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1. Uvod
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Poznato je da je upotreba voca, povréa i lekovitog bilja znacajan Cinilac koji
poboljsava opste zdravstveno stanje ljudi, pa je izuCavanje njihovog pozitivnog uticaja sve
viSe predmet aktuelnih istrazivanja. To potvrduju brojne istrazivacke studije iz ove oblasti.
Pomenuto svojstvo objasnjava se, pre svega hemijskim sastavom i prisustvom sekundarnih

metabolita u vocu, povréu i biljkama, koji mogu ispoljavati razlicite bioloske aktivnosti.

Pod hemijskim sastavom voc¢a podrazumeva se udeo svih sastojaka voc¢a ukljucujuéi i
vodu. Komponente hemijskog sastava koli¢inom 1 medusobnim odnosima formiraju
senzorna, nutritivna i bioloSka svojstva vo¢a. Hemijski i mehanicki sastav specifi¢an je za
svaku vrstu 1 sortu. Ova specificnost je okarakterisana variranjem u odredenim granicama u

zavisnosti od klimatskih uslova, agrotehni¢kih mera i stepena zrelosti.

Voce je po svom hemijskom sastavu bogat izvor raznih esencijalnih mikronutrijenata
kao sto su vitamini i minerali. Medutim, u zadnje vreme se isti¢e vaznost voca kao bogatog
izvora jedinjenja, koja nisu esencijalna za ljudsko zdravlje, ali pokazuju biolosko delovanje u
ljudskom organizmu. U takva jedinjenja spadaju polifenolna jedinjenja (Kaur i Kapoor,
2001) koja su zbog svoje kompleksne hemijske grade podeljena u brojne grupe od kojih su
najvaznije flavonoidi i fenolne kiseline. Vazna karakteristika polifenola je njihovo snazno
antioksidativno delovanje koje se ostvaruje hvatanjem slobodnih radikala, vezanjem metalnih
jona i prekursora pri stvaranju slobodnih radikala (Rice-Evans i sar., 1997). Antioksidativno
delovanje polifenola povezano je s razlicitim fizioloskim delovanjima polifenola u ljudskom
organizmu. Naime, polifenoli pokazuju antiinflamatorno, antialergijsko i antikancerogeno
delovanje (Rotelli i sar., 2003; Mamani-Matsuda i sar., 2006) i zbog takvog pozitivnog

delovanja su poslednjih nekoliko decenija, postali predmet brojnih istrazivanja.

S obzirom da su dunje, breskve i jabuke bogat izvor antioksidativnih komponenti, te
da tome najviSe doprinose polifenolne komponente, fokus ovog istraZivanja je bio
odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja, mineralnih materija i antioksidativnih komponenti u
dunjama, breskvama i jabukama. Sadrzaj fenolnih jedinjenja 1 mineralnih materija je znatno
vec¢i u pokozici (kori) u odnosu na pulpu, pa su stoga u nastavku prikazani rezultati koji
prezentuju sadrzaj fenolnih jedinjenja i mineralnih materija u pojedinim delovima ploda

(kora, pulpa i semenke) analiziranih sorti dunja, bresaka i jabuka.

Kako postoji relativno veliki broj istrazivanja koja se odnose na analizu kako
nutritivnih tako i nenutritivnih komponenti u plodovima dunja, bresaka i jabuka, od posebnog

je znacaja utvrditi 1 odstupanja, odnosno podudarnosti dobijenih rezultata sa literaturnim
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podacima, tim pre jer su u radu koriS¢ene vrste voca iz Jugoistocne Srbije za koje takvi

podaci jo$ nisu dostupni.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u voéu, kao i njihova antioksidativna aktivnost odreduje se
u odgovaraju¢im ekstraktima. Ekstrakti voca su uvek smese razli¢itin klasa jedinjenja
rastvorenih u datom rastvaracu. Rastvorljivost fenolnih jedinjenja je odredena tipom
upotrebljenog rastvaraca (polarnost rastvaraca), interakcijom fenola sa drugim jedinjenjima,
stepenom polimerizacije kao i sklonos¢u ka formiranju nerastvornih kompleksa. Primenjeni
ekstrakcioni sistem, kao i postupak ekstrakcije treba da obezbedi potpunu ekstrakciju
komponenti koje su od interesa i spreci njihovu hemijsku modifikaciju.

U vocéu su prisutne i mineralne materije kao soli odgovaraju¢ih organskih i
neorganskih kiselina, ili u obliku kompleksnih jedinjenja. To je od velike vaznosti za njihovu
biodostupnost. Pored vazduha, zemljista i vode, na sadrzaj metala u voéu mogu uticati:
upotreba agrotehnic¢kih mera, industrijski procesi u preradi voca, upotreba konzervanasa i
aditiva i dr. Vece prisustvo pojedinih teskih, toksi¢nih metala vazan je parameter kako u
proceni eventualnog stetnog uticaja tih proizvoda na zdravlje ljudi, tako i kao indikator
zagadenja zivotne sredine. Prisustvo velikog broja metala u ljudskom organizmu je
prvenstveno posledica hrane koju konzumiramo. Zbog toga je neophodno pracenje sadrzaja
metala u razli¢itim namirnicama koje svakodnevno unosimo u odnosu na preporucene dnevne

potrebe za ovim elementima.

Detaljnim pregledom literature utvrdili smo da ima malo podataka o sistematskom
fitohemijskom ispitivanju voc¢a sa podrucja Jugoistocne Srbije. Polazeci od Cinjenice da s
obzirom na prisustvo fenolnih jedinjenja 1 mineralnih materija vo¢e moZe biti znacajan
prirodni resurs bioloski aktivnih jedinjenja i makro i mikronutrijenata, u okviru ove doktorske

disertacije postavljeni su sledeci ciljevi:
1. Hemijska karakterizacija dunje, Cydonia oblonga Miller,
2. Hemijska karakterizacija breskve, Prunus persica L. i
3. Hemijska karakterizacija jabuke, Malus domestica.
U skladu sa postavljenim ciljevima, definisani su zadaci:

1. Fitohemijska analiza ispitivanih vrsta voca:
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ekstrakcija fenolnih komponenti pomocu vise rastvaraca,

kvantitativno odredivanje ukupnih fenola i flavonoida kao i identifikacija i
kvantifikacija fenolnih komponenti u plodu, kori i pulpi vo¢a u odgovaraju¢im
ekstraktima primenom spektrofotometrijskih metoda 1 metode tecne

hromatografije (HPLC).

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata ploda, kore i pulpe voca, na

osnovu:

« spektrofotometrijskog ~ odredivanja  ,,skevindzer*  aktivnosti  na

DPPH 'radikale,
« spektrofotometrijskog odredivanja aktivnosti na ABTS*" katjon radikale,

« spektrofotometrijskog odredivanja Fe(ll1)-Fe(ll) redoks kapaciteta (FRAP)

« spektrofotometrijskog odredivanja Fe(lll)-Fe(Il) redukcione sposobnosti
(RP).

Hemijska analiza mineralnog sastava voca:
kvantitativno odredivanje mineralnog sastava kore, pulpe i semenki dunja,

kvantitativno odredivanje mineralnog sastava kore i pulpe sortnih bresaka i

ploda vinogradarskih bresaka,
kvantitativno odredivanje mineralnog sastava ploda, kore i semenki jabuka i

kvantitativno odredivanje mineralnog sastava i ekstrakcionih koeficijenata

ekstrakata kore crvenih sorti jabuka.
Statisticka obrada podataka:
korelaciona analiza,

analiza glavnih komponenata (PCA).

Rad je podeljen na: Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, 1zvod,

Summary, Prilog, Literatura, Biografija sa bibliografijom.
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U Teorijskom delu obradeni su osnovni principi ekstrakcije kao i osnovni principi
instrumentalnih metoda koris¢enih u radu: UV-Vis spektrofotometrije, HPLC hromatografije
i opticko-emisione spektrometrije sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP-OES). Takode,
dat je kratak osvrt na metalne jone, fenolna jedinjenja i antioksidante u vocu, kao i

karakteristike ispitivanih vrsta voca.

U Eksperimentalnom delu je dat program eksperimentalnog rada, opisan je nacin
pripreme uzoraka, primenjeni aparati i reagensi i detaljan opis primenjene procedure za UV-

Vis spektrofotometriju, ICP-OES spektrometriju i HPLC hromatografiju.

U delu Rezultati i diskusija izloZeni su rezultati do kojih se doslo u odredivanju
najefikasnijeg ekstragensa, fenolnog sastava, antioksidativne aktivnosti i mineralnog sastava
ispitivanog voca: dunje (Cydonia oblonga Miller), breskve (Prunus persica L.) i jabuke
(Malus domestica). Dobijeni sadrzaji su diskutovani u kontekstu uticaja prirode,
koncentracije 1 kiselosti rastvaraca za ekstrakciju na sadrzaj i sastav fenolnih jedinjenja, sa
aspekta sadrzaja fenolnih jedinjenja u kori i pulpi voéa, sa aspekta sadrzaja makro i
mikroelemenata u cilju odredivanja nutritivne vrednosti voca i sa aspekta sadrzaja toksi¢nih

metala kao indikatora zagadenosti zZivotne sredine.
U delu Izvod dat je kratak pregled dobijenih rezultata.

U delu Prilog dat je Tabelarani prikaz dobijenih sadrzaja za ukupne fenole,
flavonoide, pojedina¢na fenolna jedinjenja 1 antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata,

kao i Tabelarni prikaz Pirsonovih koeficijenata na sadrzaje metala u ispitivanim uzorcima.
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2.1. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je tehnoloska operacija kojom se iz materijala biljnog i1 Zivotinjskog
porekla ekstrahuju, odnosno izdvajaju aktivne supstance pomocu odredenog rastvaraca,
ekstragensa. Ekstrakcija rastvaracima podrazumeva preuzimanje neke supstance iz jedne faze
u kojoj je ona rastvorena ili suspendovana u drugu, tecnu fazu. Rastvorljivi sastojak ¢vrste ili
tecne faze se ovom operacijom izoluje odgovarajucim rastvaracem. Ako se rastvorljiva
supstanca ekstrahuje iz ¢vrstog materijala, re¢ je o ekstrakciji ¢vrsto-tecno, a ako se

ekstrahuje iz tecnosti, onda se govori o ekstrakciji te¢no-tecno.

Klasi¢na ekstrakcija ili maceracija se naj¢esée primenjuje za dobijanje preparata
prirodnih jedinjenja. l1zvodi se tako sto se biljni material potapa u rastvara¢, pri odredenom
odnosu biljni material-rastvara¢ i temperature. Dvostruka maceracija ili remaceracija
predstavlja dodavanje svezeg rastvaraca iscrpljenom biljnom materijalu. Perkolacija se izvodi
tako sto rastvarac protice kontinualno kroz nepokretan sloj ¢vrstog materijala odozgo nanize.
Fino usitnjen material, koji se moze lako odrzati suspendovan u rastvaracu podvrgava se
maceraciji, dok se ekstrakcija krupnijeg, komadnog materijala vrsi perkolacijom. Vecina
aktivnih supstanci sadrzanih u biljnom materijalu lako podleze hemijskim promenama, pod
uticajem enzima ili drugih pratecih supstanci prisutnih u prirodnom materijalu, koje dovode
do smanjenja ili gubitka lekovitih svojstava. Hemijske promene aktivnih sastojaka mogu
nastati i u toku ekstrakcije, pod uticajem upotrebljenog rastvaraca ili primenjenog
tehnoloskog rezima (Pekié, 71980.). Samim tim ekstrakcija zavisi od velikog broja procesnih
parametara (veli¢ine cestica, vremena, temperature, pritiska ekstrakcije, ekstragensa, itd.). 1z
ovih razloga, u cilju dobijanja ekstrakta sto boljeg kvaliteta, potrebno je operaciju ekstrakcije

dobro prouciti i obezbediti odgovarajuce uslove.

Prema najjednostavnijem mehanizamu, proces ekstrakcije ekstraktivnih materija iz

biljne sirovine odigrava se kroz dve faze:

1. Ispiranje (brza ekstrakcija), kada neposredno po potapanju biljnog materijala u
rastvarac dolazi do brzog spiranja i rastvaranja ekstraktivnih materija iz biljnih ¢elija koje se
nalaze na povrSini Cestica biljnog materijala 1 ¢ija brzina zavisi uglavnom od njithove
rastvorljivosti u rastvaracu i hidrodinamickih uslova u suspenziji.

2. Unutrasnja difuzija (spora ekstrakcija), kada dolazi do prenosa mase ekstraktivnih

materija iz nerazorenih ¢elija u unutra$njost ¢estica biljnog materijala prema rastvoru. Ovaj
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prenos mase kroz Cestice biljnog materijala, natopljenog rastvorom, i grani¢nog sloja rastvora
oko Cvrstih Cestica vrsi se difuzijom.

Zatim se vr$i filtracija, centrifugiranje i suSenje. Za ekstrakciju ¢vrstih supstanci treba
povecati dodirnu povrSinu izmedu faza (usitnjavanjem). Za povecéanje koliine supstanci,
potrebno je produziti vreme trajanja procesa ekstrakcije.

Za ekstrakciju kore, korena, plodova i semenki glavni uslov je odgovarajuca
usitnjenost polaznog materijala. Usitnjavanjem se povecava specifi¢na povrSina materijala, a
time 1 mogucénost kontakta pojedinih Cestica sa rastvaratem za ekstrakciju. U slucaju
prevelike usitnjenosti ekstrakcija je otezana, jer se zasiCenija ekstrakciona te¢nost teSko
probija i kroz malo deblji sloj ekstracionog materijala, pogotovo u prisustvu supstanci koje
jako bubre. Osim toga, od jako usitnjenog materijala ekstrakt se tesko odvaja, a jako usitnjeni
materijal moze naknadno adsorbovati ve¢ ekstrahovanu aktivnu materiju. Stepen usitnjenosti
biljnog materijala i ¢vrstih supstanci propisan je farmakopejama (Ph. Jug. 1V, Ph. Eur. 6). Pri
kontaktu rastvaraca sa usitnjenim biljnim materijalom u o$tecenim biljnim ¢elijama dolazi do
ispiranja, tj. rastvaranja njihovog sadrzaja. U neoSteCene Celije rastvara¢ najpre mora da
prodre. Bubrenjem, membrana postaje manje ¢vrsta, pojavljuju se intermicelarni prostori i
rastvara¢ ulazi u celiju. Zatim bubri protoplazma, a sadrzaj celija se rastvara i ukoliko se
nalazi u molekularnom rastvoru, izlazi difuzijom kroz intracelularne prostore u okolnu
te¢nost dok se ne uspostavi ravnoteza koncentracija unutar i izvan éelija (Jovanovié, 2003).

Izbor ekstragensa se vrsi tako da omogucava §to kvantitativnije iscrpljenje uzorka,
odnosno ostvarenje visokih prinosa ekstrakcije. Takode, neophodno je voditi racuna i o
selektivnosti ekstrakcije, odnosno dobijanju ekstrakata sa minimalnim sadrzajem primesa, a
maksimalnim sadrzajem Zeljenih aktivnih supstanci. Izbor rastvaraca za ekstrakciju zavisi od
stepena hidrofilnosti supstance koja se Zeli dobiti ekstrakcijom, pri ¢emu se moze koristiti
poznato pravilo, sli¢no se rastvara u sli¢cnom. Prilikom izbora potrebno je uzeti u obzir (Albu i
sur., 2004): polarnost, tacku klju¢anja — treba biti $to niza, da olaksa odvajanje rastvaraca od
komponente; reaktivnost — rastvara¢ ne sme reagovati sa ekstraktom, niti se sme razgradivati,
viskoznost — rastvara¢ mora imati nisku viskoznost, stabilnost rastvaraca na toplotu, kiseonik
I svetlo, sigurnost pri upotrebi — po mogucnosti nezapaljivo, neskodljivo za analiticara i
prilikom odlaganja za zivotnu sredinu.

Vecina organskih rastvaraca je toksi¢na za ljudski organizam. Takode, oni nisu
selektivni, tako da rastvaraju i visokomolekulske sastojke, kao §to su smole, voskovi, masna
ulja i boje. MeSanjem alkohola 1 vode u razliitim kvantitativnim odnosima dielektri¢éna

konstanta smeSe se menja u Sirokim granicama, §to omoguc¢ava primenu ovakvih smesa za

8
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ekstrakciju velikog broja supstanci iz biljnog materijala. Neophodno je ista¢i da rastvara¢ ne
utiCe samo na ekstrakciju neke odredene grupe jedinjenja, ve¢ 1 ukupna koli¢ina
ekstrahovanih materija zavisi od polarnosti rastvaraca (Lepojevi¢, 2000). Primenom smese
metanola i vode, kao relativno polarnog rastvarata, mogu se iz polaznog materijala
ekstrahovati polarne komponete kao $to su fenoli, flavonoidi, tanini, Seceri, glikozidi, soli,
neki vitamini i druga jedinjenja. Kako izbor rastaraca za ekstrakciju u velikoj meri odreduju
komponente koje se zele izdvojiti, nije najjednostavnije odrediti koji je rastavarac
najpogodniji (¢ak i procenat alkohola u ekstragensu kod ekstrahovanja polarnih supstanci), pa
se zato za odredivanje najpogodnijeg rastvaraca pri ekstrakciji biljnog materjala sve vise
primenjuje optimizacija procesa ekstrakcije. Na taj nacin se sa sigurno$¢u moze tvrditi da se
primenjenim ekstragensom dobija ekstrakt najboljih osobina u odnosu na Zeljene
karakteristike (Xu i Diosady, 2010).

Pored dobrih prinosa, klasi¢ne tehnike ekstrakcije imaju nedostatke kao $to su: dugo
vreme trajanja, velika potro$nja rastvaraca, pojava degradacije bioaktivnih materija, zahtevi
za dodatnim koracima u obradi ekstrakata (filtriranje, koncentrovanje). U cilju dobijanja
veceg prinosa ukupnog ekstrakta ili Zeljene komponente iz razli¢itog biljnog materijala,
ekstrakti se sve viSe dobijaju primenom nekonvencionalnih tehnika ekstrakcije, kao §to su:
super- i sub-kritiéna ekstrakcija ili ekstrakcija pod dejstvom elektriéne energije, povisenog

pritiska, mikrotalasa ili ultrazvuka (Karabegovié, 2011).

Zatim se vr$i filtracija, centrifugiranje i1 susenje. Za ekstrakciju ¢vrstih supstanci treba
povecati dodirnu povrSinu izmedu faza (usitnjavanjem). Za povecanje koli¢ine supstanci,

potrebno je produZiti vreme trajanja procesa ekstrakcije.

Moguce metode ekstrakcije su:

. ekstrakcija rastvaracem,

. ekstrakcija te¢no-tecno,

. ekstrakcija Cvrsto-tecno,

. superkriticna ekstrakcija,
. ekstrakcija mikrotalasima,
. sokslet ekstrakcija i
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. ekstrakcija ultrazvukom.

U ovom radu koriS¢ene su dve metode ekstrakcije: ekstrakcija cvrsto-teCno i1

ekstrakcija ultrazvukom.

2.1.1. Cvrsto-tecna ekstrakcija

Ekstrakcija ¢vrsto-tecno je operacija prenosa mase kojom se jedna ili vise supstanci
izdvaja iz Cvrstog biljnog materijala pomoc¢u pogodnog rastvaraca. Dve tehnike ekstrakcije

cvrsto-tecno koje se najcesée koriste su maceracija i1 perkolacija.

Kod izbora tehnike i uslova ekstrakcije potrebno je obratiti paznju na: veliinu
Gestice, vrstu rastvaraca, temperaturu i mesanje. Sto su Gestice manje to je veca kontaktna
povrsina ¢vrsto-tecno, pa je veca i brzina prenosa mase, a rastojanje koje rastvorak treba da
prede difuzijom unutar ¢vrstog materijala je krace. Rastvarac koji se koristi treba da je manje
viskozan. RastvaraC je ¢ist samo na pocetku, kasnije koncentracija rastvorka u rastvaracu
raste, dok se brzina prenosa mase smanjuje, zbog toga $to se smanjuje gradijent koncetracije i
povecava viskoznost rastvora. Prilikom poveéanja temperature, koeficijent difuzije se

povecava, a time se povecava i brzina prenosa mase u rastvoru.

Na brzinu difuzije takode uti¢e molekulska masa jedinjenja koje difunduje, debljina
sloja kroz koji difunduje, kao i veli¢ina dodirne povrsine faza. Ukoliko je povrSina kontakta

veca, a debljina sloja manja, difuzija je brza.

Uticaj pojedinih faktora na proces difuzije matematicki je definisana prvim Fikovim
zakonom difuzije. Ovaj zakon se odnosi na stacionarni proces difuzije, pri cemu je
koncentracija materije u jednoj tacki sistema konstantna. Drugi Fikov zakon difuzije
predstavlja proces nestacinarne difuzije, kojim se izrazava promena koncentracije materije

koja difunduje u odredenoj tacki sistema sa vremenom (Lepojevic, 2000).
Bez obzira od primenjene tehnike, proces ekstrakcije se sastoji iz sledecih faza :

. ispiranje (brza ekstrakcija) — neposredno po potapanju biljnog materijala u
rastvara¢ dolazi do brzog ispiranja i rastvaranja ekstraktivnih materija koje se
nalaze na povrSini biljnog materijala. Brzina ove faze zavisi od rastvorljivosti

ekstraktivnih materija u rastvaracu i hidrodinamickih uslova u suspenziji, i

10
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. unutra$nja difuzija (spora ekstrakcija) — rastvaranje ekstraktivnih materija i
njihova difuzija iz unutraSnjosti nerazorenih celija biljnog materijala prema
spoljasnjoj povrsini, kroz ¢éelijsku membranu, a od spoljaSnje povrSine Cestica

kroz granic¢ni sloj u masu rastvora.

Nakon zavSene ekstrakcije, ekstrakt se odvaja od iscrpljenog biljnog materijala

filtracijom na Bihnerovom levku.

Rastvara¢ prodire u biljnu sirovinu pod uticajem kapilarnih sila. Biljni materijal ima
ogroman broj pora kapilarnog tipa, zbog ¢ega rastvara¢ prodire u tkiva po kapilarama i
popunjava ¢elije i druge Supljine u sirovini. Vreme popunjavanja kapilara i ¢elija rastvaracem
moze biti veoma veliko, zbog vazduha koji se nalazi u kapilarama i celijama biljnog

materijala.

Brzina procesa rastvaranja ekstraktivnih supstanci zavisi od njihove rastvorljivosti u
rastvaracu, koja je odredena njithovom prirodom i prirodom rastvaraca i temperaturom.
Koncentracija rastvora zavisi od odnosa biljne sirovine i rastvarata i povecava se sa
vremenom, smanjujuéi brzinu rastvaranja. Otpor prenosu mase ekstraktivnih supstanci sa
povrsine biljnih ¢estica u masu rastvora zavisi od hidrodinamickih uslova. MeSanje smanjuje
otpor prenosu mase i ujednacCava sastav rastvora. Unutar ¢vrstih biljnih Cestica rastvarac
prakti¢no ne struji, a debljina difuzionog grani¢nog sloja oko njih je reda veli¢ina biljnih
Cestica. Brzina rastvaranja ekstraktivnih supstanci unutar Cestica je odredena i brzinom
prenosa mase kroz Cestice biljnog materijala, tj. koeficijentom molekulske difuzije

ekstraktivnih supstanci za dati rastvarac.

Na tok ekstrakcije iz biljne sirovine uti¢e Vveliki broj faktora, koji se mogu podeliti u
dve grupe: faktori odredeni tehnoloSkim karateristikama biljne sirovine i1 faktori koji uti¢u na

prenos mase unutar ¢estice biljne sirovine i u rastvoru.

Najvaznije tehnoloSke karakteristike biljne sirovine su: stepen usitnjenosti sirovine,
sadrzaj vlage, povrSina Cestice, sadrzaj aktivnih 1 ekstraktivnih supstanci, brzina 1 stepen

bubrenja biljne sirovine i koli¢ina rastvaraca koja je adsorbovana u biljnoj sirovini.

Usitnjenost biljne sirovine ima veliki uticaj na proces ekstrakcije. Tehnike
usitnjavanja biljne sirovine su: lomljenje, rezanje, struganje i udar. Ekstrakcija iz biljne
sirovine kod kojih je ¢elijska struktura viSe razorena bi¢e brza, kao posledica ubrzanja

ispiranja supstanci iz razorenih celija.

11
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Hidrodinamicki uslovi imaju uticaj na prenos mase kroz difuzioni podsloj 1 u masu
rastvora. Sa povecanjem brzine strujanja rastvora oko Cestice biljne sirovine, debljina
difuzionog podsloja se smanjuje, a molekulski mehanizam prenosa u rastvoru zamenjuje
brzim, konvektivnim. Povoljniji hidrodinamicki uslovi postizu se meSanjem, vibracijom,

cirkulacijom itd.

Tip rastvaraca ima veliku ulogu u procesu ekstrakcije. Prema stepenu hidrofobnosti,

supstance koje se ekstahuju iz biljne sirovine mogu se podeliti na:

e rastvorne u polarnim rastvarac¢ima (hidrofobne supstance),
e rastvorne u slabo polarnim rastvara¢ima i

e rastvorne u nepolarnim rastvara¢ima (hidrofobne supstance).

Izbor rastvaraca za ekstrakciju zavisi od stepena hidrofilnosti supstance. Koristi se
poznato pravilo slicno se rastvara u slicnom. Polarne supstance, sa visokim vrednostima
dielektricne konstante, dobro se rastvaraju u polarnim rastvara¢ima i obratno. Fizi¢ka

svojstva nekih rastvar¢a data su u Tabeli 2.1.

12
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Tabela 2.1. Podela ekstragenasa po polarnosti

Polarnost Rastvarac Viskoznost, | PovrSinski napon, | Dielektri¢na
mPas (N/m)103 konstanta
Voda 1 72,75 78,3
Polarni Glicerin 1490 62,47 64,1
Metanol 0,6 22,99 37,9
Etanol 1,2 22,03 25,2
Slabo polarni Aceton 0,32 23,70 20,7
Propanol 2,23 22,90 19,7
Butanol 2,95 24,60 17,7
Dihloretan 0,89 32,20 10,3
Sir¢etna kiselina 1,21 27,79 6,2
Etilacetat 0,49 23,75 6,0
Nepolarni Hloroform 0,57 27,14 4,7
Dietiletar 0,23 16,49 4,2
Benzol 0,65 28,87 2,3
Ugljentetrahlorid 0,97 25,68 2,2
Heksan 0,31 1,41 1,9

2.1.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuéna ekstrakcija (UAE —,Ultrasound assisted extraction®) jednostavan je
postupak koji uklju¢uje upotrebu ultrazvucnih talasa kako bi se ekstrahovao uzorak uronjen u
organski rastvara¢. Ultrazvuk je po definiciji zvuk iznad gornje granice ¢ujnosti za normalno
ljudsko uho. Ljudsko uho ¢uje frekvencije oscilacija izmedu 20 Hz i 20 kHz. Ultrazvuk
visoke snage, usled delovanja kavitacija na materijal, tacnije na zidove celija, omogucuje
veée prodiranje rastvarata u materijal te takode povecava prenos mase. Usled pucanja
¢elijskih zidova dolazi do direktnog kontakta sa sadrzajem celije (Vinatoru, 2001). Na taj

nacin se ubrzava ekstrakcija i povecava njena efikasnost.

Primena ultrazvu¢ne ekstrakcije u tehnologiji prerade hrane je od interesa zbog
povecanja efikasnosti ekstrakcije odredenih komponenti, kao $to su polifenoli (Springett,
2001), antocijani (Springett, 2001), aromati¢na jedinjenja (Vinatoru, 2001), polisaharidi

(Ebringerova i Hromadkova, 1997), i ulja (Chemat i sar., 2004), kada se ultrazvuk koristi kao

13



Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

predtretman obrade namirnice. Upotrebom UAE se smanjenje koliina rastvaraca i skracuje

vreme ekstrakcije (Vilkhu i sar., 2008).

Novi postupci UAE omogucavaju modifikaciju biljnog materijala ¢ime je poboljSana

bioraspolozivost mikronutrijenata, zadrzavajuéi njihov prirodni kvalitet (Vilkhu i sar., 2008).

U dostupnoj literatiri mozemo uociti prednosti primene ultrazvuka u ekstrakciji
polifenola. U radu Kamran Khana i sar., (2010) standardna ekstrakcija (SE) fenola iz
narandzine kore sprovedena je pri istim uslovima kao i UAE. Ukupne fenolne komponente
ekstrahovane pomocu UAE u vremenu od 15 minuta su znacajno vise od onih dobijenih
standardnom ekstrakcijom tokom 60 minuta. Zbog mehanickog uticaja na celijske zidove
biljnog uzorka, UAE omogucuje vise ekstrakcione prinose u kraéem vremenskom periodu,
¢ime se smanjuje utroSak energije. Nije dokazana degradacija flavona usled sonifikacije jer
do razgradnje fenola dolazi pri vis§im frekvencijama od onih kori§¢enih za ovo ispitivanje (20
kHz). Prinos ekstrakcije je takode bitna funkcija ekstrakcije, te je za UAE 10,9 %, a za SE 8,6
%, a prednosti UAE nad SE mozemo primetiti i u razlici prinosa ukupnih fenolnih

komponenti iz Slike 2.1.

300

,/k,,,_’A——O plava linija
. /
200 /'/.//.,____.___—. crna linija
150

L

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Ukupni fenoli
(mg galne kiseline/100 g sveZeg voéa)

(4]
[=]

Vreme ekstrakcije (min)

Slika 2.1. Promene sadrzaja ukupnih fenola (mg GAE/100 g svezeg voca) dobijenih
ultrazvucnom ekstrakcijom (plava linija) i standardnom ekstrakcijom (crna linija) (Kamran
Khan i sar., 2010)
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2.2. UV-VIS SPEKTROFOTOMETRIJA

Ultraljubicasta/vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija je spektroskopska metoda koja
obuhvata proucavanje apsorpcije elektromagnetnog zracenja u oblasti izmedu 200 1 800 nm.
Kako veliki broj organskih jedinjenja ne apsorbuje u ovom delu spektra, to UV/Vis
spektrofotometrija, u poredenju sa drugim strukturnim metodama (IC, NMR, MS), ima
daleko manju primenu za strukturna odredivanja i uglavnom se koristi kao komplementarna
metoda za identifikaciju delova molekula koji apsorbuju u navedenoj oblasti, takozvanih
hromofora. UV/Vis spektri dobijeni na ovaj nacin, pruzaju veoma korisne informacije o
strukturi ispitivanog jedinjenja. Na primer, ona je nezamenljiva pomoc¢na (a Cesto i glavna)
metoda za identifikaciju prirodnih konjugovanih jedinjenja, kao S§to su: biljni pigmenti
(karotenoidi), poliacetileni, porfirini, flavonoidi, itd. Pored primene za identifikaciju
organskih jedinjenja, UV/Vis spektrofotometrija se danas dosta primenjuje u kvantitativnoj
analizi. Njene prednosti nad ostalim metodama su u izuzetno velikoj osetljivosti i

jednostavnom rukovanju instrumentom.

UVI/VIS spektrofotometrija je kvalitativna i kvantitativna metoda. Kvalitativna
analiza zasniva se na Cinjenici da apsorpcioni spektar supstance zavisi od njenog sastava i
strukture. Na osnovu zavisnosti apsorptiviteta talasne duzine ili vrednosti apsorptiviteta na

odredenoj talasnoj duzini moguce je identifikovati apsorbujucéu supstancu.

Kvantitativna analiza zasnovana je na Lambert-Beer-ovom zakonu, koji kaze da je
apsorbanca rastvora direktno proporcionalna koncentraciji apsorbujuce vrste i debljini sloja

kroz koje zracenje prolazi:
A=log(lo/1) =¢1c

A-apsorbancija

lo-intenzitet upadnog svetla

I-intenzitet propustenog svetla

€-konstanta (molarna apsortivnost)

c-traZzena koncentracija

I- debljina sloja
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U rastvoru koji sadrzi viSe komponenti koje apsorbuju elektromagnetno zracenje, a
koje medusobno ne reaguju, apsorbanca rastvora jednaka je zbiru pojedina¢nih apsorbanci

svih komponenti.
A=2Ai=At+A+As+ ...t A

Molarna apsorptivnost, € (naziva se jos i ekstinkcioni koeficijent) je karakteristika
analiziraju¢e supstance i konstantna je vrednost za konstantne uslove snimanja (talasna
duzina, temperatura i rastvarac¢). U praksi, vrednost molarne apsorptivnosti takode zavisi i od
karakteristika upotrebljenog aparata. Zbog toga se u kvantitativnoj analizi najcesce ne koristi
ve¢ odredena vrednost, nego se svaki put snima kalibraciona prava koriste¢i standardni

rastvor ispitivane supstance.

Za kvantitativnhu analizu je bitno da se merenja apsorbance vrSe sa najve¢om
moguéom tacnoscu i osetljivoscu. Da bi se to postiglo bitan je izbor talasne duzine na kojoj

se merenje vrs$i. Ona mora da ispuni nekoliko uslova:

e merenjem mora da se postigne maksimalna osetljivost,
e mala promena talasne duzine ne sme da uti¢e na reproduktivnost,

e mora da vazi Lambert-Beer-ov zakon.
U zavisnosti od uslova, merenje apsorbance se moze vr$iti na:
talasnoj duzini gde je maksimalna apsorpcija, Amax,

e na talasnoj duzini optimalne apsorbance, Aopt,

e na talasnoj duzini izobesticke tacke, Aizob.
Lambert-Berr-ov zakon ne vazi kada:

e rastvorak postoji u viSe oblika koji su u medusobnoj ravnotezi,

e rastvorak i rastvara¢ grade asocijat,

e postoji termicka ravnoteza izmedu osnovnog i pobudenog stanja,

e jedinjenja fluoresciraju ili se hemijski menjaju prilikom apsorpcije zracenja

(Todorovié, 1997).
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U spektrofotometriji se koristi mnogo uzi deo spektra zracenja koji se od izvora
kontinualnog zraCenja dobija pomocu monohromatora (opticke prizme ili difrakcione

reSetke).

Spektrofotometar je uredaj za analizu spektra elektromagnetskog zracenja. Sastoji Se
od izvora zracenja, monohromatora i detektora. Monohromator menja talasnu duzinu zracenja
koje propusta. Registrovanjem intenziteta zracenja koje je uzorak apsorbovao, propustio ili

reflektovao u zavisnosti od talasne duzine nastaje spektar.

Monohromator Detektor

/ Uzorak
V I1zlazni razrez
perzioni element

@ Ulazni razrez

lzvor zracenja

Slika 2.2. Osnovni delovi UV-VIS spektrofotometra

Najcesce se mere tecni uzorci, iako se mogu meriti 1 ¢vrsti 1 gasoviti uzorci. Uzorak je
smesten u prozirnoj posudi (kiveti) koja ja naj¢esce Sirine 1 cm. Za vidljivi deo spektra Kivete
su staklene, a za UV deo spektra (staklo ne propusta UV zraenje) koriste se kvarcne kivete.
Za vidljivi deo spektra najceS¢e se koristi volframova lampa, dok se za ultraljubicasti deo

spektra koristi deuterijumska lampa.

Spektrofotometri se dele na jednozracne i dvozra¢ne. Jednozra¢ni spektrofotometri
imaju jedan svetlostni put i jedan uzorak. Referentni uzorak (slepa proba) se mora analizirati

posebno.
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Dvozrac¢ni spektrofotometri imaju dva svetlostna puta i istovremeno mogu primiti dva
uzorka: mereni uzorak i referentni uzorak (slepu probu). Spektri se automatski oduzimaju
jedan od drugoga, pa naknadna obrada spektra nije potrebna. Dvozrac¢ni spektrofotometri u
prostornom domenu koriste dva odvojena detektora zraCenja, za dva svetlosna puta.
Dvozracni spektrofotometar u vremenskom domenu koristi jedan detektor zracenja, koji
naizmenicno detektuje intenzitet zraCenja dva svetlosna puta - na taj nacin se eliminiSu
eventualne sporadi¢ne greske koje se mogu javiti usled promene napona u mrezi, promene

temperature lampe itd.

2.3. HPLC HROMATOGRAFIJA

Visoko-efikasna te¢na hromatografija (high performance liquid chromatography —
HPLC) je metoda visoke tacnosti, preciznosti, brzine i efikasnosti, a veoma niskih granica
detekcije. Ovo je ¢ini pogodnom kako za kvalitativne tako i za kvantitativne analize, posebno

uzoraka u kojima je koncentracija ispitivane supstance niska.

Separacione metode, medu kojima vode¢u ulogu ima hromatografija, zauzimaju
znacajano mesto u proucavanju uzoraka razli¢itog porekla. Po¢etak hromatografije vezuje se
za radove ruskog botanicara Cveta u kojima se daje prikaz razdvajanja biljnih pigmenata
hromatografijom na koloni. Samo pola veka kasnije, sredinom XX veka, radovima naué¢nika
A.T. Dzejmsa i AJ.P. Martina zapoceo je razvoj modernih hromatografskih metoda. Danas je
hromatografija kao brza, jednostavna i efikasna metoda, prisutna u najvecem broju analiti¢kih

laboratorija i nalazi primenu kako u kvalitativnoj tako i u kvantitativnoj analizi.

Hromatografske metode su separacione metode koje se zasnivaju na procesu
raspodele molekula ili jona uzorka izmedu mobilne (pokretne) i stacionarne (nepokretne)
faze. Stacionarna faza, mobilna faza i analizirana supstanca su osnovni elementi

hromatografskog sistema (Milovanovié, 1985).

Postoji viSe podela hromatografskih metoda: prema prirodi mobilne faze na tecnu,
gasnu i hromatografiju superkriti¢nih fluida; prema nacinu smeStanja stacionarne faze na
planarnu i kolonsku; prema mehanizmu razdvajanja na adsorpcionu, particionu,
jonoizmenjivacku i gel-filtracionu hromatografiju. Takode, hromatografske metode se, na
osnovu polarnosti mobilne i stacionarne faze, mogu podeliti na normalno— (kod koje je

stacionarna faza polarnija u odnosu na mobilnu) i reverzno—fazne (mobilna faza polarnija od
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stacionarne). lzbor hromatografskog sistema, normalno- ili reverzno—faznog, zavisi
prevashodno od Kkarakteristika ispitivanih supstanci, njihove polarnosti, rastvorljivosti,

jonizabilnosti, veli¢ine njihovih molekula.

U cilju povecanja efikasnosti i smanjenja granica detekcije, hromatografija se
kombinuje i dopunjava drugim metodama: masenom, UV, IC spektroskopijom, a mogucée je i
medusobno kombinovati razliCite hromatografske metode. Medu hromatografskim metodama
posebno znacajno mesto zauzima moderna, osetljiva, tacna i precizna visoko-efikasna te¢na
hromatografija.Visoko-efikasna te¢na hromatografija, HPLC je danas najSire primenjivana
hromatografska metoda u kvalitativnim, a posebno u kvantitativnim analizama uzoraka

razlic¢itog porekla.

Separacioni procesi u hromatografskoj koloni objasnjeni su kroz dve teorije. Prema
fizickoj teoriji ,,koncepta teorijskih podova“, hromatografska kolona na kojoj se wvrsi
razdvajanje sastoji se od serije zamiSljenih slojeva, postavljenih upravno na pravac kretanja
zone. U svakom od ovih slojeva uspostavlja se ravnotezna raspodela ispitivane supstance
izmedu mobilne i stacionarne faze. Duzina jednog ovakvog sloja odgovara visini teorijskog
platoa, odnosno poda. Po ovoj teoriji, broj i visina teorijskih podova predstavljaju meru
efikasnosti kolone. Medutim, ova teorija ne daje realno objaSnjenje procesa na koloni i1 ne
vodi racuna o svim fizi€kim procesima koji se na njoj odigravaju. Da bi se izbegli nedostaci
prethodne teorije, razvijena je kineticka teorija u kojoj se isti¢e znacaj brzine kojom se pod
hromatografskim uslovima moze uspostaviti ravnoteza kao i brzine difuzije u mobilnoj i
stacionarnoj fazi. Ova teorija razmatra sve mehanizme koji doprinose Sirenju zone i dovodi u
vezu visinu ekvivalentnu teorijskom podu 1 promenljive od znacaja za Sirenje hromatografske

Zone.

Osnovni cilj moderne te¢ne hromatografije jeste visoka efikasnost odvajanja u
dovoljno kratkom vremenu. Visoko-efikasna te¢na hromatografija postize ovaj cilj primenom
kolona malog pre¢nika, kompaktno i uniformno punjenih cesticama malog pre¢nika, kao 1
pumpi koje odrzavaju poviSeni pritisak i time obezbeduju odgovaraju¢i protok mobilne faze

(Milovanovié, 1985).
Visoko-efikasni te¢ni hromatograf (Slika 1.) sastoji se od:

* pumpe,

« injektora (sistem za unoSenje uzorka),
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» hromatografske kolone,
¢ termostata,
* detektora,

* sistema za prikupljanje i obradu podataka.

Kolone se izraduju od nerdajuceg Celika 1 u njih se pakuju odgovarajucée stacionarne
faze. Mobilna faza moze biti smesa dva ili viSe rastvaraca u koje se moze dodati odgovarajuci
pufer i druge pomoc¢ne supstance koje uti¢u na brzinu i efikasnost razdvajanja i na kvalitet
zone. Postoje dva tipa eluiranja: izokratsko, kod kojeg je sastav mobilne faze konstantan
tokom analize, i gradijentno, kod kojeg se sastav mobilne faze (odnos komponenata) menja

tokom eluiranja.

Slika 2.3. Sematski prikaz uredaja za HPLC: (1) rezervoar mobilne faze, (2)

degasifikator mobilne faze, (3) gradientni ventil, (4) ventil za doziranje mobilne faze, (5)
pumpa, (6) ulazni ventil za nadzor, (6) izlazni ventil za nadzor, (7) petlja za injektiranje
uzorka, (8) filter, (9) kolona, (10) detektor, (11)racunar, (12) kolektor otpada

Gradijentno eluiranje se primenjuje kada treba razdvojiti supstance znacajno razlicite
polarnosti u cilju skratenja vremena analize. Registrovanje ispitivanih supstanci vrsi se
detektorom koji na izlazu daje signal proporcionalan koncentraciji analita. Upotrebljavju se

detektori visoke osetljivosti, naj¢eS¢e UV/Vis 1 fluorescentni, a u novije vreme se sve vise
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koriste maseni, infracrveni, atomsko-apsorpcioni, elektrohemijski detektori (Lough i Wainer,
1995).

2.3.1. Kvalitativha HPLC analiza

Dobijen hromatogran sa pikovima koji predstavljaju izdvojene komponente ukazuje
samo na broj komponenti u nekom uzorku, odnosno smesi, ali niSta ne kazuje o vrsti
supstance. Kod kvalitativne analize identifikacija se vrSi poredenjem standarda sa
nepoznatom komponentom ispitivanog uzorka. Uporeduju se vreme zadrzavanja standarda i
izdvijene komponente u hromatografskoj koloni. To jedino i ima fizicki smisao jer se vrsi
merenje vremena od ulaska uzorka u kolonu do dostizanja maksimuma pika izdvojene
komponente. Vreme zadrzavanja ili kako se u literaturi naziva retenciono vreme ( lat. retentio
— zadrZzavanje) meri se od trenutka kada se uzorak injektije u kolonu do izlaska, jedne ili vise

komponenti iz kolone.

Kada se identifikuje komponenta tada se metodom standardnog dodatka, odnosno
dodatkom odredene koli¢ine standarda u ispitivanom uzorku, sa apsolutnom sigurnos$cu
identifikuje odredena komponenta pod uslovom da se standardni dodatak i izdvojena
komponenta po retencionom vremnu potpuno poklapaju. To se utvrduje na osnovu povecanja

visine pika izdvojene komponente.

2.3.2. Kvantitativna HPLC analiza

Visina pika, ili tacnije povrSina ispod pika, izdvojene komponente direktno je
proporcionalna koncentraciji (Slika 8.). Kada se radi o simetricnom piku tada se najéesce
koristi metoda poluvisine. Naime, kada se visina pika h pomnozi sa njegovom S§irinom a na
poluvisini h/2 dobija se vrednost koja priblizno predstavlja 94% povrsine ispod pika. Ako se
ista metoda koristi 1 za standard i1 za uzorak greSka od 6% se poniStava, a dobijeni rezultati

potpuno zadovoljavaju.
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Slika 2.4. Kvantitativha HPLC analiza

Treba voditi ratuna da izra¢unate povrSine pikova predstavljaju meru relativnih
koncentracija komponenti u smesi. Ukoliko se Zele apsolutne koncentracije komponenata
potrebno je napraviti kalibracioni dijagram koji ¢e povezati povrSine pikova sa
apsorbancijama odgovaraju¢ih komponenti. Osnov za povezivanje je kalibracioni dijagram A
= f(S), prikazan na Slici 9, gde je A — apsorbancija, a S — integrisana povrSina pikova.
Apsorbance A su odredene za niz standardnih koncentracija rastvora supstanci, koje se
analiziraju HPLC-om. Kada se nakon izvr§ene HPLC analize odredi integrisana povr$ina za
dati pik, sa kalibracionog dijagrama procita se odgovaraju¢a vrednost apsorbancije A na

ordinati, a odatle se preko Beer-ovog zakona (A = abc) izracuna i taéna koncentracija.
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Slika 2.5. Kalibracioni dijagram (a) i hromatogram (b) za tri komponente date smese, gde je

A — apsorbancija, S — povrsina pika, tr — retenciono vreme

Nekada je potrebno da pored odredivanja taéne koncentracije komponenti u uzorku i
njihova kvantitativna kolekcija (skupljanje). Tada se koriste preparativne kolone, znatno Sireg
pre¢nika (i do 1cm) posebno konstruisane za visoki pritisak. Kolekcije se vrSe prostim
skupljanjem odgovarajucih frakcija mobilne faze koje sadrze datu komponentu. Pocetak i kraj
kolekcije se vezuje za momente pojavljivanja i nestajanja odgovarajuéeg pika na

hromatogramu (Misovi¢, 1981).
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2.4. OPTICKA EMISIONA SPEKTROMETRIJA SA INDUKTIVNO
KUPLOVANOM PLAZMOM, ICP-OES

Instrument ICP-OES (Inductively coupled plasma - atomic emission spectrometry) je
konstruisao Stanley Greenfield (1964. godine) i postao je vazan analitiCki alat za

determinaciju od sedamdesetpet do devedeset elemenata iz razlicitih matriksa.

ICP-OES je opticka emisiona spektrometrija sa induktivno kuplovanom plazmom.
Zasniva na merenju intenziteta emitovane svetlosti. Zahteva veoma male koli¢ine uzorka i

moguce je detektovati veoma niske koncentracije elemenata:
« U parts per million (ppm) = mg/L = pg/cm?,
« U parts per billion (ppb) = ng/L = ng/cm?.
Princip:

Atomi iz uzorka primaju energiju plazme i prelaze u pobudeno stanje. Povratkom u
osnovno stanje emituju elektromagnetno zracenje ta¢no odredene talasne duzine,
karakteristicne za dati element. Intenzitet emitovane svetlosti je proporcionalan broju

pobudenih atoma odnosno koncentraciji elementa.

Te€ni uzorak se pomocu peristalticke pumpe upumpava u nebulajzer koji rastvor
pretvara u aerosol. Sprej komora uklanja velike kapi, a male kapi, koje ¢Cine svega 1-5% od
ukupnog rastvora, bivaju nosene strujom nebulajzer gasa u ICP Torch odnosno plazma

plamenik. Plazma plamenik se sastoji od tri koncentriéne kvarcne cevi (Slika 2.6.):

» kroz unutraS$nju cev struju nebulajzer gas, struja argona (Ar) koja ima laminarni

protok i koja injektuje uzorak u plazmu,

» kroz srednju cev struji pomo¢ni gas, struja Ar koja ima tangencijalni protok i sluzi

za hladenje te cevi,

» kroz spoljasnju cev struji gas za hladenje, tangencijalna struja Ar koja hladi

zidove kvarcne cevi, stabilizuje i centrira plazmu.

Na vrhu cevi nalazi se vodom hladeni indukcijski kalem koji napaja radiofrekventni

generator (Manning i Grow, 1997).
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Plazma je Cetvrto agregatno stanje, stanje visoko jonizovanog gasa. Argonska plazma

je elektroprovodljiv, visokojonizovan gas koji sadrzi veliku koli¢inu jona i elektrona argona.

plazma

—_—

@ | Rrrkalem

Gas za hladenje

Pomocni gas

Nebulajzer
gas

Slika 2.6. Plazma plamenik

Ar je plemeniti, hemijski inertan gas koji ne reaguje sa jonima iz uzorka, ima visoku
energiju jonizacije, emituje jednostavne spektre i moze da pobuduje vecinu elemenata
periodnog sistema. Plazma se ukljucuje kratkotrajnim ukljudivanjem Teslinog praznjenja, a
zatim dok prolazi kroz polje oko indukcionog kalema koje proizvodi RF generator. Uloga
polja jeste da jonizuje gas i1 da odrzava plazmu stabilnom. Atomi i elektroni iz uzorka u
sudaru sa jonima i elektronima plazme primaju energiju i prelaze u pobudeno stanje.
Vrac¢anjem u osnovno stanje emituju energiju u obliku karakteristicnog linijskog spektra.
Temperatura plazme varira od 5000-8000 K pa se zbog visokih temperatura u ICP izvorima
dobijaju veoma slozeni spektri koji se potom analiziraju pomoc¢u spektrometra (Montaser i
Golightly, 1998).

Spektrometar je opticki sistem visoke rezolucije koji pomocu disperzionog elementa
(difrakcione reSetke i1 kvarcne prizme) propusta svetlosni zrak na nekoliko talasnih duZina

istovremeno. Kako se sastoji od velikog broja izlaznih razreza ovaj sistem ima veliku mo¢
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rezolucije, §to je posebna prednost u odnosu na atomsku apsorpcionu, gde se koriste izvori
zracenja specificni za dati element i gde se Sirina razreza monohromatora podeSava tako da

propusti samo jednu, rezonantnu talasnu duzinu.

CID (Charge Injection Devise) detektor registruje stvorenu fotostruju ¢ija je jacina
srazmerna intenzitetu emitovane svetlosti odnosno koncentraciji elementa u uzorku.
Kvantitativna analiza se vr$i pomocu metode kalibracione krive gde se nepoznata
koncentracija elementa izraGunava poredenjem intenziteta emisije ispitivanog uzorka sa
standardima. lzbor radne talasne duzine zavisi od prirode matriksa uzorka i mogucih
interferencija na izabranim talasnim duZinama. Zbog minimiziranja uticaja matriksa i vece
ostetljivosti metode kada je re¢ o uzorcima koji sadrze jako niske koncentracije elemenata
koje su ispod limita kvantifikacije metode kalibracione krive neophodno je kreirati metodu
dodatog standarda. Pomoc¢u ove metode nepoznata koncentracija elementa se izraCunava na
osnovu nagiba prave koja koreliSe merene intenzitete sa koncentracijama dodatim u uzorke

(Stalovié i Pordevié, 2013).

Tacnost metode je istog reda veli¢ine kao i RSD i kreée se od 1-10% u zavisnosti od

koncentracije odredivanog elementa.

Limit detekcije (LOD) prestavlja najnizi sadrzaj ispitivanog analita koji moZe biti
odreden sa opravdanom statistickom sigurno$c¢u, primenjenom analitiCkom metodom. LOD je
brojc¢ano jednak trostrukoj vrednosti standarne devijacije od dvadeset reprezentativnih slepih

proba. Alternativni na¢in odredivanja LOD (Miller i Miller, 2005) je preko jednacine:
LOD:3 Sy/x/k

Takode, limit kvantifikacije (LOQ), koji predstavlja minimalni sadrzaj analita u
ispitivanom uzorku, koji kvantitativno moZe biti odreden sa opravdanom statistickom

sigurno$c¢u (primenjenom analitiCkom metodom), mozZe se izracunati kao:
LOD=10 Syx/k

gde je Sxy standardno odstupanje odziva za odredenu koncentraciju analita, dok je k

nagib pravca iz jednacine prave.
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2.5. METALNI JONI

Posle gasovitih otrova metali su na drugom mestu kao najznacajniji uzro¢nici
profesionalnih bolesti. Razlikuju se od drugih toksicnih supstanci po tome $to ih covek niti ih
Jje stvorio niti ih moze unistiti. Samo sedamnaest elemenata, od ukupnog broja elemenata
periodnog sistema su nemetali, sedam su metaloidi koji ¢ine prelazni oblik izmedu metala i
nemetala, a ostali (viSe od osamdeset elemenata) pripadaju grupi metala. Od svih metala,
teski metali su metali Gija je gustina veéa od 5 g/cm®. Nema jedinstvene definicije teskih
metala, neki autori kao grani¢nu (cut-off) vrednost uzimaju i gustinu veéu od 4 g/cm?® (Duffus,
2002).

