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Antioksidantna svojstva
sorti malina Tjulamin,
Miker 1 Vilamet

Ispitivana su antioksidantna svojstva, sadrZaj uku-
pnih flavonoida, fenola i antocijanina u plodovima
tri, kod nas najzastupljenije, sorte malina: Tjula-
min, Miker i Vilamet. Antioksidantna aktivnost sorti
malina radena je DPPH metodom i TBA testom
inhibicije lipidne peroksidacije. Utvrdeno je da
postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji
fenola izmedu sorte Tjulamin i sorti Miker i Vila-
met. Sto se tice vrednosti koncentracija flavonoida,
statisticki znacajna razlika je prisutna izmedu sorte
Miker i sorti Tjulamin i Vilamet. Najvisu konce-
ntraciju antocijanina je imala sorta Vilamet, a
najnizu Miker. Ovaj podatak ne treba dovoditi u
direktnu vezu sa antioksidantnim aktivnostima koje
su u suprotnom odnosu, posto je moguce da anto-
cijanini svoj antioksidantni potencijal ispoljavaju u
sinergistickom dejstvu sa drugim komponentama
ekstrakta, za Sta su potrebna detaljnija istraZivanja.

Uvod

Ljudski organizam se §titi od slobodnih radikala
mehanizmom odbrane, koji ¢ine antioksidansi. Anti-
oksidansi su supstance koje, u niskim koncentraci-
jama, suzbijaju stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika,
neutraliSu slobodne radikale vezujuéi ih za sebe i
predajuci ih drugima prekidaju lanCane reakcije koje
slobodni radikali iniciraju. Jedna vrsta antiok-
sidanasa su polifenoli koji u organizmu ¢oveka mo-
gu da redukuju slobodne radikale, kao i flavonoidi,
podgrupa polifenola. U medicinskoj nauci je utvrde-
no da se proizvodi od ploda maline mogu uspesno
upotrebljavati za regulaciju pH krvi, poboljSanje
krvne slike, sniZenje krvnog pritiska, za leCenje bo-
lesti grla i raznih groznicavih stanja (malarija i dr.),
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zatim za poboljSanje varenja hrane, kako laksativno
sredstvo, tako i za povecanje otpornosti organizma i
dr. (Petrovi¢ 2002).

Upravo zbog svog specificnog hemijskog sas-
tava, a posebno zbog visokog sadrzaja vitamina, mi-
neralnih materija, pojedinih mikroelemenata i dr.,
plodovi maline imaju vrlo znacajno lekovito dejstvo.

Srbija je, pored Poljske i Madarske, najveci pro-
izvoda¢ maline u Evropi sa proizvodnjom od 56 hi-
ljada tona godiS$nje (Petrovi¢ i MiloSevi¢ 2002).
Najzastupljenije sorte malina kod nas, a i u svetu, su
Vilamet (Willamette) i Miker (Meeker), koje pred-
stavljaju sorte malina za proizvodne zasade, i Tjula-
min (Tulameen) koji predstavlja perspektivnu sortu
maline).

U ovom radu su, kroz izolovanje i merenje uku-
pnog sadrzaja flavonoida i fenola iz maline, kao i
odredivanje njihovog antioksidativnog dejstva, upo-
redene ove tri sorte. Pored antioksidanata ispitivani
su i antocijanini.

Materijal 1 metode

Ispitivanje je realizovano kroz dve glavne etape:
ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz plodova i me-
renje antioksidantne aktivnosti.

Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz voc¢a obuh-
vata:

— Fenol/flavonoidni ekstrakt

— Ekstrakt antocijanina

— Kovantifikacija fenola

— Kvantifikacija flavonoida

— Kvantifikacija antocijanina

Za merenje antioksidantne aktivnosti koriSéena
je DPPH metoda, a odredivanje inteziteta lipidne pe-
roksidacije na lipozomima uradeno je TBA testom.
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Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz
malina

Fenol/flavonoidni ekstrakt. Odmereno je 100 g
smrznutog voca, i homogenizovano u blenderu.
Flavonoidi i fenoli su ekstrahovani sa 300 mL etil-
-acetata, preko no¢i na magnetnoj mesalici. Uzorci
su procedeni, i stavljeni u vakuum-uparivac, gde su
upareni do suvog ostatka, i zatim rastvoreni u 4 mL
metanola. Reekstrakcija je vrSena na isti na¢in kao i
ekstrakcija. Zatim su uzorci centrifugirani, nakon
Cega su spojeni uzorci ekstrakcije i reekstrakcije (su-
pernatant). Poklopljeni su folijom i ¢uvani na ta-
mnom mestu.

