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1ZvOD

U ovom radu vriena je analiza Sipurka sa dva podrucja Crne Gore, iz okoline Niksi¢a i iz okoline
Zabljaka. Odredivan je sadrzaj fenola, flavonoida, antocijana, tanina, vitamina C kao i
antioksidativna aktivnost u siemenkama, mesnatom dijelu i plodovima sipurka kao i u ekstrakatima
dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije (infuz, meceracija, ultrazvucna i Sokslet ekstrakcija).
Za odredivanje sadrzaja fenola, flavonoida, antocijana, tanina kori$¢ene su spektrofotometrijske
metode, za odredivanje vitamina C koriS¢ena je metoda direktne jodometrijske titracije, a za
antioksidativnu aktivnost DPPH i FRAP test. Identifikovana su i odredena fenolna jedinjenja
HPLC metodom. U navedenim uzorcima odredivani su pojedini esencijalni (Fe, Cu, Mn, Zn) i
toksicni elementi (Pb i Ni) metodom AAS.

Ustanovljeno je da plod Sipurka iz okoline Niks$i¢a sadrzi vecu koli¢inu fenola, flavonoida, tanina
i da ima bolju antioksidativnu aktivnost nego plod Sipurka iz okoline Zabljaka. Sadrzaj fenola u
uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i plodova sa oba lokaliteta se kretao od 179,39 do 231,08 mg
GAE/100 g, flavonoida od 1,21 do 28,99 mg Qc/g, tanina od 0,31 do 2,01 %, antocijana od 0,00198
do 0,0209 %. Antioksidativna aktivnost odredivana DPPH testom se kretala od 50,96 do 854,6
ug/mL, a mjerena FRAP testom od 0,042 do 0,174 umol Fe?*/g. Najzastupljeniji mikroelement
kod uzoraka sa oba lokaliteta je bio bakar sa koncentracijom od 8,279 do 48,555 mg/kg, zatim
gvozde u opsegu koncentracija 5,438-23,037 mg/kg, mangan u opsegu koncentracija 6,809-20,009
mg/kg, cink u opsegu koncentracija 3,331-18,673 mg/kg. Pokazalo se da toksi¢nih elemenata ima
u vrlo niskim koncentracijama, tako olova ima u opsegu 0,318-2,653 mg/kg, a nikla 0,514-1,291

mg/kg, dok kadmijum nije identifikovan u uzorcima.

U ekstraktima se sadrzaj: fenola kretao od 180,40 do 354,11 mg GAE/100 g s.e.; flavonoida od
13,56 do 54,96 mg Qc/g s.e.; tanina od 0,42 do 3,86 %; vitamina C od 642,57 do 1862,68 mg/100
g s.e. Antioksidativna aktivnost mjerena DPPH testom se kretala od 107,25 do 407,52 ug/mL, a
mjerena FRAP testom od 0,113 do 0,494 umol Fe?*/g. Infuz ekstrakcija se pokazala kao najbolja
metoda izolovanja bioaktivnih jedinjenja (fenola, flavonoida, tanina) kao i vitamina C iz Sipurka
sa oba lokaliteta (osim za sadrzaj flavonoida kada se radi o uzorku iz okoline Zabljaka, kod koga

se ultrazvucna ekstrakcija pokazala kao najbolja za izolovanje flavonoida). Takode, najbolji



antioksidativni potencijal od svih vrsta ckstrakata Sipurka posjeduju infuz ekstrakti sa oba
lokaliteta (vazi i za DPPH 1 FRAP test).

HPLC metodom je potvrdeno prisustvo slede¢ih fenolnih jedinjenja: galna Kiselina,
protokatehinska kiselina, elaginska kiselina, hiperozid, kvercetin, kvircitrin, rutin, epikatehin i
epikatehin galat.