Prema bioloskoj funkciji koju imaju u organizmu dele se na:

1. Esencijalne metale (Cu, Zn, Fe, Mn, Cr), neophodne za Zzivot, Ciji potpuni
nedostatak ili smanjeno unoSenje moze dovesti do ozbiljnih poremecéaja u funkcionisanju
organizma pa ¢ak i smrti. Imaju vrlo vazne uloge u organizmu: strukturna su komponenta
enzima i deluju kao enzimski aktivatori. Prisutni su u veoma niskim koncentracijama u
organizmu zbog Cega se nazivaju elementima u tragu ili u ultratragu. Samo u tim, niskim
koncentracijama, ispoljavaju bioloske funkcije a ako su prisutni u ve¢im koncentracijama

mogu delovati toksi¢no.

2. Neesencijalne metale (Pb, Al, Cd, Hg, As), nisu biogeni tj. nemaju nikakve
bioloske funkcije u organizmu, veé deluju isklju¢ivo toksi¢no (Majkié, 2006). Siroka
rasprostranjenost teskih metala u zivotnoj i radnoj sredini predstavlja ozbiljan zdravstveni i
ekoloski problem jer su toksicni, nisu biorazgradivi, imaju dugo poluvreme zivota u zemljistu
1 akumuliraju se u Zivi sistem kroz aktivni lanac ishrane. Teski metali se prirodno nalaze u
zemljistu. U zemljiste dospevaju troSenjem mati¢ne stene iz koje su nastali ili mogu dospeti
antropogeno, kao posledica ljudske aktivnosti (prvenstveno industrije, sagorevanjem fosilnih
goriva, primenom agrohemikalija, atmosferskom depozicijom), Sto za posledicu moze imati
trajnu kontaminaciju zemljista i podzemnih i povrSinskih voda. U vodi mogu graditi tesko
rastvorne karbonate, sulfate i sulfite koji se taloze na dnu vodenih povrsina gde dolazi do
njihove akumulacije. Biljke preuzimaju teske metale iz voda, zemljista, vestackih dubriva,
pesticida. KoriS¢enjem biljaka za ishranu, Zivotinje 1 ljudi unose teske metale u svoj

organizam i time zapoc¢inju bioloski procesi: bioakumulacija 1 ugradivanje u lanac ishrane.
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Za toksi¢ne metale su prvenstveno vezana profesionalna, hroni¢na trovanja do kojih
dolazi usled izloZzenosti parama ili ¢esticama metala u toku razli¢itih industrijskih procesa, pa
su glavni putevi unosa metalnih otrova u organizam respiratorni trakt i koza kod
profesionalno eksponiranih osoba i respiratorni i digestivni trakt za opstu populaciju. Za
resorpciju teSkih metala iz vazduha najznacajniji je unos preko respiratornog trakta gde se
teSki metali inhalacijom unose u obliku aerosola ili pare u plu¢a odakle se apsobuju u
cirkulaciju i vezuju za proteine plazme, koji ih distribuiraju do ciljnih organa gde ispoljavaju
toksi¢ne efekte. Resorpcija preko koze odvija se prolaskom kroz epidermis, folikul korena
dlake ili kanale lojnih zlezda. Uglavnom se teski metali deponuju u ciljnom organu. Za neke
metale je karakteristicno da se akumuliraju u organizmu (kadmijum u bubrezima ima bioloski
poluzivot 10-30 godina a olovo u kostima 10 godina). Najveci procenat resorbovanih metala
izluCuje se urinom u nepromenjenom obliku. Metali su metaboli¢ki inertne supstance, u
organizmu ne podlezu transformaciji osim metaloida (As, Sb i Se), pa se u urinu mogu naci

njihova organska i neorganska jedinjenja (Jovanovié, 2012).

Toksi¢nost metala je prvenstveno rezultat njihove interakcije sa proteinima, lipidima,
nukleinskim kiselinima, vezuju se za slobodnu amino, hidroksilnu, karboksilnu, tiolnu
funkcionalnu grupu i time blokiraju funkcije bioloski aktivnih jedinjenja. Svi metali deluju na
jonske kanale. Neki metali pospeSuju nastanak slobodnih radikala i time izazivaju oksidativni
stres. Kao protoplazmatski otrovi deluju na strukture unutar ¢elija, vezuju se za sulfhidrilne
grupe intracelularnih proteina i inaktiviraju njihovu funkciju. Neki metali ispoljavaju
genotoksicno a neki kancerogeno dejstvo, dok pojedini mogu izazvati i1 reakcije

preosetljivosti (Bulat 2010/11).
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2.6. FENOLNA JEDINJENJA | ANTIOKSIDANTI

Epidemioloske studije su pokazale jasnu pozitivohu povezanost izmedu unosa voca i
povréa i smanjenog broja sranih bolesti, tumora i drugih degenerativnih bolesti kao i
usporavanja starenja (Skupien i Oszmainski, 2004). Sa povecanjem eksperimentalnih,
klini¢kih i epidemioloskih podataka koji pokazuju pozitivne efekte antioksidanasa, raste i
njihova vaznost i uloga. Osim nutritivnih i senzorskih svojstava, hrana a posebno neki njeni
sastojci imaju zaStitnu ulogu. Posebno je to sluaj s voclem, koje sadrzi prirodne

antioksidanse (Thomas, 1995).

Antioksidansi su jedinjenja koja usporavaju procese oksidacije u organizmu. Vitamini
1 polifenoli su poznati kao prehrambene komponente u voéu i1 povréu koje poseduju
antioksidativnu aktivnost (Skupien i Oszmainski, 2004). Fenolna jedinjenja, kao npr. vitamin
E i flavonoidi su tipi¢ni antioksidansi (Shi i sar., 2001). Uz prirodne antioksidanse razvijeni
su i sinteticki antioksidansi koji se u praksi koriste kao aditivi, suplementi i1 lekovi, ali je
opste prihvacena Cinjenica da su prirodni antioksidansi vredniji, efikasniji i sigurniji od

sinteti¢kih (Yanishlieva-Maslarova i Heinonen, 2001).

Polifenoli uklju¢uju vise od osam hiljada jedinjenja razli¢ite hemijske strukture, od
jednostavnih hidroksimetilnih kiselina 1 antocijana (biljni pigmenti) do sloZenijih flavonoida 1
tanina cCije je osnovno obelezje prisutnost jednog ili viSe hidroksilovanih benzenovih

prstenova.

Polifenoli su rastvorljivi u vodi. Gradeni su od dvadaest do Sesnaest fenolnih grupa sa
pet do sedam aromati¢nih prstenova. Daju uobicajene fenolne reakcije kao $to su stvaranje
intenzivno plavo-crnog kompleksa na tretman sa gvozde (III) solima. Imaju izraZzena posebna
svojstva kao §to su sposobnost da taloze alkaloide 1 proteine. Mnogi polifenoli se nalaze u

obliku glikozida.

S obzirom na veliku raznovrsnost biljnih fenola, njihova klasifikacija je veoma
kompleksna, pa se i u literaturi Cesto srecu razli¢ite klasifikacije ovih jedinjenja, uglavnom
prema hemijskoj strukturi i biosintetskom poreklu. U Tabeli 2.2. dat je pregled strukturnih

klasa fenola od prostih do najkompleksnijih.
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Tabela 2.2. Glavne strukturne klase biljnih fenola u biljkama)

C—gtrc?gna Osnovni skelet Klasa Jedinjenje
Prosti fenoli Katehol, hidrohinon, rezorcinol
6 Cs Benzohinoni
7 Co- Cy Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina
8 Cs-Co Fenilsiréetne kiseline p-hidroksifenilsiréetna
Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, miristicin
9 Cs-Cs
Kumarini Umbeliferon, skopoli
Hromoni Eugenin
10 Cs-Cy Naftohinoni Juglon
13 Ce- Ci - Co Hantoni Mangostin, magniferin
Stilbeni Rezveratrol
14 Cs-Co-Cs Apigenin, luteolin, sinensitin,
Antrahinoni nobiletin, izosinensitin, tangeretin,
diosmin
Flavanoli Dihidrokvarcetin i dihidrokamferol
glikozidi
Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Hesperidin, neohesperidin, narirutin,
naringinin, eriocitrin
15 Co-Ca-Cs - Glikozidi peralgonidina, peonidina,
Antocijanini L . AR
delfinidina, petunidina, cijanidina
- Katehin, epikatehin, galokatehin,
Katehini epigalokatehin
Halkoni Floridzin, arbutin, halkonarigenin
18 (Cs - C3)2 Lignani, neolignani Pinorezinol
30 (Cs - Cs - Ce): Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavon
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Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka u kojima imaju visestruku ulogu:
* senzorska svojstva kao $to su boja, aroma ili ukus,

* uticu na otpornost biljke prema bolestima i mikroorganizmima,

* neki polifenoli indirektno uticu na rast biljke i

« Stite osetljive Celijske delove od Stetnog zracenja (apsorpcija UV zracenja).

Kao znacajnije aktivne komponente u strukturi polifenola su fenolne Kiseline i
flavonoidi. Fenolne kiseline se nalaze iskljucivo u spoljasnjim slojevima biljaka. Mogu se
podeliti u dve grupe: kiseline koje su derivati benzoeve kiseline i one koje su derivati cimetne
kiseline (Robbins, 2003). Najzastupljeniji derivati hidroksibenzoeve kiseline su vanilinska,
galna, elaginska, protokatehinska, siringinska i gentizinska kiselina. Derivati cimetne kiseline
su zastupljeniji u prirodi i obuhvataju kumarnu, kafenu, ruzmarinsku, ferulnu, sinapinsku i
hlorogenu Kkiselinu. One stupaju u kovalentnu vezu s policiklicnim aromati¢nim
ugljenohidratima i time potiskuju njihovo kancerogeno delovanje. U ogledima na Zivotinjama
fenolne kiseline blokiraju hemijski indukovan nastanak raka jednjaka, zeluca, koze i plu¢a. U
polifenole spadaju prethodno spomenuti flavonoidi, katehini, kao 1 rezveratrol i
antocijanidini. Uticaj polifenola na zdravlje ¢oveka zavisi od konzumirane koli¢ine 1 njihove
biodostupnosti. Za rezveratrol je eksperimentalno dokazan u¢inak usporavanja zgru$njavana

krvnih plocica.

Najvaznija 1 najveca grupa polifenola su flavonoidi koji se pojavljuju u skoro svim
delovima biljaka. Flavonoidi su ne ketonski polihidroksi polifenolna jedinjenja. Nalaze se
najvise u kori voca i povréa. Poznato je oko 4000 - 5000 raznih vrsta flavonoida (Mili¢ i sar-.,
2000). Struktura flavonoida temelji se na flavonoidnom jezgru koje se sastoji od tri fenolna
prstena (A, B 1 C prsten). Benzenski prsten A kondenzovan je s troclanim alifati¢nim nizom
koji zajedno sa kiseonikom gradii Sesto¢lani prsten C, a na poziciji 2 prstena C nalazi se
benzenski prsten B. Za flavonoide koji imaju vezanu karbonilnu grupu na C-4 atomu prstena
C cesto se koristi izraz 4-okso-flavonoidi. Flavonoidi su podeljeni na nekoliko podgrupa:
flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni,
dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i antocijani. Ovu raznovrsnost uglavnom kontroliSu geni
biljke, ali i zrelost biljke, klima i nac¢in uzgajanja. U prirodi se flavonoidi nalaze uglavnom u

obliku glikozida, tj. povezani su s razli¢itim molekulima Secera.
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=

Flavon Flavonol Flavanon
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Flavononol Flavanol Antocijanidin

Halkon Izoflavon

Slika 2.7. Podela flavonoida

Antocijani (grcki: anthos-cveée, kyanos-plav) biljni pigmenti rastvorljivi u vodi koji
cveéu, vocu i povréu daju plavu, purpurnu i crvenu boju (Mili¢ i sar., 2000) Antocijani su
glikozidi antocijanidina s karakteristicnom kemijskom strukturom flavonoida Ce-Cs3-Ce.
Postoji Sest osnovnih antocijanidina: cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin i
malvidin, a vezanjem Secera na ove osnovne antocijanidine nastaju molekuli antocijanina.
Razli¢ite hemijske strukture antocijanina pokazuju razli¢itu boju u zavisnosti od pH sredine.
Pri pH 1 prevladava crveno obojenje, izmedu pH 2 i 4 prevladava plava boja, kod pH 51 6
bezbojno, a pri pH vrednostima visim od 7, molekul antocijanina se raspada. Mnoge in vivo
studije pokazuju da unos flavonoida smanjuje rizik nastanka raka Zeluca, debelog crieva i

dojke. IstraZivanja pokazuju da flavonoidi maskiraju mesta vezivanja kancerogenih agenasa
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na DNK, Stite¢i na taj nacin nasledni materijal ¢elije od moguceg uticaja kancerogenih

agenasa.

Flavonoidi pokazuju slede¢a delovanja: antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno,
diureticko,  antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, antikoagulirajuce,
spazmoliticko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno, analgetsko, antimalari¢no,

hipoglihemijsko i antioksidativno (Eastwood, 1999; Hollman, 1999).

Slobodni radikali su reakcione intermedijerne cCestice koje imaju barem jedan
nespareni elektron, uglavhom nemaju naelektrisanje dok u hemijskim reakcijama reaguju sa
neutralnim molekulima ili drugim radikalima. Nespareni elektron, odnosno radikalski centar,
moze se stvarati i postojati na sp° i sp? hibridizovanim ugljenikovim atomima (alkil, vinil, aril
radikali), zatim na kiseoniku (alkoksi radikali), azotu (amino, amido radikali), sumporu,

fosforu i mnogim drugim elementima (Cekovié, 2000).

Prisustvo nesparenog elektrona ¢ini slobodni radikal jakim oksidansom i1 visoko
reaktivnim zato Sto tezi da se spari sa drugim elektronom i1 na taj nain oSteCuje Celije
lan¢anom reakcijom (molekul koji je ostao bez elektrona i sam postaje slobodan radikal).
Slobodni radikali mogu oStetiti ¢elijsku membranu, masne kiseline, holesterol, proteine i
DNK i imaju ulogu u patogenezi mnogih hroni¢nih degenerativnih bolesti. Oksidacija
¢elijskih proteina i membrana mozZe izazvati oStecenje tkiva kod mnogih bolesti kao Sto su:
reumatoidni artritis, zapaljenska crevna oboljenja, Parkinsonova bolest. Oksidativno
ostecenje DNK moZze doprineti nastanku karcinoma. Slobodni radikali imaju vaZznu ulogu i u
procesu starenja organizma. Oksidativni stres predstavlja dakle poremecaj ravnoteze izmedu
prooksidanasa i antioksidanasa u korist prookoksidanasa usled ¢ega dolazi do oSte¢enja

vitalnih ¢elijskih makromolekula (Sies, 1991).

Kod zdravih aerobnih organizama, produkcija slobodnoradikalskih vrsta je u stalnoj
ravnoteZi sa antioksidantnim odbrambenim sistemom. lako slobodni radikali imaju znacajnu
ulogu u nizu fizioloskih procesa, poremecaj balansa izmedu ovih reaktivnih vrsta i
antioksidantnog sistema moze da dovede do ozbiljnog narusavanja normalne homeostaze
¢elije. Naime, narusavanje oksido-reduktivne ravnoteze usled poviSenog nivoa slobodnih
radikala, uz visok stepen njihove neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti, ¢iji uzrok su
nespareni elektroni, dovodi do stanja oksidativnog stresa. Kao posledica oksidativnog stresa

javljaju se tzv. oksidativna oStecenja, koja se izraZzavaju kroz razli¢ita patoloska stanja.
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Danas postoji veliki broj definicija antioksidanasa razli¢itih autora, ali ni jedna nije
opsSte prihvacena. U hemijskom smislu preciznu definiciju antioksidanasa dao je Britton
1995. godine. On je antioksidanse definisao kao molekule koji uklanjaju slobodne radikale iz
sistema. Oni treba da uklanjaju radikale bilo reaguju¢i sa njima stvaraju¢i manje Stetne
proizvode, bilo prekidajuci lan¢anu reakciju izazvanu slobodnim radikalima. Danas je poznat
veliki broj jedinjenja za koje se pokazalo da imaju antioksidativna svojstva. Na osnovu
hemijske strukture antioksidansi se mogu Klasifikovati na enzimske i neenzimske. U
enzimske antioksidanse spadaju: superoksid dismutaza, koja razgraduje superoksidni radikal,
katalaza i glutation peroksidaza, koje uklanjaju vodonik peroksid. Spisak neenzimskih
antioksidanasa je znatno duzi i tu spadaju: minerali (Se, Cu, Zn i Mn, kao kofaktori
antioksidativnih enzima), vitamini C i E, karotenoidi (prvenstveno B-karoten, luten i lutein)

koenzim Q10, cistein, glutation, polifenoli, albumin.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja se zasniva na direktnoj reakciji fenola i

slobodnih radikala, a ovaj proces se na molekularnom nivou moze odvijati na tri naina

(Wright i sar., 2001):

1. Prenos vodonikovog atoma

/'\/(6 homoliticko cepanje OH grupe
R , H
——————» RH O\©\
Ar Ar

Slika 2.8. Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanju slobodnih
radikala.

Prenos vodonikovog atoma sa fenolnog jedinjenja na slobodni radikal. Prvi nacin
uklanjanja slobodnih radikala (R") se zasniva na homolitickom cepanju O-H grupe i prenosu
vodonikovog atoma sa fenolnog jedinjenja (Ar-OH) na slobodni radikal. U opisanoj reakciji
ponovo nastaje radikal (ArO") koji je manje reaktivan, zbog sposobnosti nastalog fenol
radikala da stabilizuje i delokalizuje nespareni elektron (Slika 9).

Drugi mehanizam se zasniva na prenosu jednog elektrona sa fenolnog jedinjenja, pri
¢emu nastaju katjonski radikal (ArOH™) i anjon (R) (Slika 2.9). Nastali anjon ima sparen broj
elektrona 1 pri tome je energetski stabilizovan, dok je aromati¢na struktura sa preostalim

elektronom takode stabilizovana delokalizacijom elektrona i postojanjem viSe rezonantnih

oblika. (Wright i sar., 2001).
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2. Prenos elektrona
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Slika 2.9. Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanju slobodnih

radikala. Prenos elektrona sa fenolnog jedinjenja na slobodni radikal

Tre¢i mehanizam se bazira na sposobnosti fenolnih jedinjenja da vezuju za sebe
metale, formirajuci stabilne komplekse, Sto spreCava uces¢e metala u reakcijama u kojima se
proizvode slobodni radikali (Slika 2.10). Poznato je da neki metali u nizem oksidacionom
stanju mogu da ucestvuju u Fentonovoj reakciji sa H2O2, pri ¢emu dolazi do formiranja OH’
radikala koji je veoma reaktivan i jedan od najStetnijih radikala u biljnom tkivu (Nestorovi¢

Zivkovié, 2013).

3. Helatizacija metala

“'A’;‘,
Slika 2.10. Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanju slobodnih radikala.

Vezivanje metala od strane fenolnog jedinjenja

2.7. KARAKTERISTIKE ODABRANIH VRSTA VOCA
2.7.1. Cydonia oblonga Miller-dunja
Dunja (Cydonia oblonga Mill.) je jedina vrsta u rodu Cydonia, koja pripada familiji
Rosaceae, podfamiliji Pomoideae, zajedno sa jabukom (Malus domestica Borkh.), kruskom

(Pyrus spp..), japanskom musmulom (Eriobotrya japonica) i obi¢cnom musmulom (Mespilus

germanica; Rieger i Basra 2007). Dunje se retko uzgajaju izvan mediteranskog podneblja, a
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ponekad se pogre$no poistovecuju sa srodnim vrstama, japanskom dunjom (Chanomeles

japonica) ili kineskom dunjom (Pseudocydonia sinensis, Rieger i Basra, 2007).

Rosaceas. (Pomede)

Gydonia valfaris Pers

Slika 2.11. Cydonia oblonga Miller-dunja

Plod dunje se obi¢no koristi za dZzemove, marmelade, Zelee i sli¢ne proizvode, a retko
konzumira kao sirovo voce. Turska je vode¢i uzgajiva¢ dunja u svetu (Kaya i sar., 2007).
Dunja ima veliku primenu u narodnoj medicini. Plod, list i seme dunje su lekoviti a ukoliko
stablo nije tretirano hemikalijama kora se moZe koristiti za pripremu lekovitog ¢aja. Obloge
od dunje napravljene od kore, lista, ploda koriste se za leCenje otvorenih rana,
opekotina,bradavica 1 ispucale koze. Dunja se preporucuje kao lek ili pomoé¢no lekovito
sredstvo kod sledecih bolesti: akne, anemija, bolesti grla 1 nosa (krajnici), bronhitis, gréevi u
zelucu, grip 1 prehlada, dijareja, ekcem, infekcija koze, jaCanje imuniteta, nervoza, nesanica,
opekotine, problemi sa zelucem i organima za varenje, sindrom nadrazenih creva, skorbut,

upala organa za disanje.
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Fenolni profili dunje

Plod dunje je prepoznat kao u ishrani vazan izvor jedinjenja, koja pozitivno uti¢u na
zdravlje, zahvaljuju¢i svojim antioksidativnim, antimikrobnim i antiulcerativnim svojstvima
(Fattouch i sar., 2007; Fiorentino i sar.,2008; Hamauzu i sar., 2005; Oliveira i sar., 2007,
Silva i sar., 2004, 2008). Dunja, (Cydonia oblonga Miller) takode ima zastitni efekat protiv
oksidativne hemolize ljudskih eritrocita (Magalhdes i sar., 2009). Silva i sar., (2002) su
saopstili da je sadrzaj ukupnih fenola u rasponu od 11,7 do 268,3 mg/kg za pulpu, a izmedu
243 1 1738 mg/kg za koru dunje. U pulpi i kori dunje odredeni su 3-O-kafeoilhinska kiselina,
5-O-kafeoilhinska kiselina, 3,5-O-dikafeoilhinska kiselina, kvercetin-3-O-galaktozid,
kvercetin-3-O-rutinozid, kemferol-3-O-glikozid, kemferol-3-O-glukozid, kemferol-3-O-
rutinozid, kvercetin-glikozid acilovan sa p-kumarnom kiselinom i kemferol glikozid acilovan
sa p-kumarnom kiselinom. Cijanidin-3-glukozid 1 cijanidin-3,5-diglukozid su glavni
antocijani otkriveni u plodovima dunje s crvenim pigmentima kore. Rutin i 5-O-
kafeoilhinska Kkiselina su glavni fenoli u kori, a 3-O-kafeoilhinska i 5-O-kafeoilhinska

kiselina su glavni fenoli u pulpi dunje (Silva i sar., 2002, 2008).

2.7.2. Prunus persica — breskva

Breskva (Prunus persica L.; Slika 2.12.) je listopadno drvo, raste 5-10 m visine.
Pripada familiji Rosaceae, podfamiliji Prunoideae (Armstrong, 2008;). Nektarine [Prunus
persica (L.) Batsch, var. nectarina] i [P. persica var. nucipersica] pripadaju porodici
Rosaceae i jedna su vrsta drveta breskve (Salunkhe i Desai, 1984). Nektarine i breskve su
veoma sli¢ne po svom izgledu 1 boji, a razlikuju se samo po jednom genu, genu za teksturu
koze. Boja breskve i nektarine varira kao crvena, ruziCasta, zuta ili bela a kora nektarina je

glatka i sjajna, za razliku od kore breskve.

U narodnoj medicini se koriste kao lek protiv malokrvnosti, za crevna oboljenja,
bolesti jetre. Sok od breskve preporucuje se ljudima sa sr¢anom aritmijom, smanjenim
lu€enjem zeludacne kiseline, osetljivim nervnim sistemom, kao i za ¢iS¢enje organizma.
Breskva se koristi u ishrani, kozmetici i industriji. U ishrani je pogodna kod problema sa
probavom, a ima laksativno i diuretsko delovanje. Dobra je za smirenje zivaca i u za rad

probavnih organa.
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Slika 2.12. Prunus persica-breskva

Bioaktivne komponente breskve i nektarine

Breskve su bogate askorbinskom kiselinom (vitamin C), karotenoidima (provitamin
A) i fenolnim jedinjenjima, koji su dobri izvori antioksidansa (Drogoudi i Tsitouridis 2007;
Tomas-Barberan i sar., 2001). Sadrzaj ukupnih fenola kreée u opsegu 100-449 mg
ekvivalenta hlorogenske kiseline/100 g sveze breskve. Sadrzaj antocijana breskve krece se u
rasponu 6-37 mg/100 g (Cevallos-Casals sar., 2006). Hlorogenska kiselina je glavni fenolni
sastojak breskve i nektarine (Slika 2.13). Nektarine i breskve pokazuju identi¢an fenolni

profil, i sadrZe ista pojedina¢na jedinjenja (Tomas-Barberan i sar., 2001).
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Slika 2.13. Glavna bioaktivna jedinjenja breskve

Versari i sar., (2002) su saopstili fenolni profil sokova dobijenih od vise sorti bresaka

(Redhaven, Suncrest i Maria Marta) uzgajanih u Italiji. SadrZzaj katehina italijanskih sorti

varira od 20 do 34 mg/kg, u gore navedenim sokovima breskve. Hlorogenska kiselina je

nadena u koli¢ini od 12 do19 mg/kg u razli¢itim sokovima breskve, dok kafena kiselina je

nadena u manjem iznosu kod ovih sokova (0,5-1,5 mg/kg; Versari i sar., 2002). Izokvercetin

je odreden u koli¢ini od 6,0 do 7,1 mg/kg je bio otkriven u sokovima od prethodno navedenih

italijanskih sorti.

Prema studiji koju su publikovali Lavelli i sar., (2009), odredeni su sadrzaji HCA

(hlorogenske i neohhlorogenske kiseline) od 34-73 mg/kg, katehina od 0 do 24 mg/kg, 3-O-

kvercetin-glikozida 3,9-12,7 mg/kg i cijanidin-3-O-glukozida od 0-9,4 mg/kg u soratama
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Elegant Lady i Redhaven. Glavni antocijani identifikovani u breskvama su cijanidin-3-
glukozid kao i cijanidin-3-rutinozid (Ishikura 1975). Nekoliko hidrokscimetnih Kkiselina,
flavan-3-oli i flavonoli, uglavnom hlorogenska kiselina, neohlorogenska kiselina, katehin,
epikatehin i kvercetin-3-rutinozid, su identifikovani u breskvama (Tomas-Barberan i sar.,
2001).

Pozitivna korelacija izmedu fenolnog sadrzaja i relativnog antioksidativnog kapaciteta
(r’=0,8262) pokazuje da su fenolna jedinjenja odgovorna za antioksidativnu aktivnost
(Cevallos-Casals i sar., 2006).

Cijanidin-3-O-glukozid, katehin i glikozidi kvercetina su najnestabilniji fenoli, a

hlorogenska kiselina i neohlorogenska kiselina se razgradujeu manjoj meri.

2.7.3. Malus domestica — jabuka

Jabuka (Malus domestica Borkh., Slika 2.14.) je ukusno i hranjivo voce u i Siroko se
konzumira u gotovo svim zemljama. Jabuke su odli¢an izvor nekoliko fenolnih jedinjenja, a
takode poseduju visok ukupan antioksidativni kapacitet (Biedrzycka i Amarowicz, 2008;
Lotito i Frei, 2004).

Ovi antioksidativni fenoli igraju ulogu u smanjenju rizika od razlicitih bolesti koje su
posledica oksidativnog stresa, naime, koronarne bolesti, oSte¢enja imunoloSkog sistema,
astme i dijabetesa (Boyer i Liu, 2004). Dokazano je da rizik od sréanog udara smanjen za
49%, kada su jabuke uklju¢eni u prehrani u dnevnoj koli¢ini od > 110 g u odnosu na one od <

18 g (Hertog i sar., 1993).
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Whsle i N

Slika 2.14. Malus domestica — jabuka

Profil i sadrZaj postojecih polifenola u jabuci su zna€ajni s obzirom na njihovu ulogu
senzora kvaliteta svezeg voéa i preradevina od jabuke. Sta vise, antioksidativna svojstva ovih
fitohemikalija su veoma znacajna zbog pozitivnog uticaja na zdravlje coveka (Bushway, Hu i
Shupp, 2002). Slika 2.15. pokazuje glavne fenola u jabukama i proizvodima od jabuka.
Postoje mnoga zdravstvena poboljSanja od fitonutrijenata, ukljuc¢ujuéi i flavonoide i fenolne
kiseline u kori jabuke (Boyer i Liu, 2004). U literaturi se moze naci ¢injenica da sastojci kore

jabuke inhibiraju ¢elije ljudskog hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2) znacajno vise
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nego cela jabuka (Wolfe, Wu i Liu, 2003). Mnogi autori navode da kora ima jedinstvene
flavonoide , kao Sto su , glikozidi kvercetina, koji nisu pronadeni u pulpi jabuke, a takode ima
tri do Sest puta viSe flavonoida od pulpe jabuka (Wolfe, Wu i Liu i sar. 2003; Wolfe i Liu
2003). Objavljeno je da jabuke obezbeduju 20-25% od potrosnje voénih polifenola po glavi
stanovnika u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama (Vinson i sar., 2001).

Sun i sar., (2002) su otkrili da jabuke imaju najviSe rastvorljivih fenola u odnosu na
deset vrsta najces¢e konzumiranog voc¢a. Ovi autori navode da su derivati hidroksicimetne
kiseline, flavan-3-oli (flavanoli; monomerni i oligomerni katehini), flavonoli i dihidrohalkoni
glavni fenoli jabuka. Jabuke se sastoje od raznih antioksidativnih fenola: hlorogenske
kiseline, epikatehina, procijanidina B2, floretina, floridzina, kvercetina kao i askorbinske
kiselina (Biedrzycka i Amarowicz 2008; Guyot i sar., 2002; Khanizadeh i sar., 2007).

Jabuke su najzastupljenije u ukupnoj svetskoj proizvodnji i potro$nji voca, a takode je

u porastu proizvodnja i konzumiranje soka od jabuke (Fulker 2001).

Glavna bioaktivna

jedinjenja jabuke
. 1l
I ‘ 1
FenoIiJ Vitamini J
i , 11 1 | I |
— - Askorbinska
kFenolne klsellneJ Flavonoidi J kiselina J
Hidroksic | ' — — )
Flavan- . Dihidro Antocij
T 3-oli flavonol halkoni anidini
I
Epikatehin -
Hlorogenska T(I h_l Glukozidi Floretin
kiselina enin || kverceting || pyoizin | | Cijanidini
Kafena Procijanidin Glukozidi i njihovi
kiselina Bl . rutina glukozidi
\ J rocijanidin
L B2 ) —

Slika 2.15. Glavna bioaktivna jedinjenja jabuke

42




Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

Sadrzaj ukupnih polifenola u jabuci

U literaturi se moze naci da je prosecan sadrzaj ukupnih polifenola u osam najcesce
uzgajanih vrsta jabuke u zapadnoj Evropi od 66,2 do 211,9 mg/100 g sveze mase, u
zavisnosti od sorte jabuka, a da su flavanoli (katehini i proantocijanidini) glavna klasa
polifenola jabuka (71-90%), nakon ¢ega slede hidroksicimetne kiseline (4-18%), flavonoli (1-
11%), dihidrohalkoni (2-6%), i u crvenim jabukama, antocijanini (1-3%) (Vrhovsek i sar.,
2004). Zabelezeno je da je ukupan sadrzaj fenola u jabukama je iznad 500 mg/100 g sveze
mase (Gorinstein i sar., 2001) i priblizno 95% fenola se akimulira u kori jabuke (Guyot i sar.,
2002) .

Lee i sar., (2003) su utvrdili da su prosecne koncentracije fenola medu Sest sorti
jabuka: kvercetin glikozida 13,2 mg/100 g voca; procijanidina B 9,35 mg/100 g voca;
hlorogenske kiseline 9,02 mg/100 g voca; epikatehina 8,65 mg/100 g voca i floretin glikozida
5,59 mg/100 g vocéa. Sadrzaj polifenola se krece u rasponu od 9 do 76 mg/100 g jabuke, a
najzastupljenije su hidroksicimetne kiseline (5-60 mg/100 g), flavonoli (2-4 mg/100 g) i
monomerni flavanoli (2-12 mg/100 g), ukljucujuci katehine i proantocijanidine (Manach i
Donovan 2004).

Procijanidini, katehin, dihdirohalkoni i fenolne kiseline u jabuci

Jabuke su tipicaan izvor proantocijanidina. Navedeno je da DeliSes sorta jabuke ima
najveci sadrzaj jedinjenja kao $to su epikatehin, procijanidin B2, a floridzin (Chinnici i sar.,
2004). Slika 2.16. pokazuje procijanidine, katehine i dihidrokalkone koji se nalaze u
jabukama. Polifenolima bogate frakcije, koje su ekstrahovane iz nezrelih jabuka (Rosaceae,
Malus spp.), sastoje se od procijanidina (polimernih katehina) za koje je dokazano da imaju

antialergijsko dejstvo na pacijente sa raznim alergijskim bolestima.

Procijanidi se mogu na¢i u svim delovima jabuke i njihov sadrzaj se postepeno
povecava od 1232 mg/kg u semenkama do 4964 mg/kg u kori jabuka (Guyoti sar., 1998.).
Sanoner i sar., (1999) su idetifikovali vise polimerizovanih procijanidina u pulpi odredenih
sorti jabuka. Reinders i sar., (2001) ukazuju da kafena kiselina, jedna od dominantnih
fenolnih kiselina u sastavu jabuke, moze imati inhibitorni uticaj na bakterije Escherichia coli.

Sa povecanje stepena zrenja, sadrzaj polifenola se smanjuje.
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Slika 2.16. Katehini, dihidrohalkoni i procijanidini pronadeni u jabukama

Karaman i sar., (2010) su saopstili da katehin, hlorogenska kiselina, epikatehin,
kafena kiselina, i floridzin prisutni u pojedinim sortama jabuka koje se uzgajaju u Turskoj.
Hidrohalkoni floridzin (floretin 2'-B-D-glukozid) i floretin se distribuiraju u celom plodu i
¢ine oko 66% ukupnih fenola u semenkama jabuke, a u kori i pulpi ¢ine manje od 3%

ukupnih fenola (Guyot i sar., 1998).
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Antioksidativna aktivnost jabuke

Sadrzaj ukupnih polifenola i1 antioksidativna aktivnost voca zavisi od sorte, zivotne
sredine, metoroloSkih faktora, zrelosti ploda, izlozenosti svetlu, skladiStenja i obrade (Alonso-
Salces i sar 2004; Awad i sar., 2000; Van der Sluis i sar., 2001). Utvrdeno je da je u odnosu
na mnoge druge najéesé¢e konzumirne plodove vo¢a u SAD-u, jabuka je na drugom mestu po
antioksidativnom delovanju i na drugom mestu (odmah iza brusnice) po ukupnoj

koncentraciji fenolnih jedinjenja (Boyer i Liu, 2004 ; Sun i sar., 2002).
Specificna fenolna jedinjenja i njihove karakteristike u jabukama

Hidroksicimetne kiseline su prekursori isparljivih jedinjenja, koja doprionose aromi
jabukovace (Lea, 1995). Nekoliko polifenola takode igraju vaznu ulogu u karakteristikama
enzimskog tamnjenja proizvoda od jabuke. Dokazano je da je hlorogenska kiselina (CA),
jedna od hidroksicimetnih kiselina, najvazniji supstrat polifenolne peroksidaze (PPO). CA
jabuka prelazi u svoj o-hinon, koji nadalje reaguje sa drugim fenolnim jedinjenjima, $to je
rezultovalo formiranjem Zutih i smedih pigmenata pod uticajem kiseonika i PPO (Oszmianski
i Lee, 1990).

U jabukama, procijanidini su takode ukljuceni u enzimsko tamnjenje a njihov stupanj
polimerizacije je odgovoran za boju sokova od jabuke i jabukovace (Khanizadeh i sar.,
2006). Sta vise, stupanj enzimskog tamnjenja jabuka zavisi od odnosa hidroksicimetne
kiseline/procijanidi (Amiot i sar., 1992). Prema podacima dobijenih iz 31 sorte jabuka, gorke
sorte imaju veci sadrzaj flavan-3-ola i/ili dihidrohalkone nego slatke sorte (Alonso-Salces i
sar., 2004).
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3.1. Materijal

3.1.1. Voéni material

Zdravi plodovi dunje, sorte Leskovacka, sortnih bresaka (Radmilovéanka, Junsko
zlato, Blejk, Hala, Vesna, Adria), nektarine sorte Fantazija, pet razliCitih tipova
vinogradarskih bresaka i jabuka (Jonatan, Gloster, Melrose, Crveni Delises, Zlatni Delises,
Greni Smit, Sarunka, Gala, Jonagold, Ajdared, Breburn, Mucu, Cadel, KoZara, Red Cif , Pink

lejdi 1 Modi) su nabavljeni direktno od proizvodaca sa podrucja Jugoistocne Srbije.
3.1.2.Hemikalije i reagensi

U radu korisc¢eni reagensi: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), 2,2-azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska Kiselina) (ABTS), kalijum-persulfat, metanol, etanol, aceton,
etil acetat, acetonitril, mravlja i sir¢etna kiselina kupljeni su kod J. T. Baker (Deventer,
Holland). Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) i 2,4,6-tris-2-
piridil-1,3,5-triazin (TPTZ) su kupljeni od Acros Organics (Geel, Belgium). Folin-Ciocalteu
reagens (FC), dimetilsulfoksid (DMSO), 2,9-dimetill-1,10-fenantrolin (neokuproin), Na,COs,
NaNO2, NaOH, FeSO47H20, HCI, CCls, Na:HPOs, NaH:POs, NaCl, Ks[Fe(CN)s],
trihlorsiréetna kiselina (TCA) i AIClz kupljeni su kod Merck (Darmstadt, Germany).
Koris¢eni su i slede¢i sertifikovani standardi: galna kiselina, kupljena od Carl Roth
(Karlsruhe, Germany), katehin, ferulna i kafena kiselina kupljeni kod Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany), cijanidin-3-glukozid, kvercetin, kvercetin-rutinozid, kvercetin-
glukozid, kemferol, kemferol-glukozid, epikatehin, p-kumarna kiselina, hlorogenska kiselina,
kupljeni kod Merck (Darmstadt, Germany) i kvercetin-galaktozid kupljen od Extrasynthese

(Genay, France).
Sve hemikalije i rastvaraci koji su koriS¢eni bili su p.a. 1 HPLC ¢istoce.

Svi rastvori, koji se nisu mogli pripremiti kao primarni standardni rastvori,
standardizovani su poznatim metodama u cilju odredivanja tatne koncentracije. Sudovi koji
su koris¢eni prani su etanolnim rastvorom KOH, zatim rastvorom HCI (1:1), isprani
c¢esmenskom, destilovanom 1 dejonizovanom vodom. Rastvori su pripremani sa

dejonizovanom vodom specifi¢ne provodljivosti 0,05 pScm™.
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3.2. Aparati

Za ispitivanje mineralnog sastava, sadrzaja fenolnih komponenti i antioksidativne

aktivnosti izabranih vrsta voca, kori§¢ena je sledeé¢a oprema:

1. HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) koji se
sastoji od kvaternarne pumpe G1354A, automatskog injektora G1329A,
termostatiranog kolonskog dela G1316A, UV/Vis detektora G1315D, fluorescentnog
detektora G1321A kontrolisanog sa HP Chemstation softverom, za odredivanje

sadrzaja fenolnih jedinjenja (Slika 3.1),

Slika 3.1. Tecni hromatograf visokih performansi (HPLC) (laboratorija Katedre za

analiticku i fizicku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu).

2. UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) sa duzinom
optickog puta 1 cm za kvantitativnu analizu i ispitivanje antioksidativne aktivnosti

(Slika 3.2),
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Slika 3.2. UV-VIS spektrofotometar (laboratorija Katedre za analiticku i fizicku
hemiju

Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu,).

3. ICP-OES iCAP 6000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka) za kvalitativno i

kvantitativno odredivanje metalnih jona (Slika 3.3),

Slika 3.3. Opticki emisioni spektrofotometar sa induktivno kuplovanom plazmom
(laboratorija Katedre za analiticku i fizicku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta

Univerziteta u Nisu).

4. MicroMed high purity water system (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka), TKA
Wasseraufbereitungsszstem GmbH za dobijanje demineralizovane vode,
5. Termostat Julabo MP 5A Open Bath Circulations (JULABO, USA) za termostatiranje

rastvora,
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6. Elektricna pe¢ za zarenje (VIMS, Srbija)

7. Ultrazvuéno kupatilo Bandelin SONOREX® Digital 10 P (Sigma, USA).
8. pH metar (Hanna Instruments, USA) za merenje pH vrednosti rastvora
9. Varijabilne automatske pipete Lab Mate™ za pipetiranje rastvora

10. Elektri¢ni blender za homogenizovanje uzoraka.

3.3. Metode

3.3.1. Priprema uzoraka

Uzorci za analizu predhodno su pripremani postupkom ekstrakcije ili postupkom
mineralizacije u zavisnosti da li se u njima odreduje sadrzaj fenolnih komponenti ili sadrzaj
metalnih jona. Voce je odvojeno na koru, pulpu i semenke, spakovano u plasti¢ne kese i

¢uvano u zamrzivacu do koris¢enja.
3.3.1.1. Postupak ekstrakcije uzoraka za HPLC i UV-Vis analizu

Ta¢no odmerena, masa predhodno blenderom homogenizovanog svezeg vocnog
materijala (oko 10,0 g), preneSena je u erlenmajerovu bocu u koju je dodato 20 cm?®
odgovarajuceg rastvarata. Nakon jednog Casa stajanja u ultrazvu¢nom kupatilu (Bandelin
SONOREX Digital 10 P, Sigma, USA) rastvara¢ je odekantovan, dodata je nova koli¢ina
rastvaraca od 20 cm? i postupak je ponovljen. Nakon ponovnog dekantovanja, dodato je 10
cm? rastvaraca i sadrzaj je ultrasonificiran jedan ¢as. Dobijeni filtrati su spojeni, filtrirani i u
normalnom sudu dovedeni do ukupne zapremine od 50 cm?®. Ekstrati su ¢uvani na tamnom i
hladnom mestu (Borowska i sar., 2009; Katalini¢ i sar., 2010). Koris¢eni su sledeci
rastvaraci: 60% 1 80% rastvor metanola 1 60% 1 80% rastvor acetona za uzorke kore 1 pulpe
dunja; aceton koji sadrzi 0%, 0,1%, 1% 1 2% HCI za uzorke kore i pulpe sortnih bresaka;
metanol koji sadrzi 0,1% HCI za uzorke ploda jabuke i vinogradarskih bresaka; metanol koji
sadrzi 0%, 0,1%, 1% 1 2% HCI za uzorke kore jabuka.

3.3.1.2. Postupak mineralizacije

Uzorci tatno odmerene mase (oko 10 g), predhodno homogenizovanog svezeg

voénog materijala, prebaceni su u porculanski lonci¢ i1 zagrevani u elektri¢noj peci. Pe€ je

50



Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

programirana da podize temperaturu sa 50°C na 450°C u toku 8 sati a zatim da tu temperaturu
odrzava konstantnom narednih 12 ¢asova. Ohladeni uzorak rastvoren je u 2,5 cm® HNOs (1:1,
vIv), filtriran kroz filter papir (plava traka) i dopunjen dejonizovanom vodom do 50 cm?®
(Radojevi¢ i Bashkin, 1999).

Zapremina od 5 cm?® uzorka ekstrakata crvenih sorti jabuka je prenesena u erlenmajer
od 50 cm?® i dodati 10 cm?® koncentrovane azotne kiseline i 4 cm® 30% vodonik peroksida
(HNO3:H20:; je 5:2). Tako pripremljen uzorak zagrevan je na 140+10°C oko 30 minuta. Kada
se rastvor ohladi do sobne temperature procediti, preneti u normalni sud od 25 cm? i dopuniti
do crte 0,5% HNO:s.

3.3.2. Spektrofotometrijska analiza ekstrakata

3.3.2.1. Odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima voéa

Princip

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima voca odreden je metodom po Folin-Ciocalteu
(Singelton i Rosi, 1965). Metoda po Folin-Ciocalteu je zasnovana na merenju redukujuéeg
kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni anjon.
Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog jona (Fenol-
MoW12040)*".

Naz;WO4/NazMoOs + Fenol — (Fenol — MoW11040)*
Mo (VI) (zuto obojen) + e~ — Mo (V) (plavo obojen)

Reakcija na kojoj se zasniva merenje sadrzaja ukupnih fenolnih komponenata nije
specifi¢na, jer na isti nac¢in sa Folin—Ciocalteu reagensom mogu da reaguju jo§ neka

jedinjenja.

Postupak

Reakciona sme$a je pripremljena mesanjem ekstrakta voéa (0,1cm?), 7,9 cm?®
destilovane vode, 0,5 cm? reagensa Folin-Ciocalteu i 1,5 cm® 20% Na,COs. Kao slepa proba

koristi se smesa u koju je umesto 0,1 cm® uzorka dodato 0,1 cm? destilovane vode. Nakon

51



Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, meri se apsorbanca ispitivane smese na talasnoj

duzini od 760 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta.

Proracun

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora galne
kiseline odreduje se masena koncentracija (ug/cm®) polifenolnih jedinjenja koriséenjem
jednagine prave (A = 0,0855 [GA] + 0.0065, n = 5, r? = 0,9998), a ukupan sadrzaj fenola u
analiziranim uzorcima izraZen je kao mg ekvivalenta galne kiseline na 100 g sveZze mase voca

+ standardna devijacija (mg GAE/100 g s.m. = SD).

3.3.2.2. Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima voéa
Princip

Metoda se zasniva na osobini flavonoida da kompleksiraju metalne katjone (kao $to je
APR"), pri ¢emu dolazi do gradenja helata (Slika 4.3.), prosirenja delokalizacije i pomeranja
UV i Vis apsorpcionih traka za oko 50 nm ka vi$im talasnim duzinama (batohromni efekat),

tj. boja rastvora prelazi iz Zute u zuto-zelenu ili intenzivniju zutu (Veljkovic¢ i sar., 2013).
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Kvercetn

Slika 3.4. Gradenje helata flavonoida sa AI** jonom.

Reakcija nije univerzalna — za gradenje stabilnih kompleksa potrebna je okso-grupa u
polozaju 4 1 —OH grupa u poloZaju 3 ili 5. Moguce je i1 gradenje kompleksa, labilnih pri niZzim
vrednostima pH, sa 0-dihidroksi grupom prstena B (3°,4").

Flavonoli sa 3-OH i 5-OH (kemferol i sl.), i eventualnim 3°,4’-OH (kvercetin, rutin,
kvercitrin, miricetin), imaju apsorpcioni maksimum u intervalu 415-440 nm. Flavoni bez 3-

OH, samo sa 5-OH (apigenin) imaju maksimum na <400 nm, ali luteolin sa 3°,4’-OH
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pokazuje jaku apsorpciju na 415 nm. Stoga, ukoliko se u uzorcima ocekuje Sirok spektar
flavonoidnih struktura, pozeljno je koristiti kompromisnu A od 415 nm. Na 415 nm, flavonoli
daju najjaci signal, flavoni znatno slabiji, flavanoni i izoflavoni vrlo slab.

Izgled apsorpcionog spektra i stabilnost nagradenog kompleksa znacajno zavisi od
pH. Optimalna pH vrednost za gradenje kompleksa je oko 6. U vrlo kiseloj sredini, kompleks
se ne gradi (udeo deprotonovanog oblika flavonoida je zanemarljiv); pri 3<pH<6, gradi se
ljubicasti kompleks; pri 6<pH<8,5 gradi se plavi kompleks, ali je rastvorljivost Al-soli mala
zbog hidrolize; iznad pH 8,5, sistem nije stabilan.

Reakcija se odvija u pogodnom rastvaracu (vodeni rastvori metanola, etanola,

acetona) koji obezbeduje rastvorljivost svih komponenti, uz konstantnu pH 1 jonsku jac¢inu.
Postupak

Reakciona smes$a je pripremljena meSanjem odredene zapremine uzorka, 4 cm?®
dejonizovane vode i 0,3 cm® 5% NaNO2. Nakon 5 min dodato je 1,5 cm® 2% AICIs, nakon 5
min jo§ 2 cm® 1mol/dm® NaOH i dejonizovana voda do 10 cm®. Apsorbanca je merena na A =

415 nm, u odnosu na dejonizovanu vodu kao slepu probu.
Proracun

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora katehina
odreduje se masena koncentracija (pg/cm3) flavonoida koris¢enjem jednacine prave (A =
0,0249 [C] + 0,005, n=7, r’=0,9994, a zatim se sadrzaj ukupnih flavonoida u polaznom
uzorku izrazava kao mg ekvivalenta katehina na 100 g sveZe mase vocat standardna
devijacija (mg CE/100 g + SD).

3.3.2.3. Odredivanje antioksidantne aktivnosti DPPH testom
Princip
Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala
uradeno je primenom spektrofotometrijske metode (Brand-Williams i sar., 1995), zasnovana
na pracenju promene boje ljubiCasto obojenog rastvora stabilnog azot-centriranog DPPH"
radikala u redukovanu, zuto obojenu formu, DPPH-H. Pojava Zute boje objasSnjava se
sposobnoscu pojedinih komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri cemu

DPPH" prelazi u redukovani neutralni DPPH-H oblik (Slika 3.5.).
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Slika 3.5. Radikalska i redukovana forma DPPH*

Neutralizacija DPPH" fenolnim jedinjenjima odvija se pomocu dva simultana
mehanizma. Najpre, fenolno jedinjenje deluje kao donor H-atoma pri ¢emu nastaje
redukovani, neutralni DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji je rezonantno stabilizovan, a
zatim, nastali ariloksil radikal moze da reaguje sa joS jednim DPPH’ radikalom pri ¢emu
dolazi do njihove kondenzacije i prelaska u neutralan molekul (Slika 3.6.).

Sterni prilaz DPPH" odreduje reakciju, jer mali molekuli lakSe prilaze ovom radikalu i
imaju relativno ve¢i antioksidativni kapacitet. Sa druge strane, veoma veliki antioksidansi,
koji brzo reguju sa peroksil radikalom, u ovom slu¢aju reaguju sporo ili ne reaguju.

Spektrofotometrijska merenja mogu biti pod uticajem jedinjenja, kao S$to su

karotenoidi koji apsorbuju na talsnoj duzini odredivanja, i pod uticajem zamucenosti uzoraka.
Postupak

Odredena zapremina uzorka dodata je u 2,5 cm® radnog rastvora DPPH' radikala, a
zatim se je u normalni sud dodat metanol do 5 cm®. Dobijena smesa je dobro izmesana i
nakon 30 minuta stajanja na 25°C merena je apsorbanca spektrofotometrijski na 515 nm, uz
MeOH kao referentni rastvor. Sve probe su radene u tri ponavljanja. Kontrolni rastvor je

dobijen mesanjem 2,5 cm® radnog rastvora DPPH' radikala sa 2,5 cm® metanola (Slika 3.6.).
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Slika 3.6. Mehanizam ,, hvatanja* DPPH" pomocu fenolnih jedinjenja

Proracun

Na osnovu izmerenih razlika apsorbanci AA=Asiepe probe - Auzorka, Sa Kalibracione krive
standardnog rastvora troloksa odredena je ukupna antioksidativna aktivnost u pmol/cm?®
koris¢enjem jednagine prave (AA=-0,01+0,0313 [T]; r?>=0,9998 gde je [T] koncentracija
troloksa u pg/cm?®), a zatim je ukupna antioksidativna aktivnost u polaznom uzorku izrazena

kao mmol ekvivalenta troloksa po 100 grama sveze mase uzorka (mmol TE/100 g s.m.).

3.3.2.4. Odredivanje antioksidantne aktivnosti ABTS testom
Princip

ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) radikalski katjon test je
spektrofotometrijska metoda koja je Siroko u upotrebi prilikom odredivanja antoksidativne

aktivnosti velikog broja jedinjenja. Primenljiv je kako za lipofilna, tako i za hidrofilna
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jedinjenja. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ABTS" radikal katjonskom metodom se
zasniva na kolorimetrijskom merenju stepena obezbojavanja ABTS" radikala u prisustvu
antioksidanasa. ABTS" radikalski katjon se dobija oksidacijom ABTS sa K2S;0s (kalijum
persulfat) pre dodavanja antioksidanasa. Relativno stabilan ABTS* radikal je zelene boje i
kvantifikuje se spektrofotometrijski na 734 nm (Slika 3.7.).

