1,81+0,01 0,55 2,15+0,05 2,33 5,50+0,04 0,73
96% Etanol 10,4+0,1 0,96 1,25+0,01 0,80 24,1+0,2 0,83 1,93+0,05 2,59 2,25+0,05 2,23 5,23+0,01 0,19
M3 60% Etanol 5,7+0,2 3,51 1,31+0,01 0,76 24,3+0,3 1,23 1,61+0,01 0,62 1,81+0,01 0,55 6,11+0,02 0,33
Voda 9,4+0,2 2,12 1,30+0,03 2,31 21,6+0,5 2,32 1,72+0,01 0,58 2,20+0,03 1,37 3,68+0,02 0,54
Aceton 3,3+0,1 3,03 1,25+0,01 0,80 23,0+0,4 1,74 1,80+0,01 0,55 1,86£0,01 0,54 5,15+0,03 0,58
M4 Metanol 8,7+0,5 5,73 1,03+0,03 2,91 27,2+0,3 1,10 1,64+0,03 1,83 2,01+0,03 1,49 3,94+0,05 1,27
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96% Etanol 8,6+0,4 4,63 1,15+0,01 0,87 23,8+0,1 0,42 1,66+0,03 1,81 1,85+0,02 1,08  3,87+0,01 0,26
60% Etanol 5,0£0,1 2,01 2,46+0,01 0,41 29,8+0,2 0,67 1,66+0,01 0,60 1,64+0,01 0,61  4,16+0,01 0,24
Voda 8,84+0,1 1,13 1,31+0,03 2,29 25,2+0,4 1,59 2,01+0,03 1,50 2,26+0,03 1,33  3,88+0,03 0,77
Aceton 3,840,2 5,29 1,32+0,01 0,76 25,9+0,3 1,16 1,79+0,02 1,12 1,94+0,01 052  3,91+0,01 0,26
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Tabela 9. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima jagoda u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Pelargonidin-3-O- Pelargonidin-3-O- Cijanidin-3-O-glukozid Cijanidin-3-O-
lukozid rutinozid malonilglukozid
Uzorak Rastvarac CsrigD RSD Cx£SD RSD Cx£SD RSD Cx£SD RS
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
J1 Metanol 721 1,38 3,21+0,03 0,94 2,17+0,03 1,38 9,6+0,1 1,04
96% Etanol 69+1 1,45 2,77+0,05 1,81 2,07£0,05 2,41 7,8+0,1 1,28
60% Etanol 68+2 2,95 3,4+0,1 2,96 1,95+0,01 0,51 10,740,2 1,86
Voda 44+1 2,29 1,16+0,05 4,30 0,98+0,01 1,02 4,70+0,1 2,13
Aceton 58+2 3,43 1,98+0,02 1,01 1,67+0,02 1,19 6,2+0,1 1,61
J2 Metanol 8343 3,62 5,8+0,1 1,73 8,24+0,05 0,61 10,3+0,2 1,95
96% Etanol 7243 4,16 5,4+0,2 3,68 9,6+0,1 1,04 11,03+0,05 0,45
60% Etanol 7242 2,78 5,0+0,1 1,99 2,78+0,05 1,80 8,87+0,03 0,34
Voda 61+2 3,29 4,310,1 2,34 7,0£0,1 1,42 9,6+0,1 1,04
Aceton 64+1 1,56 2,38+0,07 2,94 3,92+0,07 1,79 7,46%0,05 0,67
J3 Metanol 118+3 2,55 5,74+0,05 0,87 11,240,2 1,78 12,140,2 1,66
96% Etanol 116+4 3,44 5,35+0,03 0,56 8,2+0,2 2,43 11,440,2 1,76
60% Etanol 104+3 2,88 5,20+0,03 0,58 11,240,1 0,90 11,7+0,3 2,57
Voda 7242 2,76 3,62+0,03 0,83 6,06+0,05 0,83 7,28+0,03 0,41
Aceton 64+1 1,56 4,92+0,02 0,41 4,2+0,1 2,40 9,3+0,1 1,08
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Tabela 9. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima kupina u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Cijanidin-3-O-glukozid