Ekstrakt antocijanina. Odmereno je 20 g voca,
pomesano sa 140 mL rastvaraca, 95% etanola/1.5 N
HCI, 85:15, u metanolnom ekstraktu. Nakon dva
sata meSanja, procedeno je.

Kvantifikacija fenola

Kvantifikacija fenola je vrSena spektrofotome-
trijski. Kao standard je koriS¢ena galna kiselina u
opsegu koncentracija od 0.5 do 0.0008 mg/mL.
20 uL ekstrakta je pomeSano sa 100 xL 10 puta
razblaZzenog Folinovog reagensa (FCR), nakon cega
je smeSa inkubirana u mraku 5 minuta. Zatim je do-
dato 80 uL 7.5 % natrijum karbonata. Cela reakci-
ona smesSa je zatim inkubirana u mraku na sobnoj
temperaturi 2 sata. Za svaki uzorak vr§eno je po pet
ponavljanja. Za slepu probu je koriS¢ena destilovana
voda. Apsorbance su merene na 760 nm na (GBC
UV-VIS Cintra 10) (Méitta-Riihnen e al. 2004).

Kvantifikacija flavonoida

Kvantifikacija flavonoida je vrSena spektrofoto-
metrijski. Kao standard je koriS¢en kvercetin u opsegu

koncentracija od 2 do 0.0008 mg/mL. 250 uL ekstrakta
je razblaZeno sa 1250 pL destilovane vode. Zatim je

dodato 75 pPL 5% rastvora NaNO3, nakon cega je
smesSa inkubirana 6 minuta na sobnoj temperaturi.

Redom je dalje dodavano 150 UL 10% rastvora AlCl3

x 6H20, 500 uL 1M NaOH i 275 pL destilovane
vode. Apsorbance su merene na 510 nm (GBC
UV-VIS Cintra 10) (Méiétta-Riihnen ez al. 2004).

Kvantifikacija antocijanina

pH vrednost metanolnog ekstrakta je podeSena
na 1.0. Potom su uzorci procedeni i dodato je jo$
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100 mL rastvaraca. Apsorbance su merene na tala-
snim duzinama od 533 i 700 nm, pri ¢emu je ko-
li¢ina antocijanina preracunata na osnovu formule
(As33 — A700) X 200 x 5/98.2, izraZena u miligrami-
ma na 100 grama malina.

Antioksidantna aktivnost

Odredivanje antioksidantne aktivnosti je vrSeno
pomocu dva testa: DPPH testom i testom lipidne
peroksidacije. DPPH test omogucava pracenje
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala koji su
odgovorni za izazivanje oStecenja, ,,scavenger’ akti-
vnost (radical scavenger activity — RSC), dok mere-
njem stepena lipidne peroksidacije dolazimo do
podataka o protektivnom dejstvu ispitivanih uzoraka.

DPPH metoda

Najpre je pripremljen 90 uM rastvor DPPH u
metanolu. Radne probe su sadrzale: 100 pL eks-
trakta antocijanina, 1 mL 90 uM rastvora DPPH i
2900 pL metanola, a kontrole 1 mL 90 puM rastvora
DPPH i 3 mL metanola, nakon ¢ega su inkubirane u
mraku 1 h. DPPH test je raden sa pet koncentracija,

sa po pet ponavljanja. Apsorbanca je merena na tala-
snoj duzini od 515 nm (GBC UV-VIS Cintra 10).