S S0, *
-03S 31+ antioksidant
S_- /N%U M antioksidan
N>‘N N - K,S0s5
\ C2Hs

CaHs
ABTS" (Amax = 734 nm)

) S SO;-
O3S S /N:( U
=N N
I\{ C2Hs
C2oHs

ABTS?Z
Slika 3.7. Reakcija ABTS radikala

Postupak

ABTS test je uraden po metodi koju su prvobitno opisali Ozgen i sar., (2006). ABTS"
je dobijen inkubacijom 7 mM vodenog rastvora ABTS (Sigma Aldrich, Nemacka) sa 2,45
mM K2S;0s, tokom 16 sati u mraku, na sobnoj temperaturi. Uzorak zapremine 0,1 cm? je
pomesan sa 3,9 cm? radnog rastvora ABTS * radikala, smesa je dobro promesana i ostavljena
da odstoji 6 minuta na tamnom mestu. Nakon toga, merena je apsorbanca na 734 nm.
Kontrolni rastvor je dobijen mesanjem 3,9 cm?® radnog rastvora ABTS ™ radikala sa 0,1 cm®

metanola da bi se dobio rastvor ¢ija je absorbanca 0,70+0,02.

Proracun

Rezultati su predstavljeni na slede¢i nacin: TEAC (antioksidativni kapacitet
ekvivalenta troloksa), izraCunat iz standardne krive za troloks (AA=-0,0065+0,022 [T];
r’=0,9975 gde je [T] koncentracija troloksa u pg/cm®) i izrazen kao mmol ekvivalenta

troloksa po 100 grama sveze mase uzorka (mmol TE/100 g).
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3.3.2.5. Odredivanje antioksidantne aktivnosti FRAP testom
Princip

FRAP (eng. ferric reducing ability of plasma, alternativno ferric ion reducing
antioxidant power) metoda originalno je razvijena za odredivanje sadrzaja redukujucih
materija u krvnoj plazmi, ali je nasSla primenu i u ispitivanju antioksidantnog potencijala
biljnih ekstrakata (Kranl i sar., 2005). Zasniva se na redukciji kompleksa gvozda i 2,4,6-
tris(2-piridil)-s-triazina, [Fe**-TPTZ] do intenzivno plavog (apsorpcioni maksimum 593 nm)
[Fe?*-TPTZ] kompleksa u kiseloj sredini (Slika 3.8.). Reakcija je nespecifi¢na, i bilo koji
sistem sa redoks potencijalom negativnijim od para Fe**-TPTZ/Fe?*-TPTZ dovesée do
redukcije. Redukcioni kapacitet izrazava se preko koli¢ine nekog standardnog reduktanta

(Fe?*, askorbinska kiselina i sl.) koja bi izazvala isti nivo redukcije Fe3*-TPTZ.
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Slika 3.8. Reakcija redukcije Fe3*-TPTZ kompleksa.
Postupak

FRAP test je izveden po proceduri koju su opisali Benzie i Strain (1996). Odredena

3 a zatim je dodato 3

zapremina ekstrakta pomeSana je dejonizovanom vodom do 0,lcm
cm3sveze pripremljenog FRAP reagensa (25 cm® acetatnog pufera, 0,3 M, pH 3,6 + 2,5 cm?®
10 mM TPTZ u 40 mM HCI + 2,5 cm® 20 mM FeCls). Nakon inkubacije od 4 min na 37°C

merena je apsorbanca na 593 nm. FRAP reagens je termostatiran na 37°C pre upotrebe.
Proracun

Koncentracija Fe?* (uM) ekvivalenata u svakom ekstraktu ocitana je direktno sa
kalibracione krive i preracunata pomoé¢u jednacine prave (A = 0,02344 [Fe?*] + 0,00702, n =

6, r’=0,9999) kao ekvivalent gvozda(Il) na 100 g sveze mase uzorka (mmol Fe/100g s.m.).
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Uzorci koji su izasli izvan opsega kalibracione krive ponovljeni su uz odgovarajuce

podesavanje koncentracije.

3.3.2.6. Redukciona sposobnost (Reducing Power, RP)
Princip

Redukciona sposobnost ekstrakata voc¢a 1 galne kiseline, kao standardne
antioksidativne komponente, odreden je prema Reducing power metodi po Oyaizu (1986).
Ova metoda se zasniva na pracenju redukcione sposobnosti ispitivanog uzorka za
transformaciju Fe3*—Fe?". Redukciona sposobnost ispitivanog uzorka najéesée se poredi sa

redukcionom sposobnosdu poznate antioksidativne komponente.

Za odredivanje redukcione sposobnosti kori$¢ena je metoda po Oyaizu (1986), koja se
zasniva na pracenju promene apsorbance u zavisnosti od koncentracije rastvora ekstrakata.
Prisustvo redukujuéih agenasa, odnosno antioksidanata, izaziva redukciju Fe®* do Fe?* jona.
Redukciona sposobnost povezana je sa antioksidativnom aktivno$¢u i moze da sluzi kao

znacajan indikator antioksidativne aktivnosti (Lim i Quah, 2007).

Ova metoda se zasniva na gradenu obojenog produkta KFe[Fe(CN )6] poznatog kao
,»prusko plavo”.

Ovaj produkt nastaje u reakciji Fe3* ili Fe(CN)s* jona sa antioksidantima:

Fe*" + antioksidant <> Fe?" + antioksidant

Fe? + Fe(CN)Y « Fe[Fe(CN), |
il

Fe(CN)? +antioksidant <> Fe(CN);~ + antioksidant

Fe(CN)s +Fe® « Fe[Fe(CN),|

Postupak

U 1,25 cm?® fosfatnog pufera i 1,5 cm® kalijum-heksacijanoferata(lll) dodato je 0,5
cm?® ekstrakta ¢ija se mo¢ redukcije ispituje. Smesa je inkubirana 20 minuta na 50°C. Nakon

toga, dodato je 1,25 cm? trihlorsiréetne kiseline, razblazeno sa 4,25 cm?® dejonizovane vode i
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dodato 0,85 cm® rastvora gvozde(IIT)-hlorida. Nakon 30 minuta merena je apsorbanca na 700

nm.
Proracun

Na osnovu izmerenih apsorbanci uzoraka, sa kalibracione prave standardnog rastvora
galne kiseline (A = 0,3114 [GA] + 0,0106, n=6, r>=0,9991) odredena je sposobnost redukcije
jona Fe®* u Fe?" a rezultat je izraZen kao ekvivalent galne kiseline po 100 grama sveZe mase

(mg GAE/100 g).

3.3.3. HPLC analiza ekstrakata

Tec¢na hromatografija sa UV/Vis i fluorescentnim detektorom visoke rezolucije (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) primenjena je za razdvajanje i kvantifikaciju
fenolnih jedinjenja u pripremljenim uzorcima. IzvrSen je razvoj HPLC metode pri ¢emu su
slede¢i parametri pokazali najbolje rezultate. Hromatografsko razdvajanje izvrSeno je na
Eclipse XDB-C18 koloni (4,6mm x 150 mm) uz sistem rastvaraca: A — (H20+5%HCOOH) i
B - (80%HCN+5%HCOOH+H;0). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledeceg
linearnog gradijenta: 0-28 min, 0%B; 28-35 min, 25%B; 35-40 min, 50%B; 40-45 min,
80%B, i na kraju poslednjih 10 min ponovo 0%B. Protok mobilne faze je iznosio 0,8
cm®/min. Injektovano je 5 pl rastvora uzorka, automatski, kori$éenjem autosemplera. Kolona
je termostatirana na temperaturi od 30°C.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku
komponentu. Kori§¢eni su standardi: cijanidin-3-glukozida, hlorogenske kiseline, p-kumarne,
kafene 1 ferulne kiseline, katehina, epikatehina, kvercetina i kamferola. Kvantitativno
odredivanje komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg standarda. Za svaki pojedinacni
standard je pripremljen osnovni rastvor standarda masene koncentracije 1,0 mg/cm3,
rastvaranjem u 10% rastvoru metanola. Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard,
na osnovu dobijenih povrSina u zavisnosti od masene koncentracije standarda. 1z dobijene
jednacine linearne zavisnosti izraCunate su masene koncentracije komponenti u uzorcima. Za
komponente u uzorcima za koje nije bio dostupan standard, kvantifikacija je izvrSena na osnovu
kalibracione krive, po strukturi odgovarajuceg standarda.

Sve analize su izvrSene u tri ponavljanja.
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3.3.4. ICP-OES metoda
ICP-OES metoda je koriS¢ena za kvalitativnu i kvantitativnu analizu uzoraka voca na
sadrzaj metalnih jona.
Rastvori i reagensi:
1. multi standard — Ultra scientific analztical solution USA,
2. HCI (1:1),

3. argon 5.0 (99,999% cistoce).

Parametri metode:

e snaga RF generator — 1150 W,

brzina pumpe — 50 rpm,

protok gasa za hladenje — 12 L/min,

e protok rasprSivaca gasa — 0,7 L/min,

e pravac posmatranja plazme — aksijalni,
e vreme ispiranja— 30 s,

e tri probe za svaki uzorak,

e prikaz rezultata u ppm sa Cetiri znacajne cifre.

Za svaki element ¢iji sadrZaj je bilo potrebno odrediti, formirana je metoda tako Sto je
izvrSen izbor odgovaraju¢ih parametara metode i odabirom vise talasnih duzina. U cilju
konstruisanja kalibracione prave koja daje zavisnost relativnog intenziteta signala na
odgovarajucoj talasnoj duzini u funkciji od koncentracije analita, snimana je slepa proba
(dejonizovana voda) 1 dva rastvora standarda razli¢itth koncentracija dobijenih

razblaZivanjem osnovnog, referentnog standarda. Za svako merenje radene su po tri probe.

Izbor najbolje, pa samim tim i radne talasne duzine vrSen je na osnovu relativnog
intenziteta signala kao mere osetljivosti metode, greSaka na odzivu standarda kao i na osnovu

veli¢ine interferiranja prisutnih elemenata u ovakvom realnom uzorku.
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4.1. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA I FLAVONOIDA U EKSTRAKTIMA
VoCA

U cilju ekstrakcije fenolnih jedinjenja i drugih antioksidanasa iz voca, najceSce se
koristi aceton, metanol i etanol. Koli¢ina fenolnih jedinjenja u ekstraktu, kao i sastav
ekstrakta u velikoj meri zavisi od tipa i polarnosti rastvaraca (Alothman i sar., 2009). Takode
se pokazalo da je ekstrakcija rastvarac¢ima koji sadrze vodu efikasnija od ekstrakcije
apsolutnim rastvara¢ima. Jedinjenja iz klase biljnih fenola se veoma razlikuju po svojoj
kiselosti i polarnosti. pKa vrednosti ovih jedinjenja variraju od 8 do 12, pa je veoma ¢esto

neophodno obezbediti i odgovarajucu pH vrednost sistema za ekstrakciju.

U ovom radu ekstrakcija je vrSena metanolom i acetonom razli¢itih koncentracija, sa i
bez prisustva hlorovodoni¢ne kiseline razli¢itih koncentracija. Za odredivanje ukupnih fenola

1 ukupnih flavonoida koris¢ene su spektrofotometrijske metode.

Folin-Ciocolteau metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih rastvorljivih fenola
zasnovana je na redukcionoj sposobnosti fenolnih hidroksilnih grupa. Nedostatak metode je
njena nedovoljna specificnost, jer se fenoli detektuju sa razli¢itom osetljivoséu. U ovom radu,
sadrzaj ukupnih rastvorljivih fenola u ispitivanim ekstraktima je izrazen kao ekvivalent galne

kiseline (GAE).

Imaju¢i u vidu veliku raznovrsnost jedinjenja koja spadaju u klasu flavonoida, kao 1
¢injenicu da se vec¢ina nalazi vezana u obliku glikozida, tesko je pronaci idealnu metodu za
odredivanje njihovog ukupnog sadrzaja. U ovom radu, za odredivanje sadrzaja ukupnih
flavonoida koriS¢ena je metoda po Markhamu. Kao i u sluaju metode za odredivanje
ukupnih fenola i ova metoda pokazuje nejednaku selektivnost prema jedinjenjima ove klase,
jer pozitivnu reakciju daju samo ona jedinjenja koja imaju dostupne o-dihidroksifenolne, 3-
hidroksihromonske, 5-hidroksihnromonske i o-hidroksikarbonilne funkcionalne grupe (Misan
A., 2009).
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4.1.1. Sadriaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima dunja

U culju ispitivanja najpogodnijeg rastvarata kao i njegove koncentracije za
ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida iz kore i pulpe dunja, ekstrakcija je vrSena prema
procedure opisanoj u poglavlju 3.3.1.1. u razli¢itim rastvara¢ima: metanol 60%, metanol
80%, aceton 60% i aceton 80%. Uzorci dunja sorte Leskovacka uzimani su sa sedam

razli¢itih lokaliteta.

Na Slikama 4.1 1 4.2. prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenola
i flavonoida u metanolnim i acetonskim ekstraktima kore i pulpe dunja sa sedam razlicitih

lokaliteta.

Rezultati pokazuju da je aceton efikasniji rastvara¢ od metanola za ekstrakciju
ukupnih fenola 1 flavonoida. Pri tome su najmanji sadrzaji ukupnih fenola i flavonoida
odredeni u ekstraktima metanola 60%, a najve¢i u ekstraktima acetona 80%. Razlika u
pogledu ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u zavisnosti od ekstrakcionog sredstva je
posledica razli¢ite polarnosti koriS¢enih rastvaraca koji selektivno ekstrahuju pojedina

fenolna jedinjenja.

mg GAE/100 g

® metanol 60%
® metanol 80%
= aceton 60%

H aceton 80%

Slika 4.1. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/100
g s.m.) u metanolnim i acetonskim ekstraktima kore i pulpe dunja
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Slika 4.2. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na sadrzaj ukupnih flavonoida (mg

CE/100 g s.m.) u metanolnim i acetonskim ekstraktima kore i pulpe dunja

Mnoga istrazivanja pokazuju da je aceton bolji rastvara¢ za ekstrakciju
proantocijanidina, flavonoida i tanina, a metanol za fenolne kiseline i katehin (Chirinos et al.,
2007; Mane et al., 2007; Spigno et al., 2007; Tabart et al., 2007). Ovi rezultati su u skladu sa
polarno$cu rastvaraca (polarnost acetona je 0,355 a metanola 0,762). VVodeni rastvor acetona
je dobar rastvarac¢ za ekstrakciju polarnih antioksidanasa, a narocito je efikasan za ekstrakciju
polifenola iz proteinskih matriksa, jer izgleda da razgraduje polifenol-protein komplekse. Sa
druge strane, metanol je efikasniji za ekstrakciju polifenola iz polarnih, vlaknastih matriksa
(Chirinos et al., 2007; Al Farsi i Lee, 2008). Takode, Tan i sar., (2013), Hismath i sar.,
(2011), Uma i sar., (2010), Fatiha i sar., (2012), Matrines (2012), Alothman i sar., (2009),
su dokazali da je aceton bolji rastvara¢ od metanola za ekstrakciju ukupnih fenola i
flavonoida iz uzoraka biljnog porekla (kako biljaka koje se primenjuju u medicini, tako i u
uzorcima odabranih sorti tropskog voca), §to je suprotno rezultatima Chirinos i sar., (2007),
koji su pokazali da je metanol bolji ekstragens od acetona za ukupne fenole a aceton za
flavonoide iz uzoraka odabrane sorte pecuraka, dok su Mohdaly i sar., (2010), dokazali da je
metanol bolji ekstragens od acetona i za ukupne fenole i za flavonoide iz kore paradajza.
Ovakve rezultate u pogledu izbora optimalnog rastvaraca za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz
razli¢itih matriksa je potvrdio zakljuc¢ak do kojeg se i u ovom radu doslo, a to je da vrsta voca

i njihov fenolni sastav imaju bitan uticaj na efikasnost ekstrakcije.

Efikasnost ekstrakcije zavisi 1 od koncentracije rastvaraca. U literaturi se mogu naci

razli¢ite koncentracije acetona, pri kojima se postize najefikasnija ekstrakcija biljnog
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materijala. Martines (2012), navodi da je sa 90% (v/v) acetonom najefikasnija ekstrakcija za
odredivanje sadrzaja TP 1 TF; Chirinos i sar., (2007), navode istu koncentraciju kao
optimalnu za odredivanje sadrzaja TF, dok 90% (v/v) metanol favorizuju za odredivanje
sadrzaja TP; Alothman i sar., 2009, takode navode 90% aceton kao najefikasniji za
odredivanje sadrzaja TP, a za odredivanje TF 70% 1 90% (v/v) aceton, u zavisnosti od vrste
ispitivanih biljnih uzoraka. Brahmi i sar., (2012), isticu 75% aceton (v/v) za odredivanje
sadrzaja TP 1 TF; mnogi autori navode 60% (v/v) aceton kao najefikasniji ekstragens
(Hismath i sar., 2011; Uma i sar., 2010). Nizu koncentraciju acetona 40% (v/v) kao
optimalnu za odredivanje TP publikovali su Tan i sar., (2013). Svi predhodno navedeni autori
isti¢u vecu efikasnost binarnog ekstragensa aceton-voda, u odnosu na ¢ist aceton. Jedan od
mogucih razloga (osim povecanja polarnosti) za povecanje efikasnosti u prisustvu vode je
bubrenje biljnog materijala, Sto povecava kontaktnu povrsinu izmedu biljnog matriksa i

rastvarac¢a (Hemwimon i sar., 2007).

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida u
acetonskom ekstraktu (80%), koji se pokazao kao najefikasniji ekstragens, kore i pulpe dunje
prikazani su u Tabeli 4.1., dok su svi podaci dati u Tabeli 8.1. (Prilog). U Tabeli 4.2. dat je
literaturni pregled sadrzaja ukupnih fenola dunja sa razli¢itog podruc¢ja od strane razlicitih

istrazivaca u cilju diskusije 1 poredenja rezultata dobijenih u ovom radu.

Sadrzaj ukupnih fenola u pulpi dunja se kre¢e od 71,03 mg GAE/100g sveze mase
voca (s.m.) u dunji sa podrucja Si¢eva do 158,89 mg GAE/100g s.m. u dunji sa podrucja
Nisa. U ispitivanim uzorcima moze se videti da postoji izvesna varijacija u njihovim
sadrzajima u zavisnosti od lokaliteta uzoraka. Poznato je da na sadrzaj polifenolnih jedinjenja
uti¢e vrsta voca, zrelost voca ali 1 uslovi gajenja. Spoljasnji faktori poput svetlosti,
temperature, prisustva hranljivih materija u zemljistu imaju bitan uticaj na sastav i koli¢inu
fenolnih jedinjenja. Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih fenola u pulpi dunja su uporedive sa
literaturnim podacima koje su objavili Silva i sar., (2004), znatno ve¢i od vrednosti koje su
dobili isti autori (2002), odnosno Fattouch i sar., (2007), ali su i isto vreme manji od rezultata
drugih autora (Hamazu i sar., 2005; Magalhaes i sar., 2009) (Tabela 4.2.).
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. Deo TP, mg TF?, mg

Lokaclja voéa | GAE/00gsm. | CE/100gsm. | TT0F

Siéevo Kora 152,56+1,12° 41,23+0,17° 0,27

Pulpa 71,03+0,74 17,28+0,14 0,24

Ni§ (Vinik) Kora 163,43+1,09 48,39+0,18 0,29

Pulpa 158,89+1,11 44,65+0,18 0,28

KnjaZevac Kora 202,92+1,18 63,41+0,22 0,31

Pulpa 153,69+1,06 43,91+0,17 0,28

Matejevac Kora 166,80+1,02 53,12+0,19 0,31

Pulpa 101,79+0,99 27,50+0,12 0,27

Kamenica Kora 174,26+1,06 59,08+0,18 0,33

Pulpa 102,92+0,95 32,27+0,15 0,31

Zajecar Kora 160,47+1,09 53,76+0,17 0,33

Pulpa 99,36+0,86 29,38+0,14 0,29

Vranje Kora 140,12+1,04 46,19+0,18 0,32

Pulpa 95,98+0,88 29,99+0,14 0,31

Tabela 4.1. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) acetonskih ekstrakata (80%, v/v )

'mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; “mg katehin ekvivalenta/100 g sveze

mase; srednja vrednost=SD (n=3)

Sadrzaj ukupnih fenola u kori dunje se krece od 140,12 mg GAE/100 g s.m. do 202,
92 mg GAE/100 g s.m. Sadrzaj fenolnih komponenti u kori dunje sa podru¢ja KnjaZevca je
1,44 puta veci od uzoraka sa podrucja Vranja, a kod dunja sa podrucja Si¢eva je cak 2,15 puta
veéi u odnosu na pulpu. Povecani sadrzaj polifenola u kori se mozZe povezati sa nizom

hemijskih i enzimskih promena tokom sazrevanja voca (Orazem i sar., 2011).

Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih fenola u kori dunja su uporedive sa vrednostima
tunizanskih dunja (Fattouch i sar.,2007), ali su manje od rezultata koje su objavili Magalhaes
I sar., (2009), Karadeniz i sar., (2005) kao i Silva i sar., (2004). Dosta nizi sadrzaj u
ekstraktima ploda dunje od 11,9 mg GAE/100 g s.m. odredili su Tzanakis i sar., (2006).
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Tabela 4.2. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja ukupnih fenola (TP) u uzorcima dunja

izrazen u mg GAE/100 g sveZeg voca

Zemlja Ekstragens deo TP Literatura
dunje
Japan 80% aceton plod 302,7 Hamazu i sar., 2005
pulpa 150,34 ilva i
Portugal | 30% metanol Silvaisar., 2004
kora 708,71
pulpa 37-47 i
Tunis 7506 aceton Fattouch i sar., 2007
kora 105-157
pulpa 250 i
Portugal metanol Magalhaes i sar., 2009
kora 630
Grcéka metanol plod 11,9-24,9 Tzanakis i sar., 2006
282,3- -
Turska 70% metanol plod Karadeniz i sar., 2005
430,6

Rezultati spektrofotometriskog odredivanja sadrazaja ukupnih flavonoida u
acetonskim (80 % v/v) ekstraktima pulpe i kore dunja krece se od 17,28 do 44,65 odnosno od
41,23 do 63,41 mg CE/100 g s.m. Ovo su nizi rezultati od onih koji su objavili Karadeniz i
sar., 2005 (119,8-211,5 mg CE/100g s.m.). Iz Tabele 4.1. se mozZe videti da znatan udeo
flavonoida (TF/TP) u ukupnom sadrzaju polifenola u pulpi i kori dunja, i da taj udeo varira u
dosta uskom interval od 24% do 33%. Teng i sar., (2010) su odredili sadrzaj TF od 23% od
sadrzaja TF.

Flavonoidi su najzastupljenija fenolna jedinjenja i u prirodi se nalaze uglavhom u
obliku glikozida, tj. povezani su sa razli¢itim molekulima Secera. U prirodi se najceS¢e nalaze
monoglikozidi flavonoida, dok su diglikozidi i triglikozidi znatno redi. Mnogi od njih
povoljno uti¢u na razli¢ite funkcije u organizmu i unapreduju zdravlje. Flavonoidi takode
igraju vaznu ulogu u ljudskoj ishrani, pre svega zbog njihovog jakog antioksidativnog

kapaciteta.
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4.1.2. SadrZaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima bresaka

U cilju ispitivanja uticaja kiselosti ekstragensa na sadrzaj fenolnih jedinjenja u kori i
pulpi bresaka, ekstrakcija je vrSena acetonom (80%, v/v) sa razli¢itim koncentracijama
hlorovodonic¢ne kiseline: 0%, 0,1%, 1,0% 1 2,0%. Za ekstrakciju je uzeto Sest sorti bresaka
(Radmilovéanka, Junsko zlato, Blejk, Hala, Vesna i Adria) i jedna sorta nektarina (Fantazija).
Ovakav izbor uzoraka je imao za cilj da se vidi da li postoji razlika u sadrzaju fenolnih
jedinjenja zavisno od sorte voca. Takode, uzeti su i uzorci razli¢itih tipova vinogradarskih
bresaka sa istog lokaliteta (NiSavski region), u cilju provere razlike izmedu sortnih i
vinogradarskih bresaka. U ovom slucaju uzeti su metanolni ekstrakti ploda vinogradarskih
bresaka. Nasa predhodna ispitivanja su pokazala da je apsolutni metanol najbolji ekstragens
za vinogradarske breskve, razlog tome je njihov specifian sastav, §to su potvrdili i nasi

rezultati prezentovani u delu 4.2.2.

Na Slici 4.3. prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenola u
acetonskim ekstraktima sa razli¢itim sadrzajem HCI pulpe i kore Sest sorti bresaka i jedne

sorte nektrarine.

Sadrzaj ukupnih fenola u velikoj meri zavisi od kiselosti rastvaraca koji se koristi za
ekstrakciju. Dobijeni rezutati pokazuju da se fenolna jedinjenja iz pulpe najbolje ekstrakuju
80% acetonom sa 1% HCI (za Blejk, Halu i Nektarinu ne postoje signifikantne razlike u
pogledu sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima sa 1% i 2% HCI). Za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz kore je bolje koristiti 80% aceton sa 1% ili 2% HCI u odnosu na aceton sa 0% i
0,1% HCI. Razlika u pogledu najoptimalnije kiselosti rastvaraca za ekstrakciju je posledica
razli¢itog sastava kore i pulpe voca, Sto je potvrdeno HPLC analizom ispitivanih ekstrakata

kore i pulpe bresaka (deo 4.2.2).
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Slika 4.3. Efekat koncentracije kiseline HCI na sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/100 g s.m.)

u acetonskim ekstraktima kore i pulpe bresaka

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u
acetonskim ekstraktima (80%, v/v) sa razli¢itom koncentracijom HCI, pripremljenih kao $to
je opisano u poglavlju 3.3.1.1. prikazani su na Slici 4.4. Dobijeni rezultati preraunati su na
masu polaznog uzorka. Rezultati ukazuju na to da se svi ispitivani ekstrakti znacajno
razlikuju u pogledu sadrzaja flavonoida, kada se u rastvaracu za ekstrakciju menja sadrzaj
kiseline HCI kao 1 na to da je ekstrakciju flavonoida iz pulpe potrebno vrSiti u prisustvu 1%
HCI a iz kore u prsustvu 2% HCI, kada dolazi do znacajnog poveéanja njihovog sadrzaja u

odnosu na ostale slucajeve ekstrakcije, kod veéine uzoraka.
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Slika 4.4. Efekat koncentracije kiseline HCI na sadrzaj flavonoida (mg CE/100 g s.m.) u

acetonskim ekstraktima kore i pulpe bresaka.

U Tabeli 4.3. su prikazani rezultati odredivanja ukupnih fenola i1 flavonoida u 80%

acetonskom ekstraktu sa 1 % HCI za pulpu i 2 % HCI za koru ispitivanih sorti bresaka, koji
su se pokazali kao najefikasniji estragensi, dok su svi podaci dati u Tabeli 8.2. (Prilog). U
Tabeli 4.4. je dat literaturni pregled sadrzaja ukupnih fenola bresaka sa razli¢itog podrucja od

strane razli€itih istraZivaca u cilju diskusije 1 poredenja rezultata dobijenih u ovom radu.
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bresaka i njihov odnos (TP/TF)

Tabela 4.3. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) acetonskih ekstrakata kore i pulpe

Sorta Deo voca TPt mg TF*mg TPITF
GAE/100g CE/100g
S.M. S.m

Radmilovéanka Kora? 211,43+1,11% | 94,95+1,03% | 0,44
Pulpa® 128,49+1.32 | 58,88+0,97 0,45
Junsko Zlato Kora? 131,69+1,21 | 68,12+0,74 0,51
Pulpa® 81,41£1,01 | 35,64+0,32 0,43
Blejk Kora? 60,69+0,75 | 34,20+0,43 0,56
Pulpa® 21,33+0,17 | 11,13£0,28 0,52
Hala Kora? 47,21+0,35 | 26,32+0,37 0,55
Pulpa® 11,08+0,28 4,99+0,19 0,42
Vesna Kora? 69,74+0,72 35,04+0,29 0,50
Pulpa® 55,94+0,61 | 29,93+0,65 0,53
Adria Kora? 44,18+0,81 | 23,87+0,19 0,54
Pulpa® 41,71+0,82 | 19,98+0,14 0,45
Nektarina Kora? 42.67+0,54 21,89+0.21 0,51
Pulpa® 20,91+0,62 | 12,59+0,12 0,60

Img ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; “mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase;
3srednja vrednost+SD (n=3); *acetonski ekstrakti sa 2% HCI; Pacetonski ekstrakti sa 1% HCI

Odredena koli¢ina ukupnih fenola u navedenim sortama bresaka i nektarine krece se u
opsegu od 11,08 do 128,49 mg GAE/100 g s.m. za ekstrakte pulpe, i od 42,67 do 211,43 mg
GAE/100 g s.m. za ekstrakte kore. Od svih ispitivanih sorti bresaka, Radmilov¢anka pokazuje
najvisi fenolni sadrzaj, kako pulpe, tako i kore (128,49 i 211,43 mg GAE/100 g s.m.), dok je
najmanji sadrzaj pokazala Hala (11,08 1 47,21 mg GAE/100 g s.m.). SadrZaj ukupnih fenola u
ispitivanim uzorcima je ve¢i od onog u sorti Redhaven (5,1-10,69 mg GAE/100 g s.m. u pulpi
i 14,9-30,4 mg GAE/100 g s.m. u kori) (Orazem i sar., 2011), kao i u sortama koje su
ispitivali Thomas-Barberan i sar., (2001); Scordino i sar., (2012), dok su Chang i sar.,
(2000) odredili sadrzaj ukpnih fenola u opsegu od 41,5-76,5 mg GAE/100 g s.m. za ekstrakte
pulpe i 87,7-189,6 mg GAE/100 g s.m. za ekstrakte kore. Cantin i sar., (2009), Abidi i sar.,
(2011) i Infante i sar., (2011) su objavili rezultate koji su u skladu sa naSim (Tabela 4.4.).

Povecan sadrzaj fenola u pulpi moZze biti povezan sa serijom enzimskih alternacija
pojedinih fenola tokom sazrevanja (Remorini i sar., 2008). Znacajne razlike u sadrzaju fenola

kod oba dela ploda su konstantovane medu ispitivanim sortama. Varijacija sadrzaja fenolnih
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jedinjenja voca su posledica delovanja velikog broja faktora, koji pored genetskih ukljucuje i

podrucje kultivacije kao i mnogobrojne faktore zivotne sredine.

Tabela 4.4. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja ukupnih fenola (TP) u uzorcima

bresaka izrazen u mg/100 g svezeg voca

Zemlja | Sorta breskve | Ekstragens | Deo breskve TP Literatura
metanol pulpa 5,1-10,69
Slovenija i
Redhaven kora 14,9-30,4 Orazem i sar., 2011
SAD Corona, 80% pulpa 41,5-76,5 _
Chang i sar.,2000
Kakamas, Ross | metanol kora 87 7-189.6
Spanija Big Top, 80% pulpa 12,7-71,3 Cantin i sar., 2009
Calante... metanol
Spanija Venus, Big 80% pulpa 22,5-49,2 Abidi i sar., 2011
Top metanol
Cile Elegant Ladly, 80% pulpa 25,62- Infante i sar., 2011
Carson metanol 41,03
SAD Atric Star, Red 80% pulpa 6,5-46,0 Thomas-Barberan i sar.
Jim metanol Kora 48.3-72.7 2001
. . Ipa 2-5
| Riesi, M , o Pu o
Italija 'eil fan:ace 5? ° | Scordino i sar, 2012
eonforte metano kora 11-28

Ekstrakti se takode veoma razlikuju 1 u sadrZaju flavonoida, i u ovom slucaju
Radmilov€anka je sorta breskve ¢ija pulpa i1 kora sadrze najvecu koli¢inu flavonoida u
odnosu na ostale ispitivane sorte bresaka (58,88 mg CE/100 g s.m. za pulpu i 94,95 mg
CE/100 g s.m. za koru). Najmanji sadrzaj TF odreden je u sorti Hala u ekstraktima pulpe
(4,99 mg CE/100 g s.m.), dok je najmanji sadrzaj TF u ekstraktima kore naden kod nektarine
Fantazia (21,89 mg CE/100 g s.m.). Cantin i sar. (2009) takode objavljuju Sirok opseg
sadrzaja flavonoida u pulpi bresaka (1,8-30,9 mg CE/100 g s.m.), kao i Abidi i sar. (2011)
(5,9-33,8 mg CE/100 g s.m.). Kao kod sadrzaja TP, sadrzaj TF je veéi u kori nego u pulpi.

Cevallos-Casals i sar., (2006) isticu da sadrzaj fenolnih komponenti varira medu razli¢itim
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delovima istog voca i da su fenoli u najve¢oj meri skoncentrisani u epidermalnom 1 sub-
epidermalnom sloju voc¢a. Vece koncenracije fenolnih komponenata u kori breskve u odnosu
na pulpu su odredili i drugi autori (Thomas-Barberan i sar., 2001; Scordino i sar., 2012). S
druge strane, veliki broj istraziva¢a ukazuje da uslovi gajenja i kasnijeg tretianja voca u
znacajnoj meri uticu na sadrzaj flavonoida. Ipak, u prvom redu je sadrzaj i sastav flavonoida

genetski uslovljen.

Populacija vinogradarske breskve u Srbiji pokazuje veliku genetsku variabilnost
tipova razlicite upotrebne vrednosti. Plodovi se koriste u svezem stanju ili kao sirovina za
preradu. Plodovi vinogradarske breskve odlikuju se specificnim ukusom i mirisom, §to ih ¢ini

jedinstvenim u okviru vrste.

U ovom radu ispitano je pet razli¢itih tipova vinogradarskih bresaka. Pripadnost
odredenom tipu odredena je na osnovu oblika ploda, maljavosti pokozice (kore), osnovne
boje pokozice i dopunske boje pokozice (Nikoli¢ i sar., 2005, Bellini i sar., 1984) (Tabela
4.5.).

Tabela 4.5. Morfoloske karakteristike vinogradarskih bresaka

Uzorak Tip Lokacija Ob”kl Malj av\./oszt Osglé}\;na Doggjn; .
ploda” | pokoZice pokozice® pokozice*

1 1/8 Sicevo 4 7 5 4

2 1/1 Trgoviste 3 5 4 0

3 1/5 Brestovac 3 7 4 0

4 /14 | Kamenica 5 7 5 4

5 I1/8 | Rastovnica 3 7 5 5

10blik ploda:3-okrugao, 4-jajast, 5-ovalan; 2Maljavost pokozice: 5-srednja, 7-visoka; *Osnovna boja
pokozice: 4-krem-zuta, 5-zuta; “Dopunska boja pokoZice: 0-odsutna, 4-crvene Sare, 5-delimi¢no
prisustvo crvenila

Koli¢ina ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima ploda (pulpa+kora) vinogradarskih
bresaka (Tabela 4.6.) je od 89,10 do 355,00 mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g svezeg
voca, ¢ini ovu vrstu vo¢a veoma bogatim izvorom prirodnih fenola. Sadrzaj ukupnih fenola u
uzorku 1 se znacajno razlikuje od ostalih (p<0,05). Koli¢ine ukupnih fenola u uzorcima 3, 4 i
5 su signifikantno veée u odnosu na preostale dve vrste vinogradarskih bresaka i medu njima
nema znacajne razlike. Sadrzaj ukupnih fenola u uzoraku 4 je 3,98 puta veéi u odnosu na

sadrzaj fenola u uzorku 1.
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Tabela 4.6. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) u metanolnim ekstraktima
vinogradarskih bresaka i njihov odnos (TP/TF)

Ukupni fenolit Ukupni
Uzorak Tip flavonoidi? mg TF/TP
mg GAE/100g s.m. CE/100g s.m.
1 1/8 89,10 £ 3,84°’3 45,07 + 3,82° 0,51
2 1/1 197,10 + 11,62° 105,07 + 2,584 0,53
3 1/5 339,40 £ 19,182 260,80 + 10,03IO 0,76
4 1/14 355,00 £21,122 281,70 +£ 3,672 0,79
5 /8 331,20 £ 18,532 205,97 + 4,81° 0,62

'mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; 2mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase;
3srednja vrednost:SD (n=3); *brojevi oznadeni razli¢itim slovima u koloni se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih interval (p<0,05)

Sadrzaj flavonoida je takode prikazan u Tabeli 4.6. Uzorak 4 (tip 1/14) pokazuje
najveci sadrzaj flavonoida od 281,70 mg CE/100g s.m. a uzorak 1 (I/8) najmanji od 45,07
mg CE/100g s.m. Kori§¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervala jasno se uocavaju
razlike u sadrzaju flavonoida izmedu svih uzoraka (p<0,05). I u ovom slucaju, sadrzaj
ukupnih flavonoida u uzoraku 4 je 5,70 puta veci u odnosu na sadrzaj flavonoida u uzorku 1.
Vinogradarske breskve se odlikuju i znacajnim udelom flavonoida u ukupnom sadrzaju

polifenola u njima.

4.1.3. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima jabuka

U cilju ispitivanja uticaja sorte jabuka na sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida uzet je
plod (pulpatkora) petnaest sorti jabuka. Ekstrakcija blenderom homogenizovanog voca je
vr$ena prema proceduri datoj u delu 3.3.1.1. metanolom sa 0,1% HCI (v/v). Izbor rastvaraca
za ekstrakciju fenola iz jabuka, metanola je prvenstveno izvrSen na osnovu predpostavljene
efikasnosti i literaturnih podataka (Tsao i sar., 2003., Valavandis i sar., 2009). Takode, u
cilju ispitivanja uticaja sadrzaja HCI u metanolnim ekstraktima na sadrzaj ukupnih fenola 1
flavonoida, uzeti su uzorci kore pet crvenih sorta jabuka i ekstrahovani metanolom sa 0%,
0,1%, 1,0% i 2,0% HCI.
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Najpre su odredeni ukupni fenoli i flavonoidi u ekstraktima ploda jabuka, a rezultati

spektrofotometrijskog odredivanja prikazani u Tabeli 4.7.

Rezultati pokazuju da je najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja u Kozari (217,37 mg
GAE/100 g), zatim sledi Cadel i Ajdared. Najmanji sadrzaj uoGen je u Breburnu (72,80 mg
GAE/100 g). Koris¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervala jasno se uocavaju razlike
u sadrzaju ukupnih fenola u ispitivanim sortama jabuka (p<0,05). Dosta autora je objavilo
rezultate koji su u skladu sa naSim (Valvanidis i sar., 2009 ; Li i sar., 2013; Wolfe i sar.,
2003; Drogoudi i sar., 2008). Nesto nizi sadrzaj TP saopstili su Ayub Ali i sar., (2010),
Oszmianski 1 Wojdylo (2008), dok su Imeh i Khochar (2002) i Rop i sar., (2011) odredili

nesto visi sadrzaj (Tabela 4.8.).

Najveci sadrzaj TF je odreden u plodu sorte Greni Smit od 111,82 mg CE/100 g s.m.,
dok je najmanji odreden kod sorte Breburn od 37,2 mg CE/100 g s.m. Nasi rezultati su u
skladu sa rezultatima koje su objavili Karadeniz i sar., (2005) (28,2-82,3 mg CE/100 g s.m.).

Na osnovu rezultata ovog rada kao i literaturnim pregledom radova (Tabela 4.8) u
kojima je odredivan sadrzaj ukupnih fenola moze se zapaziti da u sadrzajima fenolnih
jedinjenja postoji dosta varijacije i da ne postoji pravilnost u promeni sadrzaja. Takve
varijacije u pogledu sadrZaja fenolnih jedinjenja u uzorcima razlicitih sorti jabuka, su samo
potvrdile rezultate i zakljucke do kojih se i u ovom radu doslo, a to je da sorta voca i

geografsko poreklo imaju vazan uticaj na njegov konacan fenolni sastav.
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Tabela 4.7. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) u ekstraktima ploda jabuka

i njihov odnos (TP/TF)

Sorta jabuke TP TF TF/TP
mg GAE/100 g s.m. | mg CE/100 g s.m.

Jonatan 134,45 +1,31M 74,73 +0,89¢ 0,55
Gloster 86,43 + 1,15 53,10 + 0,859 0,61
Melroz 84,99 + 1,51 60,83 + 1,28 0,72
Crveni Delides 86,90 = 1,17 55,82 + 0,879 0,64
Zlatni Delies 179,88 +0,97" 106,99 + 1,76 0,59
Greni Smit 196,65 =+ 0,93° 111,82 + 2,44 0,57
Sarunka 160,87 + 1,119 69,63 + 4,22% 0,43
Gala 93,50 + 1,08’ 41,97 £ 0,44" 0,49
Jonagold 129,29 +0,98" 59,50 + 0,689 0,46
Ajdared 202,28 +1,11° 67,05 + 0,77¢f 0,33
Breburn 72,80 + 1,56 37,20 + 0,35" 0,51
Mucu 133,50 +1,32" 54,48 + 1,399 0,41
Cadel 212,10 +1,14° 82,57 + 0,08° 0,39
KozZara 217,37 £1,11° 95,88 + 3,02° 0,44
Red Cif 199,82 =+ 1,62¢ 76,46 + 1,66%¢ 0,38

'mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; >mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase; 3srednja
vrednost+SD (n=3); 3brojevi oznadeni razli¢itim slovima u koloni se signifikantno razlikuju kada se

koristi Duncan-ov test visestrukih interval (p<0,05)
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Tabela 4.8. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja ukupnih fenola (TP) u uzorcima jabuka

izrazen u mg/100 g svezeg voca

Zemlja Sorta Ekstragens Deo jabuke TP Literatura
Velika Imeh i Khokhar,
o Breburn, Fudzi 50% metanol plod 300-535
Britanija 2002
Ceska 10 sorti 80% metanol plod 146-329 Ropisar., 2011
Crveni i Zlatni
plod 80-196 Valvanidis i
Gréka Delises, 90% metanol 2009
sar.,
Jonagold. .. kora 165-400
Fudzi i Zlatni .
Kina ) voda plod 140,40-163,18 Liisar., 2013
DeliSes
Poljska 53 sorte 50% metanol kora 77,78-184,2 Lata i sar., 2005
Rome Beauty, kora 309,1-589,9 Wolfe i sar.,
SAD 80% aceton
Cortlad... plod 119,0-159,0 2003
Greni Smit, plod 70,5-163,8 Drogoudi i
Grcka . 80% metanol
Starkimson kora 285,7-630,0 sar.,2008
India / 50% etanol plod 21,53 Ayub Alii sar.,
2010
) kora 30,2-62,3 Barbosa i sar.,
SAD 10 sorti 12% etanol
pulpa 4,7-14,3 2012
. . Delian i sar.,
Rumunija 19 sorti 80% metanol kora 159,1-547,6
2011
. . D'Abrosca i
Italija Limoncella metanol kora 76,0
sar., 2007
) kora 107,4 Vieira i sar.,
Brazil Zlatni Delises 80% aceton
pulpa 61,7 2011
. Reineta i Zlatni Escarpa i
Spanija 80% metanol kora 237,9-334,6
Delises Gonzales
. kora 107,4 Leontowicz i
Poljska Zlatni Deliges 90% etanol
pulpa 61,7 sar., 2003
] Sampion i Oszmianski i
Poljska . 80% metanol plod 34,54-50,32 )
Ajdared Wojdylo, 2008
Gloster, Greni Karadeniz i
Turska 70% metanol plod 54,1-133,3
Smit... sar., 2005
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U daljem radu ispitan je efekat koncentracije kiseline HCI na ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz kore crvenih sorti jabuka (Pink lejdi, Crveni Delises, Ajdared, Breburn i Modi).

Ekstrakcija je vrSena metanolom sa razli¢itim koncentracijama kiseline HCI (0; 0,1; 1,0 i
2,0%).

mg GAE/1
400
350 .
300 B
250 ]

00g
I l m 0% HCl
| M 0,1% HCl
d = 1% HCl
I ] m 2% HCl
I | Z

Pink lejdi

200

150

100

50

Crveni deliSes
Ajdared
Breburn

Modi

Slika 4.5. Efekat koncentracije kiseline HCI na sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/100g s.m.)

u metanolom ekstraktima kore jabuka

Rezultati pokazuju da se svi ispitivani ekstrakti znacajno razlikuju u pogledu sadrzaja
ukupnih fenola i flavonoida kada se za ekstrakciju koristi metanol sa razli¢itim procentom

kiseline. Takode, moze se videti da se najbolji rezultati dobijaju kada se ekstrakcija vrsi
metanolom sa 2 % HCI.
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Slika 4.6. Efekat koncentracije kiseline HCI na sadrzaj flavonoida (mg CE/100g s.m.)

u metanolom ekstraktima kore jabuka

Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u metanolnim ekstraktima sa 2% HCI kore

crvenih sorti jabuka dat je u Tabeli 4.9, koji se pokazao kao najefikasniji estragens, dok su svi
rezultati dati u Tabeli 8.3. (Prilog).

Tabela 4.9. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) metanolnih ekstrakata kore jabuka
i njihov odnos (TP/TF)

Vrsta jabuke ! T TPITF
mg GAE/100g s.m. mg CE/100g s.m

Pink lejdi 205,26+1,13° 110,82+1,89 0,53
Crveni deliSes 324,21+2,33 181,32+2,07 0,55
Ajdared 370,46+3,03 178,58+1.68 0,48
Breburn 169,29+1,26 75,44+0,65 0,44

Modi 258,02+2,01 145,82+1,51 0,56

'mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; >mg katehin ekvivalenta/100 g sveze mase; srednja

vrednost£SD (n=3)
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Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da se sadrzaj ukupnih fenola u analiziran
uzorcima kore jabuka, u zavisnosti od sorte kre¢e od 169,29 do 370,46 mg GAE/100 g s.m.
Nasi rezultati su uporedivi sa literalnim podacima (Tabela 4.8.) koje su objavili Wolfe i sar.,
(2003), kao i sa podacima Escarpa i Gonzaleza., (2001). Delian i sar., (2011) su odredili nizi
sadrzaj TP u kori jabuke, Leontowicz i sar., (2003) kao i D’Abrosca i sar., (2007). Veci
sadrzaj TP su objavili Vieira i sar. (2009) kao i Drogoudi i sar., (2008). Znatno nizi sadrzaj

TP u kori jabuke, objavili su Gorinstein i sar. (2001), kao i Barbosa i sar., (2011).

Ukupni flavonoidi u analiziran uzorcima kore jabuka se kre¢u od 75,44 do 181,32 mg
CE/100 g s.m. sa procentom zastupljenos$¢u od 44% do 56% u odnosu na sadrzaj ukupnih
fenola. D’Abrosca i sar., (2007) odredili su nizi sadrzaj TF od 47,8 mg CE/100 g s.m., kao i
Leontowicz i sar., (2003) od 45,0 mg CE/100 g s.m., dok su Wolfe i sar., (2003), odredili
nesto veéi sadrzaj TF (167,4-306,1 mg CE/100 g s.m.). Nasi rezultati su uporedivi sa
rezultatima Vieire i sar., (2011) (32,42-147,75 mg CE/100 g s.m.).

4.2. HPLC ANALIZA EKSTRAKATA VOCA

Kvantitativno odredivanje fenolnih jedinjenja samo po sebi predstavlja analiticki
izazov s obzirom da je procenjeno da postoji preko milion ovih jedinjenja, koja se u biljkama
nalaze u obliku glikozida sa velikom raznovrsnos¢u u broju, vrsti 1 nac¢inu vezivanja Secernith

ostataka (Misan, 2009).

Objavljen je veliki broj HPLC metoda za odredivanje fenolnih jedinjenja u voéu. U
osnovi, one su prilagodene odredivanju sadrZaja najzasupljenijih fenola u jednoj vrsti voca ili
odredenog broja jedinjenja odredene klase u raznovrsnim matriksima. U literaturi je, takode
zastupljen veliki broj radova koji se odnose na ispitivanje sastava fenolnih jedinjenja u
dunjama, breskvama i jabukama (Scordio i sar., 2012; Silva i sar., 2005; Wojdylo i sar.,
2013, Tsao i sar., 2003). Medutim, malo je podataka u literaturi o fenolnom profilu dunja,
bresaka i jabuka gajenih na podrucju Jugoistocne Srbije. Imajuci u vidu ovu €injenicu, kao i

radove gore navedenih autora, sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima
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ispitivanih vrsta voc¢a odreden je tehnikom te¢ne hromatografije visoke rezolucije (High

Performance Liquid Chromatography, HPLC).

Fenolna jedinjenja apsorbuju u vidljivom i ultraljubi¢astom delu spektra, pa se i
detekcija ovih jedinjenja u analizi HPLC-om temelji na merenju apsorbance ultraljubicastog i
vidljivog zracenja, pomocu UV-Vis detektora. Dokazivanje ovih grupa jedinjenja nije
moguc¢e samo pri jednoj talasnoj duzini, jer svaka grupa jedinjenja ima apsorpcione
maksimume pri razliitim talasnim duzinama. Antocijani imaju tipi¢nu apsorcionu traku na
A=520 nm, flavonoli na 360 nm, hidroksicimetne kiseline ne 320 nm a flavan-3-oli na 280
nm, na talasnoj duzini pri kojoj apsorbuju i ostala fenolna jedinjenja. Medutim, ova
jedinjenja, za razliku od ostalih fenolnih jedinjenja pokazuju fluorescentne osobine. 1z tog
razloga fluorescentni detektor je koriS¢en za selektivno odredivanje koncentracije flavan-3-

ola.

Identifikacija fenolnih jedinjenja u ekstraktima voca vrSena je na osnovu poredenja
retencionih vremena 1 spektara sa odgovaraju¢im vrednostima dobijenih za standarde.
Kvantifikacija je vrSena metodom eksternog standarda, pri ¢emu je za svako dostupno
jedinjenje konstruisana kalibraciona kriva u Cetiri tacke. Postupak konstruisanja kalibracionih
krivih za svaki standard pojedina¢no je ponovljen nakon svaka Cetiri meseca rada na
instrumentu sa istom kolonom. Stepen linearnosti konstruisanih krivih je bio izuzetno velik
(r>>0,992).

4.2.1. HPLC analiza ekstrakata pulpe i kore dunja

Identifikacija hidroksicimetnih kiselina u kori i pulpi dunja

U metanolnim i acetonskim ekstraktima pulpe i kore dunja sorte Leskovacka utvrdeno
je (Slika 4.7) i kvantifikovano prisustvo Sest hidroksicimetnih kiselina: (1) 3-O-kafeoilhinska
kiselina (3-CQA, neohlorogenska), (2) 4-O-p-kumaroilhinske kiselina (HC1, identifikovana
prema literalnim podacima i UV-Vis spektrima, Clifford i sar., 2003., Wojdylo i sar., 2013),
(3) 4-O-kafeoilhinska kiselina (4-CQA, kriptohlorogenska), (4) 5-O-kafeolihinska kiselina (5-
CQA, hlorogenska), (5) derivate p-kumariolhinske kiseline (HC2, identifikovana prema
literaturnim podacima i UV-Vis spektrima, Clifford i sar., 2003., Wojdylo i sar., 2013) i (6)
3,5-dikafeoilhinska kiselina (3,5-diCQA). Wojdylo i sar., (2013) su odredili fenolni profil 13
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sorti dunja, medu kojima je i sorta Leskovacka, i pri tome identifikovali hidroksicimetne

kiseline u skladu sa nasim rezultatima.

mAU | @

120 |

100 | @
1

80 |

. ®

40 |

T R

12.5 15 17.5 20 22.5 25 27.5 30 min

Slika 4.7. HPLC htomatogram acetonskog ekstrakta kore dunje sorte Leskovacka snimljen na
320 nm: (1) 3-O-kafeoilhinska kiselina (3-CQA),(2) 4- p-kumaroilhinska kiselina (HC1),(3)
4-O-kafeoilhinska kiselina (4-CQA), (4) 5-O-kafeoilhinska kiselina (5-CQA), (5) derivat p-

kumaroilhinske kiseline (HC2), (6) 3,5-dikafeoilhinska kiselina (3,5-diCQA)

Izbor rastvaraca za ekstrakciju

Slike 4.8 1 4.9 prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrZaja hidrokicimetnih kiselina
u kori i pulpi dunja sa sedam rali¢itih lokaliteta. Ekstrakcija je vrSena rali¢itim rastvaracima:

metanol 60%, metanol 80%, aceton 60% i aceton 80%.
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Slika 4.8. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/kg s.m.) u ekstraktima kore dunja: a) 60% metanol; b) 80% metanol; c) 60% aceton, d) 80% aceton
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Slika 4.9. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/kg s.m.) u ekstraktima pulpe dunja: a) 60% metanol; b) 80% metanol; c) 60% aceton; d) 80% aceton
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Promenom sa metanola na aceton kao rastvaraca, kao i1 pri povecanju procentne
zastupljenosti rastvaraCa dolazi do porasta u sadrzaju neohlorogenske, HC1 i hlorogenske
kiseline, dok se za HC2 i 3,5-diCQA najbolji rezultati dobijaju u 80% metanolu. Slike 4.8 i
4.9. pokazuju da najzastupljenija hidroksicimetna kiselina u svim ispitivanim ekstraktima je

hlorogenska kiselina.
Identifikacija flavonola u kori i pulpi dunja

U metanolnim i acetonskim ekstraktma kore dunja utvrdeno je i kvantifikovano
prisustvao Sest flavonola: (1) kvercetin-3-galaktozid (Q-Ga), (2) kvercetin-3-rutinozid (Q-
Ru), (3) kvercetin-3-glukozid (Q-Glu), (4) kemferol-3-rutinozid (K-Ru), (5) kemferol-3-
glukozid (K-Glu) i (6) derivat kvercetina koji nastaje reakcijom kvercetin-glikozida i p-
kumarne Kkiseline (Q-Glu-p-CouA, identifikovan prema literaturnim podacima i UV-Vis
spektara) (Wojdylo i sar., 2013), (Slika 4.10).
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Slika 4.10. HPLC htomatogram acetonskog ekstrakta kore dunje sorte Leskovacka snimljen
na 360 nm: (1) kvercetin-3-galaktozid, (2) kvercetin-3-rutinozid, (3) kvercetin-3-glukozid, (4)
kemferol-3-rutinozid, (5) kemferol-3-glukozid i (6) derivat kvercetina koji nastaje reakcijom

kvercetin-glikozida i p-kumarne kiseline.