Kljucne rijeci: Sipurak, Rosa canina L., antioksidativna aktivnost/potencijal, DPPH, FRAP, AAS,

HPLC, fenoli, flavonoidi, tanini, antocijani, vitamin C, mikroelementi, ekstrakt



ABSTRACT

In this study, an analysis of rosehip was conducted from two regions in Montenegro, from the
vicinity of Niksi¢ and Zabljak. The content of phenols, flavonoids, anthocyanins, tannins, vitamin
C, as well as antioxidant activity, was determined in the seeds, fleshy part, and fruits of rosehip,
as well as in extracts obtained by different extraction methods (infusion, maceration, ultrasonic,
and Soxhlet extraction). Spectrophotometric methods were used to determine the content of
phenols, flavonoids, anthocyanins, and tannins, while the direct iodometric titration method was
used for determining vitamin C content. DPPH and FRAP tests were employed to assess
antioxidant activity. Phenolic compounds were identified and quantified using HPLC. In the
mentioned samples, certain essential elements (Fe, Cu, Mn, Zn) and toxic elements (Pb and Ni)
were determined using the AAS method.

It was found that rosehips from the area of Niksi¢ contain a higher amount of phenols, flavonoids,
and tannins and show better antioxidant activity compared to rosehips from the Zabljak region.
The phenol content in samples of seeds, fleshy parts, and fruits from both locations ranged from
179.39 to 231.08 mg GAE/100 g, flavonoids from 1.21 to 28.99 mg Qc/g, tannins from 0.31 to
2.01%, and anthocyanins from 0.00198 to 0.0209 %. Antioxidant activity measured by the DPPH
assay ranged from 50.96 to 854.6 pg/mL, while the FRAP assay measured from 0.042 to 0.174
umol Fe?*/g. The most abundant microelement in the samples from both localities was copper,
with concentrations ranging from 8.279 to 48.555 mg/kg, followed by iron with concentrations in
the range of 5.438-23.037 mg/kg, manganese in the range of 6.809-20.009 mg/kg, and zinc in the
range of 3.331-18.673 mg/kg. It was shown that there are toxic elements in very low
concentrations, so lead is in the range of 0.318-2.653 mg/kg, and nickel 0.514-1.291 mg/kg, while

cadmium was not detected in the samples.

In the extracts, the content of compounds varied as follows: phenols ranged from 180.40 to 354.11
mg GAE/100 g dry weight; flavonoids ranged from 13.56 to 54.96 mg Qc/g dry weight; tannins
ranged from 0.42 to 3.86 %; vitamin C ranged from 642.57 to 1862.68 mg/100 g dry weight.
Antioxidant activity measured by the DPPH assay ranged from 107.25 to 407.52 pg/mL, and by
the FRAP assay, it ranged from 0.113 to 0.494 pmol Fe?*/g. Infusion extraction was found to be

the best method for isolating bioactive compounds (phenols, flavonoids, tannins) as well as vitamin



C from rosehip from both locations (except for flavonoid content in the Zabljak region sample,
where ultrasonic extraction proved to be the most effective for isolating flavonoids). Additionally,
the highest antioxidant potential among all types of rosehip extracts was observed in the infusion
extracts from both locations (applies to both DPPH and FRAP tests).

The HPLC method confirmed the presence of the following phenolic compounds: gallic acid,
protocatechinic acid, ellagic acid, hyperoside, quercetin, quercitrin, rutin, epicatechin and

epicatechin gallate.

Keywords: Rosehip, Rosa canina L., antioxidant activity/potential, DPPH, FRAP, AAS, HPLC,

phenols, flavonoids, tannins, anthocyanins, vitamin C, microelements, extract
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1. UVOD

Sipurak (Rosa canina L.) spada u red najzastupljenijih ljekovitih biljaka na na§im prostorima.
Zahvaljujuc¢i svom hemijskom sastavu (visok sadrzaj vitamina C, fenola i antioksidanata) ima veliki
farmakoloski znacaj 1 Siroku primjenu. Na trziStu se naj¢esce nalazi u obliku biljnog ¢aja, ali 1 kao
dzem, marmelada, voéni sok i dr. Sipurak (Rosa canina L.) je vrlo malo ispitan na podru¢ju Crne Gore
u pogledu njegovog hemijskog sastava, prisutnih bioloski aktivnih materija u njemu kao i njegov
antioksidativni kapacitet/potencijal.

