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IZVOD

OPTIMIZACIJA ANALITICKOG POSTUPKA ZA KARAKTERIZACIJU I
KLASIFIKACIJU RAZLICITIH VRSTA GAJENOG I SAMONIKLOG VOCA

Naucni cilj ove doktorske disertacije bio je definisanje optimalnih uslova analitickih
postupaka za ispitivanje fitohemijskog profila ploda i lista gajenih jagodastih i samoniklih voénih
vrsta sa razlicitih podrucja Srbije. U cilju dobijanja ekstrakata bogatih polifenolima, ispitivani su i
optimizovani uslovi ekstrakcije. Analiticki postupci koji su razvijeni u okviru ovog istrazivanja,
omogucdili su identifikaciju brojnih fenolnih jedinjenja, hromatografsko odvajanje i odredivanje
profila antocijanina, a pojedina jedinjenja iz klase flavonoida su prvi put detektovana. Ispitivanje
sekundarnih metabolita ukljuCivalo je odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i ukupnih
antocijanina, sadrzaja slobodne i ukupne elaginske kiseline, polifenolnog profila, kao i
antioksidativnog kapaciteta. Svi ispitivani ekstrakti pokazali su visok sadrzaj elaginske kiseline, koja
se izdvojila kao najzastupljenija fenolna kiselina u ovim voénim vrstama. Pokazano je da je plod
samoniklih voénih vrsta ima znacajno veéi sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijanina i
pojedinacnih fenolnih jedinjenja, u poredenju sa plodom gajenih jagodastih vrsta vo¢aka. Na osnovu
karakteristicnih polifenolnih profila i1 razli¢itih antioksidativnih testova ekstrakata plodova
samoniklih vo¢énih vrsta, a upotrebom analize glavnih komponenata definisani su
najznacajniji hemijski markeri koji su ukazali na moguénost njihovog razdvajanja prema bioloskom
poreklu. Takode, odreden je sadrzaj ugljenih hidrata i elementalni sastav u plodu gajenih jagodastih
voc¢nih vrsta, ¢iji rezultati ukazuju da je plod ovih voénih vrsta bogat hranljivim supstancama. Ovo
istrazivanje pokazalo je da, pored ploda ispitivanih biljnih vrsta sa podrucja Srbije, takode i list moze
smatrati jedinstvenim u pogledu sadrzaja fitonutrijenata.

Kljuéne reci: antioksidativni kapacitet, polifenolni profil, elaginska kiselina, antocijanini, UV-Vis
spektrofotometrija, LC/MS, HPTLC, HPAEC-PAD, ICP-OES/MS

Nauc¢na oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF ANALYTICAL PROCEDURE FOR CHARACTERIZATION AND
CLASSIFICATION OF VARIOUS CULTIVATED AND WILD FRUIT SPECIES

The scientific goal of this doctoral dissertation was to define the optimal conditions for the
analytical procedures to investigate the phytochemical profile of the fruit and leaves of cultivated
berry and wild fruit species from different areas of Serbia. In order to obtain extracts rich in
polyphenols, extraction conditions were researched and optimized. The analytical procedures
developed in this study enabled the identification of numerous phenolic compounds, chromatographic
separation, and determination of the anthocyanin profile, with some compounds from the class of
flavonoids were detected for the first time. The examination of secondary metabolites included
determining the total polyphenol and total anthocyanin contents, levels of free and total ellagic acid,
polyphenol profile, and antioxidant capacity. All tested extracts showed a high content of ellagic acid,
which stands out as the most abundant phenolic acid in these fruit species. It was shown that wild
fruit species have significantly higher total polyphenol and total anthocyanin contents, as well as
individual phenolic compounds, compared to cultivated berry fruit species. Based on characteristic
polyphenol profiles and various antioxidant tests of extracts from wild fruit species, the most
significant chemical markers were defined using Principal Component Analysis (PCA), indicating
the potential for differentiation based on biological origin. Additionally, the carbohydrate content and
elemental composition were determined in the fruit of cultivated berry fruit species, revealing that
these fruit species are rich in nutrients. This research demonstrated that, in addition to the fruit of the
examined plant species from Serbia, the leaves could also be considered unique in terms of
phytonutrient content.

Keywords: antioxidant capacity, phenolic profile, ellagic acid, anthocyanins, UV-Vis
spectrophotometry, LC/MS, HPTLC, HPAEC-PAD, ICP-OES/MS

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytical Chemistry
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UVOD

1. UVOD

Zahvaljujuéi povoljnim agroekoloskim uslovima, Srbija se istice kao jedan od vodecih
proizvodac¢a voca iz familije Rosaceae, a takode se smatra i sekundarnim centrom genetske
raznolikosti za pojedine predstavnike te familije. Posebno su zanimljive divlje voéne vrste kao
neiscrpan genetski izvor sorti koje daju plodove izvanrednog kvaliteta i visoke nutritivne vrednosti
(Bosnjakovi¢ i sar. 2012). Plodovi razli¢itih biljnih familija, poput Rosaceae (familija ruza ¢iji su
predstavnici malina, kupina, jagoda, crni trn i glog), Moraceae (familija dudova), Cornaceae (familija
drenova) i Sambucaceae (familija zova), koji su predmet ove doktorske disertacije, imaju znacaj i
posebno mesto u ljudskoj ishrani, ne samo zbog visoke nutritivne vrednosti, ve¢ i zbog svojih
antioksidativnih svojstava (Skrovankova i sar. 2015, Olas 2018). Ove gajene i samonikle vo¢ne vrste,
predstavljaju bogat izvor sekundarnih metabolita, posebno fenolnih jedinjenja koje biljke proizvode
tokom svog razvoja. Polifenoli imaju znac¢ajnu ulogu u ocuvanja zdravlja zbog svojih antioksidativnih
svojstava koja pomazu u uklanjanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, spreCavaju¢i oksidativni stres.
Takode, fenolna jedinjenja inhibiraju enzime koji doprinose stvaranju oksidativnog stresa i vezuju
jone metala koji su odgovorni za proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Dangles 2012).

S obzirom na znacaj fitohemijskih jedinjenja prisutnih u plodu jagodastih voénih vrsta,
poslednjih godina interesovanje za istrazivanje ovih vo¢nih vrsta se ne smanjuje. Prema navodima,
fitohemijska ispitivanja ukazuju na strukturu, biosintezu, metabolizam i bioloske funkcije organskih
jedinjenja koja su prisutna u biljkama (Harborne 1998). Imajuéi u vidu raznovrsnost primarnih i
sekundarnih metabolita biljaka i njihove specifi¢ne strukturne karakteristike i kompleksnost uzoraka,
hemijska analiza zahteva razvoj i optimizaciju analitickih postupaka. To ukljucuje pravilno
uzorkovanje, odabir metoda pripreme uzoraka za analizu, odabir odgovarajuce tehnike za hemijsku
karakterizaciju i optimizaciju uslova kako bi se postiglo Sto preciznije profilisanje uzoraka. Za
pouzdano odredivanje bioaktivnih metabolita razliCitih biljnih uzoraka, procesi ekstrakcije i
precis¢avanja su od kljuénog znacaja, pri ¢emu je osnovni cilj izolovanje ovih jedinjenja u
optimalnom prinosu, bez naruSavanja hemijskog sastava. Postizanje ovih ciljeva zahteva pazljivu
selekciju metode ekstrakcije koja odgovara karakteristikama ispitivanih jedinjenja (Chemat i sar.
2012). Iz tog razloga, ekstrakcija predstavlja najvazniji korak u analizi metabolita biljnog materijala.

Literatura koja se odnosi na istrazivanja ploda jagodastih voénih vrsta obuhvata rezultate
primene uobicajenih spektrofotometrijskih testova, kao $to su odredivanje sadrzaja ukupnih
polifenola, ukupnih antocijanina i procene antioksidativnog kapaciteta. Ovi testovi se koriste kao
preliminarna analiza metabolita prisutnih u biljnom materijalu i pruzaju klju¢ne informacije o
kvalitetu ploda, ali ne daju kvantitativne informacije o pojedina¢nim jedinjenjima. Stoga su razvijene
osetljivije i selektivnije metode zasnovane na hromatografskim i spektroskopskim tehnikama, a koje
omogucavaju identifikaciju i kvantifikaciju razli¢itih klasa hemijskih jedinjenja i time hemijsku
karakterizaciju biljnog materijala. Ova analiza obuhvata detaljno ispitivanje sastava biljnog
materijala radi utvrdivanja prisutnih primarnih (ugljeni hidrati i minerali) i sekundarnih metabolita
(polifenoli), kao i drugih jedinjenja od interesa. Kona¢no, primenom razli¢itih hemometrijskih
metoda moze se do¢i do pouzdane procene bioloskog porekla voca i mogu se definisati parametri
autenticnosti na osnovu odredenog hemijskog sastava.

Plodovi jagodastih vo¢nih vrsta se obi¢no konzumiraju u svezem obliku samo tokom sezone
njihovog sazrevanja, s obzirom da su podlozni brzom kvarenju i fermentaciji na sobnoj temperaturi
zbog visokog sadrzaja vode i Secera. Zamrzavanje plodova ovih voénih vrsta predstavlja efikasan
nacin ocuvanja njihovog kvaliteta i hranljive vrednosti za dugoroc¢no skladiStenje i pristupacnost
tokom cele godine. Prema tome, od sustinskog znacaja je istraziti fitohemijski sastav smrznutnog
ploda jagodastih vo¢nih vrsta kako bi se utvrdio sadrzaj bioaktivnih jedinjenja. Razlicita lekovita
svojstva pripisuju se ne samo plodu, vec i listu istih biljnih vrsta, koje takode karakteriSe visok sadrzaj
fenolnih jedinjenja (Sobhy i sar. 2023).



UVOD

U okviru ove doktorske disertacije planirano je da se primenom vise analitickih metoda za
profilisanje ekstrakata i njihovom kombinacijom ostvari sveobuhvatna hemijska karakterizacija
metaboloma ploda i lista razliCitih vrsta gajenog i samoniklog voc¢a. Optimizacija metoda analize i
njihova primena omoguci¢e ne samo dobijanje podataka o hemijskom sastavu ekstrakata razlicitih
vrsta gajenog i samoniklog voca, ve¢ ¢e na osnovu hemijskog profila i specificnih hemijskih
biomarkera biti moguce izvrsiti klasifikaciju i medusobnu diferencijaciju ispitivanih voénih vrsta i
identifikovati njihovu biolosku pripadnost, §to na kraju direktno daje moguénost definisanja
parametara autenticnosti.



OPSTI DEO

2. OPSTI DEO

2.1. Znacaj gajenih i samoniklih voénih vrsta u Srbiji

Pravilna ishrana, koja podrazumeva konzumiranje voca i povrca, povoljno uti¢e na opste
zdravlje ljudi. Od posebnog znacaja su gajene (kultivisane) i samonikle vrste jagodastih vrsta vocaka,
¢iji plodovi predstavljaju vazan izvor fitonutrijenata. Plodove jagodastih vrsta vocaka karakterisu
nizak sadrzaj masti, pri ¢emu predstavljaju izuzetan izvor ugljenih hidrata, organskih kiselina,
flavonoida, antocijanina, karotenoida, tanina, vitamina i minerala (Milivojevi¢ i sar. 2013).
Bioaktivna jedinjenja prisutna u ovim plodovima su povezana sa razli¢itim zdravstvenim efektima
(Lavefve i sar. 2020), a takode su od sustinskog znacaja za reprodukciju, razvoj i metabolizam
biljaka, i zastitu od biotskog i abiotskog stresa. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u plodovima jagodastih
vrsta vocaka znacajno zavisi od genetskih karakteristika sorte (MiloSevi¢ i sar. 2016), ali i od nacina
proizvodnje, karakteristika zemljiSta, zrelosti biljke i nacina ¢uvanja (Ponder i Hallmann 2019, Yang
i sar. 2020). Razliciti klimatski faktori tokom rasta i sazrevanja voca, poput temperature, vetra i
padavina, mogu znacajno uticati na kvalitet ploda (Contreras i sar. 2019). Jagodaste vocke iz familije
Rosaceae, obuhvata biljne vrste koje pripadaju rodu Rubus (malina i kupina) i Fragaria (jagoda).
Pored njih, znaCajne vrste jagodastog voca ukljuCuju i borovnicu (Vaccinium sp.), brusnicu
(Vaccinium vitis-idaea), ribizlu i ogrozd (Ribes sp.), dud (Morus sp.), kivi (Actinidia sp.), aroniju
(Aronia melanocarpa) 1 godzi (Lycium barbatum).

Zbog specificne klime i pogodnog tla, gajene jagodaste vocne vrste iz Srbije su prepoznatljive
po visokom kvalitetu, jedinstvenom ukusu i intenzivnoj boji. Proizvodnja jagodastih vrsta voc¢aka
predstavlja jedan od kljuc¢nih sektora u srpskoj poljoprivredi. Od skoro 190 000 hektara voénjaka,
20% ukupne povrsine su zasadi jagodastih vo¢nih vrsta. Srbija je poznata po kupini, jagodi i dudu,
ali je malina i dalje dominantna vo¢na vrsta sa povrSinama od 25 000 ha i godi$njim prinosom od 128
971 tona (Republicki zavod za statistiku, 2020. godina), $to nasu zemlju svrstava u red vodecih
zemalja u svetu. Malina se uglavnom uzgaja u zapadnoj Srbiji, posebno u Arilju, Valjevu i Ivanjici,
pri ¢emu Arilje ¢ini ¢ak 30% ukupne srpske proizvodnje (Kljajic i sar. 2017). U poslednjih nekoliko
godina, proizvodnja maline se prosirila na regione koji tradicionalno nisu bili poznati po ovoj kulturi,
posebno u Vojvodini, dok se novi zasadi Sire i na delove juzne i istocne Srbije. Najzastupljenija sorta
maline na teritoriji Srbije je Willamette koja se gaji na 87% ukupne povrSine pod malinama u Srbiji.
Zanimljivo je da se u protekloj deceniji, prema Striku i saradnicima (Strik 7 sar. 2007), Srbija nalazila
medu Cetiri vodeca svetska proizvodaca kupine, sa udelom od 69% u ukupnoj evropskoj i 18% u
ukupnoj svetskoj proizvodnji. Isti autori ukazuju da su, u svetu komercijalne proizvodnje kupine,
najzastupljenije sorte Thornfree, Loch Ness i Chester Thornless, koje ¢ine oko 58%, zatim slede
Dirksen Thornless, Hull Thornless i Smoothstem sa oko 28%, dok se Ca¢anska bestrna nalazi sa oko
5% udela. Proizvodnja kupine u Srbiji je preteZzno locirana u zapadno-moravskom, podrinjsko-
kolubarskom i rasinskom kraju. Sorta kupine Cacanska bestrna, razvijena u Institutu za voéarstvo
Cadak, u nasoj zemlji je dominantna sorta i pokriva 60% ukupne povrsine. Osim §to se dobro
prilagodava, ova sorta se istice odlicnim agronomskim karakteristikama, visokim prinosima i
krupnim plodovima sa izuzetnim nutritivnim vrednostima, dok joj je jedna velika mana pojava
reverzibilnost boje prilikom cuvanja u hladnjacama (Clark i Finn 2014). Za razliku od maline i
kupine, jagode se pretezno gaje u Macvi, Podunavlju, juznoj Srbiji i delu Pomoravlja. Postoji
nekoliko sorti jagode, kao §to su jednorodne, stalno radajuée i sorte jagode koje vode poreklo od
Sumske jagode (Fragaria vesca). Na plantazama jagode najéesée gajene jednorodne sorte su Clery,
Joly, Alba, Asia, Arosa i Roxana (Milivojevi¢ 2018). Ove sorte imaju veliki ekonomski znacaj, dok
se stalnoradajuce sorte, od koji je najzastupljenija sorta Zenga Zengana, u Srbiji gaje u veoma malom
obimu i uglavnom se koristi u preradivackoj industriji. Takode, kori§¢enje organskih dubriva pri
sadnji jagode pozitivno utic¢e na hranljivu vrednost voca, Sto je potvrdeno povecanim sadrzajem
ukupnih fenolnih kiselina, flavanona i flavonola (Karaklaji¢-Staji¢ i sar. 2022). S obzirom na veliku
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i rastucu potraznju za malinom, kupinom i jagodom tokom cele godine na trzistu EU, klju¢no je
uvodenje novih sorti i primena savremenih tehnologija proizvodnje u zasti¢enim uslovima.

Klimatski i drugi prirodni uslovi u Srbiji uticali su na pojavu velikog broja vrsta divljeg voca
(samoniklog voca) sa razli¢itim karakteristikama, od kojih su neke posebno znacajne za selekciju
gajenih vrsta vocaka, ukljuCujuéi otpornost na bolesti i StetoCine, kao i prilagodljivost na razlicite
uslove gajenja. Veci deo Srbije obuhvata brdsko-planinski region sa izrazito raznolikom Sumskom
florom, koja proizlazi iz specifi¢nih klimatskih, orografskih i edafskih faktora. Samonikle vrste
vocaka, medu mnogim Sumskim vrstama, privla¢e posebnu paznju zbog svojih lekovitih svojstava i
visoke nutritivne vrednosti, a istrazivanja ukazuju na njihov znacaj kao izvora bioaktivnih jedinjenja
(Li i sar. 2016). U srpskoj flori evidentirane su ukupno 122 vrste divljih voc¢aka (samoniklih vrsta),
koje su klasifikovane u 23 familije i 38 rodova (Ratkni¢ i sar. 2005). Medu samoniklim vrstama
vocaka najceSce se susrecu familije Berberidaceae, Cornaceae, Corylaceae, Cupressaceae,
Elaeagnaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Juglandaceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Sambucaceae,
Taxaceae, Vacciniaceae i Vitaceae (Mratinic i Fotiric-Aksic 2014). Prema Medunarodnoj federaciji
pokreta za organsku poljoprivredu (International Federation of Organic Agriculture Movements,
IFOAM) i Mrezi organskih proizvodaca Mediterana (Mediterranean Organic Agriculture Network,
MOAN), plodovi samoniklih vo¢aka u Srbiji se sakupljaju sa oko 450000 ha, ali je samo na 1550 ha
sakupljeno voce sertifikovano kao organsko (Willer i Yussefi 2007). U poslednjih nekoliko godina,
u uslovima organske proizvodnje proizvodaci su poceli da gaje neke vrste samoniklih voc¢aka, poput
drena (roda Cornus, familije Cornaceae), crnog trna (roda Prunus, familije Rosaceae) i zove (roda
Sambucus, familije Sambucaceae) (Mratinic i Fotiric-Aksic 2014).

lako je fitohemijski profil ovih biljnih vrsta u velikoj meri sli¢an, postoje odredene
specificnosti. Stoga je od sustinskog znacaja detaljno identifikovati i kvantifikovati fitonutrijente
prisutne u gajenim i samoniklim voénim vrstama.

2.2. Fenolna jedinjenja u gajenim i samoniklim voénim vrstama

Zbog svoje raznovrsnosti u strukturi i povoljnog uticaja koje imaju na ljudsko zdravlje,
polifenoli su predmet velikog broja istrazivanja tokom poslednjih decenija. Vise studija je otkrilo da
ovi sekundarni metaboliti pokazuju razli¢ita bioloska svojstva, ukljucujuéi antikancerogeno,
antimikrobno, antiproliferativno, antiinflamatorno, antivirusno i posebno znacajno antioksidativno
svojstvo (Leri i sar. 2020). Polifenoli su od sustinskog znac¢aja za razvoj i metabolizam biljaka, zastitu
od biotskog i abiotskog stresa, kao i za odbranu od patogenih virusa i infekcija. Preko 8000 fenolnih
molekula je identifikovano i klasifikovano na osnovu njihove hemijske strukture, bioloske funkcije i
porekla. Polifenoli se karakteriSu prisustvom aromati¢nih prstenova povezanih sa razliCitim
hemijskim grupama. Na osnovu strukture klasifikuju se na fenolne kiseline, flavonoide, tanine i
stilbene (Slika 1) (Saurina i Sentellas 2015). Ova raznovrsnost fenolnih jedinjenja potice od razli¢itih
biosintetskih puteva u biljkama, gde enzimi katalizuju specifi¢ne reakcije koje dovode do formiranja
razli¢itih fenolnih struktura. Tako, biosinteza fenolnih kiselina ukljucuje transformaciju Secera u
aromatic¢ne prstenove, dok sinteza flavonoida ukljucuje niz enzimskih koraka koji oblikuju razli¢ite
podgrupe flavonoida (Di Lorenzo i sar. 2021).
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< Fenolna jedinjenja>

|
! I ! |
< Fenolne kiseline > ( Flavonoidi )

— Flavonoli

Hidroksibenzoeve . Kondenzovani
kiseline Flavoni

~—» Hidroksicimetne — Flavononi ~—» Hidrolizujuéi
kiseline

— Antocijanidini

— Jzoflavoni

Slika 1. Podela polifenola.

Fenolne kiseline su vazna grupa polifenola, koje se u biljnom materijalu uglavnom javljaju u
konjugovanom obliku. Klasifikuju se na hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline, s obzirom da
predstavljaju hidroksilne derivate aromati¢nih karboksilnih kiselina, koji nastaju ili iz grupe benzoeve
kiseline ili iz grupe cimetne kiseline (Slika 2). U poredenju sa hidroksibenzoevim kiselinama,
hidroksicimetne kiseline su zastupljenije u biljnom materijalu i pokazuju vecu antioksidativnu
aktivnost, pri ¢emu antioksidativna sposobnost fenolnih kiselina i njihovih derivata zavisi od broja i
polozaja hidroksilnih grupa vezanih za aromati¢ni prsten, mesta vezivanja i medusobnog polozaja u
aromaticnom prstenu, a takode i od vrste supstituenata (Shamanin 7 sar. 2022).

R, Ry

R COOH Rz \

COOH
R, R

Derivati hidroksibenzoeve kiseline R, R, R, Derivati hidroksicimetne kiseline R, R, R,

p-Hidroksibenzoeva kiselina H OH H p-Kumarinska kiselina H OH H

Protokatehinska kiselina OH OH H Kofeinska kiselina OH OH H

Vanilinska kiselina OCH; OH H Ferulinska kiselina OCH; OH H
Siringiska kiselina OCH; OH OCH; Sinapinska kiselina OCH; OH OCH;

Galna kiselina OH OH OH

Slika 2. Strukture hidroksibenzoevih i1 hidroksicimetnih kiselina.

Elaginska kiselina je jedna od najzastupljenijih fenolnih kiselina u plodovima jagodastih
voénih vrsta, posebno u malini, i privlac¢i veliku paznju zbog izrazenog antioksidativnog,
protivupalnog, antimutagenog, antiproliferativnog, kardioprotektivnog, neuroprotektivnog,
antialergijskog, antimikrobnog, antiateroskleroticnog, hepatoprotektivnog, nefroprotektivnog,
antivirusnog i antiparazitskog svojstva (Sharifi-Rad i sar. 2022). Elaginska kiselina je bioaktivno
fenolno jedinjenje koji se prirodno javlja kao sekundarni metabolit u mnogim biljkama. Strukturno
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predstavlja dilakton heksahidroksidifenolne kiseline (HHDP), dimerni derivat galne kiseline (Slika
3). U biljnom materijalu, elaginska kiselina se nalazi u slobodnom obliku i u obliku kompleksa,
ukljucujucéi glikozide i elagitanine koji nastaju metilovanjem, metoksilovanjem, glikolizovanjem i
glukuronidizacijom hidroksilnih grupa (Fontaine i sar. 2017). Elagitanini su hidrolizuju¢i tanini koji
u prirodi postoje kao visokomolekularni polimeri sa molekulskim masama od 300 do 20 000 Da.
Hemijske strukture svih elagitanina obuhvataju najmanje jednu HHDP jedinicu, koja je esterifikovana
poliolom, obi¢no B-D-glukozom. U prisustvu kiselina, baza, enzima ili tople vode, elagititanini se
hidrolizuju do elaginske kiseline (Slika 3). Ovo je osnovna reakcija koja se koristi za detekciju i
kvantifikaciju elagitanina kao ekvivalenta elaginske kiseline (Nati¢ 2016). Odnos izmedu slobodnih
i vezanih oblika elaginske kiseline u biljnim materijalima znacajno varira u zavisnosti od biljne vrste.

- oH
= HO OH
o - % Hdmlza
g e HO OH
Vﬁ/ i OH HOOG
N0 {;\% SIOH Laltonizacia
HO oH
CH i i
aOal o

Slika 3. Hidroliza elagitanina do elaginske kiseline.

Flavonoidi predstavljaju klasu polifenola koja, zajedno sa karotenoidima i hlorofilom, daju
boju mnogim vrstama voca i povréa. U biljkama se javljaju pretezno kao glikozidi, u kojima su jedna
ili viSe hidroksilnih grupa fenola kombinovane sa redukovanim Se¢erima. Kada je rec¢ o biosintezi
flavonoida, oni nastaju iz aromati¢nih aminokiselina (fenilalanina i tirozina) i poseduju strukturu sa
tri prstena (C6-C3-C6), gde su dva fenolna benzenova prstena povezana piranskim prstenom. Na
osnovu oksidacionog stanja centralnog prstena C, flavonoidi se dele u Sest podgrupa: flavoni,
flavonoli, flavanoli, flavanoni, izoflavoni i antocijanidini (Di Lorenzo i sar. 2021).

Antocijanini su prirodni pigmenti rastvorljivi u vodi i predstavljaju vazna fenolna jedinjenja
biljnog materijala. Derivati su 2-fenilbenzopirilijuma, odnosno flavilijum katjona (Slika 4).
Stabilnost antocijanina zavisi od nekoliko faktora, kao $to su pH vrednost, temperatura, svetlost,
prisustvo vezanih Secera, organskih kiselina ili metala (Alappat i Alappat 2020). Antocijanini
pokazuju najvecéu stabilnost u kiseloj sredini, obi¢no u opsegu pH vrednosti od 1 do 2, s obzirom na
to da je flavilijum katjon njihov najstabilniji oblik. U zavisnosti od pH vrednosti sredine dolazi do
promene boje antocijanina, pri ¢emu u kiselom okruzenju postaju crveni, dok pri baznim pH
vrednostima imaju plavu boju. Boja antocijanina zavisi i od broja hidroksilnih grupa na B prstenu.
Vec¢i broj hidroksilnih grupa u molekulu doprinosi plavoj boji (pelargonidin < cijanidin < delfinidin),
dok formiranje glikozida dovodi do pojave crvene boje. U prirodi se nalazi oko 23 aglikonskih oblika
antocijanina (antocijanidini), pri ¢emu su cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin i
malvidin najzastupljeniji u ljudskoj ishrani (Avula i sar. 2023). Antocijanini, zbog svoje visoke
antioksidativne sposobnosti, mogu spreciti ili usporiti razvoj bolesti povezanih sa oksidativnim
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stresom. Ovo ukljucuje smanjen rizika od kardiovaskularnih bolesti i koronarne bolesti srca,
poboljsanu neurolosku funkciju, smanjenje rizik od raka i zastitnu aktivnost tkiva mozga protiv
hipoksi¢no-ishemijskih povreda (Bader Ul Ain i sar. 2022).

R, R,
Delfidin OH OH
Cijanidin OH H
Petuidin OCH; OH
Peonidin OCH; H
Malvidin OCH; OCH3
Antocjanidin (flavilijum katjon) Antocjanin Pelargonidin H H

Slika 4. Osnovne hemijske strukture antocijanidina i antocijanina.

U biljnom materijalu, posebno u crvenim plodovima razlicitih vo¢nih vrsta, fenolna jedinjenja
se mogu naci u znacajnim koli¢inama, pri ¢emu svaka vocna vrsta ima karakteristi¢an fenolni profil.
Ova jedinjenja predstavljaju znacajne biomarkere biljaka, a imaju vaznu ulogu u procesima kontrole
kvaliteta, klasifikacije i provere autenti¢nosti. Njihova koli¢ina zavisi od sorte (vrste) vo¢aka, uslova
proizvodnje, zrelosti ploda, agroekoloskih uticaja i sastava zemljista (Lucci i sar. 2017).

Gajene vrste vocaka se isticu po visokom sadrzaju razli¢itih bioaktivnih metabolita. U
plodovima jagodastih voénih vrsta, poput maline, kupine, jagode, duda, koje su predmet naseg
istrazivanja, najzastupljenije su fenolne kiseline, tanini, antocijanini, dok jedinjenja poput flavonola,
flavona, flavanola i proantocijanina ¢ine manji deo (Diaconeasa i sar. 2019). Hidrolizuju¢i tanini,
poput galotanina i elagitanina, predstavljaju glavnu klasu fenolnih jedinjenja u plodovima gajenih
jagodastih vrsta vocaka, dok je profil antocijanina raznovrstan i varira od vrste do vrste. U crvenim
plodovima jagodastih vrsta vocaka, antocijanini se pretezno javljaju kao 3-glikozidi antocijanidina,
pri ¢emu su cijanidin 3-O-glikozid i pelargonidin 3-O-glikozid najzastupljeniji. Visoke koncentracije
elaginske kiseline i elagitanina nalaze se u plodovima predstavnika roda Rubus (malina i kupina),
jagoda, Sipka i jezgrastim plodovima (Evtyugin i sar. 2020). Glavne fenolne kiseline u plodovima
jagodastih vrsta vocaka, pored elaginske kiseline, su kofeinska, ferulinska, p-kumarinska, vanilinska,
hlorogena, neohlorogena, sinapinska i protokatehinska kiselina, kao i B-D-glikozidi p-kumarinske 1
kofeinske kiseline (Zorzi i sar. 2020a). Razlicita terapeutska svojstva pripisuju se ne samo plodu, ve¢
i semenu i listu jagodastih voénih vrsta. Semenke ploda jagodastih voénih vrsta imaju vazne benefite,
jer su bogate uljem i sadrze esencijalne masne kiseline poput linolne i a-linolenske kiseline (Krsti¢ i
sar. 2023).

Malina (Rubus idaeus 1.) je viSegodiSnja biljka familije Rosaceae, Siroko rasprostranjena u
umerenim klimatskim uslovima. Antocijanini i elagitanini su klju¢na jedinjenja za antioksidativna
svojstva kod maline i drugih vrsta iz roda Rubus. U plodu maline kvantifikovane su znacajne
koncentracije antocijanina, poput cijanidin 3-O-soforozida, cijanidin 3-O-glukozilrutinozida i
cijanidin 3-O-glukozida (Mihailovi¢ i sar. 2019), dok su sanguiin H-6 i lambertianin C, klju¢ni
elagitanini maline, takode prisutni u znacajnim koli¢inama (oko 80% od ukupnog sadrzaja
elagitanina) (Garcia-Villalba i sar. 2020). Pri poredenju sadrzaja kvantifikovanih elagitanina i
antocijanina u smrznutim i sveZim plodovima maline, pronadene su vece koncentracije u smrznutim
uzorcima (Aguilera-Otiz i sar. 2011). Sunceva svetlosti takode uti¢e na sadrzaj antocijanina, pa je u
plodu maline pronadena veéa koli¢ina antocijanina u letnjem periodu kada je sunceva svetlost
intenzivnija, u odnosu na jesenji period (Ponder i Hallmann 2019). Mnoga in vitro i in vivo
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istrazivanja pokazala su da plod maline ima antibakterijska, antiinflamatorna, antioksidativna i
antikancerogena svojstva (Bader Ul Ain i sar. 2022). Istrazivanja su takode pokazala da elaginska
kiselina, galna kiseline, katehin i kvercetin pokazuju znacajniju korelaciju sa antioksidativnim
kapacitetom (Skrovankova i sar. 2015).

Kupina (Rubus fruticosus L.) je viSegodiSnja biljka, kao i malina, pripada familiji ruza
(Rosaceae) i predstavlja izvor nutritijenata i fitohemikalija. Medu voénim vrstama, kupina se visoko
rangira po antioksidativnoj sposobnosti, $to je uglavnom posledica visokog sadrzaja polifenola poput
antocijanina, hidroksibenzoevih kiselina, tanina i flavonola. Sadrzaj antocijanina u kupini, koji su
odgovorni za karakteristiénu plavo-ljubicastu boju ploda kupine, je vis$i u odnosu na druge vrste
jagodastog voca. Priblizno 94% prisutnih antocijanina u plodu kupine je u obliku glikozida, od cega
su oko 90% monoglikozidi, dok se oko 10% nalazi u obliku diglikozida (Kaume i sar. 2012).
Najzastupljeniji antocijanin u plodu kupine je cijanidin 3-O-glukozid. Takode, u znacajnoj koli¢ini
zastupljene su i fenolne kiseline i njihovi derivati, pri ¢emu je elaginska kiselina detektovana u
visokim koncentracijama, kako u semenu, tako i u plodu kupine. Pored nje, dominantne su i galna, p-
kumarinska i ferulinska kiselina. Medutim, fenolne kiseline su vise zastupljene u obliku njihovih
derivata, najcesce kao elagitanini, od koji su u kupini najznacajniji lambertianin C i smeSa sanguiin
H-6/lambertianin A (Vaillant 2020). U plodu kupine, katehin, epikatehin i njihove polimerizovane
forme su najceS¢i flavanoli, koji ¢ine 24% od ukupnih fenolnih jedinjenja, medu kojima su
procijanidini najdominantniji sa udelom od 71% (Karaklajic-Stajic i sar. 2023).

Jagoda (Fragaria x ananassa Duch) je Clan roda Fragaria, koja takode pripada familiji
Rosaceae. Jagoda predstavlja jednu od najcenjenijih vrsta vocaka i smatra je funkcionalnom hranom
zbog potencijalnih zdravstvenih benefita i bogatog sadrzaja hranljivih supstanci, sa jedinstvenom
bojom, ukusom i aromom. Fenolni profil ploda jagode pretezno obuhvata flavonole, flavanole,
antocijanine, fenolne kiseline i tanine. Katehin i epikatehin su najzastupljeniji flavanoli, dok se iz
klase flavonola najcesce javljaju kvercetin i kampferol (Wang i Zheng 2001). Najzastupljenija grupa
flavonoida prisutna u plodu jagode su antocijanini. Otprilike 70% ukupnog antioksidativnog
kapaciteta potice od antocijanina (Giampieri i sar. 2012). Pelargonidin 3-O-glukozid je
najdominantniji antocijanin identifikovan u plodu jagode, a za njim slede pelargonidin 3-O-rutinozid
i cijanidin 3-O-glukozid. Oni ¢ine vise od 95% ukupnog antocijaninskog sadrzaja prisutnog u plodu
jagode (Amini i sar. 2017). Plod jagode se smatra bogatim izvorom elaginske i p-kumarske kiseline,
koje zajedno ¢ine oko 85% ukupnih fenolnih jedinjenja, zajedno sa antocijaninima. Kao i kod maline
predstavnik hidrolizujucih tanina je elagitanin sanguiin H-6 (Andrianjaka-Camps i sar. 2017).
Dodatno, naucna istrazivanja ukazuju na to da plod jagode zadrzava viSe antioksidativnih jedinjenja
tokom duzeg perioda ¢uvanja na temperaturi od 0 °C, u poredenju sa uzorcima skladistenim na 5 °C
ili 10 °C (Ayala-Zavala i sar. 2004).

Dud pripada familiji Moraceae, konkretno rodu Morus. Ovaj rod obuhvata 24 vste, pri cemu
je poznato oko 100 sorti (Nati¢ 7 sar. 2015), a tri najpoznatije vrste su cri dud (M. nigra), beli dud
(M. alba) i crveni dud (M. rubra). Plodovi duda su bogati raznovrsnim polifenolima, ukljucujuci
flavone, izoflavonole, lignane, tanine, antocijanine, katehine i flavonole. Pored najdominatnijeg
flavonola, rutina, u plodu duda se nalaze i kvercetin, miricetin i kampferol, zajedno sa njihovim
odgovaraju¢im derivatima. Flavanoli prisutni u plodu duda ukljuuju katehin, epikatehin i
procijanidine B1 i B2. Najzastuljeniji antocijanini u plodovima duda obuhvataju cijanidin 3-O-
glukozid, cijanidin 3-O-rutinozid, pelargonidin 3-O-glukozid i pelargonidin 3-O-rutinozid (Li i sar.
2023). Fenolne kiseline u plodu duda su pretezno zastupljene u formi derivata hidroksicimetnih
kiselina, poput hlorogene, cimetne i kofeinske kiseline, kao i derivata hidroksibenzoevih kiselina,
uklju¢ujuci galnu, elaginsku i vanilnsku kiselinu (Khalifa i sar. 2018). Istrazivanja, kako in vitro tako
i in vivo, su pokazala da bioaktivni sastojci ploda duda ispoljavaju Sirok spektar bioaktivnih svojstava,
uklju¢ujuci antioksidativna, neuroprotektivna, antiaterosklerotska, imunomodulatorna, antitumorska,
antihiperlipidemiska 1 hipoglikemijska svojstva (Memete i sar. 2022). Prema nedavnim
istrazivanjima (Sohail 2023), plod crnog duda ima vise flavonoida, antocijanina, pa samim tim i vec¢u
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antioksidativnu sposobnost u poredenju sa plodom crvenih ili belih vrsta. Koli¢ine hlorogene,
siringinske, O-kumarinske i vanilinske kiseline bile su viSe u odnosu na M. alba i M. rubra. Razlike
u nivou flavonoida opravdavaju vecu antioksidativnu i antikancerogenu aktivnost M. nigra u
poredenju sa plodom belog i crvenog duda.

Listovi jagodastih vocnih vrsta obi¢no se generiSu kao nusproizvodi tokom proizvodnje voca
i Cesto se odbacuje kao otpad (Arshad i sar. 2023). Iako ¢esto zanemareno, listovi jagodastih voénih
vrsta predstavlju znacajan izvor lekovitih svojstava, posebno zbog bogatog sadrzaja fenolnih
jedinjenja. Ispitivanja ukazuju da je sadrzaj polifenola u listu jagodastih vrsta voéaka uporediv, pa
¢ak 1 superiorniji u odnosu na fenolni sadrzaj samog ploda (Mirza 2021). U pogledu suve mase, plod
maline je pokazao prosecno 5,4 puta nize vrednosti ukupnog fenolnog sadrzaja i 4,1 puta nize
vrednosti ukupnog flavonoidnog sadrzaja u poredenju sa listovima koji su ubrani u isto vreme.
Takode, utvrdeno je da je antioksidativni kapacitet ploda maline bio nizi u poredenju sa listom
(Lebedev i sar. 2022). Naucnici sugeriSu da se ove znacajne razlike mogu pripisati visokom sadrzaju
Secera u plodu, $to znacajno redukuje udeo fenola (Vilkickyte i sar. 2020). Listovi vo¢nih vrsta vec
dugo se koriste kao biljni ¢ajevi i tradicionalni lekovi. List maline se koristi u borbi protiv groznice,
dijabetesa, dijareje i bolova u stomaku, dok se list kupine preporucuje za opustanje misi¢a materice,
narocito tokom trudnoce, i imaju adstrigentna i antiinflamatorna svojstva (Krzepitko i sar. 2021).
Istrazivanja su pokazala da polifenoli lista kod vrsta koje pripadaju familiji Rosaceae imaju
antikancerogene, antioksidativne i antimikrobne osobine (Luo i sar. 2020). Takode, analize su
pokazale da je koli¢ina ukupnih polifenola i ukupnih flavonoida u listu maline znac¢ajno ve¢a u odnosu
na list kupine (Varzaru i sar. 2023). Karakteristicna fenolna jedinjenja detektovana u ekstraktima
listova jagodastih vrsta vocaka su elaginska kiselina i njeni derivati, kvercetin i njegovi derivati,
kampferol i razliciti katehini (Tian i sar. 2017).

Samonikle vrste voéaka obuhvataju plodove koji spontano rastu u prirodi, bez direktnog
ljudskog uticaja. To ukljucuje raznovrsne vrste vocaka poput drena (Cornus mas), gloga (Crataegus
sp.), zove (Sambucus sp.), crnog trna (Prunus spinosa), kao 1 plodove drugih samoniklih vrsta vo¢aka
koji se javljaju u prirodnim ekosistemima. Plodovi samoniklih vrsta vo¢aka ¢esto imaju specific¢an
ukus i teksturu i bogati su hranljivim sastojcima i bioaktivnim komponentama, kao §to su fenolna
jedinjenja. Tokom poslednjih godina, samonikle voéne vrste privlace sve vecu paznju, a sprovedena
brojna istrazivanja o antioksidativnim, antimikrobnim, protivupalnim i antikancerogenim svojstvima
njihovih plodova, ukazuju na njihov potencijlni doprinos u prevenciji i leCenju odredenih hroni¢nih
bolesti (Li i sar. 2016).

Zova (Sambucus sp.) je biljka koja pripada familiji Adoxaceae (Caprifoliaceae), a
najznacajnije vrste su Sambucus nigra (evropska crna zova) i Sambucus canadensis (americka zova).
Interes za upotrebom crne zove znacajno je porastao poslednjih decenija zbog velike koli¢ine
fitohemikalija, Siroke rasprostranjenosti u divljini i jednostavnih uslova proizvodnje (Vujanovic i sar.
2019). Svi morfoloski delovi ove biljke, ukljuc¢ujuéi cvet, koru, list i plod, predstavljaju bogate izvore
dijetetskih fitohemikalija poput ugljenih hidrata, lipida, terpenoida, flavonoida, fenolnih kiselina i
alkaloida (Agalar 2019). Najzastupljeniji polifenoli u plodu crne zove su antocijanini, koji doprinose
njihovom visokom antioksidativnom kapacitetu. Ukupan sadrzaj antocijanina u plodu zove zavisi od
lokaliteta gde biljka raste, Sto rezultuje varijacijama u hemijskom sastavu ploda zove na kvalitativnom
i kvantitativnom nivou. Primeceno je da plod zove odredenih sorti ima specificna jedinjenja, poput
cijanidin 3-O-sambubiozid-5-O-glukozid i cijanidin 3,5-O-diglukozid, koji se mogu koristiti kao
markeri za razlikovanje tih genotipova (Ferreira i sar. 2022). Takode su utvrdeni i tragovi derivata
pelargonidina, petunidina i delfinidina u odredenim genotipovima S. nigra. Osim toga, plod zove je
bogat izvor flavanola, kao §to su kampferol, astragalin, kvercetin, kvercetin 3-O-glukozid, rutin,
izokvercitrin i hiperozid (Dominguez i sar. 2020). Medu identifikovanim fenolnim kiselinama,
najzastupljeniji su derivati kofeoilhinske kiseline (hlorogene kiseline) kao §to su 5-O-trans-
kofeoilhinska kiselina, 3-O-kafeoilhinska kiselina, 4-O-kofeoilhinska kiselina, 5-O-cis-kofeoilhinska
kiselina, 3-O-feruloilhinska kiselina, 3-O-p-kumaroilhinska kiselina, 3,5-di-O-kofeoilhinska kiselina
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1 4,5-di-O-kafeoilhinska kiselina (Mikulic-Petkovsek i sar. 2015). Terapeutski potencijal ploda zove
obuhvata Sirok spektar benefita, ukljucuju¢i regulaciju dijabetesa, kontrolisanje krvnog pritiska,
poboljsanje kognitivnih funkcija i ja¢anje imunoloskog sistema, uz ublazavanje simptoma gripa i
prehlade sa potvrdenim efektima u nekoliko in vitro i in vivo studija i klinickih ispitivanja (Zielinska-
Wasielica i sar. 2019).

Dren (Cornus mas L.) je lekovita biljka koja pripada familiji Cornaceae i u svetu postoji oko
50 sorti drena. S obzirom da uspeva u prirodnim uslovima bez upotrebe pesticida, pogodna je za
gajenje u skladu sa principima organske poljoprivrede. Antocijanini, fenolne kiseline, flavonoidi,
katehini i tanini su osnovni polifenoli, koji ¢ine 37,76% od ukupnih detektovanih fenolnih jedinjenja
(De Biaggi i sar. 2018). Koncentracija antocijanina je odlucuju¢a za boju ploda drena, koja moze
varirati od Zute, preko ruzi¢aste, crvene, do gotovo crne. Antocijanini koji se javljuju u plodu drena
su glikozidni derivati cijanidina, delfinidina i pelargonidina. Glikozidni ostatak najcesce sadrzi
glukozu i galaktozu, dok su ksiloza, arabinoza i ramnoza manje ucestali. Dominantni antocijanini u
plodu drena su cijanidin 3-O-glikozid, cijanidin 3-O-rutinozid, peonidin 3-O-glikozid, pelargonidin
3-O-glikozid, pelargonidin 3-O-robinobiozid, pelargonidin 3-O-galaktozid, pelargonidin 3-O-
rutinozid, delfinidin 3-O-galaktozid, delfinidin 3-O-B-glikozid i petunidin 3-O-glikozid. Jedna od
posebno zanimljivih aktivnih jedinjenja drena iz grupe polifenola jeste elaginska kiselina (Bayram i
Arda Ozturkcan 2020). Moldovan i saradnici su dokazali da pored elaginske kiseline, u plodu drena
ima 1 flavonola kvercetin 3-O-glikuronid i kampferol 3-O-galaktozid (Moldovan i sar. 2016). U
poslednjih nekoliko godina, plodovi Cornus mas L. bili su predmet brojnih studija koje su utvrdile
antiinflamatorno, antibakterijsko, antioksidativno, antidijabetsko, antiaterosklerotsko,
antiproliferativno, antiparazitsko, antihiperlipidemijsko, nefroprotektivno, hepatoprotektivno i
neuroprotektivno dejstvo (Bayram i Arda Ozturkcan 2020). Istrazivanja pokazuju da su ne samo plod
drena, ve¢ i njegova kora, list i semenke bogati polifenolima (Tarko i sar. 2014).

Crni trn (Prunus spinosa L.) je viSegodiSnja listopadna biljka koja pripada familiji ruza
(Rosaceae). Plod crnog trna predstavlja znacajan izvor hranljivih supstanici, vitamina, minerala,
dijetetskih vlakana, fitohemikalija i posebno antioksidativnih jedinjenja. Najvaznije bioaktivne
supstance prisutne u plodu crnog trna obuhvataju antocijanine, flavonole, flavanole, tanine i fenolne
kiseline. Najcesc¢i flavonoli u plodu ove vocne vrste su kvercetin i njegovi glikozidi, poput rutina,
koji se nalaze u ve¢im koncentracijama u pokozici ploda. Takode su pronadene bioaktivne supstance
poput cijanidina, kampferola, katehina, epikatehina, galne, kofeinske, hlorogene, siringinske,
vanilinske, ferulinske i p-kumarinske kiseline. Plod crnog trna ima adstrigentan ukus zbog prisutnih
tanina. Visoka koncentracija antocijanina daje plodu crnog trna tamnoplavu boju, pri ¢emu su
cijanidin 3-O-glukozid, cijanidin 3-O-rutinozid i peonidin 3-O-glukozid najzastupljeniji (Negrean i
sar. 2023). Antocijanini znacajno doprinose antioksidativnoj sposobnosti lista crnog trna, Sto je
potvrdeno korelacijama izmedu koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida i antocijanina i vrednosti
dobijenih za antioksidativni kapacitet (Velickovi¢ i sar. 2021). Velika koli¢ina polifenola i drugih
antioksidanasa u plodu crnog trna naglaSava visok potencijal ovog ploda u prevenciji bolesti
povezanih sa oksidativnim stresom. Ova biljka je prepoznatljiva po svojoj diuretickoj, antimikrobnoj,
antiinflamatornoj i antioksidativnoj delotvornosti (Katani¢ Stankovi¢ i sar. 2022).