85



Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

Flavonoli predstavljaju najrasprostranjenije flavonoide u hrani. To su pigmenti Zute
boje. Glavni predstavnici ove grupe jedinjenja su kvercetin i kemferol, ali su poznati i morin,
rutin, miricetin, izoramnetin i fisetin. Prisutni su uglavnom u malim koncentracijama, 15-30
mg/kg sveze mase. Flavonoli su prisutni u glikozidnoj formi, povezani sa Se¢erom, obi¢no
glukozom 1 ramnozom, ali mogu biti prisutni i drugi Seceri (kao galaktoza, arabinoza,
ksiloza). Flavonoli se akumuliraju u spoljaSnjem sloju tkiva (pokozZici), s obzirom da svetlost
stimuliSe njihovu biosintezu. Znacajne razlike u njihovim koncentracijama postoje izmedu
plodova voca iste biljke, ili cak izmedu razli¢itih strana istog ploda, zavisno od stepena

izlozenosti sunc¢evoj svetlosti (Macheix i sar., 1990).
Izbor rastvaraca za ekstrakciju

Slika 4.11. prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrZzaja flavonola u kori dunja sa
sedam razli¢itih lokaliteta u rali¢itim rastvara¢ima: metanol 60%, metanol 80%, aceton 60% i
aceton 80%. Pri tome su najmanji sadrzaji flavonola odredeni u ekstraktima metanola 60%, a
najveci u ekstraktima acetona 80%. U poredenju sa ostalim kvantifikovanim flavonolima,

svojim sadrzajem se isti¢e kvercetin-3-rutinozid u svim ispitivanim ekstraktima.
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Slika 4.11. Sadrzaj flavonola (mg/kg s.m.) u ekstraktima kore dunja: a) 60% metanol; b) 80% metanol; ¢) 60% aceton; d) 80% aceton.
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Flavonoli se uglavnom, kao §to smo istakli nalaze u kori dunja. Medutim, nasi
rezultati pokazuju da se u pulpi dunja moze naci jedan flavonol i to kvercetin-3-rutinozid u
koli¢ini znatno manjoj u odnosu na koru dunja. Do sli¢nih rezultata dosli su i drugi autori

(Silva 1 sar., 2005; Silva i sar., 2002). Najbolji ekstragens za ekstrakciju kvercetin-3-
rutinozida iz pulpe dunja je 80% aceton, $to se moze videti na Slici 4.12.

mg/kg

m metanol 60%
®m metanol 80%
maceton 60%

m aceton 80%

On—dww";mo‘\lm\o

D X & S

P
oS

Slika 4.12. Sadrzaj kvercetin-3-rutinozida (mg/kg s.m.) u ekstraktima pulpe dunja: a) 60%

metanol; b) 80% metanol; ¢) 60% aceton; d) 80% aceton

Kvantifikacija fenolnih jedinjenja u kori i pulpi dunja

Rezultati HPLC odredivanja sadrZaja hidroksicimetnih kiselina i flavonola u
acetonskom ekstraktu (80%) (osim za HC2 i 3,5-diCQA u 80% metanolu za koru), koji se
pokazao kao najefikasniji estragens, kore i pulpe dunja prikazani su u Tabeli 4.11, dok su svi
podaci dati u Tabeli 8.4. i 8.5. (Prilog). U Tabeli 4.12. dat je literaturni pregled sadrzaja
hidroksicimetnih kiselina i flavonola dunja sa razli¢itog podrucja od strane razlicitih

istrazivaca u cilju diskusije i poredenja rezultata dobijenih u ovom radu.
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Tabela 4.11. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola acetonskih ekstrakata kore i pulpe

dunja izrazen u mg/kg g sveze mase voca

Jedinjenje D;c; Si¢evo Ni§ | KnjaZevac | Matejevac | Kamenica | Zaje¢ar | Vranje
Vi
3-COA? kora | 168,14 | 344,59 348,89 293,66 347,76 176,85 | 172,30
pulpa | 62,35 | 151,93 173,27 55,51 143,36 110,44 | 65,17
HCAL® kora 2,22 23,80 20,87 16,96 16,96 7,77 9,00
pulpa 2,18 6,88 5,16 3,49 9,99 6,95 2,30
5-COA kora | 264,33 | 420,54 481,84 418,64 443,69 285,32 | 259,12
pulpa | 132,51 | 170,74 217,36 180,82 161,62 97,37 | 140,05
4-COA? kora 19,09 | 68,80 71,57 55,76 70,79 31,39 19,95
pulpa 7,94 49,20 12,07 21,37 39,27 22,29 8,02
HCA kora 28,62 | 19,54 43,94 57,79 80,51 49,19 30,18
pulpa 3,90 10,09 10,57 11,39 37,88 4,25 6,75
3,5- kora | 127,94 | 117,36 206,34 149,45 77,38 193,36 | 105,30
diCQA pulpa | 52,83 | 47,44 73,87 70,6 39,70 14431 | 45,81
0-Ga kora 87,95 | 43,84 48,16 15,47 13,56 17,66 85,35
pulpa nd nd nd nd nd nd nd
Q-RU kora | 254,16 | 141,58 253,23 144,14 123,50 165,99 | 148,52
pulpa 3,65 6,54 6,67 3,86 2,94 8,45 3,50
Q-Glu kora 56,35 | 48,81 45,36 34,47 36,09 48,16 52,37
pulpa nd nd nd nd nd nd nd
K-Glu kora 13,33 | 33,39 33,19 21,29 16,16 25,95 30,10
pulpa nd nd nd nd nd nd nd
K-RU* kora 9,15 20,82 10,72 11,87 12,88 18,09 15,83
pulpa nd nd nd nd nd nd nd
Q-Gly-p- kora 6,08 17,72 16,83 9,51 nd 8,81 9,73
CouA® pulpa nd nd nd nd nd nd nd

Isrednja vrednost izrazena u mg/kg sveze mase voca. Skracenice: 3-CQA, 3-O-kafeoilhinska kiselina; HC1, 4-p-
kumaroilhinska kiselina; 5-CQA, 5-O-kafeolihinska kiselina; 4-CQA, 4-O-kafeoilhinska kiselina; HC2, p-
kumaroilhinska kiselina; 3,5-diCQA, 3,5-dikafeoilhinska kiselina; Q-Ga, kvercetin-3-galaktozid , Q-Ru,
kvercetin-3-rutinozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid; K-Ru, kemferol-3-rutinozid; K-Glu, kemferol-3-glukozid;

Q-Gly-p-CouA derivat

kvercetin-glikozida

CouA;*ekvivalent K-Glu;5ekvivalent Q-Glu.

i p-kumarne kiseline;2ekvivaient 5-CQA;%kvivalent p-
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Tabela 4.12. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja hidroksicimetnih kiselina i flavonola u uzorcima dunja izrazen u mg/kg sveze mase voca

Q_
Deo | Ekstra 3,5- .
Poreklo 3-CQA | 4-CQA | 5-CQA | Q-Ga | Q-Ru | Q-Glu | K-Ru | K-Glu | Gly-p- Literatura
voca gens diCQA
CouA
. 80% 1712- 208- Wojdylo i
Poljska plod 52,34-134 | 42-167 / 26-85 / / 32-352
metanol 3196 628 sar., 2013.
172,3- 13,1- 5,2-
kora 0,3-117,2 | 0,3-20,4 | 5,9-432 | 2,1-38,3 | tr-252 / / o
1% 8725 1402 | 929 Silva i sar.,
Portugal
metanol 5,6- 2002.
pulpa 0,9-56,3 | 0,6-7,3 tr-10,8 | nd-4,2 | 1,7-8,6 / nd /
185,6
80% Hamauzu i
Japan plod 141 15 123 / / / / / / /
aceton sar., 2005.
) kora 75% 39,4 5,1 128,5 / 1240 | 4721 92,3 39,6 106,5 59,2 Fattouch i
Tunis t
pulpa | 2" 56,8 249 | 1557 / nd 90,5 nd nd nd nd sar., 2007.

Skraéenice: 3-CQA, 3-O-kafeoilhinska kiselina; 5-CQA, 5-O-kafeolihinska kiselina; 4-CQA, 4-O-kafeoilhinska kiselina; 3,5-diCQA, 3,5-dikafeoilhinska kiselina; Q-Ga,

kvercetin-3-galaktozid , Q-Ru, kvercetin-3-rutinozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid; K-Ru, kemferol-3-rutinozid; K-Glu, kemferol-3-glukozid; Q-Gly-p-CouA derivat

kvercetin-glikozida i p-kumarne kiseline.
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Iz Tabele 4.11. mozZe se videti da je sadrzaj hidroksicimetnih kiselina ve¢i u kori nego
pulpi kod svih uzoraka. Najzastupljenija hidroksicimetna kiselina kako u kori, tako i pulpi
svih uzoraka je 5-CQA (hlorogenska kiselina), sa 259,12-481,4 mg/kg za koru i 97,33-217,36
mg/kg za pulpu. 1z Tabele 4.12. se moze videti sa su svi autori odredili hlorogensku kiselinu
kao najzastupljeniju u svim delovima dunje (Wojdylo i sar., 2013; Silva i sar., 2012;
Hamauzu i sar., 2005; Fattouch i sar., 2007). Fattouch i sar., (2007) su za razliku od nasih
rezultata i rezultata prethodno navedenih autora odredili ve¢i sadrzaj hlorogenske kiseline u
pulpi nego u kori. Sto se ti¢e sadrzaja 5-CQA nasi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su
objavili Hamauzu i sar. (2005) i Fattouch i sar., (2007), nizi od rezultata Wojdylo i sar.,
(2013), a visi od onih koji su objavili Silva i sar., (2012). Sadrzaj ostalih kiselina opada u
nizu: 3-CQA > 3,5-diCQA > HC2 > 4-CQA > HCI. Sadrzaj ovih kiselina je u skladu sa
rezultatima prethodno navedenih autora, osim sa rezultatim koj e su objavili Silva i sar.,
(2012).

Iz Tabele 4.11. se takode moze videti da je Q-Ru najzastupljeniji flavonol (123,50-
254,16 mg/kg za koru), kao i da je to jedini flavonol identifikovan u pulpi dunja, §to je u
skladu sa literaturnim podacima (Silva i sar., 2012; Fattouch i sar., 2007, Tabela 4.12.)
Sadrzaj odredenih flavonola je uglavnom u skladu sa literaturnim podacima datim u Tabeli
4.12.
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4.2.2. HPLC analiza ekstrakata sortnih i vinogradarskih bresaka

HPLC analiza je omogu¢ila da odredimo i fenolni profil kore i pulpe Sest sorti bresaka
i jedne sorte nektarina u acetonskim ekstraktima (80%, v/v) sa razli¢itim koncentracijama
hlorovodoni¢ne kiseline: 0%, 0,1%, 1,0% 1 2,0%, kao 1 fenolni profil pet tipova

vinogradarskih bresaka u metanolnim ekstraktima.
Identifikacija fenolnih jedinjenja u kori i pulpi sortnih bresaka

U acetonskim ekstraktima kore i pulpe bresaka identifikovane su i kvantifikovane
slede¢e hidroksicimetne kiseline: neohlorogenska, hlorogensa i p-kumarna kiselina (Slika
4.13), dok su u acetonskim ekstraktima kore identifikovani i kvantifikovani slede¢i flavanoli:
kvercetin-3-rutinozid (Q-Ru), kvercetin-3-glukozid (Q-Glu), kvercetin-3-ramnozid (Q-Rham),
kemferol-3-glukozid (K-Glu), (Silka 4.14), §to je u skladu sa literaturnim podacima.
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Slika 4.13. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta kore breskve sorte Radmilovcanka,
snimljen na 320 nm: (1) neohlorogenska kiselina, (2) hlorogenska kiselina i (3) p-kumarna

kiselina.

Orazem i sar., (2011), su u ekstraktima kore i pulpe bresaka identifikovali

neohlorogensku (3-CQA), hlorogensku (5-CQA) a p-kumarnu kiselinu samo u ekstraktima
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pulpe, dok su Tomas-Barberan i sar., (2001), Chang i sar., (2000) i Scordino i sar., (2012)

identifikovali samo neohlorogensku i hlorogensku kiselinu.

mAU
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Slika 4.14. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta kore brekve sorte Radmilovcanka,
snimljen na 360 nm: (1) kvercetin-3-rutinozid, (2) kvercetin-3-glukozid, (3) kvercetin-3-

ramnozid, (4) kemferol-3-rutinozid.

Orazem i sar., (2011), su u ekstraktima kore bresaka identifikovali samo derivate
kvercetina i to: kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid i
kvercetin-3-ramnozid. Cantin i sar., (2011) su takode u kori bresaka odredili samo derivate
kvercetina. Derivati kemferola i izoramnetina se prvi put navode u radu Scordino i sar.,
(2012), koji su zakljucili da prisustvo ovih flavonola u kori bresaka je karakteristika
sicilijanskih bresaka. NaSa ispitivanja su pokazala da se u kori bresaka gajenih na podrucju
Jugoistoc¢ne Srbije moze nac¢i pored glikozida kvercetina i kemferol-3-rutinozid. U skladu sa
literaturnim podacima (Chang i sar., 2000, Cantin i sar., 2011) u pulpi flavonoli nisu
identifikovani.
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Izbor rastvaraca za ekstrakciju

Slike 4.15. 1 4.16. prikazuju rezultate HPLC odredivanja sadrzaja hidrokicimetnih
kiselina u kori i pulpi bresaka u acetonskim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI. Na
osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da za ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina

odgovara ekstragens sa 1% HCI.

Slika 4.17. prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrzaja flavonola u kori bresaka u
acetonskim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI. Za ekstrakciju flavonola iz kore

bresaka odgovara ekstragens sa 2% HCI.
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Slika 4.15. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/kg s.m.) u ekstraktima kore bresaka: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; c) 1,0% HCI; d) 2,0% HCI
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Slika 4.16. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/kg s.m.) u ekstraktima pulpe bresaka: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; ¢) 1,0% HCI; d) 2.0% HCI
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Slika 4.17. Sadrzaj flavonola (mg/kg s.m.) u ekstraktima kore bresaka: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; c¢) 1,0% HCI; d) 2.0% HCI
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Rezultati HPLC odredivanja sadrzaja hidroksicimetnih kiselina u acetonskom

ekstraktu sa 1% HCI, i flavonola u acetonskom ekstraktu sa 2% HCI, koji su se pokazali kao

najefikasniji estragensi prikazani su u Tabeli 4.13, dok su svi podaci dati u Tabeli 8.5.

(Prilog). U Tabeli 4.14. prikazan je literaturni pregled sadrzaja hidroksicimetnih kiselina i

flavonola u kori i pulpi bresaka sa razli¢itog podrucja od strane razli¢itih istrazivaca u cilju

diskusije 1 poredenja rezultata dobijenih u ovom radu.

Tabela 4.13. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola acetonskih ekstrakata kore i pulpe

bresaka izrazen u mg/kg g svezeg voca

Deo | Radmilo | Junsko ] _ _
Jedinjenje Blejk Hala Vesna Adria Nektarina

vo¢a | véanka Zlato

kora 84,53 75,18 27,04 16,14 73,05 23,07 16,93
3-CQA?

pulpa 34,85 27,05 19,19 4,82 65,10 15,69 7,32
5.COA kora 299,61 280,45 115,29 39,76 226,31 58,28 32,96

pulpa 89,18 24,39 23,51 9,08 99,70 17,49 7,41

kora 5,08 4,45 3,39 1,67 2,32 0,99 1,03
p-CouA

pulpa 3,29 0,96 0,54 / 1,05 0,65 0,44
Q-Ru kora 20,30 17,66 12,52 11,67 13,30 12,49 10,01
Q-Glu kora 13,45 12,14 9,08 5,67 6,66 7,91 7,33
Q-Rha® | kora 5,21 3,43 2,50 3,89 571 1,90 1,73
K-Ru* kora 15,01 9,39 6,72 8,15 5,92 9,91 5,92

!srednja vrednost izraZena u mg/kg sveZze mase voca. Skracenice: 3-CQA, 3-O-kafeoilhinska kiselina; 5-CQA, 5-O-

kafeolihinska kiselina; p-CouA , p-kumarna kiselina; Q-Ru, kvercetin-3-rutinozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid; Q-

Rha, kvercetin-3-ramnozid; K-Ru, kemferol-3-rutinozid; 2ekvivaient 5-CQA,; 3ekvivalent Q-Glu; “ekvivalent K-

Glu.
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Tabela 4.14. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja hidroksicimetnih kiselina i flavonola u uzorcima bresaka izrazen u mg/kg g svezeg voca

Deo
Poreklo ) Ekstragens 3-CQA | p-CouA 5-CQA Q-Ga Q-Ru Q-Glu K-Ru Literatura
vOoca
80% - - -
Portugal plod 25,0 / 29,3 / 10,2 / / Oliveirai sar., 2012
metanol
10,01- 23,87- 6,02- 14,58- 17,01-
N kora 96% / / _
Slovenija | 26,16 152,27 12,2 26,08 37,88 Orazem i sar., 2011
metan
pulpa etano 3,26-11,29 | 0,07-0,28 | 2,83-14,21 nd nd nd /
plod 18,3-61,6 / 34,9-86,1 / nd-5,6 nd-6,3 /
SAD 80% )
kora 22,5-80,9 / 164,4-325,1 / 7,1-81,3 | 38,0-96,9 / Chang i sar., 2000
metanol
pulpa 11,5-78,3 / 23,9-109,4 / nd nd /
SAD kora 80% 14,8-146,3 / 62,9-580,7 / 54-1142 | 2,1-26,1 / Tomas-Barberan i sar.,
pulpa metanol 14,9-183,0 / 23,1-277,1 / nd nd / 2001
3,7-
N kora 2,6-96,9 / 3,4-264 | 9,6-30,9 | 4,9-99 8,1-50,5 o
Italija 50% aceton 12,7 Scordino i sar., 2012
pulpa 0,3-31,3 / nd-12,4 nd nd nd nd

Skracenice: 3-CQA, 3-O-kafeoilhinska kiselina; 5-CQA, 5-O-kafeolihinska kiselina; p-CouA , p-kumarna kiselina; Q-Ru, kvercetin-3-rutinozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid;

Q-Ga, kvercetin-3-galaktozid; K-Ru, kemferol-3-rutinozid.
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Hlorogenska kiselina je najzastupljenija hidroksicimetna kiselina u svim uzorcima
bresaka, i kre¢e se u opsegu 32,96-299,61 mg/kg za koru, i 7,41-99,70 mg/kg za pulpu
bresaka. Sledeca kiselina po zastupljenosti je neohlorogenska (16,93-84,53 mg/kg za koru, i
4,82-34,85 mg/kg), dok je sadrzaj p-kumarne kiseline znatno nizi (1,03-5,08 mg/kg za koru i
0,44-3,29 mg/kg za pulpu). Ako se nasi rezultati uporede sa literaturnim koji su prikazani u
Tabeli 4.14. moze se uociti da su u skladu sa navedenim, osim S$to su neSto visi od rezultata
koje su objavili Scordino i sar., (2012). Sorta Radmilov¢anka je najbogatija hidroksicimetnim

kiselinama, dok je najmanji sadrzaj prisutan kod nektarine.

Kao kod hidroksicimetnih kiselina, sorta Radmilovc¢anka je najbogatija flavonolima,

dok je najmanji sadrZaj prisutan kod nektarine. Sadrzaj flavonola je u skladu sa literaturnim

(Tabela 4.14.).
Identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u plodu vinogradarskih bresaka

Izvr$ena je identifikacija i glavnih fenolnih konponenata u metanolnim ekstraktima
pet odabranih tipova vinogradarskih bresaka. Glavne grupe detektovanih fenolnih

komponenata su hidroksicimetne kiseline, flavonoli i antocijanini.

HPLC hromatogram tri kiseline: kafene, p-kumarne i ferulne kiseline, snimljen na 320
nm prikazan je na Slici 4.18. Na istoj slici prikazana su i dva glikozida kvercetina.
Kvantifikcija hidroksicimetnih kiselina data je u Tabeli 4.15. Sadrzaj kafene kiseline se nalazi
u opsegu od 1,10 do 14,75 mg/kg s.m., p-kumarne kiseline u opsegu od 0,17 do 3,12 mg/kg
s.m. i ferulne kiseline od 0,83 do 8,96 mg/kg s.m. Kafena kiselina je najzastupljenija u svim
ispitivanim tipovima vinogradarskih bresaka, 1 dostize 54,69% od ukipnog sadrZaja
hidroksicimetnih kiselina, $to je u skladu sa rezultatima Mattila i sar., (2006), dok je p-
kumarna kiselina sa 9,70% znatno manje zastupljena. Ako se razlike razmatraju na nivou
uzoraka sortnih 1 vinogradarskih bresaka, uzimajuci u obzir sastav hidroksicimetnih kiselina,
vinogradasrke breskve osim p-kumarne sadrze i kafenu i ferulnu kiselinu, dok su u sortnim
breskvama osim p-kumarne prisutne neohlorogenska i hlorogenska kiselina. Prisustvo p-
kumarne, ferulne i kafene kiseline odredili su Gorinstein i sar., (2002) u S$panskim

breskvama.
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Slika 4.18. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata vinogradarske breskve tipa 1/14
detektovan na 320 nm. Jedinjenja: (1) kafena kiselina, (2) p-kumarna kiselina, (3) ferulna

kiselina, (4) kvercetin-3-rutinozid, (5) kvercetin-3-glukozid.
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Slika 19. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata vinogradarske breskve tipa 1/14

detektovan na 520 nm. Jedinjenja: (1) cijanidin-3-glukozid, (2) cijanidin-3-rutinozid.
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HPLC hromatogram dva antocijana metanolnih ekstrakata vinogradarskih bresaka,
snimljen na 520 nm, prikazan je na Slici 4.19. Vinogradarske breskve sadrze cijanidin-3-
glukozid (2,03 mg/kg s.m., 91,12%) i cijanidin-3-rutinozid (0,18 mg/kg s.m., 8,88%), $to je u
saglasnosti sa literaturnim podacima (Tomas-Barberan i sar., 2001) u pogledu zastupljenosti
identifikovanih cijanida. Medutim, prema literaturnim podacima sortne breskve sadrze znatno

vece koli¢ine antocijana (Orazem i sar., 2011).

Tabela 4.15. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina, flavonola i antocijana metanolnih ekstrakata

ploda vinogradarskih bresaka

Jedinjenje Uzorakl Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
CafA 1,10 £ 0,051 5,77+ 0,07 12,28 £0,09 | 14,75+0,12 | 12,23 £0,11
p-CouA 0,17 +£0,02 0,73 £ 0,05 2,08 £ 0,04 3,12 +0,07 2,80+ 0,05
FerA 0,83 +0,02 3,29+ 0,07 7,67 £ 0,08 8,96 £ 0,01 8,52+0,15
Zhidroksici 2.10 9,79 22,02 26,83 23,55
metnih
Cy-Glu 1,42 £ 0,04 ND ND 3,89 + 0,05 0,79 £ 0,04
Cy-Ru 0,12+ 0,01 ND ND 0,32+ 0,01 0,10+ 0,01
p
. 1,54 / / 421 0,89
antocijana
Q-Ru2 3,88+0,11 8,29 £ 0,23 4,88 +£0,16 2,01 +£0,09 2,80+ 0,10
Q-Glu 3,06+ 0,15 6,38 £ 0,20 3,65+0,12 1,92 £ 0,08 2,01 £0,06
Y flavonola 6,94 14,67 8,53 3,93 4,81

Isrednja vrednost + SD, izrazena u mg/kg sveze mase vocéa. Skracenice: CafA, kafena kiselina; p-
CouA, p-kumarna kiselina; FerA, ferulna kiselina; Cy-Glu, cijanidin-3-glukozid; Cy-Ru, cijanidin-
3-rutinozid; Q-Ru, kvercetin-3-rutinozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid; 2ekvivaient Cy-Glu.

Od flavonola, vinogradarske breskve sadrze kvercetin-3-rutinozid i kvercetin-3-
glukozid u kolicinama od 2,80 do 8,29 mg/kg s.m. i od 1,92 do 6,38 mg/kg s.m. Sadrzaj

ukupnih flavonola u uzorku 2 se znatno razlikuje od ostalih. Kako su za analizu uzeti plodovi
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vinogradarskih bresaka, dobijene vrednosti za sadrzaj ukupnih flavonola su uporedive sa

litetaturnim podacima (Chang i sar., 2000).

4.2.3. HPLC analiza ekstrakata kore crvenih sorti jabuka
Identifikacija fenolnih jedinjenja u kori crvenih sorti jabuka

U cilju ispitivanja uticaja koli¢ine HCl u metanolnim ekstraktima na sadrzaj
pojedinacnih fenolnih jedinjenja, uzeti su uzorci kore pet crvenih sorta jabuka i ekstrahovani
metanolom sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI. IzvrSena je identifikacija i kvantifikacija
antocijana, flavan-3-ola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola u svim metanolnim
ekstraktima.

U metanolnim ekstraktima kore crvenih sorti jabuka kvantitativno su odredena
slede¢a jedinjenja: hlorogenska, p-kumaroilhinska kiselina, ferulna kiselina (Slika 4.20),
kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-glukozid, kvercein-3-ksilozid, kvercetin-arabinozid,
kvercetin-3-ramnozid, kvercetin (Slika 4.21), cijanidin-3-galaktozid (Slika 4.22), katehin
procijanidin B2 i epikatehin (Slika 4.23).
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Slika 4.20. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata kore jabuka sorte Modi detektovan
na 320 nm. Jedinjenja: (1) hlorogenska kiselina, (2) p- kumaroil-hinska kiselina, (3) ferulna

kiselina.
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U pogledu sastava hidroksicimetnih kiselina u jabukama u literaturi se mogu naci
razli¢iti podaci. Valavandis i sar., (2009) su detektovali samo hlorogensku kiselinu, Hamazu i
sar., (2006) hlorogensku, kafenu i ferulnu kiselinu, Hamazu i sar., (2005) hlorogensku i
kafenu, Tsao i sar., (2003) hlorogensku i p-kumaroilhinsku kiselinu, Gorinstein i sar., (2002)
ferulnu, p-kumarnu i kafenu, dok su Sun i sar., (2014) identifikovali i kvantifikovali
hlorogensku, p-kumarnu, kafenu i ferulnu. Pri tome su analizirali razliCite sorte jabuka.
Medutim, ako se razlike u literaturnim podacima razmatraju na nivou iste sorte jabuka (Zuti
delises, Tsao i sar., 2003 i Sun i sar., 2014) mogu se zapaziti znacajne razlike u pogledu
sastava hidroksicimetnih kiselina, pa se izvodi zaklju¢ak da ne samo sorta ve¢ i geografsko

poreklo ima veliki uticaj na sastav hidroksicimetnih kiselina u jabukama.
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Slika 4.21. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata kore jabuka sotre Modi, snimljen na
360 nm. Jedinjenja: (1) kvercetin-3-galaktozid, (2) kvercetin-3-glukozid, (3) kvercetin-3-
ksilozid, (4) kvercetin-3-arabinozid, (5) kvercetin-3-ramnozid, (6) kvercetin.

Bizjak i sar., (2013) su u sorti jabuke Breburn odredili kvercetin-3-galaktozid i
kvercetin-3-ramnozid, Valavanidis i sar., (2009) u sorti Crveni delises kvercetin-3-galaktozid
I kvercetin-3-arabinozid, dok su u skladu sa nasim rezultatima Tsao i sar., (2003) i Sun i sar.,
(2014) odredili kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-ksilozid, kvercetin-

3-arabinozid i kvercetin-3-ramnozid.
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Pokozica ispitivanih crvenih sorti jabuka od antocijana sadrzi samo cijanidin-3-
galaktozid, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Tsao i sar., 2003, Valavanidis i sar.,
2009, Sun i sar., 2014).
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Slika 4.22. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata kore jabuka sotre Modi, detektovan

na 520 nm. Jedinjenja: (1) cijanidin-3-galaktozid
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Slika 4.23. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakata kore jabuka sotre Pink lejdi,
detektovan fluorescentnim detektorom. Jedinjenja: (1) katehin, (2) epikatehin, (3)

procijanidin B2.
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Izbor rastvaraca za ekstrakciju

Slika 4.24 prikazuje rezultate HPLC odredivanja uticaja koncentracije kiseline u
metanolnim ekstraktima na sadrzaj cijanidin-3-galaktozida u kori jabuka. Rezultati pokazuju

da je ekstrakciju cijanidin-3-galaktozida najbolje vrsiti apsolutnim metanolom ili metanolom
sa malim sadrzajem kiseline (0,1% HCI).

m 0% HCI
m0,1% HCI
" 1% HCI
m 2% HCI

Pink
lejdi

Crveni

delises Ajdared

Breburn Modi

Slika 4.24. Sadrzaj cijanidin-3-galaktozida (mg/kg s.m.) u metanolnim ekstraktima kore

jabuka sa: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; ¢) 1,0% HCI; d) 2.0% HCI

Slika 4.25 prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrzaja katehina i epikatehina u
kori jabuka u metanolnim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i1 2,0% HCI. I u ovom slucaju,

rezultati pokazuju da je ekstrakciju flavan-3-ola najbolje vrsiti apsolutnim metanolom ili
metanolom sa malim sadrzajem kiseline (0,1% HCI).
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Slika 4.25. Sadrzaj flavan-3-ola (mg/kg s.m.) u metanolnim ekstraktima kore jabuka sa: 0%
HCI, 0,1% HCI, 1,0% HCI i 2,0% HCI

Slika 4.26. prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrzaja hidroksicimetnih kiselina u
kori jabuka u metanolnim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI. Rezultati pokazuju da
je ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina najbolje vrsiti apsolutnim metanolom ili metanolom

sa malim sadrzajem kiseline (0,1% HCI).
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Slika 4.26. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (mg/kg s.m.) u metanolnim ekstraktima kore jabuka sa: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; c¢) 1,0% HCI; d)

2.0% HCI
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Slika 4.27. Sadrzaj flavonola (mg/kg s.m.) u metanolnim ekstraktima kore jabuka sa: a) 0% HCI; b) 0,1% HCI; c) 1,0% HCI; d) 2.0% HCI
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Slika 4.27. prikazuje rezultate HPLC odredivanja sadrzaja flavonola u kori jabuka u
metanolnim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI. Rezultati pokazuju da je ekstrakciju
glikozida kvercetina najbolje vrsiti apsolutnim metanolom ili metanolom sa malim sadrzajem

kiseline (0,1% HCI), dok je za kvercetin bolje koristiti metanol sa 2,0% HCI.
Kvantifikacija fenolnih jedinjenja u kori crvenih sorti jabuke

Rezultati HPLC odredivanja sadrzaja cijanidin-3-galaktozida u metanolnom ekstraktu
sa 0,1% HCI, flavan-3-ola u apsolutnom metanolu, hidroksicimetnih kiselina u apsolutnom
metanolu i flavonola u apsolutnom metanolu (sa izuzetkom kvercetina u metanolnom
ekstraktu sa 2% HCI), koji su se pokazali kao najefikasniji estragensi za odgovarajuce
fenolne komponente, prikazani su u Tabeli 4.16, dok su svi podaci prikazani u Tabeli 8.6.

(Prilog).

Tabela 4.16. Sadrzaj cijanidin-3-galaktozida, flavan-3-ola, flavonola i hidroksicimetnih

kiselina metanolnih ekstrakata kore jabuka

Jedinjenje Pink lejdi Crven Ajdared Breburn Modi
DeliSes

Cijanidin-3-galaktozid? 72,611 119,86 128,22 48,62 365,42
Katehin 3,37 17,39 16,21 nd 13,61
Epikatehin 24,68 27,51 45,21 23,22 59,15
Hlorogenska kiselina 25,16 22,83 36,55 20,31 53,27

p-kumarna kiselina 1,73 1,24 6,03 nd 6,48

Ferulna kiselina 2,65 2,50 18,27 nd 7,85
Kvercetin-3-galaktozid 22,32 10,84 61,87 22,04 94,25
Kvercetin-3-glukozid 5,62 11,12 14,73 4,77 15,11
Kvercetin-3-ksilozid® 10,21 14,89 19,61 11,13 25,78

Kvercetin-3-

arabinozid? 10,22 10,65 17,09 8,66 55,64
Kvercetin-3-ramnozid?® 19,73 22,72 42,94 4,36 21,16
Kvercetin 22,14 37,86 59,40 47,30 71,94

srednja vrednost izrazena u mg/kg sveZze mase voéa.; 2ekvivaient cijanidin-3-glukozida; 3ekvivalent kvercetin-

3-glukozida
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U Tabeli 4.17. dat je literaturni pregled sadrzaja fenolnih jedinjenja u kori jabuka sa
razli¢itog podrucja od strane razliitih istrazivaca u cilju diskusije 1 poredenja rezultata
dobijenih u ovom radu. Hidroksicimetne kiseline su prekursori isparljivih jedinjenja koja
doprinose aroma jabuke. Halogenska kiselina u jabukama se pretvara u o-hinon, reaguje sa
drugim fenolnim jedinjenjima, Sto dovodi do formiranja zutih i smedih pigmenata kada su

1zloZene kiseoniku.

Hlorogenska kiselina je najzastupljenija od hidroksicimetnih kiselina (20,31-53,27
mg/kg), zatim sledi ferulna (0-18,27 mg/kg), pa p-kumarna kiselina (0-6,48 mg/kg). Ovi
rezultati su u skladu sa literaturnim (Valavanidis i sar., 2009; Karaman i sar., 2012; Barbosa

i sar., 2011), dok su nizi od rezultata koje su objavili Gorinstein i sar., (2001).

Kora jabuka je veoma bogata flavonolima, tj. kvercetinom, koji se nalazi isklju¢ivo u
kori jabuka. Prema Benbrook-u (2005) kvercetin i kemferol se ponasaju kao helatni agensi
koji mogu da neutraliSu slobodne radikale. Kao deo ljudske ishrane imaju zastitnu ulogu od
degenerativnih bolesti, razli¢itih tipova raka i kardiovaskularnih bolesti. Antioksidativna
aktivnost kvercetina i kemferola i njihovih metabolita zavisi od rasporeda funkcionalnih

grupa na prstenu.

Sadrzaj cijanidin-3-galaktozida se kre¢e u opsegu 48,62-365,42 mg/kg, §to je nesto
veci sadrzaj od onog koji su objavili Valavanidis i sar., (2009). Sadrzaj katehina od 0-17,39
mg/kg je u skladu sa literaturnim podacima navedenim u Tabeli 4.17. osim sa rezultatima
Karamana i sar., (2012) koji su objavoli nesto visi sadrzaj. Epikatehin je odreden u opsegu
23,22-59,15 mg/kg. Osim sa rezultatima Valavanidisa i sar., (2009) koji su nesto veéi, nasi

rezultati su u skladu sa literaturnim, navedenim u Tabeli 4.17.
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Tabela 4.17. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja cijanidin-3.galaktozida, flavan-3-ola, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u uzorcima

jabuka izrazen u mg/kg g sveZeg voca

Poreklo | Ekstragens C EC 5-CQA p-CouA FerA Q-Ga Q Cy-Ga Literatura
12% Barbosa i sar.,
SAD nd-4,7 / 27-50 2,2-14 / / 76-290 /
etanol 2011
95% Gorinstein i sar.,
Izrael / 11 / 531 149 / / /
etanol 2001
90% Valavanidis i sar.,
Gréka 8-36 136-324 38-112 / / 59-135 / 8-107
metanol 2009
70% Karaman i sar.,
Turska 42.2-160,2 | 24,3-130,1 4.8-81,2 / / / 99,2-886,5 /
metanol 2012

Skracenice: C, katehin; EC, epikatehin; 5-CQA, 5-O-kafeolihinska kiselina; p-CouA , p-kumarna kiselina; FerA, ferulna kiselina; Q-Ga, kvercetin-3-galaktozid; Cy-Ga,

cijanidin-3-galaktozid.
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4.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA VOCA

Veliki broj nau¢nih radova antioksidativnu aktivnost voca, povrca i lekovitog bilja
povezuje sa sadrzajem biljnih fenola. Unos fenola putem ishrane povezan je sa smanjenjem
rizika za nastanak niza razli¢itih oboljenja, ukljucujuéi kancer, kardiovaskularna oboljenja,
Slog, visoki krvni pritisak, katarakte, osteoporozu i infekcije urinarnog trakta (Meskin i sar.,
2003; Omaye i sar., 2000). Smatra se da je antioksidativna sposobnost fenola prvenstveno
rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju
slobodne radikale uz formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala. Takode, mogu¢ je i
elektron transfer sa antioksidansa na slobodni radikal. Osim navedenih nacina, prirodni
antioksidansi mogu helirati prelazne metale i tako spreciti njihovu ulogu u Kkatalizi
oksidativnih reakcija, a kao posledica toga date reakcije postaju sporije. Imajuéi u vidu
kompleksnost antioksidativnih mehanizama, potrebno je u procesu odredivanja
antioksidativnog potencijala voca izabrati vise in vitro nezavisnih testova. U ovom radu, za
odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata voca koris¢ene su DPPH, ABTS, FRAP i
RP metoda. Mnogi autori koriste ove metode za uporedivanje antioksidativne aktivnosti

(Gong i sar., 2012; Ozgen i sar., 2006).

Faktori kao Sto su stereoselektivnost radikala i rastvorljivost ekstrakata u razliitim

test sistemima, uti¢u na sposobnost sistema da reagiju sa slobodnim radikalima i1 uklone ih

(Yuisar., 2002).

4.3.1. Antioksidativna aktivnost metanolnih i acetonskih ekstrakata dunja

Antioksidativna aktivnost metanolnih (60%, 80%) i acetonskih (60%, 80%) ekstrakata
kore 1 pulpe dunja sa sedam razliCitih lokacija ispitana je DPPH, ABTS, FRAP 1 RP

metodama.

Na Slikama od 4.30. do 4.33. prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja

antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata.
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Slika 4.31. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na radikal-hvatacke sposobnosti
metanolnih i acetonskih ekstrakata pulpe i kore dunja prema DPPH radikalu
(mmol TE/100g s.m.)

Kod svih navedenih testova za odredivanje antioksidativne aktivnosti vrednosti
opadaju u slede¢em nizu: 80% aceton>60% aceton>80% metanol>60% metanol kako za

ekstrakte kore, tako i za ekstrakte pulpe.

Ekstrakti sa 80% acetona pulpe i kore dunje pokazuju najveée radikal-hvatacke
sposobnosti prema relativno stabilnom DPPH radikalu u poredenju sa ostalim rastvara¢ima
(Slika 4.31.). Takode, ovi isti ekstrakti pokazuju i najjaéu sposobnost hvatanja reaktivnog
ABTS radikala (Slika 4.32.). Antioksidativne aktivnosti ekstrakata pulpe i kore dunje
odredene ABTS metodom su nesto viSe u odnosu na odgovarajuce vrednosti dobijene DPPH

metodom zbog manje stabilnosti ABTS katjon radikala, iako su obe vrednosti izracunate kao

troloks ekvivalent (TE).
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Slika 4.32. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na radikal-hvatacke sposobnosti
metanolnih i acetonskih ekstrakata pulpe i kore dunja prema ABTS katjon-radikalu
(mmol TE/100g s.m.)

FRAP i RP metode se baziraju na reduktivnoj sposobnosti ispitivanih ekstrakata za
redukciju Fe®*" do Fe?*. Kod RP metode, redukuje se fericijanidni do ferocijanidnog
kompleksa dok se kod FRAP metode redukuje fero-TPTZ do feri-TPTZ kompleksa. Ekstrakti

kore i pulpe dunje sa 80% acetonom su pokazali i u ovim metodama bolju antioksidativnu
aktivnost u odnosu na ostale ekstragense (Slika 4.33 i Slika 4.34.).

Sli¢na ispitivanja uticaja tipa rastvaraca i njegove koncentracije na antioksidativnu
aktivnost razli¢itih vrsta voca sproveli su i drugi autori. Alothman i sar., (2009) su ispitali
antioksidativnu aktivnost juznog voca u ekstraktima metanola (50%, 70% i 90%), etanola
(50%, 70% 1 90%) i acetona (50%, 70% i 90%), pri ¢emu su dobili da ekstrakti 90% acetone

pokazuju najvecu radikal-hvatacku sposobnost prema DPPH radikalu, a takode se najvece
vrednosti dobijaju i kod FRAP metode.
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mmol Fe/100 g

®metanol 60%
‘ 3 - Emetanol 80%

. : maceton 60%
0.1

Haceton 80%

. kora
Knjazevac kora

Kamenica

Matejevac

Zajecar

Slika 4.33. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na radikal-Avatacke sposobnosti

ekstrakata pulpe i kore dunje odredene FRAP metodom (mmol Fe/100g s.m.)

mg GAE/100 g

= metanol 60%
| > ‘ H metanol 80%
20 {
) | maceton 60%
10

maceton 80%

Knjazevac

Matejevac

Kamenica -
Zajecar

Slika 4.34. Efekat rastvaraca i njegove koncentracije na radikal-hvatacke sposobnosti

ekstrakata pulpe i kore dunje odredene RP metodom (mg GAE/100g s.m.)

Vise primenjenih antioksidativnih in vitro testova na ekstraktima kore i pulpe dunje
pomogli su pri izboru najboljeg rastvaraca za dobijanje ekstrakata. Acetonski ekstrakti (80%,

v/v) se pokazao kao najbolji ne samo u svim antioksidativnim testovima ve¢ i pri odredivanju

sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina.
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Vrednosti antioksidativnih aktivnosti ekstrakata kore i pulpe dunje u 80% acetonu,
odredene metodama DPPH, ABTS, FRAP i RP date su u Tabeli 4.19, dok su svi podaci dati u
Tabeli 8.9. 1 8.10. (Prilog).

Tabela 4.19. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore i pulpe dunja odredena

DPPH, ABTS, FRAP i RP metodom.

DPPH ABTS FRAP RP mg
Lokacija De,o mmol mmol mmol GAE/100g
voea 1 TE/100g TE/100g Fe/100g s.m.
S.m. S.m. S.m.

Sicevo Kora | 0,299+0,002 | 0,530+0,004 | 0,770+0,005 | 58,228+0,43
Pulpa | 0,21340,001 | 0,349+0,002 | 0,353+0,004 | 26,906+0,24
Ni Kora | 0,314+0,003 | 0,829+0,007 | 0,769+0,006 | 61,907+0,57
Pulpa | 0,301+0,002 | 0,722+0,006 | 0,816+0,006 | 57,359+0,58
Knjazevac | KOra | 0,388+0,003 | 0,797+0,005 | 0,941+0,008 | 76,865+0,58
Pulpa | 0,300+0,002 | 0,673+0,005 | 0,774+0,007 | 50,892+0,66
Matejevac | Kora | 0,312+0,002 | 0,746+0,006 | 0,783+0,006 | 62,945+0,66
Pulpa | 0,293+0,002 | 0,696+0,006 | 0,520+0,006 | 33,421+0,32
Kamenica | Kora | 0,332+0,003 | 0,752+0,006 | 0,834+0,007 | 65,514+0,72
Pulpa | 0,260+0,002 | 0,636+0,005 | 0,553+0,006 | 36,627+0,42
Zajetar Kora | 0,301+0,003 | 0,764+0,007 | 0,768+0,006 | 59,653+0,52
Pulpa | 0,285+0,002 | 0,650+0,005 | 0,500+0,005 | 34,145+0,41
Vranje Kora | 0,280+0,002 | 0,486+0,004 | 0,657+0,007 | 53,074+0,58
Pulpa | 0,224+0,001 | 0,356£0,003 | 0,490+0,006 | 32,982:+0,46

U Tabeli 4.19. prikazani su rezultati Cetiri antioksidativna testa za najefikasniji
ekstragens, 80% aceton (v/v). Najvecu antioksidativnu aktivnost za sva Cetiri testa, pokazali
su uzorci iz Knjazevca. Radikal-hvatacka aktivnost prema DPPH radikalu za ovaj uzorak
iznosi 0,388 mmol TE/100g s.m za koru i 0,300 mmol TE/100g s.m. za pulpu, dok radikal-
hvatacka aktivnost prema ABTS katjon-radikalu za ovaj uzorak iznosi 0,797 mmol TE/100g
s.m za koru i 0,673 mmol TE/100g s.m. za pulpu. Ovi rezultati su uporedivi sa rezultatima
Wojdylo i sar., 2013, koji su odredivali antioksidativni kapacitet u ekstraktima cele dunje i
dobili rezultate 0,09-0,23 mmol TE/100g s.m. za ABTS test, dok su im vrednosti za DPPH

test znacajno nize, i nalaze se u opsegu od 0,09-0,25 mmol TE/100g s.m. Antioksidativna
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aktivnost za uzorak iz Knjazevca odredena FRAP i RP testom iznosi 0,941 mmol Fe/100g
s.m. i 76,865 mg GAE/100g s.m. za koru, a 0,774 mmol Fe/100g s.m. i 50,982 mg GAE/100g
za pulpu.

4.3.2. Antioksidativna aktivnost sortnih i vinogradarskih bresaka

Odredena je i1 antioksidativna aktivnost kore i pulpe Sest sorti bresaka i jedne sorte
nektarina u acetonskim ekstraktima (80%) u prisustvu razli¢itih koncentracija hlorovodoni¢ne
kiseline, DPPH, ABTS, FRAP i RP metodama. Takode, DPPH metodom odredena je
antioksidativna aktivnost pet tipova metanolnih ekstrakata vinogradarskih bresaka.

Na Slikama od 4.34. do 4.37. prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja
uticaja koncentracije kiseline u ispitivanim ekstraktima kore i pulpe bresaka na
antioksidativne aktivnosti.

Moze se videti da acetonski ekstrakti sa 1,0 i 2,0% HCI prikazuju priblizno jednake
hvatacke sposobnosti DPPH" i ABTS™ radikala. Sli¢na situacija je i u sluéaju odredivanja

antioksidativne aktivnosti FRAP i RP metodama (Slike 4.36. i 4.37.).

mmol TE/100 g

M0 %HCI
m 0,1 %HCI
1 %HCI
W 2 %HCl

pulpa
kora | pulpa kora
pulpa  yora |
Junsko zlato ) PUPa  kora
Blejk

Radmilovéanka

pulpa kora

Hala pulpa  ora

Vesna pulpa

. kora
Adria

Nektarina

Slika 4.35. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-ivatacke sposobnosti acetonskih
ekstrakata kore i pulpe bresaka prema DPPH radikalu (mmol TE/100g s.m.)
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mmol TE/100 g

0 %HCI
0,1 %HCI
1 %HCl
W 2 %HCI

pulpa
kora pulpa  ora

Radmilov¢anka
Junsko Zlato

Vesna pulpa kora

Nektarina

Slika 4.36. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-ivatacke sposobnosti ekstrakata

kore i pulpe breskve prema ABTS katjon- radikalu (mmol TE/100 g s.m.)

mmol Fe/100 g

0 %HCI
0,1 %HCl
1 %HCl
W 2 %HCI

Radmilovéanka

Junsko Zlato

Vesna pulpa kora

Nektarina

Slika 4.37. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-ivatacke sposobnosti ekstrakata
kore i pulpe breskve odredene FRAP metodom (mmol Fe/l100g s.m.)
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mg GAE/100g
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Radmilov&anka PUPT peel pulp ool
Blejk pulp peel
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Junsko zlato

pulp

peel

Vesna pulp peel
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Slika 4.38. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-Avatacke sposobnosti ekstrakata
kore i pulpe breskve odredene RP metodom (mg GAE/100g s.m.)

Vrednosti antioksidativnih in vitro testova dobijenih iz acetonskih ekstrakata pulpe i
kore breskve u prisustvu 1,0% i 2,0% HCI date su Tabeli 4.20., dok su svi podaci dati u
Tabeli 8.11. i Tabeli 8.12. (Prilog).

Radikal-hvatacke sposobnosti ekstrakata kore i pulpe bresaka prema DPPH radikalu
prikazane su u Tabeli 4.20. Ekstrakti kore kod svih uzoraka bresaka pokazaju vecu radikal-
hvatacku sposobnost od odgovarajucih ekstrakata pulpe u opsegu 0,193-0,388 mmol TE/100g
s.m. dok ekstrakti pulpe pokazuju vrednosti u opsegu 0,136-0,278 mmol TE/100g s.m.
Ekstrakti kore Radmilovcanke pokazuju najvecu aktivnost, dok je najmanja odredena kod
sorte Adria. Kod ekstrakata pulpe, najvisa vrednost je utvrdena takode kod Radmolovcanke, a
najniZa kod sorte Hala. Analizom varijansi (ANOVA) je utvrdena znacajna razlika (p<0,05)
radikal-hvatacke sposobnosti izmedu kore i pulpe svake vrste. Reig i sar., (2012) su saopstili
sli¢ne rezultate 0,019-0,252 mmol TE/100g s.m. za pulpu i 0,08-0,239 mmol TE/100g s.m. za
koru bresaka. Sli¢ni rezultati se mogu naci i za pulpu bresaka: 0,117-0,334 mmol TE/100 g
(Abidi i sar., 2011) i 0,091-0,256 mmol TE/100 g (Cantin i sar., 2009), dok za plod bresaka
(kora+pulpa) mogu se naéi rezultati: 0,174-0,531 mmol TE/100 g (Vizzotto u sar., 2007),
zatim 0,175-0,343 mmol TE/100 g (Cevallos-Sasala i sar., 2006).
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DPPH, ABTS, FRAP i RP metodom.

Tabela 4.20. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore i pulpe bresaka odredena

DPPH ABTS FRAP RP mg
Sorta Deo mmol mmol mmol GAE/100g
TE/100g TE/100g Fe/100g s.m.
s.m. s.m. s.m.
Radmilovéanka | Kora! | 0,388+0,00 | 0,746+0,004 | 0,977+0,018 | 70,47+0,43
Pulpa? | 0,278+0,00 | 0,520+0,006 | 0,754+0,010 | 42,83+0,68
Junsko zlato | Kora! | 0,268+0,00 | 0,528+0,004 | 0,749+0,016 | 42,48+0,62
Pulpa? | 0,242+0,00 | 0,473+0,006 | 0,639+0,014 | 25,44+0,28
Blejk Kora! | 0,249+0,00 | 0,424+0,009 | 0,580+0,007 | 19,57+0,11
Pulpa® | 0,136+0,00 | 0,231+0,007 | 0,324+0,007 | 6,88+0,07
Hala Kora! | 0,214+0,00 | 0,345+0,005 | 0,483+0,005 | 13,89+0,12
Pulpa? | 0,138+0,00 | 0,218+0,004 | 0,309+0,006 | 3,82+0,05
Vesna Kora® | 0,257+0,00 | 0,462+0,005 | 0,619+0,010 | 21,79+0,31
Pulpa? | 0,233+0,00 | 0,392+0,002 | 0,533+0,005 | 16,45+0,21
Adria Kora! | 0,198+0,00 | 0,352+0,005 | 0,499+0,008 | 14,25+0,21
Pulpa? | 0,173£0,00 | 0,312+0,004 | 0,408+0,005 | 12,64+0,15
Nektarina Kora! | 0,193+0,00 | 0,328+0,001 | 0,451+0,010 | 13,76+0,11
Pulpa? | 0,142+0,00 | 0,227+0,003 | 0,315+0,007 | 6,33+0,06

L acetonski ekstrakti sa 1% HCI; 2 acetonski ekstrakti sa 2% HCI

Ispitivani ekstrakti pokazuju Sirok opseg ABTS™ radikal hvatacku sposobnost od
0,328 do 0,746 mmol TE/100 g s.m. za koru i 0,218-0,520 mmol TE/100 g s.m. za pulpu
(Tabela 4.20.) 1 ovde ekstrakti kore kod svih uzoraka bresaka pokazaju vecu radikal-hvatacku
sposobnost od odgovaraju¢ih ekstrakata pulpe. Ekstrakti kore Radmilovcanke pokazuju
najvecu aktivnost, dok je najmanja odredena za nektarinu. Kod ekstrakata pulpe, najvisa
vrednost je utvrdena takode kod Radmolov¢anke, a najniZa kod sorte Hala. Sli¢ne rezultate su
prezentovali Montevecchi i sar, (2012) za sortu sicilijanske bele breskve (0,26-0,72 mmol
TE/100 g s.m. za pulpu i 0,38-1,39 mmol TE/100 g s.m. za koru).