Cijanidin-3-O-rutinozid

Cijanidin-3-O-
malonilglukozid

Uzorak Rastvara¢
CsxSD RSD Cs£SD RSD (%) Cs£SD RSD (%)
(mglkg) (%) (mg/kg) (mg/kg)

Metanol 317+5 1,58 19,2+0,2 1,04 9,17+0,03 0,33

96% Etanol 322+3 0,93 17,2+0,1 0,58 7,68+0,05 0,65

K1 60% Etanol 313+4 1,28 20,6x0,2 0,97 8,25+0,07 0,85

Voda 300+7 2,34 13,0+0,1 0,77 5,97+0,05 0,84

Aceton 283+4 1,41 10,8+0,1 0,93 6,11+0,02 0,33

Metanol 321+7 2,18 13,940,3 2,16 11,5+0,1 0,87

96% Etanol 3162 0,63 12,240,1 0,82 10,0+0,1 1,00

K2 60% Etanol 316+6 1,90 14,0+0,2 1,43 10,7+0,2 1,88

Voda 29543 1,02 9,8+0,1 1,02 7,3+0,1 1,38

Aceton 308+9 2,92 11,740,4 3,42 8,3+0,2 2,40

Metanol 199+4 2,01 12,0+0,1 0,83 6,0+0,2 3,31

96% Etanol 194+6 3,09 9,9+0,1 1,01 6,96+0,07 1,01

K3 60% Etanol 180+7 3,89 8,1+0,1 1,23 8,6£0,2 2,32

Voda 167+3 1,80 6,7+0,2 2,97 5,85+0,06 1,03

Aceton 1757 4,00 7,9+0,3 3,79 7,64+0,04 0,52
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Metanol 219+8 3,65 15,5+0,3 1,94 22,8+0,4 1,75

96% Etanol 225+2 0,89 15,840,2 1,26 21,2+0,2 0,94

K4 60% Etanol 258+4 1,55 12,7+0,4 3,15 17,4+0,3 1,72
Voda 1751 0,57 11,240,1 0,89 22,2+0,5 2,25

Aceton 17142 1,17 9,7+0,1 1,03 15+0,3 2,00

Metanol 417+1 0,24 13,1+0,2 1,52 11,1+0,2 1,80

96% Etanol 389+1 0,26 9,2+0,2 2,16 10,4+0,1 0,96

K5 60% Etanol 358+3 0,84 13,4+0,3 2,24 9,1+0,1 1,10
Voda 347+2 0,58 12,6+0,2 1,59 8,2+0,2 2,42

Aceton 316+4 1,26 10,8+0,1 0,93 7,7+0,1 1,30
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Tabela 10. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima borovnica u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim

ekstraktima

Delfinidin-3-O- Delfinidin-3-O-glukozid ~ Delfinidin-3-O-arabinozid ~ Cijanidin-3-O-galaktozid ~ Cijanidin-3-O-glukozid
Uzorak Rastvara¢ galaktozid
Co+SD RSD Co+SD RSD Co+SD RSD Co+SD RSD C£SD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 60,720,5 0,82 22,240,1 0,45 ” i 27,8%0,3 1,08 25,040,1 0,40
96% Etanol 66,040,3 0,45 18,1303 1,66 - i 24,0%0,2 0,83 19,5801 0,51
81 60% Etanol 47,040,2 0,43 15,020, 133 - i 25,0£0,2 0,80 20,4302 0,98
Voda 51,8+0,1 0,19 17,3101 0,58 - i 16,8£0,1 0,60 17,8103 1,68
Aceton 47,8%0,1 0,21 20,310,4 1,97 - i 20,5:0,3 146 19,0£0,2 1,05
Metanol 12142 1,66 120+1 1,66 159,5 1,25 14042 1,43 33,820,3 0,89
96% Etanol 107+1 0,04 103+1 0,97 131,9 0,76 122+1 0,82 28,140,1 0,36
8o 60% Etanol 110+1 0,91 771 1,30 1373 0,73 103+2 1,94 29,640,3 1,01
Voda 10542 1,90 761 131 1229 1,63 971 1,03 30,620, 1,63
Aceton 100+1 1,00 722 2,79 132 2,27 106+1 0,95 36,3%0,7 1,93
Metanol 14143 2,13 169+3 1,78 1311 0,76 86+1 1,16 159+2 1,26
96% Etanol 118+1 0,85 15135 3,32 100,1 1,00 78+1 1,27 139+1 0,72
B3 60% Etanol 1513 1,99 1493 2,01 1479 2,03 812 2,47 141%2 141
Voda 109,708 0,73 106+2 1,88 1254 1,59 501 1,99 12143 2,48
Aceton 89<1 112 14745 3,40 130 0,77 571 1,76 1341 0,75
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Tabela 10. Nastavak