Glog (Crataegus sp.) je biljka koja je taksonomski klasifikovana unutar familije Rosaceae.
Trenutno se smatra da rod Crataegus L. Obuhvata 200 vrsta, pri ¢emu je Crataegus monogyna (beli
glog) najcesca vrsta gloga. Plod roda Crataegus sadrzi visoke nivoe brojnih sekundarnih metabolita
kao Sto su fenolne kiseline i flavonoidi. Najzastupljenija fenolna kiselina u plodu gloga je hlorogena
kiselina, koja ¢ini viSe od 80% ukupnih fenolnih kiselina, a pored nje su prisutne i gentizinska,
sinapinska, protokatehinska, p-kumarinska, galna, vanilnska, siringinska, ferulinska, cimetna,
kofeinska i elaginska kiselina, kofeoil 3-glukozid i florodizin. Proantocijanidini i ukupni flavonoidi
se isti¢u kao dve kljucne kategorije bioaktivnih jedinjenja ploda gloga. Udeo flavonoida u plodu gloga
kreée se od 0,1% do 1,0%, dok ih u listu i cvetu ima od 1 do 2%. Proantocijanidini se mogu naéi u
rasponu od 1% do 3% u plodu i listu gloga, u odnosu na ukupni sadrzaj flavonoida. U plodovima
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gloga izolovano je vise od 60 flavonoida, pri ¢emu su najzastupljeniji hrizin, rutin, kampferol,
kvercetin, apigenin, viteksin, viteksin 2-ramnozid i derivati katehina (Nazhand i sar. 2020,
Benabderrahmane 7 sar. 2021). 1z plodu gloga, aglikoni fenolnih jedinjenja doprinose sa 35,3-37,8%
antioksidativnom kapacitetu, dok nerastvorna konjugovana fenolna jedinjenja imaju udeo od 25 —
27% (Liu i sar. 2019). Glog se najcesce koristi u prevenciji i terapiji kardiovaskularnih bolesti,
kancera, dijabetesa, astme i upale bubrega (Belabdelli i sar. 2022).

2.3. Ekstrakcija polifenola

Postupci ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala su predmet intenzivnog
istrazivanja, o cemu svedoce i revijalni radovi koji se redovno objavljuju (Alara i sar. 2021, Bitwell
i sar. 2023). Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja je klju¢ni korak u istrazivanju prirodnih proizvoda.
Izbor tehnike ekstrakcije zavisi od biljnog materijala, ciljanih fitohemijskih jedinjenja, odnosno
hemijskih i fizickih karakteristika analiziranih jedinjenja (isparljivost, polarnost, rastvorljivost i
termalna, oksidativna i hidroliticka stabilnost) (Alara i sar. 2021). Takode, nekoliko faktora moze
uticati na prinos izolovanih polifenola, uklju¢ujuéi vreme ekstrakcije, vrstu rastvaraca, odnos
rastvaraca i uzorka, temperatura, kao i broj ponovljenih ekstrakcija. Glavni cilj ekstrakcije je
postizanje boljih prinosa bioaktivnih jedinjenja, kraceg vremena ekstrakcije, ekonomske isplativosti
i ekoloske prihvatljivosti.

Zbog Sirokog spektra fenolnih jedinjenja u biljnom materijalu, razvijeno je dosta
ekstrakcionih metoda, koje se mogu klasifikovati na konvencionalne i nekonvencionalne (Slika 5).
Najcesce konvencionalne metode, za ekstrakciju fenolnih jedinjenja su te¢no — te¢no i ¢vrsto — tecne
ekstrakcije, koje se razlikuju po efikasnosti i vrstama rastvaraca i zasnivaju se na primeni toplote i/ili
mesanju. Ove metode koriste razliCite organske rastvara¢e (metanol, etanol, aceton, heksan, etil-
acetat, hloroform) i Cesto zahtevaju dodatak razli¢itih koli¢ina vode kako bi se ekstrahovala polarna
fenolna jedinjenja. Medutim, jo§ uvek postoje sumnje u vezi sa najpogodnijim rastvaratem za
ekstrakciju polifenola. U odredenim situacijama, aceton se pokazao kao efikasniji rastvara¢ u
izolovanju polifenola u poredenju sa metanolom, vodom i etanolom. Postoje studije koje isticu da je
voda bolji rastvara¢ za ekstrakciju polifenola ili da je upotreba kombinacije vode i organskih
rastvaraca efikasnija u ekstrakciji fenolnih jedinjenja u poredenju sa Cistim organskim rastvara¢ima
(Alara i sar. 2021). O¢igledno je da joS uvek nema jednog univerzalnog rastvaraca koji bi se smatrao
najboljim za ekstrakciju sekundarnih metabolita. Medutim, poznato je da rastvaraci vece polarnosti
obi¢no daju najbolje rezultate u ekstrakciji polifenola zbog njihove visoke rastvorljivosti u takvim
rastvara¢ima. Vazno je istaci da je struktura fenolnih jedinjenja, kao $to su stepen konjugacije i
prisustvo visestrukih hidroksilnih grupa, glavni faktor koji uti¢e na njihovu rastvorljivost u razli¢itim
rastvaraCima. Stoga se preporucuje prethodno testiranje i prilagodavanje optimalnog rastvaraca pre
ispitivanja fenolnih jedinjenja. Takode je vazno uzeti u obzir i faktore kao Sto su polaritet, tacka
kljucanja, reaktivnost, viskozitet i stabilnost rastvaraca (Alara i sar. 2021). Pored toga, postoje jos
dva bitna parametra koja uticu na koli¢inu izolovanih polifenola iz biljnog materijala, a to su
temperatura i vreme ekstrakcije. Poveéanje temperature i produzeno vreme ekstrakcije poboljSavaju
rastvorljivost polifenola, medutim potrebno je voditi racuna da ne dode do njihove degradacije koje
se desavaju pri dugom ekstrakcionom procesu i visokim temperaturama. Za fenolna jedinjenja koja
se nalaze u vezanom obliku sa ugljenim hidratima ili proteinima, potreban je dodatni korak u pripremi
uzoraka, koji ukljuCuje hidrolizu. Hidroliza se moze izvesti pre, tokom ili nakon ekstrakcije
primenom razli¢itih kiselina, baza ili enzima, radi oslobadanja vezanih polifenola i poveéanja prinosa
njihovih aglikonskih formi (Dominguez-Rodriguez i sar. 2017). Za razliku od drugih polifenola, kao
Sto su fenolne kiseline ili flavonoidi, antocijanini se obi¢no ekstrahuju koriS¢enjem organskih
rastvaraca, poput metanola, sa niskim procentom jakih kiselina (HCI), zbog stabilnosti flavilijum-
jona na niskim pH vrednostima (Dominguez-Rodriguez i sar. 2017).
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U vecini studija se koriste konvencionalne metode ekstrakcije zbog njihove niske cene i
jednostavnosti koris¢enja. Medutim, istrazivanja su ukazala da konvencionalne metode karakteriSe
upotreba velikih koli¢ina organskih rastvaraca, duze vreme trajanja ekstrakcije, niska selektivnost i
moguca degradacija toplotno nestabilnih jedinjenja. Zbog ovih nedostataka, poslednjih godina
konvencionalne metode se zamenjuju alternativnim metodama ekstrakcije, kao Sto su ekstrakcija
eutekticim smeSama, superkriticna ekstrakcija, mikrotalasna ekstrakcija, ultrazvucna ekstrakcija i
druge. Prednosti nekonvencionalnih tehnika ukljucuju automatizaciju, poboljsanu selektivnost,
smanjenu potrosnju ekstrakcionih rastvaraca, krace vreme i vecu efikasnost ekstrakcije (Mondragon
i sar. 2022).

Konvencionalne metode
* Te¢no — tetna ekstrakcija
« Cvrsto — te¢na ekstrakcija
* Soxlet-ova ekstrakcija
* Maceracija

——p> ( EKSTRAKCUA ) — A@ — A

p—]
\/
Nekonvencionalne metode KONCENTROVANJE EKSTRAKTA
HOMOGENIZACHA UZORKA « Ekstrakcija superkritiénim rastvara¢ima

» Mikrotalasna ekstrakcija

+ Ultrazvucéna ekstrakcija

*» Ekstrakcija pod pritiskom

* Ekstrakcija eutektickim smeSama

Slika 5. Postupak ekstrakcije polifenola iz biljnog materijala.

Danas je oCuvanje zivotne sredine jedan od najbitnijih ciljeva, te je u fokusu razvoj ekoloski
ekoloski prihvatljivih rastvaraca, poput eutektickih smesa, superkriticnih rastvaraca i jonskih te¢nosti,
pokazale su visok potencijal u mnogim primenama. Eutekticke smeSe su veoma pogodne za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala, zbog njihove dostupnosti, veoma niske
isparljivosti, biorazgradivosti, niske toksi¢nosti, moguc¢nosti ponovne upotrebe i niske cene. Mogu se
koristi za ekstrakciju kako hidrofobnih, tako i hidrofilnih jedinjenja. Nedavno su razvijene prirodne
eutekticke smese koje obuhvataju primarne metabolite, poput Secernih alkohola, ugljenih hidrata,
aminokiselina i organskih kiselina. Ove smeSe su veoma efikasne u ekstrakciji sekundarnih
metabolita, zbog formiranja jakih vodoni¢nih veza izmedu komponenata rastvaraca i ekstrahovanih
jedinjenja. Ove veze povecavaju prinos procesa ekstrakcije i stabilizuju dobijeni ekstrakt, cime Stite
molekule od razgradnje. Zamena konvencionalnih rastvaraca prirodnim eutektickim rastvarac¢ima i
njihovo koriS¢enje uz savremene tehnike ekstrakcije visoke energije, poput ultrazvucne i
mikrotalasne ekstrakcije, poboljSava prinos ekstrakcije, skracuje vreme ekstrakcije, razgradnju
jedinjenja i negativne ekoloske efekte (Koutsoukos i sar. 2019).

U superkriticnoj ekstrakciji, kao rastvarac¢ za izolovanje ciljanih jedinjenja koristi se
superkriti¢ni fluid, obi¢no ugljen-dioksid (CO2). Superkriti¢ni fluid je supstanca koja je izloZena
temperaturi i pritisku iznad svoje kriticne tacke, pri ¢emu ima osobine i gasa i tecnosti. U
superkriti¢noj ekstrakciji, CO> deluje kao gas i lako prodire u ¢vrste materijale, rastvarajuci ih poput
teCnosti. Male promene u temperaturi i pritisku imaju znacajan uticaj na gustinu fluida, §to direktno
utice na rastvorljivost jedinjenja. To je ekoloski prihvatljiva tehnika koja koristi malu koli¢inu
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organskih rastvaraca i nudi povecanu selektivnost prema odredenim bioaktivnim jedinjenjima
(Camara i sar. 2020).

Metode mikrotalasne ekstrakcije se ¢esto primenjuju u istrazivanjima sekundarnih metabolita
biljaka. Princip mikrotalasne ekstrakcije temelji se na upotrebi mikrotalasa odredenih frekvencija za
zagrevanje uzorka i izdvajanje ciljanih jedinjenja iz ispitivanog materijala. NajceSce koriS¢eni
rastvara¢i pri mikrotalasnoj ekstrakciju su metanol, etanol, aceton, voda i acetonitril. Polarni
rastvaraci, u odnosu na nepolarne rastvarace, imaju vecu dielektricnu konstantu i mogu apsorbovati
viSe mikrotalasne energije, Sto moze dovesti do veceg prinosa fenolnih jedinjenja. Ovaj postupak
cesto omogucava brzu i efikasniju ekstrakciju u poredenju sa konvencionalnim metodama ekstrakcije
(Camara i sar. 2020).

Ultrazvucna ekstrakcija omogucava visok prinos bioaktivnih jedinjenja uz jednostavnu
upotrebu, energetsku efikasnost i visoku reproduktivnost. Cesto se koristi za Gvrsto/tene sisteme, pri
c¢emu dovodi do narusavanja celijskih zidova biljnog materijala i poboljSava transfer masa kroz
¢elijske membrane. Na taj nacin, ultrazvuk modifikuje i remeti fizicke i hemijske karakteristike
biljnog materijala, ubrzava oslobadanje fitohemijskih supstanci i dodatno pojacava kretanje
rastvaraca u ¢elijama biljaka. U ranijim studijama utvrdeni su povecani prinosi fenolnih jedinjenja
pri nizoj frekvenciji od 40 kHz u poredenju sa rezultatima postignutim pri frekvenciji od 120 kHz
(Gonzalez-Centeno i sar. 2014). Efikasnost ultrazvu¢ne ekstrakcije potvrdena je studijom koja
prikazuje znacajno kra¢e vreme od 30 minuta i mnogo boljem prinosu u poredenju sa metodom
maceracije, koja je trajala 120 minuta i davala manje prinose (Zhang i sar. 2009). Takode, pigmenti
biljnog porekla, poput antocijanina, karotenoida, betalaina i hlorofila primenom metode ultrazvucne
ekstrakcije daju maksimalne prinose u poredenju sa konvencionalnim metodama (Kumar i sar. 2021).
Ova zapazanja podsticu dalja istrazivanja koja se bave analizom ultrazvu¢nih parametara radi
poboljsanja i optimizacije efikasnosti procesa ekstrakcije.

Neka ispitivanja mogu zahtevati kombinaciju razli¢itih metoda ekstrakcije kako bi se
poboljsalo izolovanje fitohemikalija. To je obi¢no slucaj kada jedna metoda ekstrakcije nije dovoljna
da potpuno izdvoji ciljana fitohemijska jedinjenja iz biljnog materijala. Stoga, primena razli¢itih
metoda ekstrakcije moze biti adekvatan pristup za ekstrakciju ciljanih bioaktivnih jedinjenja sa ve¢om
efikasnoscu ekstrakcije (Alara i sar. 2021).

2.4. Oksidativni stres i antioksidativna sposobnost sekundarnih metabolita

Na osnovu velikog broja istrazivanja oksidansi se definiSu kao Stetni, visoko-reaktivni i
nestabilni molekuli sa znacajnim uticajem na bioloski sistem. U normalnim metaboli¢kim procesima,
organizam proizvodi oksidanse (slobodne radikale), ali istovremeno poseduje sopstvene mehanizme
za neutralizaciju ovih radikala, koriste¢i antioksidanse koje proizvodi ili se unose putem ishrane.
Antioksidansi su supstance koje sprecavaju ili usporavaju oksidacione procese u nasem
organizmu do kojih dolazi usled delovanja slobodnih radikala. Postoje mnogi literaturni podaci koji
govore o svim aspektima testiranja antioksidanasa i njihovog odnosa prema zdravlju, ukljucujuci
njihovu aktivnost, klasifikaciju i primene (Amorati i Valgimigli 2015, Apak i sar. 2016, Gulcin 2020).
Detaljno se analiziraju in vitro metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta sastojaka hrane, a
velika paznja se posvecuje i in vivo metodama ispitivanja antioksidativne sposobnosti i njihovim
eksperimentalnim postupcima. Medutim, zdravstvene koristi mnogih jedinjenja koja su in vitro
antioksidansi, a pokazuju sli¢nu in vivo aktivnost, i dalje su upitne. To moze biti posledica nekoliko
faktora, kao §to su nedostatak razumevanja mehanizma interakcije antioksidanasa u organizmu,
nedostatak usaglaSenosti razliCitih testova za odredivanje antioksidativnog kapaciteta, kao i
nedostatak specifi¢nosti ovih testova, §to dovodi do nemoguénosti povezivanja odredenih
antioksidanasa sa zdravstvenim ishodima (Kotha i sar. 2022).
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Oksidativni stres je prirodni fizioloski proces i moze se definisati kao stanje u kojem slobodni
radikali u organizmu nadmasuju antioksidativnu odbranu i mogu dovesti do oksidativnog ostecenja.
Tada dolazi do neravnoteze u oksido-redukcionim procesima i oslobada se vec¢a koli¢ina slobodnih
radikala. Povec¢ani oksidativni stres moze imati ozbiljne posledice u bioloskim sistemima, ukljuc¢ujuci
oste¢enje molekula (poput nukleinskih kiselina, lipida i proteina), Sto moze ozbiljno uticati na
zdravlje. Procenjeno je da je oksidativni stres povezan sa visSe od 100 bolesti, poput kancera,
dijabetesa, hipertenzije, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti (Kotha i sar. 2022).

Slobodni radikal (oksidans) moze biti definisan kao "atom ili grupa atoma sa jednim ili vise
nesparenih elektrona koji postoje u slobodnom obliku" (Halliwell 1990). Nastaju homolitickim
raskidanjem kovalentne veze i njihova reaktivnost proistice iz sposobnosti da lako reaguju sa drugim
molekulima, pri ¢emu primaju ili otpustaju elektrone kako bi postigli svoju stabilnost. Glavne grupe
slobodnih radikala su reaktivne vrste kiseonika (Reactive Oxygen Species, ROS), azota (Reactive
Nitrogen Species, RNS) i sumpora (Reactive Sulfur Species, RSS). Reaktivne vrste kiseonika i azota
mogu biti u obliku radikala i neradikala. Najces¢i radikalski oblici ovih vrsta su superoksid anjon
radikal (O2*"), hidroksil radikal (OH®), hidroperoksil radikal (HOO?®), peroksil radikal (ROQO?®) i azot-
monoksidni radikal (NO®), dok su u neradikalskom obliku najzastupljeniji singlet kiseonik ('02),
vodonik-peroksid (H202) i peroksinitrit anjon (ONOO"). Postoje brojni faktori koji uti¢u na stvaranje
stres, upotreba alkohola i cigareta, kontakt sa teSkim metalima, pesticidima, odredenim lekovima, kao
i metabolicki procesi u telu (Phaniendra i sar. 2015). Na ¢elijskom nivou, mitohondrije imaju klju¢nu
ulogu u proizvodnji ROS, gde se generiSe viSe od 90% celijskih reaktivnih vrsta kiseonika.
Funkcionalne promene mitohondrija povezane su sa pojavom raznih metabolic¢kih bolesti (Foo i sar.
2022). U prisustvu ROS, DNK se oksiduje pri ¢emu se formira 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin,
jedinjenje odgovorno za mutacije DNK u karcinogenezi (Ali Pambuk 2018). Singlet kiseonika
reaguje sa organskim jedinjenjima i ima Stetnu ulogu u bioloskim sistemima, na primer, ukljucen je
u oksidaciju LDL holesterola, §to moze dovesti do kardiovaskularnih bolesti. Istovremeno, reaktivne
vrste kiseonika i azota ucestvuju u nizu fizioloskih aktivnosti, ukljucujuéi imunolosku funkciju (npr.
zastitu od Stetnih mikroorganizama) i pri umerenim ili niskim nivoima imaju povoljne efekte na
organizam. Na primer, superoksid anjon (0O:2*7) i azot-monoksid (NO®) radikali u niskim
koncentracijama ucestvuju u ¢elijskim odgovorima i signalnim putevima. Vodonik-peroksid, nastao
dejstvom razli¢itih oksidativnih enzima i delovanjem superoksid-dismutaze (SOD), koristi se kao
vazan signalni molekul i takode je supstrat za generisanje daljih reaktivnih vrsta, kao $to je hipohlorna
kiselina (HCI1O). Ravnoteza izmedu Stetnih i korisnih efekata slobodnih radikala kljucan je za zivotne
procese, a antioksidansi igraju veoma znacajnu ulogu u postizanju ovog balansa.

Antioksidansi se mogu podeliti u nekoliko razli¢itih kategorija: (I) prirodni i sinteticki; (I)
polarni i nepolarni; (IIT) endogeni i egzogeni; (IV) enzimski i neenzimski i (V) po mehanizmima u
koje su ukljuceni (Slika 6). Sinteticki antioksidansi, uprkos svojoj efikasnosti, pokazali su neke
negativne efekte po zdravlje ljudi (Camara i sar. 2020). Stoga je potreba za prirodnim izvorima
antioksidanasa sve veca. Prirodni antioksidansi se klasifikuju kao endogeni i egzogeni, pri cemu
njihovo zajednicko delovanje u ljudskom organizmu doprinosi efikasnoj neutralizaciji slobodnih
radikala. Endogeni antioksidansi se prirodno proizvode u telu i mogu biti enzimski i neenzimski.
Endogeni enzimi, poput superoksid-dismutaze (SOD), katalaze (CAT), glutation-reduktaze (GR) i
glutation-peroksidaze (GPx) deluju kao antioksidansi prvog reda odbrane, pretvaraju reaktivni
superoksid anjon i vodonik-peroksid u vodu i kiseonik (Clower i sar. 2022). Neenzimski endogeni
antioksidansi mogu delovati kao drugi red odbrane protiv kiseoni¢nih reaktivnih vrsta, pri ¢emu brzo
neutraliSu slobodne radikale. Egzogeni antioksidansi, koji se unose putem hrane, obuhvataju razlicite
klase jedinjenja poput vlakana, vitamina, ugljenih hidrata, minerala i polifenola koji su kljucni u
zastiti ¢elija od potencijalnih oSte¢enja izazvanih delovanjem slobodnih radikala (Rashmi i Negi
2020).
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Slika 6. Klasifikacija antioksidanasa.

Prirodni antioksidansi neutraliSu slobodne radikale u bioloskim sistemima kroz tri
mehanizma, kao §to su transfer pojedinacnog elektrona (Single Electron Transfer, SET), transfer
vodonikovog atoma (Hydrogen Atom Transfer, HAT) i heliranje prelaznih metala. Isti antioksidans
moze proci kroz hemijsku transformaciju ili putem jednog od tri mehanizma, ili kombinacijom dva
mehanizma istovremeno, zavisno od strukture jedinjenja, okoline i drugih razli¢itih uslova. Oni
pokazuju svoju aktivnost spreCavanjem stvaranja slobodnih radikala i njihovih derivata, prekidom
oksidacionih reakcija slobodnih radikala, kao i inaktiviranjem proizvoda reakcija slobodnih radikala
i njihovih derivata (Kotha i sar. 2022).

Efikasnost fenolnih jedinjenja kao antioksidansa zavisi od njihove antioksidativne aktivnosti
i/ili antioksidativnog kapaciteta. Potrebno je naglasiti da su antioksidativna aktivnost i antioksidativni
kapacitet dva razli¢ita pojma. Antioksidativna aktivnost opisuje kinetiku (brzinu) reakcije koja se
odigrava izmedu antioksidansa i ciljnog radikala. S druge strane, pojam antioksidativnog kapaciteta
odnosi se na celokupni antioksidativni status u bioloskim uzorcima i meri ukupnu koli¢inu
antioksidanasa koji mogu da neutraliSu slobodne radikale. Antioksidativna sposobnost fenolnih
jedinjenja zavisi od njihove sloZene hemijske strukture, broja i polozaja hidroksilnih grupa, tip veza
izmedu atoma ugljenika, broja aromati¢nih prstenova i stepena konjugacije unutar molekula.
Benzenov prsten odgovoran je za stabilizaciju molekula antioksidansa pri reakciji sa slobodnim
radikalima. Broj hidroksilnih grupa na benzoevom prstenu takode doprinosi antioksidativnoj
sposobnosti, gde pri povecanju broja OH grupa, raste i antioksidativni kapacitet. Sa druge strane,
metoksi i glikozidne grupe mogu izazvati negativne efekte. Osim toga, stepen polimerizacije takode
moze imati uticaj, pre svega pozitivan na antioksidativni kapacitet (Couttolenc 7 sar. 2020). Odredeni
fizicki i hemijski parametri, poput pH vrednosti, temperature, svetlosti, kiseonika, enzima,
askorbinske kiseline, Secera i jona metala, koji su Cesti tokom obrade, skladistenja i varenja, mogu
uticati na njihovu stabilnost. Stoga, niska stabilnost polifenola moze ometati njihov antioksidativni
kapacitet u uobicajenim okolnostima, §to predstavlja negativan faktor (Lang 7 sar. 2024).

U in vitro uslovima, najceS¢e koris¢ene tehnike za ispitivanje antioksidanasa ukljucuju
tehnike zasnovane na emisiji svetlosti, fluorescentne, spektrofotometrijske i hromatografske tehnike.

2.5. Analiticke metode koje se najcesce koriste za karakterizaciju biljnog materijala

S obzirom na znacaj konzumacije gajenih i samoniklih vrsta vocaka, postoji sve veca potreba
za istrazivanjima koja se odnose na kvalitet i autenti¢nost razlic¢itih voénih vrsta. Zbog varijacija u
strukturi polifenola, potrebno je optimizovati analiticke postupke kako bi se fenolna jedinjenja
precizno identifikovala i kvantifikovala, a u tu svrhu koriste se razlicite spektroskopske i
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hromatografske tehnike. Primena viSe razli€itih pristupa istovremeno omogucava sveobuhvatnu
analizu biljnog materijala (Carrillo i sar. 2023).

2.5.1. Procena antioksidativnog kapaciteta spektrofotometrijskim metodama

Spektrofotometrija predstavlja apsorpcionu metodu koja se zasniva na analiziranju
elektromagnetnog zracenja koje moze da apsorbuje u ultraljubicastoj (UV), vidljivoj (VIS),
infracrvenoj (IC), mikrotalasnoj i radiofrekventnoj oblasti (Bachmann i Miller 2020). Ultraljubicasti
deo spektra nalazi se u opsegu talasnih duzina od 190 nm do 380 nm, dok je vidljivi deo spektra od
380 nm do 800 nm. Zbog prisustva aromati¢nih prstenova, fenolna jedinjenja apsorbuju svetlost u
UV-Vis opsegu, pa stoga se UV-Vis spektrofotometrija najceSée koristi za odredivanje sadrzaja
polifenola, antocijanina i flavonoida, kao i za procenu njihovog antioksidativnog kapaciteta
primenom razlicitih testova (Shard i sar. 2020). Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola (7otal
Phenolic Content, TPC) je metoda koja se koristi za procenu antioksidativnih sposobnosti
sekundarnih metabolita i obi¢no prethodi hromatografskim tehnikama za odredivanje pojedinacnih
fenolnih jedinjenja. Sadrzaj ukupnih antocijanina (7otal Anthocyanin Content, TAC) je metoda
kojom se antocijanini voénih vrsta odreduju pH diferencijalnom metodom, koja je opSteprihvacena
od strane AOAC INTERNATIONAL (Lee i sar. 2005).

U literaturi su prikazane i objas$njene razli¢ite analitiCke metode za procenu antioksidativnog
dejstva fitohemijskih jedinjenja, a koje ukljucuju i in vitro i in vivo pristupe (Munteanu i Apetrei
2021). Najcesce koris¢ene in vitro metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta polifenola
zasnivaju se na spektrofotometrijskim testovima, koji su brzi, jednostavni, reproduktivni i
ekonomicni. Razli¢iti mehanizmi delovanja antioksidanasa doprinose raznovrsnosti metoda za
proucavanje antioksidativnih svojstava jedinjenja (Kotha i sar. 2022). Glavno ograni¢enje ovih
testova je nedostatak specificnosti, pri ¢emu jedinjenja koja ne pripadaju klasi polifenola mogu takode
reagovati na isti nacin, $to moze dovesti do pogreSnog tumacenja rezultata. Pored toga, vazno je istaci
da je nedostatak usaglaSenosti metoda, pri ¢emu testovi za antioksidativni kapacitet ne pokazuju uvek
medusobnu korelaciju (Apak i sar. 2016a). AOAC INTERNATIONAL (Association of Official
Analytical Collaboration) i [IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) su 2013.
godine objavili da rezultati razlicitih metoda za ispitivanje antioksidanasa ne mogu biti direktno
uporedeni. Razlog tome je Sto se metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta oslanjaju na
razli¢ite mehanizme, obuhvataju veoma razli¢ite matrikse uzorka i koriste razlicite eksperimentalne
uslove poput pH vrednosti i temperature (Apak i sar. 2013). Zbog toga je i zakljucak ovih eminentnih
organizacija da ne postoji jedinstveni univerzalno prihvaceni test antioksidativnosti koji precizno
odreduje antioksidativnu aktivnost ili ukupni antioksidativni kapacitet. Izrazavanje rezultata u
razli¢itim jedinicama za isti test dodatno komplikuje poredenje podataka (Abramovic¢ i sar. 2018).
Na primer, rezultati za sadrzaj ukupnih polifenola mogu biti predstavljeni kao ekvivalenti galne
kiseline, askorbinske kiseline ili ferulinske kiseline, §to otezava poredenje istrazivanja i tumacenje
rezultata.

Takode, antioksidansi mogu da neutraliSu dejstvo slobodnih radikala u laboratorijskim
uslovima (in vitro), ali joS uvek nije potpuno dokazana niti standardizovana procedura njihovih
efekata u organizmu (in vivo) (Laguerre i sar. 2007). Idealan pristup za procenu antioksidativne
sposobnosti zahteva upotrebu bioloski relevantnih izvora radikala, detaljno odredivanje hemijskih
procesa koji se desavaju tokom testiranja, primenu metode sa jasno definisanim ciljevima i hemijskim
mehanizmom, odabir metode koja je adekvatna za hidrofilne i lipofilne antioksidanse, kao i kori§¢enje
odgovarajucih instrumenata. Ukupno gledano, ostvarivanje svih navedenih preporuka istovremeno
nije jednostavno. Ipak, posvecivanje paznje svakom od ovih koraka doprinosi povec¢anju pouzdanosti
rezultata odredivanja antioksidativnog kapaciteta (Kotha 7 sar. 2022).

Na osnovu mehanizma delovanja antioksidanasa, antioksidativni testovi se mogu klasifikovati
u Sest kategorija:
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- Testovi zasnovani na transferu pojedinacnog elektrona

- Testovi zasnovani na transferu atoma vodonika

- Testovi zasnovani na transferu elektrona i atoma vodonika

- Testovi zasnovani na heliranju metala

- Testovi zasnovani na oksidaciji lipida i sposobnosti neutralizacije ROS/RNS vrsta
- Odredivanje antioksidativnog kapaciteta primenom enzima.

Mehanizmi bazirani na transferu pojedinacnog elektrona i atoma vodonika se skoro uvek javljaju
paralelno u svim bioloskim sistemima, iako jedan mehanizam moze biti dominantan u odredenom
testu. Koji ¢e mehanizam biti dominantan zavisi od svojstava i strukture antioksidanasa,
rastvorljivosti i koeficijenata raspodele, sistema rastvaraca i prisustva komponenata u tragovima.

Vecina metoda za odredivanje antioksidativnog kapaciteta se zasniva na mehanizmu transfera
pojedinac¢nog elektrona. Ove metode omogucavaju procenu antioksidativnih svojstava polifenola
merenjem njihove sposobnosti da prenesu elektrone radi redukcije jedinjenja od interesa:

ArOH + X* — ArO® + X (1)

U ovim testovima, termodinamicka oksidacija antioksidanasa meri se na kraju redoks reakcije ili
tokom odredenog perioda. Testovi bazirani na transferu pojedinacnog elektrona zavise od pH
vrednosti. U baznim uslovima disocijacija protona se povecava, $to dovodi do poveéanja redukcione
sposobnosti antioksidansa. U ovu grupu spadaju testovi za odredivanje sposobnosti redukcije
bakarnih jona (Cupric Reducing Antioxidant Capacity, CUPRAC), sposobnosti redukcije jona gvozda
(Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP), sadrzaja ukupnih polifenola (Folin-Ciocalteu test) i
sposobnosti inhibicije ABTS®*" (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) (Apak i sar.
2016a). ABTS i CUPRAC testovi mogu detektovati kako hidrofilne, tako i lipofilne antioksidanasa,
dok Folin-Ciocalteu i FRAP test iskljuCivo detektuju hidrofilne antioksidanse. CUPRAC reagens je
stabilniji i pogodniji za upotrebu u poredenju sa drugim hromogenim reagensima, poput ABTS.
CUPRALC test se izvodi pri pH vrednosti od 7,0, $to je veoma sli¢no fizioloskoj pH vrednosti (7,4),
pri ¢emu simulira antioksidativno delovanje u prirodnim uslovima. Pored toga, CUPRAC, kao i
ABTS test je selektivan jer ima nizi redoks potencijal u poredenju sa Folin-Ciocalteu i FRAP
testovima (Bibi Sadeer i sar. 2020).

Testovi zasnovani na mehaniznu transfera atoma vodonika procenjuju sposobnost
antioksidansa da neutralise reaktivne vrste kiseonika u reakciji prenosa atoma vodonika i time prekine
radikalsku reakciju.

ArOH + X°® — ArO® + XH )

Ovi testovi mere brzinu reakcije, a odredivanje se vrsi analiziranjem kinetickih krivih. Testovi koji
se baziraju na transferu atoma vodonika nezavisni su od vrste rastvaraca i pH vrednosti i obi¢no se
brzo izvode. Test za merenje kapaciteta apsorpcije radikala kiseonika (Oxygen Radical Absorbance
Capacity, ORAC) i test za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta neutralizacije radikala
(Total Radical Trapping Antioxidant Parameter, TRAP) spadaju u ovu kategoriju (Apak i sar.
2016b). Glavna prednost ORAC metode odredivanja antioksidacionog kapaciteta je Sto se merenje
odvija pri fizioloskim uslovima (37 °C i pH vrednosti od 7,4), stoga se smatra da navedena hemijska
metoda moze najbolje predvideti antioksidaciono delovanje ispitivanog uzorka in vivo. Takode,
ORAC test moze meriti antioksidativni kapacitet lipofilnih i hidrofilnih antioksidanasa. Medutim,
sekundarne reakcije antioksidansa sa metalima mogu dovesti do smanjenja koncentracije
antioksidansa i time uticati na vrednosti ORAC testa (Christodoulou i sar. 2022).

U slucaju mehanizma delovanja koji ukljucuje transfer elektrona i atoma vodonika, transfer
atoma vodonika se odvija putem dvostrukog mehanizma. Jedan podrazumeva kuplovani prenos
protona i elektrona, dok se kod drugog mehanizma odvija istovremeni prenos protona i elektrona.

17



OPSTI DEO

a) Kuplovan prenos protona i elektrona (Profon-coupled electron transfer, PCET)

ArOH — ArO +H* 3)
ArO°H" + X* — ArO*® + XH 4)
b) Transfer jednog elektrona uz prenos protona (Single electron transfer-proton transfer, SET-
PT)
ArOH + X®* — ArOH*" + X (5)
ArOH;*" — ArO® + H' (6)

Testovi za odredivanje sposobnosti neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH?®) i
odredivanje antioksidativnog kapaciteta ekvivalenata troloksa (7rolox Equivalent Antioxidant
Capacity, TEAC) slede ovaj mehanizam (Apak i sar. 2016b). DPPH test se istie po svojoj
jednostavnosti, ekonomi¢nosti i brzini, s obzirom da je DPPH® stabilan radikal. Pored toga, efikasan
je za termicki nestabilna jedinjenja. Visoka osetljivost, moguénost brzog testiranja velikog broja
uzoraka i dobra korelacija DPPH vrednosti sa bioaktivnim jedinjenjima, poput polifenola, ¢ini DPPH
metodu pouzdanu za prouCavanje antioksidativnih svojstava razli¢itih supstanci. DPPH radikal
rastvara se isklju¢ivo u organskim rastvaracima, S$to ogranicava njegovu primenu na lipofilne
supstance. Takode, DPPH reaguje sa drugim radikalima prisutnim u ispitivanim uzorcima. Pored
toga, odredena jedinjenja, poput antocijanina i karotenoida, apsorbuju u slicnom opsegu talasnih
duzina kao DPPH, §to mozZe uticati na ta¢nost rezultata (Bibi Sadeer i sar. 2020).

Proucavanje helatnih svojstava polifenola takode moze posluziti kao dobar pristup u
ispitivanju antioksidativnog kapaciteta. Glavni fokus u istrazivanju helatnih svojstava lezi u
proucavanju nadina vezivanja gvozda (Sema 1). Gvozde je klju¢ni element za sve Zive éelije i ima
vaznu ulogu kao sastavni deo metaloproteina. S druge strane, joni Fe?" su najefikasniji prooksidansi
medu razli¢itim vrstama jona metala, kao S$to su bakar, nikl, cink, molibden, kobalt i drugi.
Vezivanjem za razlicite peptide i proteine smanjuje se dostupnost slobodnih jona gvozda, a time i
njegova toksi¢nost. Drugi nacin eliminacije toksi¢nih metala je gradenje helatnih kompleksa (Giilgin
2012). Testovi koji ispituju helatna svojstva sekundarnih metabolita imaju dobru ponovljivost i
reproduktivnost. Ovi testovi su nedovoljno specifi¢ni jer metali, osim sa fenolnim jedinjenjima, mogu
reagovati i sa peptidima i sulfatima koji su prisutni u ispitivanim uzorcima. Takode, ponekad rezultati
koji se odnose na sadrzaj ukupnih polifenola ne pokazuju korelaciju sa rezultatima ovih testova, a
primecena je i slabija korelacija sa FRAP, CUPRAC, ABTS i DPPH testovima (Bibi Sadeer i sar.

2020).
OH 0,
R—EI pH 6, Fe?* @ \Fc + 2H*
7 OH 0/

Sema 1. Sematski prikaz heliranja jona metala

Lipidna peroksidacija je pokazatelj oksidativnog stresa u ¢elijama, gde polinezasiceni
peroksidi masnih kiselina stvaraju toksi¢na jedinjenja poput malondialdehida i 4-hidroksi-2-alkenala.
Ova jedinjenja, posebno malondialdehid, mogu doprineti oste¢enju DNK i ¢elijskih membrana, pri
c¢emu dolazi do nastajanja razli¢itih mutacija. Lipidnu peroksidaciju najces¢e uzrokuje hidroksil
radikal (OH®), medutim i pojedini drugi slobodni radikali mogu pokrenuti proces peroksidacije. U
grupu testova koji inhibiraju lipidnu peroksidaciju spadaju testovi za odredivanje sposobnosti
uklanjanja vodonik-peroksida, sposobnosti neutralizacije radikala azot-monoksida, sposobnosti
neutralizacije peroksinitril radikala i sposobnosti neutralizacije superoksid anjon radikala (Apak i sar.
2016b). Za razliku od DPPH ili ABTS koji su sinteticki radikali, H>O» i radikali poput NO®, NOO*® i
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02*" su sli¢niji bioloskim sistemima. Takode, testovi se odvijaju pri pH vrednostima koje su
karakteristicne za fizioloSke uslove bioloskih sistema. Kada se navedene metode uporede sa drugim
metodama odredivanja antioksidativne sposobnosti bioaktivnih jedinjenja, testovi za odredivanje
sposobnosti neutralizacije NO®, NOO® i O2* nisu jednostavni i zahtevaju upotrebu nekoliko
enzimskih reagenasa (Bibi Sadeer i sar. 2020).

Enzimski antioksidansi poseduju odredene koenzime i obi¢no su visoko specificni za
reaktivne vrste supstrata. Neki od vaznijih enzima koji se koriste za odredivanje antioksidativne
sposobnosti polifenola su superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza i tirozinaza.
Enzimski testovi mogu biti podlozni uticaju spoljnih faktora poput temperature, pH vrednosti i
prisustva inhibitora, §to moze uticati na ta¢nost rezultata (Weydert i Cullen 2010).

Iako odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola (TPC) nije direktna mera antioksidativnog
kapaciteta, visoka koncentracija polifenola dovodi se u vezu sa znacajnim antioksidativnim
svojstvima biljnog materijala. TPC test je kolorimetrijska metoda zasnovana na transferu
pojedinacnog elektrona i povezan je sa redukcionom moc¢i fenolnih antioksidanasa. Pokazano je da
postoji dobra linearna korelacija izmedu TPC metode i drugih testova koji se zasnivaju na mehanizmu
transfera elektrona, poput TEAC i DPPH®. Takode je Cest sluc¢aj da su korelacije TPC metode i
metoda baziranih na prenosu atoma vodonika, kao §to je ORAC zadovoljavajuée (Prior i sar. 2005).
Ovo potvrduje da je TPC metoda vazna za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta. U
praksi, sadrzaj ukupnih polifenola se najées¢e odreduje primenom Folin—Ciocalteu reagensa, koji
predstavlja smeSu fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline (Singleton i sar. 1999). Ukupan
polifenolni sadrzaj biljnog materijala odreduje se kao ekvivalent galne kiseline ili nekog drugog
fenolnog jedinjenja (kofeinske kiseline, katehina, hlorogene kiseline ili ferulinske kiseline). Upotreba
Folin—Ciocalteu testa za kvantifikaciju sadrzaja ukupnih polifenolna ima mnoge prednosti,
ukljuéujuéi jednostavnost, ponovljivost, pouzdanost i direktne korelacije izmedu polifenola i
antioksidativne sposobnosti. Medutim, ovaj test ima i znacajna ograni¢enja. Osetljiv je na pH
vrednost, temperaturu i vreme trajanja reakcije. Takode, Folin—Ciocalteu test nije dovoljno specifican
za fenolna jedinjenja, buduci da druge supstance, kao §to su redukujuci Seceri, askorbinska kiselina i
odredene aminokiseline koje su veoma prisutne u biljnom materijalu, mogu redukovati Folin—
Ciocalteu reagens 1 uticati na rezultate ispitivanja (Bastola i sar. 2017).

Sadrzaj ukupnih antocijanina (TAC) je takode kolorimetrijska metoda, koja se zasniva na
primeni UV-Vis spektrofotometrije. Antocijanini, kao i ostala fenolna jedinjenja, imaju sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala i smanjenja oksidativnog stresa u organizmu (Mattioli 7 sar. 2020).
Stoga je odredivanje ukupnog sadrzaja antocijanina od velike vaznosti, jer omogucava procenu
antioksidativnog kapaciteta uzorka, pruzajuc¢i uvide u njegovu stabilnost i moguée zdravstvene
benefite. Kao $to je ve¢ prethodno navedeno, za odredivanje koncentracije ukupnih antocijanina cesto
se primenjuje jednostavna i brza pH-diferencijalna metoda (Solovchenko i sar. 2001). Ova metoda
se zasniva na reverzibilnim strukturnim promenama antocijanina pri razli¢itim pH vrednostima
uzorka, a rezultati se manifestuju razli¢itim UV spektrima. Antocijanini postoje u Cetiri strukturne
forme koje su u dinamickoj ravnotezi pri odredenoj pH vrednosti (Slika 7). Flavilijum katjon
(narandzasto-crveni oksonijum jon) dominira pri pH 1,0, dok se bezbojni hemiketalni oblik javlja na
pH 4,5. Ova metoda se zasniva na pretpostavci da monomerni antocijanini imaju malu apsorbanciju
u puferu pH 4,5 i da ¢e polimerni antocijanini apsorbovati pri ovoj pH vrednosti. lako su skoro svi
monomerni antocijanini u hemiketalnom obliku pri pH 4,5, mali deo je u hinoidalnom ili flavilijum
obliku, §to ¢e doprineti niskoj apsorbanciji. Stoga je razlika u apsorbanciji na talasnoj duzini 520 nm
antocijanina proporcionalna njegovoj koncentraciji. Ova metoda omogucava precizno i brzo merenje
ukupne koli¢ine antocijaninina, ¢ak i u prisustvu drugih pigmenata i ometaju¢ih jedinjenja. Sadrzaj
ukupnih antocijanina se preracunava na koncentraciju dominantnog antocijanina prisutnog u
analiziranom uzorku, pri ¢emu je u plodovima jagodastih vrsta vocaka to uglavnom cijanidin 3-
glukozid (Yan 7 sar. 2023). Validnost ove metode i osnovni principi za odredivanje koncentracije
antocijanina pH diferencijalnom metodom ve¢ godinama su Siroko prihvaceni od strane hemicara koji
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se bave analizom prirodnih proizvoda. U uporednoj studiji u kojoj je ucestvovalo jedanaest
komercijalnih laboratorija, akademskih institucija i drzavnih laboratorija sprovedeno je istrazivanje
kako bi se odredila koncentracija ukupnih monomernih antocijanina pH diferencijalnom metodom u
voénim sokovima, prirodnim bojama i vinima. Na osnovu dobijenh rezultata pokazano je da se ukupni
sadrzaj antocijanina u saglasnosti izmedu razli¢itih laboratorija, pri cemu je predloZeno da se ova
metoda usvoji kao prva zvanicna AOAC INTERNATIONAL metoda (Lee i sar. 2005). Iako je
odredivanje ukupnih antocijanina korisno za procenu kvaliteta voénih sokova i pi¢a, samo po sebi
ima ogranicenu primenu u istrazivanjima autenti¢nosti. Stoga bi trebalo da se koristi u kombinaciji
sa hromatografskim analizama koje omogucavaju identifikaciju i kvantifikaciju pojedinacnih
antocijanina.

HO
+H

Sla flavilijum katjon. pH = 1
(narandZasto-crven}

O-glu

hinoidna baza. pH = 7 (plava)

-HyO +H™

Ry
HO OH OH HO
C-glu
e L — T
O-gha o]

Oel  pemiacetalni oblik. pH= 4.5
halkonski oblik. pH = 4.5 (zut) (bezbojan)

Slika 7. Hemijske karakteristike antocijanina u zavisnosti od pH vrednosti sredine.

2.5.2. Hromatografske metode

Pored spektrofotometijskih metoda koje pruzaju informacije o sadrzaju ukupnih polifenola,
separacione metode omogucavaju detaljnije analiziranje polifenolnih profila. Stoga, primena
hromatografskih tehnika predstavlja najbolji izbor za odredivanje bioaktivnih komponenti prisutnih
u uzorcima. Vecéina istrazivanja koja se odnose na karakterizaciju biljnog materijala, posebno vo¢nh
vrsta, zasnovana su na primeni te¢ne hromatografije (Liquid Chromatography, LC), ukljucujuci
tankoslojnu hromatografiju (Thin-Layer Chromatography, TLC) i gasne hromatografije (Gas
Chromatography, GC) (Kurrey i sar. 2022). Ipak, do danas nije razvijena univerzalna hromatografska
metoda koja je sposobna da efikasno razdvoji razlicite tipove fenolnih jedinjenja. Optimizacija
hromatografskih metoda predstavlja kljucni aspekt u postizanju visoke efikasnosti, preciznosti i
pouzdanosti analize razliCitih supstanci. Kako bi se postiglo najbolje moguce odvajanja analita
neophodno je optimizovati brojne parametare, poput sastava mobilne faze, vrste i veli¢ine kolone,
protoka eluenta, temperature i parametara detekcije. Pored toga, potrebno je uzeti u obzir i
stereohemiju, molekulsku masu i stepen polimerizacije fenolnih jedinjenja, s obzirom da ovi faktori
znacajno uticu na njihovo hromatografsko ponasanje (Pyrzynska i Sentkowska 2015). Kako bi se
procenio sastav biljnog materijala, hromatografske tehnike u kombinaciji sa odgovaraju¢im
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tehnikama detekcije pruzaju velike moguénosti za razdvajanje pojedinacnih fenolnih jedinjenja, kao
i njihovu kvantifikaciju.

2.5.2.1. Tankoslojna hromatografija

Tankoslojna hromatografija (TLC) se Cesto koristi za brzu analizu ekstrakata biljaka radi
identifikacije fenolnih supstanci pre nego Sto se pristupi detaljnoj analizi. Glavne prednosti TLC-a, u
odnosu na ostale hromatografske tehnike, su moguénost istovremene analize viSe uzoraka,
jednostavna priprema uzorka, brzo skeniranje velikog broja uzoraka i ekonomicna analiza. Stoga je
TLC metoda postala Cesto koriS¢ena hromatografska tehnika u analizi hrane i prirodnih proizvoda.
Tokom poslednjih decenija, razvoj mnogobrojnih visokoefikasnih stacionarnih faza i
automatizovanih uredaja, zajedno sa masenim detektorima razlicitih perfomansi, znacajno je prosirio
primenu tankoslojne hromatografije u razli¢ite industrijske i nau¢ne oblasti (Milojkovi¢-Opsenica i
Andri¢ 2014).