U Tabeli 4.20. prikazani su rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti FRAP
metodom. Antioksidativna aktivnost ekstrakata kore kre¢e se od 0,451 do 0,977 mmol
Fe/100g s.m. dok je za ekstrakte pulpe nesto niza i krece se od 0,309 do 0,754 mmol Fe/100g
s.m. Ovi rezultati su u slkadu sa rezultatima koje su objavili Guo i sar, (2003) (0,38 mmol
TE/100g s.m. za pulpu i 0,95 mmol TE/100g s.m. za koru). Remorini i sar, (2008) i Stratil i

sar, (2006) su objavili sli¢ne rezultate.

121



Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

U Tabeli 4.20. predstavljeni su rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti RP
metodom. Rezultati se kre¢u od 13,76 do 70,47 mmol Fe/100g s.m. za ekstrakte kore i od
3,82 do 42,83 mmol Fe/100g s.m. za ekstrakte pulpe. I ovde je vrsta Radmilov¢anka, kao i

kod svih prethodno navedenih testova pokazala najviSe vrednosti.

Antioksidativna aktivnost pet tipova vinogradarskih bresaka, izrazena kao milimol
(mmol) Troloks ckvivalenta na 100 g sveze mase, prikazana je u Tabeli 4.21. i njene
vrednosti se kre¢u u intervalu od 1,04 do 1,15 mmol TE/100 g s.m. Ovi rezultati su u skladu
sa literaturnim podacima (Dragovi¢-Uzelac i sar., 2009; Orazem i sar., 2011).

Koris¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervsla jasno se uocavaju znacajne

razlike izmedu uzoraka 3, 4, 51 uzorka 1.

Tabela 4.21. Radikal-hvatacke sposobnosti metanolnih ekstrakata vinogradarskih bresaka
prema DPPH radikalu

Uzorak Tip DPPH (mmollTE/1009
s.m.)
1 1/8 1,04 + 0,03%2
2 1/1 1,09 + 0,029
3 1/5 1,15+0,012
4 /14 1,14 + 0,012
5 11/8 1,12 + 0,012

lrezultati su dati kao srednja vrednost+ standardna devijacija (n=3), 2brojevi oznadeni
razli¢itim slovima u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test

4.3.3. Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata jabuke

Uticaj sorte voca na antioksidativnu aktivnost ispitan je odredivanjem antioksidativne
aktivnosti metanolnih ekstrakata petnaest razli¢itih sorti jabuka. I u ovom slu¢aju kori$¢ene
su DPPH, ABTS, FRAP i RP metoda. Dobijene vrednosti prikazane su u Tabeli 4.22., a
rezultati izrazeni u troloks ekvivalentima (mmol TE/100g s.m.), koncentraciji Fe (mmol

Fe/100g s.m.) i ekvivalentima galne kiseline (mg GAE/100g s.m.).

Svi ispitivani ekstrakti odabranih uzoraka pokazuju jaku DPPH radikal-hvatacku

aktivnost. Vrednosti DPPH radikal-hvatacke aktivnosti su u opsegu od 0,227 do 0,276
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mmol/100g s.m. Takode, ispitivani ekstrakti su pokazali znacajnu ABTS radikal-hvatacku
aktivnost. Vrednosti se nalaze u opsegu od 0,181 do 0,536 mmol/100g s.m. Najvisu ABTS
radikal-hvatacku aktivnost medu ispitivanim uzorcima je pokazala sorta Kozara, a najnizu

Breburn.

Tabela 4.22. DPPH, ABTS, FRAP | RP radikal-Avatacka aktivnost ekstrakata jabuke

ABTS! DPPH! FRAP! RP!
Sorta jabuke | mmol TE/100g | mmol TE/100g | mmol Fe/100g mg GAE/100g
S.m. S.m. S.m. S.m.
Jonatan 0,371 +0,009% | 0,259 +0,002% | 0,663 +0,017° | 40,440 +1,2149
Gloster 0,245 +0,004" | 0,231 +0,003° | 0,460+0,0119" | 28,670 +0,861'
Melroz 0,250 = 0,003 | 0,236 +0,003° | 0,432 +0,0059 | 26,590 +0,915'

Crveni DeliSes | 0,257 +0,003" | 0,240 +0,002° | 0,486 +0,0199" | 32,910 +0,794"

Zlatni DeliSes 0,501 £0,009° | 0,266+ 0,0012 0,987 £0,019° 53,610 +0,736°

Greni Smit 0,504 £ 0,007°% | 0,256 = 0,005 1,003 + 0,021 56,820 +0,828°

Sarunka 0,314 +0,006° | 0,257 +0,004* | 0,670+0,016% | 75,307 +0,609°
Gala 0,186 +0,0039 | 0,255=+0,004* | 0,387 +0,007" | 45296 =+ 0,823
Jonagold 0,367 + 0,008 | 0,253+ 0,006 | 0,773+0,015° | 68,782 +0,533¢
Ajdared 0,382+ 0,009 | 0,256 + 0,004 | 0,846 +0,022° | 74,764 +0,852"
Breburn 0,181 +0,003¢ | 0,227 +0,004° | 0,319+ 0,009" | 42,090 +0,745%
Mucu 0,304 +0,006° | 0,248 +0,006* | 0,505+ 0,014" | 43,008 + 0,595
Cadel 0,421+ 0,008° | 0,261+0,004* | 1,001+0,012% | 77,100 + 0,657
KoZara 0,536 +0,013% | 0,276 +0,005% | 1,003+0,017% | 85,510 +0,729?
Red Cif 0,384+0,0119 | 0,250+0,007% | 0,729+0,015% | 76,246 + 0,670

rezultati su dati kao srednja vrednost+ standardna devijacija (n=3); ®brojevi oznadeni razli¢itim
slovima u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test viSestrukih interval
(p<0,05)

Bitno je i ovde napomenuti da su vrednosti ukupne antioksidativne aktivnosti
dobijene ABTS testom dosledno vece od onih dobijenih DPPH testom. Ovu ¢injenicu su
uocili i drugi autori, Dragovi¢-Uzelac i sar., (2009) u odabranim uzorcima voca, kao i
Bermudez-Soto i Tomas-Barberan (2004), u uzorcima voénog soka. Razlicite reakcione
kinetike izmedu fenola i ABTS radikal-katjona ili DPPH radikala u sliénom opsegu
koncentracija, mogu dovesti do razli¢itth rezultata dobijenih ovim dvema metodama.
Zapravo, ABTS radikal-hvatacka sposobnost takode odrazava sposobnost doniranja

vodonika.
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Rezultati dobijeni FRAP testom se nalaze u opsegu od 0,319 mmol Fe/100g s.m. za
Breburn do 1,003 mmol Fe/100g s.m. za KoZaru i1 Greni Smit.

Kao §to je prikazano u Tabeli 4.22. postoje znacajne razlike izmedu rezultata
dobijenih RP testom, dok se vrednodti krecu u intervalu od 26,59 mg GAE/100g s.m. za sortu
Melroz, do 85,51 mg GAE/100g s.m. za sortu KoZara. Nasi rezultati dobijeni DPPH testom
su u saglasnosti sa rezultatom koji su odredili Ayub Ali i sar., (2010). (0,219 mmol TE/100g
s.m.), ali su veéi od onih koji su objavili Li i sar., 2013, (0,093-0,134 mmol TE/100g s.m),
dok oni odredeni ABTS testom su nizi od reziltata Vieire i sar., (2009), (0,750-1,071 mmol
TE/100g s.m.), i u skladu sa rezultatima koje su objavili Oszmianski i Wojdylo, (2008),
(0,159-0,559 mmol TE/100g s.m.). Rezultati dobijeni FRAP testom su nesto nizi od onih koje
su objavili Valvanidis i sar., (2009) (0,381-2,756 mmol Fe/100g s.m.).

Uticaja koncentracije kiseline HCI na antioksidativnu aktivnost metanolnih ekstrakata
voca ispitana ispitana je njenim variranjem u interval od 0-2,0%. Uzeti su uzorci kora pet
crvenih sorti jabuka. Na Slikama od 4.39. do 4.42. prikazani su rezultati odredivanja

antioksidativne aktivnosti u dobijenim metanolnim ekstraktima sa 0%, 0,1%, 1,0% i 2,0%
HCI.

mmol TE/100 g

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3 m 0% HCl
0,25 m0,1% HCl
0,2 = 1% HCl
0,15 ™ 2% HCl

0,1
0,05

Pink lejdi

Crveni

deliges Ajdared

Breburn i
Modi

Slika 4.39. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-ivatacke sposobnosti ekstrakata
kore crvenih sorti jabuke prema DPPH radikalu (mmol TE/100g s.m.)
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Slika 4.40. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-Avatacke sposobnosti ekstrakata

kore crvenih sorti jabuke prema ABTS katjon-radikalu (mmol Fe/100g s.m.).

mmol Fe/100 g
1,8

1,6
1,4

1,2
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0,4
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Slika 4.41. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-Avatacke sposobnosti ekstrakata

kore crvenih sorti jabuke odredene FRAP metodom (mmol Fe/100g s.m.).
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Slika 4.42. Efekat koncentracije kiseline HCI na radikal-ivatacke sposobnosti ekstrakata

kore crvenih sorti jabuke odredene RP metodom (mg GAE/100g s.m.).

Metanolni ekstrakti kore jabuka sa 2% HCIl pokazuju najvece radikal-hvatacke
sposobnosti prema DPPH i ABTS katjon-radikalu. T u slu¢aju odredivanja antioksidativne
aktivnosti FRAP i RP metodom najbolji rezultati su dobijeni za metanolne ekstrakte sa 2%
HCI.

Nasi rezultati su pokazali da je za ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida najefikasniji
ekstragens metanol sa 2% HCI, dok je za ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina, flavon-3-ola,
cianidin-3-galaktozida i glikozida kvercetina najefikasniji metanol sa 0,1% HCI. Za
ekstrakciju svih antioksidativnih jedinjenja prisutnih u kori crvenih sorti jabuka, videli smo
da je najpogodniji metanol sa 2,0% HCI. Razlog ovome leZi u €injenici da je HPLC analizom
(deo 4.2.3.) odreden samo, u zavisnosti od sorte jabuka od 7,64% do 29,91% od ukupno
prisutnih fenolnih jedinjenja prisutnih u kori. S obzirom da se fenolna jedinjenja dosta
razlikuju po svojoj polarnosti i kiselosti (pK vrednost im se kre¢e od 8 do 12), to ¢e njihov
sadrzaj u rastvaraCima razliite polarnosti 1 kiselosti takode biti razli¢it. Sa druge strane

razli¢ita feniolna jedinjenja imaju razlicite odgovore u antiradikalskim testovima.
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Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti DPPH, ABTS, FRAP i RP metodom
u metanolnim ekstraktima kore crvenih sorti jabuke u prisustvu 2% HCI prikazani su u Tabeli
4.23. dok su svi podaci dati u Tabeli 8.13. i Tabeli 8.14. (Prilog).

Tabela 4.23. Antioksidativna aktivnost ekstrakata kore crvenih sorti jabuka odredena DPPH,
ABTS, FRAP i RP metodom.

Vrsta jabuke DPPH mmol ABTS mmol FRAP mmol RP mg
TE/100g s.m TE/100g s.m Fe/100g s.m GAE/100g s.m
Pink lejdi 0.273+0,003 0.542+0,007 0.856:0,008 113,88+1,04
Crveni deliSes 0,423+0,006 0,623+0,007 1,457+0,016 166,15+1,45
Ajdared 0,482+0,006 0,724+0,009 1,681+0,019 196,84+1,48
Breburn 0,269+0,004 0,452+0,006 0,728+0,009 93,24+0,81
Modi 0,328+0,004 0,609+0,008 1,127+0,018 135,49+0,98

Ekstrakti sorte Breburn su pokazali najmanju, dok su ekstrakti sorte Ajdared pokazali
najvecu antioksidativnu aktivnost za sva Cetiri testa. DPPH vrednosti se kre¢u u intervalu
0,269-0,482 mmol TE/100g s.m., ABTS vrednosti u intervalu 0,452-0,724 mmol TE/100g
s.m., FRAP vrednosti su 0,728-1,681 mmol Fe/100g s.m. a RP vrednosti su 93,24-196,84 mg
GAE/100g s.m.

Najvecu antioksidativnu aktivnost za sva Cetiri testa pokazali su ekstrakti kore sorte
Ajdared, i to 0,482 mmol TE /100 g s.m. za DPPH test i 0,724 mmol TE /100 g s.m. za ABTS
test. | kod ovih uzoraka se moze uoditi ¢injenica da su vrednosti odredene ABTS testom vece
od onih dobijenih DPPH testom. Ovi rezultati su nizi od rezultata koje su objavili Vieira i
sar., 2009 (2,062-2,099 mmol TE/100 g s.m.), kao i od rezultata Karamana i sar., (2013)
(1,9-4,0 mmol TE/100 g s.m.) FRAP vrednost za ovaj uzorak je 1,681 mmol Fe/100 g s.m., a
RP vrednost 196,84 mg GAE/100 g s.m. Vieira i sar., (2011.) objavljuju nesto vise rezultate
od nasih, 1,225-4,144 mmol TE/100g s.m. za ABTS test, i 1,004-3,877 mmol TE/100g s.m.
za DPPH test.
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4.4, \ICP-OES ANALIZA VOCA

Atomski emisioni spektrometar sa induktivno kuplovano plazmom (ICP-OES) je
koriS¢en za odredivanje metalnih jona u uzorcima vocéa. Jako dobra osetljivost (ppb), Sirok
radni opseg za mnoge elemente, male hemijske interferencije, mogucnost simultane
multielementne analize ¢ine ICP-OES skoro idealnom metodom za analizu uzoraka vo¢a na

sadrzaj metalnih jona.

Analiza voc¢a na prisustvo minerala je prilicno otezano zbog komplikovane prirode
matriksa. Mineralne materije se u ispitivanom matriksu najce$¢e nalaze u veoma niskim
koncentracijama koje vrlo Cesto sadrze i organske komponente, pa pripremi uzoraka za
analizu treba obratiti posebnu paznju. U ovom radu primenjen je postupak suve digestije.
Suva digestija je jeftina, jednostavna i brza metoda digestije koja se najées¢e primenjuje za
elementarnu analizu organskih i neorganskih uzoraka. Izvodi se tako Sto se vrsi zagrevanje
uzoraka u atmosferi (stati¢na) ili u struji (dinami¢na) vazduha ili kiseonika u peéi za Zarenje
ili kvarcnim cevima na ta¢no odredenoj temperature, koja omogucava da se sva organska
jedinjenja prisutna u uzorku razore. Ovaj process prevodi veliku koli¢inu uzorka u malu

koli¢inu pepela koga sacinjavaju neorganska jedinjenja (uglavnom oksidi).

4.4.1. ICP-OES analiza kore, pulpe i semenki dunja

U cilju ispitivanja nutritivne vrednosti dunja, sa aspekta sadrzaja mineralnih materija,
sadrzaj makro 1 mikroelemenata odreden je u kori, pulpi 1 semenkama sedam uzoraka iste
sorte dunja (Leskovacka) sa razli¢itih lokacija. Priprema uzoraka izvrSena je po proceduri
prikazanoj u delu 3.3.1.2. Zatim su pri operativnim uslovima instrumenta (deo 3.3.4.)
odredeni analiticki parametri za ispitivane elemente 1 u Tabeli 4.28. prikazane su odabrane
talasne duzine za svaki element, koeficijent korelacije i granice detekcije (LOD) i
kvantifikacije (LOQ). Sadrzaj mineralnih materija (izraZzen kao mg elementa po kg uzorka)
odreden je kao srednja vrednost tri merenja i sa pripadaju¢om standardnom devijacijom
prikazan u Tabelama 4.29-4.34. U Tabeli 4.35. je dat literaturni pregled sadrzaja ispitivanih
elemenata u uzorcima dunja od strane razliCitih istrazivaa u cilju diskusije 1 poredenja

rezultata dobijenih u ovom radu.
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Tabela 4.28. Analiticki parametri metode kvantitativnog odredivanja ispitivanih elemenata:

analiticka talasna duzina (1), korelacioni koeficijent (r), limit detekcije i kvantifikacije (LOD

i LOQ) za koru, pulpu i semenke dunja

Element A LOD LOQ r

Al 396,152 0,2897 0,9657 0,99933
As 228,812 0,3412 1,1374 0,99907

B 249,773 0,2662 0,8875 0,99943
Ba 230,424 0,2264 0,7549 0,99959
Ca 317,933 0,6609 2,2030 0,99654
Cd 214,438 0,2926 0,9754 0,99932
Co 238,892 0,2663 0,8878 0,99943
Cr 283,563 0,2792 0,9308 0,99938
Cu 324,754 0,1235 0,4119 0,99987
Fe 238,204 0,1213 0,4044 0,99988
K 404,721 0,7298 2,4327 0,99915
Mg 285,213 0,3697 1,2324 0,99891
Mn 257,610 0,3122 1,0406 0,99922
Na 589,592 0,1255 0,4184 0,99987
Ni 231,604 0,2686 0,8956 0,99942

P 213,618 0,3613 1,2046 0,99979
Pb 220,353 0,1887 0,6292 0,99971
Se 203,985 0,2644 0,8816 0,99944
Sr 346,446 0,2642 0,8809 0,99944
\Y, 309,311 0,0217 0,0723 0,99999
Zn 213,856 0,5010 1,6701 0,99801

Sadrzaj makroelemenata se, na osnovu dobijenih rezultata mogu rasporediti u sledeci

opadajuéi niz K > Ca > Mg > Na za pulpu i koru dunja (Tabela 4.26), odnosno Na > K > Ca

> Mg za semenke (Tabela 4.27). Isti opadaju¢i niz sadrzaja makroelemenata u kori i pulpi

dunja odredili su i Ozcan i sar., (2012). Od ispitivanih makroelemenata u kori i pulpi dunja

najzastupljeniji je kalijum. Kalijum se prirodno nalazi u voc¢u i to u vidu kalijumove soli

tartaratne kiseline. Kalujum je najzastupljeniji unutracelijski jon, 1 veoima bitan za
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membranski transport i normalno funkcionisanje ¢elije. Preporucena dnevni unos K (Institute
of Medicine, 2004) se kre¢e od 0,4 g za odoj¢ad, 3,8 g za decu od 4-8 godina do 4,7 g za
adolescente, zene 1 muskarce, pa se tako na osnovu sadrzaja koji su odredeni u ispitivanim
uzorcima dunja preporucuje njihova upotreba u ishrani, u cilju nadoknade dela dnevnih

potreba ka ovom nutrijentu.

Za razliku od semenki dunja, najnizi sadrzaj od svih detektovanih makroelemenata u
uzorcima kore i pulpe dunja je odreden za natrijum 1 krece se od 15,69 do 24,50 mg/kg za

koru i od 14,12 do 24,46 mg/kg za pulpu dunja.

Sadrzaj svih odredivanih makroelemenata je znatno veci u semenkama u odnosu na
koru i1 pulpu dunje, odnosno veci u kori u odnosu na pulpu. Takode, u grupi odredivanih
makroelemenata u ispitivanim uzorcima pulpe, kore i semenki sedam uzoraka dunje, moze se
videti da postoji izvesna varijacija u njihovim sadrzajima u zavisnosti od lokaliteta uzorka, ali
to odstupanje ne pokazuje pravilnost prema lokaciji. Najvece varujacije u pogledu sadrzaja
pojedinih makroelemenata su uocene u sadrzaju kalcijuma. Sadrzaj makroelemenata Ca, K,

Mg, Na i P je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Rop i sar.,2006).

Tabela 4.29. Sadrzaj makroelemenata u kori i pulpi dunja sa sedam razlicitih lokaliteta

(mg/kg svezeg voca)
Uzorak De,o Ca K Mg Na P
voca
Sié Kora 179,24+0,92 1935,35+14,28 44,69+0,28 24,50+0,15 452,243,546
1CEVO
Pulpa 87,18+0,58 1725,21+12,93 47,02+0,31 16,99+0,13 292,3+1,467
Nis Kora 149,22+0,95 1742,32+15,76 53,50+0,36 18,31+0,14 545,414,764
(Vinik) Pulpa 111,46+0,73 942,14+6,28 43,94+0,38 14,48+0,11 144,1+1,005
. Kora 175,84+1,17 2121,49+18,40 55,75+0,41 22,86+0,16 464,0+3,501
KnjaZevac
Pulpa 127,21+1,04 1897,07+13,74 49,19+0,39 15,69+0,12 298,6+1,945
. Kora 227,84+1,58 2299,71+18.,49 54,09+0,37 24,41+0,19 862,3+£7,421
Matejevac
Pulpa 99,24+0,65 1522,52+11,09 39,95+0,21 17,46+0,12 226,5+1,993
K . Kora 209,62+1,34 2137,21+16,37 52,53+0,42 24,61+0,20 509,143,967
amenica
Pulpa 167,94+1,29 2065,14+17,38 48,87+0,41 21,46+0,21 239,841,753
Zaiek Kora 220,06£1,62 2394,78+18,57 60,61+0,49 15,69+0,13 623,7+5,003
ajecar
J Pulpa 118,23+1.08 1778,90+14,66 45,97+0,30 14,12+0,11 333,8+3,110
v ) Kora 115,64+0,93 1159,63+9,31 100,08+0,79 22,76+0,19 413,0+3,995
ranje
) Pulpa 49,95+0.36 530,06+3,48 42,34+0,27 16,57+0,12 271,942,046
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Tabela 4.30. Sadrzaj makroelemenata u semenkama dunja sa sedam razlicitih lokaliteta

(mg/kg svezeg voca)

Uzorak Ca K Mg Na P
Si¢evo 1983,5+13,9 | 7579,5+43,5 | 771,65+5,23 | 19,65+0,14 | 6438,7+37,6
Ni§ (Vinik) | 1653,6+11,4 | 8092,7+47,9 | 1067,31£7,94 | 13,36+0,11 | 5339,1+31,7
KnjaZzevac | 3367,9£18,2 | 7515,4£39,4 | 856,78+6,37 | 11,94+0,09 | 8625,8+49,3
Matejevac | 2612,8t14,9 | 9915,8458,9 | 573,27+4,21 | 22,46+0,17 | 6134,1+27,4
Kamenica | 1515,1+11,4 | 4149,5+35,4 | 819,39+4,92 | 16,41+0,12 1319,4+8.,4
Zajecar 2484,5+15,5 | 6391,7+41,8 | 923,07+7,01 19,02+0,13 | 5510,7+30,9
Vranje 2923,0+14,7 | 8092,7+£52,9 | 962,10+7,14 | 14,24+0,10 | 6693,3+41,2

Vaznost mikroelemenata u organizmu ¢oveka se ogleda u pravilnom funkcionisanju
enzima. Veéina enzima se sastoji iz dva dela: belencevina 1 materija koje nisu belancevine po
strukturi, koje odreduju efikasnost enzima i koje sadrze metale kao $to su gvozde, cink ili
bakar. Koncentracije ispitivanin mikroelemenata u uzorcima pulpe, kore i semenki dunja
predstavljeni su u Tabeli 4.31. i 4.32. Uporedivanjem sadrzaja esencijalnih elemenata (Cu,
Fe, Ni i Zn) u uzorcima pulpe, kore (Tabela 4.31) i semenki dunja (Tabela 4.32) moze se
videti da je najveci sadrzaj detektovan za Fe. Najveéa kolic¢ina ovog metala odredena je u
semenkama 1 krece se od 13,56 mg/kg do 88,69 mg/kg, dok se u kori kre¢e od 5,812 do 17,23
mg/kg 1 pulpi od 1,825 do 5,398 mg/kg. Gvozde je jedan od vaZznih nutrijenata u ljudskoj
ishrani. U normalnim uslovima hrana sadrzi 5 do 20 puta viSe gvozda nego Sto se apsorbuje.
Na apsorpciju gvozda iz namirnica uti¢u mnogi faktori, a pre svega zavisi od forme u kojoj se
nalazi u namirnicama. Preporuceni dnevni unos Fe (Institute of Medicine, 2001) se krece od
0,27 mg za odojc¢ad, 10 mg za decu od 4-8 godina, 11 mg za adolescente, 8 mg za muskarce i
18 mg za zene. Jedna od najvaznijih uloga gvozda u naSem organizmu jeste Sto prenosi

kiseonik do svih tkiva i organa jer je sastavni deo hemoglobin u crvenim krvnim zrncima.
Koli¢ine ostalih metala pratile su slede¢i opadaju¢i niz Cu > Zn > Ni.

Bakar je sastavni deo mnogih enzima u organizmu i moZe se rec¢i da je neophodan za
razvoj i odrzavanje krvnih sudova, koze, kostiju i zglobova. Sadrzaj bakra u uzorcima
semenki, kore i puple dunja se kre¢e od 12,06 do 24,74; 0,405-2,940; i 0,263-1,487 mg/kg.
Preporuceni dnevni unos za Cu (Institute of Medicine, 2001) se kre¢e od 0,2 mg za odojcad,

0,44 mg za decu od 4-8 godina, 0,89 mg za adolescente i do 0,90 mg za muskarce i Zene.
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Cink je sastavni deo brojnih enzima. NuZan je za deobu celija Sto znaci i za rast i
obnovu tkiva. Takode je bitan za metabolizam nukleinskih kiselina, produkciju nekih
hormona, procese transporta, pravilno funkcionisanje imunoloskog sistema i pravilan razvoj
reproduktivnog sistema. I u ovom slucaju bogat izvor cinka su semenke dunja, dok se u
znatnim koli¢inama nalazi i u pulpi i u kori dunja (0,265-5,772 mg/kg). Preporuceni dnevni
unos Zn (Institute of Medicine, 2001) se kre¢e od 2 mg za odoj¢ad, 5 mg za decu od 4-8

godina, 11 mg za adolescente, 11 mg za muskarce i 8 mg za Zene.

Neki autori smatraju i nikal mikronutrientom, iako kod ljudi nije uo¢en nedostatak
nikla. Sadrzaj nikla u svim ispitivanim uzorcima dunja krece se od 0,022 do 1,894 mg/kg, pri
¢emu je njegov sadrzaj u dunjama sa podrucja NiSa, Knjazevca, Kamenice i ZajeCara veéi u

kori, dok je u dunjama sa podruéja Sic¢eva, Matejevca i Vranja veci sadrzaj odreden u pulpi.

Za mineral bor tek se od nedavno zna da je esencijalni element za ljude i zivotinje.
Bor, koji se u organizmu nalazi u tragovima, znacajno uti¢e na jacinu kostiju. U vecoj
koli¢ini sadrze ga voce i povrce, §to su potvrdili i nasi rezultati, s obzirom da su u pulpi i kori

dunja (1,068-4,958 mg/kg) odredene koli¢ine priblizne sadrzaju bakra.

Od ostalih ispitivanih elemenata svojim sadrzajem se izdvaja 1 vanadijum.
Preporucene dnevna doza za V nije odredena (Institute of Medicine, 2001). To je

mikroelement koji pomaze da se stabilizuje nivo Secera u krvi.

Rezultati u ovom radu za sadrzaje Fe, Cu, Zn, Mn su u skladu sa rezultatima koje su
obavili Popescu i sar., (2006), kao i Tokalioglu i Gurbuz, (2010).
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Tabela 4.31. Sadrzaj mikroelemenata u kori i pulpi dunja sa sedam razlicitih lokaliteta (mg/kg svezeg vocay).

Deo

Uzorak voéa B Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni Sr \Y Zn
Kora | 4,958+0,164 | 0,419+0,077 | 0,022+0,005 | 0,036+0,006 | 2,4954+0,052 | 7,1114+0,201 | 0,491+0,018 | 0,129+0,009 | 0,500+0,061 | 0,548+0,043 | 2,811+0,051
Sicevo
Pulpa | 2,25240,113 | 0,306+0,068 | 0,038+0,006 | 0,072+0,007 | 1,487+0,044 | 5,398+0,192 | 0,153+0,010 | 0,574+0,017 | 0,570+0,057 | 1,169+0,096 | 1,762+0,034
Nig Kora | 4,137+0,157 | 0,259+0,053 | 0,014+0,003 | 0,045+0,005 | 2,325+0,049 | 8,034+0,243 | 0,278+0,014 | 0,260+0,013 | 0,422+0,036 | 0,567+0,042 | 3,411+0,039
(Vinik) Pulpa | 2,365+0,115 | 0,393+0,035 | 0,014+0,003 | 0,051+0,004 | 1,027+0,058 | 4,544+0,154 | 0,190+0,013 | 0,210+0,012 | 0,577+0,044 | 0,921+0,087 | 1,066+0,047
Kora | 4,074+0,152 | 0,822+0,068 | 0,014+0,003 | 0,064+0,005 | 1,127+0,035 | 6,585+0,178 | 0,463+0,017 | 0,282+0,014 | 0,734+0,068 | 0,997+0,079 | 3,533+0,062
KnjaZevac
Pulpa | 2,218+0,116 | 0,955+0,071 | 0,023+0,004 | 0,059+0,006 | 1,030+0,031 | 4,227+0,146 | 0,329+0,015 | 0,204+0,012 | 0,389+0,032 | 0,706+0,064 | 2,132+0,049
Kora | 4,918+0,194 | 2,491+0,096 | 0,014+0,002 | 0,056+0,004 | 2,940+0,049 | 17,23+0,653 | 0,558+0,021 | 0,771+0,056 | 0,744+0,056 | 1,199+0,147 | 5,772+0,098
Matejevac
Pulpa | 1,624+0,085 | 0,974+0,047 | 0,004+0,000 | 0,036+0,003 | 0,780+0,053 | 4,329+0,178 | 0,152+0,009 | 0,382+0,021 | 0,493+0,031 | 0,544+0,047 | 1,812+0,027
Kora | 4,074+0,158 | 0,565+0,032 | 0,046+0,005 | 0,046+0,003 | 2,590+0,114 | 5,812+0,184 | 0,553+0,033 | 0,604+0,047 | 0,734+0,077 | 1,417+0,105 | 2,717+0,045
Kamenica
Pulpa | 2,416+0,124 | 0,525+0,061 | 0,011+0,006 | 0,037+0,003 | 1,147+0,076 | 1,285+0,015 | 0,382+0,025 | 0,431+0,038 | 0,645+0,063 | 0,729+0,055 | 1,476+0,011
Kora | 3,626+0,129 | 1,195+0,078 | 0,014+0,004 | 0,096+0,008 | 2,326+0,118 | 9,317+0,546 | 0,396+0,021 | 0,425+0,031 | 0,503+0,499 | 1,156+0,098 | 4,325+0,075
Zajecar
Pulpa | 2,408+0,137 | 1,195+0,065 | 0,252+0,051 | 0,125+0,009 | 1,252+0,062 | 1,378+0,019 | 0,176+0,008 | 0,236+0,018 | 0,341+0,026 | 0,683+0,047 | 2,109+0,083
Kora | 2,485+0,142 | 0,103+0,010 | 0,005+0,000 | 0,027+0,003 | 0,405+0,016 | 12,53+0,690 | 0,220+0,014 | 0,022+0,019 | 0,095+0,076 | 0,190+0,015 | 1,424+0,075
Vranje
Pulpa | 1,068+0,078 | 0,197+0,011 | 0,002+0,00 | 0,043+0,003 | 0,263+0,049 | 2,610+0,043 | 0,128+0,008 | 0,865+0,065 | 0,213+0,011 | 0,603+0,046 | 0,265+0,084




Tabela 4.32. Sadrzaj mikroelemenata u semenkama dunja sa sedam razlicitih lokaliteta (mg/kg sveZeg voca)

Uzorak Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni Se Sr \/ Zn
Si¢evo 19,48+0,12 | 0,64340,023 | 0,186+0,011 | 12,06+0,23 | 53,86+0,53 | 15,96+0,11 | 1,436+0,037 | 0,197+0,009 | 8,864+0,212 | 10,85+0,11 | 62,87+0,43
Nis 13,75£0,10 | 0,476+0,037 | 0,246+0,014 | 22,55+0,34 | 46,41£0,41 | 17,55+0,14 | 0,166+0,009 | 0,077+0,009 | 4,083+0,118 | 10,49+0,10 | 62,88+0,41
KnjaZevac | 35,79+0,21 | 0,537+0,042 | 0,930+0,064 | 15,31+0,31 | 88,69+0,72 | 9,00+0,05 | 0,392+0,018 | 0,759+0,032 | 5,516+0,214 | 13,08+0,12 | 57,83+0,38
Matejevac | 22,53+0,17 | 0,349+0,034 | 0,156:0,012 | 23,04+0,19 | 62,11:0,49 | 13,30+0,10 | 1,227+0,058 | 0,158+0,007 | 11,10+0,453 | 14,76£0,13 |  79,70+£0,49
Kamenica | 5,471+0,069 | 0,082+0,007 | 0,448+0,018 | 12,34+0,25 | 13,56+0,11 | 10,30+0,09 | 0,366=0,019 | 0,116+0,010 | 0,843+0,056 | 13,53+0,11 | 13,43+0,11
Zajefar | 4,584+0,076 | 0,701+0,058 | 0,579+0,032 | 19,90+0,28 | 37,09+0,27 | 13,43+0,12 | 0,497+0,031 | 0,189+0,013 | 7,016+0,106 | 12,11+0,10 | 45,98+0,26
Vranje | 7,228+0,095 | 1,384+0,097 | 0,496+0,036 | 24,74+0,28 | 47,08+0,33 | 19,92+0,17 | 1,894+0,057 | 0,160+0,009 | 8,336+0,258 | 13,87+0,12 | 63,80+0,45
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Neke elemente svrstavamo u neesencijalne 1 toksicne sa Stetnim uticajem na
ekosistem i zdravlje ljudi (As, Cd, Pb). Aluminijum je element za koga se nekada smatralo da
nema nikakvu metabolicku funkciju, medutim, on se danas svrstava u grupu neesencijalnih
elemenata. Povecan sadrzaj ovog elementa kod bubreznih bolesnika moze znacajno ostetiti
skelet usled njegovog uticaja na proces formiranja kostiju, ali on nece predstavljati opasnost
ako se konzumira u preporucenim koli¢inama. Sadrzaj aluminijuma u uzorcima pulpe, kore i

semenki ispitivanih dunja krece se u interval od 1,395 mg/kg do 8,770 mg/kg.

Tabela 4.33. Sadrzaj neesencijalnih i toksicnih elemenata u kori i pulpi dunja sa sedam

razlicitih lokaliteta (mg/kg svezeg voca).

Uzorak Deo voéa Al As Pb Cd

- Kora 5,004£0,161 | 0,008£0,000 | 0,030+0,002 nd

Sicevo Pulpa 3.215+0,132 | 0,024+0,007 | 0,097+0,007 nd

o Kora 1,395+0,095 | 0,011+£0,002 | 0,0100,001 nd

Nis (Vinik) Pulpa 2.8060.102 | 0,016£0,002 | 0,0320,002 nd

. Kora 3,497+0,128 | 0,019+0,003 | 0,017+0,001 nd
KnjaZevac

Pulpa 8,770+0,354 | 0,012£0,001 | 0,030£0,002 nd

Matejevac Kora 4,848+0,193 | 0,039+0,003 | 0,013%0,001 nd

Pulpa 2,569+0,094 | 0,004+0,000 | 0,0310,003 nd

Kamenica Kora 1,639+0,057 | 0,031+£0,002 | 0,028+0,002 nd

Pulpa 2,569+0,117 | 0,031£0,002 | 0,028+0,002 nd

. Kora 5,966£0,019 | 0,027£0,002 | 0,013£0,001 nd
Zajecar

Pulpa 8,062+0,041 | 0,011£0,001 | 0,040-0,002 nd

Vranje Kora 1,639+0,095 | 0,001+£0,000 | 0,017+0,001 nd

Pulpa 7,990+0,332 | 0,004+0,000 | 0,022+0,002 nd

Teski metali kojima se hrana najceS¢e kontaminira su olovo, kadmijum 1 arsen. Propis
koji reguliSe sadrZzaj toksi¢nih metala u vec¢ini namirnica je Pravilnik o koli¢inama pesticida,
metala i metaloida i drugih otrovnih supstancija, hemioterapeutska, anabolika i drugih
supstancija koje se mogu nalaziti u namirnicama, objavljen je u Sluzbenom glasniku
Republike Srbije br. 25/2010 i 28/2011. Maksimalno dozvoljene koncentracije olova,
kadmijuma i arsena za sveze voce su: 1,0 mg/kg, 0,05 mg/kg i 0,1 mg/kg. Svetska
zdravstvena organizacija (2001) (World Health Organization, WHO) je propisala MDK za
Pb, Cd i Asu vocu 0,1-1 mg/kg, 0,05 mg/kg i 0,1 mg/kg.
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Tabela 4.34. Sadrzaj neesencijalnih i toksicnih elemenata u semenkama dunja sa sedam

razlicitih lokaliteta (mg/kg svezeg voca).

Uzorak Al As Cd Pb

Si¢evo 4,857+0,165 nd 0,057+0,007 nd
Ni§ 0,859+0,028 nd 0,017+0,003 0,113+0,010
KnjaZevac 6,750+0,192 nd 0,071+0,008 0,277+0,021
Matejevac 2,885+0,059 nd 0,032+0,010 0,236+0,024
Kamenica 2,271+0,055 nd 0,010+0,002 0,654+0,068
Zajecar 3,345+0,068 nd 0,026+0,004 0,176+0,018
Vranje 2,569+0,047 nd 0,052+0,006 0,131+0,012

U ispitivanim uzorcima kore i pulpe nije detektovan Cd, dok u uzorcima semenki nije

detektovan As. Sadrzaj olova je generalno bio visi u uzorcima semenki u odnosu na pulpu i

koru. Na osnovu donijenih podataka moze se zakljuciti da se u koncentracije arsena, olova i

kadmijuma u svim uzorcima ispod MDK propisanih doma¢om zakonskom regulativom.

Tabela 4.35.Literaturni pregled sadrzaja elemenata u dunji izrazen u mg/kg svezeg

voca
deo )
Poreklo ) Na K Ca Mg P Fe Mn Zn Cu | Literatura
voca
N 11,790- | 0,054- | nd- nd- Popescu i
Rumunija | plod / / / / /
55,023 | 1,433 | 0,237 | 1,065 | sar., 2006
Tokalioglu
Turska plod / / / / / 12,5 / / 6,46 | i Gurbuz,
2010
. 8,2- | 1079,7- | 72,7- | 42,4- | 129,5- Rop i sar.,
Ceska plod / / / /
41,1 1994,65 | 190,7 | 110,9 | 231,1 2006
Turska® pulpa | 697 | 11436 | 268 | 637 951 1,49 2,41 | 9,04 | 891 Ozcan i
urska
kora | 571 | 9983 | 1327 | 854 | 1269 9,93 1,36 | 14,34 | 25,93 | sar., 2012

“mg/kg suve mase
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4.4.2. ICP-OES analiza vinogradarskih bresaka, kore i pulpe sortnih bresaka

U cilju odredivanja mineralnog sastava bresaka uzeti su uzorci kore i pulpe Sest

razli¢itih sorti bresaka i jedne sorte nektarine, kao i pet razliCitih tipova vinogradarskih

bresaka. Ovakav izbor uzoraka je imao za cilj da se vidi postoji li razlika u sadrzaju

odredivanih elemenata u kori 1 pulpi breskve, kao 1 razlika izmedu sortnih i vinogradarskih

bresaka. Uzorci su pripremljeni prema procedure datoj u delu 3.3.1.2. Pri optimalnim

uslovima odredeni su analiticki parametri za ispitivane elemente i u Tabelama 4.39. 1 4.40.

prikazane su odabrane talasne duzine za svaki element, koeficijent korelacije i granice

detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ).

Tabela 4.39. Analiticki parametri metode kvantitativnog odredivanja ispitivanih elemenata:

analiticka talasna duzina (1), korelacioni koeficijent (r), limit detekcije i kvantifikacije (LOD

i LOQ) za koru i pulpu bresaka

Element A(nm) LOD(mg/L) | LOQ(mg/L) r
Al 308,215 0,0045 0,0150 0,9841
As 189,042 0,0026 0,0086 0,9997

B 249,773 0,2662 0,8875 0,99943
Ba 455,403 0,0001 0,0002 0,9999
Ca 393,366 0,0001 0,0004 0,9901
Cd 228,802 0,0002 0,0007 0,9999
Co 238,892 0,0011 0,0034 0,9999
Cr 283,563 0,0008 0,0026 0,9997
Cu 324,754 0,0006 0,0020 1.000
Fe 259,940 0,0006 0,0020 0,9957

K 766,490 0,0017 0,0058 0,9979
Mg 279,553 0,0001 0,0006 0,9985
Mn 257,610 0,0001 0,0003 0,9999
Na 588,995 0,0008 0,0027 1.000
Ni 231,406 0,0006 0,0021 0,9999

P 213,618 0,0040 0,0134 0,9999
Pb 220,353 0,0029 0,0097 0,9999
Se 196,090 0,0028 0,0094 0,9993
Sr 407,771 0,0001 0,0007 0,9995
\ 309,311 0,0008 0,0027 1.000
Zn 213,856 0,0001 0,0004 0,9998
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Tabela 4.40. Analiticki parametri metode kvantitativnog odredivanja ispitivanih elemenata:

analiticka talasna duzina (1), korelacioni koeficijent (r), limit detekcije i kvantifikacije (LOD

I LOQ) za plod vinogradarskih bresaka.

Element A(nm) LOD (mg/L) LOQ (mg/L) r

K 766,490 0,607 2,023 0,99990
Na 818,326 0,4047 1,3489 1,00000
Ca 393,366 0,480 1,600 0,99040
Mg 279,553 0,360 1,201 0,99894
Fe 259,940 0,0539 0,1799 0,99992
Cu 324,754 0,1326 0,4421 0,99955
Zn 202,548 0,1138 0,3794 0,99967
Mn 257,610 0,1985 0,6619 0,99900
Cr 284,325 0,0723 0,2412 0,99987
Cd 226,502 0,0826 0,2755 0,99983
Co 230,786 0,1021 0,3405 0,99973
Pb 220,353 0,2325 0,7751 0,99864
Ni 231,604 0,1138 0,3794 0,99969

Primenom optimalnih uslova metode, u ispitivanim uzorcima kore i pulpe sortnih

bresaka odreden je sadrzaj 20 elementa, dok je u uzorcima vinogradarskih bresaka odreden

sadrzaj 14 elemenata. U Tabelama od 4.41. do 4.46. je, za svaki od uzoraka, prikazana

srednja vrednost sadrzaja elemenata od tri uzastopna merenja + standardna devijacija (SD)

(mg/kg sveze mase voca). U Tabeli 4.47. je dat literaturni pregled sadrzaja ispitivanih

elemenata u uzorcima bresaka od strane drugih autora u cilju diskusije 1 poredenja rezultata

dobijenih u ovom radu.
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Tabela 4.41 . Sadrzaj makroelemenata u kori i pulpi sedam razlicitih soti bresaka (mg/kg

svezeg voca)

Uzorak Deo vocéa Ca K Mg Na P
Radmilovéanka Kora 25430+ 1,42 | 3632,6 25,0 | 122,38+ 1,14 | 168,05+ 1,21 | 408,24+3,01
Pulpa 141,26 +£ 1,53 | 4612,9 £38,0 80,55+ 0,47 98,90 0,99 | 351,63+2,51
Junsko zlato Kora 203,47 +1,95 | 3436,9+31,0 | 122,27+ 1,13 | 228,27+ 1,61 | 485,28+4,15
Pulpa 186,23 £ 1,69 | 40279+442 | 107,40+0,63 | 117,35+ 1,24 | 343,16+2,48
Blejk Kora 271,81 +£2,31 | 4034,1 £35,1 | 139,54+ 1,13 | 274,11 + 1,45 | 383,83+2,23
Pulpa 157,29 + 1,67 | 4499,1 £40,0 92,07 £ 0,38 192,27 £ 0,66 | 298,24+3,02
Hala Kora 271,88 +2,21 | 12233 +12,1 | 11592+1,01 | 201,21 1,52 | 361,77+4,00
Pulpa 145,32+ 1,61 | 1822,5+17,2 87,72+ 0,71 145,00 £ 1,57 | 303,033,14
Vesna Kora 168,09 + 1,76 | 4606,1 £51,1 | 100,17 £0,83 91,12+ 0,39 | 478,24+5,78
Pulpa 118,94 £ 1,41 | 6066,1 £53,3 94,16 £ 0,83 51,82 +£0,31 | 373,68+3,24
Adria Kora 227,67+ 1,13 | 5287,1+£44,0 | 111,84 +0,43 81,48 +0,29 | 392,79+£3,45
Pulpa 294,63 £ 0,84 | 6605,4 £49,1 94,23 +£0,71 34,00 + 0,34 368,484,01
Nektarina Kora 221,84+ 1,43 | 4410,0+352 | 80,58 +0,61 | 76,06+0,31 | 377,04+3,81
Pulpa 141,02 +0,91 | 4723,9+50,0 78,64 + 0,59 54,18+ 0,41 | 290,19+£2,53

Tabela 4.42 . Sadrzaj makroelemenata u vinogradarskim breskvama (mg/kg svezeg voca)

Uzorak K Na Ca Mg
1 87,5+ 1,35 3,84+0,23 | 17,84+0,42 | 10,86+0,30
2 155,1+1,89 | 3,09+0,48 | 1392+0,38 | 14,29+0,15
3 189,0+2,05 | 2,75+0,22 | 1299+0,52 | 13,92+0,19
4 257,2+322 | 2,59+0,17 | 20,08+0,48 | 15,70+0,28
5 1584 +1,78 | 2,85+0,15 | 16,43+0,28 | 12,97+0,22

Sadrzaj odredivanih makroelemenata (natrijum, kalijum, kalcijum i magnezijum) u

ispitivanim uzorcima kore i pulpe sortnih bresaka opada u slede¢em nizu K > Ca > Na > Mg

(Tabela 4.41). Kada se uporede srednje vrednosti sadrzaja kalijuma, dobijene po sorti breskve

moze se videti da je najviSe kalijuma odredeno u kori i pulpi sorte Adria (5287,14 1 6605,43

mg/kg), i da su za razliku od ostalih makroelemenata vece koli¢ine detektovane u pulpi

bresaka. Rezultati u ovom radu su u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Basar i sar.,

(2006) za koru i pulpu bresaka gajenih u Turskoj i gde je takode bilo vise kalijuma u pulpi u

odnosu na koru. Do sli¢nih rezultata dosli su i Manzoor i sar., (2012) za breskve gajene u

Pakistanu. SadrZaji kalcijuma (sa izuzetkom sorte Adria), natrijuma i magnezijuma su veéi u

kori u odnosu na pulpu ispitivanih sortnih bresaka.
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Natrijum 1 kalijum su dva elementa koji su odgovorna za elektrolitiCku ravnotezu u
organizmu i za kontrolu krvnog pritiska i rada srca. Koeficijent odnosa Na i K (Na/K) od 0,3
izraCunat na osnovu dnevnih unosa je 600 mg za Na i 2000 mg za K dnevno (Reports of the
Scientific Committee for Food, 1993). Za ispitivane uzorke bresaka dobijene vrednosti za
Na/K koeficijente su znacajno manje zbog velike koncentracije K u svim uzorcima (0,010-

0,164).

Za razliku od sortnih bresaka, sadrzaj makroelemenata u uzorcima ploda
vinogradarskih bresaka opada u nizu K > Ca > Mg > Na. U poredenju sa uzorcima sortnih
bresaka moze se videti da su kod vinogradarskih bresaka sadrzaji svih odredivanih
makroelemenata generalno nizi iako uzorci poti¢i sa istog geografskog podrucja, pa se

uocene razlike mogu smatrati posledicom njihovog botani¢kog porekla.

Vinogradarske breskve tipa 1/14 (uzorak 4) i 1/8 (uzorak 1) su bogate kalcijumom. Od
svih analiziranih uzoraka, tip 1/14 ima najveci sadrzaj kalijuma i magnezijuma. Koncentracije

natrijuma se krecu u intervalu od 25,96 mg/kg (uzorak 4) do 38,44 mg/kg (uzorak 1).

Koncentracije mikroelemenata date su u Tabeli 4.43. za koru u pulpu sortnih bresaka,

odnosno u Tabeli 4.44. za plod vinogradarskih bresaka.

140



Tabela 4.43. Sadrzaj mikroelemenata u kori i pulpi sedam razlicitih Soti bresaka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak Deo voéa B Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni Se Sr Vv Zn
Kora 6,508 = 0,75+ 0,004+ 0,092+ 1,055+ 9,319+ 0,665+ 0,192+ 0,002+ 0,62+ 1,307+ 0,885+

Radmilovéanka 0,147 0,024 0,000 0,005 0,04 0,183 0,07 0,056 0,000 0,021 0,081 0,04
Pulpa 4,336+ 0,337+ 0,003+ 0,079+ 0,839+ 3,567+ 0,331+ 0,173+ 0,002+ 0,521+ 1,118+ 0,77+

p 0,096 0,045 0,000 0,003 0,051 0,132 0,028 0,04 0,000 0,023 0,073 0,028

Kora 5,673+ 0,741+ 0,009+ 0,086+ 1,650+ 10,055+ 0,729+ 0,611+ 0,002+ 0,549+ 1,368+ 0,714+

Junsko zlato 0,178 0,045 0,001 0,004 0,034 0,191 0,056 0,02 0,000 0,035 0,084 0,025
PU| a 5,58+ 0,378+ 0,01+ 0,077+ 1,567+ 9,635+ 0,619+ 0,547+ 0,002+ 0,314+ 1,344+ 0,699+

Y 0,174 0,021 0,001 0,003 0,054 0,164 0,027 0,022 0,000 0,032 0,08 0,022

Kora 7,221+ 0,757+ 0,003+ 0,091+ 1,472+ 9,635+ 0,316+ 0,195+ 0,002+ 0,653+ 1,594+ 0,804+

Blejk 0,183 0,051 0,000 0,005 0,051 0,164 0,022 0,011 0,000 0,04 0,085 0,041
PU| a 4,242+ 0,495+ 0,002+ 0,081+ 0,983+ 12,772+ 0,712+ 0,153+ 0,002+ 0,349+ 1,505+ 0,711+

Y 0,135 0,022 0,000 0,003 0,039 1,15 0,034 0,01 0,000 0,019 0,082 0,023

Kora 3,966+ 1,159+ 0,003+ 0,092+ 1,158+ 7,269+ 0,362+ 0,308+ 0,002+ 0,965+ 1,18+ 0,789+

Hala 0,112 0,074 0,000 0,004 0,061 0,174 0,039 0,012 0,000 0,05 0,041 0,024
PuI a 1,456+ 0,776+ 0,001+ 0,086+ 0,846+ 10,645+ 0,79+ 0,128+ 0,002+ 0,553+ 1,162+ 0,74+

p 0,061 0,031 0,000 0,002 0,068 0,152 0,041 0,008 0,000 0,037 0,045 0,033
Kora 9,611+ 0,126+ 0,007+ 0,126+ 1,645+ 7,491+ 0,315+ 0,095+ 0,002+ 0,189+ 1,023+ 0,871+

Vesha 0,298 0,01 0,001 0,006 0,07 0,153 0,015 0,004 0,000 0,02 0,034 0,04
PuI a 5,232+ 0,09+ 0,004+ 0,111+ 0,665+ 7,491+ 0,47+ 0,068+ 0,002+ 0,181+ 1,103+ 0,705+

p 0,161 0,006 0,000 0,006 0,04 0,153 0,042 0,006 0,000 0,015 0,038 0,029
Kora 9,802+ 0,239+ 0,005+ 0,093+ 1,307+ 10,631+ 0,461+ 0,094+ 0,002+ 0,327+ 1,291+ 0,784+

Adria 0,301 0,063 0,000 0,004 0,517 0,202 0,033 0,007 0,000 0,012 0,074 0,031
PuI a 7,172+ 0,132+ 0,004+ 0,069+ 0,611+ 4,837+ 0,588+ 0,083+ 0,002+ 0,310+ 1,291+ 0,755+

p 0,162 0,011 0,000 0,003 0,039 0,128 0,024 0,003 0,000 0,019 0,074 0,047
Kora 7,62+ 0,172+ 0,012+ 0,014+ 1,181+ 3,396+ 0,513+ 0,075+ 0,002+ 0,183+ 1,015+ 0,638+

Nektarina 0,175 0,02 0,001 0,006 0,052 0,121 0,031 0,006 0,000 0,011 0,032 0,035
Pulpa 7,3+ 0,095+ 0,013+ 0,098+ 0,679+ 1,549+ 0,363+ 0,073+ 0,002+ 0,142+ 0,999+ 0,356+

p 0,164 0,003 0,001 0,003 0,041 0,068 0,033 0,005 0,000 0,01 0,028 0,02
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Tabela 4.44 . Sadrzaj mikroelemenata u plodu pet razlicitih tipova vinogradarskih bresaka

(mg/kg svezeg voca)
Uzorak Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn
1 0,45+0,01 3,55+0,18 82,65+2,13 | 517,0+4,32 | 48,90+1,13 | 23,85+0,92 | 52,05+1,02
2 0,70+0,03 6,45+0,17 82,85+£2,08 | 997,0+£5,28 | 89,90+2,05 9,75+0,78 97,00+1,17
3 0,50+0,03 3,30+0,22 88,20+1,67 | 687,0£3,05 | 63,65+1,24 8,85+0,32 67,60+0,98
4 0,60+0,02 2,75+0,13 75,20£1,35 | 636,5£2,98 | 105,15+2,68 | 16,35+0,65 | 44,45+0,73
5 0,30+0,01 6,10+£0,28 | 119,15+£0,92 | 566,0+£3,52 | 58,25+1,27 5,25+0,19 | 47,85+0,68

U Tabeli 4.43. se moze videti da je sadrzaj gvozda u kori sortnih bresaka veéi u
poredenju sa pulpom kod sorti Radmilov¢anka, Junsko zlato, Adria i Fantazija, obrnuti slucaj
je kod sorte Blejk i Hala, dok su kod sorte Vesna odredene jednake koli¢ine i u pulpi i u kori.
Sli¢éne koli¢ine gvozda su odredene i u plodu vinogradarskih bresaka i one se kre¢u u

intervalu od 5,17 mg/kg do 9,97 mg/kg.

