Minja Jovanovi¢

Kvantifikovanje flavonskih heterozida
u uzorcima livadskog meda

U uzorcima livadskog meda kvantifikovani su flavonski heterozidi, za koje je inace
poznato da poseduju antioksidansni potencijal. Odreden je njihov ukupni sadrZaj
u pet uzoraka pomocu metode bazirane na Prirucniku Kineskog nacionalnog cen-
tra za kontrolu kvaliteta Caja. Potom je svakom uzorku odredena ukupna antiok-
sidansna aktivnost, antiradikalska aktivnost i intenzitet boje. Ukupni sadriaj
polifenola uzoraka je u intervalu od 0.5 do 1.7 procenata. Rezultati pokazuju da
med nije primarni dietarni izvor antioksidanasa, ali njegovo konzumiranje je
znacajno zbog neutralisanja slobodnih radikala, tj. sprecavanja oksidativnog
stresa koji je uzrocnik mnogih bolesti kao Sto su multipla skleroza, Parkinsonova
bolest, kancer, koronarna oboljenja.

Uvod

Oksidacija je proces transfera elektrona sa jednog na drugi atom i
predstavlja sustinski deo aerobnog metabolizma. U ovom sistemu jedini
akceptor elektrona je kiseonik. Medutim, ukoliko u procesu metabolizma
ili pod uticajem spoljasnjih faktora dode do transfera nesparenih elektrona,
sistem generiSe slobodne radikale: superoksid (O, ), peroksil- (ROO), alk-
oksil- (RO), hidroksil- (HO) i azotni oksid (NO) radikale. To su izuzetno
jaki oksidacioni agensi, koji brzo reaguju sa drugim molekulima (vreme
poluZivota hidroksil-radikala je reda veli¢ine 107’ s) (Maksimovi¢ 2005).
Slobodni radikali mogu biti vrlo Stetni, jer reaguju sa lipidima celijskih
membrana, proteinima tkiva, ugljenim hidratima i DNK, izazivajudi
oStecenja Celijskih membrana i lizu elija, modifikaciju proteina, oksidaciju
ugljenih hidrata i oSteenja DNK. Posledica aktivnosti slobodnih radikala
je oksidativni stres, koji je u direktnoj vezi sa procesom starenja i razvo -
jem mnogih oboljenja kao Sto su multipla skleroza, Parkinsonova bolest,
kancer, koronarna oboljenja. Ljudski organizam se Stiti od slobodnih radi -
kala mehanizmom odbrane koji je razvijen kao odgovor na konstantnu
izloZenost oksidativnom stresu. Taj mehanizam c¢ine antioksidansi — sup -
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stance koje, u niskim koncentracijama, sprecavaju oksidaciju odgovaraju-
¢ih supstrata tako Sto suzbijaju stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika, neu-
traliSu slobodne radikale vezuju¢i ih za sebe i predajuci ih drugima i
prekidaju lancane reakcije koje slobodni radikali iniciraju. Neki antioksi-
dansi se sintetiSu u organizmu: enzimi (superoksid-dismutaza, katalaza i
selen-zavisna glutation peroksidaza), neenzimski molekuli (glutation, his-
tidin-peptidi, urati, transferin i feritin), neki hemijski elementi (cink i se-
len) i reparativni antioksidansi (enzimi proteaze, lipaze, transferaze i
enzimi koji repariraju DNK). Antioksidanse je zato neophodno unositi i
ishranom. Na ovaj nacin unisimo antioksidanse kao S$to su vitamini C, E,
A, karotenoidi i polifenoli. Sposobnost antioksidanasa da sprece dejstvo
slobodnih radikala naziva se antioksidantni potencijal.