Visokoefikasna tankoslojna homatografija (HPTLC, High-Performance Thin-Layer
Chromatography) je veoma efikasna instrumentalna tehnika pogodna za kvalitativna i kvantitativna
ispitivanja. U poredenju sa klasi¢nom TLC tehnikom, u HPTLC u upotrebi je adsorpcioni sloj visokih
perfomansi sa manjim precnikom cestica (5 pm), §to omogucava bolju rezoluciju (Gupta i sar. 2022).
Dobra reproduktivnost, visoka osetljivost, kao i stalna poboljSanja karakteristika HPTLC analiza
dodatno povecavaju primenu planarne hromatografije u razdvajanju biljnih metabolita iz slozenih
prirodnih smesa (Ristivojevi¢ i sar. 2019). Kao rezultat, HPTLC hromatogram sadrzi veliki broj
informacija o polaritetu analita, prisustvu ili odsustvu odredenih funkcionalnih grupa (na osnovu
selektivne reakcije derivatizacionog reagensa), spektralnim svojstvima, kao i razlikama u strukturama
metabolita izmedu uzoraka. Dodatno, derivatizacija reagensima (npr. 2,2-difenil-1-picrilhidrazil,
DPPH), enzimima ili zivim ¢elijama (bakterije, kvasci, gljive) pruza informacije o bioloskoj
aktivnosti pojedinacnih jedinjenja i njihovom doprinosu ukupnoj bioloskoj aktivnosti (Ristivojevi¢ i
sar. 2014). Karakterizacija uzoraka se ¢esto zasniva na analizi hemijskog otiska prsta, koji se moze
definisati kao skup karakteristi¢nih hromatografskih signala koji se mogu koristiti za prepoznavanje
uzorka (Krsti¢ i sar. 2023). U literaturi se mogu naci brojni primeri primene HPTLC u identifikaciji
bioaktivnih jedinjenja u plodu jagodastih voénih vrsta (Carrillo i sar. 2023). Dosadasnja istrazivanja
su ukazala na to da je HPTLC prikladan za kvantifikaciju antocijanina u plodu zove, a u kombinaciji
sa masenom spektrometrijom moZe biti korisna za dobijanje hromatografskog ,,otiska prsta”
(fingerprinting) ploda zove (Kriiger i sar. 2015). Sli¢ni profili flavanola ispitivanih uzoraka plodova
samoniklih vrsta vo¢aka koji su dobijeni primenom dve metode, HPTLC-MS i UHPLC-LTQ
OrbiTrap MS", ukazuju da HPTLC moZe biti metoda izbora za definisanje polifenolnog profila
(Dabi¢ Zagorac i sar. 2020). Takode, HPTLC metoda se Cesto koristi za kontrolu kvaliteta biljnih
proizvoda i utvrdivanje njihove autenti¢nosti (David i sar. 2014). S obzirom na sve navedeno, HPTLC
tehnika bi mogla biti koriS¢ena kao pouzdana i jednostavna tehnika za neciljanu analizu i efikasno
razlikovanje bioloskog i geografskog porekla biljnog materijala.

2.5.2.2. Ultra-visokoefikasna te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom

Za detaljnije istraZivanje prisutnih bioaktivnih jedinjenja u razli¢itim biljnim materijalima,
primenjuju se napredne i analiticke tehnike visoke rezolucije, kao Sto su visokoefikasna tecna
hromatografija (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) i ultra-visokoefikasna tecna
hromatografija (Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC). Stacionarna faza kod
analitickih kolona koje se koriste za odvajanje polifenola uglavnom je oktadecil-modifikovani silika
gel (RP-C18), pri cemu veli¢ina Cestica stacionarne faze moze varirati od 3-5 pm (HPLC) ili ispod 2
pm (UHPLC). Na ovim analitickim kolonama fenolna jedinjenja se razdvajaju prema polarnosti uz
primenu gradijentnog eluiranja. Mobilna faza obi¢no obuhvata smeSu vode i pogodnog organskog
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rastvaraca, kao S§to su metanol ili acetonitril. Takode, koriste se kiseline poput mravlje ili siretne u
niskim koncentracijama (0,005 — 0,5% (v/v)), radi dobijanja boljih i ostrijih pikova i olakSane
jonizacije (Rajauria 2018). Za efikasniju analizu, vazno je kontrolisati temperaturu kolone, koja se
obi¢no krece u rasponu od 25 — 40 °C. Povisene temperature uticu na smanjenje pritiska u koloni
kada se koriste visoke brzine protoka, sto rezultuje skra¢enjem vremena analize (Plaza i sar. 2018).

U poslednjih nekoliko godina, UHPLC se pokazala kao brza i efikasna tehnika koja se
primenjuje u analizi fenolnih komponenti biljnog materijala. Prednosti UHPLC-a u odnosu na HPLC
su visoka rezolucija, visoka osetljivost i tacnost, moguénost upotrebe manjih koli¢ina rastvaraca i
kra¢e vreme analize. U ovom kontekstu, Siroko se primenjuju kratke kolone sa malim unutrasnjim
precnicima i veli¢inama cCestica od 1,7 pm do 1,9 um, pri ¢emu se omogucéava znatno veci protok
uzorka bez narusavanja kvaliteta hromatografske analize (Pratima Nikalje i sar. 2013). Takode,
koriste se i visi radni pritisci, ve¢i od 15 000 psi, i na taj nacin se mogu posti¢i veéi protoci mobilne
faze bez uticaja na performanse kolone. U kombinaciji sa razli¢itim tipovima detektora, poput UV-
Vis detektora, detektora sa nizom fotodioda (PDA) i masenog detektora (MS), omoguéena je
sveobuhvatna analiza fenolnih jedinjenja. Za analizu polifenola iz uzoraka biljnog materijala, ¢esto
se koristi detektor koji je zasnovan na merenju UV apsorbancije ili UV detektor sa sistemom dioda
(Diode Array Detektor, DAD). Da bi se povecala osetljivost metode, vazno je odabrati odgovarajuce
talasne duzine, posebno kada ispitivana jedinjenja imaju sprecificnu hromoforu. Nedostatak
spektrofotometrijskih detektora je to Sto ne mogu direktno pruziti informacije o strukturi analita (Kay
i sar. 2022). 1z ovog razloga, u poslednjih nekoliko godina, istrazivanja su usmerena na razvoj
HPLC/UHPLC metoda povezanih sa masenim detektorima, €iji se princip zasniva na jonizaciji
proucavanih hemijskih supstanci pracenih razdvajanjem jona prema odnosu mase i naelektrisanja
(m/z). Jonizacija je prvi korak u analizi molekula masenom spektrometrijom. Medu razlicitim
metodama jonizacije, elektron-sprej jonizacija (Electro Spray lonization, ESI) se najcesce primenjuje
za stvaranje deprotonovanih jona fenolnih jedinjenja, odnosno fragmenata osnovnog molekulskog
jona (Lucci i sar. 2017). Fragmenti koji se formiraju prilikom analize pruzaju informacije o strukturi
i mehanizmu fragmentacije ispitivanih jedinjenja, a njihove mase mogu se porediti sa masama
fragmenata standardnih jedinjenja koja su ispitivana pod istim uslovima ili literaturnim vrednostima
zata jedinjenja. Elektrosprej jonizacija moze raditi u pozitivnom ili negativnom rezimu, a savremeniji
uredaji mogu brzo prebacivati polaritet, omogucéavaju¢i oba rezima jonizacije tokom jedne
hromatografske analize. ESI detektuje samo one metabolite koji mogu biti jonizovani dodavanjem ili
uklanjanjem protona ili dodavanjem drugih vrsta jona. Antocijanini, zbog pozitivnog naelektrisanja
u strukturi, analiziraju se u rezimu pozitivne jonizacije. Negativni rezim jonizacije primenjuje se u
vecini studija koje se bave identifikacijom i kvantifikacijom ostalih polifenola (Subbiah i sar. 2020,
Mustafa i sar. 2022). Postoje razli¢ite konfiguracije masenih spektrometara koji koriste masene
analizatore poput kvadrupol (Q), trostruki kvadrupol (QqQ), jonska zamka (lon trap - OrbiTrap),
hibridni analizator mase visoke rezolucije (LTQ OrbiTrap) i Furijeove transformacije (FT)
(Ongkowijoyo i sar. 2018).

Brojna ispitivanja fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala ukazuju na ¢injenicu da je broj
prisutnih metabolita mnogo ve¢i nego §to se ranije smatralo i da su postojece analiticke metode
nemoc¢ne u sveobuhvatnoj analizi, naro€ito ukoliko se zasnivaju na primeni pojedina¢nih tehnika.
Optimizacija metoda je stoga neophodna, a naj¢es¢e obuhvata poboljSanje preciznosti, tacnosti ili
efikasnosti analize (kao $to su vreme i potroS$nja materijala). Ovaj proces obi¢no sledi osnovne
principe razvoja metoda, ukljucujuci postavljanje jasnih ciljeva uz prethodno definisana ogranic¢enja
i oc¢ekivanja, kao i primenu odgovarajuce strategije. Prema prethodnim istrazivanjima, dosad su se
cesto primenjivali ciljani (farget) pristupi za odredivanje polifenola u hrani i bioloskim uzorcima, ali
i neciljani (non-target) metabolomski pristupi, koji su sve prisutniji u literaturi. Neciljane analize
odreduju celokupan sastav metabolita prirodnih proizvoda bez potrebe za identifikacijom
pojedinacnih markera (Dasenaki i Thomaidis 2019). Kada se radi o optimizaciji metoda u neciljanim
analizama primenom LC-HRMS/MS klju¢ni parametri su rezolucija, brzina skeniranja i interval
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akvizicije mase (Sun i sar. 2018). Ciljani pristupi u analitickim istrazivanjima predstavljaju
metodoloske pravce koji su usmereni na identifikaciju o¢ekivanih ili prethodno poznatih analita, pri
¢emu se karakteriSu prisustvom ogranic¢enog broja spektralnih karakteristika. Oni se ¢esto koriste u
kvantitativnoj analizi podataka, pruzajuéi preciznost i orijentaciju ka analizama sa unapred
definisanim ciljevima (Lelli i sar. 2021). Ciljani pristupi Cesto koriste QqQ platforme, dok se
neciljane analize uglavnom oslanjaju na sisteme masene spektrometrije visoke rezolucije (HRMS)
poput TOF i jonske zamke (kao §to je OrbiTrap) ili njihove hibride (npr. Triple-TOF, LIT OrbiTrap).
Oba pristupa, ciljani i neciljani, mogu se sprovoditi kori§¢enjem raznovrsnih analitickih sistema, iako
je UHPLC povezan sa HRMS-om najcesce koris¢en za metabolomske analize polifenola. Koris¢enje
masenog spektrometra visoke rezolucije (HRMS) ima prednost u odnosu na maseni spektrometar
niske rezolucije QgQ, jer pruza mogucnost identifikacije razliCitih jedinjenja koji imaju istu
molekulsku masu na osnovu karakteristi¢ne fragmentacije osnovnog molekulskog jona. To je klju¢no
u neciljanim analizama, gde je verovatnoca prisustva vise jedinjenja sa sli¢nim molekulskim masama
mnogo veca nego u ciljanim analizama. Tacna masa fragmenata pruza vredne informacije o
strukturnim karakteristikama. HRMS tehnike se mogu koristiti i za kvantitativne pristupe. S obzirom
na zna¢ajno vreme potrebno za postizanje masene rezolucije u svakom ciklusu, postoji ograni¢enje u
broju analita koji se moze detaljno analizirati sa visokom kvantitativnom ta¢nos¢u tokom jednog
ciklusa. Glavna prednost HRMS tehnike je u tome $to moze skenirati desetine hiljada signala u okviru
jednog ciklusa i u mnogim sluc¢ajevima, identifikacija moze biti potvrdena bez koris¢enja referentnih
standarda, posebno ako su dostupni MS? ili MS® podaci (Piovesana i sar. 2020). Stoga se, ciljana i
neciljana analiza Cesto primenjuju zajedno radi detekcije i preciznog odredivanja razli¢itih klasa
jedinjenja i pojedina¢nih metabolita u biljnom materijalu, omogucavajuci detaljno istrazivanje i
analizu potencijalnih metabolickih markera na osnovu kojih se moze do¢i do do visestruko korisnih
informacija o sortnoj pripadnosti, bioloskom i geografskom poreklu (Gasi¢ i sar. 2014, Panteli¢ i sar.
2016, Fotiri¢ AkSi¢ i sar. 2019, Nati¢ i sar. 2024).

2.5.2.3. Analiza ugljenih hidrata visokoefikasnom jonskom hromatografijom sa pulsnom
amperometrijskom detekcijom

Nutritivna vrednost ploda razlicitih vrsta voca u najvecoj meri se pripisuje visokom sadrzaju
ugljenih hidrata, koji nastaju kroz proces fotosinteze i ¢ine primarne metabolite u biljaka. Ovo je
kompleksna grupa polihidroksilnih aldehida i ketona koji su neophodni za razli¢ite bioloske funkcije,
ukljucujuci izgradnju ¢elijskih zidova i skladistenje energije. Nivo Secera u biljnom materijalu varira
u zavisnosti od razli¢ih faktora, poput genotipa i zrelosti biljke, kvaliteta zemljista i uslova okoline
(Okan i sar. 2018). Ugljeni hidrati su ukljuCeni u razne fundamentalne procese unutar biljnog
metabolizma, ukljucuju¢i embriogenezu, klijanje semena, formiranje i razvoj vegetativnih i
reproduktivnih delova. Takode su od znaCaja za sintezu organskih kiselina, amino kiselina i
pigmenata (Halford i sar. 2011). Pored toga, Seceri ucestvuju u biosintezi polifenola, pri cemu veci
sadrzaj Secera u vocu podrazumeva i vecu koncentraciju polifenola, $to je izuzetno vazno sa aspekta
ishrane obogacene fitonutrijentima (Milivojevi¢ i sar. 2013).

Ugljeni hidrati koji su znacajni za ljudsku ishranu, uklju¢uju monosaharide (glukozu i
fruktozu), disaharide (saharozu, laktozu i maltozu), poliole (manitol i sorbitol) i polisaharide (skrob)
(Awuchi i1 Ikechukwu 2021). U zrelim plodovima jagodastih voénih vrsta najzastupljeniji Seceri su
glukoza, fruktoza i saharoza, a njihova kombinacija doprinosi karakteristicnom i prepoznatljivom
slatkom ukusu crvenih plodova (Mikulic-Petkovsek i sar. 2012). Dobro je poznato da se tokom
sazrevanja ploda, saharoza razlaze na glukozu i fruktozu, ¢ije bi koli¢ine trebalo da budu ujednacene.
Medutim, desava se da se taj odnos menja Sto moze biti objaSnjeno Cinjenicom da je glukoza
esencijalan Secer u biljnom metabolizmu, ne samo za sazrevanje ploda, ve¢ i za neke druge strukturne
i biohemijske procese u biljkama (Rolland i Sheen 2005). Metabolizam ugljenih hidrata varira
zavisno i od voéne vrste, pa tako uzorci ploda duda u odnosu na plod kupina sadrze viSe ukupnih i
redukujucih Secera, ali niZe nivoe saharoze (Vega i sar. 2021). Pored navedih Secera, u jagodastim
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vockama su u manjim koli¢inama detektovani i drugi ugljeni hidrati poput galaktoze, ksiloze,
trehaloze, maltoze, rafinoze i manoze (Skrovankova i sar. 2022). Takode, sadrzaj Secera varira i u
zavisnosti od razli¢itih delova biljke, pri ¢emu je utvrdeno da plod jagode sadrzi znacajno vece
koli¢ine Secera u poredenju sa listom. Konkretno, plod jagode ima znatno vise glukoze, fruktoze i
saharoze nego list, i to do 12 puta vise glukoze, 22 puta viSe fruktoze i 66 puta vise saharoze (Fotiri¢
AKkSi¢ i sar. 2019).

Dobijanje celokupnog profila ugljenih hidrata u plodovima razli¢itih vo¢nih vrsta predstavlja
izazov zbog sli¢nih hemijskih struktura, nedostatka komercijalnih standarda i male koli¢ine odredenih
Seera u uzorcima. Ipak, ova analiza igra klju¢nu ulogu u identifikaciji razli¢itih biljnih vrsta i
utvrdivanju njihove autenti¢nosti. Primena visokoefikasne anjonsko-izmenjivacke hromatografije
(High Performance Anion Exchange Chromatography, HPAEC) uz pulsno amperometrijsku
detekciju (Pulse Amperometric Detection, PAD) predstavlja efikasan analiticki pristup za precizno
razdvajanje i kvantifikaciju razli¢itih ugljenih hidrata. Razdvajanje se zasniva na elektrohemijskim
oksidativnim procesima koji se desavaju na elektrodi. Ova tehnika omoguéava precizno razdvajanje
Secera na visokim pH vrednostima (12-14), pri kojima se Seceri ponasaju kao veoma slabe kiseline
(Vennard i sar. 2020). Seéeri se najéesée eluiraju vodenim rastvorom natrijum-hidroksida. Na taj
nacin se u visoko alkalnim uslovima, hidroksilne grupe Se¢era potpuno ili delimi¢no jonizuju i prelaze
u oksoanjonski oblik, §to omoguc¢ava selektivno razdvajanje ovih vrsta pomocu jonoizmenjivackih
stacionarnih faza koje su smeStene unutar kolona. Kolone sa polimemim anjon-izmenjivackim
smolama (CarboPac®) se najceSc¢e koriste za razdvajanje Secera i odlikuju se visokom otpornoséu
prema visokim i niskim pH vrednostima, dobrom mehani¢kom stabilnos¢u i difuzionim svojstvima
(Nesterenko i Paull 2017). Medutim, na razdvajanje moze znacajno uticati broj hidroksilnih grupa
prisutnih u jedinjenju, njihov polozaj unutar Secera i stepen polimerizacije (Corradini i sar. 2012).
Seceri se detektuju merenjem elektri¢ne struje dobijene njihovom oksidacijom na povrini radne
elektrode od zlata pomocu pulsnog amperometrijskog detektora, ¢ijim rezimom rada moze da se
postigne visoka selektivnost razliitih elektroaktivnih vrsta (Vennard 7 sar. 2020).

2.5.3. Analiza makro- i mikroelemenata primenom indukovano spregnute plazme sa optickom
emisionom spektroskopijom (ICP-OES)

Minerali su mikronutrijenti koji se nalaze u biljnom materijalu i neophodni su za brojne
biohemijske procese, ukljucujuéi redoks reakcije, metabolizam ugljenih hidrata, proteina, vitamina i
masti (Nile i Park 2014). S obzirom da minerali ne mogu prirodno da se sintetiSu u ljudskom
organizmu, neophodno ih je unositi putem ishrane. Oko 30 esencijalnih elemenata je potrebno za
pravilno funkicionisanje ljudskog organizma, pri ¢emu su gotovo svi prisutni u biljinim materijalima
(Popovi¢-Djordjevic¢ i sar. 2022). Njihovo prisustvo u ishrani doprinosi vitalnim procesima kao $to
su jacanje kostiju i regulacija sr¢anih funkcija. Biljke ne sintetiSu minerale, ve¢ ih putem korena
usvajaju iz zemljista, pri ¢emu koli¢ina akumuliranih elemenata zavisi od biljne vrste, klimatskih
uslova, tipa i pH vrednosti zemlji$ta. Na osnovu zastupljenosti u biljnom materijalu mogu se podeliti
na makroelemente, mikroelemente i elemente u tragovima (Khan i sar. 2023). Makroelementi (C, O,
H, N, K, Mg, Ca, P, Na, S, Si i CI) se u biljkama javljaju u ve¢im koli¢inama i neophodni su za
normalan rast i razvoj zivih organizama. Mikroelementi, poput Zn, Fe, Cu, Mn, B, Mo nalaze se u
manjim koli¢inama u biljnom materijalu, ali su i dalje klju¢ni za njihov metabolizam. Biljke mogu
sadrzati znacajne koliCine toksi¢nih elemenata poput aluminijuma, barijuma, nikla, olova, zive,
kadmijuma i arsena, koji se akumuliraju u zemljiStu zbog sintetskih dubriva, smoga, kise i
industrijskog otpada. Ovi toksi¢ni elementi mogu se akumulirati i u plodu biljaka i pri konzumiranju
istih mogu predstavljati rizik po ljudsko zdravlje (Popovi¢-Djordjevié i sar. 2022).

Jagodaste vrste vocaka se smatraju vaznim prirodnim izvorom esencijalnih minerala u ishrani.
Plodovi jagodastih voénih vrsta sadrze vazne minerale poput kalijuma, kalcijuma, magnezijuma,
gvozda, cinka i mangana (Akimov 7 sar. 2021). Gvozde ima klju¢nu ulogu u metabolickim procesima
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koji ukljucuju transport i skladistenje kiseonika, oksidativnom metabolizmu 1 rastu ¢elija. Cink i
mangan su takode bitni metali koji se Cesto nalaze u plodovima jagodastih vrsta vocaka i igraju
kljuénu ulogu u ¢elijskom metabolizmu, imunoloskom sistemu i zdravlju kostiju. Kvantitativni i
kvalitativni profil mineralnih supstanci biljnog materijala zavisi od biljne vrste, sorte, karakteristike
zemljista, klimatskih uslova i na¢ina proizvodnje (Nilova i sar. 2018). Na primer, medu razli¢itim
sortama malina identifikovane su znacajne varijacije u sadrzaju minerala (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu i
Zn) (Akimov i sar. 2021). Pri poredenju konvencionalne i organske proizvodnje jagodastih voénih
vrsta, znacajno visi nivo mikroelemenata i teskih metala detektovani su u zemljisStu na kom su biljke
uzgajane na konvencionalan nacin, dok razlika u njihovom sadrZaju u plodovima iz razli¢itih sistema
gajenja nije utvrdena (Milinkovi¢ i sar. 2021). Takode, plodovi gajene borovnice i brusnice, imali su
veci sadrzaj Fe, Mo, dok su plodovi samonikle borovnice i brusnice pokazali vise nivoe Ca, Mg, i
posebno Mn (Karlsons i sar. 2018). Stoga je vazno imati uvid u sadrzaj elemenata u biljnom
materijalu kako bi se utvrdio kvalitet ploda i preradene hrane koju konzumiramo. To podrazumeva
redovno ispitivanje ne samo biljnog materijala, ve¢ i zemlji$ta, kao i primenu mera koje smanjuju
izlozenost vo¢aka neZeljenim metalima tokom uzgoja i proizvodnje.

Ekstrakcija minerala iz biljnog materijala zahteva sloZen proces pripreme koji obuhvata
razlaganje i disperziju uzorka u zatvorenim ili otvorenim sistemima, primenom termalne energije
poput mikrotalasa. Danas je metoda mikrotalasne digestije najce$c¢e korisS¢ena metoda za pripremu
uzoraka, s obzirom na brzinu izvodenja digestije, direktno zagrevanje uzorka i minimalnu
kontaminaciju. Princip ove metode zasniva se na mikrotalasnom zagrevanju uzoraka, gde je
optimalna radna temperatura do 260 °C pri pritiscima od 60 do 100 bara. Za ekstrakciju minerala
najcesce se koristi kombinacija azotne kiseline i vodonik-peroksida u smesi, pri cemu H>O» pokrece
oksidacionu reakciju, ubrzavaju¢i razlaganje organskih supstanci i oslobadanje analita iz uzoraka
(Cerveira i sar. 2020).

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu metala, odredenih nemetala i elemenata u tragovima u
biljnim uzorcima najcesce se primenjuje opticka emisiona spektroskopija sa induktivno spregnutom
plazmom (/nductively Coupled Plasma — Optical Emission Spectroscopy, ICP-OES). Osnovni princip
leZi u emisiji svetlosti od strane jonizovanih atoma, koja se zatim koristi za identifikaciju i
kvantifikaciju elemenata. U ovom postupku, uzorci se izlazu ekstremno visokim temperaturama
plazme (10 000 K), pri ¢emu atomi u uzorku postaju jonizovani i emituju karakteristi¢no svetlosno
zracenje. Plazma se najcesce generiSe koriS¢enjem argona zbog njegove visoke jonizacije i inertnosti.
Pri dovoljnoj kolicini energije, elektroni se pobuduju na visi energetski nivo, a zatim pri povratku na
osnovni nivo, emituju fotone specificnih talasnih duzina. Ovi fotoni su karakteristicni za svaki
element prisutan u uzorku, §to omogucava identifikaciju elemenata. Intenzitet emitovane svetlosti
proporcionalan je koncentraciji elementa, Sto omogucava kvantitativno odredivanje elemenata u
uzorcima (Iti 2020). Priprema uzoraka predstavlja klju¢nu fazu u analizi, koja obuhvata pretvaranje
uzoraka u tecne rastvore, a zatim i njihovu transformaciju u aerosol pomocu nebulizatora. lako svaki
element emituje karakteristicne signale, preklapanje tih signala moze biti izazov, a izbor aksijalne ili
radijalne plazme moze uticati na ta¢nost analize. Za obradu spektralnih informacija i odredivanje
konacnog sastava uzorka, neophodni su detektori poput fotomultiplikatora ili CCD detektora).
Detektor u sistemu belezi emisiju svetlosti, pri ¢emu se formira emisioni spektar koji sadrzi specificne
informacije o prisutnim hemijskim elementima. Upotrebom razli¢itih talasnih duzina koje su osetljive
na specifi¢ne vrste supstanci, postize se detekcija Sirokog spektra koncentracija (Khan 2019). ICP-
OES tehnika je posebno korisna zbog visoke osetljivosti, Sirokog linearnog dinami¢kog opsega i
mogucénosti simultane analize viSe elemenata, pri ¢emu pruza informacije o vise od 70 elementa u
izuzetno kratkom vremenskom periodu. Pored navedenih prednosti, ICP-OES se karakterise i niskom
granicom detekcije, koja se kre¢e u rasponu 0,01 — 100 ppb. Ova tehnika se Cesto primenjuje u
hemijskim, medicinskim i ekoloskim analizama, pri ¢emu se mogu ispitivati uzorci vode za pice,
biljnog materijala, hrane, zemljiSta, fosilnih goriva, biogoriva i lekova (Usman i sar. 2019).
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2.6. Znacaj statistiCke obrade rezultata u ispitivanjima biljnog materijala

Neprestani tehnoloski napredak u analiti¢koj hemiji donosi sa sobom formiranje obimnih i
slozenih hemijskih podataka, a primena statistickih, odnosno hemometrijskih metoda olakSava
tumacenje, prikazivanje i razumevanje rezultata. Statistika, kao matematicka disciplina, pomaze u
razvijanju metoda proucavanja i pristupa podacima koji su usmereni prema postavljenim ciljevima
istrazivanja, pri cemu se moZe podeliti na deskriptivnu i inferencijalnu. Deskriptivna statistika cesto
predstavlja inicijalni korak u analizi podataka, pruzajuci opis i pregled prikupljenih informacija. lako
obi¢no prethodi statistickom zaklju¢ivanju, ona moZe i samostalno predstavljati krajnji cilj statisticke
analize. U deskriptivnoj statistici, ¢esto se koriste osnovne procedure poput grafickog i tabelarnog
prikazivanja podataka, kao i izracunavanje mera centralne tendencije i varijabilnosti. Takode, neki
autori ukljucuju mere korelacije varijabli (promeljivih) u ovu kategoriju, jer pruzaju informacije o
vezi izmedu razlicitih varijabli (Trifkovi¢ i Andri¢ 2023).

Inferencijalna statistika, za razliku od deskriptivne statistike, bavi se metodama koje
omogucavaju donoSenje zaklju¢aka o karakteristikama osnovnog skupa na osnovu informacija
prikupljenih iz uzorka. Ova grana statistike obuhvata testiranje hipoteza, izvodenje zakljucaka o
parametrima populacije na osnovu statistickih uzoraka, procenu tacnosti i pouzdanosti rezultata, kao
i izvodenje statistickih zakljucaka o uzrocima i efektima u populaciji. Sve ovo se postize koris¢enjem
razlicitih statistickih testova. Statisticko zakljuc¢ivanje ukljucuje procenu nultih ili alternativnih
hipoteza kroz upotrebu statistickih testova, koji se mogu klasifikovati kao parametrijski i
neparametrijski. Parametrijski testovi se primenjuju kada podaci u studiji ispunjavaju odredene
pretpostavke, odnosno kada podaci podlezu normalnoj raspodeli ili kada pokazuju homogenost
varijabiliteta. Neparametrijski testovi se koriste za analizu podataka kada podaci ne ispunjavaju
pretpostavke parametrijskih testova, Sto ih ¢ini korisnim jer nisu osetljivi na pretpostavke o raspodeli
podataka (Trifkovi¢ i Andri¢ 2023).

S obzirom na kompleksnost hemijskog sastava biljnog materijala, multivarijantne statisticke
metode igraju klju¢nu ulogu u njihovom istrazivanju i klasifikaciji. Hemometrija, kao grana statistike
u analitickoj hemiji, sve viSe dobija na znacaju jer pruZa mogucnost podataka koji proizilaze iz
razli¢itih hemijskih analiza. Ove metode omogucavaju istraziva¢ima da obrade velike kolic¢ine
podataka dobijenih iz razlicitih istrazivanja, identifikuju obrasce, otkriju skrivene veze medu
podacima i izvuku relevantne informacije iz njih. Hemometrijske metode mogu se klasifikovati u dve
osnovne kategorije: kvantitativne 1 kvalitativne metode. Kvantitativna analiza temelji se na
regresionim tehnikama, €iji koncept podrazumeva istrazivanje veze (linearne ili nelinearne) izmedu
jedne ili viSe nezavisnih promenljivih i jedne ili viSe zavisne promenljive. U slucaju jedne zavisne i
jedne nezavisne promenljive rec je o jednostavnijem slucaju poznatom kao univarijantna regresija.
Medutim, u analitickoj hemiji Cesto se javljaju slozeni setovi podataka, ukljucujuci veéi broj zavisnih
promenljivih i tada je potrebna multivarijantna analiza. Kvalitativne metode fokusiraju se na
klasifikaciju i identifikaciju uzoraka, omogucavajuéi grupisanje pojedinacnih uzoraka u odredene
kategorije ili otkrivanje strukturnih obrazaca u osnovnom skupu podataka (Bystrzanowska i
Tobiszewski 2020).

Studije zasnovane na razli¢itim hromatografskim tehnikama pokazuju da analiza profila
sekundarnih metabolita u kombinaciji sa multivarijantnim analizama moZe pruziti korisne
informacije za autenticnost voc¢a, kako u pogledu identifikacije vrsta, tako i u pracenju geografskog
porekla (Salo i sar. 2021). Analizom razli¢itih klasa sekundarnih metabolita prisutnih u plodovima
jagodastih voénih vrsta primenom HPLC-DAD i multivarijantne analize, potvrdena je o¢ekivana veza
izmedu sadrzaja polifenola i genetske varijabilnosti sorte (MrmosSanin 7 sar. 2022). Dodatno, u drugoj
studiji uoCena je razlika u genotipovima razliitih sorti malina primenom LC-MS metode i
multivarijantne analize (Renai i sar. 2021). Takode, nedavna istrazivanja su pokazala potencijal
HPTLC-a u kombinaciji sa multivarijantnom analizom za medusobno razlikovanje semenki
jagodastih voc¢ki. U tom smislu, analizirani fenolni profili semenki 45 uzoraka razli¢itih vrsta (maline,
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ogrozda, kupine, aronije, godzija, peruanske jagode, borovnica, crne ribizle i jagode) i sorti gajenih
vrsta vo¢aka pokazali su jasno razdvajanje na osnovu botanickog porekla (Krsti¢ i sar. 2023). Metode
multivarijantne hemometrijske analize koje se naj¢es¢e primenjuju u ispitivanjima autenti¢nosti hrane
su analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis, PCA) i klasterska analiza (Cluster
Analysis, CA). Ove metode Cesto se koriste za smanjenje dimenzija originalnih podataka, otkrivanje
unutrasnjih obrazaca i identifikaciju dominantnih faktora u skupu podataka.

Analiza glavnih komponenata ima za osnovni cilj da promeni originalni skup podataka koji
moze imati veliki broj varijabli u novi skup podataka sa manjim brojem varijabli, zadrzavajuci §to
viSe informacija o varijaciji prisutnoj u originalnom skupu podataka. Ove promene postizu se
pronalaskom linearnih kombinacija originalnih varijabli koje povecavaju varijaciju podataka. Glavne
komponente (PC) koje proizlaze iz PCA su novi nezavisni vektori koji predstavljaju nove dimenzije
podataka, poredane po varijabilnosti, pri ¢emu prva komponenta objasnjava najveci deo varijabilnosti
u podacima (Geladi i Linderholm 2020). U studijama autenticnosti PCA se Cesto koristi kako bi se
identifikovali obrasci distribucije medu uzorcima i otkrili potencijalno odstupajuci uzorci pre nego
Sto se uspostavi model predvidanja. Primena analize glavnih komponenata moze biti izazovna u
situacijama kada su podaci medusobno korelisani ili kada postoji nelinearna struktura u podacima.
Dodatno, interpretacija rezultata moze biti kompleksna, posebno ako se radi sa velikim brojem
glavnih komponenti.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Uzorci ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

U okviru ove doktorske disertacije ispitivani su uzorci ploda i lista gajenih jagodastih i
samoniklih vo¢nih vrsta iz razli¢itih podrucja Srbije (Tabele 1 i 2). Plodovi svakog genotipa brani su
u fazi pune zrelosti i bili su ujednacene veliCine i boje, bez fizickih oStec¢enja i znakova bolesti. Do
pripreme ekstrakata, uzorci su cuvani u zamrzivacu na -20 °C. Od svake sorte maline i kupine, sa pet
pojedinacnih biljaka, u fazi punog sazrevanja plodova, sakupljeno je po 20 listova. Svi listovi su
ubrani sa zdravih biljaka i to sa sredine izdanka. Nakon berbe, listovi su oprani vodom kako bi se
uklonila prasina i osuseni na vazduhu na sobnoj temperaturi bez direktnog uticaja svetlosti. Nakon
uklanjanja centralnog nerva, suvi materijal je skupljen i samleven u fini prah koriS¢enjem avana i
tucka, a zatim ¢uvan na sobnoj temperaturi do analiza.

Tabela 1. Ispitivani uzorci ploda i lista gajenih jagodastih voénih vrsta sa razli¢itih lokacija u Srbiji.

Lokacija Oznaka uzorka

Plod gajenih jagodastih voénih vrsta

Malina (Rubus ideus L.)

Arilje Mil
Willamette Zlatibor M2
Valjevo M3
Meeker Arilje M4
Yellow Meeker Arilje M5
Tulameen Arilje M6
Kupina (Rubus fruticosus L.)
Cacanska bestrna Arilje K
Dud (Morus nigra L.) Beograd D
Jagoda (Fragaria x ananassa Duch.)
Clery Sabac J
List gajenih jagodastih voénih vrsta
Malina (Rubus ideus L.)
Willamette Arilje LMI1
Meeker Arilje LM2
Tulameen Arilje LM3
Kupina (Rubus fruticosus L.)
Cadanska bestrna Arilje LK
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Tabela 2. Ispitivani uzorci ploda samoniklih voénih vrsta sa razlicitih lokacija u Srbiji.

Lokacija Oznaka uzorka
Plod samoniklih voénih vrsta
Zova (Sambucus nigra L) Deliblatska pescara 701 -704
Tara 705 - 7207
Fruska gora DR1 - DR4
Dren (Cornus mas L.) Stara planina, Radi¢evac DRS5 — DR7
Stara planina, Zlot DR8 — DR10
Radmilovac TR1, TR2
Crni trn (Prunus spinosa L.) Saranovo TR3, TR4
Beograd TRS
Radmilovac GL1, GL2
Glog (Crataegus monogyna Jacg.) Gornii Milanovac GL3

Glog (Crataegus oxyacantha L.) Stara planina, Radi¢evac GL4

3.2. Standardi, hemikalije i reagensi

Najveci broj standarda i hemikalija koji su koriS¢eni u eksperimentima nabavljen je od
proizvodaca Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka). To su standardi fenolnih kiselina (elaginska,
galna, protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, hlorogena, kofeinska, 5-O-kofeoilhininska, p-
kumarinska, ferulinska, gentizinska, vanilinska, siringinska kiselina i cis,trans-apscisinska kiselina),
standardi flavonoida (katehin, rutin, naringin, florizin, luteolin, apigenin, naringenin, kampferol,
pinocembrin, galangin, arbutin, miricegtin, hrizin, eskulin, kvercetin 3-O-galaktozid, apigenin 7-O-
apioglukozid, kampferol 3-O-glukozid, katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin, galokatehin
galat, katehin galat, epigalokatehin galat) koji su koris¢eni za UHPLC-DAD MS/MS i UHPLC-LTQ
OrbiTrap XL analizu. Takode, od istog proizvodaca nabavljena je vecina standarda i reagenasa za
antioksidativne testove: troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina),
anhidrovani  natrijum-karbonat, ferozin, kalijum-heksacijanoferat(Ill),  gvozde(II)-hlorid,
gvozde(I1l)-hlorid, askorbinska kiselina, etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA), Tris-HCI pufer,
nikotinamid-adenin-dinukleotid redukovana dikalijumova so (NADH, C»1H27N7014P>), nitroplavi
tetrazolijum-hlorid (NBT, C40H30Ci2N10Os), fenazin-metosulfat (PMS, Ci13H11N2-CH3SO4), Griess-
ov reagens, natrijum-nitroprusid, tirozinaza, 3,4-dihidroksifenilalanina (L-DOPA), dok su 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH®) i standardi $ecera (glukoza, fruktoza i saharoza) kupljeni od
firme Fluka AG (Buh, Svajcarska).

Rastvara¢i metanol, aceton, acetonitril (HPLC i MS Ccisto¢e), mravlja kiselina,
trifluorosiréetna  kiselina, trihlorsiréetna kiselina, etil-acetat, metanol, natrijum-hidroksid,
kalijumdihirogen-fosfat, hlorovodoni¢na kiselina, sir¢etna kiselina, azotna kiselina, vodonik-
peroksid i1 Folin-Ciocalteu reagens nabavljeni su od proizvodaca Merck (Darmstadt, Nemacka). Od
iste firme, za optimizaciju uslova hromatografskog odvajanja antocijanina primenom tankoslojne
hromatografije, koriS¢ene su TLC ploce silika gel 60 F2s4, celuloza, oktadecil-modifikovan silika gel
RP-18, kao i HPTLC silika gel 60 F2s4. Rastvaraci upotrebljeni u TLC ispitivanjima n-propanol, izo-
propanol, n-butanol, butanon, toluen, benzen, piridin i hloroform bili su analitickog stepena ¢istoce i
nabavljeni su od kompanije Zorka Pharma (Sabac, Srbija), dok su kalijum-hlorid i natrijum-acetat
kupljeni od firme Centrohem (Stara Pazova, Srbija).
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Za kalibraciju ISP-OES i odredivanje sadrZaja makro- i mikroelemetata koris¢ena su dva
standarda, EPA Method standard I (10 mg/L Al, Ag, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Zn, Mn, Mo, Ni,
Pb, Sb, Se, Th, TL, V) i EPA Method standard 1I (5 mg/L Cl, 1 mg/L C, 500 mg/L Al, Ca, Fe, K, Mg,
Na, P, S). Ovi standardi nabavljeni su od firme VHG Labs (Inc-Part of LGC Standards, Mancester,
SAD), dok je za Multi-Element Plasma Standard Solution 4, Specpure® proizvodaé Alfa Aesar
GmbH & Co KG (Nemacka).

Ultracista voda (Thermo Fisher TKA MicroPure sistem za pre€iS¢avanje vode, provodljivosti
0,055 uS/cm, Niederelbert, Nemacka) je kori§¢ena za pripremu rastvora standarda, slepe probe i svih
razblazenja. Od kompanije Supelco (Bellefonte, PA, SAD) nabavljeni su filteri za preciS¢avanje
ekstrakata (PTFE membrana, 0,45 um, 13 mm).

3.3. Priprema uzoraka

Plod i list jagodastih vrsta vocaka, kako gajenih tako i samoniklih, su bogati fenolnim
jedinjenjima. Njihovi polifenolni profili u znacajnoj meri variraju izmedu razlicitih vrsta, zbog ¢ega
je veoma vazno odabrati odgovarajuc¢e metode ekstrakcije. S obzirom da su istrazivanja u oblasti
ispitivanja fitohemikalija u prirodnim proizvodima bila u pocetnoj fazi, ova studija imala je za cilj da
se optimizuju uslovi pripreme uzoraka, radi §to efikasnijeg izolovanja specificnih fenolnih jedinjenja
karakteristicnih za plod i list jagodastih voénih vrsta, kao i njihovo odredivanje. Razliciti faktori koji
mogu uticati na ekstrakciju analita od interesa, kao $to su izbor rastvaraca i izbor ekstrakcione metode,
kao 1 vreme ekstrakcije ispitivani su u toku istrazivanja.

3.3.1. Optimizacija izolovanja polifenola iz ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

U cilju sto efikasnijeg izolovanja fenolnih jedinjenja iz uzoraka plodova i listova gajenih
jagodastih vocénih vrsta, uslovi ekstrakcije su optimizovani u odnosu na postupak opisan u literaturi
(Bobinaité i sar. 2012). Tokom ovog istrazivanja, prvi korak u optimizaciji pripreme uzoraka bio je
odabir odgovarajuc¢ih rastvaraca. Ekstrakcija polifenola uglavnom je zasnovana na upotrebi organskih
rastvaraca, pri ¢emu je metanol najcesc¢e koris¢en rastvara¢. U okviru ove studije, u postupku
pripreme ploda gajenih jagodastih vrsta vocaka izabrana su dva razlicita rastvaraca, metanol i aceton
koji su zakiseljeni sa 1% HCI. Za plod samoniklih vrsta vocaka i list gajenih jagodastih voénih vrsta,
kao ekstrakciono sredstvo koris¢en je 70% metanol. Pri ekstraciji polifenola iz uzoraka listova gajenih
jagodastih vo¢nih vrsta hlorovodonic¢na kiselina nije koris¢ena, s obzirom da u listovima nema
antocijanina. Takode, ispitivanje hemijskih svojstava ploda samoniklih vrsta vocaka bilo je tako
koncipirano da je akcenat bio na neantocijaninskoj frakciji, te hlorovodoni¢na kiselina nije koris¢ena.
Pored odabira ekstrakcionog sredstva, jedan od kljucnih koraka u optimizaciji izolovanja bioaktivnih
komponenata iz uzoraka je bio odabir ekstrakcione metode. U cilju optimizacije uslova ekstrakcije,
koriS¢ene su dve razli¢ite ekstrakcione tehnike, ekstrakcija u ultrazvu¢nom kupatilu i na magnetnoj
mesalici. Vreme ekstrakcije, kao jedan od bitnih faktora koji utice na efikasnost ekstrakcije, je takode
optimizovano.

Postupak pripreme ploda gajenih jagodastih vocnih vrsta

Smrznuti uzorci celih plodova homogenizovani su u avanu sa tuckom. Homogenizovani
plodovi (1 g) su ekstrahovani sa 10 mL zakiseljenog (1% HCI) organskog rastvaraca (metanola ili
acetona) u ultrazvu¢nom kupatilu (Sonic, Ni$, Srbija) na sobnoj temperaturi u periodu od sat vremena.
Ekstrakcije su izvedene u tri ponavljanja. Ekstrakt je odlozen na tamno mesto, na 4 °C tokom 24 h i
nakon toga filtriran, a bistri supernatant je odvojen. Frakcije su sakupljene, spojene i uparene do suva
rotacionim uparavanjem pod snizenim pritiskom na 40 °C. Ostatak nakon uparavanja razblazen je u
odmernom sudu zapremine 10 mL ultrac¢istom vodom.
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Postupak pripreme ploda samonikolih vocénih vrsta

Uzorci smrznutih plodova su usitnjeni koris¢éenjem Mikro Dismembratorom S (Sartorius,
Getingen, Nemacka), a polifenoli su ekstrahovani sa 70% metanolom (500mg/10mL) na magnetnoj
meSalici tokom 10 minuta. Supernatant je sakupljen nakon centrifugiranja na 4000 rpm tokom 5
minuta, a postupak ekstrakcije polifenola je ponovljen jo§ dva puta. Nakon toga, supernatanti su
spojeni.

Postupak pripreme lista gajenih jagodastih vocnih vrsta

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz osuSenog lista maline i kupine sprovedena je na nacin sli¢an
ekstrakciji ploda, s tim §to su uslovi ekstrakcije optimizovani i prilagodeni ekstrakciji polifenola iz
suvih uzoraka. Uzorci usitnjenih listova (2 g) pomesSani su sa 100 mL ekstrakcionog sredstva
metanol/voda (70/30, v/v) i ekstrakcija je sprovedena u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 1 h na sobnoj
temperaturi. Posle 24 h u mraku na 4 °C filtrat je odvojen, a ekstrakcija je ponovljena jo§ dva puta.
Nakon sakupljanja svih supernatanta i uparavanja rastvaraca, ostatak je rastvoren u smesi
metanol/voda (60:40, v/v).

Svi pripremljeni ekstrakti su cuvani u zamrzivacu na -20 °C do daljih analiza. Neposredno pre
svake analize ekstrakti plodova i listova gajenih jagodastih i samoniklih vo¢nih vrsta filtrirani su kroz
0,45 pm membranski filter (Siringe Filter, PTFE, Supelco). Ovako pripremljeni ekstrakti koris¢eni
su za dalja ispitivanja, koja su obuhvatila odredivanje antioksidativnog kapaciteta primenom razli¢itih
testova, odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola (TPC), sadrzaja ukupnih antocijanina (TAC) i
odredivanje polifenolnog profila primenom te¢ne hromatografije sa masenom detekcijom. Metanolni
i acetonski ekstrakti ploda gajenih jagodastih voénih vrsta upotrebljeni su za analizu sadrzaja
slobodne i ukupne elaginske kiseline. Efikasnost zakiseljenog acetona u ekstrakciji polifenola u plodu
gajenih jagodastih vrsta vocaka procenjenja je na osnovu testova za merenje antioksidativnog
kapaciteta. [ako se pokazalo da je aceton efikasnije ekstrakciono sredstvo u ekstrakciji neantocijanina,
razlike u efikasnosti za antioksidativni kapacitet i slobodnu elaginsku kiselinu nisu statisticki
znacajne. Shodno tome, metanol je izabran za dalja istrazivanja, jer je pogodniji i kompatibilniji za
ispitivanja na UHPLC/MS.

3.4. Odredivanje hemijskih karakteristika ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

3.4.1. Spektrofotometrijske metode za merenje antioksidativnog kapaciteta

Da bi se procenila antioksidativna aktivnost prirodnih antioksidanasa preporucljivo je
primeniti viSe od jedne spektrofotometrijske metode, jer to omogucava potpunije razumevanje
njihovih svojstava. U ovom istrazivanju upotrebljene su razli¢ite metode koje pruzaju informacije o
razli¢itim antioksidativnim dejstvima polifenola, sa ciljem da se pruzi sveobuhvatan uvid u
antioksidativni kapacitet ekstrakata ploda i lista svih ispitivanih vo¢nih vrsta. Metode za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta, zasnovane na merenju apsorpcionih spektara, izvedene su na UV-Vis
spektrofotometru UV-Visible Cintra 6 (GBC Scientific Equipment Ltd., Dandenong, Australia)
(Slika 8). Svi uzorci su analizirani u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija ili u procentima (%).
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Slika 8. UV-Visible Cintra 6 spektrofotometar.