Koli¢ine Cu u kori sortnih bresaka krec¢u se od 1,055 mg/kg do 1,650 mg/kg, u pulpi
sortnih bresaka od 0,611 do 1,567 mg/kg, dok se u plodu vinogradarskih bresaka kre¢e od
0,752 do 1,191 mg/kg.

Kada se uporedi sadrzaj cinka u kori sa sadrZzajem ovog metala u pulpi, moze se videti
da nema vecih odstupanja sa izuzetkom kod nektarine. Ista situacija je kada se uporedenje

vrsi sa vinogradarskim breskvama.

Koli¢ine gvoZda, bakra 1 cinka prate sledeci opadajuc¢i niz Fe > Cu > Zn. Rezultati u
ovom radu su u skladu sa sadrzajima koje su odredili Basar i sar., (2006) u kori i pulpi

sortnih bresaka gajenih u Turskoj, gde je takode bilo vise gvozda u odnosu na bakar i cink.

Od bitnih minerala koji se nalaze u uzorcima voca treba izdvojiti hrom, kobalt i
stroncijum. Hrom je dobro poznat po svojoj funkciji u odrZzavanju normalne koli¢ine glukoze
u krvi. Hrom takode uti¢e na metabolizam ugljenih hidrata, masti i proteina. Hrom Se tesko
apsorbuje, pa ga je potrebno unositi u veéim koli¢inama. Preporuceni dnevni unos Cr
(Institute of Medicine, 2001) se kre¢e od 0,2 pg za odojcad, 15 pg za decu od 4-8 godina, 35
ug za adolescente, 35 ng za muskarce i 25 pg za zene. Sadrzaj hroma se u uzorcima kore i
pulpe sortnih bresaka kre¢e od 0,014 do 0,126 mg/kg, odnosno od 0,068 do 0,111 mg/kag,
dok se u plodu vinogradarskih bresaka krecu od 2,75 do 6,45 mg/kg.
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Kobalt je mikroelement koji ulazi u sastav vitamina B12. Vitamin B12 ima vaznu ulogu
u sintezi proteina, normalnom rastu i odrzavanju epitela i stvaranju eritrocita. Medutim, ako
je koncentracija kobalta u organizmu povisena duzi vremenski period moze doc¢i do preterane
produkcije eritrocita, oSte¢enja sréanog misi¢a i oSteéenja tiroidne zlezde. U ispitivanim
uzorcima sadrzaj Co krece se od 0,001 do 0,070 mg/kg pri ¢emu su veci sadrzaji odredeni u

uzorcima vinogradarskih bresaka.

Stroncijum je hemijski slican kalcijumu 1 moze da utiCe na gustinu kostiju. Postoje
neka istrazivanja koja su pokazala da zene sa osteroporozom ne mogu dovoljno da apsorbuju

Sr. Najveéi sadrzaj stroncijuma ima kora i pulpa sorte Hala.

Sadrzaj toksi¢nih metala u analiziranim uzorcima bresaka je neophodno odrediti kao
jedan od parametara u cilju ispitivanja njihove zdravstvene ispravnosti. Odredeni su sadrzaji
Al, Cd, Pb i As i dobijeni rezultati prikazani u Tabelama 4.45. i 4.46.

Tabela 4.45. Sadrzaj neesencijalnih i toksic¢nih elemenata u kori i pulpi sedam razlicitih Soti

bresaka (mg/kg svezeg vocal).

Uzorak Deo voéa Al As Pb Cd
. Kora 7,422+ 0,221 | 0,051 £0,004 | 0,015+ 0,001 nd
Radmilovéanka
Pulpa 2,719 +£0,105 | 0,041 +£0,003 | 0,012 +0,001 nd
Kora 120’1813; 0,071 0,003 | 0,016+ 0,002 nd
Junsko zlato d
Pulpa 5,2224+0,173 | 0,05+0,003 0,015 + 0,001 nd
Blejk Kora 13,75+ 0,239 0,07 £ 0,002 0,026 + 0,002 nd
Pulpa 4,006 0,118 | 0,049 £+ 0,003 | 0,023 +£0,003 nd
Hala Kora 9,083 £ 0,296 | 0,068 £0,003 | 0,021 + 0,002 nd
Pulpa 7,521 +0,201 | 0,063 +0,002 | 0,020+ 0,002 nd
Vesna Kora 4,879 £0,156 | 0,036+0,002 | 0.01 0,001 nd
Pulpa 3,036+ 0,14 | 0,034+0,002 | 0,009 £+ 0,000 nd
Adria Kora 7,516 £0,198 | 0,045 +0,003 | 0,010+ 0,001 nd
Pulpa 6,479 +£0,156 | 0,037+0,002 | 0,009+ 0,001 nd
. Kora 4,788 £0,171 | 0,041 £0,002 | 0,013 £0,002 nd
Nektarina
Pulpa 2,518 +£0,089 | 0,040+0,002 | 0,010=+0,001 nd
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Tabela 4.46. Sadrzaj neesencijalnih i toksicnih elemenata u plodu pet razlicitih tipova

vinogradarskih bresaka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak Al Cd Pb
1 nd 0,10+0,02 2,00+0,10
2 nd 0,10+0,0 10,40+0,22
3 nd nd 4,75+0,13
4 nd 0,15+0,03 8,09+0,58
5 nd 0,05+0,02 2,45+0,17

U ispitivanim uzorcima sortnih bresaka Cd nije detektovan, dok u uzorcima

vinogradarskih bresaka arsen nije detektovan.

Iz Tabele 4.47. se moze uociti da je sadrzaj K kod sortnih bresaka je u skladu sa
literaturnim podacima (Mayer, 1997), dok je kod vinogradarskih za red veli¢ine manji.
Sadrzaj Na vinogradarskih bresaka je u skladu sa literaturnim (Mayer, 1997; Canningham i
sar., 2000), dok je kod sortnih nesto veéi. Sadrzaji Ca i Mg, koji su za red veli¢ine visi kod
sortnih bresaka u odnosu na vinogradarske, su u skladu sa literaturnim podacima koje su
objavili Alshammary i Al-Horayess, (2013), dok je sadrzaj vinogradarskih bresaka u skladu sa
podacima koje su objavili Mayer (1997) i Canningham i sar., (2000). U skladu sa
literaturnim su i podaci za P kod sortnih bresaka (Mayer, 1997).

Sadrzaj mikroelemenata je znaCajno veci kod sortnih bresaka. Sadrzaj Fe kod sortnih
bresaka je u skladu sa podacima koje su objavili Canningham i sar., (2000), Mayer (1997),
Sarkadi (2012), a kod vinogradarskih je u saglasnosti sa podacima koje su objavili
Alshammary i Al-Horayess, (2013). Sadrzaji ostalih mikroelemenata kod sortnih bresaka su u

skladu sa literaturnim podacima prikazanim u Tabeli 4.47.
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Tabela 4.47. Literaturni pregled sadrzaja elemenata u breskvama izrazen u mg/kg svezeg voca

Poreklo K |Na| Ca | Mg Cu Fe Mn P Ni Co Cd Pb Zn Literatura
Saudijska ;o 122|240 | e | 16 | 735-| | ;| 0025 | | 1108 i'flagzag'
Arabija 177 | 26,8 | 2254 | 209 |11,85 0,180 14,62 201%’ !
_— Elbagermi i
Libija /A A I A A N -7 2 B N O A A Y A . o sy

. 1,10- 0,008- | 0,26- | 523- | Radwan i
Egipat P e | T o015 | 047 | 873 | salama, 2006
Austratija | / |9 7 [ 99 a0 | aa | s | 4| 4| 4| 1 | 1 | oa | Canninghami
20 70 sar., 2000

Velika | 1600- | 10- | 48- | 79- | 05 | 3,8- 138-
Britanija | 2590 | 27 | 76 | 90 | 06 | 40 | !/ 20| 1 |/ / / /"] Mayer, 1997
Austrija I | 24700 Il / |o00228| / |15326 Matg(')i?far"
3} 0,18 | 4,10- | 0,22- 0,11- 0,11- .

Rumunija / / / / 023 | 451 | 029 / / 0.15 / / 0.14 Sarkadi, 2012
3} 3,49- 0,06- 0,05- 13,30- | Kalinovic i
Sroija(Bor) /T Ll agy g | T g7 | T | des | / | 7588 | sar. 2012
Rumunija ;| 7| 7 | osa | 435|270 | 1 | 085|047 | 002 |010]| 1,35 | Bordean
sar.,2011

Turska,pulpa| / | / | / | / | 508 [1253|329 | / | 166|046 | / |167| 742 | Basarisar.

Turska, kora |/ I |1 /| | 983 |4182| 476 | / |1,78|048| / | 096 | 826 2006
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4.4.3. ICP-OES analiza ploda, kore i semenki jabuka

U cilju ispitivanja nutritivne vrednosti razlicitih sorti jabuka, koje se najcesée gaje u
Srbiji, sadrzaj makro i mikroelemenata odreden je u pet crvenih i zutih sorti ploda jabuka
(Zlatni Delises, Greni Smit, Fudzi, Mucu 1 Ajdared), u kori pet crvenih sorti jabuka (Pink
Ledi, Crveni deliSes, Ajdared, Brerburn i Modi) i u semenkama sedam crvenih i zutih sorti
jabuka (Greni Smit, Gloster, Crveni delises, Pink lejdi, Modi, Ajdared i Zlatni delises).
Priprema uzoraka vrSena je postupkom suve digestije prema procedure datoj u delu 3.3.1.2. |
na kraju, sadrzaj makro i mikroelemenata odreden je i u metanolnim ekstraktima sa razli¢itim
sadrzajem HCI kore crvenih sorti jabuka, pri ¢emu je priprema uzoraka vrSena postupkom

mokre digestije.

Pri operativnim uslovima (deo 3.3.4.) odredeni su analiticki parametri za ispitivane
elemente za ispitivane elemente i u Tabeli 4.39. prikazane su odabrane talasne duzine za
svaki element, koeficijent varijacije i granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) za

uzorke kore i semenki jabuke, odnosno u Tabeli 4.40. za uzorke ploda (cele) jabuke.

U Tabelama od 4.48-4.50. prikazan je sadrzaj makroelemenata u mineralizovanim
uzorcima ploda jabuka (kora+pulpa), u uzorcima kore jabuka i u uzorcima semenki jabuka
kao srednja vrednost tri merenjat+standardna devijacija (SD). U Tabeli 4.57. je dat literaturni
pregled sadrzaja ispitivanih elemenata u uzorcima jabuka od strane drugih autora u cilju

diskusije i poredenja rezultata dobijenih u ovom radu.
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Tabela 4.48 . Sadrzaj makroelemenata u plodu jabuka (mg/kg svezeg voca)

Srednja srednja . .
Metal | Sorta vrednos tjﬂ:SD Dodato vrednos tj +SD Rikaveri (%0)
ZD 142,10 + 1,52° 50,00 192,90 + 1,32° 103
GS 132,25 + 1,38 50,00 183,05 + 1,05° 102
Na Fu 26,65 +0,42¢ 50,00 76,15 + 0,581 96
Mu 104,00 + 1,03¢ 50,00 153,17 + 0,92¢ 08
Aj 160,75 + 2,722 50,00 202,38 + 1,522 93
ZD 54,30 + 0,32¢ 50,00 100,34 + 0,78¢ 94
GS 48,30 + 0,28¢ 50,00 100,07 + 0,63° 103
Ca Fu 65,05 £ 0,52° 50,00 111,02 +0,39° 94
Mu 43,80 + 0,43° 50,00 94,59 + (0,428 101
Aj 117,80 + 0,822 50,00 163,87 + 1,932 96
ZD 68,60 £ 0,37° 50,00 122,87 +1,13° 105
GS 59,60 + 0,42¢ 50,00 111,47 +1,28¢ 102
Mg Fu 40,91 + 0,211 50,00 89,49 + 0,99¢ 98
Mu 56,50 + 0,29° 50,00 103,34 + 0,83¢ 95
Aj 96,40 + 0,382 50,00 151,67 + 1,672 106

ZD - Zlatni Delises, GS — Greni Smit, Fu — Fudzi, Mu — Mucu, Aj — Ajdared,
2 brojevi oznaceni razlic¢itim slovima (a-e) u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
viSestrukih interval (p<0,05)

Tabela 4.49. Sadrzaj makroelemenata u kori jabuka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak Ca K Mg Na P
Pink lejdi 143,23+1,41 | 1509,26+11,21 | 115,26%1,11 126,44+1,13 153,241,102
Crveni deliSes 166,41£1,042 | 1319,49+10,21 | 98,73+1,00 119,09+1,12 198,1+1,312
Ajdared 206,02+11,71 | 1862,84+10,43 | 116,69+1,10 | 121,53+1,132 | 213,2+1,501
Breburn 148,85+1,44 | 1236,02+9,01 102,96+1,12 | 129,47+1,142 | 156,8+1,152
Modi 202,14+1,81 | 1653,08+10,07 | 116,44+1,13 143,76£1,15 123,5+1,33

Tabela 4.50. Sadrzaj makroelemenata u semenkama jabuka (mg/kg svezeg vocéa)

Uzorak Ca K Mg Na P
Greni smit 1809,19+12,56 | 2749,20+21,85 | 851,49+5,83 20,40+0,25 | 3152,1+10,3
Gloster 1064,79+9,64 | 3542,73+29,53 | 1008,24+9,74 | 21,73+0,27 | 4544,9+11,5
Crveni deliSes | 1660,66+13,78 | 7256,12+58,15 | 1465,96+11,75 | 32,22+0,24 | 6783,5+£16,8
Pink lejdi 1392,36+10.05 | 9666,36+64,37 | 1242,73+10,74 | 30,14+0,31 | 7504,5+18.,4
Modi 1216,96+9.96 | 5612,72+33,09 | 1386,96+11,97 | 27,66+0,25 | 5542,5+12,7
Ajdared 2490,98+16,85 | 6011,88+42,18 | 1213,2949,16 | 37,19+0,39 | 6031,3+14,1
Zlatni deliSes | 2052,54+17,92 | 5735,45+36,99 | 1129,11+8,59 | 24,02+0,30 | 5939,1+11,8
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Sadrzaji odredivanih makroelemenata se, na osnovu dobijenih rezultata mogu
rasporediti u opadajuéi niz K > Na > Mg > Ca u plodovima jabuka, K > Ca > Na > Mg u Kkori
jabuka i K > Ca > Mg > Na u semenkama jabuka. U svim analiziranim uzorcima jabuka
najzastupljeniji element je K, i njegov sadrzaj se krece od 572,52 do 982,35 mg/kg u plodu,
od 1236,02 do 1862,85 mg/kg u kori i od 2749,20 do 9666,36 mg/kg u semenkama jabuka.

ProseCan sadrzaj kalcijuma u semenkama je za oko 9,63 puta veci od njegovog
prosecnog sadrzaja u kori, odnosno 25,80 puta ve¢i od sadrzaja u plodu. Slicna situacija je sa
sadrzajem magnezijuma. Situacija je obrnuta u pogledu sadrzaja Na. Najmanja koli¢ina je
prisutna u semenkama, dok se u kori i plodu jabuka nalaze uporedive koli¢ine. Ovi podaci su
u skladu sa literaturnim podacima. Ozcan i sar., (2012) su odredivali sadrzaj Na u kori i pulpi
Cetiri sorte jabuka, pri tome su za dve sorte jabuka detektovali nesto ve¢i sadrzaj u pulpi dok

su za preostale dve sorte odredili ve¢i sadrzaj Na u kori jabuka.

U Tabelama od 4.51. do 4.53. prikazan je sadrzaj mikroelemenata u mineralizovanim

uzorcima ploda, kore i semenki jabuka.
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Tabela 4.51. Sadrzaj mikroelemenata u plodu jabuka (mg/kg svezeg voca)

Metal Sorta srednja vrednost+SD Dodato srednja vrednost+SD Rikaveri (%)
ZD 4226+0,161° 3,00 7,113 +0,105° 98
GS 3,591 +£0,132¢ 3,00 6,703 £0,117¢ 102
Fe Fu 3,201 + 0,160¢ 3,00 6,411 £0,203¢ 105
Mu 4,140+ 0,118 3,00 6,806 = 0,192° 94
Aj 5,290 + 0,1932 3,00 8,124 + 0,2322 97
ZD 0,661+ 0,021¢ 1,00 1,635+ 0,058¢ 98
GS 0,572 + 0,023¢ 1,00 1,540 + 0,042¢ 97
Cu Fu 0,827 + 0,040° 1,00 1,858 +£ 0,053 102
Mu 0,542 + 0,052¢ 1,00 1,569 + 0,018¢ 103
Aj 1,743 £ 0,0902 1,00 2,836+ 0,0522 105
ZD 0,185 + 0,025¢ 0,20 0,392 +0,010° 103
GS 0,277 + 0,073 0,20 0,455 + 0,009° 94
Zn Fu 0,229 + 0,058¢ 0,20 0,436+ 0,015° 102
Mu 0,154 + 0,056° 0,20 0,318 + 0,019¢ 98
Aj 0,390 + 0,0772 0,20 0,572 + 0,0252 95
ZD 0,445 + 0,032¢ 0,20 0,668 + 0,012¢ 106
GS 0,523 + 0,070° 0,20 0,712 + 0,023b¢ 98
Mn Fu 0,285 + 0,025¢ 0,20 0,493 + 0,018¢ 102
Mu 0,487 £ 0,017¢ 0,20 0,710 + 0,032¢ 105
Aj 0,897 + 0,0682 0,20 1,046 + 0,0582 94
ZD 0,070 + 0,003¢ 0,10 0,162 + 0,009¢ 94
GS 0,082 + 0,002¢ 0,10 0,176 + 0,015° 95
Cr Fu 0,121 + 0,0092 0,10 0,217 + 0,0212 98
Mu 0,122 +£0,0112 0,10 0,212 + 0,0172 94
Aj 0,111+ 0,010° 0,10 0,201+ 0,019° 94
ZD 0,001 £ 0,0002 0,01 0,011 + 0,0032 102
GS 0,001 + 0,0002 0,01 0,011 + 0,0022 102
Cd Fu nd - - -
Mu nd - - -
Aj 0,001 + 0,0002 0,01 0,010 + 0,0052 98
ZD 0,141 +0,010° 0,05 0,197+ 0,012° 105
GS 0,003 =+ 0,000¢ 0,05 0,054 + 0,008° 102
Co Fu 0,001 + 0,000¢ 0,05 0,052 + 0,007¢ 102
Mu 0,004 + 0,000¢ 0,05 0,053 + 0,010° 98
Aj 0,154 + 0,0082 0,05 0,211 + 0,0382 105
ZD 0,023 £ 0,001¢ 0,05 0,071 + 0,009¢ 95
GS 0,025 £ 0,001¢ 0,05 0,073 + 0,009° 95
Pb Fu 0,033 + 0,002° 0,05 0,084 + 0,012° 102
Mu 0,012 + 0,007¢ 0,05 0,061 + 0,007¢ 97
Aj 0,079 + 0,0082 0,05 0,131 + 0,0152 103
ZD 0,052 + 0,004° 0,05 0,104 + 0,013 102
GS 0,017 + 0,003¢ 0,05 0,069 + 0,008¢ 106
Ni Fu 0,019 + 0,002¢ 0,05 0,068 + 0,008¢ 97
Mu 0,026 + 0,003¢ 0,05 0,077 + 0,007¢ 103
Aj 0,109 + 0,0102 0,05 0,162 +0,0152 102

ZD - Zlatni Delises, GS — Greni Smit, Fu — Fudzi, Mu — Mucu, Aj — Ajdared,
2 brojevi oznaceni razli¢itim slovima (a-€) u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
viSestrukih interval (p<0,05)
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Tabela 4.52. Sadrzaj mikroelemenata u kori jabuka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak B Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni Se Sr V Zn
Pink Ieidi 2,597+ 0,146+ 0,002+ 0,059+ 0,509+ 5,962+ 0,815+ 1,264+ 0,009+ 0,282+ 1,183+ 0,412+
] 0,081 0,013 0,000 0,002 0,010 0,131 0,012 0,013 0,000 0,015 0,052 0,021
Crveni 2,185+ 1,075+ 0,007+ 0,055+ 0,498+ 6,03+ 2,329+ 1,190+ 0,005+ 0,531+ 1,075+ 0,385+
delises 0,073 0,059 0,000 0,002 0,009 0,141 0,02 0,011 0,000 0,019 0,043 0,022
Aidared 4,081+ 1,103+ 0,006+ 0,053+ 0,625+ 6,839+ 2,709+ 1,215+ 0,005+ 0,638+ 1,193+ 0,424+
J 0,102 0,062 0,000 0,003 0,011 0,104 0,023 0,0113 0,000 0,011 0,053 0,019
Breburn 4,049+ 0,186+ 0,006+ 0,052+ 0,548+ 7,363+ 0,747+ 1,294+ 0,005+ 0,213+ 1,112+ 0,349+
0,101 0,015 0,000 0,002 0,013 0,152 0,011 0,011 0,000 0,01 0,033 0,026
Modi 4,749+ 0,191+ 0,004+ 0,059+ 0,512+ 6,794+ 1,461+ 1,437+ 0,007+ 0,254+ 1,191+ 0,398+
0,133 0,021 0,000 0,003 0,011 0,133 0,018 0,011 0,000 0,012 0,065 0,021




Tabela 4.53 . Sadrzaj mikroelemenata u semenkama jabuka (mg/kg svezeg voca)
Uzorak Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni Se Sr \% Zn
C;;elrt“ 2,821+0,052 | 0,155+0,013 | 0,536+0,012 | 6,977+0,142 | 17,83+0,16 | 17,41+0,14 | 0,197+0,016 | 0,385+0,011 | 3,018+0,067 | 7,099+0,155 | 12,46+0,98
Gloster | 3,983+0,067 | 0,401+0,019 | 1,112+0,062 | 8,758+0,153 | 27,38+0,23 | 27,02+0,23 | 0,342+0,027 | 0,625+0,034 | 5,524+0,076 | 10,31+0,17 | 21,78+0,95
Crveni
delizes 3,796+0,064 | 0,232+0,017 | 1,541+£0,052 | 16,15+0,41 | 44,16+0,39 | 31,78+0,28 | 0,396+0,015 | 0,380+0,021 | 4,609+0,053 | 9,895+0,164 | 20,17+1,02
I;)eljr(]jlf 6,382+0,146 | 0,178+0,014 | 0,756+0,023 | 14,43+0,33 | 45,36+0,41 | 22,47+0,18 | 0,516+0,029 | 0,253+0,011 | 8,720+0,086 | 9,387+0,179 | 37,13+1,04
Modi 2,832+0,074 | 0,125+0,011 | 0,818+00,25 | 12,06+0,31 | 31,54+0,27 | 26,94+0,22 | 0,108+0.009 | 0,254+0,009 | 2,736+0,054 | 9,249+0,193 | 13,68+0,74
Ajdared 31,32+0,42 | 0,360+0,019 | 1,973+0,063 | 14,87+0,34 | 49,41+0,42 | 21,61+0,19 | 0,501+0,034 | 0,589+0,023 | 14,99+0,11 | 9,685+0,201 | 32,71+0,82
Zlatni 5,745+0,133 | 0,189+0,012 | 1,324+0,048 | 14,29+0,35 | 31,57+0,28 | 18,23+0,17 | 0,158+0,011 | 0,340+0,019 | 9,901+0,09 | 9,504+0,164 | 23,08+1,25

deliSes




Branka Stojanovi¢ Doktorska disertacija

U uzorcima ploda jabuka esencijalni elemenati u pogledu zastupljenosti slede niz Fe,
Cu, Mn, Zn, u uzorcima kore jabuka Fe, Mn, Cu, Zn, dok u semenkama jabuka redosled je
Fe, Mn, Zn, Cu. Dakle, iz grupe mikroelemenata najveci sadrzaj u svim ispitivanim uzorcima
detektovan je za gvozde i krece se od 3,201 mg/kg do 5,290 mg/kg u plodu jabuka, od 5,962
do 7,363 mg/kg u kori jabuka i od 17,830 do 49,410 mg/kg u semenkama jabuka.

Dok se sadrzaji Fe, Cu i Mn u plodu i kori u odnosu na sadrzaj u semenkama razlikuju
za jedan red veli¢ine, razlike u sadrzaju Zn su znatno vece i iznose oko dva reda veliCine.
Obic¢no se kao prirodni izvori Zn navode psSeni¢ne klice, pivski kvasac i semenke bundeve, s
pravom mozemo ovoj grupi namirnica pridruziti i semenke jabuka i dunja (Tabela 4.32. i
4.53.). Cink je obi¢no deficitaran kod pusaca jer ga kadmijum iz duvanskog dima unistava.
Lisc¢e duvana sadrzi zna¢ajne koli¢ine kadmijuma koji se akumulira u telu kada osoba pusi ili
zvaée duvan. Tada kadmijum moze zameniti dvovalentne metale kao Sto su cink, bakar i

mangan iz superoksid dismutaze (SOD), koja je mocan antioksidant (Dubick i Keen, 1991).

Semenke jabuka su bogat izvor selena. Njegova koncentracija se kre¢e od 0,254 do
0,625 mg/kg. Selen je veoma vazan mikroelement. Vazan je za enzimsku aktivnost jetre a
takode dopunjuje delovanje vitamina E. Cink i selen su antioksidansi, a da bi se na najbolji
nacin iskoristili u metaboli€¢kim procesima, nuzno je osigurati dovoljan unos tecnosti,

narocito vode.

U Tabelama od 4.54-4.56. prikazan je sadrzaj neesencijalnih i toksi¢nih metala u

ispitivanim uzorcima ploda, kore i semenkama jabuka.
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Tabela 4.54. Sadrzaj neesencijalnih i toksi¢nih elemenata u plodu jabuka (mg/kg svezeg

voca)
Metal | Sorta Srednja Dodato srednja Rikaveri (%0)
vrednost=SD vrednost+=SD
ZD ND - - -
GS ND - - -
Al Fu ND - - -
Mu ND - - -
Aj ND - - -
ZD ND - -
GS ND ) - -
As Fu ND ) - -
Mu ND ) - -
Aj ND i - -
ZD 0,001 + 0,0002 0,01 0,011 +£0,0032 102
GS 0,001 + 0,0002 0,01 0,011 +£0,0022 102
Cd Fu ND - - -
Mu ND - - -
Aj 0,001 + 0,0002 0,01 0,010 +0,0052 98
ZD 0,023 £0,001°¢ 0,05 0,071 £+ 0,009°¢ 95
GS 0,025 +£0,001°¢ 0,05 0,073 £ 0,009¢ 95
Pb Fu 0,033 + 0,002° 0,05 0,084 + 0,012° 102
Mu 0,012 + 0,007¢ 0,05 0,061 + 0,007¢ 97
Aj 0,079 £ 0,008? 0,05 0,131 +0,015% 103

ZD — Zlatni Deliges, GS — Greni Smit, Fu — Fudzi, Mu — Mucu, Aj — Ajdared,
2 brojevi oznaceni razli¢itim slovima (a-e) u koloni se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-
ov test viSestrukih interval (p<0.05)

Tabela 4.55. Sadrzaj neesencijalnih i toksicnih elemenata u kori jabuka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak Al As Cd Pb
Pink lejdi 3,236+0,099 0,020+ 0,001 nd 0,016+0,002
Crveni deliSes 3,081+0,132 0,025+0,002 nd 0,016+0,001
Ajdared 3,586+0,153 0,022+0,001 nd 0,020+0,003
Breburn 4,666+0,161 0,024+0,002 nd 0,021+0,002
Modi 3,958+0,181 0,019+0,001 nd 0,022+0,003
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Tabela 4.56. Sadrzaj neesencijalnih i toksicnih elemenata u semenkama jabuka (mg/kg

svezeg voca)

Uzorak Al As Cd Pb
Greni smit 3,967+0,065 nd 0,009+0,000 nd
Gloster 4,357+0,093 nd 0,008+0,000 nd
Crveni deliSes 12,98+0,39 nd 0,016+0,001 0,124+0,002
Pink lejdi 3,825+0,058 nd 0,011+0,000 0,107+0,001
Modi 3,478+0,047 nd 0,012+0,000 0,067
Ajdared 12,37+0,32 nd 0,014+0,001 nd
Zlatni deliSes 6,66+0,11 nd 0,007+0,000 0,295+0,002

Iz Tabela 4.54-4.56. se moze videti da nema bitne razlike u sadrzaju aluminijuma u
kori i semenkama jabuka, u uzorcima ploda i semenki jabuka nije detektovan As, dok u
uzorcima kore i u nekim uzorcima ploda jabuka nije detektovan Cd. Koncentracije
kadmijuma, arsena i olova, u uzorcima u kojima su ovi metali detektovani, su u intervalu
0,001-0,016 mg/kg, 0,019-0,025 mg/kg i 0,016-0,295 mg/kg. Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da su koncentracije kadmijuma, arsena i olova u svim uzorcima ispod

MDK propisanih domac¢om i evropskom zakonskom regulativom.
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Tabela 4.57. Literaturni pregled sadrzaja elemenata u jabukama izrazen u mg/kg svezeg voca

Poreklo ja(lj)euoke Na K Ca Mg Fe Mn Cu Ni Mo | Al | Cr | Sr Cd Zn Literatura
- 2.8 | 8225 | 17,5 378 | 0.2 nd- | 01- | 0,1- 0,6- .
Rumunija plod 89,2 16085 87.4 / 80,0 0.6 0,3-0,7 / / 07 | 09 | 050 / 26 Nour i sar., 2010
Srbija 1,65- 0,52- 2,67- | Kalinovié i sar.,
(Bor) plod / / / / I lagas| 1 Jme | T ] I ] 9382 2012
.. 13,87- | 0,21- | 0,098- 0,33- Popescu i sar.,
Rumunija plod / / / / 4841 | 037 135 / / / / / / 123 2006.
ureka plod / / / / 15,6 / 1,33 / Il / / / Tokalioglu
semenke 16,3 1,78 Gurbuz, 2010
Nigeria plod / / / / 2,0 / 0,6 / Il / / / Okoye, 2001
115- 210- 1,4- ] 0,5
Cile kora | 70-130 | q3g5 | 98179 | Jgp | 8499 | 54 | 0815 1,3 | Henriquezisar.,
824- 0,3 0,1- 2010
plod | 11-94 | 00 | 4170 | 76100 | 2133 | 7 | 0306 0
Liban / / / / 37 | og2 | 12 | 1 o3| /| 4 | 4 | 1 | oar | Khowamisar,
Nematka | plod | 2040 | / | 40110 | 30-90 | 3-9 / / Pl | | [ oan | Scherz]senser
Rumunija | plod | 3715 | 1560 | 11 | 280 | 0475 | 095 | 17 | / | / |/ | 1 | / |0005| nd | "eeedushindrui
- 346- | 18751- | 615 | 87,2~ | 629- | 186 -
Rumunija plod 838 49525 | 2685 | 2369 | 1068 | 287 / / / / / / / / Delian i sar., 2011
Loracl plod 60 819 | 426 | 502 | 0943 | 0307 | 0241 | / Il / /| 0139 | Gorinstein i sar.,
kora 48 1070 | 915 | 126 | 2,87 | 0715 | 0471 | / RN / /| 0402 2001
Nigerija | kora | 43858 | 6226 | 8251 | 6,162 | 37,330 | 1 / Pl | | 13as | AleRDIolsan,
Brazil | semenke / 5000 | 1800 | 1200 | 36,93 | 13,65 | 19,95 | / /A / / | 3670 | Cruzisar. 2013
Turska® plod 39,90 | 960,98 / 14,79 / / 019 | 042 | / | / |024| 1 | 016 | 425 Hamuzrgi‘g' sar.,

*suve mase
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Fenolni profil, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida kao 1 antioksidativna aktivnost kore
crvenih sorti jabuka, videli smo u delu 4.1.1.3. i 4.1.3.3. da je odreden u metanolnim
ekstraktima sa razli¢itim sadrzajem hlorovodonicne kiseline. Medutim, u metanolnim
ekstraktima, osim fenolnih jedinjenja mogu se naci i metalni joni u koli¢ini koja je odredena
njihovim ekstrakcionim koeficijentima. Utvrdeno je da ekstrakcioni koeficijenti najvise
zavise od vrste rastvaracCa i prirode matriksa. Oslobadanje metala u ekstraktu zavisi od jacine
veze kojom je on vezan za organski matriks kao i od rastvorljivosti datog metala u

ekstragensu, a sve ovo jako zavisi od vrste voca i koncentracije samog metala u njemu.

U cilju odredivanja ekstrakcionih koeficijenata minerala i uticaja sadrzaja HCI na

njihovu vrednost, odreden je sadrzaj makro i mikroelemenata u metanolnim ekstraktima sa

0%, 0,1%, 1,0% i 2,0% HCI kora crvenih sorti jabuka.

Analiti¢ki parametri metoda su prikazani u Tabeli 4.39.

Tabela 4.59. Sadrzaj makroelemenata u metanolnim ekstraktima kora jabuka (mg/kg svezeg

voca)
Uzorak Ca K Mg Na P
E10 9,981+0,109 34,948+0,311 2,758+0,078 5,619+0,133 6,516+0,099
E10,1 10,350+0,113 132,382+1,103 11,419+0,148 5,752+0,073 | 16,261+0,239
El1l 10,725+0,110 135,866+0,384 11,564+0,244 5,644+0,114 | 16,722+0,196
E12 10,767+0,143 143,388+0,939 11,457+0,278 6,161+£0,072 | 24,640+0,377
E20 8,735+0,105 83,047+0,538 6,360+0,125 4,866+0,127 5,974+0,141
E20,1 8,753%0,158 92,134+0,702 8,140+0,138 5,377+0,097 6,329+0,090
E21 8,829+0,103 92,916+0,765 8,080+0,160 5,736+0,032 10,22+0,194
E22 8,868+0,126 95,847+0,502 8,227+0,122 6,095+0,135 | 10,963+0,182
E30 9,478+0,131 26,344+0,379 1,625+0,042 4,067+£0,165 5,906+0,014
E30,1 9,550+0,197 32,14+0,317 2,105+0,059 4,315+0,023 | 14,028+0,017
E31 9,652+0,209 52,624+0,464 2,192+0,020 4,253+0,020 | 14,050+0,040
E32 9,660+0,186 54,058+0,532 2,376+0,014 4,314+0,022 | 15,260+0,064
E40 9,871+0,119 100,416+0,722 3,021+0,096 6,284+0,014 5,362+0,012
E40,1 9,961+0,167 102,241+1,881 3,439+0,106 6,072+0,063 8,341+0,030
E41 10,345+0,169 118,618+1,525 6,424+0,110 6,993+0,029 9,833+0,048
E42 10,273+0,086 139,553+2,131 8,550+0,213 6,963+0,030 | 10,464+0,174
E50 9,252+0,106 21,736+0,324 1,767+0,021 5,246+0,024 | 10,151+0,049
E50,1 9,265+0,122 38,692+0,471 2,157+0,041 6,162+0,027 | 10,837+0,051
E51 9,675+0,126 46,165+0,283 3,35340,044 6,153+0,038 | 10,738+0,091
E52 9,746+0,033 43,769+0,407 3,908+0,057 6,276+0,023 | 11,444+0,050

E1-Ajdared, E2-Pink lejdi, E3-Crveni delises, E4-Modi, E5-Breburn
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U Tabeli 4.59. prikazan je sadrzaj makroelemenata (kalijuma, kalcijuma,
magnezijuma i natrijuma) u metanolnim ekstraktima kore jabuka, dok su u Tabeli 4.60 dati

odgovarajuci ekstrakcioni koeficijenti.

Tabela 4.60 . Ekstrakcioni koeficijenti (%) makroelemenata metanolom sa razlicitim
sadrzajem HCI

Uzorak Ca K Mg Na P
E10 4,845 1,876 2,364 4,624 3,056
E10,1 5,024 7,106 9,786 4,733 7,627
El1 5,206 7,293 9,910 4,644 7,843
E12 5,226 7,697 9,818 5,070 11,557
E20 6,099 5,502 5,518 3,848 3,899
E20,1 6,111 6,105 7,062 4,253 4,131
E21 6,164 6,156 7,010 4,537 6,671
E22 6,191 6,351 7,138 4,820 7,156
E30 5,696 1,997 1,646 3,415 2,981
E30,1 5,739 2,436 2,132 3,623 7,081
E31 5,800 3,988 2,220 3,571 7,092
E32 5,805 4,097 2,407 3,622 7,703
E40 4,883 6,074 2,594 4,371 4,342
E40,1 4,928 6,185 2,953 4,224 6,754
E41 5,118 7,176 5,617 4,864 7,962
E4 2 5,082 8,442 7,343 4,843 8,473
E50 6,216 1,759 1,716 4,052 6,474
E50,1 6,224 3,130 2,095 4,759 6,911
E51 6,500 3,735 3,257 4,752 6,848
E52 6,548 3,541 3,796 4,847 7,298

E1-Ajdared, E2-Pink lejdi, E3-Crveni delises, E4-Modi, E5-Breburn

Iz Tabele 4.60. se moze uociti da su ekstrakcioni koeficijenti makroelemenata
ujednaceni i iznose za Ca 4,84-6,55%, za K 1,87-8,44%, za Mg 1,716-9,91%, za Na 3,57-
5,07% i za P 2,98-11,55%. Takode se moze uociti kod svih uzoraka porast ekstrakcionog
koeficijenta sa svakim pojedinacnim porastom procenta HCI, odnosno ekstrakcija je
efikasnija sa porastom udela kiseline u ekstragensu. Svi makroelementi su slabo ekstraktibilni

metali, stepen ekstrakcije je manji od 20% (Szymczycha-Madeja i sar.,2012).

U Tabeli 4.61. prikazan je sadrzaj mikroelemenata u metanolnim ekstraktima kore
jabuka, dok su u Tabeli 4.62. dati odgovarajuci ekstrakcioni koeficijenti. Najveci stepen

ekstrakcije dobijen je za stroncijum (6,583-17,371%), a najmanji za nikal (0,001-0,008%).
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Tabela 4.61. Sadrzaj mikroelemenata u metanolnim ekstraktima kora jabuka (mg/kg svezeg voca)

Uzorak B Cu Fe Mn Ni Sr \Y Zn Al
E10 0,002+0,000 0,008+0,000 0,158+0,174 0,084+0,048 0,004+0,000 0,043+0,000 0,031+0,002 0,008+0,000 0,005+0,000
E10,1 0,002+0,000 0,009+0,000 0,263+0,166 0,188+0,011 0,002+0,000 0,042+0,001 0,035+0,002 0,008+0,000 0,005+0,000
E11 0,003+0,000 0,009+0,000 0,399+0,004 0,203+0,01 0,001+0,000 0,044+0,001 0,036+0,002 0,009+0,000 0,005+0,000
E12 0,003+0,000 0,009+0,000 0,396:+0,003 0,218+0,011 0,010+0,000 0,046+0,002 0,036+0,002 0,009+0,000 0,005+0,000
E20 0,002+0,000 0,007+0,000 0,285+0,005 0,024+0,002 0,008+0,000 0,038+0,001 0,028+0,002 0,007+0,000 0,004+0,000
E20,1 0,002+0,000 0,007+0,000 0,289+0,010 0,044+0,003 0,008+0,000 0,039+0,002 0,029+0,003 0,007+0,000 0,004+0,000
E21 0,002+0,000 0,007+0,000 0,414+0,009 0,073+0,002 0,009+0,000 0,043+0,002 0,029+0,002 0,008+0,000 0,005+0,000
E22 0,002+0,000 0,007+0,000 0,438+0,007 0,073+0,001 0,007+0,000 0,042+0,002 0,032+0,003 0,008+0,000 0,005+0,000
E30 0,002+0,000 0,006+0,000 0,319+0,008 0,016+0,001 0,007+0,000 0,041+0,004 0,043+0,004 0,007+0,000 0,004+0,000
E30,1 0,002+0,000 0,007+0,000 0,354+0,010 0,117+0,01 0,008+0,000 0,042+0,003 0,046+0,003 0,007+0,000 0,004+0,000
E31 0,002+0,000 0,007+0,000 0,386+0,010 0,116+0,01 0,008+0,000 0,044+0,004 0,047+0,003 0,007+0,000 0,004+0,000
E32 0,002+0,000 0,007+0,000 0,391+0,008 0,12+0,003 0,007+0,000 0,045+0,002 0,042+0,002 0,007+0,000 0,004+0,000
E40 0,002+0,000 0,007+0,000 0,336+0,009 0,081+0,002 0,007+0,000 0,035+0,003 0,037+0,002 0,007+0,000 0,005+0,000
E40,1 0,003+0,000 0,007+0,000 0,256+0,191 0,118+0,001 0,007+0,000 0,037+0,002 0,038+0,003 0,007+0,000 0,006+0,000
E41 0,003+0,000 0,008+0,000 0,387+0,003 0,123+0,002 0,006+0,000 0,038+0,003 0,04+0,003 0,007+0,000 0,006+0,000
E42 0,003+0,000 0,008+0,000 0,372+0,003 0,125+0,003 0,007+0,000 0,04+0,001 0,038+0,002 0,007+0,000 0,006+0,000
E50 0,002+0,000 0,008+0,000 0,395+0,003 0,069+0,002 0,005+0,000 0,033+0,001 0,044+0,004 0,007+0,000 0,006+0,000
E50,1 0,002+0,000 0,008+0,000 0,379+0,032 0,079+0,003 0,005+0,000 0,034+0,003 0,048+0,004 0,007+0,000 0,006+0,000
E51 0,002+0,000 0,009+0,000 0,405+0,003 0,010+0,002 0,006+0,000 0,037+0,002 0,046+0,004 0,007+0,000 0,006+0,000
E52 0,002,000 0,008+0,000 0,486+0,003 0,011+0,001 0,005+0,000 0,036+0,003 0,047+0,003 0,007+0,000 0,006+0,000

E1- Ajdared, E2-Pink lejdi, E3-Crveni delises, E4-Modi, E5-Breburn




Tabela 4.62. Ekstrakcioni koeficijenti (%) mikroelemenata metanolom sa razlicitim sadrzajem HC |

Uzorak B Cu Fe Mn Ni Sr \% Zn Al
E10 0,049 1,280 2,310 3,101 0,003 6,740 2,598 1,887 0,139
E101 0,049 1,440 3,846 6,940 0,002 6,583 2,934 1,887 0,139
E11 0,074 1,440 5,834 7,494 0,001 6,897 3,018 2,123 0,139
E12 0,074 1,440 5,790 8,047 0,008 7,210 3,018 2,123 0,139
E20 0,077 1,375 4,780 2,945 0,006 13,475 2,367 1,699 0,123
E20,1 0,077 1,375 4,847 5,399 0,006 13,830 2,451 1,699 0,123
E21 0,077 1,375 6,944 8,957 0,007 15,248 2,451 1,942 0,154
E2?2 0,077 1,375 7,347 8,957 0,006 14,894 2,705 1,942 0,154
E30 0,092 1,205 5,290 0,687 0,006 7,721 4,000 1,818 0,129
E30,1 0,092 1,406 5,871 5,024 0,007 7,910 4,279 1,818 0,129
E31 0,092 1,406 6,401 4,981 0,007 8,286 4,372 1,818 0,129
E32 0,092 1,406 6,484 5,152 0,006 8,475 3,907 1,818 0,129
E40 0,042 1,367 4,946 5,544 0,005 13,780 3,107 1,759 0,126
E40,1 0,063 1,367 3,768 8,077 0,005 14,567 3,191 1,759 0,151
E41 0,063 1,563 5,696 8,419 0,004 14,961 3,359 1,759 0,151
E42 0,063 1,563 5,475 8,556 0,005 15,748 3,191 1,759 0,151
E50 0,049 1,460 5,365 9,237 0,004 15,493 3,957 2,006 0,128
E50,1 0,049 1,460 5,147 10,576 0,004 15,962 4,317 2,006 0,128
E51 0,049 1,642 5,500 1,339 0,005 17,371 4,137 2,006 0,128
E5 2 0,049 1,460 6,601 1,473 0,004 16,901 4,227 2,006 0,128

E1l-Ajdared, E2-Pink lejdi, E3-Crveni delises, E4-Modi, E5-Breburn
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4.5. UPOREDNA, KORELACIONA | PCA ANALIZA DOBIJENIH
REZULTATA

4.5.1. Uporedni pregled sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida

Ispitivanih vrsta voca

U Tabeli 4.63. je dat prosecan sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i njihovog odnosa
(TF/TP) ispitivanih vrsta voca radi diskusije i poredenja rezultata dobijenih za dunje, breskve

I jabuke.

Tabela 4.63. Prosecan sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) i njihov odnos (TP/TF)

u uzorcima dunja, bresaka i jabuka izrazen u mg/kg svezeg voca

Uzorak TP TF TPITF

Dunje, kora 1657,9 521,7 0,31

Dunje, pulpa 1110,5 3214 0,29

Sortne breskve, kora 868,0 4348 0,50
Sortne breskve, pulpa 515,5 247,3 0,48
Vinogradarske breskve, plod 2623,6 1797,2 0,68
Jabuke, plod 1460,6 698,7 0,48
Jabuke, kora 2654,5 1384,0 0,52

Iz Tabele 4.63. se vidi da su vinogradarske breskve, medu ispitivanim uzorcima,
najbogatiji izvor kako ukupnih polifenolnih jedinjenja, tako i ukupnih flavonoida. Takode,
najveca zastupljenost flavonoida (0,68) u odnosu na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja
uoCena je kod vinogradarskih bresaka. Kora kod svih vrsta voca je znacajno bogatija
polifenolima od pulpe, te se namece Cinjenica da je bolje da se plod vo¢a konzumira ceo 1
izbegava ljustenje. Ako se razlike razmatraju na nivou sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i
ukupnih flavonoida u kori voca, kora jabuke sadrzi najve¢u koncentraciju polifenola. Takode,
kora jabuka sadrzi najveci i procenat flavonoida (52%). 1z Tabele 4.63. se moze videti da

pulpa dunje sadrzi dva puta vecu koli¢inu ukupnih fenola u odnosu na pulpu bresaka.
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4.5.2. Uporedni pregled sadriaja hidroksicimetnih kiselina i flavonola

ispitivanih vrsta voca
U Tabeli 4.64. je dat proseCan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola, kao i
njihovih ukupnih sadrzaja u kori i pulpi, radi diskusije i poredenja rezultata dobijenih za

dunje, breskve i jabuke.

Tabela 4.64. Pregled HPLC analize ispitivanih ekstrakata

Dunja Breskva Jabuka
Hidroksicimetna kiselina (mg/kg)
pulpa kora pulpa kora kora
3-O-kafeoilhinska kiselina 108,86 | 264,60 | 24,86 45,13 nd
4-O-p-kumaroilhinska kiselina 5,28 13,94 nd nd nd
4-O-kafeoilhinska kiselina 22,88 | 48,19 nd nd nd
5-O-kafeoilhinska kiselina 157,21 | 367,63 | 38,68 | 150,38 | 31,62
p-kumaroilhinska kiselinad,derivat | 12,12 | 44,25 nd nd nd
3,5-dikafeoilhinska kiselina 67,79 | 139,59 nd nd nd
p-kumarna kiselina nd nd 1,16 2,70 3,10
ferulna kiselina nd nd nd nd 6,25
Zhidroksicimetnih kiselina 374,14 | 878,20 64,70 198,21 40,97
Flavonoli (mg/kg)
kvercetin-3-galaktozid nd 44,57 nd nd 42,26
kvercetin-3-rutinozid 5,09 | 175,87 nd 13,99 nd
kvercetin-3-glukozid nd 45,94 nd 8,89 10,27
kvercetin-3-ksilozid nd nd nd nd 16,32
kvercetin-3-arabinozid nd nd nd nd 20,45
kvercetin-3-ramnozid nd nd nd 3,48 22,18
kvercetin nd nd nd nd 47,73
kemferol-3-glukozid nd 24,77 nd nd nd
kemferol-3-glukozid nd 14,19 nd 8,72 nd
sflavonola 5,09 | 305,34 / 35,08 | 159,21
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U ekstraktima kore 1 pulpe dunja identifikovano je Sest hidroksicimetnih kiselina 1 to
derivati kafeoil i kumaroilhinske kiseline, kora i pulpa sortnih bresaka sadrze derivate
kafeoilhinske kiseline (hlorogensku i neohlorogrnsku kiselinu) i p-kumarnu kiselinu, dok
kora jabuka sadrzi hlorogensku, p-kumarnu i ferulnu kiselinu. S obzirom da sadrzaj ukupnih
hidroksicimetnih kiselina opada u nizu: kora dunja > pulpa dunja > kora bresaka > pulpa
bresaka > kora jabuka, mozemo zakljuciti da je dunja bogat izvor hidroksicimetnih kiselina
(52,97% od ukupnih fenola kore i 33,69% od ukupnih fenola pulpe dunja). Najzastupljenija
hidroksicimetna kiselina u svim ekstraktima je hlorogenska kiselina.

S obzirom da svrtlost stimuliSe biosintezu flavonola, to se oni akumuliraju u kori
voca. Kora jabuka sadrzi samo kvercetin glikozide, dok kora dunja i bresaka pored kvercetin
glikozida sadrze i glikozide kemferola. Sadrzaj ukupnih flavonola opada u nizu: kora dunja>
kora jabuka> kora bresaka. Od glikozida u kori dunja i bresaka je najzastupljeniji kvercetin-
3-rutinozid (57,60% i 39,88% u odnosu na ukupne flavonole), dok je u kori jabuka
najzastupljeniji kvercetin-3-galaktozid (26,54%).

4.5.3. Uporedni pregled antioksidativnih aktivnosti ispitivanih vrsta vocéa

U Tabeli 4.65. je data proseCana vrednost antioksidativnih aktivnosti ispitivanih
ekstrakata dobijenih DPPH, ABTS, FRAP i RP metodama radi diskusije i poredenja rezultata

za dunje, breskve i jabuke.