Odredivanje inteziteta lipidne
peroksidacije na lipozomima TBA
testom

U staklene kivete za centrifugiranje pripremljene
su reakcione smese, koje su sadrzale: 20 puL FeSOg4
(0.075 M), 50 pL lipozoma (0.03 g lecitina po mL

suspenzije), 10 pL ekstrakta, 20 UL L-askorbinske
kiseline (0.1 M), 3.9 mL fosfatnog pufera (pH = 74,
0.05 M), 0.2 mL EDTA (0.1 M) i 1.5 mL TBA
reagensa (0.3 g tiobarbiturne kiseline rastvoreno je u
80 mL vode sa jo§ 12 g trihlorsiréetne i 1.04 mL
perhlorne kiseline). Nakon ovoga, sve je zagrevano
15 minuta, na 100°C. Smese su hladene na sobnoj
temperaturi. Uzorci su centrifugirani 10 minuta na
3000 obrtaja po minuti. Radeno je sa pet koncentra-
cija antocijanina po sorti sa po pet ponavljanja sva-
ke. Apsorbance su merene na talasnoj duzini od 532
nm (GBC UV-VIS Cintra 10) (Jovanovi¢ 2007).
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Statisticka obrada

Sva statisticka preracunavanja su radena u pro-
gramu Microsoft Exel 2007 (test ANOVA), dok su
grafici pravljeni u programu SigmaPlot. Statisticki
znacajna razlika je odredivana na nivou 0.05.

Rezultati i diskusija

Koncentracije fenola, flavonoida i antocijanina
su odredene na osnovu prethodno uradenih stan-
dardnih pravi. Koncentracije fenola u uzorcima sorti
Miker, Vilamet i Tjulamin iznosile su 0.0264(5),
0.0231(5), 0.0187(9) mg/mL, respektivno, a konce-
ntracije flavonoida 0.0374(4), 0.0112(6),
0.0136(2) mg/mL (slika 1). Koncentracije antoci-
janina u uzorcima u miligramima cijanidin-
-3-glikozida na 100 g voca, iznosile su 20.86(4),
30.30(2), 16.51(5), redom (slika 2). Kada su u
pitanju koncentracije fenola, utvrdeno je da postoji
statisticki znacCajna razlika izmedu sorte Tjulamin i
ostale dve. Sto se ti¢e vrednosti koncentracija
flavonoida statisticki znacajna razlika prisutna je
izmedu sorte Miker i preostale dve. Kod vrednosti
koli¢ine antocijanina postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu sve tri grupe, pa je zbog toga
antioksidantna aktivnost radena sa metanolnim
ekstraktnom, gde su pored ostalih komponenti pri-
sutni i antocijanini.

Utvrdeno je da ekstrakti sve tri sorte malina
ispoljavaju RSC dejstvo, kao i protektivno dejstvo
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Slika 1. Koncentracije fenola i flavonoida u ekstraktima

Figure 1. Concentrations of phenols and flavonoids in
the extracts
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Slika 2 Koncentracije antocijanina u ekstraktima

Figure 2 Concentrations of anthocyanins in extracts

na lipidnu peroksidaciju preko sigmoidalne zavi-
snosti, odnosno, da u malom koncentracionom
opsegu postoji znac¢ajna promena aktivnosti (slike 3 i
4). Ovakva zavisnost je Cesta pojava u bioloSkim sis-
temima, i za nju je definisana funkcija u raznim sof-
tverima za analizu. Stoga su grafici fitovani pomocu
funkcije programa SigmaPlot (Ligand binding, sig-
moidal dose response, variable slope).

Za svaku sortu je, fitovanjem grafika, odredena
ICs50 vrednost, odnosno ona koncentracija koja
dovodi do polovine RSC aktivnosti ili protektivnog
dejstva na lipidnu membranu. (tabela 1). Uocava se
da za DPPH test najnizu ICsp vrednost ima ekstrakt

80
—~ 60
=
(6]
(2]
X 4
'
I
% '
20 4 ®  Miker
O Vilamet
0 4 v Tjulamin
T T T
1 0 1 2

logC

Slika 3. Zavisnost DPPH scavenger aktivnosti od
koncentracije ekstrakta sorti malina

Figure 3. Dependance of DPPH scavenger activity on
raspberry extract concentration
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Slika 4. Zavisnost inhibicije lipidne peroksidacije od
koncentracije ekstrakta sorti malina

Figure 4. Dependance of inhibition of lipid peroxidation
on raspberry extract concentration

sorte Miker, odnosno da je potrebna najniza koncen-
tracija da bi se ostvarila polovina njegove maksi-
malne RSC aktivnosti. Samim tim ova sorta je
pokazala najsnazniju RSC aktivnost, dok je najsla-
biju RSC aktivnost pokazala sorta Vilamet. Sto se
tice lipidne peroksidacije, najnizu ICso vrednost ima
sorta Miker, a najviSu Vilamet, kao $to je bio slucaj
i sa prethodnim testom antioksidantne aktivnosti.
Ako se dobijeni rezultati uporede sa koncentracijom
antocijanina u svakom od uzoraka uocava se da je
najviSu koncentraciju antocijanina imala sorta Vila-
met, a najnizu Miker.