3.4.1.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom (Singleton i Rossi 1965),
koja predstavlja antioksidativni test zasnovan na prenosu elektrona koji spektrofotometrijski meri
redukcioni kapacitet antioksidansa. Metoda se zasniva na reakciji polifenolnih jedinjenja i Folin-
Ciocalteu reagensa, koji predstavlja smesu fosfomolibdata i fosfovolframata. Reakcija se odigrava u
baznoj sredini (pH = 10), pri cemu disocijacijom polifenola nastaje proton i fenoksidni anjon, koji je
odgovoran za redukciju Folin-Ciocalteu reagensa. Centralni molibden-jon prihvata jedan elektron od
polifenolnog antioksidansa i samim tim dolazi do redukcije Mo™ do Mo*. Nakon redukcije,
intenzivna zuta boja Folin-Ciocalteu reagensa menja se u plavu boju sa maksimumom apsorbancije
na 765 nm (Sanchez-Rangel i sar. 2013). Intezitet boje srazmeran je koli¢ini polifenolnih jedinjenja.

Modifikacija odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola u odnosu na Singleton-ovu metodu
(Singleton i Rossi 1965) ogledala se u primeni razlicitih koli¢ina uzoraka, ultraciste vode, Folin-
Ciocalteu reagensa i natrijum-karbonata. Takode, optimizovani su vreme i temperatura inkubacije
uzoraka. Koncentracioni opseg galne kiseline, koja je koris¢ena kao standard, je optimizovan.

Pri odredivanju TPC vrednosti u ekstraktima plodova i listova gajenih jagodastih vrsta vocaka,
u 0,1 mL prethodno pripremljenih ekstrakata uzoraka dodavano je 6 mL ultraciste vode i 0,5 mL 10%
Folin-Ciocalteu reagensa. Smesa je inkubirana 6 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je dodato 3 mL
20% natrijum-karbonata. Nakon inkubacije od 30 minuta na 40 °C, apsorbancija smeSe merena je na
talasnoj duzini od 765 nm. Galna kiselina je kori$¢ena kao standard u koncentraciji od 100 mg/L do
500 mg/L za plod gajenih jagodastih vrsta vocaka, dok je za ekstrakte listova gajenih jagodastih
vocnih vrsta opseg koncentracija bio 20-100 mg/L. SmeSa vode i reagensa je kori§¢ena kao slepa
proba. Rezultati za ukupan sadrzaj polifenola u ispitivanim uzorcima su izrazeni kao miligram
ekvivalenta galne kiseline (gallic acid equivalent, GAE) po gramu smrznutog uzorka ploda ili mg
ekvivalenta galne kiseline (GAE) po g uzorka suvog lista.

U uzorcima plodova samoniklih vrsta vocéaka, sadrzaj ukupnih polifenola odreden je
dodavanjem 0,5 mL ekstrakta ploda i 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (10%) u 0,5 mL ultraciste
vode, te je nakon 5 minuta dodato 2 mL 7,5% Na>COs. Nakon 60 min inkubacije u mraku, na sobnoj
temperaturi, merena je apsorbancija na 765 nm. Za konstruisanje kalibracione krive kori§¢eni su
standardni rastvori galne kiseline (20—100 mg/L), a rezultati su izraZeni u gramima ekvivalenata galne
kiseline (GAE) po kilogramu smrznutog uzorka.

3.4.1.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijanina

Kvantitativno odredivanje ukupnih antocijanina, zasniva se na ¢injenici da su antocijanini pH
nestabilana jedinjenja, te da pri promeni pH vrednosti sredine dolazi do reverzibilne promene u
njihovoj strukturi i apsorpcionom spektru. Stoga se sadrzaj ukupnih antocijanina odreduje
spektrofotometrijski, merenjem razlike u apsorbanciji pri pH = 1 i pH = 4,5 na talasnoj duzini od 520
nm, pri ¢emu je ta razlika u apsorbanciji proporcionalna koncentraciji antocijanina.

Ukupan sadrzaj antocijanina u plodu gajenih jagodastih i samoniklih vrsta vo¢aka odreden je
primenom pH-diferencijalne metode (Giusti i Wrolstad 2001). Pripremljeni metanolni i acetonski
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ekstrakti razblazeni su puferima pH = 1,0 (hlorovodoni¢na kiselina/kalijum-hlorid, 0,025 mol/L) i pH
= 4,5 (sir¢etna kiselina/natrijum-acetat, 0,4 mol/L). Apsorbancije oba rastvora merene su na dve
talasne duzine 510 nm i 700 nm u odnosu na slepu probu, nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi. Kao slepa proba koriS¢ena je ultracista voda. Koncentracija antocijanina (7otal
Anthocyanin Content, TAC) je izraunata i izrazena kao miligram ekvivalenta cijanidin 3-glukozida
na 100 g smrznutog uzorka primenom formule (7):

TAC = ((A x M x DF x 1000)) / ((¢ x 1)) (7)

A= (A510 - A700)pH1,0 - (A510 - A700)pH4,5 (8)

gde je: A apsorbancija izracunata pomocu jednacine (8), M je molekulska masa (M = 449,2 g/mol za
cijanidin 3-glukozid), DF je faktor razblazenja, 1 je duzina optickog puta kivete u cm, € je molarna
apsorptivnost (¢ = 26900 L/mol-cm za cijanidin 3-glukozid).

3.4.1.3. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta

Antioksidativni kapacitet ispitivanih ekstrakata procenjen je razlic¢itim spektrofotometrijskim
metodama. U tu svrhu upotrebljeni su testovi koji pokazuju sposobnost neutralizacije slobodnih
DPPH radikala (radical scavenging activity, RSA), sposobnost neutralizacije superoksid anjon
radikala (superoxide anion radical scavenging activity, SAS), sposobnost neutralizacije radikala azot-
monoksida (NO?®). Pored toga, odreden je redukcioni potencijal (reducing power, RP) ekstrakata,
sposobnost heliranja jona gvozda (Fe’* chelating ability, FCA) i antitirozinazna aktivnost (AT).

Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

Metoda neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH?®) jedna je od najcesce
koriséenih spektrofotometrijskih metoda za odredivanje antioksidativnog kapaciteta. DPPH® je
stabilan radikal, zahvaljujuéi delokalizaciji nesparenog elektrona u celom molekulu ¢ime se sprecava
njegova dimerizacija. Metanol, etanol ili njihove smeSe sa vodom cCesto se upotrebljavaju za
rastvaranje DPPH reagensa, pri ¢emu optimalan udeo vode ne bi trebalo da prelazi 60% zapreminskog
udela, kako bi se ocuvala rastvorljivost radikala. Mehanizam reakcije se bazira na reakciji transfera
elektrona i uklanjanja vodonika, tokom ¢ega DPPH® prelazi u redukovanu formu (DPPH ili DPPH-
H) (Prior i sar. 2005). Princip metode se zaniva na merenju redukcionog delovanja antioksidanasa
prema DPPH radikalu. Ova sposobnost se procenjuje praéenjem smanjenja apsorpcionog maksimuma
DPPH radikala. Rastvor DPPH®, koji ima tamnoljubicastu boju, prilikom reakcije sa antioksidansom
prelazi u bledo-zutu boju novonastalog hidrazina, a stepen obezbojavanja je proporcionalan
koncentraciji jedinjenja sa antioksidativhim svojstvima, S$to se odreduje merenjem smanjenja
intenziteta apsorbancije na 517 nm (Moon i Shibamoto 2009). Kao pozitivna kontrola koja inhibira
formiranje radikalnog katjona najcesce se koristi standard 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-
karboksilna kiselina (troloks), pri ¢emu se rezultati izrazavaju kao ekvivalent troloksa (TE)
(Shivakumar i Yogendra Kumar 2018).

Antioksidativni kapacitet ekstrakata plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka je odreden
koris¢enjem DPPH® reagensa prema metodi opisanoj u literaturi (Li i sar. 2008). Postupak opisan u
litaraturi je modifikovan i prilagoden ispitivanim uzorcima. Koli¢ina ekstrakta, koncentracija DPPH
rastvora i vreme inkubacije su optimizovani. Koli¢ina od 0,2 mL ekstrakata (prethodno 10 puta
razblazenih) je pomesana sa 4 mL metanolnog rastvora DPPH® (71 uM). Smesa je ostavljena da
odstoji 60 min na tamnom mestu (dok se ne dobiju stabilne vrednosti apsorbancije). Redukcija DPPH
radikala je merena pracenjem smanjenja apsorbancije na 515 nm. Smesa 0,2 mL metanola i 4 mL
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rastvora DPPH?® iste koncentracije kori$éena je kao slepa proba (SP). U uzorcima plodova samoniklih
vocnih vrsta sposobnost neutralizacije DPPH radikala testirana je na slican nacin kao u plodu gajenih
vocénih vrsta, uz dodatne modifikacije koje su podrazumevale prilagodavanje koli¢ine uzorka i
reagensa, kao i vreme trajanja inkubacije. 500 pL ekstrakta ploda (adekvatno razblazenog) je
pomesano sa 0,004% rastvorom DPPH reagensa do kona¢ne zapremine od 1 mL. Posle inkubacije
(20 min na sobnoj temperaturi), apsorbancija je merena na 517 nm.

Kao standard, na osnovu kojeg je izrazena vrednost antioksidativnog kapaciteta, koris¢en je
troloks. Od osnovnog rastvora troloksa (1000 pmol/dm?) napravljena serija standardnih rastvora
koncentracija 100, 200, 300, 400, 500, i 600 pmol/dm>. Sposobnost neutralizacije DPPH radikla
(RSA) izracunata je kao procenat promene boje DPPH® primenom jednacine (9):

RSA — (ASP_AA‘uZO‘rka) X 100 (9)

SP

gde je Asp apsorbancija metanolnog rastvora DPPH radikala (slepe probe, SP) i Auzorkaje apsorbancija
ispitivanog uzorka. Na osnovu kalibracione krive koja predstavlja zavisnost RSA (%) od
koncentracije troloksa, izraCunat je antioksidativni kapacitet ispitivanih uzoraka. Rezultati su
prikazani kao mmol troloks ekvivalenata po kg smrznutog uzorka (mmol TE/kg).

U uzorcima listova gajenih jagodastih voénih vrsta za odredivanje sposobnosti neutralizacije
stabilnog obojenog slobodnog DPPH® pomesano je 1950 pL rastvora DPPH® u sme$i metanol/
KH>PO4/NaOH pufer (50:50, v/v) i 50 pL ekstrakta lista ili 50 pnL. KH2PO4/NaOH pufera (pH 7,4),
koji je koris¢en kao kontrolni uzorak. Reakciona smesa je snazno promuckana i nakon 20 minuta
inkubacije odredeno je smanjenje apsorbancije na 515 nm. Sposobnost neutralizacije DPPH radikala
izraCunata je primenom jednacine (3). RSA je takode odredena za metanolni rastvor troloksa, koja je
ispitana na tri razli¢ite koncentracije DPPH® (150 uM DPPH% = 58,37 + 1,78; 200 uM DPPH% =
73,25 + 2,151 250 uM DPPH% = 74,47 + 2.89). Sva merenja su uradena u triplikatu i rezultati su
izrazeni u procentima (%) (Papetti i sar. 2006).

Odredivanje sposobnosti neutralizacije superoksid anjon radikala (02°*)

Superoksid anjon radikali su prekursori aktivnih slobodnih radikala (10, i HO«) koji reaguju
sa bioloskim makromolekulima, ¢ime uzrokuju ostecenja tkiva. Redukcija molekulskog kiseonika
(0O2) odvija se intracelularno u mitohondrijama pod normalnim fizioloSkim uslovima, pri ¢emu se
formira superoksid anjon radikal (O2°") (Bibi Sadeer i sar. 2020). Superoksid-dismutaza predstavlja
antioksidativni enzim koji je odgovoran za neutralizaciju Oz¢ . Ovaj enzim prevodi superoksid anjon
radikal u vodonik-peroksid, koji se dalje konvertuje u Oz i vodu pomocéu glutation-peroksidaze i
katalaze. Medutim, detekcija i merenje nivoa O>°*~ unutar ¢elija je komplikovana zbog nestabilnosti
ovog radikala u vodenim rastvorima. Metode koje se primenjuju za odredivanje superoksid anjon
radikala u bioloskim sistemima zasnivaju se na reakciji superoksida sa indikatorom koji formira
stabilan proizvod oksidacijom, redukcijom ili vezivanjem superoksida za indikator. Sposobnost
antioksidanasa da neutraliSu superoksid anjon radikal moze se odrediti metodom sa fenazin-
metosulfatom (phenazine methosulphate, PMS), nitroplavim tetrazolijumom (nitroblue tetrazolium,
NBT) i redukovanom oblikom nikotinamid-adenin-dinukleotida (nicotinamide-adenine dinucleotide,
NADH). Superoksid anjon radikali nastaju kada se NADH oksiduje u prisustvu fenazin-metosulfata
i NBT-a pri pH vrednosti 7,4, §to rezultira formiranjem plavog formazana. Reakcija se meri
spektrofotometrijski na 560 nm, pri cemu u prisustvu antioksidansa apsorbancija opada, §to ukazuje
na sposobnost neutralizacije superoksid anjon radikala (Nimse i Pal 2015).

U cilju odredivanja sposobnosti neutralizacije superoksid anjon radikala, 50 pL ekstrakta lista
(uzorak) ili 50 pL Tris—HCI pufera (slepa proba) dodato je u PMS-NADH sistem. PMS-NADH
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sistem je sadrzao 16 mM Tris—HCI pufera (pH 8,0), 338 uM NADH, 72 uM NBT i 30 uM PMS.
Ovako pripremljena smesa je inkubirana 5 min pre oCitavanja apsorbancije na 560 nm. Sposobnost
neutralizacije superoksid anjon radikala izracunata je prema slede¢oj jednacini:

sas = 242 100 (10)

uzorka

gde je Ayp apsorbancija slepe probe i Auworka apsorbancija ispitivanog uzorka. Sva merenja su uradena
u triplikatu i rezultati su izraZeni u procentima (%) (Mohsin i sar. 2014).

Odredivanje potencijala neutralizacije radikala azot-monoksida (NO®)

Radikal azot-monoksida (NO®) formira se u bioloskim sistemima dejstvom azot-monoksid-
sintaze, koja katalizuje prevodenje arginina u cirtulin uz formiranje NO® putem oksidacione reakcije.
Azot-monoksid radikal igra klju¢nu ulogu u regulaciji razli¢itih fizioloskih i patofizioloskih procesa,
a jedna od uloga je da opusta glatke miSi¢e zidova krvnih sudova, §to dovodi do smanjenja krvnog
pritiska. Kada je ovaj radikal prisutan u prekomernim koli¢inama, moze postati toksic¢an, reagujuci
direktno sa biomolekulama ili reaguje sa superoksid anjon radikalom (O»°*") kako bi formirao
peroksinitrit (ONOQO™) (Radi 2018). Odredivanje sposobnosti neutralizacije radikala azot-monoksida
(NO?®) je takode spektrofotometrijska metoda koja zasniva na Griess-ovoj reakciji (Slika 9) (Griess
1864). Griess-ova reakcija se sastoji od dva koraka i ukljucuje diazotizaciju, gde nitratni agens nastao
iz azotnog oksida reaguje sa sulfanilnom kiselinom stvaraju¢i diazonijum jon. Zatim, diazonijum jon
reaguje sa N-(1-naftil)-etilendiaminom, stvarajuci crveno obojen azo proizvod koji pokazuje snaznu
apsorpbanciju na talasnoj duzini od 546 nm, pri ¢emu je intenzitet crvene boje, proporcionalan
koncentraciji azotnog oksida u uzorku. Kao izvor NO radikala koristi se vodeni rastvor natrijum-
nitroprusida. U aerobnim uslovima, NO® moze reagovati sa kiseonikom pri ¢emu proizvodi nitrat i
nitrit kao stabilne proizvode koji se mogu kvantifikovati pomoc¢u Griess-ovog reagensa. Radi
unapredenja reproduktivnosti, osetljivosti i vremena analize, originalna metoda je nadogradena, pa se
danas primenjuje komercijalni Griess-ov reagens koji sadrzi naftilendiamin dihidrohlorid i
sulfanilamid u 5% fosfornoj kiselini. Sposobnost neutralizacije NO® se izracunava kao procenat
inhibicije, pri ¢emu se kao standard najcesce koristi askorbinska kiselina (Hetrick i Schoenfisch
2009).

N
I SN
NH, N- HN

A %’ ) OO
- -H,0

N-(1-naftl)-etilendiamin
SO,NE, SO,NH, ' ’

Sulfanilna kiselina Diazonijum jon

\ ‘ azo-kuplovanye

Slika 9. Griess-ova reakcija.
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Za odredivanje sposobnosti neutralizacije NO® ekstrakata plodova samoniklih vrsta vocaka
primenjena je metoda prethodno opisana u literaturi (Sreejayan i Rao 1997). Smese 25 pL razblazenih
ekstrakata uzoraka (1:100, 1:200 1 1:500) i 75 pL sveze pripremljenog natrijum-nitroprusida (5 mM)
u fosfatnom puferu (pH 7,4) su inkubirane na 25 °C tokom 150 min, nakon ¢ega je dodato 150 puL
Griess-ovog reagensa (0,1% naftiletilendiamin dihidrohlorid, 1% sulfanilamid i 2% H3POs4).
Apsorbancija na 546 nm je merena nakon 10 minuta inkubacije. Pripremljena je slepa proba sa
ekvivalentnom koli¢inom reagensa. Rezultati su izrazeni kao procenat neutralisanog NO® u odnosu
na slepu probu. Kao standard kori$¢ena je askorbinska kiselina u opsegu koncentracija od 0,06 do
1,00 mg/mL.

Odredivanje redukcionog potencijala

Bioaktivna jedinjenja koja poseduju antioksidativna svojstva mogu redukovati oksidanse.
Princip odredivanja redukcionog potencijala zasniva se sposobnosti antioksidanasa da otpustaju
elektrone i redukuje Fe*" u Fe?" jon. Antioksidans reaguje sa kalijum-heksacijanoferatom(III) (Fe*?)
u prisustvu fosfatnog pufera (pH priblizno 7), pri ¢emu se stvara kalijum-heksacijanoferat(Il) (Fe™?).
Nakon inkubacije na 50 °C tokom 20 minuta, ovaj proizvod dalje reaguje sa FeCls formirajué¢i tamno
plavo obojeni kompleks (Perl's Prussian blue kompleks) ¢iji je maksimum apsorbancije na 700 nm.
Svrha zagrevanja dobijenog rastvora jeste smanjenje maksimalne kolic¢ine kalijum-
heksacijanoferata(Il). U ovom testu, zuta boja rastvora menja se u razliite nijanse zelene i plave,
zavisno od redukcione sposobnosti uzoraka antioksidanasa. Koli¢ina formiranog kompleksa je
direktno proporcionalna smanjenju antioksidativne snage ispitivanog uzorka. (Bursal i Giilgin 2011).

Za odredivanje redukcionog potencijala uzoraka listova gajenih jagodastih voénih vrsta,
alikvot od 1 mL ekstrakta lista (razblazen 1:1000 mL) je pomeSan sa 0,4 mL kalijum-
heksacijanoferata(Ill) (0,02 M), 0,05 mL hlorovodoni¢ne kiseline (0,01 M), 0,4 mL gvozda(Ill)-
hlorida (0,02 M) i 0,7 mL destilovane vode. Posle 15-minutne inkubacije u mraku, ocitana je
apsorbancija na 720 nm (Daglia i sar. 2008). Rezultati su izrazeni kao koncentracija rastvora
askorbinske kiseline (WM/L ekstrakta lista), koji je koriSéen kao standard.

U ckstraktima plodova samoniklih vrsta vocaka, redukcioni potencijal odreden je
modifikovanjem metode prethodno opisane u literaturi (Yildirim i sar. 2001). 500 uL fosfatnog
pufera (0,2 M, pH 6,6) i 400 puL kalijum-heksacijanoferat(Ill) (10 mg/mL) pomesani su sa 200 pL
alikvota ekstrakta ploda razblazenih u metanolu. Posle inkubacije smese tokom 20 minuta na 50 °C
u vodenom kupatilu, dodata je trihlorosiréetna kiselina (500 pL, 10%, v/v) i uzorci su centrifugirani
(10 min na 2000 x g). Alikvoti supernatanata (500 pL) su zatim pomesani sa 500 pL destilovanom
vodom i1 100 pL FeCl; (1 mg/mL) i ostavljeni 10 minuta na sobnoj temperaturi pre merenja
apsorbancije na 700 nm. Kapaciteti redukcije ekstrakata izrazeni su kao vrednost apsorbancije na 700
nm.

Odredivanje sposobnosti heliranja jona gvozda

Slobodni radikali takode mogu poticati od teskih i prelaznih metala, kao §to su ziva, olovo,
arsen i gvozde. Uprkos svojoj esencijalnoj prirodi, gvozde moze biti potencijalno toksi¢no kada je
prisutno kao slobodan jon. Njegova toksi¢nost moze proiste¢i iz sposobnosti da ucestvuje kao
katalizator u formiranju hidroksil radikala, vrste koja moze indukovati oksidaciju lipida, proteina i
DNK i time doprineti oksidativnom stresu (Giilgin 2012). Antioksidativna sposobnost helatora
metalnih jona procenjuju se kada se formira kompleks izmedu antioksidansa i metala, pri cemu joni
metala viSe ne mogu delovati kao inicijatori oksidacije lipida. Sposobnosti antioksidansa u
kompleksiranju jona metala odreduje se metodom u kojoj se koristi ferozin. U blago kiseloj sredini
(pH = 6), antioksidansi se mogu vezati samo za deo Fe?*, dok preostali Fe?" joni mogu reagovati sa
ferozinom i formirati ferozin-Fe?" kompleks crvene boje, koji je stabilan i rastvorljiv u vodi. U
prisustvu antioksidansa dolazi do razlaganja ovog kompleksa, §to dovodi do gubitka crvene boje, pri
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demu se smanjenje intenziteta boje prati spektrofotometrijski na 562 nm. Sto je veéa vrednost
apsorbancije na 562 nm, to je veéa koncentracija kompleksa Fe?*-ferozin i niza sposobnost vezivanja
antioksidanasa. Etilendiamintetrasir¢etna kiselina (EDTA) se obi¢no koristi kao standard i u veéini
slucajeva se sposobnost heliranja jona metala izrazava kao EDTA ekvivalenti (Santos i sar. 2017).

Sposobnost ekstrakata listova gajenih jagodastih voénih vrsta i plodova samoniklih vrsta
voéaka u kompleksiranju Fe?" jona odredena je primenom metode koja je opisana u literaturi (Wang
i sar. 2013). U 20 pL prethodno razblazenih ekstrakata, odnosno metanola (slepa proba), dodato je
50 uL FeCl2-4H20 (2,0 mM). U smeSu je potom dodato 200 pL ferozina (5 mM), a zatim je smeSa
dopunjena sa 1230 pL metanola do kona¢ne zapremine do 1500 pL. Posle inkubacije od 10 minuta
na sobnoj temperaturi, apsorbancija reakcione smese je ocitana na 562 nm u odnosu na kontrolni
uzorak. EDTA je kori$¢en kao standard, a sposobnost heliranja metala je izracunata u skladu sa
slede¢om jednacinom:

FCA — (ASP_AA‘uZOTka) X 100 (11)

SP

gde je Ay apsorbancija slepe probe i Auzorka apsorbancija ispitivanog uzorka. Rezultati su prikazani u
procentima i predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja.

Odredivanje antitirozinazne aktivnosti

Tirozinaza je multifunkcionalni enzim oksidaze koji sadrzi dva dvovalentna bakarna jona
okruzena sa tri histidinska ostatka koji su odgovorni za katalitiCku aktivnost tirozinaze. Ovaj enzim
katalizuje hidroksilaciju L-tirozina i L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanina) u dopahinone koji mogu
izazvati nakupljanje melanina u spoljasnjem sloju koze. U svrhu sprecavanja hiperpigmentacije
melanina koriste se inhibititori tirozinaze poput koji¢ne kiseline, hidrohinona i arbutina. Dodatno,
nepravilna aktivnost tirozinaze dovodi do dopaminske neurotoksi¢nosti i neurodegeneracije, $to je
povezano s Parkinsonovom boles¢u (Carballo-Carbajal i sar. 2019). Sposobnost antioksidanasa da
inhibiraju prekomernu aktivnost enzima tirozinaze procenjuje na osnovu formiranja dopahroma
(crveno-narandzasti pigment), spektrofotomerijskim merenjem apsorbancije na maksimumu
apsorbancije od 475 nm (Fan i sar. 2021).

Odredivanje antitirozinazne aktivnosti je izvedeno meSanjem 50 pL ekstrakata ploda
samoniklih vrsta voc¢aka sa 0,9 mL rastvora fosfatnog pufera (0,1 M, pH 6,8) i 0,5 mL L-DOPA
(0,03% u fosfatnom puferu 0,1 M, pH 6,8). Na isti nacin pripremljena je i slepa proba, ali bez
dodavanja rastvora enzima. Posle inkubacije smeSe tokom 10 minuta na 37 °C, dodato je 50 uL
rastvora tirozinaze (1000 U/mL) i smeSa je ponovo inkubirana 5 minuta na 37 °C. Nakon toga
odredena je apsorbancija na 475 nm (Vanni i Gastaldi 1990). Aktivnost inhibicije tirozinaze je
izraCunata na osnovu razlike apsorbancije uzoraka i slepe probe. Kao standard koris¢ena je
askorbinska kiselina (0,5-2,5 mg/mL). Rezultati su izraZeni u procentima.

3.4.2. Optimizacija uslova masene spektrometrije za definisanje polifenolnog profila u plodu i
listu gajenih i samoniklih voénih vrsta

Odredivanje hemijskih profila i identifikacija sekundarnih metabolita biljnog materijala
postaju sve vazniji radi boljeg razumevanja biohemijskih i farmakoloskih svojstava, kao i njihovog
potencijalog dejstva u terapiji i prevenciji raznih oboljenja. Razvoj savremenih hromatografskih
tehnika doveo je do povecanja preciznosti i tacnosti hromatografskih analiza i masene detekcije, bas
kao 1 osetljivosti ovih analiza. Razli¢iti mehanizmi fragmentacije jona u analizi masene
spektrometrije omogucéavaju prikaz strukturnih karakteristika fenolnih jedinjenja, §to olakSava
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njihovu identifikaciju u kompleksnim biljnim materijalima. Ovi novi pristupi mogu biti kljucni za
analizu polifenola, iako postoje izazovi u identifikaciji i kvantifikaciji tih jedinjenja zbog strukturne
raznolikosti i ograniCene dostupnosti analitickih standarda. Tehnike koje se trenutno primenjuju u
svrhu identifikacije i kvantifikacije sekundarnih metabolita omogucavaju ciljanu i neciljanu analizu
sekundarnih metabolita, a takode pruzaju uvid u slozene hemijske profile razli¢itih uzoraka biljnog
materijala, ¢cime se obezbeduje detaljnije odredivanje njihovih komponenata.

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnog profila primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL

Da bi se istrazili glavni markeri specifi¢ni za svaku vrstu jagodastog voca, u ovom istrazivanju
razvijena je UHPLC metoda u kombinaciji sa hibridnim masenim spektrometrom, koji kombinuje
linearni trap kvadrupol (LTQ) i orbitrap maseni analizator. Za ovu analizu kori§¢eni su metanolni
ekstrakti uzoraka. Svi eksperimenti su izvedeni koriS¢enjem sistema ultra-visokoefikasne tecne
hromatografije (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka), koji se sastoji od kvaternarne Accela
600 pumpe i Accela Autosamplera, povezanog sa linearnim hibridnim masenim spektrometrom
(LTK-OrbiTrap KSL) sa elektrosprej jonizacijom (ESI) (Slika 10). Za odvajanje polifenola iz
uzoraka plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka koriSéena je kolona Hipersil Gold C18 (50 x 2,1
mm, 1,9 mm) kompanije Thermo Fisher Scientific. Mobilna faza se sastojala od (A) 0,1% mravlje
kiseline u vodi i (B) 0,1% mravlje kiselina u acetonitrilu, pri brzini protoka od 0,4 mL/min. Gradijent
primenjen prilikom analize bio je: 0-5 min, od 5 do 95% (B); 5-6 min, 95% (B); zatim 5% (B) tokom
3 min. Svi standardi koriS¢eni u UHPLC-LTQ OrbiTrap XL analizi su rastvoreni u smesi
metanol/voda (3:2, v/v). Maseni spektri su snimljeni u negativnom jonizacionom modu, sa slede¢im
parametrima ESI izvora: napon izvora 4 kV; kapilarni napon -47 V; napon sociva cevi -159,11 V;
temperatura kapilara 275 °C; glavni i pomo¢ni protok gasa (N2) 25 i 8 (proizvoljne jedinice). MS
spektri su dobijeni akvizicijom punog opsega pokrivaju¢i m/z 100-1000. Za proucavanje
fragmentacije, podaci koji zavise od snimanja su dobijeni kolizionom indukovanom disocijacijom
(CID), pri cemu je normalizovana energija sudara CID ¢elije postavljena na 35 eV.

Softver Xcalibur (verzija 2.1, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka) je koriS¢en za
kontrolu instrumenta, prikupljanje i analizu podataka. Polifenoli su identifikovani i kvantifikovani u
plodu gajenih jagodastih vrsta vocaka prema odgovaraju¢im spektralnim karakteristikama: masenim
spektrima, tacnoj masi, karakteristicnoj fragmentaciji i karakteristicnom retencionom vremenu.
Internet baza podataka masene spektrometrije, ChemSpider (www.chemspider.com), kori$¢ena je
kao referentna biblioteka za identifikaciju jedinjenja od interesa.

Ispitivanjem polifenolnog profila u razli¢cim uzocima u okviru sli¢nih istrazivanja koja su
sprovedena (Keckes i sar. 2013, Gasi¢ i sar. 2014, Fotiri¢ AkSi¢ i sar. 2015), uslovi analize na
OrbiTrap-u dodatno su optimizovani i primenjeni za identifikaciju pojedinacnih polifenola uzoraka
lista gajenih jagodastih vo¢nih vrsta. Kolona Syncronis C18 (100 x 2,1 mm, veli¢ina Cestica 1,7 m)
kompanije Thermo Fisher Scientific koris¢ena je kao analiticka kolona za razdvajanje. Mobilna faza
se sastojala od (A) 0,1% vodenog rastvora mravlje kiseline 1 (B) acetonitrila, u slede¢em gradijentu
koncentracije: 0,0-1,0 min 5% B, 1,0-12,0 min od 5% do 95% (B), 12,0-12,2 min od 95% do 5%
(B), zatim 5% (B) za 3 min. Brzina protoka bila je 0,3 mL/min, a injekciona zapremina 5 pL. Za
odredivanje polifenola, primenjena je elektrosprej jonizacija u negativnom jonizacionom modu, pri
temperaturi od 200 °C. Parametri jonskog izvora bili su sledec¢i: napon izvora 5 kV, napon kapilare -
35 V, napon cevnog sociva -110 V, temperatura kapilare 300 °C, protok glavnog i pomo¢nog gasa
(N2) 251 5 (proizvoljne jedinice) (Nati¢ i sar. 2015). MS spektri su snimljeni akvizicijom u punom
opsegu koji pokriva 50—1500 m/z. Rezolucija je postavljena na 30 000, a joni od interesa su aktivirani
sa 35% kolizione energije. Identifikacija polifenolnih jedinjenja izvrSena je na osnovu snimanja tacne
mase molekulskog jona nepoznatog jedinjenja [M—H]", dok je za tumacenje njihove strukture
kori$éena MS? fragmentacija, pri ¢emu su predloZeni mehanizmi fragmentacije i karakteristi¢ni
fragmenti potvrdeni koris¢enjem Mass Frontier 6.0 softvera (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Nemacka).
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Slika 10. UHPLC-LTQ OrbiTrap XL.

Kvantifikacija polifenola koris¢enjem UHPLC-DAD MS/MS

Za odvajanje i kvantifikaciju polifenolnih jedinjenja u uzorcima listova gajenih jagodastih
voénih vrsta i plodu samoniklih vrsta vocaka koriSéen je Dionex Ultimate 3000 UHPLC sistem
povezan sa detektorom diodnog niza (DAD) i TSQ Quantum Access Max trostrukim kvadrupolnim
masenim spektrometrom (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka) (Slika 11).

Na analitickoj koloni Syncronis C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 m, Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Nemacka), koja je termostatirana na 40 °C, izvedeno je razdvajanja polifenola. Mobilna faza se
sastojala od (A) 0,1% vodenog rastvora mravlje kiseline i (B) acetonitrila, sa gradijentom
koncentracije: 0-2,0 min 5% B; 2,0-12,0 min 5-95% B; 12,0-12,2 min 95% - 5% B 1 5% B do 15 min
Brzina protoka je podeSena na 0,4 mL/min, a talasne duzine detekcije na 254 i 280 nm. Zapremina
injektovanog uzorka bila je 5 pL.

TSQ Quantum Access Max maseni spektrometar opremljen elektrosprej jonskim izvorom je
koris¢en kao detektor, pri ¢emu su parametri jonskog izvora opisani u odeljku koji se odnosi na
kvalitativnu analizu polifenolnih jedinjenja (/dentifikacija i kvantifikacija polifenolnog profila
primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL). Snimanje masenih spektara uradeno je u negativnom
jonizacionom modu, u opsegu od 100 do 1000 m/z.

Slika 11. Dionex Ultimate 3000 UHPLC-DAD-TSQ Quantum Access Max maseni spektrometar.
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Za kontrolu instrumenta koriS¢en je softver Xcalibur 2.2 (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Nemacka). Polifenoli su kvantifikovani direktnim poredenjem sa komercijalnim standardima i za
svaki standard je snimljen molekulski jon i najintenzivniji fragment iz MS? spektra (Tabela 3 i
Tabela 4), pri ¢emu su tokom snimanja optimizovane kolizione energije, koje su bile u opsegu od 20
do 60 eV. Ukupan sadrzaj svakog fenolnog jedinjenja je metodom najmanjih kvadrata i izrazen kao
mg fenolnog jedinjenja po kg uzorka suvog lista ili smrznutog ploda samoniklih vrsta vocaka.

Tabela 3. Retenciono vreme (fr, min), molekulski jon (m/z), osnovni MS/MS fragmenti sa
specifiénim kolizionim energijama, korelacioni koeficijent (R?), granica detekcije (LOD) i granica
kvantifikacije (LOQ) za standarde fenolnih jedinjenja u listu gajenih malina i kupina.

tR', Jedinjenje polifenola Molekulski MS/.N!S fragmel{fi, m/z R? LOD, LOQ,
min jon, m/z (Koliziona energija, eV) mg/L  mg/L
1,98 Galna Kkiselina 169,032 79,11 (31); 125,04 (16) 0,9911 0,16 0,55
3,87 Galokatehin 305,120 125,22 (27); 179,19 (17) ~ 0,9996 0,03 0,10
3,98 Protokatehinska kiselina 153,013 108,09 (23); 109,10 (14)  0,9980 0,10 0,34
4,89 Eskulin 339,080 133,09 (44); 177,06 (25)  0,9999 0,01 0,05
5,07 Epigalokatehin 305,110 125,22 (27); 179,19 (17) ~ 0,9999 0,01 0,02
5,08 p-Hidroksibenzoeva kiselina 137,057 93,19 (19); 108,33 (22) 0,9934 0,14 0,48
5,18 Gentizinska kiselina 153,003 108,07 (5); 109,10 (15) 0,9998 0,02 0,06
5,23 5-0-Kofeoilhininska kiselina 353,103 191,28 (25) 0,9980 0,08 0,27
5,25 Katehin 289,094 203,00 (23); 245,03 31)  0,9953 0,14 0,45
5,51 Kofeinska kiselina 179,004 134,00 (13); 135,00 (16)  0,9951 0,11 0,38
5,82 Galokatehin galat 457,146 161,08 (25); 359,23 (16)  0,9930 0,07 0,22
5,75 Epikatehin 289,084 203,00 (23); 245,03 (31)  0,9991 0,06 0,19
6,04 Rutin 609,197 299,98 (42); 301,20 (32)  0,9976 0,09 0,31
6,07 Elaginska kiselina 300,980 284,00 (32); 300,04 (30)  0,9938 0,11 0,37
6,15 p-Kumarinska kiselina 163,031 93,12 (39); 119,09 (16) 0,9947 0,12 0,41
6,25 Katehin galat 441,189 289,15 (20) 0,9937 0,07 0,24
6,44 Naringin 579,241 151,42 (43); 217,26 33)  0,9937 0,16 0,53
6,55 Ferulinska kiselina 193,057 134,00 (18); 178,00 (15)  0,9933 0,15 0,50
6,81 Epigalokatehin galat 457,156 161,08 (25); 359,23 (16)  0,9928 0,15 0,51
6,94 Miricetin 317,052 109,31 (45); 150,97 27)  0,9980 0,06 0,21
7,58 Kvercetin 301,026 151,01 (22); 179,00 (20)  0,9978 0,08 0,27
8,19 Kampferol 285,074 211,00 (32); 227,00 (32)  0,9961 0,04 0,13
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Tabela 4. Retenciono vreme (fr, min), molekulski jon (m/z), osnovni MS/MS fragmenti sa
specifi¢nim kolizionim energijama, korelacioni koeficijent (R?), granica detekcije (LOD) i granica
kvantifikacije (LOQ) za standarde fenolnih jedinjenja u plodu samoniklih voénih vrsta.

tR., Jedinjenje Molekulski MS/.N!S fragmel}?i, m/z R? LOD, LOQ,
min jon, m/z (Koliziona energija, e}’) mg/LL.  mg/L
1,77  Arbutin 271,078 108,21 (82) 0,9976 0,10 0,32
2,17  Galna kiselina 169,032 125,04 (16); 97,12 (16) 0,9965 0,15 0,50
4,10 Protokatehinska kiselina 153,003 109,10 (15); 108,07 (5) 0,9976 0,10 0,34
4,86 Eskulin 339,072 177,00 (25); 133,28 (19) 0,9977 0,09 0,31
5,20 p-Hidroksibenzoeva kiselina 137,058 93,19 (19) 0,9953 0,16 0,54
5,31 5-O-Kofeoilhininska kiselina 353,103 191,28 (25) 0,9992 0,06 0,21
5,64 Kofeinska kiselina 179,004 135,06 (18); 107,13 (18) 0,9917 0,18 0,61
5,65 Vanilinska Kkiselina 167,018 152,02 (15); 108,23 (21) 0,9923 0,27 0,89
5,81 Siringinska Kkiselina 197,046 182,02 (21); 153,02 (16) 0,9954 0,14 0,48
6,39 p-Kumarinska kiselina 163,031 119,09 (16) 0,9971 0,11 0,37
6,57 Elaginska Kkiselina 300,980 284,06 (33); 229,03 (27) 0,9922 0,11 0,37
6,75 Ferulinska Kkiselina 193,035 178,04 (15); 134,06 (19) 0,9923 0,15 0,50
5,21 Katehin 289,050 245,10 (16); 123,08 (34) 0,9943 0,16 0,53
6,23 Rutin 609,197 301,20 (32); 271,04 (58) 0,9982 0,10 0,33
6,40 Kbvercetin 3-O-galaktozid 463,002 301,04 (23); 300,02 (29) 0,9930 0,10 0,32
6,73  Apigenin 7-O-apioglukozid 563,056 269,01 (41); 224,93 (62) 0,9984 0,04 0,12
6,74 Naringin 579,241 459,63 (7); 271,36 (33) 0,9944 0,16 0,53
6,83 Kampferol 3-O-glukozid 447,008 284,03 (29); 255,03 (43) 0,9922 0,05 0,16
7,17  Florizin 435,149 273,16 (20); 167,16 (34) 0,9966 0,10 0,33
8,17 Luteolin 285,035 175,04 (27); 133,66 (36) 0,9915 0,25 0,85
8,92  Apigenin 269,032 225,09 (23); 151,00 (26) 0,9964 0,10 0,32
8,92 Naringenin 271,036 151,01 (20); 107.07 (26) 0,9967 0,14 0,46
9,02 Kampferol 285,074 227,07 (33); 211,02 (29) 0,9900 0,25 0,84

3.4.3. Odredivanje sadrzaja slobodne i ukupne elaginske kiseline u plodu gajenih voénih vrsta

Za odredivanje sadrzaja slobodne elaginske kiseline koriS¢eni su prethodno pripremljeni
metanolni i acetonski ekstrakti plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka. Da bi se odredio sadrzaj
ukupne elaginske kiseline primenjen je postupak kisele hidrolize (Vrhovsek i sar. 2006).
Koncentrovana hlorovodonicna kiselina (8,3 mL 37% HCI) je dodata u alikvot (10 mL) ekstrakta
ploda i smesa je razblazena do 25 mL sa metanolom (konacna koncentracija HCI = 4 M). Smesa je
refluktovana 6 h na 85 °C, uz konstanto meSanje na magnetnoj mesalici. Nakon hidrolize, dodatkom
metanola, zapremina rastvora je vracena na pocetnu. Alikvot (10 ml) je podesen na pH 2,5 sa 5 M
NaOH i razblazen do 10 mL sa metanolom. Pre HPLC analize, svi ekstrakti su filtrirani kroz 0,45
mm PTFE membranski filter i ¢uvani na -20 °C.

U uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta voc¢aka odreden je sadrzaj ukupne i slobodne
elaginske kiseline primenom visokoefikasne tecne hromatogafije, koris¢enjem Waters HPLC sistema
koji se sastoji od binarne pumpe (1525) i UV-Vis Waters 2487 dvostrukog detektora (Slika 12).
Razdvajanje je izvedeno na Waters Symmetry C18 koloni, dimenzija 4,5 x 150 mm, sa pre¢nikom
Cestica od 5 um. Mobilna faza je bila (A) 0,1% trifluorosiréetna kiselina u acetonitrilu i (B) 0,1%
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trifluorosircetna kiselina u vodenom rastvoru. Uzorci su analizirani primenom izokratskog eluiranja
sa 20% A 1 80% B, pri brzini protoka od 1,2 mL/min. Zapremina injektovanog uzorka je bila 10 pL,
a vreme trajanja analize 15 minuta. Elaginska kiselina je detektovana i kvantifikovana na talasnoj
duzini A = 254 nm. Kvantifikacija elaginske kiseline je izvrSena koris¢enjem kalibracione krive
standarda elaginske kiseline, opsega koncentracije od 10 do 100 ppm, koji je rastvoren je u smesi
metanol/voda (3:2, v/v).

7

Slika 12. /500 Series HPLC, Waters sa UV detektorom 2487 Dual 1 Absorbance Detector.

3.4.4. Ispitivanje antocijaninskog profila u plodu gajenih i samoniklih voénih vrsta primenom
HPTLC i UHPLC-LTQ OrbiTrap XL

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija, HPTLC

U cilju odredivanja antocijaninskog otiska prsta (finger-print) uzoraka plodova gajenih
jagodastih i samoniklih vrsta vo¢aka primenjena je HPTLC tehnika. Da bi se optimizovali uslovi
HPTLC odvajanja primenjen je veliki broj kombinacija stacionarnih i mobilnih faza. Nakon
optimizacije uslova odvajanja usledila je analiza profila antocijanina dobijenih primenom
visokoefikasne tankoslojne hromatografije. Kao stacionarne faze koris¢ene su komercijalno dostupne
TLC ploce, ukljucujuéi silika gel 60 F254, celuloznu i oktadecil-modifikovani silika gel RP-18. Za
zavrs$ne eksperimente koriS¢éene su HPTLC silika gel 60 F254 ploce. Pre nanoSenja uzoraka, ploce
su oprane smeSom metanola i hloroforma u odnosu 1:1, a zatim su susene u susnici na 110 °C tokom
30 minuta. Svi rastvaraci upotrebljeni u procesu optimizacije mobilnih faza bili su analitickog stepena
Cistoce. Na celulozi i RP-18 stacionarnoj fazi koriS¢ene su trokomponentne smese rastvaraca, dok su
na silika gelu primenjene tro- i Cetvorokomponentne smese rastvaraca. NanoSenje uzoraka na
stacionarnu fazu predstavlja pocetni korak prilikom HPTLC analize i u znacajnoj meri uti¢e na
preciznost i kvalitet dobijenih rezultata. U zavisnosti od faze optimizacije, aplikacija uzoraka na
stacionarnu fazu radena je ru¢no ili automatski pomo¢u CAMAG Linomat 5 (Slika 13a). U cilju
postizanja boljeg razdvajanja zona i vizualizacije antocijaninskih zona na hromatogramima,
primenjene su razliite zapremine ekstrakata ploda, od 2 pL do 20 pL. Ploce su razvijane u vertikalnoj
hromatografskoj kadi zasi¢enoj parama rastvaraca odgovarajuce mobilne faze, prilagodavajuci vreme
razvijanja specificnostima pojedina¢nih hromatografskih sistema, nakon ¢ega su osusSene fenom.
Dobijeni hromatogrami su skenirani pomoéu CAMAG TLC Scanner 3 (Slika 13b), pri cemu je
snimanje izvedeno na talasnoj duzini od 510 nm koriste¢i D2W izvor svetlosti (deuterijumova i
halogen-volframova lampa).
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LAMAL TIC SCANNE — .0.
S —
(a) (b)
Slika 13. a) CAMAG Linomat 5 i b) CAMAG TLC Scanner 3.

UHPLC-LTQ OrbiTrap XL

U metanolnim ekstraktima plodova gajenih jagodastih i samoniklih vrsta vocaka odreden je
profil antocijanina primenom tecnog hromatografskog sistema povezanog sa orbitrap hibridnim
masenim spektrometrom (UHPLC-LTQ OrbiTrap XL), Cije su karakteristike opisane u odeljku 3.4.2.
Odvajanje pojedinacnih antocijanina izvrseno je na Hypersil gold C18 (100 x 2,1 mm, 1,9 pm) koloni
(Thermo Fisher Scientific), dok se mobilna faza sastojala od (A) 1% vodenog rastvora mravlje
kiseline 1 (B) acetonitrila. Koris¢en je linearni gradijent: 0,0-2,0 min 5% B, 2,0—12,0 min od 5% do
95% (B), 12,0—12,2 min od 95% do 5% (B), zatim 5% (B) tokom 3 min. Maseni spektrometar je bio
u pozitivnom rezimu jonizacije, a parametri jonskog izvora bili su slede¢i: izvor napona 4,5 kV,
kapilarni napon 40 V, napon sociva 80 V, temperatura kapilara 300 °C, protok glavnog i pomoénog
gasa (N2) 251 5 (proizvoljne jedinice). Koliziona energija ¢elije postavljena je na 30 eV. MS spektri
su snimljeni punim opsegom od m/z opsega 50—1000. Zapremina injektovanja bila je 5 puL, a protok
je iznosio 0.3 mL/min. Identifikacija jedinjenja u uzorcima obavljena je na osnovu analize njihovih
masenih spektara, tacne mase, karakteristicnih fragmentacija i specificnog vremena zadrzavanja, uz
koris¢enje Xcalibur softvera (verzija 2.1) za upravljanje instrumentima, akviziciju podataka i analizu.

3.4.5. Odredivanje sadrZzaja Secera u plodu gajenih voénih vrsta primenom jonske
hromatografije

Uzorci smrznutih plodova gajenih jagodastih vrsta voc¢aka (1 g) pomesani su sa ultracistom
vodom do zapremine od 100 mL i homogenizovani u ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta na 40 °C.
Ekstrakti su centrifugirani, a alikvot (1,0 mL) je razblazen do 50 mL sa ultracistom vodom. Nakon
toga, ekstrakt je filtriran kroz filter od 0,45 pm i prebacen u viale za autosempler.