DPPH, ABTS, FRAP i RP su veoma c¢esto upotrebljavane metode za in vitro
odredivanje antioksidativnog kapaciteta. Kada se antioksidant nade u kompleksnom
okruZenju on reaguje u zavisnosti od svoje hemijske prirode, $to kao rezultat ima drugacije
brojne vrednosti rezultata za svaku od navedenih metoda. Od svih ispitivanih uzoraka, kora
dunja je pokazala najve¢u ABTS, FRAP i RP antioksidativnu aktivnost, dok je kora jabuka
pokazala najve¢u DPPH antioksidativnu aktivnost, pa odredivanje antioksidativne aktivnosti
samo jednom metodom ne bi dalo pravu sliku antioksidativnog kapaciteta ispitivanih

ekstrakata. Generalno svi ispitivani ekstrakti imaju visoku antioksidativnu aktivnost.
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Tabela 4.65. Prosecana vrednost antioksidativnih aktivnosti ispitivanih ekstrakata dunja,

bresaka i jabuka

Uzorak Deo DPPH mmol | ABTS mmol | FRAP mmol RP mg
voéa TE/kg s.m TE/kg s.m Fe/kg s.m GAE/kg s.m
Kora 3,18 7,01 7,89 625,9
Dunje
Pulpa 2,68 5,83 5,72 389,0
Kora 2,52 4,55 5,58 280,3
Breskve
Pulpa 1,92 3,39 4,68 163,4
Kora 3,55 5,90 1,69 1411,2
Jabuke
Plod 2,51 3,46 6,84 551,4

4.5.4. Korelaciona analiza sadrZaja fenolnih jedinjenja i antioksidativnih

aktivnosti

Smatra se da fenolna jedinjenja imaju najvecu ulogu u bioloskoj aktivnosti ekstrakata
voca 1 njihovo prisustvo doprinosi njihovoj antioksidativnoj aktivnosti. Veliki broj studija
ukazuje da od fenolnih jedinjenja uloga flavonoida je od posebnog znacaja. Od strukturnih
elemenata koji su znaajni za antioksidativnu aktivnost flavonoida, hidroksilne grupe imaju
najvedi znacaj, pri ¢emu njihov uticaj ima mnogo veci uticaj, nego broj (Cotelle, 2001). 1z tog
razloga analizirana je 1 korelacija sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, flavonola,

hidroksicimetnih kiselina i antioksidativnih aktivnosti ispitivanih ekstrakata.

Koeficijent viSestuke korelacije ili Pirsonov (Karl Pearson) koeficijent, kvantitativna
mera stepena linearne zavisnosti izmedu sadrzaja TP, TF ukupnih flavonola, ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i antioksidativnih aktivnosti u kori dunja, bresaka i jabuka, dat je
tabelarno (Tabela 4.66.).
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Tabela 4.66. Koeficijenti korelacije ukupnih fenola, flavonoida, flavonola, hidroksicimetnih

kiselina i antioksidativnih aktivnosti kore dunja, bresaka i jabuka

x hidzr:oks
Uzorak TP TE | flavono | Md DPPH | ABTS | FRAP | RP

TP 1 | 09819 | 05188 | 0,8441 | 0,8451 | 0,7942 | 0,9822 | 0,9951
TF 1 | 04144 | 08353 | 0,8195 | 0,7839 | 0,9717 | 0,9754
3 flavonola 1 | 01635 | 0,3906 | 0,0624 | 0,5351 | 0,5515
| hidroksicim. kis. 1 | 08799 | 08633 | 0,7965 | 0,8189
Dunje DPPH 1 | 07962 | 07778 | 08279
ABTS 1 | 07204 | 07565
FRAP 1 | 09810

RP 1
TP 1 | 00071 | 08152 | 0,8023 | 09136 | 0,9337 | 0,0321 | 0,9941
TF 1 | 08392 | 06966 | 0,9349 | 09478 | 0,9426 | 09232
S flavonola 1 | 04973 | 08191 | 08316 | 0,8300 | 0,8207
S hidroksicim. kis. 1 | 07762 | 07738 | 0,7567 | 07881
Breskve DPPH 1 | 09887 | 09770 | 0,9302
ABTS 1 | 09958 | 0,9504
FRAP 1| 09485

RP 1
TP 1 | 09713 | 04516 | 0,3041 | 0,9474 | 0,9583 | 0,9891 | 0,9851
TF 1 | 03585 | 02235 | 0,9119 | 09482 | 0,9614 | 09582
S flavonola 1 | 08945 | 03304 | 04867 | 04202 | 0,4032
S hidroksicim. kis. 1 | 01538 | 03757 | 02572 | 0,2591
Jabuke DPPH 1 | 08646 | 09592 | 0,9456
ABTS 1 | 09342 | 09480
FRAP 1 | 09762

RP 1

Ako se posmatra zavisnost izmedu sadrzaja ukupnih fenola i individualnih
antioksidativnih testova moze se uoCiti izuzetno visoka korelacija. Najveca vrednost
korelacije ukupnih fenola je sa RP metodom (0,9851-0,9951), za kojom sledi FRAP (0,9321-
0,9891), DPPH (0,8451-0,9474) i ABTS (0,7942-0,9583). Ovo pokazuje da je visok sadrzaj
fenolnih jedinjenja direktno povezan sa in vitro a verovatno i sa in vivo antioksidativnim

testovima. Ako se posmatra zavisnost izmedu sadrzaja ukupnih fenola i hidroksicimetnih
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kiselina u kori dunja, bresaka i jabuka, odredenih HPLC metodom, moze se uoditi znatno
veca korelacija izmedu sadrzaja hidroksicimetnih kiselina 1 individualnih antioksidativnih
testova, nego u slucaju sadrzaja ukupnih flavonola. Ovo se moZze objasniti ¢injenicom da je
procentni sadrzaj hidroksicimetnih kiselina znatno veci od sadrzaja flavonola u ispitivanim

uzorcima.

Sli¢na situacija je 1 u slucaju ekstrakata pulpe dunja i bresaka. Takode se iz Tabela
4.67. i 4.68. moze uociti da postoji i velika medusobna korelacija izmedu samih
antioksidativnih testova (0,7204-0,9896), $to navodi na zakljucak da su fenolna jedinjenja
zasluzna za antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata vo¢a i da osim njih ima veoma

malo drugih jedinjenja odgovornih za opzZenu aktivnost.

Poznato je da joni Fe?* mogu inicirati rekciju lipidne peroksidacije Fentonovom
reakcijom (H202 + Fe** — Fe®" + OH™ + OH"), kao i ubrzati razgradnju lipidnih peroksida, u
pravcu stvaranja peroksi i alkoksi radikala, koji dalje vrSe propagaciju (Halliwell, 1991).
Stoga se smatra da je helatizacija jedan od vrlo znacajnih mehanizama antioksidativne
aktivnosti (Duh i sar., 1999). U skladu sa navedenim, dobijena je ocekivana pozitivna
korelacija izmedu ,,skevindzer* aktivnosti na hidroksil radikale i helacione aktivnosti. Smatra
se da su flavonoidi najznacajnije helatirajuce supstance u biljnim tkivima, $to je potvrdeno u
ovom radu, s obzirom na visoku pozitivnu korelaciju izmedu sadrZaja ukupnih flavonoida i

antioksidativne aktivnosti odredene FRAP metodom.

Koeficijent korelacije zavisnosti izmedu sadrzaja TP, TF ukupnih flavonola, ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i antioksidativnih aktivnosti u pulpi dunja i bresaka, dat je tabelarno
(Tabela 4.67.). Moze se uociti, kao kod uzoraka kore, jaka pozitivna korelacija izmedu TP i
svih antioksidativnih aktivnosti kod svih uzoraka. Ukupan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina,
pokazuje bilju korelaciju sa TP i antioksidativmim aktivnostima od TF, kako kod uzoraka

kore, tako i kod uzoraka pulpe.
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Tabela 4.67. Koeficijenti korelacije ukupnih fenola, flavonoida, flavonola, hidroksicimetnih

kiselina i antioksidativnih aktivnosti pulpe dunja i bresaka

x hid?oks
Uzorak TP TF flavono icim. DPPH ABTS FRAP RP
la Kis
TP 1 | 09908 | 04083 | 08131 | 08843 | 08468 | 0,9983 | 0,9961
TF 1 | 03757 | 08157 | 0,8662 | 0,8314 | 0,9903 | 0,9860
¥ flavonola 1 | 05308 | 05195 | 03569 | 0,3957 | 0,3760
| = hidroksicim. kis. 1 | 08224 | 08344 | 08197 | 0,7941
Dunje DPPH 1 | 08743 | 08821 | 0,8724
ABTS 1 | 08551 | 08389
FRAP 1| 09942
RP 1
TP 1 | 09133 / 06777 | 09531 | 0,9691 | 0,9763 | 0,9946
TF 1 / 0,7257 | 09229 | 0,9196 | 0,9277 | 0,9180
X flavonola 1 / / / / /
T hidroksicim, kis. 1 | 07522 | 06927 | 0,6974 | 0,6498
Breskve DPPH 1 | 0989 | 09867 | 0,9393
ABTS 1 | 09972 | 09614
FRAP 1| 09730
RP 1

Tabela 4.68. Koeficijenti korelacije ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativnih aktivnosti

ploda vinogradarskih bresaka i jabuka

Uzorak TP TF DPPH | ABTS | FRAP RP
TP 1 0,9712 | 0,9729 / / /
TF 1 0,9684 / / /
Vinogradarske DPPH 1 / / /
breskve ABTS 1 / /
FRAP 1 /
RP 1
TP 1 0,7879 | 0,7926 | 0,8769 | 09143 | 0,8491
TF 1 0,7066 | 0,9398 | 0,8943 | 0,4672
DPPH 1 0,8003 | 0,8056 | 0,7058
Jabuke ABTS 1 | 09609 | 06372
FRAP 1 0,7301
RP 1
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Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja TP, TF i antioksidativnih aktivnosti ploda

vinogradarskih bresaka i jabuka, dat je u Tabeli 4.68. I ovde se moze uociti visoka pozitivna

korelcija izmedu TP TF i antioksidativnih aktivnosti.

4.5.5. Uporedni pregled mineralnog sastava ispitivanih vrsta voéa

U Tabelama 4.69, 4,70. i 4.71. dat je proseCan sadrzaj makro, mikro i toksi¢nih

elemenata u ispitivanim vrstama voca.

Tabela 4.69. Prosecan sadrzaj makroelemenata (mg/kg svezeg voca)

3 Deo voca Ca K Mg Na P )
>

Kora 182,49 | 1970,07 | 60,18 21,88 552,81 | 278743
% Pulpa 108,74 | 149443 | 4532 16,68 258,14 | 1923,33
% [ Semenke 2362,91 | 739104 | 853,37 16,73 | 5723,01 | 16347,06
s Kora 231,29 | 3804,30 | 11324 | 160,04 | 412,45 | 472134
g Pulpa 169,24 | 462254 | 90,68 99,07 331,38 | 5312,92
s Kora 173,33 | 1516,19 | 110,02 | 12806 | 16896 | 2096,50
§ Semenke | 1669,64 | 5796,35 | 11854 27,62 | 5642,56 | 1432157

Na osnovu podataka datih u Tabeli 4.69. moze se zakljuciti da su semenke dunja i

jabuka jako bogat izvor esencijalnih makroelemenata. Izuzetak €ini natrijum, koji je vise
zastupljen u kori nego u semenkama dunja i jabuka. Ukoliko se sadrzaj makroelemenata
razmatra izmedu pulpe 1 kore voca, veci je sadrzaj odreden u kori dunja, odnosno u pulpi
bresaka. Ovakve razlike koje postoje u pogledu zastupljenosti makroelemenata u pojedinim
delovima voca su najvecim delom posledica vrste voca ali 1 geografskog porekla ispitivanih

uzoraka.
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Tabela 4.70. Prosecan sadrzaj mikroelemenata (mg/kg svezeg voca)

Deo .
3 i B Ba | Co | Cr | Cu Fe | Mn | Ni Se Sr V Zn )
e voca
>

Kora 404 | 0,84 | 0,02 | 0,05 | 2,03 | 952 | 0,42 | 0,36 / 0,53 | 0,87 | 3,43 | 22,10
©
= Pulpa 2,05 | 065 | 0,056 | 0,06 | 1,00 | 3,40 | 0,22 | 0,41 / 0,46 | 0,77 | 1,52 | 10,58
=]
a)

Semenke / 1555 | 0,60 | 0,43 | 18,56 | 49,83 | 14,21 | 0,85 | 0,24 | 6,54 | 12,67 | 55,21 | 174,69
© Kora 7,20 0,56 0,01 0,08 1,35 8,26 0,48 0,22 0,00 0,50 1,25 0,78 20,71
<
% Pulpa 5,05 0,33 0,01 0,09 0,88 7,21 0,55 0,18 0,00 0,34 1,22 0,68 16,53
- Kora 3,53 0,54 0,01 0,06 0,54 6,60 1,61 1,28 0,01 0,38 1,15 0,39 16,10
XX
>
ﬁ Semenke / 8,13 0,23 1,15 | 12,51 | 35,32 | 23,64 | 0,28 0,40 7,07 9,30 | 23,00 | 121,04

Sadrzaj ukupnih mikroelemenata se na osnovu dobijenih rezultata (Tabela 4.70.),
moze se rasprediti po slede¢em opadaju¢em nizu: semenke > kora > pulpa. Mikronutrijenti
poput Fe, Zn i Cu u pogledu zastupljenosti slede isti opadajuéi niz. Selen je detektovan jedino
u semenkama. Zbog antioksidativnog delovanja i dokazane veze viSeg unosa sa manjim

rizikom od raka, raSirena je upotreba razli¢itih proizvoda bogatih ovim nutrijentom.

S druge strane, jedino bor nije detektovan u semenkama dunja i jabuka, dok se
njegova Koli¢ina u kori krece u intervalu od 3,53 do 7,20 mg/kg, dok je u pulpi njegov sadrzaj
od 2,05 do 5,05 mg/kg. Bor, iako spada u grupu neesencijalnih elemenata, ima uticaj na
covekov organizam, pre svega na skelet. Zajedno sa kalcijumom, magnezijumom i

vitaminom D reguliSe metabolizam, rast i razvoj koStanog tkiva.
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2 Deo voéa Al As Pb Cd x
>

Kora 3,44 0,02 0,02 nd 3,48
§ Pulpa 5,14 0,01 0,04 nd 5,19
> Semenke 3,36 nd 0,26 0,04 3,66
s Kora 8,55 0,05 0,02 nd 8,62
g Pulpa 4,50 0,04 0,01 nd 4,56
g Kora 3,71 0,02 0,02 nd 3,75
é; Semenke 6,81 nd 0,08 0,01 6,90

U pogledu sadrzaja ukupnih toksi¢nih elemenata u pojedinim delovima voéa ne moze
se uocCiti pravilnost (Tabela 4.71.). Jedino je kora bresaka pokazala veci sadrzaj toksi¢nih
elemenata u odnosu na pulpu, $to potvrduje ¢injenicu da su uzorci bresaka, a posebno kora
voca bili izlozeni uticaju mnogih faktora koji mogu dovesti do kontaminacije zivotne sredine.
Medutim, detektovani sadrzaji Pb, As 1 Cd su veoma niski u odnosu na ostale odredivane

elemente i ispod su dozvoljenih granica.

4.5.6. Korelaciona i PCA analiza mineralnog sastava ispitivanih vrsta voca

StatistiCka obrada rezulatata imala je za cilj da se izvedu korelacije izmedu sadrzaja
minerala 1 vrste uzorka. Dobijeni rezultati su obradeni korelacionom i PCA analizom da bi se
utvrdilo postoje li znacajne razlike ili ne u sadrzaju detektovanih elemenata, kako po vrsti
uzoraka u svakoj od grupa ispitivanog voca, tako i u okviru svakog tipa uzorka, a koje se

medusobno razlikuje ili po lokalitetu gajenja ili po sorti voca.

Kora, pulpa i semenke dunja-Korelaciona analiza

Za uzorke kore, pulpe 1 semenki dunja sorte Leskovacka sa sedam razli¢itih lokacija

Jugoistocne Srbije odradena je korelaciona analiza izmedu sadrzaja mineralnih materija. U
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Tabelama 8.12, 8.13. 1 8.14. (Prilog) su prikazani Pirsonovi koeficijenti za sadrzaj metala u

kori, pulpi i semenkama dunje.

Ni je jedini element koji nije u dobroj pozitivnoj korelaciji ni sa jednim ispitivanim

elementom.

Korelacija sadrzaja minerala u semenkama dunja pokazala je dobru pozitivhu

korelaciju (r > 0,5) u okviru 8 grupa elemenata:
Grupa 1: Ca, Ba, Co, Cr, Fe, P, Se, Al, Cd
Grupa 2: K, Cu, Fe, P, Sr, Zn

Grupa 3: Na, Sr

Grupa 4: Co, Cu, Mn, Ni, P

Grupa 5: Cu, Mn, Zn

Grupa 7: Ni, Sr

Grupa 8: P, Se, Sr, Zn, Al, Cd

Mg, Pb, V su elementi koji nisu u dobroj pozitivnoj korelaciji ni sa jednim ispitivanim

elementom.
Kora i pulpa bresaka-PCA analiza

Analiza glavnih komponenata (PCA) analiza je jedna od najjednostavnijih metoda
multivarijantne analize i moZe da posluZi u diferencijaciji ispitivanih uzoraka na osnovu

sadrzaja minerala, na vrlo jednostavan i razuman nacin.

Na osnovu podataka dobijenih odredivanjem mineralnih materija u uzorcima kore i
pulpe bresaka (Tabela 4.41, 4.43, 4.45), PCA je omogucila da se naprave razlike izmedu
uzoraka. PCA je korisno orude, zbog toga §to je jedna od njenih prednosti redukcija broja
varijabli eksperimentalnih podataka i ekstrakcija malog broja latentnih faktora (glavnih
komponenata, PCA) za analizu odnosa izmedu uocenih varijabli (Horel 1981; Horel 1984).
Na osnovu ovog prikazivanja, moguce je klasifikovati uzorke po raspodeli elemenata.
Pocetna tacka za PCA izraCunavanja je bio matriks podataka dimenzija n x p, gde je n broj

sluc¢ajeva (redova) i p je broj varijabli (kolona). U matriksu, uzorci bresaka su koris¢eni kao
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redovi. Kolone su rezultat analize odredenih elemenata uzoraka bresaka. Kao rezultat PCA
analize, 13 novih varijabli je dobijeno koje su okarakterisane sopstvenim vrednostima.
Izvedena statistika sa Pearson korelacionim matriksom na uzorcima bresaka bazirana na
sadrzaju odredenih elemenata pokazuje da postoji jaka pozitivna korelacija izmedu koli¢ine
natrijuma i arsena (0,910), i stroncijuma i barijuma (0,943); visoka pozitivha korelacija
izmedu koli¢ine arsena i aluminijuma (0,871), magnezijuma i aluminijuma (0,851), natrijuma
i aluminijuma (0,771), arsena i barijuma (0,877), olova i arsena (0,828), stroncijuma i arsena
(0,787), natrijuma i barijuma (0,839), olova i barijuma (0,786), magnezijuma i gvozda
(0,830), natrijuma i magnezijuma (0,726), vanadijuma i magnezijuma (0,702), olova i
natrijuma (0,889), stroncijuma i natrijuma (0,737), i vanadijuma i natrijuma (0,741); srednja
pozitivna korelacija izmedu koli¢ine barijuma i aluminijuma (0,681), kalcijuma i
aluminijuma (0,634), bakra i aluminijuma (0,540), gvozda i aluminijuma (0,653), olova i
aluminijuma (0,582), stroncijuma i aluminijuma (0,644), vanadijuma i aluminijuma (0,624),
gvozda 1 arsena (0,601), magnezijuma 1 arsena (0,697), nikla 1 arsena (0,559), vanadijuma i
arsena (0,624), kalijuma i bora (0,558), gvozda i barijuma (0,603), magnezijuma i barijuma
(0,597), magnezijuma i kalcijuma (0,608), gvozda i bakra (0,654), magnezijuma i bakra
(0,614), nikla 1 bakra (0,604), fosfora i bakra (0,646), natrijuma i1 gvozda (0,688), olova i
gvozda (0,552), stroncijuma i gvozda (0,544), vanadijuma 1 gvozda (0,623), cinka i gvozda
(0,654), stroncijuma i magnezijuma (0,583), cinka i magnezijuma (0,540), stroncijuma i
olova (0,664), 1 vanadijuma 1 olova (0,693); visoka negativna korelacija izmedu koliCine
kalijuma i arsena (-0,722), kalijuma i barijuma (-0,857), i stroncijuma i kalijuma (-0,744);
srednja negativna korelacija izmedu koli¢ine barijuma i bora (-0,537), stroncijuma i kobalta (-
0,536), cinka i kobalta (-0,643), natrijuma i kalijuma (-0,627), i olova i kalijuma (-0,646).

Broj faktora predstavlja ukupan broj varijabli koris¢enih u setu podataka. Sopstvene
vrednosti prvih Sest faktora su vise (8,451, 3,233, 1,956, 1,427, 1,225 i 1,035, redom) u
poredenju sa vrednostima ostalih faktora. Tako, Sest faktora se moraju koristiti za
objasnjavanje dobijenih varijabilnosti (44,48 %, 17,01 %, 10,29 %, 7,51 %, 6,44 % i 5,45 %)
(Slika 4.43.), odnosno, napravice se razlika medu uzorcima kore i pulpe Sest sorti bresaka i

jedne sorte nektarine na osnovu sadrzaja Al, As, B, Ba, Ca i Co.
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Sopstvena vrednost

Slika 4.43. Vaznost faktora i vrednosti kumulativnih varijabilnosti

osa

Kumulativna varijabilnost (%)

Neke vrednosti faktora (F1, F2, F3, F4, F5 i F6) su pozitivne, a neke od njih su

negativne.
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Slika 4.44. Dijagram rasipanja
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Na osnovu dijagrama rasipanja (Slike 4.44.a) moze se videti da je visok sadrzaj
aluminijuma prisutan u uzorcima bresaka na desnoj strani grafika a nizak na levoj strani
grafika. Takode, moze se zakljuciti da je visok sadrzaj arsena prisutan u uzorcima bresaka u
gornjem delu grafika, a nizak na suprotnoj strani grafika. Sli¢no, Slika 4.44.b pokazuje visok
sadrzaj arsena na desnoj strani grafika, a nizak na levoj strani grafika. Visok sadrzaj bora je
prisutan u uzorcima bresaka u gornjem delu grafika, a nizak na suprotnoj strani grafika. Slika
4.44.c potvrduje informacije o visokom i niskom sadrzaju bora, ali takode pokazuje koli¢inu
barijuma; visok sadrzaj barijuma je prisutan u uzorcima bresaka u gornjem delu grafika i
nizak na suprotnoj strani grafika. Visok sadrzaj barijuma je prisutan u uzorcima bresaka na
desnoj strani grafika i nizak na levoj strani grafika (Slika 2d). Visoki sadrzaj kalcijuma je
prisutan u uzorcima bresaka u gornjem delu grafika i nizak na suprotnoj strani grafika (Slika
4.44 d). Sli¢no, visok sadrzaj kalcijuma je prisutan u uzorcima bresaka na desnoj strani
grafika i nizak na levoj strani grafika (Slika 4.44.e). Visoki sadrzaj kobalta je prisutan u

uzorcima bresaka u gornjem delu grafika i nizak na suprotnoj strani grafika (Slika 4.44.e).

Dakle, primenom PCA analize, uzorci kore bresaka su uglavnom grupisani u
pozitivnom delu faktorskih skorova faktora F1, F4, F6 i F2 §to koru ¢ini bogatom sadrZajem
Al, Ba, Co ali 1 As. SadrZzajem B se izdvaja pulpa nektarine, dok su pulpe bresaka bogatije

sadrzajem Ca u odnosu na njihovu koru (faktor F5).

Semenke jabuka-Korelaciona analiza

Na osnovu podataka u Tabelama 4.50, 4.53 i 4.56. uradena je korelaciona analiza
izmedu sadrzaja mineralnih materija u semenkama sedam sorti jabuka. Korelacioni
koeficijenti su dati u Tabeli 8.15. (Prilog). Korelacija sadrZzaja minerala u semenkama jabuka
(Tabela 8.18, Prilog) pokazala je dobru pozitivnu korelaciju (r > 0,5) u okviru 9 grupa

elemenata:

Grupa 1: Ca, Ba, Cr, Sr, Al

Grupa 2: K, Mg, Na, Cu, Fe, Ni, P, Zn

Grupa 3: Mg, Na, Ba, Cu, Fe, Mn, P, V, Zn, Al, Cd

Grupa 4: Na, Ba, Cu, Fe, Mn, P, Sr, Zn, Al, Cd
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Grupa 5: Ba, Co, Cr, Fe, Ni, P, Sr, Zn, Al, Cd

Grupa 6: Co, Cr, Ni, Se, V

Grupa 7: Cr, Cu, Fe, Se, Sr, V, Al

Grupa 8: Cu, Fe, P, Sr, V, Zn, Al, Cd, Pb

Grupa 9: Fe, Ni, P, Sr, V, Zn, Al, Cd.

Doktorska disertacija

Nema elementa koji nije u dobroj pozitivnoj korelaciji ni sa jednim ispitivanim elementom.

Plod i kora jabuka-PCA analiza

Najpre smo uradili PCA analizu ploda jabuka na osnovu podataka dobijenih

odredivanjem odabranih elemenata u jabukama (Tabela 4.48., 4.51. i 4.54. makro, mikro i

toksi¢ni elementi).
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Slika 4.45. Dijagram rasipanja

Odnos izmedu PC1 koji objasSnjava 58,41% od ukupnih varijansi i PC2 koja

objasnjava dalje 27,34% od ukupnih varijansi je prikazan na Slici 4.45. Dve oshovne

komponente su pokazale da su najznacajnije i one ¢ini zajedno 85,75% od ukupnih varijanse i

povezanih sa koncentracijama metala u svim uzorcima. Elementi na desnoj strani grafika su u
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ve¢im koncentracijama od onih na levoj strani. Na gornjoj desnoj strani grafika su
najzastupljeniji elementi (Na, Ca, Mg) u svim sortama jabuka, a zatim sledi Fe. Sa druge
strane, Ni, Cd, Pb, Co i Cr sa negativnim vrednostima u PC1 i PC2 su povezani sa nizim
koncentracijama. Cu, Zn i Mn su elementi sa pozitivnim vrednostima u PC2 i negativnim

vrednostima u PC1.

Potom je uradena PCA za kore jabuka na osnovu podataka dobijenih odredivanjem
odabranih elemenata u uzorcima kore jabuka (Tabele 4.44., 4.47., 1 4.50.). PCA je i u ovom
slu¢aju koris¢ena da bi se napravile razlike u uzorcima kora jabuka. U matriksu, uzorci
jabuka (Pink lejdi, Crveni delises, Ajdared, Breburn i Modi) su koris¢eni kao redovi. Kolone
su rezultat analize odredenih elemenata uzoraka jabuka. Kao rezultat PCA analize, 20 novih
varijabli je dobijeno koje su okarakterisane sopstvenim vrednostima. lzvedena statistika sa
Pearson korelacionim matriksom na uzorcima jabuka bazirana na sadrZaju odredenih
elemenata pokazuje da postoji jaka pozitivna korelacija izmedu koli¢ine aluminijuma i
gvozda (0,935), olova i bora (0,990), mangana i barijuma (0,945), fosfora i barijuma (0,919),
stroncijuma i barijuma (0,971), vanadijuma i magnezijuma (1,000), stroncijuma i mangana
(0,945), stroncijuma i fosfora (0,919), i jaka negativna korelacija izmedu koli¢ine arsena i
magnezijuma (-0,894), arsena i vanadijuma (-0,893), selena i kobalta (-0,978), nikla i gvozda
(-0,881), fosfora i natrijuma (-0,894).

Broj faktora predstavlja ukupan broj varijabli koriS¢enih u setu podataka. Sopstvene
vrednosti prva Cetiri faktora su vise (7,422, 5,896, 5,441, i 1,241, redom) u poredenju sa
vrednostima ostalih faktora. Tako, Cetiri faktora se moraju koristi za objasnjavanje dobijenih
varijabilnosti (37,11 %, 29,48 %, 27,20 % i 6,20 %) (Slika 4.46), odnosno, napravice se

razlike medu uzorcima kore jabuka razli¢itih sorti na osnovu sadrzaja Al, As, B 1 Ba.
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Slika 4.46. Vaznost faktora i vrednosti kumulativnih varijabilnosti
Neke vredbosti faktora (F1, F2, F3 i F4) su pozitivne, a neke od njih su negativne,

graficka prikazivanja bazirana na sadrzaju odredenih elemenata su predstavljena na Slici
4.47.
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Slika 4.47. Dijagram rasipanja
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Sa Slike 4.47.a moze se videti da je visok sadrzaj aluminijuma prisutan u uzorcima
jabuka na desnoj strani grafika a nizak na levoj strani grafika. Takode, moze se zakljuciti da
je visok sadrzaj arsena prisutan u uzorcima jabuka u gornjem delu grafika, a nizak na
suprotnoj strani grafika. Sli¢no, Slika 4.47.b pokazuje visok sadrzaj arsena na desnoj strani
grafika, a nizak na levoj strani grafika. Visok sadrzaj bora je prisutan u uzorcima jabuka u
gornjem delu grafika, a nizak na suprotnoj strani grafika. Slika 4.47.c potvrduje informacije o
visokom 1 niskom sadrzaju bora, ali takode pokazuje koli¢inu barijuma; visok sadrzaj
barijuma je prisutan u uzorcima jabuka u gornjem delu grafika i nizak na suprotnoj strani

grafika.

Moze se zakluciti da se kore sorti Breburn i Ajdared odlikuju visokim sadrzajem Al,
B 1 Ba, dok koru sorte Modi karakteriSe nizak sadrzaj Al 1 Ba. U pogledu sadrZaja As

izdvojile su se kore sorti Pink Lejdi i Crveni Delises.

Na kraju, uradena je i PCA analiza ekstrakata jabuka na osnovu podataka dobijenih

odredivanjem njihovog mineralnog sastava (Tabela 4.59 1 4.61).

Kora ispitivanih sorti jabuka sadrzi od 0,019 do 0,025 mg/kg arsena i od 0,016 do

0,022 mg/kg olova. Medutim, u metanolnim ekstraktima ovi toksi¢ni metali nisu detektovani.

Kod mikroelemenata se ne javlja pravilan rast ekstrakcionih koeficijeneta sa
povecanjem udela HCI u eksteagensu, kao §to je to bio slucaj kod makroelemenata. Kod
ekstrakata pojedinih uzoraka (Ajdared, Crveni DeliSes i Breburn) nema promene
ekstrakcionuh koeficijenata sa promenom udela HCI. Kod ekstrakata sorte Pink Lejdi (E2), sa
povecanjem udela HCI od 0,1% na 1% dolazi do porasta ekstrakcionog koeficijenta, dok kod
ekstrkata sorte Modi (E4) ovaj porast se uocava kod prelaza sa 0% HCI na 0,1% HCI, dok se

sa daljim porastom udela kiseline ekstrakcioni koeficijenti ostaju nepromenjeni.

U matriksu, etanolni ekstrakti uzoraka jabuka sa razli¢itim koncentracijama kiselina
su korisc¢eni kao redovi. Kolone su rezultat analize odredenih elemenata uzoraka kora jabuka.
Kao rezultat PCA analize, 14 novih varijabli je dobijeno koje su okarakterisane sopstvenim
vrednostima. lzvedena statistika sa Pirson korelacionim matriksom na uzorcima kora jabuka
bazirana na sadrzaju odredenih elemenata pokazuje da postoji visoka pozitivna korelacija
izmedu koli¢ine kalijuma i magnezijuma (0,868), cinka i magnezijuma (0,722), fosfora i
mangana (0,755), kalcijuma i mangana (0,733), i aluminijuma i natrijuma (0,760); srednja

pozitivna korelacija izmedu koli¢ine kalijuma i mangana (0,648), natrijuma i kalijuma
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(0,552), cinka i kalijuma (0,523), bora i kalijuma (0,695), kalcijuma i kalijuma (0,493),
mangana i kalijuma (0,569), fosfora i magnezijuma (0,468), bora i magnezijuma (0,477),
bakra i magnezijuma (0,490), stroncijuma i mangana (0,545), cinka i mangana (0,643), bora i
mangana (0,615), bakra i mangana (0,480), bora i natrijuma (0,511), bakra i natrijuma
(0,525), stroncijuma i fosfora (0,568), cinka i fosfora (0,612), kalcijuma i fosfora (0,558),
bakra i fosfora (0,570), cinka i stroncijuma (0,616), bakra i cinka (0,513), aluminijuma i
bakra (0,634), kalcijuma i bora (0,696), bakra i kalcijuma (0,631), srednja negativna
korelacija izmedu koli¢ine vanadijuma i kalijuma (-0,525), vanadijuma i magnezijuma (-

0,600), bakra i nikla (-0,533), i aluminijuma i stroncijuma (-0,528).

Broj faktora predstavlja ukupan broj varijabli kori$¢enih u setu podataka. Sopstvene
vrednosti prvih pet faktora su vise (5,451, 2,851, 1,912, 1,360 i 1,066, redom) u poredenju sa
vrednostima ostalih faktora. Tako, pet faktora se moraju koristiti za objasnjavanje dobijenih
varijabilnosti (38,94 %, 20,36 %, 13,66 %, 9,72 % i 7,61 %) (Slika 4.48), odnosno prati¢cmo

sadrzaje K, Mg, Mn, Na i Ni u metanolnim ekstraktima kore pet crvenih sori jabika.
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Slika 4.48. Vaznost faktora i vrednosti kumulativnih varijabilnosti

Neke vrednosti faktora (F1, F2, F3, F4 i F5) su pozitivne, a neke od njih su negativne.

181



Branka Stojanovic

a)

F2(20,36 %)

b)

F3 (13,66 %)

Doktorska disertacija

Obzervacije (ose F1i F2: 59,30 %)

F2 (20,36 %)

B5 1
E5 ﬂ? 2-
i 1 B4 1
E42
-
E4 0
o E40.1
b
4 4 ' S
L]
M El1 0.1
E3gl EID Ex2 3
E3 1* . [=
E30 E20s pootpEry
2 |:|.1B3 .
3 i 2 4 ]
F1 (38,94 %)
Obzervacije (ose F2 i F3: 34,02 %)
E3 1
"
L] L
E32 E301
E12
L
530. E11 ] ES50 ﬁao'zbl
10,1
E22 »
E2 1 E4~0 . E41
B4 0,1
L1, E42
.
ey’
4 -3 2 1 1 2 3 4

182



Branka Stojanovic
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Slika 4.49. Dijagram rasipanja
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Sa Slike 4.49.a moze se videti da je visok sadrzaj kalijuma prisutan u uzorcima jabuka
na desnoj strani grafika a nizak na levoj strani grafika. Takode, moze se zakljuciti da je visok
sadrzaj magnezijuma prisutan u uzorcima jabuka u gornjem delu grafika, a nizak na suprotnoj
strani grafika. Slicno, Slika 4.49.b pokazuje visok sadrzaj magnezijuma na desnoj strani
grafika, a nizak na levoj strani grafika. Visok sadrzaj mangana je prisutan u uzorcima jabuka
u gornjem delu grafika, a nizak na suprotnoj strani grafika. Slika 4.49.c potvrduje informacije
o visokom i niskom sadrzaju mangana, ali takode pokazuje koli¢inu natrijuma; visok sadrzaj
natrijuma je prisutan u uzorcima jabuka u gornjem delu grafika i nizak na suprotnoj strani
grafika. Visok sadrzaj natrijuma je prisutan u uzorcima jabuka na desnoj strani grafika i nizak
na levoj strani grafika (Slika 4.49.d). Visoki sadrzaj nikla je prisutan u uzorcima jabuka u

gornjem delu grafika i nizak na suprotnoj strani grafika (Slika 4.49.d).

Odnosno, mozemo reci da se ekstrakti kore Pink lejdi i Breburna odlikuju visokim
sadrzajem K, koji se povecava sa povec¢anjem koncentracije HCI. Ekstrakti kore sorte Modi,
za razliku od ostalih, izdvajaju se visokim sadrzajem Mg, koji se takode povecava sa
povecanjem koncentracije HCI. Sli¢na situacija je i sa sadrzajem Na u ekstraktima kore sorte
Crveni deliSes i Breburn. Medutim, ovakva zavisnost sadrzaja Ni i Mn u ispitivanim

ekstraktima nije uocen.
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U ovom radu je ispitan uticaj rastvaraca na sadrzaj i sastav fenolnih komponenti
ekstrakata kore i pulpe dunja (Cydonia oblonga Miller), kore i pulpe sortnih bresaka (Prunus
persica L.), vinogradarskih bresaka, ploda i kore jabuka (Malus domestica) sa podrucja
Jugoistoc¢ne Srbije, primenom spekrofotometrijskih metoda odredivanja sadrzaja ukupnih
fenola i flavonoida kao i HPLC-DAD tehnike u cilju identifikacije i kvantifikacije fenolnih

komponeti.

U nastavku istrazivanja ispitana je antioksidativna aktivnost ekstrakata primenom
razli¢itih in vitro testova (DPPH, ABTS, FRAP i RP), kao i sastav mineralnih materija
primenom ICP-OES metode.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

. Najefikasnije ekstrakciono sredstvo za ukupne fenole i flavonoide iz kore i pulpe
dunja je 80% aceton, za pulpu sortnih bresaka 80% aceton sa 1% HCI, za koru sortnih
bresaka 80% aceton sa 2% HCI, dok je za koru crvenih sorti jabuka najefikasniji

metanol sa 2% HCI.

. Poredenjem sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida u kori i pulpi ispitivanih vrsta voca
moze se uociti mnogo veci sadrzaj u kori u odnosu na pulpu, pri ¢emu su kora jabuka
(265,45 mg GAE/100 g s.m.) i dunja (165,79 mg GAE/100 g s.m.) bogat izvor
prirodnih fenola, odnosno flavonoida (138,40 i 52,17 mg CE/100 g s.m.).
Vinogradarske breskve se odlikuju znac¢ajnim udelom flavonoida (179,72 mg CE/100

g s.m.) u ukupnom sadrzaju polifenola u njima (262,36 mg GAE/100 g s.m.).

« U metanolnim i acetonskim ekstraktima kore i pulpe dunja je identifikovano i
kvantitativno odredeno sest hidroksicimetnih kiselina: 3-O-kafeoilhinska kiselina (3-
CQA), 4-p-kumaroilhinska kiselina (HC1), 4-O-kafeoilhinska kiselina (4-CQA), 5-O-
kafeoilhinska kiselina (5-CQA), derivat p-kumaroilhinske kiseline (HC2) i 3,5-
dikafeoilhinska kiselina (3,5-diCQA). Najefikasniji ekstragens je 80% aceton za 3-
CQA dok je za derivat p-kumaroilhinske kiseline i 3,5-diCQA 80% metanol.
Najzastupljenija hidroksicimetna kiselina 5-CQA (hlorogenska kiselina) sa 259,12 —
481,4 mg/kg s.m. za koru i 97,33 — 217,36 mg/kg za pulpu dunja. U ekstraktima kore
dunja utvrdeno je prisustvo Sest flavonola: kvercetin-3-galaktozid (Q-Ga), kvercetin-
3-rutinozid (Q-Ru), kvercetin-3-glukozid (Q-Glu), kemferol-3-rutinozid (K-Ru),
kemferol-3-glukozid (K-Glu) i derivat kvercetina koji nastaje reakcijom kvercetin-
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glikozida i p-kumarne kiseline (Q-Glu-p-CouA). U pulpi dunja prisutan je samo

kvercetin-3-rutinozid. Najveci sadrzaji flavonola odredeni su u 80% acetonu.

« HPLC analiza acetonskih ekstrakata (sa razlicitim sadrzajem HCI) kore i pulpe sortnih
bresaka pokazuje da su iste hidroksicimetne kiseline prisutne u kori i pulpi: 3-O-
kafeoilhinska kiselina (3-CQA), 5-O-kafeoilhinska kiselina (5-CQA) i p-kumarna
kiselina, pri ¢emu su najvece vrednosti odredene u 80% acetonu sa 1% HCI. Prosec¢an
sadrzaj hidroksicimetnih kiselina je znatno veci u kori (198,2 mg/kg s.m.) u odnosu na
pulpu (6,45 mg/kg s.m.). U ekstraktima kore sortnih bresaka prisutno je cetiri
flavonola:  kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-ramnozid i
kemferol-3-rutinozid, dok se njihova koncentracija u 80% acetonu sa 2% HCI kretala
od 24,99 do 53,97 mg/kg.

« Rezultati ispitivanja metanolnih ekstrakata ploda pet tipova vinogradarskih bresaka su
ukazali na prisustvo tri hidroksicimetne kiseline: (kafena kiselina, p-kumarna kiselina
i ferulna kiselina), dva flavonola (kvercetin-3-rutinozid i kvercetin-3-glukozid) i dva
antocijana (cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid) ¢iji je sadrzaj i kvantitativno
odreden. Kvantitativno odredivanje sadrzaja navedenih komponenti je u skladu sa

literaturnim podacima.

« Kvantitativnom analizom metanolnih ekstrakata (sa 0%, 0,1%, 1% i 2% HCI) kore
crvenih sorti jabuka, utvrdili smo prisustvo: hlorogenske kiseline, p-kumaroil-hinske
kiseline, ferulne kiselina, kvercetin-3-galaktozida, kvercetin-3-glukozida, kvercetin-3-
ksilozida, kvercetin-3-arabinozida, kvercetin-3-ramnozida, kvercetina, cijanidin-3-
galaktozida. Najefikasniji ekstragens za antocijane je metanol sa 0,1% HCI, dok se
apsolutni metanol pokazao boljim ekstragensom za hidroksicimetne kiseline,
flavonole i flavon-3-ole. Ekstrakt kore jabuke Modi je izuzetno bogat cijanidin-3-
galaktozidom (365,42 mg/kg s.m.), epikatehinom (49,15 mg/kg s.m.), hlorogenskom
kiselinom (53,27 mg/kg s.m.) i kvercetin-galaktozidom (94,25 mg/kg s.m.).

« Svi isipitivani ekstrakti voca pokazali su jako antioksidativho dejstvo u svim
primenjenim in vitro testovima (DPPH, ABTS, FRAP i RP), pri ¢emu su najvece
vrednosti dobijene za koru dunja. Postoji vrlo znacajan koeficijent korelacije izmedu
sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavonola 1

antioksidativne aktivnosti ekstrakata ispitivanih vrsta voca.
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« U uzorcima pripremljenim suvom digestijom ICP-OES metodom odreden je sadrzaj
dvadeset elemenata u kori, pulpi i semenkama dunja, dvadeset elemenata u kori i
pulpi sortnih bresaka, ¢etrnaest elemenata u plodu vinogradarskih bresaka, Sesnaest
elemenata u plodu jabuke, dvadesetjedan element u kori i dvadeset elemenata u

semenkama jabuka.

« Dobijeni rezultati ICP-OES odredivanja su diskutovani u kontekstu poredenja sa
literaturnim podacima dobijenih od strane drugih istrazivac¢a na istim tipovima
uzoraka; prema dnevnim potrebama organizma ka istim odnosno preporucenim
dozama od strane evropskih i svetskih zdravstvenih organizacija; sa aspekta

toksic¢nosti pojedinih metala.

« ICP-OES metodom odreden je sadrzaj Cetrnaest elemenata u metanolnim ekstraktima
kore crvenih jabuka sa 0%, 0,1%, 1% 1 2% HCI, a potom i odgovarajuci ekstrakcioni
koeficijenti. Kod makroelemenata (Ca, K, Mg, Na i P) uocen je porast ekstrakcionih
koeficijenata sa porastom sadrzaja HCI u ekstragensu $to nije znacaj sa

mikroelementima (B, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr, V, Zn i Al).
- Radi bolje ilustracije rezultata koriS¢ena je korelaciona i PCA analiza.

« Konacno, moze se zakljuéiti da su ispitivane vrste vocéa: dunja (Cydonia oblonga
Miller), breskva (Prunus persica L.) i jabuka (Malus domestica) bogat izvor
jedinjenja iz klase fenola. Sve ispitivane vrste voéa poseduju antioksidativnu
aktivnost, koja se znacajno povecava ako se koristi samo kora. Rezultati odredivanja
mineralnih materija su korisni i u smislu preporuke koris¢enja pojedinih vrsta vocéa

kao izvora nutrijenata u svakodnevnoj ljudskoj ishrani.
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In this paper was studied the effect of solvents on the content of phenolic components

and composition of peel and pulp extracts of quince (Cydonia oblonga Miller), pulp, peel

varietal peach and fruit vineyard peaches (Prunus persica L.), and fruit and peel of apple

(Malus domestica) from Southeast Serbia, using spectrophotometric methods for determining

the content of total phenolics and flavonoids as well as HPLC-DAD techniques in order to

identify and quantify the phenolic components.

Further studies examined the antioxidant activity of the extracts applied various in

vitro assays (DPPH, ABTS, FRAP and RP), as well as the composition of mineral matter by
using ICP-OES method.

Based on obtained results can be derived the following conclusions:

The most effective extractant for total phenols and flavonoids from peel and pulp of
quince is 80% acetone, to the pulp of varietal peaches 80% acetone containing 1%
HCI, the peel of varietal peaches 80% acetone with 2% HCI, while to peel of the red
apple varieties is efficient methanol with 2% HCI.

Comparing the content of total phenolics and flavonoids in the peel and pulp studied
species can be seen a much higher content in the peel compared to the pulp, where the
peel of apple (265.45 mg GAE/100 g fw) and quince (165.79 mg GAE/100 g fw) are
rich source of natural phenols or flavonoids (138.40 and 52.17 mg CE/100 g fw).
Peach is characterized by a significant proportion of flavonoids (179.72 mg CE/100 g
fw) in the total content of polyphenols (262.36 mg GAE/100 g fw).

In the methanol and acetone extracts of peel and pulp of quince was determined and
quantitated six hydroxycinnamic acid: 3-O-cafeoylquinic acid (3-CQA), 4-p-cumaroyl
quinic acid (HC1), 4-O-caffeoylquinic acid (4-CQA), 5-O-caffeoylquinic acid (5-
CQA), derivative of p-cumaroilquinic acid (HC2), and 3,5-caffeoylquinic acid (3,5-
diCQA). The most efficient estragens is 80% acetone for 3-CQA and 80% methanol
for derivative of p-cumaroilquinic acid 3,5-diCQA. The most common
hydroxycinnamic acid is 5-CQA (chlorogenic acid) from 259.12 to 481.4 mg/kg fw
for the peel and from 97.33 to 217.36 mg/kg for the pulp of quince. The peel extract
of quince revealed the presence of 6 flavonols: quercetin-3-galactoside (Q-Ga),
quercetin-3-rutinoside  (Q-Ru), quercetin-3-glucoside (Q-Glu), kaempferol-3-

rutinoside (K-Ru), kaempferol-3-glucoside (K-Glu), and a derivative formed by
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reaction of that of quercetin-glycoside and p-coumaric acid (Q-Glu-p-CouA). The
quince pulp is present only quercetin-3-rutinoside. The highest content of flavonols

were determined in 80% acetone.

e HPLC analysis of acetone extract (with a different content of HCI), peel and pulp
varietal peaches shows that the same hydroxycinnamic acids are present in the pulp
and pulp: 3-O-caffeoylquinic acid (3-CQA), 5-O-caffeoylquinic acid (5-CQA) and p-
coumaric acid, with the highest values determined in 80% acetone with 1% HCI. The
average amount of the hydroxycinnamic acids in the peel is significantly higher
(198.2 mg/kg fw) with respect to the pulp (6.45 mg/kg fw). In the peel extract of
varietal peaches is present four flavonols: quercetin-3-rutinoside, quercetin-3-
glucoside, quercetin-3-rhamnoside and kaempferol-3-rutinoside, while their

concentration in the 80% acetone with 2% HCI, ranging from 24.99 to 53.97 mg/kg.

e Results of the methanol extracts of the fruit of five types of vineyard peaches have
indicated the presence of three hydroxycinnamic acids (caffeic acid, p-coumaric acid
and ferulic acid), two flavonols (quercetin-3-rutinoside and quercetin-3-glucoside)
and two anthocyanins (cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-rutinoside), and whose
content is determined quantitatively. Quantitative determination of the mentioned

components in accordance with literature data.

e Quantitative analysis of methanol extracts (0%, 0.1%, 1% and 2% HCI) peel red apple
varieties showed the presence of chlorogenic acid, p-coumaroylquinic acid, ferulic
acid, quercetin-3-galactoside, quercetin-3-glucoside, quercetin-3-xyloside, quercetin-
3-arabinoside, quercetin-3-rhamnoside, quercetin, cyanidin-3-galactoside. The most
efficient extractant for anthocyanins is methanol with 0.1% HCI, and the absolute
methanol is superior extractant for hydroxycinnamic acids, flavonols and flavono-3-
ols. Extract peel apples Modi is extremely rich in cyanidin-3-galactoside (365.42
mg/kg fw), epicatechin (49.15 mg/kg fw), chlorogenic acid (53.27 mg/kg fw) and
quercetin-galaktoside (94.25 mg/kg fw).

e All analyzed fruit extracts showed strong antioxidant activity in all the performed in
vitro assays (DPPH, ABTS, FRAP and RP), with the highest values obtained to peel
the quince. There is a very significant correlation coefficient between the content of
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total phenols, flavonoids, hydroxycinnamic acids, flavonols and antioxidant activity

of extracts studied species of fruit.

e In samples prepared by dry digestion ICP-OES method is determined the contents of
20 elements in the peel, pulp and seeds of quince, 20 elements in the peel and pulp of
varietal peach, 14 elements in the fruit vineyard peaches, 16 elements in the fruit of

apples, 21 element in the peel and 20 elements in apple seeds.

e The results of ICP-OES determinations are discussed in the context of comparison
with literature data obtained by other researchers on the same types of samples;
according to the daily needs of the organism to the same or recommended doses by
the European and international health organizations; in terms of the toxicity of certain

metals.

e [CP-OES method is employed for determined the contents of 14 elements in the
methanol extracts of the red apple peel with 0%, 0.1%, 1% and 2% HCI, followed by
appropriate extraction coefficients. For the macroelements (Ca, K, Mg, Na, and P) is
observed increasing extraction coefficients with increasing content of HCI in the
extractant which is not to the importance of the microelements (B, Cu, Fe, Mn, Ni, Sr,
V, Zn, and Al).

e For better illustration of the results we used correlation analysis and PCA.

e Finally, it can be concluded that the investigated types of fruits: quince (Cydonia
oblonga Miller), peach (Prunus persica L.) and apple (Malus domestica) is a rich
source of compounds from the class of phenols. All the studied species of fruit
possess antioxidant activity, which increases significantly if used only peel. Results
determination of mineral substances are useful in terms of recommendations of using

certain types of fruits as a source of nutrients in the daily human diet.
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Tabela 8.1. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) metanolnih i acetonskih ekstrakata pulpe i kore dunja

TP (mg GAE/100g s.m.)l TF (mg CE/100g s_m_)z

Lokacija Deo voéa
60% metanol | 80% metanol 60% aceton 80% aceton 60% metanol | 80% metanol 60% aceton 80% aceton
Sic¢evo kora 65,00+0,78° 74,86+0,57 97,95+0,76 152,56+1,12 17,01+0,153 20,23+0,16 27,20+0,16 41,23+0,17
pulpa 33,42+0,06 42,43+0,35 54,74+0,67 71,03+0,74 8,35+0,09 10,60+0,06 13,93+0,11 17,28+0,14
Ni§ (Vinik) kora 89,47+0,35 93,09+0,87 159,68+0,99 163,43+1,09 25,56+0,16 27,1620,16 46,96+0,19 48,39+0,18
pulpa 53,11£1,00 75,87+0,46 129,49+1,07 158,89+1,11 13,28+0,07 20,36+0,11 37,02+0,19 44,65+0,18
KnjaZevac kora 102,45+0,45 131,85+0,96 181,72+1,00 202,92+1,18 31,04+0,17 41,20+0,18 55,06+0,20 63,41+0,22
pulpa 58,83+1,01 69,24+0,98 137,31+1,08 153,69+1,06 15,90+0,08 19,23+0,09 39,40+0,18 43,91+0,17
Matejevac kora 74,27+0,63 110,88+0,92 127,02+0,93 166,80+1,02 24,26+0,16 35,61+0,17 40,99+0,16 53,12+0,19
pulpa 39,76+1,03 44,56+1,09 88,02+0,86 101,79+0,99 10,74+0,07 12,66+0,08 25,66+0,14 27,50+0,12
Kamenica kora 85,26+0,59 97,67+0,87 140,17+0,95 174,26+1,06 25,83+0,15 31,52+0,14 46,21+0,17 59,08+0,18
pulpa 36,99+0,94 51,84+0,99 80,29+0,77 102,92+0,95 9,56+0,06 15,24+0,10 25,32+0,11 32,27+0,15
Zajecar kora 79,88+0,62 92,63+0,56 147,39+0,89 160,47+1,09 24,32+0,14 28,07+0,13 47,05+0,17 53,76+0,17
pulpa 48,54+0,93 61,05+1,01 91,44+0,90 99,36+0,86 12,86+0,08 17,0140,13 24,39+0,12 29,38+0,14
Vranje kora 76,96+0,84 104,98+0,59 119,68+0,91 140,121,04 25, 04+0,15 32,80+0,15 39,600,16 46,19+0,18
pulpa 29,89£1,08 39,77+0,85 70,61+0,73 95,98+0,88 9,68+0,07 13,05+0,10 21,39+0,09 29,99+0,14

'mg ekvivalenta galne kiseline /100 g sveze mase; 2mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost+SD (n=3)




Tabela 8.2. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) acetonskih ekstrakata pulpe i kore sortnih bresaka

TP (mg GAE/100g s.m.)!