U ljudskom organizmu stvaraju se slobodni radikali, koji imaju dvojaku ulogu, odnosno oni mogu
biti korisni za neke fizioloski vazne procese u ljudskom organizmu ali isto tako mogu biti i jako
Stetni, a njihova Stetnost se ogleda u formiranju oksidativnog stresa, koji predstavlja disbalans
oksidanata i antioksidanata koji se smatra glavnim razlogom nastanka velikog broja oboljenja.
Samim tim neophodno je obezbijediti dovoljnu koli¢inu antioksidanata ¢ija je uloga da sprijece ili
uspore procese oksidacije u ljudskom organizmu. Voce i povrée se smatra prirodnim izvorom
antioksidanata. Antioksidativna svojsta poti¢u od fenolnih jedinjenja, flavonoida, antocijana, tanina

i vitamina C.

U ovom radu je ispitivan sadrzaj antioksidativnih supstanci u Sipurku (Rosa canina L.), sa dva
razli¢ita podrudja Crne Gore (okoline Niksi¢a i Zabljaka). Odredivan je sadrzaj ukupnih fenola,
flavonoida, antocijana i tanina u Sipurku primjenom UV-VIS spektrometrije i sadrzaj vitamina C
titrimetrijski. Takode, primjenom HPLC (high performance liquid chromatography) tehnike su
odredivana fenolna jedinjenja. Za procjenu antioksidativne aktivnosti koris¢eni su FRAP test (Ferric
Reducing Antioxidant Power) i DPPH test (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Ispitivanja ovih materija su
vr$ena u suvom plodu, sjemenkama, mesnatom dijelu Sipurka, kao i u razli¢itim ekstraktima ploda
Sipurka, §to omogucava da se na osnovu dobijenih rezultata uoce razlike u navedenim uzorcima sa
razli¢itih lokaliteta.

Osim bioloski aktivnih supstanci odreden je i mineralni sastav uzoraka koriS¢enjem atomske
apsorpcione spektroskopije (AAS).

Cilj je bio da se odredi antioksidativni kapacitet sipurka (Rosa canina L.) (iz suvog biljnog materijala
I ekstrakata), da se odredi kojom vrstom ekstrakcije se izdvaja najvise bioloski aktivnih materija, ali i

da se HPLC odredivanjem ustanovi koja su pojedina¢na jedinjenja prisutna u Sipurku.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE SIPURKA