Tabela 1. ICsp vrednosti tri sorte malina

Miker Vilamet Tjulamin
DPPH 1.18+0.07 2.12+0.06 1.51+0.03
Lipidna 146£0.06 4+2 2.6+0.1
peroksidacija

Zakljucak

Sve tri sorte, Tjulamin, Miker i Vilamet, poka-
zuju jako antioksidantno dejstvo, a kod sorte Miker
to dejstvo je najsnaznije. Najslabije antioksidantno
dejstvo, odnosno najnize ICsp vrednosti, dobijene su
za sortu Vilamet. Statisticki znacajna razlika utvrde-
na u koncentraciji antocijanina medu sortama mali-
na. Ovaj podatak ne treba odmah dovoditi u direktnu
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vezu sa antioksidantnim aktivnostima navedenih
sorti, koje su u suprotnom odnosu, posto je moguce
da antocijanini svoj antioksidantni potencijal ispo-
ljavaju u sinergistickom dejstvu sa drugim kompo-
nentama ekstrakta, za Sta su potrebna detaljnija
istrazivanja.

NajviSu koncentraciju antocijanina je imala sorta
Vilamet, dok je naniZu koncentraciju imala sorta
Miker.
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Anka Jevremovic

Testing Different Antioxidants from
Three Raspberry Cultivars

Antioxidants are substances that, in low concen-
trations, suppress the creation of reactive oxygen
species, neutralize free radicals by tying them down
and transferring them, and interrupt chain reactions
that free radicals trigger.

The aim of the project is the isolation and com-
parison of three varieties of raspberries and the mea-
surement of antioxidant effects of total flavonoids,
phenols and anthocyanins from raspberries.

The project was done in two main stages. First,
polyphenol compounds were extracted from raspber-
ries, with extract flavonoids, phenols and antho-
cyanins. Quantifying of phenols was carried out
spectrophotometrically with FC reagent and gallic
acid used as a standard. Quantifying of flavonoids
was also carried out spectrophotometrically. Querce-
tin in concentrations ranging 2-0.0008 mg/mL was
used as a standard. Absorbance was measured at
510 nm at (GBS UV-VIS Cintra 10) (Maitta-Rii-
hnen et al. 2004).

Anthocyanin concentration was determined us-
ing methanol extract. The absorbance was measured
at wavelengths of 533 and 700 nm, while the amo-
unt of anthocyanins was calculated based on the
following form: (As33 — A700) X 200 x 5/98.2, and
expressed as mg per 100g of raspberries.

The second stage was antioxidative activity of
the raspberry species, using the DPPH method and
lipid peroxidation of inhibition in a liposome sys-
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tem. All statistical calculations were done in Micro-
soft Exel 2007, while the graphics were made in
SigmaPlot.

It was determined that there is a statistically sig-
nificant difference between the value of the concen-
tration of phenol between cultivar Tulameen and
cultivars Willamette and Meeker. Regarding the va-
lue of the concentration of flavonoids, a statistically
significant difference exists between cultivar Meeker
and cultivars Willamette and Tulameen, and with the
values of quantities of anthocyanins there is a statis-
tically significant difference between all three gro-
ups.

The DPPH test provides data on the free radicals
scavenging activity, while by measuring the inten-
sity of lipid peroxidation it is possible to obtain data
on the protective effect of the examined samples.
Antioxidant activity determined that extracts of all
three raspberries cultivars exhibit a significant free
radical scavenger effect, and within a narrow con-
centration range a significant change occurs. The
cultivar Meeker showed the strongest antioxidant ef-
fect, and the weakest variety was Willamette. Re-
garding lipid peroxidation, the lowest ICso was
found in the cultivar Meeker, while the highest value
was in the variety Willamette. The highest concen-
tration of anthocyanins was found in the cultivar
Willamette, and the lowest in the cultivar Meeker.
This information should not be directly connected
with antioxidant activity of the cultivars, because it
is possible that the antioxidant potential of antho-
cyanins is exhibited synergistically with other com-
ponents of the extract, which should be researched

in more detail. \v
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