TF (mg CE/100g s.m.)?

Sorta Deo voéa
0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI

Radmilov&anka kora 135,59+1,32% | 142,46+1,02 151,70+1,31 211,43+1,11 28,050,533 58,56+0.49 89,09+0,91 94,95+1,03
pulpa 62,29+0,77 90,41+0,82 128,49+1.32 92,68+0,77 66,15+0,78 46,104+0,81 58,88+0,97 51,86+0,37
Junsko Zlato kora 89,08+0.81 108,45+0,93 143,46+1,35 131,69+1,21 42,72+0,41 74,36+0,63 58,32+0,52 68,12+0,74
pulpa 67,05+0,11 67,72+0,51 81,41+1,01 71,01+0,62 31,36+0,71 32,83+0,65 35,64+0,32 36,21+0,27
Blejk kora 41,61+0,54 46,37+0,56 52,34+0,53 60,69+0,75 22,14+0,25 25,31+0,39 28,61+0,41 34,2+0,43
pulpa 17,36+0,13 19,11+0,16 21,33+0,17 22,01+0,18 9,35+0,23 10,26+0,31 11,13+0,28 11,66+0,37
Hala kora 39,52+0,31 42,81+0,38 | 45,01+0,41 47,21+0,35 21,84+0,58 21,48+0,54 25,21+0,59 26,32+0,37
pulpa 8,14+0,13 8,88+0,25 11,08+0,28 10,94+0,26 4,05+0,09 4,99+0,19 6,12+0,11 5,81+0,23
Vesna kora 45,33+0,49 48,73+0,43 63,79+0,58 69,74+0,72 22,85+0,57 27,35+0,38 33,77+0,46 35,04+0,29
pulpa 42,15+0,71 50,59+0,66 55,94+0,61 53,70+0,55 22,63+0,68 28,62+0,71 29,93+0,65 29,93+0,78
Adria kora 32,4140,60 33,77+0,62 47,86+0,84 | 44,18+0,81 16,93+0,18 18,56+0,12 24,66+0,21 23,87+0,19
pulpa 22,95+0,62 34,36+0,83 41,71+0,82 | 38,24+0,71 15,04+0,29 13,13+0,11 19,98+0,14 18,46+0,15
Nektarina kora 33,02+0,49 35,01+0,27 47,04+0,5 | 42,67+0,54 13,32+0,13 17,12+0,15 25,09+0,21 21,89+0,19
pulpa 12,34+0,43 14,56+0,57 20,91£0,62 | 21,92+0,48 7,05+0,11 8,86+0,13 12,59+0,12 12,37+0,13

'mg ekvivalenta galne kiseline /100 g sveze mase; 2mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost+SD (n=3)




Tabela 8.3. Sadrzaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) metanolnih ekstrakata kore jabuka

TP (mg GAE/100g s.m.)}

TF (mg CE/100g s.m.)?

>orta 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI
Pink lejdi 121,05+0,87° 147,8140,97 170,47+0,96 205,26+1,13 49,61+0,35 72,42+0,72 86,93+0,83 110,82+1,89
Crveni deliSes 221,46+1,11 245,32+1,26 253,65+1,44 324,21+2,33 106,31+1,72 144,73+1,84 148,54+1,76 181,324+2,07
Ajdared 244.32+1,66 269,98+3,01 305,68+2,85 370,46+3,03 124,59+1,88 135,68+1,07 174,23+1,82 178,58+1,68
Breburn 106,72+1,13 110,23+1,02 131,87+1,45 169,29+1,26 48,76+0,53 50,82+0,82 68,12+0,43 75,44+0,65
Modi 209,01+1,16 226,37+2,02 239,49+2,11 258,02+2,01 93,54+0,80 103,31+1,04 128,79+0,99 145,82+1,51

'mg ekvivalenta galne kiseline /100 g sveze mase; 2mg katehin ekvivalenta/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost=SD (n=3)




Tabela 8.4. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola metanolnih i acetonskih ekstrakata kore dunja (mg/kg)

G}f(?g:i‘z';o Ekstrakt c?g A | HCAL | 5CQU | 4CQA | HCA2 di?(’:% A | Q-Ga| Q-Ru Cgu (;(lu K-Ru QC(:’)'J‘AP Y (mg/kg)
M60 | 5888 | 222 [13305| 7.09 | 1911 | 9479 |60.37 | 144.46] 3128 | 6.34 | 569 3.02 566.30

B M80 | 69,55 | 7,72 | 155,55 | 10,69 | 28,62 | 127,94 | 61,77 | 166,58 | 42,27 | 12,68 | 11,67 4,65 699,69

Sicevo A60 | 116,57 | 599 | 207,66 | 17,23 | 11,14 | 97,85 | 68,45 | 200,29 | 47,68 | 8,14 | 4,54 5,56 791,10
A80 | 168,14 | 8,46 | 26443 | 19,00 | 853 | 107,28 | 87,95 | 254,16 | 56,35 | 13,33 | 9,15 6,08 1002,95

M60 | 158,64 | 12,55 | 181,44 | 4522 | 17,48 | 105,04 | 29,12 | 87,38 | 36,79 | 22,25 | 9,88 3,32 709,11

Nig M80 | 191,26 | 13,45 | 223,47 | 45,74 | 19,54 | 117,36 | 31,27 | 92,73 | 40,11 | 24,10 | 10,55 2,84 812,72

A60 | 305,51 | 15,66 | 368,46 | 50,78 | 13,45 | 75,80 | 35,79 | 121,45 | 42,73 | 28,42 | 13,27 12,75 1084,07

A80 | 34459 | 23,80 | 420,54 | 68,80 | 14,99 | 89,10 | 43,84 | 141,58 | 48,81 | 33,39 | 20,82 17,42 1267,68

M60 | 168,06 | 6,47 | 331,44 | 19,86 | 39,34 | 151,18 | 24,18 | 138,98 | 24,96 | 17,84 | 8,19 8,13 938,63

Knjagevac M80 | 170,08 | 598 | 332,34 | 20,92 | 43,94 | 206,34 | 30,66 | 188,55 | 33,14 | 24,38 | 9,12 11,11 1076,56
A60 | 281,44 | 17,43 | 44439 | 64,45 | 40,32 | 141,43 | 38,49 | 240,06 | 42,67 | 30,67 | 10,24 15,77 1367,36

A80 | 348,89 | 20,87 | 481,84 | 71,57 | 43,72 | 149,45 | 48,16 | 253,23 | 45,36 | 33,19 | 10,72 16,83 1523,88

M60 | 105,61 | 6,88 | 216,78 | 25,93 | 56,63 | 14534 | 6,35 | 76,07 | 18,58 | 19,58 | 8,25 tr 619,27

Matejevac M80 | 158,63 | 7,61 | 302,33 | 29,36 | 57,79 | 149,45 | 6,81 | 89,77 | 20,79 | 20,90 | 7,86 tr 783,14
A60 | 208,39 | 14,51 | 378,63 | 34,42 | 4556 | 89,68 | 8,24 | 98,86 | 26,63 | 19,22 | 9,06 9,34 1009,27

A80 | 293,66 | 16,96 | 418,64 | 55,76 | 50,54 | 109,44 | 1547 | 144,14 | 34,47 | 21,29 | 11,87 9,51 1228,99

M60 | 161,87 | 10,59 | 198,12 | 49,37 | 69,50 | 72,52 | 9,51 | 94,35 | 28,47 | 12,66 | 9,76 tr 716,72

Kamenica M80 | 173,38 | 12,24 | 213,08 | 48,52 | 80,51 | 77,38 | 10,39 | 96,70 | 31,44 | 11,56 | 10,07 tr 770,17
A60 | 314,28 | 13,62 | 361,82 | 51,88 | 55,82 | 54,76 | 13,02 | 110,48 | 33,01 | 14,56 | 12,34 tr 1035,61

A80 | 347,76 | 16,96 | 443,69 | 70,79 | 59,16 | 67,43 | 13,56 | 123,50 | 36,09 | 16,16 | 12,88 tr 1207,98

M60 | 138,55 | 6,44 | 111,07 | 20,22 | 41,40 | 188,55 | 10,32 | 124,74 | 38,22 | 21,04 | 13,36 5,94 270,99

Zajetar M80 | 131,11 | 6,62 | 169,99 | 22,17 | 49,19 | 193,36 | 14,94 | 147,51 | 44,92 | 23,46 | 14,85 6,75 294,29
A60 | 152,60 | 7,45 | 210,09 | 28,13 | 39,24 | 167,96 | 17,37 | 157,35 | 46,06 | 24,89 | 15,49 7,70 347,71

A80 | 176,85 | 7,77 | 28532 | 31,39 | 40,14 | 170,42 | 17,66 | 165,99 | 48,16 | 25,95 | 18,09 8,81 386,43

M60 | 6520 | 3,58 | 15513 | 9,23 | 20,20 | 98,70 | 72,38 | 82,65 | 38,51 | 25,20 | 11,20 3,58 585,47

Vranje M80 | 70,32 | 6,23 | 160,28 | 12,58 | 30,18 | 105,30 | 69,25 | 98,25 | 42,73 | 26,30 | 11,50 3,16 636,08
A60 | 11852 | 6,08 | 212,52 | 18,32 | 2358 | 76,38 | 75,89 | 131,72 | 45,08 | 25,90 | 13,72 7,58 755,29

A80 | 172,30 | 9,00 | 259,12 | 19,95 | 25,72 | 8250 | 85,35 | 148,52 | 52,37 | 30,10 | 15,83 9,73 910,49

srednja vrednost 184,67 | 10,47 | 272,90 | 34,62 | 37,33 | 118,31 | 35,95 | 140,00 | 38,49 | 21,20 | 11,43 6,41 911,78
maksimalna vrednost 348,89 | 23,80 | 481,84 | 71,57 | 80,51 | 206,34 | 87,95 | 253,23 | 52,37 | 33,39 | 20,82 17,42 1329,24
minimalna vrednost 58,88 | 2,22 | 111,07 | 7,09 | 8,53 5476 | 6,35 | 76,07 | 18,58 | 6,34 | 4,54 2,84 298,39




Tabela 8.5. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola metanolnih i acetonskih ekstrakata pulpe dunja (mg/kg)

Gri:g:izslto Ekstrakt 3-CQA HCA1 5CQU 4CQA HCA2 3,5-diCQA Q-Ru Y (mg/kg)
M60 20.11 1,68 82.56 4.61 5.54 46,12 2.92 163,54

., M80 24 57 1,93 92,28 6,06 3,90 52,83 3,05 184,62
Sicevo A60 41,78 2,07 129,06 6,36 1,87 28,63 3,37 213,14
A80 62,35 2,18 132,51 7,94 2,87 32,09 3,65 243,59

M60 102,63 2,35 67,16 12,20 7,99 46,26 2,92 241,51

Nik M80 110,27 2,48 87,65 15,01 10,09 47,44 3,11 276,95
AB0 134,82 7,25 153,23 42,96 5,22 16,45 2,70 362,63

A80 151,93 6,88 170,74 49,20 5,65 20,94 6,54 411,88

M60 108,27 3,49 128,33 8,14 8,85 61,97 4,99 324,04

KnjaZevac M80 126,93 4,01 149,92 9,49 10,57 73,87 6,32 381,11
ABO 134,24 4,32 164,08 12,07 2,64 53,53 6,13 377,01

A80 173,27 5,16 217,36 6,56 4,83 59,67 6,67 483,52

M60 42,16 2,66 99,75 11,85 9,27 61,86 2,59 230,14

Matejevac M80 46,52 3,00 104,83 14,70 11,39 70,67 2,65 253,76
AB0 48,39 3,04 154,40 15,88 4,06 39,65 2,75 268,17

A80 55,51 3,49 180,82 21,37 4,83 4514 3,86 315,02

M60 62,60 5,32 72,47 11,02 40,15 37,52 2,62 231,70

Kamenica M80 71,24 471 84,32 9,52 37,88 39,70 2,70 250,07
AB0 124,25 7,93 145,26 31,06 36,69 32,64 3,13 351,49

A80 143,36 9,99 161,62 39,27 42,16 37,17 2,94 431,98

M60 50,85 tr 55,71 9,82 4,14 142,51 7,96 270,99

Zajetar M80 81,98 tr 44,81 11,32 4,25 144,31 7,62 294,99
AB0 106,09 6,58 80,78 21,62 3,16 120,59 7,96 347,71

A80 110,44 6,95 97,37 22,29 4,85 136,08 8,45 386,43

M60 19,52 2,05 92,15 5,07 5,82 35,72 2,35 162,68

Vranje M80 25,18 2,00 102,30 5,95 6,75 4518 3,12 109,48
AB0 40,38 2,25 115,72 6,38 4,38 17,38 3,28 189,77

A80 65,17 2,30 140,05 8,02 9,25 21,52 3,50 249,81

srednja vrednost 96,39 5,83 131,85 26,91 22,02 80,85 5,40 369,25
maksimalna vrednost 173,27 9,99 217,36 49,20 42,16 144,31 8,45 644,74

minimalna vrednost 19,52 1,68 4481 4,61 1,87 17,38 2,35 92,22




Tabela 8.6. Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola acetonskih ekstrakata kore sortnih bresaka (mg/kg)

Sorta breskve | HCIl, % | OQ-Ru 0Q-Glu 0-Rha K-Ru | 3 flav.
0 13.85 | 8.47 2.47 7.04 | 3183

o 01 | 17,99 | 1043 2,97 8,88 | 40,27
Radmilovtanka —— 1856 | 11,24 3,05 1138 | 4423
2 20,30 | 1345 5,21 1501 | 53,97

0 1412 | 869 2,03 860 | 3434

Junsko Zlato 0L | 17.27 | 1049 3,34 8,08 | 3584
1 771 | 428 3,42 6,88 | 22,29

2 17.66 | 12,14 3,43 939 | 4261

0 983 | 745 2,05 479 | 2412

Bleik 01 | 1084 | 685 1,09 472 | 2440

€ 1 10,92 | 547 1,78 510 | 2327

2 1252 | 9,08 2,50 6,72 | 3082

0 10,01 | 428 2,35 724 | 2397

il 01 | 1029 | 525 2,77 705 | 2536

1 11,16 | 5,39 2,89 513 | 2457

2 11,67 | 5,67 3,89 815 | 29,38

0 6,64 | 393 4,62 420 | 19,39

Vesna 0.1 619 | 381 4,79 426 | 19,05

1 1124 | 417 5,08 526 | 2575

2 1330 | 6,66 5,71 592 | 31,59

0 10,56 | 4,32 1,69 750 | 24,07

i 01 | 1121 | 398 1,43 9,65 | 2627
Adria 1 11,01 | 4,70 1,73 850 | 26,84

2 1249 | 791 1,90 901 | 32724

0 9.65 | 629 1,63 512 | 22,69

Neltari 0.1 783 | 531 1,35 282 | 1731
extarina 1 845 | 651 153 361 | 20,10

2 1001 | 7.33 1.73 5902 | 24.99




Tabela 8.7. Sadrzaj pojedinacnih hidroksicinamicnih kiselina (mg/kg) u kori i pulpi sortnih bresaka

kora pulpa
0,

Sorta breskve | HCl, % 73"= 02 T5-COA | p-CouA [ 3 acid | 3-COA | 5-COA | p-CouA | 3 acid
0 6300 | 24234 | 383 130017 ] 2946 | 81.66 | 244 111356
Radmilovéanka 0| 8311 [27389 | 4,61 [ 361,61 30,08 | 81,16 | 255 |113,79
1 8453 | 29961 | 508 |389.22 | 3485 | 8918 | 329 |127.32

2 7495 | 27955 | 444 |358.94| 2661 | 6425 | 196 | 92.82

0 2179 | 7610 | 213 |100.02| 259 | 1602 | 072 | 42.64

01 | 3274 | 12335 | 287 |160.96| 2239 | 1838 | 068 | 41.45

Junsko Zlato 1 7518 | 280.45 | 4.45 |36008| 27.05 | 2439 | 096 | 52.40
2 2576 | 8043 | 242 |108.61| 2592 | 2249 | 081 | 49.22

0 2254 | 5038 | 250 | 75.42 | 11.29 | 11,58 | 051 | 23.40

Blejk 01 | 1508 | 5533 | 287 | 73.28 | 1359 | 13.19 | 049 | 27.27

1 2704 | 11529 | 339 | 14572 | 1919 | 2351 | 054 | 43.23

2 1550 | 107.81 | 2.03 |12543| 1759 | 2033 | 045 | 38.37

0 1374 | 2988 | 120 | 4482 | 258 | 630 / 8.88

Hala 01 | 1448 | 3251 | 115 | 4814 | 312 | 853 / 11.65

1 1614 | 39.76 | 167 | 5757 | 482 | 908 / 13.93

2 1385 | 3516 | 149 | 5050 | 2.06 | 640 / 8.46
0 5784 | 12615 | 125 |18524| 4531 | 7997 | 123 |12651
Vesna 01 | 5739 | 18467 | 136 |243.42| 4485 | 77.72 | 112 |123.70
1 7305 | 22631 | 2.32 |301.68| 6510 | 9970 | 1.05 |16585
2 5087 | 169.11 | 198 | 22196 | 51.05 | 7742 | 2.6 |130.63

0 748 | 2020 | 069 | 2837 | 914 | 1221 | 031 | 2166

Adria 0.1 909 | 2320 | 092 | 3321 | 1091 | 1234 | 038 | 2363
1 2307 | 5828 | 099 | 82.34 | 1569 | 1749 | 065 | 33.83

2 1009 | 2882 | 072 | 39.63 | 1503 | 1664 | 059 | 32.26

0 889 | 31.26 | 093 | 41.08 | 559 | 503 | 024 | 10.86

Netarina 01 | 1050 | 2325 | 076 | 3451 | 569 | 544 | 023 | 11.36
1 1693 | 3296 | 103 | 5092 | 732 | 741 | 044 | 1517

2 1380 | 2737 | 072 | 4189 | 578 | 447 | 034 | 1059




Tabela.8.8. Sadrzaj cijanidin-3-galaktozida, flavan-3-ola, flavonola i hidroksicimetnih kiselina metanolnih ekstrakata kore jabuka (mg/kg)

x
5- - X . x X svih
%HCl | Cy-Ga | C EC flg\_/gln- COQA C(E)uA FerA | yiselina | @G2 | Q-Glu | Q-Xi | Q-Ar | Q-Rh Q flavonola | jedinjenja
Pink
lejdi
0 62,61 3,37 24,68 28,05 25,16 1,73 2,65 29,54 22,32 5,62 10,21 10,22 19,73 2,82 70,56 190,76
0,1 72,61 2,88 25,89 28,77 22,42 1,64 2,61 26,67 25,06 5,54 9,90 9,78 17,84 3,09 71,21 199,26
1 58,84 / 15,32 15,32 15,36 1,56 12,51 | 29,43 18,57 4,75 6,35 6,62 12,42 18,39 67,10 170,69
2 50,62 3,26 18,20 21,46 14,18 1,11 12,22 | 27,51 13,02 5,06 3,81 5,13 8,55 22,14 57,71 157,01
Crveni
delises
0 117,11 | 17,39 | 27,51 44,90 22,83 1,24 2,50 26,57 10,84 11,12 14,89 10,65 22,72 17,64 87,86 278,44
0,1 119,86 | 16,41 | 26,20 42,61 22,94 1,16 3,04 27,14 13,26 10,21 13,57 10,84 21,51 17,35 86,74 274,35
1 103,52 | 8,15 12,34 20,49 14,48 0,37 4,45 19,30 5,44 9,12 11,65 8,81 15,46 36,47 86,95 230,26
2 96,26 9,40 14,80 24,20 15,05 0,37 4,23 19,63 5,40 9,22 9,57 6,86 13,26 37,86 82,17 222,26
Ajdared
0 120,54 | 16,21 | 45,21 61,42 36,55 6,03 18,27 | 61,25 61,87 14,73 19,61 17,09 42,94 20,08 176,32 419,53
0,1 128,22 | 14,69 | 43,40 58,09 37,17 5,60 19,07 | 61,84 71,69 14,48 17,67 14,45 37,51 24,92 180,72 428,87
1 127,31 | 5,94 36,92 42,86 8,15 2,48 22,50 | 33,13 53,86 13,76 13,91 14,17 11,01 44,52 151,23 354,53
2 121,15 | 8,97 36,36 45,33 4,10 2,25 24,42 | 30,77 54,09 10,16 10,25 5,92 9,10 59,40 148,92 346,17
Breburn
0 47,82 / 23,22 23,22 20,31 / / 20,31 22,04 4,77 11,13 8,66 4,36 16,08 67,04 158,39
0,1 48,62 / 28,21 28,21 18,82 / 2,88 21,70 25,69 5,43 10,57 8,14 4,16 18,66 72,65 171,18
1 41,42 / 14,75 14,75 3,78 / 9,74 13,52 25,55 3,92 5,78 5,16 2,77 37,86 81,04 150,73
2 46,05 / 23,41 23,41 2,42 / 11,32 | 13,74 23,03 3,54 5,35 2,71 2,92 47,30 84,85 168,05
Modi
0 364,20 | 13,61 | 59,15 72,76 53,27 6,48 7,85 67,60 94,25 15,11 25,78 55,64 21,16 20,06 232,00 736,56
0,1 365,42 | 13,03 | 55,87 68,90 53,48 6,37 8,12 57,97 81,06 14,55 25,04 53,65 20,81 27,13 222,24 724,53
1 355,52 | 8,32 54,34 62,66 27,39 6,03 19,81 | 53,23 89,54 13,92 19,07 26,88 12,57 56,63 218,61 690,02
2 357,65 | 13,46 | 18,53 31,99 21,95 5,75 28,64 | 56,34 64,62 9,77 12,72 11,33 9,50 71,94 178,88 625,86

Skraéenice: Cy-Ga, cijanidin-3-galaktozid; C, katehin; EC , epikatehin; 5-CQA, 5-O-kafeolihinska kiselina; p-CouA , p-kumarna kiselina; FerA, ferulna kiselina; Q-Ga,
kvercetin-3-galaktozid; Q-Glu, kvercetin-3-glukozid; Q-Xi, kvercetin-3-ksilozid; Q-Ar, kvercetin-3-arabinozid; Q-Rh, kvercetin-3-ramnozid; Q, kvercetin.




Tabela 8.9. Antioksidativna aktivnost metanolnih i acetonskih ekstrakata kore i pulpe dunje odredena DPPH i ABTS metodom

DPPH (mmol TE/100g s.m.)}

ABTS (mmol TE/100g s.m.)!

Lokacija Deo voéa
60% metanol | 80% metanol 60% aceton 80% aceton 60% metanol | 80% metanol 60% aceton 80% aceton
Sicevo kora 0,235£0,001% | 0,264+0,001 | 0,281+0,002 | 0,299£0,002 | 0,388+0,002 | 0,408+0,004 | 0,461+0,003 | 0,530+0,004
pulpa 0,158+0,001 0,184+0,001 0,199+0,001 0,213+0,001 0,283+0,003 0,301+0,004 | 0,335+0,004 | 0,349+0,002
Ni§ (Vinik) kora 0,279+0,002 | 0,289+0,002 | 0,307+0,002 | 0.314+0,003 | 0,618+0,005 | 0,558+0,004 | 0,769+0,006 | 0,829+0,007
pulpa 0,187+0,001 0,269+0,001 0,283+0,002 | 0,301+0,002 | 0,434+0,004 | 0,489+0,004 | 0,637+0,004 | 0,722+0,006
KnjaZevac kora 0,284+0,002 | 0,294+0,002 | 0,332+0,002 | 0.388+0,003 | 0,552+0,004 | 0,660+0,005 | 0,727+0,006 | 0,797+0,005
pulpa 0,201+0,001 0,239+0,001 0,289+0,002 | 0,300+£0,002 | (0 448+0,004 | 0,486+0,004 | 0,684+0,006 | 0,673+0,005
Matejevac kora 0,265+0,002 | 0,278+0,002 | 0,289+0,002 | 0,312+0,002 | 0,461+0,003 | 0,562+0,005 | 0,724+0,006 | 0,746=0,006
pulpa 0,187+0,001 0,188+0,001 0,279+0,002 0,293+0,002 0,433+0,004 0,493+0,004 0,640+0,005 0,696+0,006
Kamenica kora 0,270£0,002 | 0,280+0,002 | 0,298+0,002 | 0,33240,003 | 0,626+0,004 | 0,653+0,004 | 0,677+0,005 | 0,752%0,006
pulpa 0,167+0,001 0,198+0,001 0,254+0,002 0,260+0,002 0,337+0,002 0,351+0,004 0,470+0,004 0,636=+0,005
Zajetar kora 0,264+0,002 | 0,289+0,002 | 0,299+0,002 | 0,301+0,003 | 0,478+0,003 | 0,547+0,004 | 0,699+0,006 | 0,764+0,007
pulpa 0,208+0,001 0,257+0,002 | 0,278+0,002 | 0,285+0,002 | (359+0,002 | 0,382+0,003 0,523+0,004 | 0,650+0,005
Vranje kora 0,213£0,001 | 0,271+0,002 | 0,245£0,001 | 0,280+0,002 | 0,425£0,003 | 0,554+0,004 | 0,438+0,004 | 0,486+0,004
pulpa 0,130+0,001 0,170+0,001 0,209+0,001 0,224+0,001 0,273+0,001 0,278+0,002 0,317+0,003 0,356+0,003

!mmol ekvivalenta troloksa/100 g sveZe mase; 2srednja vrednost=SD (n=3)




Tabela 8.10. Antioksidativna aktivnost metanolnih i acetonskih ekstrakata kore i pulpe dunje odredena FRAP i RP metodom

FRAP (mmol Fe/100g s.m.)*

RP (mg GAE/100g s.m.)?

Lokacija Deo voéa

60% metanol | 80% metanol | 60% aceton | 80% aceton | 60% metanol | 80% metanol | 60% aceton | 80% aceton

Sicevo kora | 0,321+0,003% | 0,357£0,004 | 0,459+0,004 | 0,770£0,005 | 22,337+0,237 | 27,625+0,248 | 34,859+0,284 | 58,228+0,435
pulpa 0,177+0,001 0,226+0,002 0,279+0,002 0,353+0,004 10,612+0,149 13,176+0,172 18,943+0,246 | 26,906+0,249

Ni§ (Vinik) kora 0,448+0,004 0,463+0,004 0,755+0,006 0,769+0,006 28,404+0,327 | 30,227+0,418 | 56,424+0,586 | 61,907+0,574
pulpa 0,318+0,003 0,396+0,004 0,670+0,005 0,816+0,006 17,644+0,206 | 24,958+0,311 | 45,437+0,499 | 57,359+0,582

KnjaZevac kora 0,505+0,004 0,644+0,005 0,855+0,006 0,941+0,008 33,265+0,392 | 44,849+0,392 | 67,056+0,524 | 76,865+0,581
pulpa 0,317+0,004 0,368+0,004 0,711£0,007 0,774+0,007 17,720+0,257 | 21,705+0,337 | 46,704+0,582 | 50,892+0,662

Matejevac kora 0,374+0,003 0,552+0,005 0,610+0,006 0,783+0,006 24,922+0,361 38,633+0,502 | 46,188+0,582 | 62,945+0,663
pulpa 0,215+0,003 0,237+0,003 0,464+0,005 0,520+0,006 11,977+0,295 14,146+0,337 | 29,241+0,409 | 35,967+0,335

Kamenica kora 0,432+0,005 0,479+0,004 0,675+0,005 0,834+0,007 27,327+0,335 32,449+0,345 50,420+0,709 | 65,514+0,729
pulpa 0,200+0,004 0,279+0,005 0,420+0,006 0,553+0,006 11,277+0,336 | 16,832+0,441 | 27,215+0,392 | 36,627+0,423

Zajetar kora 0,397+0,004 0,450+0,004 0,700+0,005 0,768+0,006 25,603+0,418 | 31,084+0,498 | 52,452+0,850 | 59,653+0,525
pulpa 0,261+0,003 0,321+0,004 0,467+0,006 0,500+0,005 15,073+0,392 | 19,259+0,354 | 29,688+0,392 | 34,145+0,418

Vranje kora 0,377+0,003 0,507+0,005 0,566+0,006 0,657+0,007 24,986+0,335 36,836+0,491 43,999+0,577 | 53,074+0,586
pulpa 0,161+0,003 0,212+0,004 0,370+0,006 0,490+0,006 9,002+0,177 12,745+0,278 | 23,152+0,307 | 32,982+0,466

!mmol gvozda/100 g sveZze mase; 2mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost=SD (n=3).




Tabela 8.11. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore i pulpe sortnih bresaka odredena DPPH i ABTS metodom

DPPH (mmol TE/100g s.m.)?

ABTS (mmol TE/100g s.m.)*

Sorta Deo voca
0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI

Radmilovéanka kora 0,274+0,0032 0,285+0,003 0,343+0,003 0,388+0,004 0,518+0,004 0,532+0,007 0,659+0,012 0,746+0,004
pulpa 0,242+0,002 0,254+0,003 0,278+0,003 0,257+0,002 0,426+0,010 0,492+0,007 0,520+0,006 0,501+0,008
Junsko Zlate | KOTa 0,256£0,004 | 0,32940,004 | 0,259+0,002 | 0,268£0,002 | 0,491+0,007 | 0,642+0,008 | 0,509+0,006 | 0,528+0,004
pulpa 0,244+0,002 0,231+0,001 0,242+0,002 0,248+0,003 0,438+0,004 0,439+0,005 0,473+0,006 0,465+0,005
Blejk kora 0,184+0,003 0,198+0,002 0,213+0,003 0,249+0,003 0,312+0,007 0,358+0,004 0,384+0,003 0,424+0,009
pulpa 0,133+0,001 0,141+0,003 0,136+0,002 0,148+0,003 0,212+0,003 0,226+0,004 0,231+0,007 0,236+0,006
Hala kora 0,188+0,002 0,193+0,002 0,201+0,003 0,214+0,003 0,301+0,003 0,314+0,004 0,321+0,004 0,345+0,005
pulpa 0,121+0,001 0,124+0,002 0,138+0,003 0,132+0,001 0,186+0,002 0,193+0,003 0,218+0,004 0,214+0,003
Vesna kora 0,219+0,002 0,221+0,002 0,236+0,003 0,257+0,003 0,361+0,002 0,368+0,006 0,425+0,003 0,462+0,005
pulpa 0,185+0,002 0,228+0,002 0,233+0,003 0,222+0,003 0,314+0,001 0,386+0,003 0,392+0,002 0,374+0,005
Adria kora 0,165£0,002 | 0.166£0,002 | 0,203£0,003 | 0,198£0,002 | 0,281+0,002 | 0,830,001 | 0,368£0,003 | 0,352+0,005
pulpa 0,138£0,001 | 0,168+0,001 | 0,173£0,003 | 0,167£0,002 | 0,235£0,002 | 0,286:0,003 | 0,312+0,004 | 0,301=0,003
Nektarina kora 0,153+0,003 | 0,189£0,003 | 0,212+0,004 | 0,193£0,003 | 0,237+0,002 | 0,301=0,003 | 0,344+0,002 | 0,328+0,001
pulpa 0,136+0,002 0,138+0,001 0,142+0,003 0,147+0,003 0,198+0,001 0,212+0,002 0,227+0,003 0,229+0,003

!mmol ekvivalenta troloksa/100 g sveZe mase; 2srednja vrednost=SD (n=3)




Tabela 8.12. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore i pulpe sortnih bresaka odredena FRAP i RP metodom

FRAP (mmol Fe/100g s.m.)*

RP (mg GAE/100g s.m.)?

Sorta Deo voéa
0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI
Radmilovéanka kora 0,725+0,014° 0,751+0,015 0,889+0,016 0,977+0,018 43,73+0,42 46,75+0,66 48,95+0,63 70,47+0,43
pulpa 0,596+0,015 0,713+0,012 0,754+0,010 0,701+0,012 21,48+0,41 32,28+0,47 42,83+0,68 34,32+0,31
Junsko Zlato kora 0,704+0,015 0,893+0,016 0,713+0,011 0,749+0,016 27,83+0,27 43,47+0,58 44,83+0,51 42,48+0,62
pulpa 0,603+0,016 0,608+0,013 0,639+0,014 0,631+0,012 22,35+0,34 23,35+0,33 25,44+0,28 22,90+0,24
Blejk kora 0,436+0,010 0,483+0,009 0,549+0,008 0,580+0,007 13,42+0,09 15,99+0,09 17,44+0,10 19,57+0,11
pulpa 0,291+0,006 0,316+0,007 0,324+0,007 0,332+0,008 5,60+0,09 6,37+0,08 6,88+0,07 7,33+0,05
Hala kora 0,430+0,006 0,449+0,007 0,446+0,005 0,483+0,005 12,75+0,07 13,37+0,08 13,64+0,06 13,89+0,12
pulpa 0,269+0,004 | 0,274+0,003 | 0,309£0,006 | 0,303+0,004 2.9120,03 3.28%0,04 3.8220,05 3.772005
Vesna kora 0,487+0,006 0,501+0,007 0,573+0,007 0,619+0,010 14,62+0,15 16,24+0,17 20,58+0,27 21,79+0,31
pulpa 0,430+0,004 0,536+0,005 0,533+0,005 0,516+0,004 13,17+£0,12 15,33+0,15 16,45+0,21 16,27+0,19
Adria kora 0,393+0,004 0,404-+0,005 0,533+0,007 0,499+0,008 10,80+0,10 10,89+0,12 14,50+0,19 14,25+0,21
pulpa 0,329+0,006 0,391+0,004 0,408+0,005 0,415+0,006 7,40+0,10 10,74+0,09 12,64+0,15 11,95+0,13
Nektarina kora 0.327£0,007 | 0412+0,009 | 047820008 | 0451+0,010 | 11,0120.09 11,29+0,08 14,70+0,04 13,76x0.11
pulpa 0.279+0,003 | 03030,004 | 0,315:0,007 | 0,313+0,008 3.98%0,04 4.55£0,06 6,33£0,06 6.850,05

!mmol gvozda/100 g sveZze mase; 2mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost=SD (n=3).




Tabela 8.13. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore jabuka odredena DPPH i ABTS metodom

DPPH (mmol TE/100g s.m.)?

ABTS (mmol TE/100g s.m.)*

Sorta
0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI
Pink lejdi 0,253+0,002% | 0,262+0,001 | 0,267+0,004 | 0,273£0,003 | 0,369+0,007 | 0,454+0,007 | 0,477+0,003 | 0,542+0,007
Crveni delises | 0,291+0,002 | 0 326+0,005 | 0,331+0,004 | 0,423+0,006 | 0,536+0,005 | 0,598+0,007 | 0,607+0,004 | 0,623+0,007
Ajdared 0,321£0,003 | 0,375+0,002 | 0,406+0,005 | 0,482+0,006 | (,589+0,003 | 0,635+0,005 | 0,716+£0,008 | 0,724+0,009
Breburn 0,239+0,003 | 0,241+£0,002 | 0,263£0,003 | 0,269+0,004 | 0,289+0,002 | 0,314+0,003 | 0,415+£0,006 | 0,452+0,006
Modi 0,277+0,002 | 0,298+0,003 | 0,319+0,003 | 0,328+0,004 | (539+0,004 | 0,543+0,006 | 0,561+0,008 | 0,609+0,008

'mmol ekvivalenta troloksa/100 g sveZe mase; %srednja vrednost+SD (n=3).

Tabela 8.14. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata kore jabuka odredena FRAP i RP metodom

FRAP (mmol Fe/100g s.m.)*

RP (mg GAE/100g s.m.)?

Sorta
0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI 0% HCI 0,1% HCI 1% HCI 2% HCI
Pink lejdi 0,674+0,009° | 0,683+0,009 | 0,739+0,008 | 0,856+0,008 | 69,78+0,78 84,97+0,87 95,5+0,89 113,88+1,04
Crveni deliSes | 1,003+0,012 | 1 112+0,011 | 1,124£0,013 | 1,45720,016 | 121.43+1,31 | 132,43+1,23 | 136,75+0,99 | 166,15+1,45
Ajdared 1,109£0,014 | 1,123+0,007 | 1,356£0,016 | 1,681£0,019 | 119,13+1,09 | 155,78+1,34 | 159,68£1.07 | 196,84+1,48
Breburn 0,491+0,007 | 0,523+0,008 | 0,654+0,006 | 0,728+0,009 | 58 98+0,63 60,07£0.72 74,38+0,58 93,24+0,81
Modi 0,861+0,009 1,006+0,013 1,111+0,017 1,127+0,018 93,24+0,81 127,65+1,00 130,11+1,15 135,49+0,98

!mmol gvozda/100 g sveZze mase; 2mg ekvivalenta galne kiseline/100 g sveZe mase; 3srednja vrednost=SD (n=3).




Tabela 8.15. Pirsonovi koeficijenti za sadrzaj metala u kori dunje

Ca K Mg Na B Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni P Sr \ Zn Al As Pb
Ca 1,000 0,948 | -0,640 0,001 0,603 0,762 0,453 0,647 0,772 0,119 0,829 0,858 0,700 0,799 0,900 0,773 0,632 0,917 0,084
K 1,000 | -0,745 | -0,134 | 0633 | 0680 | 0,376 | 0,763 | 0,706 | -0,061 | 0,774 | 0,752 | 0599 | 0851 | 0,879 | 0,787 | 0,651 | 0,841 | -0,002
Mg 1,000 | -0,065| -0,904 | -0,300 | -0,508 | -0,290 | -0,800 | 0,364 | -0,707 | -0,460 | -0,305 | -0,776 | -0,556 | -0,125 | -0,139 | 0,062 | 0,638
Na 1,000 | 0,318 | 0,090 | 0,365 | -0,645 | -0,008 | 0,110 | 0513 | 0,123 | -0,069 | 0,282 | 0,035 | -0,166 | -0,172 | 0,062 | 0,638
B 1,000 | 0487 | 0341 | 0079 | 0,795 | -0,020| 0,753 | 0486 | 0471| 0,720 | 0418 | 0,613 | 0,444 | 0463 | 0,251
Ba 1,000 | -0,085 | 0479 | 0516 | 0674 | 0593 | 0,808 | 0935 | 0592 | 0,606 | 0917 | 0,594 | 0,827 | -0,328
Co 1,000 | -0,068 | 0,506 | -0,516 | 0,630 | 0,440 | -0,079 | 0,546 | 0,610 | -0,090 | -0,188 | 0,415 | 0,683
Cr 1,000 | 0,272 | -0,032 | 0,227 | 0420 | 0421 | 0,408 | 0611 | 0618 | 0,625 | 0,563 | -0,405
Cu 1,000 | 0,049 | 0652 | 0,703 | 0641 | 0,605 | 0598 | 0651 | 0,390 | 0,658 | 0,126
Fe 1,000 | -0,035 | 0,338 | 0,705 | -0,136 | -0,069 | 0471 | 0,226 | 0,278 | -0,486
Mn 1,000 0,719 0,440 0,894 0,784 0,528 0,441 0,752 0,474
Ni 1,000 | 0,825 | 0,767 | 0879 | 0,769 | 0,243 | 0,979 | -0,122
P 1,000 0,473 0,536 0,919 0,451 0,792 | -0,459
Sr 1,000 | 0,867 | 0646 | 0310 | 0,807 | 0,168
\Y% 1,000 0,614 0,302 0,934 0,074
Zn 1,000 | 0,607 | 0,791 | -0,452
Al 1,000 0,368 0,003
As 1,000 | -0,112
Pb 1,000




Tabela 8.16. Pirsonovi koeficijenti za sadrzaj metala u pulpi dunje

Ca K Mg Na B Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni P Sr \Y Zn Al As Pb

ca | 1,000 | 0,772 | 0,632 | 0,424 | 0,772 0,398 0,128 0,027 | 0,547 | -0,368 | 0,863 | -0,661 | -0,087 | 0,616 | -0,014 | 0,543 | -0,257 | 0,645 | -0,178
K 1,000 | 0,668 | 0,369 | 0,693 0,553 0,287 0,273 | 0,744 | -0,152 | 0,643 | -0,512 | 0,406 0,474 0,125 0,863 | -0,117 | 0,556 | 0,277
Mg 1,000 | 0,222 | 0,693 0,059 0,166 0,263 | 0,619 | -0,191 | 0,757 | -0,300 | 0,380 0,282 0,394 0,425 0,199 0,719 | 0,243
Na 1,000 | -0,025 | -0,270 | -0,477 | -0,586 | 0,005 | -0,285 | 0,539 0,331 | -0,095 | 0483 | -0,088 | -0,091 | -0,488 | 0,563 | -0,046
B 1,000 0,300 0,383 0,429 | 0,894 | -0,043 | 0521 | -0,748 | -0,010 | 0,637 0,504 | 0642 | -0,233 | 0,698 | 0,309
Ba 1,000 0,605 | 0,498 | 0,238 | -0,239 | 0,172 | -0,680 | 0,395 | -0,154 | -0,474 | 0,783 0,315 | -0,302 | -0,232
Co 1,000 | 0956 | 0,392 | -0,472 | -0,164 | -0,350 | 0,578 | -0,295 | -0,053 | 0,457 0,426 | -0,085 | 0,116
Cr 1,000 | 0,497 | -0,257 | -0,218 | -0,330 | 0,625 | -0,287 | 0,176 0,482 0,465 | -0,039 | 0,325
Cu 1,000 0,153 0,282 -0,535 0,192 0,630 0,681 0,724 -0,299 0,688 0,676
Fe 1,000 | -0,333 | -0,063 | -0,301 | 0,246 0,525 0,097 | -0,298 | -0,108 | 0,507
Mn 1,000 | -0,394 | 0,003 0,408 | -0,083 | 0,322 | -0,022 | 0599 | -0,286
Ni 1,000 0,153 | -0,359 | -0,022 | -0,707 | 0,049 | -0,121 | 0,130
p 1,000 -0,513 | -0,090 0,419 0,671 -0,088 0,284
Sr 1,000 0,522 0,280 -0,867 0,770 0,337
vV 1,000 0,097 -0,369 0,617 0,841
7n 1,000 0,027 0,185 | 0,310
Al 1,000 | -0,487 | -0,274
As 1,000 | 0,414
1,000

Pb




Tabela 8.17. Pirsonovi koeficijenti za sadrzaj metala u semenkama dunje

Ca K Mg Na Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni P Se Sr \Y Zn Al Cd Pb

Ca 1,000 | 0443 ] -0,139 | -0,190 | 05530 | 0,508 | 0628 ( 0,297 | 0,754 | -0,131| 0,316 | 0803 | 0,720 | 049 | 0471 | 0463 0,637 | 0,756 | -0,419
K 1,000 | -0,271| 0,223 | 0,476 | 0,327 | -0,333| 0633 | 0663 | 0415| 0452 | 0694 0053 0811 0,122 | 0,985 | 0,036 | 0,376 | -0,741
Mg 1,000 | -0,744 | -0,367 [ 0,393 | 0,295 | 0,219 | -0,199 ( 0,411 | -0,314 | -0,003 | -0,066 | -0,491 | -0,560 | -0,209 | -0,311 | -0,123 | -0,346
Na 1,000 | -0,157 | -0,233 | -0,624 | -0,013 | -0,196 | -0,013 | 0,339 | -0,290 | -0,450 | 0,573 | 0,207 | 0,199 | -0,088 | -0,232 | 0,074
Ba 1,000 | -0,184 ( 0,282 | -0,197 | 0911 | -0,419 | -0,068 | 0,688 | 0,789 [ 0,269 | 0,066 | 0486 | 0,718 | 0,677 | -0,123
Co 1,000 ( 0,163 | 0509 | 0,187 | 0,705 | 0,675| 0523 0,004 ( 0454 0,021 | 0405| 0,048 | 0,497 | -0,655
Cr 1,000 | -0,174 | 0,345 | -0505| -0,317 | 0,327 | 0,804 | -0,322 | 0,189 | -0,299 ( 0,589 [ 0,434 | 0,098
Cu 1,000 ( 0110 0595 | 0269 | 0274| -0299 | 0428 | 0,248 | 0577 | -0,510 | -0,135 | -0,849
Fe 1,000 | -0,153 0,118 0,919 0,771 0,490 0,066 0,698 0,690 0,799 | -0,475
Mn 1,000 0,579 0,143 | -0,583 0,369 | -0,286 0,456 | -0,519 | -0,009 | -0,659
Ni 1,000 0,310 | -0,203 0,721 0,328 0,479 0,074 0,454 | -0,314

P 1,000 0,636 0,624 | -0,044 0,769 0,615 0,846 | -0,721
Se 1,000 | -0,014 | 0,135 0,093 | 0870 | 0,732 | 0,002
Sr 1,000 [ 0224 0,837 | 0,224 | 0,465 | -0,639
\% 1,000 [ 0,006 | 0,068 | 0,054 0,333
Zn 1,000 | 0,118 | 0,468 | -0,812
Al 1,000 0,830 0,059
Cd 1,000 | -0,346
Pb 1,000




Tabela 8.18. Pirsonovi koeficijenti za sadrzaj metala u semenkama jabuka

Ca K Mg Na Ba Co Cr Cu Fe Mn Ni P Se Sr \ Zn Al Cd Pb
Ca 1,000 0,013 | -0,075 0,459 0,740 0,124 0,625 0,366 0,334 | -0,508 0,197 0,062 0,227 0,718 | -0,172 0,278 0,636 0,202 0,163
K 1,000 0,693 0,650 0,131 | -0,210 0,179 0,817 | 0,812 0,252 0,564 0,960 | -0,482 0,345 | 0,402 0,709 0,236 0,464 | 0,385
Mg 1,000 0,699 0,069 | -0,170 0,385 0,807 | 0,702 0,698 0,196 0,780 | -0,367 0,039 0,545 0,621 0,751 0,847 0,361
Na 1,000 0,719 0,209 0,700 0,803 [ 0,940 0,317 0,653 0,710 0,063 0,604 | 0,423 0,598 0,729 0,830 | -0,057
Ba 1,000 0,526 0,737 0,371 | 0,605 | -0,205 0,547 0,207 0,519 0,861 0,210 0,571 0,587 0,372 | -0,270
Co 1,000 0,616 | -0,017 0,254 0,223 0,530 | -0,051 0,946 0,470 | 0,581 0,359 0,396 0,046 | -0,399
Cr 1,000 0,641 | 0,666 0,233 0,440 0,390 0,545 0,707 0,605 0,398 0,890 0,483 0,108
Cu 1,000 | 0,882 0,311 0,437 0,916 | -0,232 0,529 0,565 0,569 0,657 0,596 0,527
Fe 1,000 0,343 0,761 0,874 0,026 0,648 | 0,588 0,774 | 0,655 0,703 0,112
Mn 1,000 0,202 0,361 0,069 | -0,346 0,614 | -0,101 0,322 0,607 | -0,147
Ni 1,000 0,545 0,348 0,570 0,393 0,833 0,466 0,475 | -0,282
P 1,000 | -0,339 0,430 0,608 0,702 0,383 0,491 0,458
Se 1,000 0,374 0,328 0,129 0,365 | -0,029 | -0,502
Sr 1,000 | 0,361 0,794 | 0,485 0,099 0,147
\% 1,000 0,454 | 0,368 0,229 0,208
Zn 1,000 0,257 0,168 0,096
Al 1,000 0,712 0,068
Cd 1,000 | -0,236
Pb 1,000
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Mpunor 1.

MU3JABA O AYTOPCTBY

W3jaB/byjemM Aa je AOKTOpCKa auceprauuja, noa HacnoBOM
XeMVIiCKM CacTaB M aHTUOKCUASTUBHE aKTUBHOCT METAHONTHUX U aUETOHCKUX EKCTPaKaTa nynne u Kope

ofabpaHux epcTa Boha ca nogpyyja JyrouctouHe Cpbuje

*  pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXWUBAYKOr paaa,

* a3 NpeanoxeHa Auceprauuja, HW y UEAWHU, HU Y AenoBuMa, HUje 6una npeanoxeHa
3a pobujatbe 6uNo  Koje AMNIOME, MpeMa CTYAMjCKUM nporpaMmma  Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Ccy pe3ynTaTu KOPeKTHO HaBeaeHU U

* [a HWCaM KpLUMO/Na ayTopcka npasa, HUTU 3n10ynoTpebuo/na uHTenekTyanHy CBOjUHy
ApYrux nuua.

Y Huwy, _17.11.2014.

AyTop AucepTauuje: Epauka T. CTojaHosuh

[MoTnuc gokTopaHaa:




Mpunor 2.

U3JABA O UCTOBETHOCTMU LUTAMMAHE U EJIEKTPOHCKE BEP3UJE JOKTOPCKE
ANCEPTALMUIE

Wme 1 npesnme ayTopa: BpaHaka T. CtojaHosuh

CTyAunjcku nporpam: xemuja

Hacnos paga: XeMUjCK/ CacTas U aHTUOKCUMAATUBHA aKTUBHOCT METAHOMHUX 1 ALIETOHCKUX ekCTpakaTta nynne u
Kope
CHexaHa Mutuh

MeHTOp:!

U3jaBbyjeM pa je wTamMnaHa Bep3vja Moje AOKTOpCKe AucepTauuje UCTOBETHa
eNeKTPOHCKO] BEp3uju, Kojy caM npeaao/na 3a yHowere y AUrutanHu penosuTopujym
YHuBep3uTteTa y Huwy.

[o3Bos/baBaM Aa ce objase Moju JIMYHU MoAauM, Koju cy y Besun ca Aobujarbem
AKaAEMCKOr 3Bakba JOKTOpPa HayKa, Kao WTo CYy UMe U Mpe3uMe, roanHa u MecTto pofera u
AaTyM oabpaHe paja, v To Yy KaTtanory bBubnuvoteke, [AUruvtasHOM perno3uTopujymy
YHusepauTeTa y HUWy, kao 1 y nybnukauujama YHusepsutera y Huwy.

17.11.2014.

Y Huwy,

AyTop auceptauuje: BpaHka T. CtojaHoBuh

MoTnwuc AoKTOpaHaa:




Mpwunor 3.
MU3JABA O KOPULLREHY

OsnawhyjeM YHuBep3uteTcky 6ubnuoteky ,Hukona Tecna“ pa, y [Aurutantu
peno3uTopujyM YHuUBep3auTeTa y Huwy, yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy, noj HacloBOM:
XeMujckn cacTas U aHTUOKCUAATUBHA aKTUBHOCT METAHOMHUX U aLETOHCKUX eKCTpakaTa nynne u kope
onabpaHux BpcTa Boha ca nofpyyja JyrouctouHe Cpbuje
KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

AvcepTaunjy ca cBUMM nNpuno3uMa npejao/na caM y ENeKTPOHCKOM dopmMarTy,
NoroAHOM 3a TPajHO apXxuBupatse.

Mojy BOKTOPCKY AucepTauujy, YHeTy y AurutanHu peno3vTtopujyMm YHUBEpP3UTETA Yy
Huwy, Mory KOpucTUTM CBM KOju nmowTyjy oapeabe cajpxaHe y oaabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo

AyTopcTBO - HekoMepuwujanHo - 6e3 npepane
. AyTOpCTBO — HEKOMepUuujanHo - AenUTU Noa UCTUM YC1oBUMaA

5. AytopcTtBo - 6e3 npepase

6. AyTOpCTBO = A€NUTU NoA UCTUM YCnoBuMa
(MonuMo aa noaByYeTe CaMo jeAHY O4 LWEeCT NoHyheHWX NUUEeHUM; KpaTak onuc nuueHuu je
Yy HacTaBKy Tekcra).

AyTop AucepTauuje: Bpanka T. CTojaHusuh

MoTnuc foKTOpaHAa:

(irasd A Cpoud