Samonikla divlja ruza (Rosa canina L.), poznata pod nazivom Sipurak, je viSegodi$nji zbun koji
pripada porodici Rosaceae (Selahvarzian i sar., 2018). Biljke roda Rosa rastu i razvijaju se u
umjerenim i suptropskim zonama sjeverne hemisfere (Nadpal i sar., 2016). Prili¢no je rasprostranjen
po cijeloj Evropi, sjevernoj Africi, sjevernoj i zapadnoj Aziji (Selahvarzian i sar., 2018). U Crnoj Gori
Sipurak je rasprostranjena biljka u Sumama, Sikarama, kamenjarima, proplancima, zivicama
(Stevanovic i sar., 2016). Raste uz ograde i puteve, po pasnjacima nizijskog i brdovitog podru¢;ja.
Sipurak raste i na kamenitim podlogama, pri ¢emu izrastaju manji plodovi (Tihelka, 2022). Rosa
canina L. ima veliku otpornost na “teske” uslove u kojima ni¢e (kamenita podrucja, nagnuta mjesta,
siromasna zemljiSta, ograniCenje dotoka vode), a uspijeva na razli¢itim nadmorskim visinama |
temperaturama (Demir i sar., 2001). Sipurak je ljekovita biljka koja raste kao bodljikavi, visegodi$nji
listopadni Zbun koji dostize visinu i do 3 metra, koji ima vitke stabljike sa bodljama (Andelkovi¢,
2016; Selahvarzian i sar., 2018). Korijenov sistem biljke je veoma jak i prodire duboko u zemljiste, a
horizontalno se pruza u duzinu do 40 cm (Bumbak, 2021; Tihelka, 2022). Cvjetovi su bijele ili roze
boje, zreli plodovi su crveni i glatki, veli¢ine oko 2 ¢cm i u unutrasnjosti sadrze mnogobrojne tvrde
sjemenke (Selahvarzian i sar., 2018). Srednja tezina ploda je 2,8 do 2,9 g, rasporedena izmedu
mesnatog dijela (65-70 %) i sjemenki (30-35 %) (lgual i sar., 2021). Srednja visina ploda je 20,08
mm, srednja Sirina ploda 12,44 mm, najve¢i broj plodova je okruglastog ili ovalnog oblika (Bosilj,
2022). Boja plodova potice od karotenoida (Winther i sar., 2016; Igual i sar., 2021). Karotenoidi
su vrlo vazna klasa zuto-crvenih biljnih pigmenata. Karotenoidi se defini$u kao bioaktivna jedinjenja
koji apsorbuju svjetlost talasne duZine izmedu 400 1 500 nm. Oni su vazni molekuli za prikupljanje
svjetlosti koji prenose energiju reakcionim centrima tokom fotosinteze i koji potiskuju Stetne
fotohemijske reakcije, posebno oksidacije (Cistaci radikala). Karotenoidi se generalno dijele u dvije
podgrupe: 1) ksantofili, koji su molekuli koji sadrze kiseonik (npr. lutein, zeaksantin i kriptoksantin)
i 2) karoteni, koji su nehidroksilovani ugljovodonici (tj. a-karoten, p-karoten, i likopen). Boje
karotenoida su direktno povezane sa njihovom strukturom (broj konjugovanih dvostrukih veza i
prisustvo ili odsustvo kiseonika). Ksantofili, koji sadrze kiseonik, ¢esto su zuti, dok su karoteni,
kojima nedostaje kiseonik, narandZzasti ili crveni. Likopen je acikli¢ni karotenoid sa sposobnos¢u da
djeluje kao jak antioksidans i identifikovan je u Sipurku u rasponu od 9,07-19,93 mg/100 g suvog
ploda. Razlike u sadrzaju karotenoida mogu se opravdati sa nekoliko faktora, kao Sto su stepen

13



sazrijevanja ploda 1 njegova zrelost, genetski faktori, klima, uslovi skladiStenja 1 nacin ekstrakcije
(Winther i sar., 2016; Igual i sar., 2021).
Na slici 1 je prikazan izgled cvijeta, stabljike, plodova, mesnatog dijela i sjemenki Rosa canina L.

¢

Slika 1. Sipurak: a) cvijet b) stabljika, c) plodovi sa peteljkama, d) plodovi, €) mesnati dio,

f) sjemenke (1.a, Institut "Dr Josif Panc¢i¢"; 1.b-f, Autor: Jovana Purovic)
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2.2. SIPURAK KAO IZVOR VITAMINA C, FENOLA, FLAVONOIDA,
TANINA, ANTOCIJANA | MAKRO | MIKROELEMENATA