Cijanidin-3-O-arabinozid Petunu.jln-f%-o- Petunidin-3-O-galaktozid Peonidin-3-O-galaktozid Malvidin-3-O-galaktozid
. arabinozid
Uzorak Rastvara¢
csSD RSD cstSD RSD cstSD RSD CstSD RSD CsrtSD RSD
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
Metanol 19,7+0,1 0,51 12,2+0,1 0,82 15,7%0,1 0,64 32,540,1 0,31 33,4+0,3 0,90
96% Etanol 17,1+0,1 0,59 17,5+0,1 0,57 18,3+0,3 1,64 32,8+0,4 1,22 29,1+0,1 0,34
B1 60% Etanol 15,8+0,1 0,63 15,1+0,3 1,98 18,740,1 0,53 25,9+0,5 1,93 28,0+0,1 0,36
Voda 12,8+0,2 1,56 8,310,1 1,20 8,1+0,1 1,24 20,2+0,2 0,99 28,1+0,3 1,07
Aceton 16,3+0,3 1,84 15,6+0,5 3,21 10,7+0,2 1,86 36,0+0,3 0,83 31,240,6 1,92
Metanol 34,4+0,2 0,58 99+2 2,02 83+2 2,41 53,4+0,1 0,19 23,7+0,7 2,95
96% Etanol 32,040,2 0,63 89+1 1,13 64+1 1,55 51+1 1,96 21,840,3 1,38
B2 60% Etanol 42,2405 1,19 9042 2,22 60+1 1,65 55,4+0,1 0,18 21,940,1 0,46
Voda 16,6+0,2 1,20 66+1 1,51 48+1 2,09 22,2+0,5 2,26 14,040,3 2,15
Aceton 19,8+0,1 0,50 74+1 1,36 53+1 1,88 31,5+0,6 1,91 16,740,2 1,20
Metanol 32,240,7 2,17 12943 2,33 162+2 1,23 65+1 1,54 44,7+0,3 0,67
96% Etanol 26,1+0,5 1,91 103+1 0,97 14343 2,10 54+1 1,85 40,7+0,1 0,25
B3 60% Etanol 32,3+0,3 0,93 12542 1,60 13142 1,53 4611 2,17 36,2+0,3 0,83
Voda 27,4+0,5 1,83 11843 2,54 11042 1,82 49,0+0,1 0,20 27,610,1 0,36
Aceton 38,5+0,5 1,30 14141 0,71 11843 2,55 53+1 1,89 32,1+0,1 0,31
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Tabela 11. Sadrzaj pojedina¢nih antocijana u uzorcima malina u metanolnim, 96% etanolnim, 60% etanolnim, vodenim i acetonskim ekstraktima

Cijanidin-3-O-soforozid

Pelargonidin-3-0-soforozid

Cijanidin-3-O-glukozid

Cijanidin-3-O-rutinoozid

Uzorak Rastvara¢
oorg  FPCO oh) RSDOY ol RDOD ol RSDO)