Sadrzaj Secera (glukoze, fruktoze i saharoze) u plodu gajenih jagodastih vrsta vocaka odreden
je prema metodi opisanoj u literaturi (Kubola i sar. 2011), uz izvesne modifikacije. Imajuci u vidu da
su karakteristike koriS¢ene kolone i primenjen sistem detekcije bili drugaciji u odnosu na proceduru
opisanu u literaturi, bilo je neophodno optimizovati i prilagoditi mobilnu fazu i brzinu protoka
mobilne faze. Odvajanje i kvantifikacija ugljenih hidrata prethodno pripremljenih ekstrakata izvrSena
je koriscenjem jonskog hromatografa Dionex ICS 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) koji sadrzi
pumpu sa dvostrukim gradijentom (Slika 14). Razdvajanje ugljenih hidrata je uradeno na CarboPac
PA-100 hidroksid-selektivnoj anjon-izmenjivackoj koloni (4 x 250 mm) sa CarboPac PA-100
GUARD pretkolonom (4 x 50 mm), koja dodatno uklanja necisto¢e. Uzorci su injektovani primenom
Dionex ICS AS-DV 50 autosamplera. Brzina protoka je bila 0,7 mL/min, a ugljeni hidrati su
detektovani elektrohemijskim detektorom sa zlatnom radnom elektrodom i Ag/AgCl referentnom
elektrodom. Vreme analize je bilo 30 min. Ugljeni hidrati su eluirani gradijentom pripremljenim od
600 mM natrijum-hidroksida (eluent A), 500 mM natrijum-acetata (eluent B) i ultraciste vode (eluent
C). Sistem je, pre analize, bio kondicioniran sa 15% A, 85% C, tokom 15 minuta. Eluent A je bio
konstantan (15%) tokom 20 minuta i povec¢an na 20% za 20 minuta, eluent B se promenio od 0 do
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20%, a eluent C se promenio sa 85 na 60% (Tabela 5). Tokom hromatografije, eluenti su bili pod
strujom He, a mobilna faza je pro¢is¢ena He da bi se minimizirala kontaminacija karbonatom, §to bi
uticalo na vreme zadrzavanja i selektivnost odvajanja Secera. Standardni rastvori glukoze, fruktoze i
saharoze koji su pripremljeni sa ultrac¢istom vodom, korisc¢eni su za kvantifikaciju ugljenih hidrata.
Za kontrolu instrumenta, akviziciju i analizu podataka koris¢en je softverski paket Chromeleon
(verzija 6.80). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti triplikata izraZzeni kao mg Secera po g
smrznutog uzorka.

Slika 14. DIONEX ICS 3000 DP jonski hromatograf.

Tabela 5. Prikaz gradijentog eluiranja rastvaraca (A) 600 mM natrijum-hidroksida, (B) 500 mM
natrijum-acetata i (C) ultraciste vode.

Retenciono Protok

(1) 0 o
vreme (min) (mL/min) %A  %B % C

-15,0 0,7 15,0 0,0 85,0
0,0 0,7 15,0 0,0 85,0
5,0 0,7 15,0 0,0 85,0
5,1 0,7 15,0 2,0 83,0
12,0 0,7 150 2,0 83,0
12,1 0,7 150 4,0 81,0
20,0 0,7 15,0 4,0 81,0
20,1 0,7 20,0 20,0 60,0
30,0 0,7 20,0 20,0 60,0

3.4.6. Odredivanje sadrZaja minerala u plodu gajenih vo¢nih vrsta primenom ICP-OES

Uzorci smrznutih plodova gajenih jagodastih vocaka pripremljeni su mikrotalasnom
digestijom koris¢enjem mikrotalasnog sistema Ethos 1 (Advanced Microvave Digestion Sistem,
Milestone, Italija), sa rotorom HRP-1000/10S (Slika 15). U mikrotalasne teflonske kivete
(politetrafluoroetilen kivete) odmereno je oko 1 g uzorka, 1,0 mL 30% H202 i 7,0 mL 65% HNO:s.
Mikrotalasna digestija priprepremljene smese izvedena je na 200 °C tokom 20 minuta, pri cemu je
snaga generatora bila 1100 W. Nakon toga, uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu, kvantitativno
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prebaceni u normalne sudove od 25 mL, razblaZeni sa ultrac¢istom vodom i odloZeni u frizider na 4
°C do analize. Na isti nacin je pripremljena slepa proba. Za pravljenje standardnih rastvora za
kalibraciju instrumenta koriS¢ena su tri multielementna standarda, i to: EPA Method standard I (10
mg/L Al, Ag, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Zn, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Th, TL, V), EPA Method
standard II (5 mg/L Cl, 1 mg/L C, 500 mg/L Al, Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S) i Multi-Element Plasma
Standard Solution 4, Specpure®.

Slika 15. Mikrotalasna pecnica Ethos 1 (Advanced Microvave Digestion Sistem).

Sastav mikro- i makroelemenata odreden je u triplikatu, primenom indukovano spregnute
plazme povezane sa optickim emisionim spektrometrijom ICP-OES (iCAP 6500 Duo ICP, Thermo
Fisher Scientific, Kembridz, UK). Instrument je opremljen RACID86 Charge Injector Device
detektorom, kvarcnim injektorom, koncentricnim rasprSivacem, ciklonskom sprej komorom i
kvarcnim plamenikom (Slika 16). Opticki sistem ociS¢en je strujom argona, a Echelle polihromator
termostatiran na 38 °C. ICP ima mogucnost snimanja istog elementa na vise talasnih duZina, te je ova
karakteristika iskoriS¢ena i za svaki element odabrana je je po jedna emisiona linija koja je
spektroskopski bila najoptimalnija za dati matriks (Tabela 6). U istoj Tabeli prikazani su i uslovi rada
instrumenta, koji su optimizovani tako da se dobije zadovoljavaju¢a preciznost i osetljivost. Softver
iTeva je koris¢en za kontrolu instrumenta, snimanje i analizu podataka. Rezultati su izrazeni kao mg
elementa po kg smrznutog uzorka (mg/kg).

Slika 16. ICP-OES, model iCAP 6500 Duo.
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Tabela 6. Uslovi rada instrumenta ICP-OES.

Parametar Vrednost
Snaga radiofrekventnog generatora (RF) 1150 W
Orijentacija plazme Aksijalna
Rasprsivac Koncentri¢ni
Komora za rasprSivanje Ciklonska
Centralna keramicka cev 2 mm
Nosecéi gas Argon
Protok noseceg gasa za hladenje 12 L/min
Protok argona u rasprsivacu 0,5 L/min
Protok argona za formiranje plazme 0,5 L/min
Vreme ispiranja 30s

Broj obrtaja pumpe tokom analize 50 rpm
Brzina protoka uzorka 1 mL/min

Al (394,4); As (189,0); Ca (431,9);

Cd (214,4); Co (228,6); Cr (283,5);

Cu (324,8); Fe (240,5); K (404,7);

Li (670,8); Mg (285,2); Mn (257,6);
Mo (202,0); Na (818.3); Ni (231,6);

P (178,3); Pb (217,0); S (180,7);

Sb (206,8); Se (196,1); V (292,4); Zn
(213,9)

Izabrane talasne duzine

3.5. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati u okviru nasih istrazivanja prikazani su kao srednja vrednost merenja =+
standardna devijacija (SD). Takijev test (Tukey’s test) je primenjen za utvrdivanje statisticki znacajne
razlike (p < 0.05) izmedu ispitivanih uzoraka i uraden je u NCSS programu (www.ncss.com). Takijev
test se zasniva na analizi homogenosti varijabiliteta izmedu dva nezavisna skupa podataka, pri cemu
zahteva da razlika izmedu njihovih medijana nije znacajno velika. Za utvrdivanje sli¢nosti i razlika
izmedu ispitivanih uzoraka, kao i ispitivanje uticaja geografskog i bioloSkog porekla na hemijski
sastav ispitivanih uzoraka, kori§¢ena je analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis,
PCA). Analiza glavnih komponenata (PCA) uradena je pomoc¢u PLS Tool Box softverskog paketa
za MATLAB (Version 7.12.0).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Analiza bioaktivnih jedinjenja ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

Proucavanje prirodnih proizvoda predstavlja slozenu naucnu oblast koja istrazuje biljne
materijale na razli¢itim nivoima, od detaljne analize njihovog kvaliteta do razumevanja nacina
njihovog delovanja u organizmu. Proucavanje bioaktivnih komponenata zahteva razvoj raznovrsnih
tehnika i metoda ekstrakcije, koje omogucavaju selektivno izdvajanje i koncentrisanje bioaktivnih
supstanci prisutnih u biljkama. Zahvaljujuéi svojoj specificnoj raspodeli i ulozi u biljnom materijalu,
fenolna jedinjenja su se pokazala kao korisni markeri za identifikaciju biljnih vrsta ili geografskog
porekla.

U okviru ove doktorske disertacije, uradena je karakterizacija ploda i lista gajenih i samoniklih
vo¢nih vrsta u cilju ispitivanja bioaktivnih jedinjenja. Analiza bioaktivnih jedinjenja je obuhvatila
odredivanje polifenolnog profila uzoraka plodova i listova gajenih jagodastih vo¢nih vrsta, kao i
kvanitifikaciju fenolnih jedinjenja u svim ispitivanim uzorcima. Takode, odreden je sadrzaj ukupnih
polifenola, antocijanina i antioksidativni kapacitet.

4.1.1. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni kapacitet u plodu i listu gajenih i
samoniklih voénih vrsta

Analiza ploda gajenih jagodastih vocnih vrsta

Prema ranijim istrazivanjima, za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz jagodastih voénih vrsta
koriste se rastvaraci poput vode, metanola, etanola i acetona, kao i njihove smese sa vodom (Ye i
Neilson 2016). S druge strane, preporuka je da se ekstrakcija izvodi u kiseloj sredini zbog vece
stabilnosti fenolnih jedinjenja pri niskim pH vrednostima. U cilju razvoja optimalne ekstrakcije
bioaktivnih jedinjenja iz uzoraka plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka, na pocetku ovog
istrazivanja primenjena su dva razlic¢ita ekstrakciona sredstva, metanol i1 aceton sa 1%
hlorovodoni¢nom kiselinom. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom primenjena je zbog brojnih
prednosti: krace vreme ekstrakcije, manja koli¢ina rastvaraca i analiza viSe uzoraka istovremeno. U
analiziranim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka, za svaku ekstrakcionu metodu su
odredeni ukupan sadrzaj polifenola (TPC) i sposobnost neutralizacije slobodnih DPPH radikala
(RSA). Evidentna razlika izmedu dva primenjena ekstrakciona sistema prikazana je u Tabeli 7.
Statisticka znacajnost razlika potvrdena je koriS¢enjem uporednog ¢ - testa sa slede¢im ¢ vrednostima:
3,908 1 3,007 za TPC i RSA, redom (Zkriticno = 2,306, p < 0,05). Rezultati za TPC izrazeni su kao mg
ekvivalenta galne kiseline (GAE) po g smrznutog uzorka, dok su RSA vrednosti izrazene kao
procenat izreagovalog DPPH radikala (%).
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Tabela 7. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i sposobnost neutralizacije DPPH radikala (RSA) u

plodu gajenih jagodastih voénih vrsta.

TPC* RSA®
Uzorak Acetonski Metanolni Acetonski Metanolni
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt
Malina
Willamette (Arilje) 325+0,00 2,71+£0,05 0,63+0,02 0,62 £0.,01
Willamette (Zlatibor) 2,90 +0,06 2,72+0,82 0,61 +0,04 0,65+ 0,01
Willamette (Valjevo) 2,81 +£0,01  2,79+0,02 0,65+ 0,05 0,57 £0,01
Meeker 3,34+£0,05 244+0,11 0,66+0,02 0,63 £0,01
Yellow Meeker 3,68+0,04 3,18+0,01 0,37+0,01 0,32 +£0,01
Tulameen 245+£0,02 243+£0,05 0,58+0,01 0,54 + 0,05
Kupina
Cacanska bestrna 4,60+0,16 3,75+0,01 0,68 +0,00 0,66 + 0,04
Dud
Morus nigra 1,77+0,10 1,35+0,01 0,59+0,03 0,54 £ 0,01
Jagoda
Clery 2,81+0,02 2,48=+0,01 0,36+0,01 0,31 +0,01

“TPC je izrazen kao mg GAE/g smrznute mase uzorka. "RSA je izraZena u procentima.

Pri uporednoj analizi dva organska rastvaraca kao ekstrakcionih sredstava, aceton je pokazao
bolju efikasnost u ekstrakeiji ukupnih polifenola u uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka.
Razmatrajuci sve TPC vrednosti dobijene za ekstrakte acetona (Tabela 7), oCigledno je da je najmanji
sadrzaj ukupnih polifenola pronaden u plodu duda (1,72 mg GAE/g), dok je ekstrakt ploda kupine
imao najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola (4,60 mg GAE/g). Koli¢ina ukupnih polifenola u plodu
maline varirala je od 2,45 (Tulameen) do 3,68 mg GAE/g (Yellow Meeker). Iako je ispitivanje
acetonskih ekstrakata ploda maline sorte Willamette prikupljenih sa tri razlicita podrucja (Valjevo,
Arilje i Zlatibor) pokazalo znacajnu razliku u TPC vrednostima, istrazivanje veceg broja uzoraka bi
moglo da ukaze da li se radi o uticaju geografskog porekla na ukupan sadrzaj polifenola. Kafkas i
saradnici (Kafkas i sar. 2008) su u okviru svojih istrazivanja ispitivali sadrzaj ukupnih polifenola u
tri razli¢ite sorte maline (Meeker, Willamette, Tulameen). Primena sli¢ne procedure ekstrakcije
polifenola iz uzoraka dala nam je mogucnost da njihove rezultate uporedimo sa rezultatima naSeg
istrazivanja. Porede¢i TPC vrednosti, najveci sadrzaj polifenola u nasem istrazivanju pronaden je u
sorti Meeker, slicno kao i u pomenutom radu. Medutim, generalno gledano, neSto veci sadrzaj
ukupnih polifenola pronaden je u naSim uzorcima u odnosu na rezultate Katkas-a i saradnika. U
istrazivanju sorte Wilamette (Simonovic i sar. 2019) iz zapadne Srbije (Ca¢ak) dobijene vrednosti
ukupnih polifenola su nesto nize u poredenju sa nasim rezultatima. Uzoreci istih sorti jagode i1 kupine
sa podrucja Srbije, ispitivane u drugim studijama, sadrzali su slicne koli¢ine ukupnih polifenola
(Simonovic i sar. 2019, Karaklajic-Stajic i sar. 2023). Analizirani uzorak ploda duda pokazao je
znacajno nizi sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) u poredenju sa podacima o sadrzaju polifenola iz
ploda duda koji su prikupljeni iz razlicitih regiona Sirom sveta (Memete i sar. 2022).

Vrednosti antioksidativnog kapaciteta (RSA) u ispitivanim uzorcima plodova gajenih
jagodastih vrsta vocaka prikazani su u Tabeli 7. Svi analizirani ekstrakti plodova jagodastih vo¢nih
vrsta pokazali su snaznu sposobnost neutralizacije DPPH radikala. Kao i kod ukupnog sadrzaja
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polifenola (TPC), uocene su vise vrednosti antioksidativnog kapaciteta (RSA) pri upotrebi acetona
kao ekstrakcionog sredstva, u poredenju sa metanolom. Ekstrakti ploda kupine pokazali su najvisu
vrednost RSA, $to je u skladu sa najve¢om koli¢inom ukupnih polifenola pronadenom u plodu kupine.
Medutim, nije uocena jasna korelacija izmedu ukupnog sadrzaja polifenola (TPC) i sposobnosti
neutralizacije DPPH radikala (RSA) kada su uporedene TPC i RSA vrednosti dobijene za sve
ispitivane uzorke, pri ¢emu je koeficijent korelacije za acetonske ekstrakte je 0,099, dok je za
metanolne ekstrakte 0,076.

Analiza lista gajenih jagodastih vocnih vrsta

Primenom spektrofotometrijskih metoda, u metanolnim ekstraktima lista tri sorte maline i
jedne sorte kupine, odreden je sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni kapacitet. Antioksidativni
kapacitet je odreden primenom nekoliko razlicitih testova koji odreduju sposobnost neutralizacije
DPPH radikala (RSA), sposobnost neutralizacije superoksid anjon radikala (SAS), sposobnost
heliranja jona gvozda (FCA) i odredivanje redukcionog potencijala (RP). U Tabeli 8 prikazane su
vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola, kao i rezultati dobijeni za antioksidativni kapacitet. Rezultati
TPC su izrazeni kao mg GAE/g suve mase lista, vrednosti antoksidativnog kapaciteta (RSA, SAS i
FCA) izrazene su u procentima (%), dok je RP izrazen kao umol askorbinske kiseline (AA)/L
ekstrakta lista.

Tabela 8. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativni kapacitet (RSA, FCA, RP i SAS) u listu
gajene maline i kupine (mg/g).

Uzorak LM1 LM2 LM3 LK

Sorta Willamette Meeker Tulameen Caganska Bestrna
Vrsta  Rubus idaeus L. Rubus idaeus L. Rubus idaeus L. Rubus fruticosus L.
TPC 143,38 £4,68° 14420+ 1,58 84,64 2,05 132,90 + 3,33¢
RSA 66,78 1,98 72,55+ 1,13>  38,05+2,51¢ 83,77+091¢

FCA 4,08 + 0,26 2,76 + 0,09 1,55+0,11¢ 8,86 + 0,32¢
RP 59,74+ 10,80° 92,80+ 1,87 77,14+ 6,73% 71,62+ 11,68"
SAS 39,87 +4,02°  39,15+2,65° 28,43 +3,05 36,22 + 1,98°

Razlicita slova u istoj koloni ukazuju na znacajnu razliku prema Takijevom (Tukey) testu, p < 0,05.

Na osnovu rezultata moze se zapaziti da su najviSe vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola
pronadene u listu maline sorte Meeker (144,20 mg GAE/g suve mase) i sorte Willamette (143,38 mg
GAE/g suve mase), dok je najniza TPC vrednost odredena u sorti Tulameen (84,64 mg GAE/g suve
mase). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije objavljenim istrazivanjima (Wang i Lin 2000), ali
su znacajno visi u odnosu na rezultate novijih istrazivanja (Luo i sar. 2020). Ispitivanje sadrzaja
ukupnih polifenola u listu gajenih, organskih i samoniklih genotipova malina sa podrucja Poljske,
pokazala su TPC vrednosti za list gajene i organske maline koje su bile nize u odnosu na nase
rezultate, dok su TPC vrednosti za list samonikle maline nesto visi od naSih rezultata (96,76 mg
GAE/g suve mase) (Kotuta i sar. 2022). U metanolnom ekstraktu lista gajene kupine, sorte Ca¢anska
bestrna, takode je zapazen visok sadrzaj ukupnih polifenola (132,90 mg GAE/g suve mase), §to je
znacajno vise u odnosu na TPC vrednosti dobijene analizom lista iste sorte koju su ispitivali Kolarevi¢
i saradnici (Kolarevi¢ i sar. 2021).

Svi ispitivani ekstrakti listova pokazali su znacajnu sposobnost neutralizacije DPPH®, pri
¢emu su najvise vrednosti zabelezene u sorti kupine Cacanska bestrna (RSA = 83,77%). Medutim,

49



REZULTATI I DISKUSIJA

ekstrakti listova svih analiziranih vrsta pokazali su slabu sposobnost heliranja jona gvozda (FCA), sa
vrednostima koje su varirale od 1,55% (sorta maline Tulameen) do 8,86% (sorta kupine Cac¢anska
bestrna). Najvise vrednosti redukcionog potencijala (RP) su zabelezene kod sorti Rubus idaeus
(Meeker i Tulameen), Sto odgovara vrednostima 92,80 pmol AA/L i 77,14 umol AA/L, redom.
Takode, visoke RP vrednosti su odredene kod sorte kupine Cacanska bestrna i sorte maline
Willamette. Sto se ti¢e sposobnosti neutralizacije superoksid anjon radikala, SAS vrednosti su bile u
opsegu od 28,43% (sorta maline Tulameen) do 39,87% (sorta maline Willamette). Najvise vrednosti
su zabelezene kod sorti Willamette i Meeker, koje su pokazale najve¢i potencijal medu sortama
maline.

Korelacija izmedu TPC, RSA, FCA, RP i SAS vrednosti ispitane su pomoc¢u Pirsonove
korelacione analize (Tabela 9). Znacajna korelacija pronadena izmedu TPC i SAS (r = 0,991, p <
0,01) ukazuje da polifenoli doprinose neutralisanju superoksid anjon radikala. Medutim, slaba
korelacija izmedu TPC i sposobnosti heliranja jona gvozda (FCA), kao i odsustvo korelacije izmedu
TPC i RP, sugeriSu da drugi fitohemijski sastojci takode mogu doprineti antioksidativnom kapacitetu.

Tabela 9. Korelacija izmedu TPC, RSA, FCA, RP, i SAS.

TPC RSA FCA RP  SAS

TPC 1

RSA 0,856 1

FCA 0,418 0,789 1

RP -0,046 -0,018 -0,344 1
SAS 0,991 0,781 0,320 -0,092 1
"p < 0,01

Analiza ploda samoniklih voénih vrsta

U metanolnim ekstraktima plodova samoniklih vrsta voc¢aka, ukljucujuci 7 uzoraka zove (ZO1
- Z07), 10 uzoraka drena (DR1 - DR10), 5 uzoraka crnog trna (TR1 — TRS) i 4 uzorka gloga (GL1 —
GL4), odreden je sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativni kapacitet. Antioksidativna
svojstva ispitivanih ekstrakata procenjena su kroz razlicite spektofotometrijske testove: RSA
(odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala), FCA (odredivanje sposobnosti heliranja jona
gvozda), RP (odredivanje redukcionog potencijala), NO (odredivanje sposobnosti neutralizacije NO
radikala) i AT (odredivanje antitirozinazne aktivnosti). Rezultati TPC su izrazeni kao mg GAE/g
smrznute mase ploda, RSA kao mM troloks ekvivalent (TE)/mL ekstrakta ploda, RP kao vrednost
apsorbancije na 700 nm, dok su rezultati NO, FCA i AT testa izraZeni u procentima (%).

Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola (TPC) ispitivanih ekstrakata plodova samoniklih voénih
vrsta prikazani su na Slici 17. Ekstrakti ploda samoniklog crnog trna imali su najvise TPC vrednosti
pokazujuéi prosecan sadrzaj od 14,77 mg GAE/g smrznute mase uzorka, §to je znatno viSe u
poredenju sa uzorcima crnog trna iz Turske (Ozzengin i sar. 2023). U uzorcima ploda samoniklog
drena prosecna TPC vrednost od 7,55 mg GAE/g predstavljala je najnizi prosecan sadrzaj ukupnih
polifenola u Cetiri vrste ispitivanih uzoraka. Dobijene TPC vrednosti za plod samoniklog drena
neznatno su viSe od onih koji su nadeni u uzorcima sakupljeni sa razli¢itih regiona Irana, Turske i
Cme Gore (Hashempour i sar. 2010, Giizel 2021, Blagojevic i sar. 2023), ali su znatno nize od
rezultata dobijenih za uzorke iz Bosne i Hercegovine (Skender i sar. 2022). Ova varijabilnost
potvrduje potrebu za daljim istrazivanjima medu domacim populacijama samoniklog drena kako bi
se izdvojile biljke ¢iji plodovi imaju najveci antioksidativni potencijal. Plod samoniklog gloga je
pokazao TPC vrednosti u rasponu od 5,45 mg GAE/g do 11,27 mg GAE/g, odnosno prosecnu
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vrednost ve¢u od one objavljene u istrazivanju Rezaei-Golmisheh i saradnika (Rezaei-Golmisheh i
sar. 2015). Nasuprot nagim rezultatima, Samec i saradnici su detektovali vise vrednosti TPC za plod
samoniklog gloga nego za plod samoniklog drena (Samec i Piljac-Zegarac 2011). Dakle, moZemo
zakljuciti da su dobijeni rezultati delimi¢no u saglasnosti sa podacima prikazanim u literaturi za
razlicite plodove samoniklih voénih vrsta, s obzirom da polifenolni profili zavise od genotipa biljke,
biljnog organa (plod, list, koren), uslova zivotne sredine, kao i od metode ekstrakcije i rastvaraca.

Analizirajuci antioksidativne testove, ekstrakti ploda crnog trna su se istakli kao najefikasniji
u neutralizaciji DPPH radikala, sa prose¢nom RSA vrednos¢u od 227,08 mM TE/mL. Za njima slede
ekstrakti ploda samoniklog drena (115,96 mM TE/mL) i gloga (119,89 mM TE/mL), dok su ekstrakti
ploda zove pokazali najmanju aktivnost (37,13 mM TE/mL). [zuzetna aktivnost ekstrakta ploda crnog
trna u sposobnosti neutralisanja DPPH radikala moze se pripisati visokom sadrzaju TPC-a, ali i
visokim vrednostima redukcionog potencijala (RP). Nasuprot tome, u svim ispitivanim uzorcima
plodova samoniklih vrsta vocaka nije detektovana aktivnost u neutralisanju NO radikala, $to je
suprotno literaturnim podacima za svez plod zove i sok od zove (Vujanovic¢ i sar. 2020, Radojkovié¢
i sar. 2021).

Ekstrakti plodova samoniklih vrsta vocaka su se pokazali kao dobri inhibitori enzima
tirozinaze, ¢ije su vrednosti bile u opsegu od 20,90 do 74,23%. Uzorci ploda drena su imali najvecu
sposobnost u procesu smanjenja prekomerne aktivnosti tirozinaze, osim ekstrakata DR4, DR5 i DR9
koji su pokazali vrednosti slicne onima koji su nadeni u uzorcima ploda zove. Uzorci ploda crnog
trna 1 gloga imali su prosecni inhibitorni potencijal na smanjenje enzimske aktivnosti. Sposobnost
inhibicije tirozinaze je znacajna, jer tirozinaza igra klju¢nu ulogu u procesu stvaranja melanina kod
ljudi, a takode je vazna i u razvojnim procesima insekata. Stoga bi prirodni inhibitori tirozinaze mogli
biti korisni u prehrambenoj industriji kao dodatak hrani i u kozmetickoj industriji, kao sredstvo za
izbeljivanje koze. Na osnovu rezultata inhibicije prekomerne aktivnosti enzima tirozinaze, mozemo
zakljuciti da plodovi samoniklih vrsta vo¢aka mogu biti korisni kao prirodni inhibitori, Sto ih Cini
potencijalnim sastojcima za razvoj novih proizvoda za zastitu koZe. Ispitivani ekstrakti plodova
samoniklih vrsta vo¢aka pokazali su sposobnost heliranja jona gvozda (FCA) u rasponu od 58,81%
do 97,68%, sa slede¢im redosledom: DR > ZO > TR > GL (Slika 17). U ekstraktima ploda
samoniklog drena prose¢na vrednost sposobnosti heliranja jona gvozda bila je 86,75%. U uzorcima
ploda drena sa podruc¢ja Turske nije pronadena sposobnost heliranja metala, dok su isti uzorci
pokazali dobar redukcioni potencijal prema jonima gvozda i bakra (Celep i sar. 2012). Na osnovu
ovih podataka zakljuCeno je da ekstrakti sa izrazenim redukcionim potencijalom ne moraju nuzno
imati i dobru sposobnost heliranja jona metala. Medutim, dobijeni rezultati pokazuju da ekstrakti
ploda drena imaju dobru sposobnost da heliraju jone metala, ali i sposobnost redukcije jona metala.
Vazno je istaci da su ekstrakti drena, koji su pokazali najve¢u sposobnost heliranja jona gvozda,
takode pokazali najvisu aktivnost tirozinaze. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa prethodnim saznanjima
o0 vaznosti sposobnosti heliranja jona metala u kontekstu inhibicije tirozinaze (Kubo i sar. 2000).

Na osnovu podataka prikazanih na Slici 17 moze se uociti da ekstrakti iste biljne vrste
pokazuju razlicite antioksidativne aktivnosti, Sto je Cesto uobicajeno s obzirom na varijacije u
fitohemijskim profilima medu pojedina¢nim uzorcima, a posledica je razli¢itog mikrolokaliteta gde
su biljke rasle. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima (Cosmulescu i sar. 2017),
gde su prikazane razlike u sadrzaju ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida, pojedinac¢nih fenolnih
jedinjenja, minerala i vrednostima antioksidativnog kapaciteta ekstrakata plodova sedam samoniklih
vrsta (Crataegus monogyna Jacq., Prunus spinosa L., Rosa canina L., Hippophaé rhamnoides L.,
Rubus fruticosus L., Prunus padus 1 Cornus mas L.).
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Slika 17. Grafi
plodova samoniklih voénih vrsta primenom razlicitih testova RSA (B), RP (C), FCA (D)1 AT (E).
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4.1.2. Polifenolni profil ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

Za analizu polifenolnog profila uzoraka plodova i listova gajenih jagodastih vo¢nih vrsta
koriS¢eni su metanolni ekstrakti, a za identifikaciju pojedinacnih polifenola koris¢en je UHPLC-LTQ
OrbiTrap XL u negativnom jonizacionom modu. Nakon te¢ne hromatografije i detekcije pomocu
masene spektrometrije visoke rezolucije, identifikacija pikova zasnivala se na dostupnim standardima
ili ranije objavljenim hromatografskim i MS/MS podacima. MS/MS detekcija pruza vazne strukturne
informacije o molekulskoj masi i molekulskoj formuli fragmenata. Visoka tacnost pri odredivanju
m/z vrednosti, koja se ogleda u maloj razlici izmedu posmatranih i teorijskih vrednosti (< 3 ppm),
omogucila je predvidanje molekulskih formula ciljanih jedinjenja. Svi ovi podaci, zajedno sa
retencionim vremenom (tz) i prethodno objavljenim m/z vrednostima za fenolne kiseline i flavonoide,
bili su dovoljni za pregled i identifikaciju komponenti ekstrakata sa visokim stepenom sigurnosti.

Rezultati UHPLC-LTQ OrbiTrap XL analize uzoraka plodova i listova gajenih jagodastih
vo¢nih vrsta pokazali su znacajnu varijabilnost u pogledu polifenolnog profila.

Analiza ploda gajenih jagodastih vocnih vrsta

Rezultati masene spektrometrije devet uzoraka plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka
pokazali su prisustvo 35 polifenola. Identifikovane su fenolne kiseline i njihovi derivati, kao i
flavonoidi u aglikonskom obliku i obliku glikozida. Jedinjenja identifikovana unutar grupe flavonoida
klasifikovana su u tri klase: flavonoli, flavoni i flavanoni. U okviru klase flavonola nadeno je 13
jedinjenja, od ¢ega su Cetiri pripadala su grupi flavona, a identifikovan je i jedan flavonon. Takode,
identifikovana je i cis, trans-apscisinska kiselina, koja predstavlja biljni hormon. Iako ne pripada klasi
fenolnih jedinjenja, cis,trans-apscisinska kiselina je obuhvacena u okviru ovog istraZivanja jer ima
ulogu u metabolizmu polifenola i biosintezi antocijanina (Karppinen i sar. 2018). Retenciono vreme
(tr), izraCunata masa osnovnog jona (dobijena primenom hemijske baze podataka, ChemSpider),
nadena masa osnovnog jona, MS/MS fragmenti za svako identifikovano jedinjenje i njihova raspodela
u ekstraktima plodova gajenog jagodastih voénih vrsta prikazani su u Tabeli 10. Strukture
identifikovanih aglikonskih oblika fenolnih kiselina, flavonoidi i cis,frans-apscisinske kiseline
prikazane su na Slici 18.
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Tabela 10. Identifikovana fenolna jedinjenja i cis,trans-apscisinska kiselina u plodu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta primenom UHPLC-MS/MS

OrbiTrap XL.
l})iil)?i Identifikovana jedinjenja nt:n nf:::’él[l;;;:]. maI::,ﬂ[;l:lH]_ Fragmenti Uzorci ploda gajil;isltl ajc agodastih vo¢nih

1 Galna Kkiselina“ 0,72 169,0142 169,0136 125,02 Svi uzoreci
2 p-Hidroksibenzoil-heksozid® 0,94 299,0771 299,0773 137,02; 179,03; 239,09 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
3 Protokatehinska kiselina“ 1,13 153,0192 153,0188 109,03 Svi uzorci
4 Kvercetin 3-0-heksozid” 1,43 463,0882 463,0884 179,03 Svi uzoreci
5 p-Hidroksibenzoil-heksozid® 1,51 299,0771 299,0773 137,02; 179,03; 239,09 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
6 Kofeoil-heksozid” 1,52 341,0874 341,0877 179,03 Svi uzorci
7 Hlorogena kiselina“ 1,54 353,0878 353,0876 179,03; 191,02 M2, K, D
8 Kumaroil-heksozid” 1,62 325,0929 325,0930 163,04 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
9 Kofeinska kiselina® 1,67 179,0350 179,0351 161,04 Svi uzorci
10 Kofeoil-heksozid® 1,77 341,0874 341,0877 179,03 M1, M2, M3, M4, M6
11 Galoil-bis-HHDP-glukoza” 1,88 935,0783 935,0782 301,00; 433,04; 783,07 M1, M2, M3, M4, M5,K, J
12 Elagoil-pentozid’ 1,94 433,0408 433,0414 301,00 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
13  p-Kumarinska Kkiselina“ 2,01 163,0401 163,0404 119,00 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
14 Rutin” 2,04 609,1461 609,1459 301,03 M3, M4, M5,K, D, J
15 Kumaroil-heksozid’ 2,04 325,0929 325,0930 163,04 M1, M2, M3, M4, M5, M6, S
16 Elaginska kiselina“ 2,06 300,9984 300,9992 257,01 M1, M3, M4, M5, B, S
17 Kvercetin 3-0-glukuronid” 2,10 477,0674 477,0678 301,03 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
18 Kvercetin 3-0-heksozid” 2,11 463,0882 463,0884 179,03 Svi uzoreci
19  Kvercetin3-0- 2,13 433,0772 4330772 301,03 M1, M2, M3, M6, K, J

ksilopiranozid®
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Tabela 10. Nastavak.

Redni . o tr, Izra¢unata Nadena . . . . .
broj Identifikovana jedinjenja min masa, [M-H| masa, [M-HJ Fragmenti Uzorci ploda gajenih jagodastih voénih vrsta®
20  Kampferol-heksozid’ 2,14 447,0928 4470928 285,04 M1, M2, M3, M5, M6, K, D, J
21 Kvercetin 3-O-ramnozid® 2,15 447,0928 447,0932 301,03 M1, M2, M3, M5, M6, K, D, J
22 Feruloil-heksozid’ 2,18 355,1030 355,1030 193,05 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K
23 Elagoil-deoksiheksozid’ 2,19 447,0564 4470572 301,00 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
24  Sinapoil-heksozid’ 2,20 385,1136 3851136 223,05 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
25  Kampferol-heksozid’ 2,25 447,0928 4470928 285,04 M1, M2, M5, M6, K, D, J
26 [Kampferol3- 2,35 533,0928 533,0928  285,04; 489,10 D,J
malonilheksozid
27 El?rl:llf:glli‘l)lleisom & 2,69 593,1296 593,1304  285,04; 447,09 M5, J
28 Luteolin® 2,71 285,0405 2850406  133,01;213,02 M1, M3, K, J
29 cis,trans-Apscisinska kiselina® 2,74 263,1289 263,1293 201,02; 219,01 Svi uzorci
30 fﬁ;‘ff:ﬁ;ﬁsm " 2,75 593,1296 593,1304  285,04; 447,09 M5, K, J
31  Naringenin® 2,76 271,0612 271,0601 177,04 M1, M4, M5, M6, K, D, J
32 Apigenin® 2,97 269,0455 269,0459  149,05; 183,00 M1, M2, M3, M4, M6, K, J
33 Kampferol” 3,03 285,0405 2850407 161,05 M1, M3, K, D, J
34  Hrizin® 3,40 253,0501 253,0495  181,06; 209,06 M1, M2, M3, M4, M5, M6, K, J
35  Pinocembrin® 3,68 255,0663 2550666  211,00;213,01 M3, M4, M6, K, D, S
36 Galangin® 3,71 269,0455 269,0459  183,00;197,02; 227,06 M2, M3, M5, M6, K, D, S

“ Potvrdeno pomoéu standarda. ® Potvrdeno na osnovu literature. ¢ M1 - malina (Willamette, Arilje); M2 - malina (Willamette, Zlatibor); M3 - malina (Willamette, Valjevo); M4 - malina (Meeker); M5 -

malina (Yellow Meeker); M6 - malina (Tulameen); K - kupina (Caganska bestrna); D - dud; J - jagoda (Clery).
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7 R, R, [M-HJ
Ry XN . 1 Hlorogena kiselina OH O-hinil  353,08782
? 2 Kofeinska kiselina OH OH 179.03498
3 p-Kumarinska kiselina  H OH 163,04007

[M-HJ
4 cis, trans-Abscisinska kiselina  263,12889

OH
R, R, Ry IMH' .o % _.on
5 Rutin O-Ram-glu OH OH 609,14610 ~™
6 Luteolin H OH OH 285.,04045 o) Jon
7 Apigenin H H OH 269,04555
8 Kampferol OH H OH 285,04045 o
9 Galangin OH H H 269,04555
\OH
R2 Rl Rz [M—H]_ \\\" "/OH
©/ 10 Naringenin OH OH 271,06120 o
R4 oL .\ 11 Pinocembrin OH H 255,06627
' Ram-glu
Ramnoglukozid
Rutinozid

OH O

Slika 18. Strukture identifikovanih fenolnih kiselina, cis,trans-apscisinske kiseline i flavonoida u
plodu gajenih jagodastih voénih vrsta.

Identifikacija fenolnih kiselina i njihovih derivata

Podjednak broj hidroksibenzoevih kiselina i njihovih derivata (jedinjenja 1, 2, 3, 5, 11, 12, 16,
23) i hidroksicimetnih kiselina i njihovih derivata (jedinjenja 6, 7, 8, 9, 10, 13, 15, 22, 24)
identifikovan je u ekstraktima ispitivanih plodova jagodastih vrsta gajenog voca. Od
hidroksibenzoevih kiselina, galna (1) i protokatehinska kiselina (3) su identifikovane u svim
analiziranim uzorcima, dok je elaginska kiselina (16) bila najzastupljenija u ekstraktima ploda maline
(M1, M3, M4, M5), kupine (K) ijagode (J). Elaginska kiselina, kao i ostale hidroksibenzoeve kiseline
su identifikovane pomocu standarda. Derivati elaginske kiseline (jedinjenja 12 i 23) su veoma
zastupljeni u analiziranom plodu jagodastih voénih vrsta. Detektovani su u svim ispitivanim
uzorcima, osim u ekstraktu ploda duda. Kofeinska kiselina, najzastupljenija hidroksicimetna kiselina,
i njen derivat kofeoil-heksozid (6) nadeni su u svim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta
vocaka. Kofeoil-heksozid je identifikovan na osnovu mase osnovnog jona m/z 341 i karakteristicnog
MS/MS fragmenta m/z 179, koji odgovara masi deprotonovane kofeinske kiseline. Daljom
fragmentacijom kofeinske kiseline, nastaje fragment m/z 161 koji ukazuje na gubitak vode (-18 Da).
Kada je re¢ o drugim hidroksicimetnim kiselinama i njihovim derivatima, p-kumarinska kiselina i
kumaroil-heksozid (m/z 325) su pronadeni u svim uzorcima sa izuzetkom ekstrakta ploda duda.
Deprotonovani molekulski jon m/z 325 (8) fragmentacijom je formirao MS/MS jon m/z 163 koji je
dalje fragmentisan do m/z 119, §to pokazuje gubitak ugljen-dioksida iz deprotonovane p-kumarinske
kiseline. Masena fragmentacija fenolnih kiselina obi¢no se karakteriSe gubitkom vode i ugljen-
dioksida, pri ¢emu nastaju fragmenti [M—H—-18]" odnosno [M—H—-44]", S§to je potvrdeno
fragmentacijom kofeinske i p-kumarinske kiseline (Van De Velde i sar. 2019).
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Identifikacija flavonoida i njihovih glikozida

Flavonoidi predstavljaju grupu sekundarnih metabolita koji se nalaze u zna¢ajnim koli¢inama
u jagodastim voénim vrstama i odgovorni su za razliite antioksidativne aktivnosti u biljkama. U
analiziranim uzorcima plodova razli¢itih voénih vrsta medu najzastupljenijim flavonoidima izdvojila
se klasa flavonola, u okviru koje su identifikovana 3 aglikona (rutin, kampferol i galangin) i 10
glikozidnih derivata kvercetina i kampferola (jedinjenja 4, 17, 18, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 30), §to je u
saglasnosti sa nedavnim istrazivanjem uzoraka maline iz Italije (Renai i sar. 2021).

Aglikoni flavonoida se pretezno formiraju putem hidrolize odgovarajucih glikozida, a kljucan
mehanizam fragmentacije za strukturnu analizu aglikonskog dela flavonoidnih konjugata je retro—
Dils—Alderova (RDA) reakcija (Demarque i sar. 2016). Fragmentacija derivata kvercetina i
kampferola karakteriSe se raskidanjem glikozidne veze, pri cemu se dobijaju karakteristi¢ni
aglikonski joni kvercetina (m/z 301) i kampferola (m/z 285). Od pet identifikovanih glikozida
kvercetina, najzastupljeniji je kvercetin 3-O-heksozid, koji je detektovan u obliku dva izomera (4, 18)
i pronaden je u svim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vo¢aka. Kampferol-heksozid (25) je
takode identifikovan u svim analiziranim uzorcima, izuzev u plodu duda.

U grupi flavona identifikovani su luteolin (28), apigenin (32), hrizin (34) i pinocembrin (36).
Najzastupljeniji flavon u ispitivanim uzorcima plodova gajenih jagodastih voénih vrsta je hrizin koji
je detektovan u svim ispitivanim uzorcima, osim ekstraktu ploda duda. Naringenin (31), predstavnik
klase flavanona, identifikovan je u svim ekstraktima, osim u uzorcima ploda maline (Willamette sa
podrucja Zlatibora i Valjeva) i ploda duda.

Takode, cis,trans-apscisinska kiselina, pronadena je u svim ispitivanim uzorcima plodova
jagodastih vrsta gajenih vrsta voc¢aka u okviru naSeg istraZivanja. Ona pripada grupi inhibitornih
hormona i jo§ se naziva ,.hormon stresa®. Ima klju¢nu ulogu u regulaciji rasta i razvoja biljaka,
metabolizmu ¢elijskog zida, odgovorima na biotski i abiotski stres (poput Stetocina, hladnoce, suse,
UV zracenja), promenama u ekspresiji gena, adaptivnim fizioloskim odgovorima, klijanju semena i
polena, sazrevanju i starenju ploda, formiranju kvaliteta, metabolizmu Secera i kiselina, kao i
metabolizmu fenola (Setha 2012). Takode, predstavlja i inicijator sazrevanja i ima uticaj na
omekSavanje ploda i razvoj arome.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10, moze se uociti da je najveéi broj fenolnih
jedinjenja pronaden u ekstraktima ploda kupine i jagode (32 polifenola), dok je u plodu duda
detektovan najmanji broj (16 polifenola). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima za TPC i RSA
koji su prikazani u Tabeli 7. U plodu kupine, u kome je identifikovan najveci broj polifenola,
pronaden je i najvedi sadrzaj ukupnih polifenola, kao i antioksidativni kapacitet. Medu uzorcima
ploda maline, sa najve¢im brojem identifikovanih fenolnih jedinjenja (31) istice se sorte Willamette
sa podrucja Valjeva, za koju je ustanovljena i najveca TPC vrednost medu ispitivanim uzorcima sorti
Willamette. Sa druge strane, u plodu duda je identifikovan najmanji broj polifenola i dobijene su
najnize TPC vrednosti. Ovi rezultati potvrduju da su plodovi gajenih jagodastih voénih vrsta bogati
fenolnim jedinjenjima, kao i da biolosko poreklo utice na polifenolni profil.

Analiza lista gajenih jagodastih vo¢nih vrsta

Detaljna analiza ekstrakata lista gajene maline i kupine bila je usmerena na identifikaciju dve
grupe metabolita, fenolne kiseline i njihove derivate, kao i jedinjenja koja pripadaju klasi flavonoida.
Analizom masenih spektara ukupno je identifikovano 83 polifenola, od cega su 22 jedinjenja
potvrdena pomocu standarda. Medu njima je 48 fenolnih kiselina i njihovih glikozidnih derivata, dok
su preostalih 35 flavonoidi i njihovi derivati. Podaci o retencionom vremenu (tg, min), molekulskoj
formuli, izracunatoj i tacnoj masi ([M—H]~, m/z), razlici izmedu izracunate i tacne mase (A ppm) i
glavnim MS/MS fragmentima identifikovanih polifenola prikazani su u Tabeli P1. Medutim,
kompletna identifikacija glikozida, u najve¢em broju slucajeva, nije bila moguca, zbog nemoguénosti
odredivanja tacne prirode Secera i polozaja veza izmedu glikozida. Stoga su za neka jedinjenja samo
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predloZene strukture. Sva polifenolna jedinjenja detektovana u ekstraktima lista maline i kupine data
su u Tabeli P1, dok su njihovi hromatografski profili prikazani na Slici 19. U okviru naSeg
istrazivanja, prvi put je opisan polifenolni sastav lista kupine sorte Cacanska bestrna.
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Slika 19. Hromatogrami fenolnih jedinjenja u uzorcima lista maline (A) - (C) i kupine (D).

Fenolne kiseline i njihovi derivati

U listu gajene maline i kupine identifikovano je ukupno 48 razlic¢itih fenolnih kiselina i
njihovih derivata. Od toga, 14 su hidroksibenzoeve kiselina, dok su preostale 34 hidroksicimetne
kiseline.

U svim ekstraktima listova identifikovana je elaginska kiselina kao dominantna
hikdroksibenzoeva kiselina, dok su derivati elaginske kiseline bili prisutni u obliku pentozida i
heksozida i identifikovani su na osnovu literaturnih podataka. Elagoil-heksuronid (34, tzr = 5,28 min)
sa masenim jonom m/z 477 identifikovan je samo u ekstraktu lista kupine, pri cemu MS/MS glavni
fragment m/z 301 odgovara masi deprotonovane elaginske kiseline, $to je u saglasnosti sa nedavnim
istrazivanjima (Krsti¢ i sar. 2023). U okivru navedenog istraZivanja, u uzorcima semena maline (sorte
Tulameen) i kupine (sorte Cac¢anska bestrna) pronadeni su i elagoil-O-pentozid i metil-elagoil-
pentozid. Ovi derivati elaginske kiseline identifikovani su u svim ispitivanim ekstraktima listova u
okviru naseg istrazivanja. Elagoil-O-pentozid (50, tz = 5,80 min, m/z 433) i elagoil-acetil-pentozid
(70, 6,47 min, 477 m/z) imali su slian put fragmentacije (MS/MS osnovni fragment m/z 301 i drugi
po intezitetu jon m/z 300), dok je metil-elagoil-pentozid (68, 6,41 min, m/z 447) pokazao MS/MS
fragment m/z 315, koji pripada [metil-elagoil-H]™ jonu (Oszmianski i sar. 2015).
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Glikozidi hidroksibenzoeve kiseline identifikovani su u svim analiziranim uzorcima listova
(Tabela P1). Dihidroksibenzoil-heksozid (4, tz = 4,24 min, m/z 315) pokazao je karakteristican
MS/MS fragment m/z 153 koji pripada deprotonovanoj dihidroksibenzoevoj kiselini. Jedinjenje na
4,56 min sa molekulskim jonom m/z 447, fragmentacijom daje MS/MS jone m/z 315 [M-H-
pentozid]™ 1 m/z 153 [dihidroksibenzoeva kiselina-H]", oznaceno je kao dihidroksibenzoil-
pentozilheksozid (8). Dihidroksibenzoil-pentozilpentozid (27, tz = 5,07 min, m/z 417) dao je
karakteristican MS/MS fragmentacioni jon m/z 241 [M—pentozid—COz] i jone slabijeg intenziteta
m/z 153 [dihidroksibenzoeva kiselina—H]™ i1 285 [M—pentozid] . Fragmentacija vanilinske kiseline
(11, tr = 4,69 min) sa molekulskim jonom m/z 167 1 MS/MS osnovnim fragmentom m/z 152 moZze se
objasniti gubitkom metil grupe [M—H—CHs] . Jedinjenje na tz = 3,13 min sa karakteristicnim
deprotonovanim [M—H]™ jonom 331 m/z, oznaceno kao galoil-heksozid (2), pokazalo je MS/MS
fragmentacioni jon m/z 313 [M—H-H>O] 1 MS/MS jone karakteristicne za aglikonski deo galne
kiseline m/z 168 1 125.