Polifenoli su organska jedinjenja koja sadrZze viSe hidroksilnih grupa
vezanih za sistem benzenovih prstenova. U prirodi se najéesce javljaju ve-
zani za Secere. U biljkama obavljaju niz funkcija: deluju kao antioksidansi,
antimikrobni agensi, foto receptori, vizuelno privlace insekte vaZzne za op-
raSivanje cvetova, odbijaju biljojede, Stite tkiva od prekomernog UV-zra-
¢enja. U organizmu Coveka, polifenoli mogu ispolji razliCite pozitivne
efekte. Inhibiraju enzime odgovorne za sintezu superoksid-anjona i zbog
niskog redoks-potencijala sposobni su da redukuju slobodne radikale. Fla-
vonoidi su podgrupa polifenola koji su u hemijskom smislu derivati fla-
vana (2-fenil-benzo-dihidropirana). Njihova struktura daje im sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala (Maksimovi¢ 2005).

Med je u potpunosti prirodni proizvod koji pored najmanje 200 sup-
stanci, ukljucujudi Seéere, proteine, vodu, vitamine, minerale, hidroksimeti-
Ifurfural (HMF), enzime, sadrzi i polifenole (Kirk i Sawyer 1999) koji
poticu iz biljaka i ne mogu ih sintetisati Zivotinje i ljudi (flavonoidi nadeni
u nekim Zivotinjama uneti su putem ishrane biljkama), te ih nema u mesu,
mleku, jajima, morskim plodovima... (Peterson i Dwyer 1998).

Cilj ovog rada je odredivanje ukupnog sadrzaja flavonskih heterozida
u uzorcima livadskog meda i kvantifikacija njihovih antioksidantnih svo-
jsta pomocu FRAP testa za odredivanje antioksidantnog potencijala, DPPH
testa za odredivanje antiradikalskog potencijala, i intenziteta boje.

Materijal i metode

Od pet pcelara uzeti su uzorci livadskog meda i obeleZeni brojevima
na slede¢i nacin:

1 — med sa Homolja

2 — med sa Rtnja

3 — med iz okoline Aleksinca

4 — med iz Deliblatske pescare

5 — med iz okoline Valjeva
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Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

UobiCajene metode za determinaciju polifenola opisane su od strane
mnogih istrazivaca (Roberts er al. 1956, 1957; Roberts & Myer 1958; Ro-
berts & Smith 1961; Roberts 1962) i Siroko primenljive. Najprakti¢nije su
kolorimetrijske metode (Bhatia 1960; Bhatia & Ullah 1968; Harbowy
1997; Lakenbrink 2000). One se zasnivaju na redukcionim svojstvima poli -
fenola, tj. na formiranju obojenih kompleksa. Metoda za odredivanje ukup -
nih polifenola koriS¢ena u ovom radu bazirana je na istraZivanjima
Robertsa (1962) i na metodama iz Priru¢nika Kineskog nacionalnog centra
za kontrolu kvaliteta ¢aja (CNC 1991), uz modifikacije (Yao et al. 1992;
Harbowy & Balentine 1997; Muralidharan 1997). Princip metode je stva-
ranje kompleksa izmedu jona Fe i polifenola iz meda. Dobijeni kompleks
je obojen, sa apsorpcionim maksimumom na 540 nm.

Pripremanje reagenasa

Seéerni analog meda: Izmereno je 4g fruktoze, 3 g glukoze i 1 g mal-
toze i rastvoreno u 2 mL destilovane vode uz meSanje i zagrevanje. Potom
je zagrejana destilovana voda i rastvoreno je 2 g Secernog analoga u 100
mL zagrejane destilovane vode. Rastvor je drZzan 5 minuta na sobnoj tem -
peraturi u ultrazvu¢nom kupatilu radi dobijanja bistrog rastvora.

Rastvori meda (osnovni rastvor): Uzorci meda su rastvoreni u toploj
destilovanoj vodi (2 g/100 mL) i ostavljeni su u ultrazvu¢nom kupatilu 5
minuta na sobnoj temperaturi kako bi se dobili bistri rastvori.