Metanol 92+2 2,18 8,14+0,03 0,37 23,1+0,2 0,87 28,4+0,2 0,70
96% Etanol 68+3 4,40 7,07+0,05 0,71 19,3+0,3 1,55 23,9+0,3 1,26
M1 60% Etanol 80+1 1,25 6,58+0,03 0,46 19,7+0,1 0,51 17,6+0,3 1,70
Voda 64+1 1,56 5,92+0,04 0,68 21,310,1 0,47 19,1+0,1 0,52
Aceton 70+1 1,43 6,13+0,04 0,65 9,1+0,1 1,10 23+0,3 1,30
Metanol 7114 5,67 7,310,1 1,37 43,2+0,5 1,16 54+1 1,86
96% Etanol 50+ 1,99 6,46+0,05 0,77 34,8+0,3 0,86 49,8+0,4 0,80
M2 60% Etanol 70+1 1,43 5,42+0,03 0,55 39,8+0,3 0,75 40,7+0,7 1,72
Voda 56+1 1,78 4,49+0,04 0,89 40,5+0,7 1,73 31,4+0,5 1,59
Aceton 54+1 1,86 4,90+0,04 0,82 42,1+0,2 0,48 26,5+0,1 0,38
Metanol 201+1 1,50 8,5+0,1 1,18 50,0%0,2 0,40 27,1+0,3 1,11
96% Etanol 16743 1,20 7,8+0,2 2,56 43,6+0,3 0,69 22,3+0,3 1,35
M3 60% Etanol 13542 2,22 6,8+0,1 1,47 39,1+0,5 1,28 25+0,1 0,40
Voda 12943 1,55 5,8+0,1 1,73 30,9+0,2 0,65 19,6+0,2 1,02
Aceton 14542 1,38 7,0+0,1 1,43 34,4+0,3 0,87 21,0+£0,5 2,38

M4 Metanol 83+1 1,21 7,02+0,08 1,14 25,0+0,1 0,40 n.d. -
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96% Etanol 76+1 1,32 5,72+0,05 0,87 26,0+0,1 0,39 n.d. -
60% Etanol 65+1 1,53 5,2#0,1 1,92 24,4+0,8 3,28 n.d. -
Voda 55+2 3,63 4,35+0,07 1,61 20,8+0,4 1,92 n.d. -
Aceton 52+1 191 6,1+0,1 1,65 22,1+0,3 1,35 n.d. -
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Yuusep3urer y Humy

IIpupoano-mareMaTHuKu GaKyaTer

N3JABA O AYTOPCTBY

N3jaBibyjeM na je JOKTOpCKa IucepTaldja, o1 HacIOBOM:

Ontumusauuja u Banuaanuja |CP-OES meroae n nukianyHe BoJTaMeTpuje 3a
oapehuBame eJIeMEHTHOT CACTABA M AHTHOKCUIATHBHE AKTHBHOCTH 01a0paHUX COPTH

jaromacror Boha

® PE3yJTaT COICTBCHOI UCTPAXKUBAYKOI paja,

¢ Ja OBY ,I[I/ICCpTaI_II/ij, HHU Yy LOCJIIMHU, HUTU Yy ACJIOBUMA, HHUCAM HpI/IjaBJ'bI/IBaO/J'Ia Ha

OpyruM (akyiaTeTiMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA;

® J1a HHCaM HOBpe,I[I/IO/J'Ia ayTOpCKa IIpaBa, HUTHU 3.]'[0y1'[0Tpe6I/IO/J'Ia HHTCJICKTYAJIHY

CBOJUHY JAPYTUX JHIA.

Jlo3BosbaBaM n1a ce o0jaBe MOjH JMYHM IOJAAIM, KOjU CY y BE3H ca ayTOPCTBOM U
no0ujameM aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MOje UMe U Mpe3uMe, ToJIMHA U
Mecto pohema W marym onaOpaHe pama, U TO y Kkarajory bubmmoreke, Jdururamnom

peno3uTtopujyMy YHusepsurera y Huiy, kao un y nyonukanujama YHuBep3urera y Humry.

VY Humy, 16.03.2022.

[ToTnuc ayropa aucepranuje:

Munena JI. Huxonuh
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