Plod sipurka sadrzi velike koli¢ine askorbinske kiseline (vitamina C), koja je antioksidant i ima veliki
znaCaj u prevenciji virusnih i bakterijskih infekcija, kardiovaskularnih oboljenja i slicno. Osim
vitamina C Sipurak sadrzi i vitamine: A, E, By, B2, K, P, vo¢ne kiseline (jabu¢nu, limunsku i vinsku),
tanine, flavonoide, fenole, antocijane, Secer, karotenoide, kao i mikroelemente (bakar, gvozde,
mangan, cink, selen) i makroelemente (kalcijum, magnezijum, fosfor, kalijum, natrijum) (Demir i sar.,
2001; Ozcan, 2002; Nojavan i sar., 2008; Chrubasik i sar., 2008; Kazaz i sar., 2009; Tiirkben i sar.,
2010; Adamczak i sar., 2012; Tumbas i sar, 2012; Vural, 2015; Murathan i sar., 2016; Javanmard i
sar., 2018; Saygi, 2021; Sabahi i sar., 2022). Sjemenke sadrze dosta vitamina E i C, nezasicenih i
zasi¢enih masnih kiselina. Biljezi se i prisustvo pojedinih aminokiselina u listovima i gran¢icama
Sipurka kao $to su: lizin, valin, alanin, metionin, tirozin, histidin, fenilalanin, leucin, prolin, treonin,
serin (Kubczak i sar., 2020). Vitamini imaju raznoliku lepezu funkcija u organizmu, kao §to su
aktivnost koenzima, aktivnost prekursora, antioksidativno dejstvo, regulacija unosa kalcijuma i
fosfora i regulacija koagulacije (zgruSavanja) krvi. Nedostatak vitamina kod ljudi dovodi do brojnih
bolesti i tegoba. Vitamini rastvorljivi u vodi, kao $to su vitamini C i B, ne skladiSte se u tijelu, ve¢ ih
je potrebno stalno unositi ishranom. Na primjer, vitamin C je vazan u sintezi dopamina, karnitina,
brojnih neuroendokrinih peptida i u transformaciji holesterola u zu¢ne kiseline (Winther, 2016).

Zbog vitaminsko-mineroloskog sastava, Sipurak (Rosa canina L.) se od davnina koristi u lijecenju
mnogih bolesti. U domacinstvima se koristi u vidu ¢ajeva, pekmeza, sokova, kompota, likera itd.
Sastojci Sipurka imaju vaznu ulogu u lijeGenju gojaznosti, dijabetesa. Sipurak se koristi protiv
reumatodnog artritisa, bola u ledima, osteoartritisa, smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti
(Gruenwald i sar., 2019). Takode se koristi u lijeCenju ¢ireva i jacanju desni. Korijen Sipurka se Koristi
za lijeCenje kaslja, hemoroida, disurije (bolnog mokrenja), primjenjuje se i kao zastita od urinarnih
infekcija (Seifi i sar., 2018), a listovi se koriste u lijeCenju prehlada, gripa i kaslja. Plod se koristi u
lijeCenju astme i bronhitisa (Selahvarzian i sar., 2018), kao i kod lijecenja koZznih poremecaja i ¢ireva
(Guimaraes, 2010). Korisna svojstva Sipurka mogu, u izvjesnoj mjeri, biti povezana sa fenolnim
jedinjenjima 1 velikom koli¢inom vitamina C. Fenolna jedinjenja imaju Sirok spektar biohemijskih
karakteristika, uklju¢ujuc¢i antimutagena i antikancerogena svojstva i antibakterijsku aktivnost

(Liaudanskas i sar., 2021). Stavise, askorbinska kiselina, kao glavni antioksidant rastvorljiv u vodi u
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tijelu, ima antikancerogena i druga bioloska svojstva. Askorbinska kiselina ima znacajnu regulatornu
funkciju u tijelu jer je uklju¢ena u sintezu hormona (Zivkovi¢ i sar., 2015; Selahvarzian i sar., 2018).
Vasic i sar. (2021) su se bavili procjenom hemijskog sastava sjemenki Sipurka, sa najve¢im fokusom
na sadrzaj masnih kiselina. Koristili su Ramanovu spektroskopiju i gasnu hromatografiju (gasni
hromatograf sa detektorom plamene jonizacije GC-FID) za ovo ispitivanje. Ramanovi spektri su
prikazali prisustvo lipida, masnih kiselina, polifenola i saharida kao preovladujucih jedinjenja u
sjemenkama. Rezultati GC analize ukazuju da sjemenke Sipurka predstavljaju dobar izvor nutritivno
vrijednih masnih kiselina (Vasi¢ i sar., 2021). Ulje sjemenki, koje je takode bogato flavonoidima,
koristi se za zastitu koZe od opekotina (Winther, 2016).

Tumbas i sar. (2012) su ispitivali uticaj fitohemikalija iz Sipurka (Rosa canina L.) na stabilne slobodne
radikale i ¢elije kancera kod ljudi. Sendil (2006) je utvrdio da se askorbinska kiselina brzo raspada na
visokim temperaturama, a Erenturk i sar. (2004) su ispitivali kako uti¢e vrijeme trajanja suSenja kao i
temperatura na kojoj se suSe plodovi na sadrzaj vitamina C.