Rastvor K, Na-tartarata: rastvoreno je 5g KNaC,H,Oq 1 1.83 ¢
FeSO,4 u malo destilovane vode u ¢asi, a potom kvantitativno preneseno u
normalni sud od 1000 mL koji je dopunjen do crte. Rastvor je zatim pre -
baCen u reagens bocu.

Pufer: Izmereno je 29.30g Na,HPO, i rastvoreno u malo destilovane
vode u ¢aSi, a potom kvantitativno preneseno u normalni sud od 1000 mL
koji je dopunjen do crte. Izmereno je i 9.09g KH,PO, i rastvoreno najpre
u malo destilovane vode, pa zatim kvantitativno preneseno u normalni sud
od 1000 mL koji je dopunjen do crte. Rastvori Na,HPO, i KH,PO, po-
meSani su u odnosu 85:15.

Rastvori meda: U normalnim sudovima od 25 mL pripremani su ras-
tvori tako $to je otpipetirano 1 mL osnovnog rastvora meda, 4 mL des-
tilovane vode i 5 mL rastvora tartarata. Normalni sud je dopunjen do crte
puferom.

Postupak

Svim rastvorima merena je apsorbanca na UV/VIS spektrofotometru
(GBC Spectral, Cintra 10) na talasnoj duZini od 540 nm uz slepu probu

ZBORNIK RADOVA 2005 HUMANA BIOHEMIJA

245



koju ¢ini 1 mL Secernog analoga, 4 mL destilovane vode, SmL rastvora
KNa-—tartarata i pufer do 25 mL. Uradena su po tri ponavljanja. Rezultati
su izraZeni u procentima polifenola u odnosu na ukupnu zapreminu uzorka.

Ukupna antioksidansna aktivnost: FRAP-test

FRAP-test (Ferric Reducing Antioxidant Power) se zasniva na reduk-
ciji [Fe(lll)-TPTZ] (TPTZ - 246-Tripiridil-s-Triazin) kompleksa do
[Fe(D)-TPTZ] u prisustvu redukujuéeg sredstva pri niskoj pH. Nagradeni
kompleks ima intenzivnu plavu boju Ciji se intenzitet odreduje merenjem
apsorbance na 593 nm. Rezultati se izraZzavaju u UM Fe2+, Sto predstavlja
koncentraciju jona Fe™* koju oslobodi odmerena koli¢ina ispitivanog ek-
strakta.

Priprema reagenasa

Rastvori meda: Uzorci meda su rastvoreni u toploj destilovanoj vodi
(1 g/10 mL) i ostavljeni 5 minuta u ultrazvu¢nom kupatilu na sobnoj tem-
peraturi kako bi se dobili bistri rastvori.

Acetatni pufer, 200 mmol/L, pH 3.6. Odmereno je 0.30 g kristalnog
natrijum — acetata (CH3COONa[3H,0) i prebaceno u staklenu ¢asu u koju
je otpipetirano 1.6 mL glacijalne siréetne kiseline. Nakon rastvaranja u 20
mL vode rastvor je kvantitativno prenesen u normalni sud od 100 mL koji
je zatim do crte dopunjen destilovanom vodom.

Rastvor HCI, 40 mmol/L. Otpipetirano je 0.35 mL koncentrovane HCI
u normalni sud od 100 mL koji je do crte napunjen destilovanom vodom.

TPTZ-reagens: Odmereno je 0.078 g TPTZ i dopunjeno do 25 mL
rastvorom HCI.

Rastvor FeCls, 20 mmol/L. Odmereno je 1.3515 g FeCL[6H,0 i
preneto u normalni sud koji je dopunjen destilovanom vodom do 25 mL.

FRAP - reagens: PomeSaju se acetatni pufer, rastvor TPTZ — reagen-
sa 1 rastvor FeCl; u zapreminskom odnosu 10:1:1 (100 : 10 : 10 mL).