Najzastupljenije fenolne kiseline u ispitivanim uzorcima listova pripadaju klasi
hidroksicimetnih kiselina (kofeinska kiselina (43), p-kumarinska kiselina (56) i ferulinska kiselina
(80)). Ove kiseline identifikovane su poredenjem sa odgovaraju¢im standardima. Identifikovani su i
brojni estri hidroksicimetnih kiselina (sa saharinskom, hininskom, vinskom i treonskom kiselinom) i
glikozidi hidroksicimetnih kiselina (Tabela P1). Derivati kofeinske kiseline, sa ukupno 18
identifikovanih jedinjenja, preovladavali su u ispitivanim ekstraktima listova. Sva ova jedinjenja
pokazala su MS/MS glavne fragmentacione jone m/z 179, 161 i 135, karakteristicne za kofeinsku
kiselinu. Utvrdeno je prisustvo dve kofeoilhininske kiseline sa masenim jonom m/z 353: 5-O-
kofeoilhininska kiselina na 5,12 min (28, kvantifikovana koris¢enjem standarda) i 3-O-
kofeoilhininska kiselina (9) na 4,57 min. Oba izomera imala su MS/MS fragment m/z 191 (Sto
odgovara hininskoj kiselini) ukazuju¢i da esterifikacija ima mesto na 3-O poziciji i 5-O poziciji
(Jaiswal i sar. 2013). Dalje, identifikovana su i tri izomera metil-kofeoilhinata m/z 367 (37, 49, 54, tr
= 5,42 min, 5,79 min i 5,99 min, redom), pri ¢emu prva dva daju MS/MS jon m/z 161 [kofeinska
kiselina—H>O—H]™ karakteristiCan za metil-3-O-kofeoilhinata i metil-4-O-kofeoilhinata. Treéi
izomer, metil-5-O-kofeoilhinat (54, tz = 5,99 min), imao je MS/MS jon m/z 179 §to odgovara
deprotoniranoj kofeinskoj kiselini (Nati¢ i sar. 2015). Jedinjenje sa molekulskim jonom m/z 529 (79,
7,40 min) 1 sa MS/MS jonom m/z 367 oznaceno je kao metil-estar dikofeoilhininske kiseline (Jaiswal
1 Kuhnert 2011). Jedinjenja identifikovana na 5,04, 5,63 1 5,92 min (m/z 337) oznacena su kao izomeri
kumaroilhininske kiseline (26, 45, 52). Njihova fragmentacija zasnivala se na ranije objavljenim
podacima (Jaiswal i sar. 2010). U slucaju estara hidroksicimetnih kiselina sa saharinskom kiselinom,
zapazena su dva glavna fragmentaciona jona m/z 209 [saharinska kiselina—H]™ i m/z 191 [saharinska
kiselina—H—H>O] . Medu svim identifikovanim estrima hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima lista
maline, kofeoil-saharinska kiselina izomer 2 (7) i p-kumaroil-saharinska kiselina izomer 3 (24)
identifikovani su samo u sorti Mekeer (Tabela P1).

Flavonoidi i njihovi derivati

Kada je re¢ o flavonoidima, ukupno je identifikovano 35 jedinjenja: 26 flavonola, 7 flavan-3-
ola, jedan flavanon i jedan flavonon. Identifikacija glikozidnih derivata kvercetina, kampferola i
izoramenetina, koji su prisutni u samoniklim vrstama Rubus L. (Oszmianski i sar. 2015), zasnivala
se na MS/MS podacima navedenim u Tabeli P1. Mesta glikozilacije ovih derivata utvrdena su na
osnovu podataka dostupnih iz literature (Cuyckens iClaeys 2005), dok je analiza interglikozidnih
veza, u slucaju disaharida vezanih za flavonol, izvrSena prema (Ferreres i sar. 2004). Identifikovano
je nekoliko razlicitih derivata: pentozid (gubitak od 132 Da), hidroksi-metil-glutarat (gubitak od 144
Da), heksozid (gubitak od 162 Da), heksuronid (gubitak od 176 Da), ramnozil-heksuronid (gubitak
od 322 Da), diheksozid (gubitak od 324 Da), ramnozil-heksozidi, p-kumaroil-heksozidi i pentozil-
heksuronidi (gubitak od 308 Da).

Kvercetin 3-0O-[6"-O-(3-hidroksi-3-metilglutaril)]-heksozid (65) i kampferol 3-O-[6"-O-(3-
hidroksi-3-metilglutaril)]-heksozid (73) identifikovani su u svim ispitivanim uzorcima listova (Slika
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20). Oba jedinjenja ve¢ su identifikovana u listu kod nekih vrsta Rosaceae (Porter i sar. 2012). Put
fragmentacije derivata kvercetina bio je u skladu sa ranijim saznanjima (Oszmianski i sar. 2015).
Medutim, nema objavljenih podataka o detekciji kampferol 3-O-[6'-O-(3-hidroksi-3-metilglutaril)]-
heksozida u listu Rubus fruticosus. Predlozeni put fragmentacije ovog derivata kampferola dobijena
je koris¢enjem softvera Mass Frontier 6.0 (ThermoFisher Scientific, Bremen, Nemacka) i prikazana
je na Slici 21. Kampferol 3-O-(2'-O-pentozil)-heksuronid (57), prisutan u crvenom plodu maline

(Rommel i Wrolstad 1993), takode je pronaden u nasem istrazivanju.
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Slika 20. Fragmentacija jedinjenja kvercetin 3-O-(6"-O-p-kumaroil)-heksozid (48),
Kvercetin 3-0O-[6"-O-(3-hidroksi-3-metilglutaril)]-heksozid (65), kampferol 3-O-[6"-O-(3-hidroksi-
3-metilglutaril)]-heksozid (73) i kampferol 3-O-(6"-O-p-kumaroil)-heksozid (81).

Kumaroil-heksozid derivati flavonola prisutni su u vrstama Rubus ideaus prema navodima u
literaturi (Gudej 2003). U nasem istrazivanju identifikovana su dva derivata, kvercetin 3-O-(6"-O-p-
kumaroil)-heksozid (48) i kampferol 3-O-(6"-O-p-kumaroil)-heksozid (81) (Slika 20). Identifikacija
ova dva jedinjenja potvrdena je prisustvom MS/MS osnovnog fragmenta 307 m/z, §to odgovara [M—

H-aglikon]™ (Felipe i sar. 2014).
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Slika 21. Predlozeni put fragmentacije kampferol 3-O-[6"-O-(3-hidroksi-3-metilglutaril)]-
heksozida.

Apigenin 7-O-heksuronid (75, 6,66 min) m/z 445 imao je MS/MS fragment m/z 269
([apigenin—H]") i MS? fragment 175 m/z ([hekuronska kiselina-H-H,O]"), $to je u saglasnosti sa
ranije objavljenim podacima (Oszmianski i sar., 2015). U listu kupine sorte Ca¢anska Bestrna,
otkriveno je prisustvo apigenin 7-O-heksuronida (75), kampferol-rutinozid (64) i izoramenetina-

rutinozid (66) (Tabela P1).

U okviru ovog dela istrazivanja, doslo se do rezultata koji su ukazali na razliku u sadrzaju
odredenih fenolnih jedinjenja u zavisnosti od sortne pripadnosti. U listu maline sorte Meeker, gde je
pronaden najveci broj polifenola (80 jedinjenja), utvrden je i najveci sadrzaj ukupnih polifenola i
redukcionog potencijala. Uzorak lista kupine, u kome je takode identifikovan znacajan broj fenolnih
jedinjenja (73), istakao se sa visokim RSA i FCA vrednostima, koje pokazuju da list kupine ima dobru
sposobnost u neutralisanju DPPH radikala i heliranju jona gvozda. Kao najsiromasniji ekstrakt
izdvojio se uzorak lista maline sorte Tulameen u kome je identifikovan najmanji broj polifenola i
dobijene su najnize vrednosti TPC, RSA, FCA i SAS.

4.1.3. Kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja ploda i lista gajenih i samoniklih voénih vrsta

Za dalje ispitivanje polifenolnog profila analiziranih uzoraka primenjena je ciljana analiza
radi odredivanja koli¢ine ve¢ identifikovanih fenolnih jedinjenja. Ovo istraZivanje obuhvatilo je
kvantifikaciju fenolnih jedinjenja u uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka za koju je
koris¢ena UHPLC-LTQ OrbiTrap XL tehnika, dok je za uzorke listova gajenih jagodastih voénih
vrsta 1 za uzorke plodova samoniklih vrsta vo¢aka primenjena UHPLC-DAD MS/MS tehnika.
Rezultati kvantfikovanih fenolnih jedinjenja izraZeni su kao mg/kg smrznute mase ploda ili mg/kg
suve mase lista.
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Analiza ploda gajenih jagodastih vocih vrsta

U analiziranim metanolnim ekstraktima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka primenom
komercijalnih standarda, kvantifikovana je cis,trans-apscisinska kiselina i 14 fenolnih jedinjenja, od
toga 5 fenolnih kiselina i 9 flavonoida (Tabela 11).

Tabela 11. Sadrzaj fenolnih jedinjenja i cis,frans-apscisinske kiseline u plodu gajenih jagodastih
vo¢nih vrsta izrazenih kao mg/kg.

Malina Kupina Dud Jagoda
Kvantifikovano jedinjenje
M1 M2 M3 M4 M5 M6 K D J

Galina Kkiselina 0,31 0,52 041 047 045 045 1,05 0,26 0,41
Protokatehinska Kiselina 129 124 223 1,08 0,72 1,76 2,53 2,61 0,79
Hlorogena kiselina nd. 0,18 nd nd nd n.d. 7,69 22,60 n.d.
Kofeinska kiselina 10,37 245 7,39 4,38 8482 10,65 6,16 8,99 7,73
p-Kumarinska kiselina 579 326 3,50 9,13 17,92 5,32 0,48 n.d. 17,30
Rutin nd. nd 050 1,14 3,64 nd 2732 7353 0,92
Luteolin 0,10 nd. 1,00 nd. nd n.d. 0,10 n.d. 0,25
cis,trans-Apscisinska kiselina 091 045 0,70 0,76 240 0,29 1,06 0,47 0,50
Naringenin 1,02 nd. nd. 3,9 096 18I 0,10 0,47 22,09
Apigenin 0,20 0,09 0,10 0,19 =nd. 0,10 0,38 n.d. 0,17
Kampferol 1,12 nd 020 nd. nd n.d. 0,29 1,70 0,67
Hrizin 1,88 0,85 1,06 1,62 094 1,25 0,65 n.d. 1,06
Pinocembrin nd. =nd 0,10 0,19 nd 0,10 0,10 0,09 2,10
Galangin nd. 0,09 0,10 nd. 029 0,19 n.d. 0,09 0,76

n.d. —nije detektovano. M1 - malina (Willamette, Arilje); M2 - malina (Willamette, Zlatibor); M3 - malina (Willamette, Valjevo); M4
- malina (Meeker); M5 - malina (Yellow Meeker); M6 - malina (Tulameen); K - kupina (Cacanska bestrna); D - dud; J - jagoda (Clery).

Kofeinska kiselina pronadena je u svim uzorcima u opsegu koncentracija od 2,45 mg/kg u
plodu maline sorte Willamette sa podrucja Zlatibora (M2) do 10,65 mg/kg u plodu maline sorte
Tulameen (M6). Sadrzaj kofeinske kiseline u ispitivanim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta
vocaka je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Fotiri¢ AkSi¢ i sar. 2022). Takode, znacajna
koli¢ina p-kumarinske kiseline pronadena je u svim uzorcima, osim u ekstraktu ploda duda. U plodu
zute maline (Yellow Meeker, M5) i jagode (J) detektovane su najvece koli¢ine p-kumarinske kiseline,
17,92 1 17,30 mg/kg, redom. U istrazivanju koje je obuhvatalo 12 razlicitih sorti jagoda sa podrucja
Srbije (Milosavljevi¢ i sar. 2020), utvrdene su znatno nize koncentracije p-kumarinske kiseline (1,23
— 6,00 mg/kg), u odnosu na nase rezultate, Sto moze biti posledica razli¢itog bioloskog porekla. U
ekstraktu ploda duda detektovane su znacajne koli¢ine hlorogene kiseline (22,60 mg/kg), Sto je
potvrdeno u ispitivanju uzoraka ploda duda sa razli¢itih podrucja u Srbiji (Nati¢ i sar. 2015). Nesto
nize koli¢ine hlorogene kiseline pronadene su u plodu kupine i maline (Willamette Zlatibor, M2) u
odnosu na ekstrakt ploda duda, dok u ostalim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka
hlorogena kiselina nije detektovana. Koncentracije flavonoida su generalno nadene u nesto nizim
vrednostima, osim rutina koji je kvantifikovan u znacajnoj koli¢ini u ekstraktu ploda duda (73,53
mg/kg) 1 kupine (27,32 mg/kg). Naringen je pronaden u skoro svim uzorcima, osim u dva ekstrakta
ploda maline (M2 i M3), pri ¢emu je najveci sadrzaj kvantifikovan u ekstraktu ploda jagode (22,09
mg/kg). U svim uzorcima plodova gajenih jagodastih vrsta vo¢aka, osim u plodu duda, utvrdeno je i
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prisustvo hrizina (0,65 — 1,88 mg/kg). Prema naSem saznanju, hrizin, naringenin, pinocembrin i
galangin su po prvi put kvantifikovani u ekstraktima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka bas u
ovom istrazivanju. U okviru ovog istrazivanja, sadrzaj cis, trans-apscisinske kiseline utvrden je u svim
plodovima gajenih jagodastih voénih vrsta u opsegu od 0,29 mg/kg u ekstraktu ploda maline sorte
Tulameen do 2,40 mg/kg u ekstraktu ploda zute maline sorte Yellow Meeker.

Plodovi gajenih jagodastih voénih vrsta iz razli¢itih regiona Srbije predstavlja znacajan izvor
razlicitih fitohemikalija, koje imaju razne bioloske aktivnosti. Kofeinska kiselina, koja je pronadena
u svim ekstraktima plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka, je bioloski aktivno jedinjenje poznato
po svojim antioksidativnim, antiinflamatornim, antikarcinogenim, antimikrobnim i stimuliSu¢im
svojstvima proizvodnje kolagena. Kao snazan prirodni antioksidans pospesuje razgradnju lipidnih
peroksida i spreava proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koji su Stetni proizvodi oksidacije
lipida u ¢elijama (Espindola i sar. 2019). Uzorci ploda zute maline (Yellow Meeker) i jagode
karakteriSu se nesto ve¢im sadrzajem p-kumarinske kiseline, u odnosu na plodove analiziranih vrsta
jagodastog voca, koja ima antioksidativna i antiinflamatorna svojstva. Takode, p-kumarinska kiselina
predstavlja inhibitor tirozinaze, a ranijim istrazivanjima je utvrdeno da ima jaca svojstva u inhibiciji
tirozinaze od arbutina i koji¢ne kiseline (Boo 2019). Ova istrazivanja sugeriSu da p-kumarinska
kiselina ima dobar potencijal za koriS¢enje kao aktivni sastojak za posvetljivanje koze u kozmetickim
proizvodima. Uzorak ploda duda se istakao po visokoj koli¢ini hlorogene kiseline, koja ima mnoga
korisna svojstava, poput antibakterijskog, antiinflamatornog, antivirusnog i antioksidativnog dejstva
(Tajik i sar. 2017). Efikasnost naringenina, koji je u visokim koncentracijama detektovan u uzorku
ploda jagode, zasniva se na njegovim antiinflamatornim, antikancerogenim, antioksidativnim
svojstvima, sposobnosti za leCenje kardiovaskularnih bolesti, antivirusnim i imunomodulativnim
efektima (Salehi i sar. 2019). Rezultati odredivanja sadrzaja individualnih polifenola u plodu gajenih
jagodastih vrsta voc¢aka pokazali su da su ovi ekstrakti bogati polifenolnim jedinjenjima, te da
biolosko poreklo i sortna pripadnost imaju znac¢ajan uticaj na sadrzaj pojedinacnih polifenola.

Analiza lista gajenih jagodastih voc¢ih vrsta

U ekstraktima lista gajene maline i kupine, ukupno je kvantifikovano 23 polifenola
uporedivanjem MS spektara i retencionog vremena komercijalnih standarda (Tabela 12). Iako su
ispitivani uzorci listova uglavnom sadrzali iste tipove polifenola, uocene su razlike u koli¢inama
pojedinacnih supstanci izmedu uzoraka lista maline i kupine.
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Tabela 12. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u listu gajene maline i kupine (mg/kg), odredeni primenom
UHPLC-DAD MS/MS.

List maline List maline  List maline  List kupine

Kvantifikovano jedinjenje Willamette Meeker Tulameen Cacanska
(LM1) (LM2) (LM3) bestrna (LK)

Katehin 1691,80¢ 1913,25¢ 1746,89° 739,64 4
Galokatehin 10,18 10,68 ¢ n.d. n.d.
Katehin galat 5,00¢ 1,79% 1,74°% 1,74°%
Galokatehin galat 139,03 ¢ 42,87¢ 36,577 110,51°
Epikatehin 132,97¢ 31,31¢ n.d. 37,36°
Epigalokatehin 15,09 ¢ 5,09° 5,92° 5,12°
Epigalokatehin galat 935,254 417,10¢ 688,05 ° 41,104
Elaginska kiselina 1573,594 2205,14° 1759,75¢ 2875,32¢
5-0-Kofeoilhininska Kiselina 162,86 169,74 ¢ 128,697 22,74¢
p-Hidroksibenzoeva kiselina 63,73¢ 4481 °¢ 56,53° 5,15¢
Gentizinska kiselina 2,04° 1,55¢ 2,67¢ 1,33°¢
Protokatehinska kiselina 29,84 ¢ 28,48¢ 27,86¢ 26,03¢
Kofeinska kiselina 10,38° 8,79¢ 6,704 20,35¢
p-Kumarinska kiselina 21,00¢ 9,24¢ 12,05° 6,06 ¢
Ferulinska Kiselina 189,98 ¢ 180,37 % 176,36° 29,77°¢
Galna kiselina 22,60° 26,08 22,98° 10,64 °¢
Rutin 585,894 419,41° 572,79¢ 157,25¢
Eskulin 26,77° 21,05¢ 15,667 65,62
Naringin 8,57¢ 3,49¢ 5,34° 3,25¢
Miricetin 1,06° n.d. n.d. 1,45¢
Kvercetin 33,54¢ 17,124 24,11¢ 26,75°
Kampferol 7,51° 5,25¢ 8,97¢ 4.81¢

n.d. — nije detektovano. Razli¢ita slova u istom redu oznacavaju znacajnu razliku prema Takijevom (Tukey) testu., p <
0.05. LM1 - list maline (Willamette); LM2 — list maline (Meeker); LM3 — list maline (Tulameen) i LK - list kupine
(Cacanska bestrna)

Elaginska kiselina je bila dominantna fenolna kiselina u ekstraktima listova, sa najvecom
koli¢inom u listu kupine (2875 mg/kg), Sto je saglasno sa prethodno objavljenim rezultatima
(Oszmianski i sar. 2015). U listu kupine sorte Cadanska bestrna pronaden je veéi sadrzaj kofeinske
kiseline (20,35 mg/kg) u poredenju sa ekstraktima lista maline (6,70—-10,38 mg/kg), dok su sadrzaji
5-O-kofeoilhininske kiseline, ferulinske kiseline i p-hidroksibenzoeve kiseline bili veé¢i u uzorcima
lista maline u odnosu na list kupine. Eskulin, derivat kumarina, kvantifikovan je u svim ispitivanim
uzorcima listova gajenih jagodastih voénih vrsta, a najveca koli¢ina pronadena je u uzorku lista
kupine (65,62 mg/kg).

Sto se ti¢e grupe flavonola, u analiziranim uzorcima listova gajenih jagodastih voénih vrsta
kvantifikovani su rutin, kvercetin, miricetin i kampferol. Miricetin je pronaden samo u listu maline
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sorte Willamette i listu kupine sorte Cadanska bestrna, dok su preostala tri flavonola kvantifikovana
u svim ispitivanim uzorcima. Rutin (kvercetin 3-O-(6'-O-ramnozil-glukoza)) je bio najzastupljeniji
flavonol, sa opsegom koncentracije od 157,25 mg/kg u ekstraktu lista kupine sorte Ca¢anska bestrna
do 585,89 mg/kg u listu maline sorte Willamette.

Medu sedam kvantifikovanih flavan-3-ola, najzastupljeniji je bio katehin. Sadrzaj katehina
bio je veéi u listu maline (1691-1913 mg/kg) u poredenju sa sadrzajem u listu kupine (739,64 mg/kg),
Sto je saglasno sa literaturnim podacima (Kobori i sar. 2019). U uzorcima listova nalazile su se
znacajne koli¢ine epigalokatehin galata, sa vrednostima najmanje deset puta ve¢im u listu maline u
odnosu na list kupine. Generalno, ukupan sadrzaj flavan-3-ola bio je primetno veéi u listu maline
sorte Willamette nego u svim ostalim ispitivanim uzorcima listova.

Na osnovu rezultata odredivanja sadrZaja individualnih polifenola u uzorcima lista gajene
maline i1 kupine iz zapadnog dela Srbije, moze se uociti da je list svih sorti maline veoma bogat
elaginskom kiselinom, katehinom, epigalokatehin galatom i rutinom. Elaginska kiselina ima razli¢ita
bioloska svojstva, poput antioksidativnog, antiinflamatornog, antimutagenog, antiproliferativnog,
antifibroti¢nog, antiateroskleroticnog, antialergijskog, antiestrogeno, antimikrobnog, antivirusnog i
antiparazitskog dejstva, kao i pozitivan efektat pri zastiti koZe i zarastanju rana (Sharifi-Rad i sar.
2022). Katehin i njegovi derivati su privukli paznju zbog antibakterijske, antiinflamatorne i
antioksidativne aktivnosti, kao i zbog zastitnog efekta od ateroskleroze. Stavise, zna¢ajan broj studija
je pokazao da katehini takode mogu imati antikarcinogenu aktivnost (Fan i sar. 2017). Ranijim
istrazivanjima je utvrdeno da rutin ima zastitnu ulogu kod srcanih problema, dijabetesa, upala i
razli¢itih mikrobioloskih infekcija (Semwal i sar. 2021). Ferulinska kiselina, koja je kvantifikovana
u svim uzorcima listova, pokazuje Sirok spektar terapeutskih efekata protiv razli¢itih bolesti poput
raka, dijabetesa, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti. Ferulinska kiselina ima i zastitnu
ulogu za glavne strukture koZe: keratinocite, fibroblaste, kolagen i elastin. Ferulinska kiselina je
jedinjenje koje pomaze u neutralizaciji slobodnih radikala, pri ¢emu efikasno uklanja superoksid
anjon radikale i inhibira peroksidaciju lipida, ali takode i inhibira enzime koji katalizuju stvaranje
slobodnih radikala (Zdunska i sar. 2018). Najveca koli¢ina ferulinske kiseline pronadena je u
ekstraktima lista maline, sorti Willamette i Meeker, koji su pokazali najbolju sposobnost u
neutralizaciji superoksid anjon radikala u odnosu na ostale ispitivane uzorke listova. Imajuéi u vidu
da se list maline i kupine koristi za pravljanje ¢ajeva u tradicionalnoj medicini, odredivanje sadrzaja
najzastupljenijih polifenola bilo je od izuzetne vaznosti. Rezultati su pokazali da je list maline i kupine
bogat izvor fenolnih jedinjenja, te da ovaj biljni materijal ima potencijal kao komponenta dijetetskih
suplemenata.

Analiza ploda samoniklih voénih vrsta

U 26 uzoraka plodova samoniklih vrsta vocaka identifikovano je ukupno 20 fenolnih
jedinjenja, 9 fenolnih kiselina i 11 flavonoida. Poredenjem polifenolnih profila utvrdeno je da postoje
znacajne varijacije, kako u sastavu tako i u koncentraciji fenolnih kiselina i flavonoida. Svi rezultati
kvantifikovanih fenolnih jedinjenja u plodu samoniklih vrsta voc¢aka prikazani su kao mg fenolnog
jedinjenja po kg smrznute mase uzorka i predstavljeni su u Tabeli 13. Najzastupljenije fenolne
kiseline, poput 5-O-kofeoilhininske kiseline (hlorogena kiselina), protokatehinske kiseline, i
elaginske kiseline pronadene su u skoro svim ispitivanim uzorcima plodova samoniklih vrsta vo¢aka.
Svi plodovi samoniklih vo¢ih vrsta (izuzev uzorka GL2) sadrzali su naringin, koji se pokazao koristan
za lecenje nekoliko metabolickih poremecaja (Alam i sar. 2014).
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Tabela 13. Sadrzaj fenolnih jedinjenja (mg/kg) u plodu samoniklih voénih vrsta odreden primenom UHPLC-DAD MS/MS.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
701 23,12 nd. 721 1,71 14,16 569 038 nd. nd 221 060 1,39 nd 25541 1430 nd. 050 242 033 0,54 0,63 093 0,10
702 n.d. n.d. 16,25 2,84 3,98 0,56 nd. nd. nd 1,08 036 3,73 nd 19566 28,76 nd. 0,53 299 1,15 0,38 030 0,48 n.d.
Z03 30,21 nd 2575 242 1198 46,77 341 0,72 nd. 286 045 727 nd. 269,70 22,53 nd. 0,66 3,54 038 nd 008 0,12 n.d
7204 30,77 nd. 15,35 2,09 12,31 2536 0,53 nd nd 1222 038 433 nd 32529 10,56 nd. 046 094 056 nd 0,13 020 n.d.
7205 26,08 nd 21,21 328 6,99 15539 238 nd. nd 2,14 nd 434 nd 471,51 33,13 =nd 064 140 193 036 026 0,40 n.d.
706 31,99 nd. 20,03 346 3,13 67,76 2,77 nd. nd. 1,27 028 226 nd. 25326 2335 0,08 089 261 062 nd 031 nd 021
707 n.d. n.d. 15,19 2,51 8,38 1,18 nd. nd =nd 196 0,17 2,68 nd. 187,30 29,39 nd. 025 259 1,52 045 024 042 nd.
DR1 n.d. 6,56 0,83 1,81 nd. 16,17 085 nd. 1,11 088 1517 0,18 n.d. 10,62 1,81 nd. 027 nd 1,16 nd. nd nd 0,09
DR2 n.d. 8,51 1,81 263 0,76 20,50 nd. nd 05 039 2556 0,17 nd. 578 232 nd 027 nd 1,82 nd. 0,13 nd 0,10
DR3 n.d. 5,80 0,73 1,88 034 1479 nd. nd 1,35 0,58 36,52 nd. nd 18,13 3,17 nd 024 nd 1,30 nd. 0,13 nd nd
DR4 n.d. 2,54 091 2,72 298 564 1,25 nd. nd. 035 1593 nd. 299 1,27 1,0l nd. 026 nd 026 nd. 027 059 0,49
DR5 n.d. 1541 3,75 2,70 0,82 20,74 =nd. nd 094 054 8492 nd. nd 2,74 240 nd. 031 nd 096 nd. 0,10 nd 0,09
DR6 nd. 3094 1,31 476 nd. 3837 nd nd 1,74 1,17 27,29 026 nd. 3,03 1,25 nd. 037 nd 129 nd. 0,10 nd nd
DR7 n.d. 13,93 nd. 2,20 nd 444 nd. nd 1,90 1,19 26,07 0,28 n.d. 1,96 0,81 nd. 026 nd 033 nd 0,02 nd nd
DRS8 n.d. 8,15 2,09 334 097 251 nd nd 1,06 033 1891 nd. 245 1,44 2,67 nd. 017 nd 098 nd. 022 nd 027
DRY9 n.d. 18,88 4,20 2,07 1,14 13,67 nd. nd nd 0,68 41,08 028 nd 3,64 384 nd. 029 nd nd nd 033 nd nd
DR10 nd. 111,14 1,40 3,55 0,76 28,60 nd. nd 1,52 0,75 77,73 031 nd. 3,80 1,83 nd. 021 nd 089 nd. 0,15 0,10 0,16
TR1 n.d. n.d. LS5 644 nd. 1,27 nd. 187 nd nd 1,31 025 nd. 52,56 473 nd. 4,16 682 0,04 nd 005 006 n.d
TR2 n.d. n.d. 1,77 5,56 nd. 1,60 0,15 1,67 nd. nd 094 024 nd. 59,02 590 nd 38 7,11 nd nd 001 0,02 nd
TR3 n.d. n.d. 1,43 5,42 n.d. 1,78 nd. 1,67 nd. nd. 0,66 022 nd. n.d. 6,60 009 405 862 nd. nd 0,03 003 nd
TR4 n.d. n.d. 3,02 6,33 nd 2,82 nd. 122 nd. nd 066 022 nd 58,94 7,87 0,09 3,53 743 nd. nd 001 nd nd
TRS n.d. n.d. 1,14 6,67 n.d. n.d. nd. 3,17 nd. nd 1,87 nd. nd. 33,92 3,30 0,07 1,83 6,16 nd. nd. 001 0,01 n.d.
GL1 n.d. n.d. 1,95 624 2,07 23,07 237 466 0,58 095 558 050 nd 16,75 81,17 nd. 035 nd 098 nd. 024 031 1,73
GL2 n.d. n.d. 0,78 3,79 1,56 436 1,35 6,66 nd. 056 249 0,52 nd 3092 7731 006 nd. nd 032 nd 004 0,04 0,59
GL3 12,28 n.d. nd. 14,69 nand. 20,71 061 nd. nd 0,14 063 0,11 329 6654 117,35 nd. 041 2949 391 nd. 006 0,09 025

GL4 n.d. n.d. n.d. 4,84 0,35 9,70 037 nd. nd. nd 031 0,12 0,05 52,66 9516 =nd 039 4386 0,75 nd. nd 0,02 0,11
1 - Arbutin; 2 - Galna kiselina; 3 - Protokatehinska kiselina; 4 - Eskulin; 5 - p-Hidroksibenzoeva kiselina; 6 - 5-O-Kofeoilhininska kiselina; 7 - Kofeinska kiselina; 8 - Vanilinska kiselina; 9 - Siringinska
kiselina; 10 - p-Kumarinska kiselina; 11 - Elaginska kiselina; 12 - Ferulinska kiselina; 13 - Katehin; 14 - Rutin; 15 - Kvercetin 3-O-galaktozid; 16 - Apigenin 7-O-apioglukozid; 17 - Naringin; 18 -
Kampferol 3-O-glukozid; 19 - Florizin; 20 - Luteolin; 21 - Apigenin; 22 - Naringenin; 23 - Kampferol; n.d. - nije detektovano
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Prema literaturnim podacima, 5-O-kofeoilhininska kiselina je najdominantnija
hidroksicimetna kiselina u uzorcima ploda samonikle zove (Osman 7 sar. 2023), $to je u saglasnosti
sa nasim rezultatima, s obzirom da je pronadena u svim ispitivanim ekstraktima ploda zove (ZO) sa
prosecnom vrednoséu od 43,24 mg/kg. Takode, u ispitivanim uzorcima ploda zove detektovane su
znacajne koliCine protokatehinske kiseline, u opsegu koncentracija od 7,21 mg/kg do 25,75 mg/kg,
pri cemu su dobijeni rezultati neSto visi u odnosu na rezultate ispitivanja ploda zove sa porucja
Rumunije (Has i sar. 2023). U pogledu sadrzaja flavonoida, ekstrakti ploda samonikle zove su se
izdvojili na osnovu visoke koncentracije rutina (187,30 — 471,51 mg/kg) u poredenju sa uzorcima
ploda samoniklog drena, crnog trna i gloga. Pored rutina, kvercetin 3-O-galaktozid (hiperozid) je
zastupljen u ekstraktima ploda zove. Sadrzaji detektovanih flavonoida u plodovima samonikle vrste
zove su u saglasnosti sa najnovijim istrazivanjima (Osman i sar. 2023). U plodu zove p-kumarinska
kiselina je pronadena u nesSto viSim koncentracijama u odnosu na ekstrakte ispitivanih plodova
samoniklih voénih vrsta, u opsegu od 1,08 — 2,86 mg/kg.

U ekstraktima ploda drena (DR), najzastupljenije hidroksibenzoeve kiseline su galna kiselina
(2,54 — 111,14 mg/kg) i elaginska kiselina (15,17 — 84,92 mg/kg). Galna kiselina je pronadena samo
u ekstraktima ploda drena, a zabeleZene su i nesto nize koncentracije p-kumarinske kiselina (0,33 -
1,19 mg/kg) u odnosu na ostale ispitivane uzorke plodova samoniklih vrsta voc¢aka. Ekstrakti ploda
drena istakli su se po nesto visem sadrzaju 5-O-kofeoilhininske kiseline, za razliku od uzoraka ploda
crnog trna i gloga, sa prosecnom vrednosc¢u od 16,54 mg/kg. Siringinska kiselina, koja je pronadena
u svim ekstraktima ploda drena, osim CC4 i CC9, privlaci posebnu paznju jer pokazuje svojstva
regulacije nivoa Secera u krvi i dokazano je da inhibira razvoj dijabetske katarakte (Wei i sar. 2012).
Uzorci ploda samoniklog drena se takode karakteriSu i prisustvom rutina, ¢ija je pronadena koli¢ina
neznatno visa u odnosu na koncentracije ostalih detektovanih flavonoida u istim ekstraktima.

Ekstrakti ploda crnog trna (TR) pokazali su karakteristican profil sa manjim brojem fenolnih
kiselina i flavonoida u poredenju sa ekstraktima plodova ispitivanih samoniklih vrsta voc¢aka. Sadrzaj
detektovanih fenolnih kiselina, poput protokatehinske kiseline, 5-O-kofeoilhininske kiseline,
elaginske kiseline i ferulinske kiseline, pronaden je u nesto nizim koncentracijama u odnosu na
ekstrakte ploda zove (ZO). Vazno je napomenuti da je vanilinska kiselina po prvi put identifikovana
u ispitivanim uzorcima ploda crnog trna u opsegu od 1,22 mg/kg do 3,17 mg/kg. Istovremeno, druge
fenolne kiseline, poput galne, p-hidroksibenzoeve i p-kumarinske kiseline nisu detektovane u
ekstraktima ploda crnog trna. Siringinska kiselina takode nije detektovana u plodu crnog trna, sto je
u suprotnosti sa ranije objavljenom studijom (Radovanovié i sar. 2013), u okviru koje je siringinska
kiselina identifikovana u uzorcima ploda samoniklog crnog trna i drena iz jugoistocne Srbije. Rutin,
kao najzastupljeniji flavonoid, pronaden je u svim ispitivanim ekstraktima ploda crnog trna, osim u
uzorku TR3, u opsegu koncentracija 33,92 mg/kg do 59,02 mg/kg. Katehin, luteolin, kampferol i
florizin (izuzetak je uzorak TR1) nisu detektovani u ekstraktima ploda crnog trna. Detektovana
fenolna jedinjenja u plodovima samoniklog crnog trna u okviru naseg ispitivanja su u saglasnosti sa
novim istrazivanjima (Negrean i sar. 2023).

U ekstraktima ploda gloga (GL), kao i u ostalim ispitivanim uzorcima plodova samoniklih
vrsta voéaka, pronadena je znacajna koli¢ina 5-O-kofeoilhininske kiseline (4,36 — 23,07 mg/kg).
Osim u ekstraktima ploda zove, p-kumarinska kiselina je kvantifikovana i u tri uzorka ploda
samoniklog gloga (GL1, GL2 i GL3), dok je siringinska kiselina kvantifikovana samo u uzorku ploda
gloga GL1, u koncentraciji od 0,58 mg/kg. Prisustvo detektovanih polifenola u plodovima gloga je
objavljeno i u ranijim istrazivanjima (Han 7 sar. 2016). Plod gloga GL3 se izvaja od ostalih ekstrakata
polda gloga po nesto vecem sadrzaju arbutina (12,28 mg/kg), eskulina (14,69 mg/kg), rutina (66,54
mg/kg), kvercetin 3-O-galaktozida (117,35 mg/kg) i florizina (3,91 mg/kg).

Istrazivanje polifenolnog profila ploda samonikle zove, drena, crnog trna i gloga sa podrucja
Srbije pokazalo je da su plodovi ovih voénih vrsta bogat izvor razli¢itih fenolnih jedinjenja. Opste je
poznato da se fenolna jedinjenja smatraju bioaktivnim komponentama i imaju razlic¢ita bioloska
svojstva. Eskulin, prirodno jedinjenje poznato po svojstvima zastite od sunca, antioksidativnim i
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antitumorskim svojstvima (Lee i sar. 2007), pronadeno je u svim ispitivanim uzorcima plodova
samoniklih vrsta vo¢aka u koncentracijama koje variraju od 1,71 mg/kg u plodu zove (ZO1) do 14,69
mg/kg u gloga (GL3). U naSem istrazivanju, po prvi put je utvrdeno prisustvo arbutina u plodu
samonikle zove u opsegu koncentracija 23,12 — 31,99 mg/kg. Arbutin, kao inhibitor tirozinaze, Siroko
se koristi u kozmetickim proizvodima kao sredstvo za smanjenje hiperpigmentacije koze (Boo 2021).
Medutim, ekstrakti ploda zove nisu pokazali visoke antioksidativne vrednosti inhibicije tirozinaze
(AT), za razliku od ekstrakata ploda samoniklog gloga i drena. Takvi rezultati mogu se objasniti
¢injenicom da su, pored arbutina, drugi polifenoli poznati kao inhibitori tirozinaze, poput elaginske i
vanilinske kiseline, prisutni u ve¢im koli¢inama u plodu drena, doprineli visokoj vrednosti inhibicije
tirozinaze ekstrakata ploda drena. Hlorogena kiselina, koja ima mnoga korisna svojstava, poput
antibakterijskog, antiinflamatornog, antivirusnog i antioksidativnog (Tajik i sar. 2017),
kvantifikovana je u znacajnim koli¢inama u svim ekstraktima plodova samoniklih vrsta voc¢aka, osim
u uzorku crnog trna TRS. Takode, u svim analiziranim uzorcima polodova samoniklih vrsta vo¢aka
utvrdeno je prisustvo kvercetin 3-O-galaktozida (hiperozida) koji ima antiinflamatorno, antivirusno i
antioksidativno dejstvo (Ren i sar. 2023). Varijacije u sadrzaju kvantifikovanih fenolnih kiselina i
flavonoida u razliitim vrstama samoniklog vocéa (zova, dren, crni trn, glog) potvrduju uticaj
bioloskog porekla na polifenolni profil ploda samoniklih voénih vrsta. Imaju¢i u vidu da su u
ekstraktima ispitivanih plodova samoniklih vrsta vo¢aka kvantifikovana i fenolna jedinjenja koja
pokazuju svojstva regulacije nivoa Secera u krvi, ovi ekstrakti bi se potencijalno mogli koristiti kao
suplementi i dodaci ishrani.

4.1.4. Rezultati analize glavnih komponenata primenjene na sadrzaj fenolnih jedinjenja i
vrednosti antioksidativnih testova odredenih u plodu samoniklih voénih vrsta

Multivarijantna statisticka analiza omogucéava grupisanje uzoraka prema sadrzaju
pojedinacnih flavonoida i fenolnih kiselina i drugih neflavonoidnih jedinjenjima. Grafik skorova
prikazuje trendove, grupisanja i spoljne vrednosti. U ovom radu, PCA (analiza glavnih komponenata)
je primenjena na sadrzaj 23 fenolna jedinjenja i antioksidativne testove u cilju utvrdivanja
sli¢nosti/razlika izmedu ispitivanih uzoraka plodova samoniklih vo¢nih vrsta. Rezultati PCA ukazuju
da model koji ukljucuje prvih 7 glavnih komponenata (PC1 — PC7) objaSnjava 84,37% ukupne
varijabilnosti medu podacima (PC1, PC2, PC3, PC4, PCS5, PC6 i PC7 doprinose sa 29,44%; 16,35%;
13,81%; 8,54%; 7,45%; 5,29% 1 3,49%, redom). Grafici skorova i varijabli za prve tri glavne
komponente prikazani su na Slici 22. Na osnovu grafika skorova (Slika 22Aa, 22Ba i 22Ca) uoceno
je klasifikovanje uzoraka plodova samoniklih vrsta voc¢aka u Cetiri odvojene grupe. Na osnovu grafika
varijabli, bilo je moguce delimi¢no izraziti uticaj originalnih promenljivih na odvajanje izmedu
uzoraka. Uzorci ploda zove (ZO) formiraju odvojenu grupu duz PC1 zahvaljujuéi karakteristicnom
polifenolnom profilu u poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima. Plodovi zove (ZO) su se izdvojili
na osnovu veceg sadrzaja nekoliko fenolnih kiselina, poput protokatehinske, p-hidroksibenzoeva, p-
kumarinske i ferulinske kiselina (jedinjenja 3, 5, 10 i 12) i znacajno veceg sadrzaja rutina (14) (Slika
22Ab, 22Bb i 22Cb). Galna, siringinska i elaginska kiselina (jedinjenja 2,9 i 11), kao i antitirozinazna
aktivnost (AT), su vazne varijable za odvajanje ploda drena (DR) duz PC2. Na kraju, grafik skorova
(Slika 22Ca) pokazao je odvajanje uzoraka gloga (GL) i crnog trna (TR) duz PC3 ose. Uzorci gloga
(GL) su pokazali znacajno ve¢i sadrzaj kvercetin 3-O-galaktozida (jedinjenje 15) u poredenju sa
ostalim uzorcima samoniklih plodova, dok su uzorci ploda crnog trna (TR) imali najvisu sposobnost
u neutralizaciji DPPH radikala, najvecu koncentraciju ukupnih polifenola (TPC) i naringina
(jedinjenje 17). Na osnovu rezultata PCA analize nije utvrdeno da postoji veza izmedu sadrzaja
polifenola i antioksidativnog kapaciteta ispitivanih uzoraka i njihovog geografskog porekla.
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Slika 22. Analiza glavnih komponenata: (a) Grafik skorova prve tri glavne komponente dobijen za
polifenolni profil i vrednosti antioksidativnih testova u uzorcima plodova samoniklih voénih vrsta
(zova ZO, dren DR, cmi trn TR i glog GL); (b) uzajamne projekcije koeficijenata latentnih varijabli
— brojevi na grafiku varijabli odgovaraju detektovanim fenolnim jedinjenjima navedenim u Tabeli

13.
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4.1.5. Sadrzaj slobodne i ukupne elaginske Kiseline u plodu gajenih vo¢nih vrsta

U plodu gajenih jagodastih voénih vrsta, slobodna i ukupna elaginska kiselina su
identifikovane i kvantifikovane primenom HPLC/UV-Vis tehnike. U cilju odredivanja sadrzaj
ukupne elaginske kiseline primenjena je kisela hidroliza, koja omogucava oslobadanje elaginske
kiseline iz polimernih struktura (elagitanina), ¢ine¢i je dostupnom za analizu i kvantifikaciju.
Rezultati sadrzaja slobodne i ukupne elaginske kiseline izrazeni su kao mg/kg smrznutog uzorka
ploda.

Koli¢ine slobodne i ukupne elaginske kiseline u metanolnim i acetonskim ekstraktima
plodova gajenih jagodastih vrsta voc¢aka prikazane su u Tabeli 14. 1z prikazanih rezultata, moze se
videti da je razlika izmedu sadrzaja slobodne i ukupne elaginske kiseline u svim ispitivanim uzorcima
plodova evidentna, $to je u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u literaturi (Golovinskaia i Wang
2021). Osim toga, naSe istrazivanje jasno pokazuje uticaj ekstrakcionog sredstva na sadrzaj ukupne
elaginske kiseline, pri ¢emu je ova statisticki znacajna razlika potvrdena primenom uporednog ¢ -
testa sa ¢ vrednoscu 3,158 (fuiticno = 2,306, p < 0,05). U svim analiziranim slucajevima, sadrzaj
elaginske kiseline bio je znacajno veéi u acetonskom ekstraktu nego u metanolnom, $to se moze videti
na prikazanom hromatogramu (Slika 23). Za sadrzaj slobodne elaginske kiseline nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (¢ = 0,639).

Tabela 14. Sadrzaj slobodne i ukupne elaginske kiseline u plodu gajenih jagodastih voénih vrsta

(mg/kg).
Slobodna elaginska kiselina Ukupna elaginska Kkiselina
Metanolni Acetonski Metanolni Acetonski
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt
Malina
Willamette (Arilje) 541+0,13 13,40 £ 0,52 339,03 + 3,04 677,13 £ 2,82
Willamette (Zlatibor) n.d. n.d. 221,78 £2,43 265,44 + 5,41
Willamette (Valjevo) 21,09+ 1,22 19,04 +£ 0,23 390,33 £2,72 849,59 + 5,83
Meeker 8,32 +£0,21 17,23 £ 0,63 417,72+£531  1817,41 £19,20
Yellow Meeker 5,24 +£0,37 31,87+ 1,61 998,64+ 11,44 1459,23 + 16,14
Tulameen n.d. n.d. 128,60 + 1,41 396,24 + 13,81
Kupina
Cadanska bestrna 44,34 + 0,68 18,44 + 0,60 602,91 £2,14  1185,74+ 17,12
Dud
Morus nigra n.d. n.d. n.d. n.d.
Jagoda
Clery 36,04 + 2,51 56,04 + 1,02 217,64 £ 1,42 549,03 + 7,21

n.d. — nije detektovano
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Slika 23. Hromatogram ukupne elaginske kiseline u ekstraktu ploda maline sorte Meeker.