Rastvor FeSO4: Odmereno je 0.0665 g FeSO4[IH,0 i prebaleno u
normalni sud koji je dopunjen do 250 mL. Tako je dobijen osnovni ras-
tvor koji se koristi za konstruisanje kalibracione kirve.

Postupak

Najpre je konstruisana kalibraciona kriva. KoriSéen je osnovni rast-
vor. Odmereno je 20, 40, 60 i 80 mL osnovnog rastvora i dopunjeno do
100 mL destilovanom vodom. Po 0.1 mL standardnih rastvora FeSO4 je
preneto u epruvete i dodato je 3.0 mL FRAP-reagensa. Sve epruvete su
inkubirane 30 minuta na temperaturi od 37° C. Apsorbanca je merena na
593 nm. Dobijene apsorbance i preracunate koncentracije standardnih ras-
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tvora iskoriS¢ene su za konstrukciju krive. Antioksidantni potencijal uzo-
raka meda odreden je merenjem apsorbanci na 593 nm rastvora koji su
sadrzali 0.1 mL rastvora meda i 3.0 mL FRAP-reagensa uz slepu probu
koja je umesto meda sadrzala 0.1 mL rastvora Secernog analoga. Na os-
novu kalibracione krive i dobijenih apsorbanci dobijene su koncentracije
Fe** jona.

Antiradikalska aktivnost: DPPH-test

Princip metode: Antioksidantna aktivnost ispitivanog rastvora u di-
rektnoj je vezi sa njegovom sposobno$cu da neutraliSe stabilne slobodne
radikale. Za ovaj test koriS¢en je DPPH slobodan radikal, ¢iji rastvor ima
tamnoljubicastu boju (apsorpcioni maksimum na 517 nm) zbog nesparenog
elektrona. Kada se ovaj elektron spari, apsorbanca se na 517 nm smanjuje
i rastvor postaje bledozut. Rezultati su izraZeni u procentima inhibicije. Da
bi se rezultati mogli uporediti, potrebno je izracunati ICsp vrednosti. Ova
vrednost oznacava koncentraciju uzorka potrebnu da se izvr$i neutralizacija
50% DPPH radikala i izracunata je za svaki uzorak.

Priprema reagenasa

Rastvor DPPH, 130 pmol/L u apsolutnom etanolu. Odmereno je
0.0051 g DPPH i preneto u normalni sud od 100 mL, koji je dopunjen
apsolutnim etanolom uz sonikaciju.

Acetatni pufer, 100 mmol/L, pH 5.5. Odmereno je 1.15 g kristalnog
natrijum-acetata (CH;COONa 3H,0). U staklenu caSu je otpipetirano
0.086 mL glacijalne siréetne kiseline i dodato u normalni sud od 100 mL
koji je do crte napunjen destilovanom vodom.

Rastvori meda: Od svakog uzorka napravljeno je po Cetiri rastvora
sledeéih koncentracija: 2%, 5%, 10% i 20%.

Postupak: Pripremljena su tri kontrolna rastvora (Ag) tako $to je po-
meSano 1.9 mL 130 pPmol/L rastvora DPPH u apsolutnom etanolu, 1 mL
rastvora acetatnog pufera i 100 ML vode. Za uzorke meda napravljena su
po dva rastvora za svaku koncentraciju. PomeSano je 1.9 mL rastvora
DPPH, 1 mL acetatnog pufera i 100 YL rastvora meda. Smesa je dobro
promuckana i ostavljena da se inkubira na sobnoj temperaturi u mraku to-
kom 12 h. Apsorbancija je merena na 517 nm uz slepu probu koju ini
rastvor meda uz dodatak svih reagenasa, izuzev rastvora DPPH, kako bi
se iskljucio uticaj boje meda. Inhibicija slobodnog radikala DPPH za svaki
ispitivan rastvor izracunata je iz izraza:

Inhibicija (%) = oM 100
Ao

Da bi se rezultati DPPH testa mogli uporediti, potrebno je izraCunati

ICs0 vrednosti. IzraCunate vrednosti inhibicije unete su u koordinatni sis-

ZBORNIK RADOVA 2005 HUMANA BIOHEMIJA < 247



tem i izraZene u funkciji koncentracije ispitivanog rastvora meda. Lineari-
zacija krive izvrSena je probit-analizom. Na ovaj nacin su dobijene ICsq
vrednosti. Manja vrednost ICs9 oznaCava jacu antiradikalsku aktivnost.