Znacajno nizi prinos dobijen sa metanolom kao ekstrakcionim sredstvom moze se pripisati
manjoj rastvorljivosti elagitanina u ovom rastvaracu. U acetonskim ekstraktima plodova gajenih
jagodastih vrsta vocaka, koli¢ina slobodne elaginske kiseline kretala se od 13,40 mg/kg (u plodu
maline sorte Willamette, Arilje) do 56,04 mg/kg smrznute mase (u plodu jagode sorte Clery) i ovi
rezultati su uporedivi sa podacima koji su prikazani u literaturi (Williams i sar. 2016). Najveci sadrzaj
ukupne elaginske kiseline pronaden je u acetonskom ekstraktu ploda maline sorte Meeker (1817,41
mg/kg smrznute mase), zatim Yellow Meeker (1459,23 mg/kg smrznute mase) i plodu kupine sorte
Cacanska bestrna (1185,74 mg/kg smrznute mase). U ekstraktu ploda duda nije detektovana elaginska
kiselina ni u jednom obliku. Kada se uporede nase vrednosti sa vrednostima objavljenim za ukupnu
elaginsku kiselinu pronadene u plodu maline, kupine i jagode sa podrucja Hrvatske, moZe se primetiti
nesto veci sadrzaj ukupne elaginske kiseline u naSim uzorcima (Komorsky-Lovri¢ i Novak 2011).
Yang i saradnici (Yang i sar. 2020) su istrazivali sadrZaj elaginske kiseline u zrelim plodovima
razlicitih sorti malina i utvrdili da je sadrzaj slobodne elaginske kiseline bio u rasponu od 12,2 mg/kg
do 27,4 mg/kg smrznute mase uzorka, a sadrzaj ukupne elaginske kiseline iznosio je 526,4 — 619,1
mg/kg smrznute mase, $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima za metanolne ekstrakte. U istom
istrazivanju, slobodna elaginska kiselina kvantifikovana je u plodu maline sorte Tulameen, Sto nije u
saglasnosti sa naSim rezultatima. Sa druge strane, kvantifikovana kolic¢ina ukupne elaginske kiseline
za zreli plod maline sorte Tulameen bila je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Mari¢ i saradnici
(Mari¢ i sar. 2022) ispitivali su slobodnu i ukupnu elaginsku kiselinu u etanolnim ekstraktima semena
malina (sorte Willamette i Meeker) sa podrucja Srbije (Kraljevo). Sadrzaj slobodne elaginske kiseline
u uzorcima varirao je od 430,5 mg/kg u ekstraktu ploda maline sorte Willamette do 467,6 mg/kg u
ekstraktu ploda maline sorte Meeker. Koli¢ina ukupne elaginske kiseline bila je najveca u plodu
maline sorte Meeker (9044,4 mg/kg), a nesto nizi sadrzaj je pronaden u plodu maline sorte Willamette
(8591,1 mg/kg). U pomenutom istraZivanju je potvrdeno da se elaginska kiselina najéescée nalazi u
semenkama malina (Mari¢ i sar. 2022). Sadrzaj elaginske kiseline bio je znacajno veéi u
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hidrolizovanim ekstraktima plodova jagodastih vrsta vo¢aka u poredenju sa etanolnim ekstraktima,
Sto sugeriSe da je vecina elaginske kiseline u plodu ispitivanih vo¢nih vrsta prisutna u vezanom obliku
(Mari¢ i sar. 2022). Ovo zapaZanje je potpuno u skladu sa nasim rezultatima.

Ispitivani uzorci plodova gajenih jagodastih voénih vrsta iz razli¢itih regiona Srbije su, prema
rezultatima naSeg istrazivanja, bogat izvor elaginske kiseline i elagitanina. Medu ispitivanim sortama
maline, prema sadrzaju slobodne elaginske kiseline, istakla se sorta Yellow Meeker, dok se prema
sadrzaju ukupne elaginske kiseline izdvojila sorta Meeker. Rezultati ovog ispitivanja mogu biti
smernice za odabir odgovaraju¢ih sorti malina koje ¢e se uzgajati u Srbiji i slicnim klimatskim
podru¢jima.

4.1.6. Antocijanini u plodu gajenih i samoniklih voénih vrsta

Antocijanini predstavljaju podklasu flavanoida koji su veoma zastupljeni u razli¢itim vrstama
voca, koji plodu daju karakteristénu crvenu, plavu ili ljubicastu boju. Za odredivanje antocijanina iz
biljnog materijala, najcesce se koriste spektroskopske i hromatografske metode. U okviru ovog rada,
utvrden je sadrzaj ukupnih antocijanina u 9 uzoraka plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka i 26
uzoraka plodova samoniklih vrsta vocaka primenom UV-Vis spektrofotometrije. Takode, za
ispitivanje profila antocijanina, odabran je po jedan reprezentativan uzorak ploda svake vrste gajenog
i samoniklog voca i analiza je uradena primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije i
UHPLC-LTQ OrbiTrap XL masene spektrometrije. Ove metode Cesto se koriste za analizu
bioaktivnih jedinjenja uzoraka razli¢itih voénih vrsta, kao i za kontrolu kvaliteta i autenti¢nosti
njihovih proizvoda. Za analizu antocijanina kori$¢eni su prethodno pripremljeni metanolni ekstrakti
plodova vo¢énih vrsta.

Sadrzaj ukupnih antocijanina u plodu gajenih jagodastih i samoniklih vo¢nih vrsta

U plodu gajenih jagodastih voénih vrsta, sadrzaj ukupnih antocijanina (TAC) odreden je u
ispitivanim ekstraktima za svaku ekstracionu metodu. Evidentna razlika izmedu dva ekstrakciona
rastvaraca prikazana je na Slici 24, pri ¢emu je ova statisticka razlika potvrdena koriS¢enjem
uporednog ¢ - testa, gde dobijena ¢ vrednost iznosi 3,478 (tritizno = 2,306, P < 0,05). Koncentracija
ukupnih antocijanina u analiziranim ekstraktima plodova gajenih jagodastih i samoniklih vo¢énih vrsta
izrazena je kao mg ekvivalenta cijanidin 3-O-glukozida po gramu smrznute mase uzorka (mg cij 3-

glu/g).

Na osnovu prikazanih rezultata (Slika 24), moZe se zakljuciti da je metanol pokazao vecu
efikasnost u ekstrakciji ukupnih antocijanina u poredenju sa acetonom. TAC u metanolnim
ekstraktima kretao se od 0,05 mg cij 3-glu/g smrznute mase u plodu zute maline (Yellow Mekeer) do
0,97 mg cij 3-glu/g smrznute mase u plodu kupine (Caganska bestrna). Kada je re¢ o uzorcima ploda
maline, koli¢ina ukupnih antocijanina odredena u okviru ovog istrazivanja poklapa se sa rezultatima
koje su objavili Lebedev i saradnici (Lebedev i sar. 2022). U metanolnim ekstraktima ploda maline
sorte Willamette sa podrucja Valjeva i Zlatibora detektovane su najvece koli¢ine ukupnih
antocijanina, 0,89 1 0,85 mg cij 3-glu/g smrznute mase uzorka, dok su acetonski ekstrakti ploda maline
sorte Meeker sadrzali najmanje koli¢ine antocijanina. Niske TAC vrednosti u ekstraktima ploda Zute
maline Yellow Meeker (0,02 i 0,05 mg cij 3-glu/g smrznute mase) bile su ocekivane s obzirom da je
plod ove sorte maline zute boje i u saglasnosti su analizom drugih sorti zutih malina (Lamichhane i
sar. 2023). Vrednosti TAC odredene za uzorke ploda kupine i jagode su sli¢ne literaturnim TAC
vrednostima (Simonovic i sar. 2019). Medutim, sadrzaj ukupnih antocijanina utvrden u ekstraktu
ploda duda je nizi u poredenju sa podacima iz literature (Nati¢ i sar. 2015).
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Slika 24. Sadrzaj ukupnih antocijanina u plodu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta.

Medu ispitivanim uzorcima plodova samoniklih vrsta vo¢aka zapaza se da najvecu kolicinu
ukupnih antocijanina imaju plodovi zove, ¢iji sadrzaj je varirao od 3,42 mg do 9,43 mg cij 3-glu/g
smrznute mase, dok su se ekstrakti ploda gloga pokazali kao najsiromasniji izvor ukupnih
antocijanina sa prosecnom vrednoséu od 0,12 mg cij 3-glu/g smrznute mase (Slika 25). U poredenju
sa ranijim istrazivanjima, uzorci ploda zove i gloga sadrzali su sli¢ne koli¢ine ukupnih antocijanina
(Ceslova i sar. 2023). Proseéna vrednosti TAC dobijena za uzorke ploda crnog trna (0,95 mg cij 3-
glu/g smrznute mase) je neznatno veca u odnosu na rezultate koje su objavili Ozzengin i saradnici
(Ozzengin i sar. 2023). U plodu drena sadrzaj ukupnih antocijanina je bio od 0,10 mg do 1,46 mg cij
3-glu/g smrznute mase. Ove vrednosti su u skladu sa literaturnim podacima zabeleZenim za uzorke
ploda drena prikupljene u razli¢itim regionima Bosne i Hercegovine (Skender i sar. 2022), ali su nize
od rezultata dobijenih za uzorke ploda drena iz Poljske (Szot i sar. 2019). Ova zapazanja se mogu
objasniti ¢injenicom da varijacije u vrednostima ukupnih antocijanina mogu biti rezultat razli¢itog
geografskog porekla uzoraka, kao i razli¢itog genotipa biljke.
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Slika 25. Graficki prikaz sadrzaja ukupnih antocijanina u plodu samoniklih voénih vrsta (zova —
Z0, dren — DR, crni trn — TR i glog — GL).

Odredivanje antocijanina u plodu gajenih jagodastih i samoniklih voénih vrsta primenom tankoslojne
hromatografije

HPTLC predstavlja hromatografsku tehniku koja se Cesto koristi za preliminarno ispitivanje
kompleksnih uzoraka, kao $to je biljni materijal. Ova tehnika pruza brze i pouzdane rezultate koji
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dalje mogu biti koriS¢eni za detaljnije analize. Za hromatografsko razdvajanje antocijanina koris¢ene
su tri razliCite stacionarne faze (celuloza, silika gel 1 oktadecil-modifikovan silika gel) i nekoliko
razlicitih trokomponentnih i ¢etvorokomponentih smesa rastvaraca kao mobilne faze. Izvedeni su
brojni eksperimenti kako bi se odredio najoptimalniji sistem rastvaraca i stacionarne faze, a
primenjeni hromatografski sistemi su prikazani u Tabeli 15.

Tabela 15. Karakteristike hromatografskih sistema koriS¢enih pri razdvajanju antocijanina u
ispitivanim uzorcima plodova gajenih jagodastih i samoniklih voénih vrsta.

Sistem  Stacionarna faza Mobilna Faza
I Celuloza n-Butanol - sir¢etna kiselina - voda (4:1:5; v/v/v)

II Celuloza HCI (cc) - mravlja kiselina - voda (24:25:51; v/v/v)

111 Celuloza n-Propanol - voda - siréetna kiselina (4:2:1; v/v/v)

v Celuloza Aceton - HCI - voda (121:21:57; v/v/v)

v Celuloza Mravlja kiselina - HCI - voda (6:1:5; v/v/v)

VI Celuloza Etil-acetat - siretna kiselia - voda (3:1:1; v/v/v)

VIL Celuloza Siréetna kiselia - HCI - voda (15:3:82; v/v/v)

VIII Celuloza Etil-acetat - piridin - voda (15:7:5; v/v/v)

IX Silika gel n-Butanol - sir¢etna kiselina - voda (4:1:2; v/v/v)

X Silika gel Etil-acetat - izopropanol - voda (65:25:10; v/v/v)

XI Silika gel Etil-acetat - toluen - voda - mravlja kiselina (10:3:0,8:1,1; v/v/v/v)
XII Silika gel Etil-acetat - butanon - voda - mravlja kiselina (7:3:0,8:1,2; v/v/v/v)
XIII Silika gel Etil-acetat - aceton - voda - mravlja kiselina (7:3:0,8:1,2; v/v/v/v)
XIV Silika gel Etil-acetat - acetonitril - voda - mravlja kiselina (7:3:0,8:1,2; v/v/v/v)
XV Silika gel Etil-acetat - siréetna kiselina - mravlja kiselina - voda (110:11:11:25; v/v/v/v)
XVI Silika gel Etil-acetat - acetonitril - mravlja kiselina - voda (5:3:1:1; v/v/v/v)
XVII Silika gel Etil-acetat - butanon - mravlja kiselina - voda (5:3:1:1; v/v/v/v)

XVIII Silika gel Etil-acetat - n-popanol - mravlja kiselina - voda (8,5:8,5:2:3; v/v/v/v)
XIX Silika gel n-Propanol - mravlja kiselina - voda (17:2:3; v/v/v)
XX Silika gel Benzen - etil-acetat (17:1; v/v)
XXI Silika gel Hloroform - mravlja kiselina - sir¢etna kiselia (9:1:1; v/v/v)
XXII Silika gel Etil-acetat - mravlja kiselina - voda (17:2:5; v/v/v)
XXIII Silika gel n-Butanol - sir¢etna kiselina - voda (4:1:5; v/v/v)
XXV Silika gel Etil-acetat - mravlja kiselina - voda (17:2:3; v/v/v)
XXV Silika gel Izopropanol - mravlja kiselina - voda (17:2:3; v/v/v)
XXVI Silika gel Izopropanol - aceton - voda (70:10:20; v/v/v)
XXVII Silika gel Etil-acetat - butanon - mravlja kiselina-2M HCI (65:10:6:9; v/v/v/v)
XXVIII Silika gel Etil-acetat - voda - mravlja kiselina - HCI (85:8:6:1; v/v/v/v)
XXIX Silika gel Etil-acetat - mravlja kiselina - voda (17:2:5; v/v/v)
XXX RP-18 Metanol - voda - TFA (4:6:0,5; v/v/v)
XXXI RP-18 Metanol - voda - mravlja kiselina (40:60: 2; v/v/v)
XXXII RP-18 Voda - n-propanol - mravlja kiselina (10:8:0,2; v/v/v)
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U prvoj fazi optimizacije hromatografskog sistema za razdvajanje antocijanina, na
komercijalno dostupne ploCe za tankoslojnu hromatografiju, ekstrakti plodova gajenih jagodastih
vrsta vocaka su nanoSeni ru¢no pomocu kapilara u vidu tackastih traka. Prvobitno, razdvajanje
antocijanina ispitano je na celulozi primenom osam razli¢itih kombinacija mobilnih faza (Tabela 15).
Vizuelnim pregledom hromatograma uoceno je da celuloza nije pogodan sorbent za proucavanje
profila antocijanina u ekstraktima plodova gajenih jagodastih vo¢nih vrsta, s obzirom da je u vecini
sistema primeceno nepravilno kretanje mobilne faze, kao i zadrzavanje antocijanina u blizini pocetnih
zona.

U cilju dalje optimizacije hromatografskog ispitivanja antocijaninskog profila, primenjen je
silika gel 60 F2s4 kao stacionarna faza, uz kori$¢enje 21 mobilne faze (Tabela 15). Ipak, najveci broj
primenjenih smesa rastvaraca nije doveo do zadovoljavajué¢eg odvajanja antocijanina u ekstraktima
plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka. U nekim slucajevima, zone antocijanina su se kretale sa
frontom rastvaraca, dok u drugim sistemima zone nisu bile dovoljno jasno definisane. Primenom
trokomponetne smese rastvaraca n-butanol — sir€etna kiselina — voda (4:1:5; v/v/v), uoceno je nesto
bolje razdvajanje pojedinih zona antocijanina. Takode, kao zadovoljavaju¢e mobilne faze za
razdvajanje antocijanina u uzorcima plodova jagodastih vrsta gajenog voca pokazale su se pojedine
cetvorokomponentne smese rastvaraca, ukljucujudi etil-acetat — aceton — voda — mravlja kiselina
(7:3:0,8:1,2; v/v/v/v) i etil-acetat — acetonitril — voda — mravlja kiselina (7:3:0,8:1,2; v/v/v/v). Jasno
razdvajanje zona antocijanina postignuto je primenom smese rastvaraca etil-acetat — siréetna kiselina
— mravlja kiselina — voda (110:11:11:25; v/v/v/v). Slicno je dobijeno i primenom mobilne faze koja
se sastojala od smese etil-acetat — acetonitril — mravlja kiselina — voda (5:3:1:1; v/v/v/v), gde su zone
antocijanina bile jos jasnije definisane.

Zadovoljavaju¢e odvajanje antocijanina je postignuto i na oktadecil-modifikovanom silika
gelu (RP-18) primenom trokomponentne smese rastvaraca metanol — voda — trifluorsircetna kiselina
(4:6:0,5; v/v/v). U ostalim hromatogramskim sistemima na RP-18 silika gelu, odvajanje zona nije
bilo zadovoljavajuce.

U sledecoj fazi optimizacije, nanosenje uzoraka je vrSeno automatski pomoéu CAMAG
Linomat 5, pri ¢emu su koris¢ene razli¢ite zapremine ekstrakata (5 — 20 pL), da bi se utvrdilo koje
koli¢ine ekstrakata su optimalnije kako bi se dobile jasno vidljive zone antocijanina. Najizrazenije
zone primecene su pri nanoSenju 10 pL ekstrakata ploda gajenih jagodastih vrsta vocaka.

Na osnovu dobijenih hromatograma, najbolje razdvajanje antocijanina iz ispitivanih
ekstrakata plodova postignuto je primenom stacionarne faze silika gel i mobilne faze koju ¢ini smesa
rastvaraca etil-acetat — sircetna kiselina — mravlja kiselina — voda (110:11:11:25; v/v/v/v), (Sistem
XV, Tabela 15). U cilju poboljsanja medusobnog odvajanja antocijanina i boljeg definisanja zona
izvrSena je modifikacija ovog hromatografskog sistema, odnosno promenjen je zapreminski udeo
siréetne i mravlje kiseline. U prvom slucaju mobilna faza je bila smesa etil-acetat — siréetna kiselina
—mravlja kiselina—voda (110:20:11:25; v/v/v/v), dok je u drugom slucaju koris¢ena smese etil-acetat
— siréetna kiselina — mravlja kiselina — voda (110:11:20:25; v/v/v/v). Oba modifikovana
hromatografska sistema su pokazala bolje rezultate u odnosu na Sistem XV (Tabela 15), pri cemu se
sistem sa cetvorokomponentnom smeSom rastvaraca EtOAc — CH3COOH - HCOOH - H>O
(110:11:20:25; v/v/v/v) pokazao kao najpogodniji za hromatografsko odvajanje antocijanina iz ploda
gajenih jagodastih voénih vrsti, zbog boljeg i jasnijeg razdvajanja zona. Na Slici 26a i 26b prikazani
su dobijeni hromatogrami, pri ¢emu su ekstrakti ispitivanih uzoraka nanoseni slede¢im redosledom:
(1) jagoda, (2) kupina, (3) malina i (4) dud.
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Slika 26. Hromatogrami antocijaninskih profila ploda gajenih jagodastih vo¢nih vrsta dobijeni
primenom sledeéih sistema: (a) EtOAc — CH3COOH — HCOOH — H»O (110:20:11:25; v/v/v/v) na
silika gelu 60 F2s4; (b) EtOAc — CH3COOH — HCOOH - H>O (110:11:20:25; v/v/v/v) na silika gelu

60 F2s4 1 (b) EtOAc — CH3COOH — HCOOH — H>0 (110:11:20:25; v/v/v/v) na HPTLC silika gel 60
Fasa.

Nakon odabira optimalnog sistema, analiza antocijanina izvrSena je na ploCama visoke
rezolucije (HPTLC silika gel 60 F2s4). Primenjenja mobilna faza je delimi¢no modifikovana u odnosu
na mobilnu fazu kori§¢enu u ispitivanju antocijaninskog profila acai ploda (Rumalla i sar. 2012).
Hromatogram dobijen primenom ovog sistema prikazan je na Slici 26¢. Hromatogram pokazuje jasno
izrazene i definisane zone antocijanina, koje se razlikuju po intezitetu boje.

Vizuelnim uporedivanjem hromatograma (Slika 26c¢) uocCene su slicnosti i razlike u
antocijaninskim profilima u plodovima razli¢itih vrsta gajenog jagodastog voca, koje se manifestuju
kroz prisustvo ili odstustvo zona u analiziranim uzorcima. U nedostatku standarda nije bilo moguce
uraditi tacnu identifikaciju 1 kvantifikaciju, ali na osnovu razlicitih inteziteta boja zona bilo je moguce
odrediti antocijaninski profil u ispitivanim uzorcima. Da bi se uporedili antocijaninski profili ploda
razli¢itih vrsta gajenog jagodastog voca odredeni su retardacioni faktori (Rr vrednosti), koji
predstavljaju odnos predenog puta, analita od polazne tacke do tezista hromatografske zone, i puta
rastvaraca, od polazne tacke do fronta rastvaraca (Tabela 16). Na osnovu dobijenih rezultata (Rr
vrednost i inteziteta boja), mozemo zakljuciti da ekstrakti ploda kupine, maline i duda najverovatnije
sadrze isti antocijanin na Rr = 0,56. Takode, na osnovu hromatograma, moze se videti da uzorak
ploda duda ima najintezivnije roze-ljubiCaste zone (traka 4), §to ukazuje da ovaj ekstrakt sadrzi
najvecu koli¢inu pojedina¢nih antocijanina od svih ispitivanih uzoraka. U plodu jagode (traka 1) i
kupine (traka 2) primecuje se prisustvo samo jedne zone, pri cemu je zona u ekstraktu ploda jagode
narandzasto-crvene boje i ima najslabiji intezitet. Rezultati naseg istrazivanja za uzorke plodova
gajenih jagodastih vrsta vocaka su u saglasnosti sa literaturnim podacima (David i sar. 2014,
Rollando i sar. 2019).

Tabela 16. Izracunate Rr vrednosti antocijanina u plodu gajenih jagodastih voénih vrsta.

Uzorci Ry

1. Jagoda Rr1=0,6986

2. Kupina Rr1=0,5616

3. Malina Rr1 =0,2877; Rr2=0,5616
4. Dud Rr1=0,4109; Rp2 = 0,5643

Najefikasnije razdvajanje antocijanina u plodu samoniklih vo¢ih vrsta postignuto je primenom
istog sistema kao kod ekstrakata plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka (stacionarna faza - HPTLC
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silika gel 60 F2s4 i mobilna faza - EtOAc — CH3COOH — HCOOH — H>O (110:11:20:25; v/v/v/v)).
Dobijeni hromatogram prikazan je na Slici 27, a izraCunate Rr vrednosti predstavljene su u Tabeli
17. Na osnovu analize hromatograma, moze se zapaziti da plod zove (traka 1) ima tri najintezivnije
zone koje su roze-ljubicaste boje, za kojim sledi plod drena (traka 2) i crnog trna (traka 4) sa istim
brojem zona. U plodu gloga uocCena je samo jedna zona antocijanina (traka 3), a njen slab intezitet
boje ukazuje da plodovi gloga nisu bogat izvor antocijanina, sto je potvrdeno i niskim sadrzajem
ukupnih antocijanina (Slika 25). Na osnovu Rr vrednosti ekstrakata ploda drena i gloga mozemo
pretpostaviti da ovi uzorci sadrze isti antocijanin (Rr = 0,48). Takode, na osnovu visokog sadrzaja
ukupnih antocijanina u plodu zove i karakteristikama antocijaninskog profila dobijenog primenom
HPTLC tehnike, moZze se zakljuciti da je plod zove bogat antocijaninima, $to je ocekivano s obzirom
na njihovu intezivnu tamno ljubicastu boju.

1 2 3 4

Slika 27. Profil antocijanina u plodu samoniklih voénih vrsta primenom mobilne faze EtOAc —
CH3COOH — HCOOH — H20 (110:11:20:25; v/v/v/v) na HPTLC silika gel 60 Fasa.

Tabela 17. Izracunate Rr vrednosti antocijanina u plodu samoniklih voénih vrsta.

Uzorci Rr

1. Zova Rr1 =0,1408; Rr2 = 0,3380; Rr3 = 0,5493
2. Dren Rr1 =0,3662: Rp2 = 0,4789; Rr3 = 0,5634
3. Glog Rr1=0,4788

4. Crni trn Rr1=0,4048; Rr2 =0,4930; Rr3 = 0,6056

Odredivanje antocijanina u plodu gajenih jagodastih i samoniklih voc¢nih vrsta primenom UHPLC-
LTQ OrbiTrap XL

U okviru dalje analize antocijanina u uzorcima plodova gajenih i samoniklih vo¢nih vrsta,
identifikacija je uradena primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL tehnike u pozitivnom rezimu
jonizacije. Identifikacija antocijanina izvriena je na osnovu M" molekulskih jona i poredenjem
njihovih fragmenata sa prethodno objavljenim literaturnim podacima.

U metanolnim ekstraktima plodova gajenih jagodastih vrsta voc¢aka identifikovani su derivati
tri antocijanidina, cijanidina (m/z 287), delfinidina (m/z 303) i pelargonidina (m/z 271), dok prisustvo
aglikonskih oblika antocinajina nije utvrdeno. U Tabeli 18 su prikazani podaci o identifikovanim
antocijaninima: retenciono vreme (tz), molekulska formula, tacna masa, izraCunata masa, odstupanje
od taéne mase (A mDa), MS/MS fragmenti i naziv identifikovanih jedinjenja. Ukupno je
identifikovano 18 antocijanina u ekstraktima ploda maline, kupine, duda i jagode sa tacnoS¢u mase
do 5 mDa, pri ¢emu su cijanidin 3-O-heksozid i delfinidin 3-O-heksozid pronadeni u sva cetiri
ispitivana uzorka.
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Tabela 18. Identifikovani antocijanini u plodu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta u pozitivnom rezimu jonizacije primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL

analize.
Redl.li tlf, Tacna . Molekulska IzraéunatJra A MS/MS _ Identifikovana jedinjenja . Uzorci Ploda} gajenih .
broj min masa,M formula masa, M© mDa fragmenti jagodastih voénih vrsta
Derivati cijanidina
1 529 757,21454 CssHaO2"  757,21857 4,03 611, 449, 287 Cijanidin 3-O-heks-heks-ram M
2 531 611,15674 CxyH31016"  611,16066 3,92 449,287 Cijanidin 3-O-heks-heks M, K, D
3 5,43 581,14795 CyHxoOis" 581,15065 2,70 419,287 Cijanidin 3-O-pent-heks M, K
4 547 595,16229 CyH31015°  595,16575 3,46 449,287 Cijanidin 3-O-heks-ram M, D
5 5,48 741,22101 Cs3HyO10"  741,22366 2,65 595,449, 287 Cijanidin 3-O-heks-ram-ram M
6 5,49 449,10522 CyH» O™ 449,10784 2,62 287 Cijanidin 3-O-heks Svi uzorci
7 5,65 565,15424 CyHx014" 565,15518 0,94 419,287 Cijanidin 3-O-pent-ram M
8 5,69 433,11044 CaH2010" 433,11292 2,48 287 Cijanidin 3-O-ram M, K
9 5,81 419,09537 CxHisO10"  419,09727 1,90 287 Cijanidin 3-O-pent M,K,D
Derivati definidina
10 5,66 581,14972 CyHx01s"  581,15065 0,93 435,303 Delfinidin 3-O-pent-ram M
11 598 627,15198 Cx»H3 0177 627,15558 3,60 465,303 Delfinidin 3-O-heks-heks M, K
12 6,38 611,16003 CyH3 016" 611,16066 0,63 465,303 Delfinidin 3-O-heks-ram K,D
13 6,54 46510049 CyH2012" 465,10275 2,26 303 Delfinidin 3-O-heks Svi uzorci
14 6,75 43508777 CyHioOn* 435,09219 4,42 303 Delfinidin 3-O-pent M, K
15 6,88 449,10413 CyH201" 449,10784 3,71 303 Delfinidin 3-O-ram M
Derivati pelargonidina
16 5,70 579,16785 CyH30145 579,17083 2,98 433,271 Pelargonidin 3-O-heks-ram M, D, J
17 7,48 433,11044 CyH2010" 433,11292 248 271 Pelargonidin 3-O-heks K,D,J
18 7,89 417,11609 CyH» 0" 417,11801 1,92 271 Pelargonidin 3-O-ram M, K

@M - Malina; K — Kupina; D — Dud i J — Jagoda. Pent — pentozid, heks -heksozid, i ram - ramnozid
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Ispitivanjem antocijaninskih profila ekstrakata plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka
utvrdene su znacajne razlike izmedu proucavanih vrsta. Najveéi broj antocijanina, cak 16,
identifikovan je u plodu maline sorte Meeker (M). Najzastupljeniji antocijanini u uzorku ploda maline
bili su derivati cijanidina (9 derivata). U nedavnom istraZzivanju Wu-a i saradnika navedeno je
prisustvo cijanidin 3-O-soforozida (m/z 611,1) i cijanidin 3-O-glukozida (m/z 449,1), koji su bili
dominantni antocijanini u svim uzorcima ploda maline (Wu i sar. 2019). Identifikacija cijanidin 3-O-
soforozida zasnivala se na fragmetnim jonima m/z 449 i 287, koji su nastali kao rezultat gubitka
heksozil grupe (- 162,1 Da), pri ¢emu fragmetni jon na m/z 287 odgovara aglikonskom jonu
cijanidinu. Na osnovu ovih rezultata, u nasem istrazivanju, jedinjenje koje je identifikovano na tz =
5,31 min, sa istom masom (m/z 611,1) 1 istim fragmentacionim putem, moze se definisati kao cijanidin
3-0O-soforozid. U istoj studiji (Wu i sar. 2019), identifikovan je cijanidin 3-O-soforozid-5-O-
ramnozid (m/z 757,2) sa MS/MS fragmentacionim jonima m/z 644, 449 i 287, $to mozemo
pretpostaviti da odgovara jedinjenju na tz = 5,29 min u naSem istrazivanju koje je pronadeno samo u
plodu maline Meeker. U okviru naSeg istrazivanja dokazano je prisustvo jos$ nekih derivata cijanidina,
poput cijanidin 3-O-pentozil-heksozida (m/z 581,1), cijanidin 3-O-heksozil-ramnozida (m/z 595,1),
cijanidin 3-O-heksozil-ramnozil-ramnozida (m/z 741,1), cijanidin 3-O-pentozil-ramamnozida (m/z
565,1), cijanidin 3-O-ramnozid (m/z 433,1) i cijanidin 3-O-pentozida (m/z 419,1). Na osnovu
vrednosti inteziteta struja identifinkovanih antocijanina prikazanih u Tabeli P2, mozemo uociti da su
u plodu maline najdominantniji cijanidin 3-O-heksozid (tz = 5,49) i cijanidin 3-O-heksozilheksozid
(tr =5,31). Pored derivata cijanidina, u uzorku ploda maline identifikovano je 5 derivata delfinidina
12 derivata pelargonidina (Tabela 18). Prema nasim saznanjima, u ekstraktu ploda maline detektovan
je samo delfinidin 3-O-heksozid, dok ostali derivati definidina nisu nadeni (Petruskevicius i sar.
2023), Sto je suprotno nasim rezultatima, gde su identifikovani i delfinidin 3-O-pentozil-ramnozid,
delfinidin 3-O-heksozil-heksozid, delfinidin 3-O-pentozid i delfinidin 3-O-ramnozid.

U ekstraktu ploda kupine (K) detektovano je 10 antocijanina, od toga pet derivata cijanidina,
tri derivata definidina i dva heksozida pelargodina. Wu i saradnici su identifikovali cijanidin 3-O-
glukozid (m/z 449), cijanidin 3-O-(6’-O-p-kumaroil)-glukozid (m/z 593) i cijanidin 3-O-arabinozid
(m/z 419) kao najzastupljenije derivate cijanidina u plodu razli¢itih sorti kupine (Wu i sar. 2022).
Jedinjenje na m/z 419,1 (tz = 5,81 min) identifikovano je na osnovu glavnog MS/MS fragmenta m/z
287, koji pripada aglikonskom jonu cijanidina i moZe se oznaciti kao cijanidin 3-O-arabinozid s
obzirom na isti fragmentacioni put i gubitak Se¢erne komponente arabinozida (- 132 Da) (Wu i sar.
2022). Delfinidin 3-O-pentozid (tzr = 5,98 min) sa m/z 627,1 je detektovan na osnovu karakteristicanih
MS/MS fragmentacionih jona m/z 465 i 303 koji su nastali gubitkom heksozil grupe (-162,1 Da). U
plodu kupine najzastupljeniji antocijanini su cijanidin 3-O-heksozid (tz = 5,49) i cijanidin 3-O-
pentozida (tzr = 5,81), §to je utvrdeno na osnovu visokih vrednosti inteziteta struja (Tabela P2).

Na osnovu masenih spektara, u ekstraktu ploda duda (D), potvrdeno je prisustvo 8
antocijanina: cijanidin 3-O-heksozil-heksozid, cijanidin 3-O-heksozil-ramnozid, cijanidin 3-O-
heksozid, cijanidin 3-O-pentozid, delfinidin 3-O-heksozil-ramnozid, delfinidin 3-O-heksozid,
pelargonidin 3-0O-heksozil-ramnozid i pelargonidin 3-O-heksozid. Prisustvo ovih antocijanina
potvrdeno je i u novijim istrazivanjima u plodu razli¢itih sorti duda (Kim i Lee 2020). Delfinidin 3-
O-heksozil-ramnozid (tzr = 6,38 min) sa osnovnim molekulskim jonom m/z 611,1 identifikovan je
pomocu karakteristicnih MS/MS fragmenata m/z 465 i 303, na osnovu kojih moze biti definsan kao
definidin 3-O-rutinozid (Kim i Lee 2020).

U plodu jagode (J), najzastupljeniji identifikovani antocijanini bili su derivati pelargonidina,
od kojih su pronadeni pelargonidin 3-O-heksozid (m/z 433,11) i pelargonidin 3-O-heksozil ramnozid
(m/z 579,1). Fragmentacijom jona m/z 579,1 nastaju MS/MS fragmenti m/z 433 i m/z 271, §to ukazuje
na gubitak ramnozil (164,1 Da) i heksozil grupe (162,1 Da). Slican put fragmentacije ima molekulski
jon m/z 433,1, pri Cemu se formira intenzivan fragmentacioni jon m/z 271, §to odgovara aglikonskom
jonu pelargonidina. U ranijim istrazivanjima utvrdeno je da je u uzorcima ploda jagode glukoza
dominantna heksozna grupa pelargonidina (Enomoto i sar. 2018). Na osnovu toga moze se
pretpostaviti da jon m/z 433,11 pripada pelargonidin 3-O-glukozidu. U ekstraktu ploda jagode
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identifikovani su i derivati cijanidina i delfinidina, m/z 449,1 (cijanidin 3-O-heksozid) i m/z 465,1
(delfinidin 3-O-heksozid). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Enomoto i
sar. 2018).

U plodu samoniklih voénih vrsta, zove (ZO), drena (DR), crnog trna (TR) i gloga (GL),
identifikovano je ukupno 16 antocijanina (Tabela 19). Najveci broj detektovanih antocijanina su
derivati cijanidina (7 derivata), a pored njih utvrdeno je prisustvo po tri derivata delfinidina,
pelargonidina i peonidina. Cijanidin 3-O-heksozid (m/z 449,1) je identifikovan u svim ispitivanim
uzorcima plodova samoniklih vrsta vocaka.

U ekstraktima ploda zove (ZO) identifikovano je 12 jedinjenja, pri ¢emu nisu detektovani
cijanidin 3-O-pentozid (m/z 419,1), delfinidin 3-O-heksozid (m/z 465,1), peonidin 3-O-heksozil-
ramnozid (m/z 609,1) i peonidin 3-O-pentozid (m/z 433,1). Na osnovu vrednosti inteziteta struja
(Tabela 3P), najzastuljeniji antocijanini u plodu zove su cijanidin 3-O-heksozid (m/z 449,1) i
cijanidin 3-O-pentozil-heksozid (m/z 581,1). Prema literaturnim podacima, derivati cijanidina su
najzastupljeniji antocijanini prisutni u plodu zove (Zorzi i sar. 2020b), Sto je u saglasnosti sa nasim
rezultatima. Kao najdominatniji derivat delfinidina identifikovan je delfinidin 3-O-heksozil-ramnozid
(m/z 611,1), sa odgovaraju¢im karakteristicnim MS/MS fragmenatima m/z 465 i1 303. U uzorku ploda
zove detektovana su sva tri derivata pelargonidina. Nihova identifikacija zasnivala se na fragmetnom
jonu m/z 271, koji je karakteristican za aglikonski jon pelargonidina. Takode, na osnovu vrednosti
intenziteta struja, mozemo uociti da je pelargonidin 3-O-pentozil-heksozid (tz = 5,80 min) sa
molekulskim jonom m/z 565,1 najzastupljeniji derivat pelargonidina (Tabela 3P), Sto odgovara
literaturnim podacima (Zorzi i sar. 2020b). Jedinjenje na tz = 5,97 min sa kararkteristi¢cnim [M+H]"
jonom m/z 463,1, oznacen je kao peonidin 3-O-heksozid, koji gubitkom heksozil grupe (- 162 Da)
daje MS/MS fragmentacioni jon m/z 301 koji pripada aglikonskom jonu peonidina. Ovo jedinjenje je
jedini derivat peonidina koji je identifikovan u plodu zove, $to je u saglasnosti sa nedavnim
istrazivanjem Zorzi-a i saradnika (Zorzi i sar. 2020b).

Na osnovu masenih spektara, u ekstraktu ploda drena (DR) pronaden je isti broj antocijanina
(12 jedinjenja) kao i u plodu zove (Tabela 19). U plodu drena moze se uociti prisustvo 7 derivata
cijanidina i 3 derivata delfinidina. Od derivata cijanidina, najzastupljeniji je cijanidin 3-O-heksozid
(tr = 5,67 min) sa molekulskim jonom m/z 449,1, §to je zakljuceno na osnovu vrednosti inteziteta
struja (Tabela 3P) i u saglasnosti je sa rezultatitima u skorijim istraZzivanjima (Zorzi i sar. 2020b). U
okviru navedenog istrazivanja, cijanidin 3-O-pentozid (m/z 419,1), delfinidin 3-O-heksozid (m/z 465)
1 delfinidin 3-O-pentozid (m/z 435), detektovani su u manjem procentu u odnosu na najzastupljeniji
cijanidin 3-O-heksozid (m/z 449,1). Prisustvo prethodno navedenih jedinjenja potvrdeno je i u naSem
ekstraktu ploda drena, pri ¢emu je umesto delfinidin 3-O-pentozid detektovan delfinidin 3-O-
heksozil-ramnozid (m/z 611,1). Delfinidin 3-O-heksozid (tz = 5,83 min) sa molekulskim jonom m/z
465 pronaden je samo u plodu drena. Sa aglikonskim jonom m/z 271, jedinjenja na tr = 5,83 1 5,86
min pronadena u ispitivanom ekstraktu ploda drena, identifikovana su kao derivati pelargonidina. Na
osnovu karakteristicnih MS/MS fragmenata, definisani su kao pelargonidin 3-O-heksozid-ramnozil
(m/z 579,1) 1 pelargonidin 3-O-heksozid (m/z 433,1). Derivati peonidina nisu detektovani u plodu
drena, $to je u saglasnosti sa istrazivanjima (Aurori i sar. 2023).
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Tabela 19. Identifikovani antocijanini u plodu samoniklih voénih vrsta u pozitivnom jonizacionom modu primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL analize.

Redl.li tlf, Tacna . Molekulskzi IzraéunatJra A MS/MS Fragm.enti Identifikovana jedinjenja Uzorci p’loga sam(;niklih
broj min masa, M formula, M™ masa,M™ mDa (% osnovnog pika) vo¢énih vrsta

Derivati cijanidina

1 5,29  611,15582 CyyH31016"  611,16066 4,84  449(100), 287(80) Cijanidin 3-O-heks-heks 70, DR, TR

2 5,58 581,14587 CasH2O15"  581,15065 4,78 287(100) Cijanidin 3-O-pent-heks 70,DR, TR

3 5,62 595,16205 C7H31015"  595,16575 3,70  449(10), 287(100) Cijanidin 3-O-heks-ram 70,DR, TR

4 5,67 449,10507 CuH20n" 449,10784 2,77 287(100) Cijanidin 3-O-heks Svi uzorci

5 5,91  419,09424 CoH19010"  419,09727 3,03 287(100) Cijanidin 3-O-pent DR, TR, GL

6 6,84 595,16217 CyH31015"  595,16575 3,58  449(20), 287(100) Cijanidin 3-O-heks-ram 70, DR, TR

7 7,03 449,10471 CuH,01" 449,10784 3,13 287(100) Cijanidin 3-O-heks Svi uzorci
Derivati delfinidina

8 5,41  465,09985 CaiH21012"  465,10275 2,90 303(100) Delfinidin 3-O-heks DR

9 6,53 611,15698 CyH;31016°  611,16066 3,68 465(20), 303(100) Delfinidin 3-O-heks-ram 70,DR, TR

10 6,73  465,09952 CuH21012"  465,10275 3,23 303(100) Delfinidin 3-O-heks 70, DR, TR

Derivati pelargonidina

11 5,80 565,15179 CaH20014"  565,15518 3,39  271(100) Pelargonidin 3-O-pent-heks ZO, TR

12 5,83  579,16742 CyH;3:014"  579,17083 3,41  433(10), 271(100) Pelargonidin 3-O-heks-ram ZO, DR

13 5,86 433,11026 CH21010"  433,11292 2,66 271(100) Pelargonidin 3-O-heks 70, DR, TR
Derivati peonidina

14 594 609,17682 CxH33015"  609,18140 4,58 463(20), 301(100) Peonidin 3-O-heks-ram TR

15 597 463,12006 CoHxOn" 463,12349 3,43 301(100) Peonidin 3-O-heks 70, TR

16 6,28 433,10999 C20H1909" 433,11292 2,93 301(100) Peonidin 3-O-pent TR

4Z0 — Zova; DR — Dren; TR — Crni trn i GL — Glog. Pent — pentozid, heks -heksozid, i ram — ramnozid.
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Najveci broj identifikovanih antocijanina pronaden je u ekstraktu ploda crnog trna (TR), ¢ak
14 jedinjenja. Detektovani su derivati cijanidina i peonidina, pri ¢emu je najdominantniji peonidin 3-
O-heksozil-ramnozid (m/z 609,1) sa najveCom vrednoscu inteziteta struje, za kojim sledi cijanidin 3-
O-heksozil-ramnozid (m/z 595,1) (Tabela 3P), Sto je u saglasnosti sa novijim istrazivanjima
(Leichtweis i sar. 2022). Derivati peonidina, poput peonidin 3-O-heksozil-ramnozida (tz = 5,94 min)
i peonidin 3-O-pentozida (tzr = 6,28 min) detektovani su samo u plodu crnog trna. Identifikacija ovih
derivata peonidina zasnovana je na specificnom MS/MS fragmentacionom jonu m/z 301, koji pripada
aglikonskom jonu peonidina. U ispitivanom uzorku ploda crnog trna nadena su i dva derivata
pelargonidina. Jedinjenje na tz = 5,80 min (m/z 565,1) identifikovano je na osnovu glavnog MS/MS
fragmentacionom jona m/z 271, koji je nastao gubitkom pentozil jona (- 132 Da) i heksozil jona (-
162 Da), oznaceno je kao pelargonidin 3-O-pentozil-heksozid. Prisustvo pelargonidin 3-O-heksozida
(m/z 433,1) u plodu crnog trna vec¢ je prijavljeno u ranijim istrazivanjima (Mikulic-Petkovsek i sar.
2016), $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Nistor i saradnici (Nistor i sar. 2023), detektovali su
delfinidin 3-O-heksozid, koji je identifikovan i u naSem uzorku ploda crnog trna. Medutim, prema
nasim saznanjima delfinidin 3-O-heksozil-ramnozid (tz = 6,53 min) sa molekulskim jonom m/z 611,1
je prvi put identifikovan u okviru naSeg ispitivanja antocijaninskog profila ploda crnog trna.

Na osnovu rezultata masenih spektara (Tabele 19 i 3P), moze se uociti da plod gloga (GL)
nije bogat antocijaninima, $to se moze potvrditi i niskim sadrzajem ukupnih antocijanina. U ekstraktu
ploda gloga identifikovani su samo derivati cijanidina, poput cijanidin 3-O-heksozida (m/z 449,1) i
cijanidin 3-O-pentozid (m/z 419,1). U radu Mraihi i saradnika (Mraihi i sar. 2015), crvena boja ploda
gloga povezana je sa identifikacijom dva antocijanina, cijanidin 3-O-glukozida (m/z 449) i cijanidin
3-O-arabinozida (m/z 419) sa karateristicnim MS/MS fragmentacionim jonom m/z 287, koji odgovara
aglikonskom jonu cijanidina. Na osnovu sli¢nog puta fragmentacije i dobijenih MS/MS fragmentata,
mozemo pretpostaviti da su i u naSem uzorku ploda gloga prisutni cijanidin 3-O-glukozid i cijanidin
3-0O-arabinozid.

Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da se tankoslojna hromatografija, koja je brza i
ekonomicnija metoda u odnosu na UHPLC-LTQ OrbiTrap XL, moze koristiti u preliminarnim
istrazivanjima antocijaninskog profila uzoraka plodova gajenih jagodastih i samoniklih vo¢nih vrsta.
Tankoslojna hromatografija omogucava razdvajanje razli¢itih antocijanina prisutnih u uzorcima
plodova, a karakteristi¢an izgled hromatograma moze biti od koristi u definisanju bioloSkog porekla
tih uzoraka i odredivanju njihove pripadnosti odredenoj biljnoj vrsti. S druge strane, za detaljniju
analizu i identifikaciju pojedina¢nih antocijanina, u nedostatku standarda, UHPLC-LTQ OrbiTrap
XL predstavlja superiorniju metodu u odnosu na TLC. Ova metoda omogucava poredenje jedinjenja
na osnovu ta¢ne mase i fragmentacije, na osnovu cega je moguce izvrsti identifikaciju mnogo veceg
broja jedinjenja. Takode, maseni spektri dobijeni primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL metode,
mogu se detaljnije porediti na osnovu vrednosti inteziteta struja, gde se moze zakljuciti koji
antocijanini su dominatni u odredenom uzorku ploda.

4.2. Sadrzaj glukoze, fruktoze i saharoze u plodu gajenih voénih vrsta

Ukus ploda vocki u velikoj meri zavisi od koncentracije pojedinacnih Secera i njihovog
medusobnog odnosa. U okviru naSeg istrazivanja, primenom HPLC-PAD tehnike identifikovana su i
kvantifikovana tri najzastupljenija Secera prisutna u plodovima svake vrste jagodastog voca -
fruktoza, glukoza i saharoza. U svim analiziranim plodovima, fruktoza je bila najzastupljeniji Secer,
pokazujuci kvantitativne vrednosti u opsegu od 25,27 mg/g do 47,91 mg/g, zatim sledi glukoza sa
koncentracijama koje se kre¢u izmedu 20,94 mg/g i 42,87 mg/g (Tabela 20), sto je u saglasnosti sa
objavljenim rezultatima (Martins i sar. 2023). Najvisi nivo fruktoze i glukoze zabelezeni su u plodu
maline sorte Meeker. Redukujuci Seceri, poput glukoze i fruktoze, prisutni su u gotovo jednakim
koncentracijama, dok su koncentracije saharoze znacajno nize. Ovo ukazuje na mogucu hemijsku ili
enzimsku hidrolizu saharoze u odredenim uzorcima. Sadrzaj saharoze u ispitivanim uzorcima bio je
u opsegu koncentracija od 1,07 mg/g (u plodu jagode sorte Clery) do 18,96 mg/g (u plodu maline
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sorte Willamette, Arilje). Takode, naCin cuvanja moZze znatno da utie na sadrzaj saharoze. Prethodna
istrazivanja su pokazala znacajno smanjenje koli¢ine saharoze u plodu jagode tokom skladiStenja na
niskim temperaturama od -20 °C. S obzirom da saharoza nije bila detektovana u plodu kupine i duda,
pretpostavlja se da se ovaj trend odnosi i na nase uzorke koji su takode cuvani na niskim
temperaturama (Milosavljevi¢ i sar. 2023). Najnizi sadrzaj ukupnih Secera pronaden je u plodu kupine
(49,87 mg/g), §to je dvostruko nize od vrednosti koje su nadene u plodu maline sorte Meeker (99,96
mg/g). U studiji objavljenoj nekoliko godina kasnije u odnosu na nase istrazivanje, u plodu kupine
iste sorte (Ca¢anska bestrna) ispitivan je sadrzaj pojedinacnih $eéera i dobijene vrednosti su u skladu
sa nasim rezultatima (Karaklajic-Stajic i sar. 2023).

Tabela 20. Sadrzaj pojedinacnih i ukupnih Secera u plodu gajenih jagodastih voénih vrsta (mg/g).

Glukoza Fruktoza Saharoza  Ukupni Seéeri
Malina
Willamette (Arilje) 31,59+0,15 37,54+ 0,45 18,96 + 0,21 88,09+ 0,52
Willamette (Zlatibor) 20,94+ 0,20  25,27+0,13 9,27+0,12 55,48 £0,27
Willamette (Valjevo) 23,32+ 0,24 32,56+0,34 6,02 +0,13 61,90 + 0,44
Meeker 42,87+0,26  47,91+0,37 9,18 +0,09 99,96 + 0,46
Yellow Meeker 42,52+ 0,53  46,72+0,19 6,25+0,11 95,49 + 0,57
Tulameen 22,71+0,16 27,81 +£0,27 5,71 +0,06 56,23 £ 0,32
Kupina
Cacanska bestrna 23,93+0,27  2594+0,20 n.d. 49,87 + 0,34
Dud
Morus nigra 25,54+0,10 27,45+0,17 n.d. 52,99+ 0,20
Jagoda
Clery 30,33+ 0,10 35,04 +0,35 1,07 +£0,07 66,44 + 0,37

n.d. — nije detektovano

4.3. Elementalni sastav ploda gajenih voénih vrsta

Poznato je da razliciti faktori, kao §to su tip zemljista, upotreba dubriva, klimatski uslovi,
postupak navodnjavanja, faza zrelosti i bioloSko poreklo biljke, uti¢u na varijabilnost u elementalnom
sastavu. Biljke apsorbuju metale iz zemlje tokom svog razvoja. Budu¢i da se metali ne razgraduju u
prirodi, konzumiranje ploda i lista razlicitih biljnih vrsta moze rezultovati pove¢anim unosom metala
kod ljudi, $to moze izazvati ozbiljne zdravstvene probleme. Cink, bakar, gvozde, hrom i kobalt su
esencijalni elementi koji postaju toksi¢ni tek pri visokim koncentracijama, stoga je vazno pratiti
sastav metala u zemljistu i odredenim biljnim organima (plod, list) (Skrovankova i sar. 2022).

Sadrzaj minerala, u devet uzoraka plodova gajenih jagodastih vo¢nih vrsta, odreden je
primenom ICP-OES tehnike, pri ¢emu je kvantifikovano 18 elemenata, a sadrzaj pojedinacnih
elemenata je prikazan kao mg elementa po 1 kg smrznutog ploda (Tabela 21). Medu
makronutrijentima, kalijum (K) je imao najvisu koncentraciju u svim ispitivanim plodovima gajenih
jagodastih voénih vrsta sa sadrzajem koji se kretao od 746,336 mg/kg u plodu kupine sorte Cadanska
bestrna do 1702,325 mg/kg u plodu duda sorte Morus nigra. U plodu crvene maline sorte Meeker,
Tulameen i Willamette, prose¢na vrednost K iznosila je 1167,878 mg/kg, dok je u plodu zute maline
(Yellow Meeker) vrednost K bila 1503,053 mg/kg, Sto je u skladu sa rezultatima objavljenim u
nedavnom istrazivanju (Akimov i sar. 2021). Literaturni podaci takode potvrduju da razlike u

&3



REZULTATI I DISKUSIJA

akumulaciji K u plodovima malina zavise od sorte maline, ali i od boje ploda (Motyleva i sar. 2022).
Imajucéiu vidu da je kalijum kljucan za razvoj biljaka, visok sadrzaj ovog esencijalnog makroelementa
u plodu jagodastih vrsta vocaka je ocekivan. Pored kalijuma, pronadene su i znacajne koli¢ine
kalcijuma (Ca) i magnezijuma (Mg) u svih devet uzoraka polodova jagodastih voénih vrsta. Sadrzaj
Ca bio je u opsegu od 182,799 mg/kg do 338,846 mg/kg u plodu maline (Yellow Meeker) i duda
(Morus nigra), redom. Srednje vrednosti minerala u svim uzorcima ploda maline, prikazane u
opadaju¢em nizu: K> Ca> Mg >Mn>Fe>Na>Zn>Al>B>Cu>Ni>Li>Co>Cr>Pb>Cd
> Hg > As, pokazuju slican trend kao u istrazivanjima ploda malina sorte Willamette i Meeker iz
juznog dela Srbije (Jevremovi¢ i sar. 2023).

Mikroelementi su kljucni za razliCite metabolicke procese, enzimske funkcije, hormonalnu
regulaciju i odrzavanje opsSteg zdravlja, pri ¢emu su dovoljni u malim koli¢inama u poredenju sa
makroelementima. Nedostatak ili viSak odredenih mikroelemenata moze dovesti do razlicitih
zdravstvenih problema, stoga je vazno odrediti njihov sadrZzaj u biljnim vrstama koje se koriste u
ishrani ljudi. U ispitivanim uzorcima plodova gajenih jagodastih voénih vrsta, najzastupljeniji
mikroelementi bili su mangan (Mn), gvozde (Fe) i cink (Zn). Kao jedan od vaznijih mikroelemenata
u ishrani ljudi, Fe je u najve¢im koncentracijama kvantifikovan u plodu maline sorte Willamette sa
podrué¢ja Valjeva (15,892 mg/kg), dok je najnizi sadrzaj pronaden u plodu duda iz centralnog dela
Beograda (0,150 mg/kg). S obzirom da biljke akumuliraju metale iz okoline, dobijeni rezultati mogu
biti dodatni pokazatelj uticaja podneblja na kom je biljka rasla na njen mineralni profil. Pokazano je
da plod maline moze biti dragocen izvor gvozda, ¢iji visi sadrzaj pozitivno uti¢e na za sprecavanje
anemije i pomaze pri transportu i skladiStenju kiseonika.

Toksicni elementi (ziva, olovo i kadmijum) u analiziranim ekstraktima plodova su detektovani
u malim koli¢inama, koje se nalaze unutar dozvoljenih koncentracija (Commission regulation 2001).
Jedini izuzetak je bio sadrzaj olova u ekstraktu ploda duda, gde je pronadena koncentracija od 0,541
mg/kg, dok je dozvoljena koli¢ina 0,2 mg/kg ploda. Ovaj rezultat moze biti posledica toga Sto su
uzorci ploda duda ubrani u centru grada. Arsen nije bio prisutan u ispitivanim plodovima gajenih
jagodastih vocénih vrsta.

Poredenje naSih rezultata sa literaturnim podacima pokazuje da su kvantifikovane koli¢ine
minerala u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Golovinskaia i saradnici (Golovinskaia i Wang
2021), sto ukazuje na to da uzorci plodova gajenih jagodastih vrsta vo¢aka iz Srbije sadrze znacajne
koli¢ine esencijalnih elemenata.
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Tabela 21. Koli¢ina minerala u plodu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta (mg/kg).

Al B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Li Mg Mn Na Ni Pb Zn As Hg

Malina
Willamette (Arilje) 1,654 0,267 208,489 0,040 0,185 0,039 0973 4,228 1242,028 n.d. 170,717 30,652 2,708 0,677 0,006 2,253 nd. 0,003
Willamette (Zlatibor) n.d. 1,480 212,950 0,045 0,117 0,047 0,733 3,002 849,787 0,133 148,312 22,585 0,099 0,482 0,038 2462 nd. 0,006
Willamette (Valjevo) 3,158 3,742 273,126 0,029 n.d. 0,152 1,584 15,892 1447460 0,190 340,370 16,168 9,541 0,936 0,021 5257 nd. 0,005

Meeker 0,517 0,409 237,755 0,019 0,012 0,019 1,325 4,385 1046,424  n.d. 171,074 6,253 2,285 0,528 0,047 2,284 nd. 0,002

Yellow Meeker 0,747 n.d. 182,799 0,032 0,035 0,029 1,444 7453 1503,053 n.d. 246,031 18,852 52298 0,947 0,030 3,603 nd. 0,002

Tulameen 5,623 2,055 211,944 0,019 0,087 0,050 1,336 5,995 1253,691 0,002 182,110 26,499 8334 0476 0,087 2,767 nd. 0,002
Kupina

Caganska bestrna 0,525 3,340 301,890 0,011 n.d. 0,072 1,434 6,584 746,336 0,209 189,858 19,934 3,842 0,585 0,020 2,785 nd. 0,002
Dud

Morus nigra 2,630 2,401 338,846 0,014 n.d. 0,040 n.d. 0,150  1702,325 0,005 174,569 2,212 n.d. 0,498 0,541 4,441 nd. 0,002
Jagoda

Clery 5,859 2,316 222,440 0,017 n.d. 0,035 n.d. 0,306 908,940 0,006 150,011 6,358 n.d. 0,159 0,059 0,720 nd. 0,004

n.d. — nije detektovano

85



ZAKLJUCAK

5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije, istrazivanja su obuhvatila uzorke razli¢itih vrsta i sorti
prikupljenih sa viSe lokaliteta u Srbiji, kako bi se ustanovili optimalni uslovi ekstrakcije i omogucila
fitohemijska karakterizacija uzoraka, sa ciljem odredivanja vazne klase jedinjenja, polifenola.
Imajuci u vidu da zamrzavanje plodova voc¢aka predstavlja efikasan nac¢in ocuvanja njihovog kvaliteta
i hranljive vrednosti, okarakterisani su uzorci smrznutog ploda gajene maline, kupine, duda, jagode,
i ploda samonikle zove, drena, crnog trna i gloga. S obzirom da se listovi voénih vrsta ve¢ dugo
koriste u tradicionalnoj medicini, ispitana su hemijska svojstva lista gajene maline i kupine. Analiticki
postupci koji su razvijeni u okviru ovog istrazivanja, omogucili su da se identifikuje prisustvo brojnih
jedinjenja za koje se smatra da poseduju antioksidativni potencijal. Pojedina jedinjenja iz klase
flavonoida su prvi put detektovana u okviru prikazanih istrazivanja. U cilju dobijanja podataka o
antioksidativnom kapacitetu ispitivanih uzoraka primenjeni su in vitro antioksidativni testovi
zasnovani na razli¢itim mehanizmima neutralizacije slobodnih radikala. Vazan deo istrazivanja bio
je posvecen ispitivanju sadrzaja elaginske kiseline, kao dominantne fenolne kiseline, dok je za
ispitivane plodove gajenih i samoniklih voénih vrsta razvijen jedinstven analiticki postupak za
hromatografsko odvajanje i odredivanje profila antocijanina, vazne klase biljnih pigmenata.

Prvenstveno su optimizovani uslovi ekstrakcije polifenola, a postupak ekstrakcije je
prilagoden tipu uzorka. Ocekivano, rezultati su potvrdili uticaj primenjenog ekstrakcionog sredstva
na sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijanina, elaginske kiseline, kao i na antioksidativni
kapacitet. Aceton sa dodatkom 1% HCI se pokazao kao bolje ekstrakciono sredstvo za odredivanje
sadrzaja ukupnih polifenola, ukupne elaginske kiseline i antioksidativnog kapaciteta, dok je
zakiseljeni metanol pokazao vecu efikasnost u ekstrakciji antocijanina.

Za studije autenti¢nosti narocit zna¢aj imali su rezultati koji su ukazali na prisustvo fenolnih
jedinjenja specifi¢nih za odredenu biljnu vrstu i sortnu pripadnost. Primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap
XL masene spektrometrije identifikovano je 35 fenolnih jedinjenja u plodu i 83 polifenola u listu
gajenih jagodastih voénih vrsta. Upotrebom UHPLC-DAD MS/MS tehnike kvantifikovano je 14
polifenola u plodu i 23 fenolnih jedinjenja u listu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta, dok je u ekstraktima
plodova samoniklih vo¢nih vrsta odreden sadrzaj 20 polifenola.

Medu ispitivanim ekstraktima plodova gajenih jagodastih voénih vrsta, u plodu kupine sorte
Cadanska bestrna utvrden je najveéi sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih antocijanina, kao i najveéi
antioksidativni kapacitet. Ispitivanje sadrzaja elaginske kiseline ukazalo je na jedinstvena hemijska
svojstva ploda zute maline sorte Yellow Meeker, u kojoj je pokazana najveca koli¢ina slobodne
elaginske kiseline, dok je najveci sadrzaj ukupne elaginske kiseline pronaden u plodu crvene maline
sorte Meeker. Plodovi gajenih jagodastih vrsta vo¢aka okarakterisani su i sadrzajem drugih fenolnih
kiselina, pri ¢emu su kvantifikovane znacajne koli¢ine galne, hlorogene, protokatehinske, kofeinske
i p-kumarinske kiseline. U uzorcima plodova gajenih voénih vrsta su nadene niske koncentracije
flavonoida, medutim vazno je ista¢i da su po prvi put detektovani hrizin, galangin, naringenin i
pinocembrin. Istovremeno sa detekcijom fenolnih jedinjenja ispitivana je i cis,frans-apscisinska
kiselina, koja predstavlja inhibitorni hormon sa razli¢itim metabolickim funkcijama u biljakama.
Njeno prisustvo utvrdeno je u svim ekstraktima plodova gajenih voénih vrsta, pri cemu je najveci
sadrzaj detektovan u plodu maline sorte Yellow Meeker. Pored polifenola i pomenutih sekundarnih
metabolita, u okviru ove disertacije, odreden je sadrzaj glukoze, fruktoze i saharoze u uzorcima
plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka. Najveca koli¢ina ovih Secera kvantifikovana je u plodu
maline sorte Meeker. Dobijeni rezultati multielementalne analize su bili ocekivani i pokazali su da je
kalijum najzastupljeniji element u svim ispitivanim uzorcima, a takode je utvrdeno da je plod gajenih
jagodastih voénih vrsta dobar izvor Ca, Mg, Fe, Mn i Zn.

Rezultati ispitivanja lista gajene maline i kupine ukazali su na najvec¢i sadrzaj ukupnih
polifenola, kao i najbolju sposobnost u neutralizaciji superoksid anjon radikala i izrazit redukcioni
potencijal lista maline sorte Meeker. List kupine sorte Cafanska bestrna imao je najbolju
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sposobnost neutralisanja DPPH radikala i sposobnost heliranja jona gvozda. Utvrdena je znacajna
korelacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i sposobnosti neutralizacije superoksid anjon radikala,
Sto ukazuje da polifenoli doprinose neutralisanju ovog radikala. Ipak, na antioksidativni kapacitet
mogu uticati i druga fitohemijska jedinjenja, $to je potvrdeno slabom korelacijom sadrzaja ukupnih
polifenola i sposobnosti heliranja jona gvozda, kao i nepostojanjem korelacije izmedu TPC vrednosti
i redukcionog potencijala. Profil kvantifikovanih fenolnih kiselina i flavonoida ekstrakata lista maline
i kupine se u velikoj meri poklapa sa profilima odredenim u plodu ovih voénih vrsta. Dodatno, u
ekstraktima lista maline i kupine kvantifikovane su znacajne koli¢ine ferulinske kiseline i jedinjenja
iz klase flavan-3-ola, poput katehina i njegovih derivata. Eskulin, jedinjenje koje ima sposobnost
apsorpcije ultraljubicastog zracenja, kvantifikovan je u svim ispitivanim ekstraktima, a najveca
koli¢ina pronadena je u uzorku lista kupine.

Svi ekstrakti plodova samoniklih voénih vrsta pokazali su dobru sposobnost heliranja jona
gvozda i ispoljili su umeren redukcioni potencijal, ali nisu bili efikasni u neutralizaciji NO radikala.
Ekstrakt ploda drena, pokazao se kao veoma dobar inhibitor enzima tirozinaze, dok se plod crnog trna
istakao sa najviSom prose¢nom TPC i RSA vrednos$c¢u. Najve¢i sadrzaj ukupnih antocijanina utvrden
je u plodu samonikle zove, medu svim ispitivanim ekstraktima plodova samoniklih voénih vrsta.
Analizom polifenolnog profila ploda samoniklih voénih vrsta utvrdeno je da postoje znacajne
varijacije u sastavu i koncentraciji fenolnih jedinjenja. Vanilinska kiselina je detektovana samo u
plodu samoniklog crnog trna, §to je ujedno prvi put publikovano kao rezultat istrazivanja. Arbutin,
inhibitor enzima tirozinaze, po prvi put je detektovan u plodu samonikle zove. Primenom analize
glavnih komponenata na sadrzaj fenolnih jedinjenja i rezultate antioksidativnih testova ekstrakata
plodova samoniklih voénih vrsta utvrdeno je grupisanje uzoraka voéa prema njihovom bioloskom
poreklu. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da su fenolna jedinjenja korisni hemijski markeri
za klasifikovanje i razlikovanje ispitivanih biljnih vrsta.

Na osnovu uporedne analize rezultata dobijenih za ekstrakte lista i ploda moze se zakljuciti
da su ekstrakti listova gajenih jagodastih vo¢nih vrsta bogatiji ukupnim polifenolima od ploda gajenih
i samoniklih voénih vrsta, kao i da plod samoniklih voénih vrsta ima visi sadrzaj ukupnih polifenola
u poredenju sa plodom gajenih voénih vrsta. Sadrzaj slobodne elaginske kiseline je znatno veci u listu
maline i kupine u odnosu na plod istih voénih vrsta, dok je u plodu samoniklih vrsta vo¢aka znacajno
nizi u poredenju sa plodom gajenih voénih vrsta. Ekstrakti lista maline i kupine imaju raznovrsniji i
bogatiji polifenolni profil u poredenju sa plodom istih vo¢nih vrsta, §to se ogleda u gotovo dvostruko
vecem broju identifikovanih fenolnih jedinjenja. Takode, razlike u broju i koli¢ini fenolnih jedinjenja
u razli¢itim vrstama gajenog i samoniklog voc¢a potvrduju uticaj bioloskog porekla na polifenolni
profil ispitivanih voénih vrsta.

Za detaljnije odredivanje i identifikovanje antocijanina optimizovani su uslovi za njihovo
razdvajanje primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije (HPTLC). Najefikasnije
razdvajanje antocijanina u plodu gajenih jagodastih i samoniklih vo¢nih vrsta postignuto je primenom
sistema koji Cine stacionarna faza silika gela i mobilna faza etil-acetat — siréetna kiselina — mravlja
kiselina — voda u zapreminskom odnosu 110:11:20:25. Na osnovu dobijenih rezultata (Rr vrednost i
inteziteta boja), utvrdeno je da ekstrakt ploda duda ima najvec¢u koli¢inu pojedina¢nih antocijanina
od svih ispitivanih uzoraka plodova gajenih jagodastih vrsta vocaka, ali i da najverovatnije sadrzi isti
antocijanin kao i ekstrakti ploda kupine i maline. Primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL masene
spektrometrije odreden je antocijaninski profil plodova gajenih i samoniklih voénih vrsta.
Semikvantitativni podaci pokazali su da je cijanidin 3-O-glukozid najzastupljeniji antocijanin, pri
¢emu je identifikovan u svim ispitivanim ekstraktima plodova gajenih i samoniklih voénih vrsta, dok
je definidin 3-O-heksozil-ramnozid, prema dostupnim literaturnim podacima, po prvi put pronaden u
plodu samoniklog crnog trna.

Konacno, na osnovu dostupnih literaturnih podataka zakljuceno je da su istrazivanja u okviru
ove doktorske disertacije dala nove informacije u pogledu prisustva pojedinih fenolnih jedinjenja.
Prema saznanjima autora, do sada nije bio detaljno odreden polifenolni profil ploda gajene Zute
maline sorte Yellow Meeker. Dobijeni rezultati su pokazali da se, u odsustvu odredene klase
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jedinjenja, moze ocekivati da pojedine sorte budu okarakterisane visokim sadrzajem drugih
sekundarnih metabolita. Naime, odsustvo antocijanina u plodu maline sorte Yellow Meeker prati
visok sadrzaj slobodne i ukupne elaginske, kao i ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola u odnosu na ostale
ispitivane sorte maline. Znacajno je ista¢i i da je prvi put odreden sastav polifenolnih jedinjenja lista
kupine sorte Calanska bestrna, §to ima vaznost u studijama autenti¢nosti, pri emu je zapaZen
jedinstven profil koji se znacajno razlikovao od profila lista maline. Takode, istrazivanja u okviru
postavljenih ciljeva ove disertacije omogucila su da se izdvoje pojedine sorte €iji bi ekstrakti mogli
naci primenu kao pomo¢na sredstva u prevenciji oksidativnog stresa i degenerativnih bolesti. Takode,
moze se zakljuciti da svi ispitivani ekstrakti usled jedinstvenog sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja,
imaju potencijal kao funkcionalni dodaci u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
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7. PRILOG

Tabela PI. 1dentifikovana fenolna jedinjenja u listu gajene maline i kupine primenom UHPLC-LTQ OrbiTrap XL.

Redni R, Molekulska Izrafunata _ Nadena masa, . o . . s s . Uzo.r ol l.ista
broj min  formula, [M-H| masa,”[l1>;l—H] , [M-H[", m/z A ppm MS/MS Fragmenti (% osnovnog pika) Identifikovana jedinjenja ?ua;li?l: i
1 2,60 C;Hs05~ 169.01425 169,01395 1,77 125(100) Galna kiselina“ Svi
2 3,13 Ci3Hi5040” 331.06707 331,06616 2,75 313(100); 211(10); 168(80); 150(10); 125(20) Galoil O-heksosid Svi
3 4,16 CisHi307 305.06668 305,06583 2,79 287(10); 261(40); 247(20); 221(90); 219(80); 179(100) Galokatehin® LM2, LM1
4 4,24 Ci3H;509 315.07216 315,07123 2,95 153(100); 152(30); 135(25); 109(10) Dihidroksibenzoil O-heksozid Svi
5 4,39 CisHisO1 371.06198 371,06110 2,37 353(10); 209(100); 191(15) Kofeoilsaharinska kiselina izomer 1 Svi
6 4,40 C;Hs04 153.01933 153,01906 1,76 125(5); 109(100) Protokatehinska kiselina® Svi
7 4,55 CsHis0q 371.06198 371,06116 2,21 353(10); 209(100); 191(10) Kofeoilsaharinska Kiselina izomer 2 LM2, LK
8 4,56 CisH»015~ 447.11441 447,11359 1,83 315(100); 153(70) Dihidrolsibenzoil O-heksozilpentozid Svi
9 4,57 Ci6H709 353.08726 353,08676 1,42 191(100); 179(50); 173(5); 161(5); 135(10) 3-0-Kofeoilhininska kiselina Svi
10 4,68 CisH1709 341.08781 341,08701 2,35 281(5); 251(5); 203(10); 179(100); 161(40); 135(10) Kofeoil O-heksozid izomer 1 Svi
11 4,69 CsH,04 167.03498 167,03462 2,16 152(100); 123(90); 108(20) Vanilinska kiselina Svi
12 4,71 CisHis040” 355.06707 355,06625 2,31 337(10); 209(40); 191(100) p-Kumaroilsaharinska kiselina izomer 1 Svi
13 4,76 Ci3H305” 297.06159 297,06079 2,69 179(15); 135(100) Kofeoiltreonilska kiselina izomer 1 Svi
14 4,79 CysH;509 339.07216 339,07184 0,94 177(100) Eskulin® Svi
15 4,82 CisHi307 305.06668 305,06589 2,59 287(10); 261(40); 247(20); 221(90); 219(80); 179(100) Epigalokatehin” Svi
16 4,83 CisH1709 341.08781 341,08679 2,99 323(10); 281(100); 251(80); 233(5); 221(20); 179(25) Kofeioil O-heksozid izomer 2 tﬁ;’ LM2,
17 4,84 Ci3H110g 311.04031 311,04001 0,97 179(50); 149(100) Kofeoilvinska kiselina Svi
18 4,86 CysH306 289.07176 289,07114 2,14 245(100); 231(10); 205(40); 179(20) Katehin’ Svi
19 4,89 Cy7H29017~ 625.14102 625,14056 0,74 301(30); 463(100) Kvercetin O-heksozilheksozid izomer 1 Svi
20 4,90 CsH5010” 355.06707 355,06647 1,69 337(5); 209(20); 191(100) p-Kumaroilsaharinska kiselina izomer 2 Svi
21 4,94 Ci3H505” 297.06159 297,06079 2,69 179(15); 135(100) Kofeoiltreoninska kiselina izomer 2 Svi
22 4,96 CysH3,017 639.15667 639,15619 0,75 624(15); 519(15); 477(20); 459(65); 315(100); 314(50) Izoramnetin O-heksosilheksozide Svi

108



PRILOG

Tabela P1. Nastavak.

Redni R, Molekulska Izratunata - Nadena masa, . o . . c e .. Uzo.r i l.ista

broj min  formula, [M—H|" masa,n[z{—H] s [M—H], m/z A ppm MS/MS Fragmenti (% osnovnog pika) Identifikovana jedinjenja Eualili?lz i

23 4,98 CisHi709 341.08781 341,08688 2,73 323(15); 281(40); 251(100); 233(5); 221(25); 179(35) Kofeioil O-heksozid isomer 3 Svi

24 5,02 CisHisO10~ 355.06707 355,06625 2,31 337(10); 209(60); 191(100) p-Kumaroilhsaharinska kiselina izomer 3 ~ LM2

25 5,03 C27H29016~ 609.14611 609,14587 0,39 489(10); 447(30); 429(100); 285(10) Kampferol O-heksosilheksozid izomer 1 tﬁ;’ LM2,
26 5,04 Ci6H,705 337.09289 337,09207 2,43 191(10); 173(10); 163(100); 119(10) 3-0-p-Kumaroilhininska kiselina LK

27 5,07 Ci7H21012~ 417.10385 417,10324 1,46 285(40); 241(100); 153(60) Dihidroksibenzoil O-pentozilpentozid Svi

28 5,12 Ci6H1709 353.08726 353,08670 1,59 191(100); 179(20); 173(40); 135(5) 5-0-Kofeoilhininska kiselina“ Svi

29 5,13 C7H29016~ 609.14611 609,14508 1,69 489(10); 447(100); 285(20) Kampferol O-heksosilheksozid izomer 2 Svi

30 5,17 CyH21012” 477.10385 477,10366 0,40 449(5); 357(15); 315(30); 314(100) Izoramnetin O-heksosid LM2

31 5,19 C;HsO5~ 137.02442 137,02428 1,02 93(100) p-Hidroksibenzoeva kiselina“ Svi

32 5,20 Cy6H 17011~ 385.07763 385,07690 1,90 367(10); 353(90); 223(60); 209(15); 191(100) Feruloilheksariinska Kiselina tﬁ;’ LM2,
33 5,28 CisHi306 289.07176 289,07114 2,14 245(100); 231(10); 205(40); 179(20) Epikatehin’ txl’ LM2,
34 5,28 CyoH 13014~ 477.03108 477,03024 1,76 301(100) Elagoil O-heksuronid LK

35 5,38 Ci3H11Os” 295.04594 295,04520 2,51 163(100); 149(45); 119(5) p-Kumaroilvinska kiselina Svi

36 5,41 CyH 7,001~ 457.07763 457,07675 1,93 331(50); 305(25); 287(10); 269(5); 193(5); 169(100) Galokatehin galat” Svi

37 5,42 Ci7H909 367.10346 367,10251 2,59 335(5); 193(10); 179(5); 161(100); 149(5); 135(10) Metil 3-O-kofeoilhinat Svi

38 543 Ci3Hi3058” 297.06159 297,06094 2,19 179(15); 135(100) Cafeoiltreoninska kiselina izomer 3 Svi

39 5,45 Ci3Hi307 281.06668 281,06604 2,28 163(100) p-Kumaroiltreoninska kiselina Svi

40 5,50 C7HsO4” 153.01933 153,01898 2,29 125(5); 109(100) Gentizinska kiselina“ Svi

41 5,51 CyHi7011™ 457.07763 457,07690 1,60 331(50); 305(25); 287(10); 269(5); 193(5); 169(100) Epigalokatehin galat’ Svi

42 5,53 C7H29017~ 625.14102 625,13965 2,19 607(5); 505(15); 463(15); 445(50); 301(50); 300(100) Kvercetin O-heksozilheksozid izomer 2 txl’ LM2,
43 5,55 CoH,04~ 179.03498 179,03460 2,12 135(100) Kofeinska kiselina” Svi
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Tabela P1. Nastavak.

Redni t Molekulska [zratunata Nadena masa, Uzorci lista
Rs _HI- ) . o . . s de e . s
broj min  formula, [M-H| masa, [M-HJ, [M-H[", m/z A ppm MS/MS Fragmenti (% osnovnog pika) Identifikovana jedinjenja mall.ne i
m/z kupine
4 56 C14H 0y 325.05651 325,05582 212 193(100); 149(10) Feruloilvinska kiselina :ﬁ; LM2,
45 5,63 Ci¢Hi705~ 337.09289 337,09192 2,88 191(5); 173(100); 163(10) 4-0-p-Kumaroilhininska kiselina Svi
46 5,66 Ci4H;5s05 311.07669 311,07648 0,68 279(100); 193(35); 179(55); 161(5); 135(5) Kofeioil O-pentozid izomer 1 Svi
. . . LMI1, LM2,
47 5,66 Ci6H19Og 355.10346 355,10281 1,83 295(5); 217(60); 193(100); 175(40); 160(5); 134(5) Feruloil O-heksozid LK
48 5,74 CaHp5017- 609.10972 609,10883 1,46 307(10); 301(100); 300(10) Kvercetin O-p-kumaroilheksosid Svi
49 5,79 Ci7H1909 367.10346 367,10263 2,26 335(10); 193(10); 179(10); 161(100); 135(30) Metil 4-O-kofeoilhinat Svi
50 5,80 CioH13012~ 433.04125 433,04037 2,03 301(100); 300(50) Elagoil O-pentozid Svi
51 5,86 Ci4H;50s 311.07669 311,07648 0,68 279(100); 251(10); 179(10); 161(10); 135(5) Kofeoil O-pentozid izomer 2 Svi
52 5,92 Ci¢Hi705~ 337.09289 337,09238 1,51 191(100); 163(10) 5-0-p-Kumaroilhininska kiselina tﬁ;’ LM2,
53 5,95 C27H29016~ 609.14611 609,14484 2,08 343(10); 300(30); 301(100); 271(10); 255(5) Rutin’ Svi
54 5,99 C7H190q™ 367.10346 367,10266 2,18 193(15); 191(20); 179(100); 173(5); 161(10); 135(30) Metil 5-O-kofeoilhinat Svi
55 5,99 Ci2H17010~ 441.08272 441,08209 1,43 331(15); 289(100); 271(10); 193(5); 169(25) Katehin galat” Svi
56 6,00 CoH,05~ 163.04007 163,03984 1,41 119(100) p-Kumarinska kiselina® Svi
B . . LM1, LM2,
57 6,04 Cy6H25016 593.11481 593,11414 1,13 307(10); 285(100) Kampferol O-pentozilheksuronid LM3
58 6,08 C14H;505~ 311.07669 311,07657 0,39 221(60); 193(25); 179(60); 161(30); 135(100) Kofeoil O-pentozid izomer 3 Svi
59 6,15 C21H9012™ 463.08820 463,08737 1,79 301(100); 300(40) Kvercetin O-heksozid Svi
60 6,15 CyH7045” 477.06746 477,06726 0,42 301(100); 300(10) Kvercetin O-heksuronid Svi
61 6,23 Ci14Hs05~ 300.99899 300,99829 2,33 301(50); 284(30); 257(100); 229(70); 185(40) Elaginska Kiselina® Svi
62 6,24 Cy7H31014~ 579.17193 579,17133 1,04 459(100); 357(5); 313(25); 271(45); 235(10) Naringin® Svi
B . . . LM1, LM2,
63 6,26 Cy7H27017 623.12537 623,12433 1,67 315(40); 301(50); 300(100); 299(20); 271(30) Kvercetin O-ramnozil-heksuronid LM3
64 6,27 Cy7H200:5~ 593.15119 593,15063 0,94 285(100) Kampferol O-rutinozid LK
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Tabela P1. Nastavak.

Redni R, Molekulska Izratunata - Nadena masa, . o . . c e .. Uzo.r i l.ista
broj min  formula, [M—H|" masa,n[z{—H] s [M—H], m/z A ppm MS/MS Fragmenti (% osnovnog pika) Identifikovana jedinjenja Eualili?lz i
65 629 CorHrOr 607.13046 607,12933 1,86 545(10); 505(20); 463(100); 301(5) Ig(lzf;ﬁzﬂﬁe‘l’;;iz‘:;"k“ metil Svi
66 6,34 CasH3, 056 623.16176 623,16107 L11 315(100); 301(50); 300(100); 299(20); 271(30) Izoramnetin O-rutinozid LK
67 6,41 CouHO1 447.09329 447,09305 0,54 327(20); 285(80); 284(100); 255(10) Kampferol O-heksosid izomer 1 Svi
68 6,41 CaoHys01y 447.05690 447,05640 1,12 315(100); 300(5); 285(5); 284(10) Metil elagoil O-pentozid Svi
69 643 Caol101 433.07763 433,07703 1,39 343(5); 301(90); 300(100) Kvercetin O-pentozid Svi
70 6,47 CuHis015 475.05181 47505115 1,39 301(100); 300(60) Elagoil O-acetil pentozid Svi
71 6,51 CuHO0u 447.09329 447,09268 1,36 327(15); 285(100); 284(95); 255(10) Kampferol O-heksosid izomer 2 Svi
72 6,52 CyH17012~ 461.07255 461,07196 1,28 285(100) Kampferol O-heksuronid Svi
73 6,55 CoHyOss 591.13554 591,13477 1,30 529(20); 489(30); 447(100); 285(10) Ig(lz;‘;’r’gflrl:’;lg ;'Z‘;gr oksi metil Svi
74 6,64 CrH015” 491.08311 491,08221 1,83 473(10); 315(70); 301(100); 300(60) Izoramnetin O-hekuuronid Svi
75 6,66 CuHy,0u 445.07763 44507697 148 269(100); 175(15) Apigenin O-heksuronid LK
76 6,74 CaoH171010” 417.08272 417,08221 1,22 327(10); 285(40); 284(100); 255(5) Kampferol O-pentozid Svi
77 6,82 CisHyOy 317.03029 317,02942 274 179(100); 151(30); 137(10) Miricetin® LML, LK
78 6,85 CoHO1 459.09329 459,09262 146 297(100); 279(5); 179(5); 135(5) Dikoferoiltreoninska kiselina Svi
79 7,40 CaelhysO1y 529.13515 529,13422 1,76 367(100); 349(5); 179(10); 161(5) Metil dikofeolhinat Svi
80 7,42 C1oHyOy 193.05063 193,05013 2,59 178(30); 149(40); 134(100) Ferulinska Kiselina“ Svi
81 7,50 CaoHasO15” 593.13006 593,12964 0,71  447(10); 307(5); 285(100); 284(10) Kampferol O-p-kumaroilheksozid Svi
82 7,86 CisHyOr 301.03538 301,03458 2,66 273(20); 257(20); 179(100); 151(70) Kvercetin® Svi
83 8,39 CisHyO5™ 285.04046 285,03970 2,67 285(100); 229(50); 185(50); 151(65) Kampferol* Svi

?Potvrdeni pomocu dostupnih standarda, dok su sva ostala jedinjenja identifikovana na osnovu MS/MS podataka. Brojevi identifikovanih jedinjenja odgovaraju pikovima na Slici

18.
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Tabela P2. 1dentifikovani antocijanini sa intezitetima struja u plodu gajenih jagodastih vo¢nih vrsta.

Intezitet struje (V)
Redl}i tR-, Tacna . Molekulska+ Izraéunat+a A MS/MS - Identifikovana jedinjenja Malina  Kuoina Javoda
broj min mass, M* formula, M masa, M* mDa  fragmenti p Dud (D) go
™) (K) )
Derivati cijanidina
1 5,29 75721454  C33Ha1020" 757,21857 4,03 611,449,287 Cijanidin 3-O-heks-heks-ram 105634 0 0 0
2 531 611,15674  Cy7H3,016 611,16066 3,92 449,287 Cijanidin 3-O-heks-heks 8026089 7127 16317 0
3 5,43  581,14795  CyHxOi5" 581,15065 2,70 419,287 Cijanidin 3-O-pent-heks 55684 9944 0 0
4 547 595,16229  CyH3 015 595,16575 3,46 449, 287 Cijanidin 3-O-heks-ram 612216 0 356197 17157
5 5,48 741,22101  C33HuO10" 741,22366 2,65 595,449,287 Cijanidin 3-O-heks-ram-ram 7387 0 0 0
6 5,49 449,10522  CyH 01" 449,10784 2,62 287 Cijanidin 3-O-heks 8256479 12714511 13862841 751157
7 5,65 565,15424  CyHO14" 565,15518 0,94 419, 287 Cijanidin 3-O-pent-ram 2445 0 0 0
8 5,69 433,11044  CuH2010" 433,11292 2,48 287 Cijanidin 3-O-ram 1586262 333486 0 0
9 5,81 419,09537  CyHis010" 419,09727 1,90 287 Cijanidin 3-O-pent 1362 937267 7692 0
Derivati definidina
10 5,66 581,14972  CyHxOi5 581,15065 0,93 435,303 Delfinidin 3-O-pent-ram 6414 0 0 0
11 598 627,15198  CyH3047" 627,15558 3,60 465,303 Delfinidin 3-O-heks-heks 21654 4847 0 0
12 6,38 611,16003  Cy7H3016" 611,16066 0,63 465,303 Delfinidin 3-O-heks-ram 0 93081 87264 0
13 6,54 465,10049  CyH 01" 465,10275 2,26 303 Delfinidin 3-O-heks 44893 406411 56534 0
14 6,75 435,08777  CxHioO1i" 435,09219 442 303 Delfinidin 3-O-pent 4288 31248 0 0
15 6,88 449,10413  CyH 01" 449,10784 3,71 303 Delfinidin 3-O-ram 19250 0 0 0
Derivati pelargonidina
16 5,70  579,16785  CyH3014" 579,17083 2,98 433,271 Pelargonidin 3-O-heks-ram 14622 0 5248 9273
17 7,48 433,11044  CyH 010" 433,11292 2,48 271 Pelargonidin 3-O-heks-ram 0 56913 37549 8617
18 7,89  417,11609 C21H2100" 417,11801 1,92 271 Pelargonidin 3-O-ram 2871 31074 0 0

Pent — pentozid, heks -heksozid, i ram - ramnozid
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Tabela P3. 1dentifikovani antocijanini sa vrednostima intezitetima struja u plodu samoniklih voénih vrsta.

Intezitet struje (V
Redni  tg, Tacna N;g:‘i:;llika Izracunata A FraMnS]gl/ltis % Identifikovana J ( )
broj min masa, M* + 7 masa, M* mDa g A jedinjenja Zova Dren Crnitrn  Glog
M osnovnog pika) (ZO) (DR) (TR) (GL)
Derivati cijanidina
2 529 611,15582 CyH3 016"  611,16066 4,84 449(100), 287(80) Cijanidin 3-O-heks-heks 1185876 13968 141520 0
5 5,58 581,14587 CyH»Oist  581,15065 4,78 287(100) Cijanidin 3-O-pent-heks 32260380 6996 158950 0
6 5,62 595,16205 Cy7H3015%  595,16575 3,70 449(10), 287(100) Cijanidin 3-O-heks-ram 278025 2389730 5032890 0
7 5,67 449,10507 CuHxOnt  449,10784 2,77 287(100) Cijanidin 3-O-heks 21464772 45975456 4575867 7449
11 591 419,09424 CyHi9010"  419,09727 3,03 287(100) Cijanidin 3-O-pent 0 189145 297268 3716
19 6,84 595,16217 CyH3015%  595,16575 3,58 449(20), 287(100) Cijanidin 3-O-heks-ram 259695 14208 8855 0
21 7,03 449,10471 CuH» O™ 449,10784 3,13 287(100) Cijanidin 3-O-heks 13994 1070077 386477 2598
Derivati delfinidina
3 5,41 465,09985 CyH, Ot 465,10275 2,90 303(100) Delfinidin 3-O-heks 0 415866 0 0
16 6,53 611,15698 CyH3016" 611,16066 3,68 465(20),303(100) Delfinidin 3-O-heks-ram 5671077 70974 335477 0
18 6,73 465,09952 CHOnt  465,10275 3,23 303(100) Delfinidin 3-O-heks 854921 480335 291089
Derivati pelargonidina
8 580 56515179 CxHwOu'® 56515518 339 271(100) Ezllirgomdm 3-0-pent- goegan 0 66749 0
9 583 579,16742 CyHsOw®  579,17083 3,41 433(10), 271(100) f;;frgomdm 3-O-heks- 14551 259182 0 0
10 5,86 433,11026 CyH» 010" 433,11292 2,66 271(100) Pelargonidin 3-O-heks 268346 21139832 21061 0
Derivati peonidina
12 5,94 609,17682 CyH33015°  609,18140 4,58  463(20),301(100) Peonidin 3-O-heks-ram 0 0 11292980 0
13 5,97 463,12006 CxHsOnt  463,12349 343 301(100) Peonidin 3-O-heks 20035 0 3798472 0
15 6,28 433,10999 CiH90Oo* 433,11292 2,93 301(100) Peonidin 3-O-pent 0 0 144154 0

Pent — pentozid, heks -heksozid, i ram - ramnozid
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IZJAVE

H3zjaBa o0 ayTopcTBY

Nme n npezume ayropa AJjexcangpa IlaBiosuh

Bbpoj nnaekca JAX43/2012

HUzjaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa AucepTaluja noj HacJIoBOM

OnTuMu3zanuja aHATUTHYKOT NMOCTYNKA 32 KApaKTepu3anujy U Kiacupukanujy
Pa3JIMYUTHX BPCTA rajeHor U CAMOHUKJIOT Boha

® PE3YyJITAaT COIICTBCHOT UCTPAKMBAYKOI paja,

e Ja aucepTalyja y LeIUHU HU Y AeJ0OBUMa HuUje Ouila MpeiokeHa 3a CTHIAmke Ipyre
JUTUIOME TIpeMa CTYANjCKAM TPOrpaMUMa APYTHX BHCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e Ja Cy pe3yATaTH KOPEKTHO HaBEIEHU U

e Jla HUCAM KpIIWJIa ayTOpPCKa MpaBa M KOPHUCTHIIA HHTEIEKTYTHY CBOJUHY IPYTHX JIHIIA.

VY Beorpany,

ITornuc ayropa
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IZJAVE

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT pajia

Nwme u mpe3ume ayTopa Aunexkcanapa IlaBaosuh

Bpoj unnekca J1X43/2012

Cryaujcku mporpam Xemuja

Hacnos pana OnTuMH3anMja aHATHTHYKOT NMOCTYNKA 32 KapaKTepHu3auujy
U KJIacH(UKAIUjy PA3TUYUTHX BPCTA FajeHOr H CAMOHMKJIOT
Boha

MenTop ap Maja Hatuh

W3jaBpyjem na je mraMiiaHa Bep3uja MOT TJOKTOPCKOT pajia ICTOBETHA €IIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
caM npejana paay noxpamuBama y J{ururaanom penosutopujymy YHuBep3utera y beorpany.

Jlo3BospaBaM 1a ce 00jaBe MOjH JIMYHM MOJAIM BE3aHH 3a JOOHjabe akaleMCKOT Ha3WBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy M€ U Mpe3uMe, TOAMHA U MECTO pol)ema u naTyM ofdpaHe pajaa.

OBM JIMYHU MOJAIlM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHMLaMa JUTHUTaIHE OuOIMoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory M y nmybaukanujama YHuBep3utera y beorpany.

VY Beorpany,

Iornmc ayropa
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IZJAVE

H3zjaBa o kopuhewy

Ornamhyjem YuuBep3utercky OmbOnmmoteky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jlururanau
perio3utopujyM YHuBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIH]y O] HACIOBOM:

OnTuMH3anuja aHATUTHYKOT NOCTYNKA 32 KapakTepu3aumjy u kiaacupukanujy
Pa3IUYUTHX BPCTa rajeHoOr 1 CAMOHMKJIOr Boha

KOja je Moje ayTOpCKo 0.

Jucepranujy ca CBUM IPUIIO3UMA TIpe/iajia caM y eNeKTPOHCKOM (hopMary MOroJHOM 3a TPajHO
apXHUBHPAHE.

Mojy HOKTOpCKy nucepranujy MnoxpameHy y JIUruramHoM peno3uTtopujymy YHHUBEp3UTETa Y
bBeorpany u A0oCTynHY Yy OTBOPEHOM IPUCTYIy MOTY Ja KOPHCTE CBH KOjH TOIITYjy oapenode
caapxane y ogabpanom tumy nuienie Kpearnsne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTyYHJIA.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AytopctBo — HekomepiujaaHo (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekomepumjaiaHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPIHjaItHO — AenuTH 1o uetuM yeaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 ipepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutu non uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MonurMo J1a 3a0Kpy>KHTE caMmo jeTHy OJ1 IiecT monyhenunx munenmm. Kpatakx
OITHC JIMIICHITH j& CACTaBHU JICO OBE U3jaBe).

VY Beorpany,

IMoTnuce ayropa
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IZJAVE

1. AyroperBo. [lo3BosbaBaTe yMHOKaBame, MUCTPHOYIMjy W jaBHO CAaoIIITaBame 1ena, U
npepasie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ozpelheH o/ cTpaHe ayTopa WK 1aBaolia JIMIEHIIe,
Yak U y KomeprujainHe cBpxe. OBo je Hajci1000aHUja O CBUX JINLICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujaaHo. Jlo3BosbaBare yMHOXaBame, AUCTPHOYIHM])Y W jaBHO
CaoINIlTaBame Jela, U Ipepajie, ako ce HaBeJae UMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH ol cTpaHe ayTopa
WK faBaolia juneHue. OBa JIMIeHIa He JJ03B0JbaBa KOMEpIMjalHy yIoTpeOy aena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepIHUjaJaHo — 6e3 npepana. Jlo3BossaBaTe yMHOKABaWkE, TUCTPHOYIIH]y
¥ jJaBHO CaOIIIITaBambe Jeia, 0e3 MpoMeHa, MpeodINKOBamka TN YIIOTpede 1e1a y CBOM Iy, aKo
ce HaBeJIe IME ayTopa Ha Ha4MH oJjpel)eH o/ cTpaHe ayTopa Wid JAaBaoma juieHne. OBa iuieHmna
HE 7103B0JbaBa KOMEPIHjATHY yIOTpeOy fena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTalle JIUICHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM
ce orpann4asa HajBehu 0OMM MpaBa KopHIhema Jena.

4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPHHjaJIHO — JeJUTH TWOA MCTHM YycjaoBuMa. Jlo3BosbaBaTe
YMHOKaBame, TUCTpUOYLIM]y U JaBHO CAOIIITaBamke Jella, U Npepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4YMH ojpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WU J1aBaola JIMIEHIIE U aKo ce Tpepaa JUCTpHOynpa Mo
UCTOM MJIM CIMYHOM JinieHnoM. OBa JIMIEHIa He J03BOJbaBa KOMEpLHUjalIHy ynoTpedy Aena u
npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepana. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYLH]y W jaBHO
caomIuTaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKoBamba WM yrnoTpede aena y CBOM ey, ako ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH oxapeheH of cTtpaHe ayTopa WM AaBaola juieHne. OBa JuieHna
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjaJIHy YHOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — JIeJIMTH MO HCTHM yca10BUMAa. J[03BOJbaBaTe YMHOXaBawe, TUCTPUOYLH]Y U
JaBHO CaoNILTaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH ox cTpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMIIEHIE M aKo ce Ipepajga IUCTpuOyHpa MOJ HCTOM WM CIUYHOM
auueHnoM. OBa JIMIEHLA J103BOJbAaBa KOMepLUjalHy ynoTpeOy aena u mpepaga. CinyHa je
co()TBEpPCKUM JIMIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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