Odredivanje intenziteta boje

Flavonoidi su Zute boje, te je boja meda u direktnoj vezi sa ukupnim
sadrzajem flavonoida u uzorcima, a samim tim i indirektni pokazatelj kva-
liteta meda. Zbog toga je svakom uzorku odreden intenzitet boje.

Postupak: Uzorci meda rastvoreni su u toploj destilovanoj vodi. Ras-
tvoreno je 5¢ meda u 5 mL vode. Apsorbanca dobijenih rastvora merena
je na 450 i 720 nm. Razlika ove dve vrednosti predstavlja intenzitet boje
koji se izrazava u mAU (AU — od Absorbance Unit — negativna vrednost
deseti¢nog logaritma udela propustene svetlosti).

Rezultati 1 diskusija

Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

U prvom delu istraZivanja, ukupni sadrzaj polifenola bio je ispitan uz
pomo¢ modifikovane metode Kineskog nacionalnog centra za kontrolu ca-
ja. Rezultati su izraZeni u procentima polifenola u odnosu na ukupnu masu
meda i to uz pomo¢ sledece formule:

3.914 [E 20 _ OV, (100
1000w

gde je E — ocitana apsorbanca sa spektrofotometra, V,; — zapremina ras-
tvora meda, V| — zapremina kori§¢ena za pravljenje rastvora Cija je apsor-
banca merena, a W — masa uzorka

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1. Ukupni sadrZaj polifenola
uzoraka je u intervalu od 0.5 do 1.7 procenata. To pokazuje da med nije
primarni dietarni izvor antioksidanasa, posto ih neke namirnice sadrZe u
mnogo veéim koncentracijama.

Ukupna antioksidansna aktivnost

Vrednosti FRAP-testa izraZeni su u UM Fe** jona u desetoprocent-
nom rastvoru meda. Svi rezultati se nalaze u intervalu od 2800 do 6900
UM Fe*t jona i prikazani su u tabeli 1.

Antiradikalski potencijal

Dobijeni rezultati, izraZzeni pomocu ICso vrednosti, nalaze se u inter-
valu od 117 do 60571 (tabela 1). Jako su heterogeni, pa nije moguce
izvuéi zaklju€ak o antiradikalskoj aktivnosti ispitivanih uzoraka.

248 + PETNICKE SVESKE 58

DEO



Tabela 1. Rezultati izvrSenih testova

Vrsta meda Sadrzaj Ukupna Antiradikalski Intenzitet
polifenola antioksidansna potencijal boje (mAU)
aktivnost (IC50)

(UM Fe(ID))

1.710£0.008  6900£800 1171 501+1
1.650£0.009 5000500 123%1 785%1
0.500£0.009  2800£700 60600£300  206%1
1.34020.005 4300500 5380+40 534+1
1.05020.009 3600400 2022 2301

D A WD =

Intenzitet boje

Apsorbanca pedesetoprocentnog rastvora meda krece se od 206 mAU
do 785 mAU. Ove razlike mogu ukazivati na prisustvo pigmenata sa an-
tioksidantnom aktivno$¢u (karotenoidi). Uzorak broj 2 se po ukupnom sa-
drzaju polifenola ne razlikuje znacajno, a pokazao je znatno vecu
antiradikalsku mo¢ u DPPH testu od ostalih uzoraka. Isto tako, njegova
boja ima najvedi intenzitet. Uzorak broj 3 ima najmanji ukupni sadrZaj
polifenola, §to je u potpunosti u skladu sa rezultatima ostalih testova. Po-
kazao je najmanju mo¢ redukcije i antiradikalsku mo¢, a Sto se tice in-
tenziteta boje i tu ima najmanje vrednosti.

Uzorak 1, koji ima najvecu antioksidantnu moc¢ potice mahom od
majcine duSice (Thymus vulgaris L.), mente (Mentha sp. ) i hajducke trave
(Achillea millefolium L.), a uzorak 3, koji ima najmanju mo¢, od tikvinih
cvetova (Cucurbita pepo L). Kod uzoraka pet i tri dolazi do potpunih pok-
lapanja u svim testovima.

Zakljucak

Na osnovu rezultata zakljuCuje se da antioksidantna moé meda veci-
nom zavisi od flore od koje vodi poreklo. Sami procesi proizvodnje imaju
drugorazredni zna¢aj. Sto se tiCe poklapanja rezultata testova i veze
izmedu njih, ukupni sadrZaj polifenola i FRAP-test se u potpunosti pokla-
paju. S druge strane i DPPH test i intenzitet boje se u potpunosti pokla-
paju, $to moZe navesti na to da je boja meda imala uticaj, i da slepa proba
nije bila dobro pripremljena, tj. nije uspela da anulira boju meda.
Medutim, snimanje spektra svih uzoraka meda pokazalo je da med na
talasnoj duZini na kojoj su snimani uzorci u DPPH testu, ima nisku ap-
sorpciju, Sto dovodi do pretpostavke da je boja meda indirektan pokazatelj
njegovog kvaliteta.
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Zahvalnost. Zahvaljujem mladem saradniku Voinu Petrovicu, stude-
ntu biohemije na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, na uka-
zanoj pomoci prilikom pripreme uzoraka i njihove analize.
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Minja Jovanovi¢

Quantifying of Flavonic Heterozides in Samples of Meadow
Honey

Flavonic heterozides were quantified in samples of meadow honey.
Total amount of heterozides was determined, as well as several parameters
related to oxidative stress-total antioxidative potential, total antiradical ac -
tivity and coloration. Results show that honey is not a primary dietary
source of antioxidants, but that consumption can conttribute to reducing
oxidative stress, thus preventing various diseases.

Free radicals are chemical substances that have an unpaired electron.
They are produced during oxidative metabolism. All aerobic organisms
have mechanisms for dealing with free radicals, but they also have to in -
gest antioxidants from their surroundings. Antioxidants are substances that
have the ability to supress oxidative stress by eliminating free radicals.The
most common antioxidants found in various food are vitamins (C, E, A),
carotenoids and polyphenols.

Honey is a natural sweetener synthetised by bees from nectar. It con -
tains various substances- sugars, water, minerals and flavonic heterozides.
Flavonoids are a group of compounds based on flavan. They are known
to exibit antioxidative properties.

The goal of this research was to measure and compare antioxidative
properties of flavonic heterozides from several samples of meadow honey.

Total amount of polyphenols was measured colorimetrically, measur -
ing apsorbance of Fe** ion-polyphenol complex. Total anitoxidative ability
was measured by using the FRAP(Ferric Reducing Antioxidant Power)
test, total antiradical activity was determined by DPPH test and coloration
was measured spectrophotometrically.

Results show that antioxidative activity of honey mostly depends on
the plants the honey was made of. The production itself is of lesser im -
portance. Results from total polyphenol content and total antioxidative
power match(i.e samples that have a high content of polyphenols show
stronger antioxidative properties). On the other hand samples that are more
intensely coloured score higher on the DPPH test, which lead us to assume
that the colour of honey is an indirect indicator of its quality. Due to better
understanding of the examined topic further investigation ought to be per -
formed.
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