Zbog znacaja Sipurka u lije¢enju mnogih bolesti, veliki broj naucnika se bavio ispitivanjem hemijskog
sastava Sipurka. U radovima se moze uociti da je posebna paznja posvecena analizi fenolnog sastava.
U tabeli 1 je predstavljen hemijski sastav Sipurka, kao i metode odredivanja datih jedinjenja uz

odgovarajuci pregled referenci.

Tabela 1. Hemijski sastav $ipurka (Rosa canina L.)

Metoda Jedinjenja Referenca
odredivanja

a-E-akaridijal, vitispiran (izomer), pB-jonon, 2-heksenal,
GCMS!? 6-metil-5-hepten-2-on, 1-heksanol, 2-heksen-1-ol, 4-| (Selahvarziani sar.,
okten-3-on, B-elemen 2018)

a-humulen, a-pinen, B-mircen, a-tujen, p-cimen,
GCMS heneikozan, geraniol, linalol, B-kariofilen, o —terpinen, | (Ghazghazi i sar., 2012)
y —terpinen

Vitamin C, gadoleinska kiselina, buterna Kkiselina,
GCMS palmitinska kiselina, stearinska Kkiselina, oleinska | (Kayahan i sar., 2022)
kiselina, linoleinska kiselina, arahidinska kiselina

palmitinska Kiselina, stearinska Kkiselina, oleinska
GCMS kiselina, linoleinska kiselina (Wenzig i sar., 2008)

3-hidroksiflavon, vitamin E (a-tokoferol, p-tokoferol, y-
tokoferol), naringenin, kamferol, luteolin, mircetin,
kvercetin, hesperidin, o-kumarna kiselina, salicilna

1 GCMS Gas chromatography—mass spectrometry (gasna hromatografija-masena spektrometrija)
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kiselina, elaginska kiselina, rutin (kvercetin-3-O-
rutinozid), kumarin, sinapinska Kkiselina, m-kumarna
kiselina, luteolin 7-O- S -D-glukozid, siringaldehid , p-
kumarna kiselina, ferulinska kiselina, cijanidin, galna
kiselina  (3,4,5-trihidroksibenzoeva  kiselina), p-
HPLC? benzohinon (kinon), 3,5-dihidroksibenzoeva kiselina, | (Kubczak i sar., 2020)
pirokatehol, protokatehinska kiselina, neohlorogenska
kiselina, epigalokatehin (monomer flavan-3-ol), 4-
hidroksibenzoeva  kiselina,  2,5-dihidroksibezoeva
kiselina, 4-hidroksibenzaldehid, hlorogena kiselina,
vanilinska Kkiselina, p-rezorcilna kiselina, kofeinska
kiselina,  siringinska  kiselina,  procijanidin B>
(pentahidroksiflavan)

lizin, valin, alanin, metionin, tirozin, histidin, fenilalanin,

Kapilarna | leucin, prolin, treonin, serin, vitamin B; (tiamin hlorid),
elektroforeza | vitamin B (riboflavin), vitamin Bz (nikotinska kiselina), | (Kubczak i sar., 2020)
vitamin Bs (pantotenska kiselina), vitamin Bg (folna
kiselina)

galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzoeva Kkiselina),
kofeinska kiselina, siringinska Kkiselina, vanilinska

HPLC kiselina, ferulinska Kkiselina, elaginska kiselina, mircetin, | (Tumbas i sar., 2012)
kvercetin, kamferol, vitamin C
galna kiselina, katehin, hlorogena kiselina, p-kumarna (Saygi, 2021)

LC-MS/MS? | kiselina, luteolin 7-O- 8 -D-glukozid, kvercetin, kamferol

galokatehol, pirogalol-2-O-glukuronid, katehin,
LCMS* apigenin, procijanidin By, procijanidin Bz, procijanidin (Fetni i sar., 2020)
Bs, luteolin 7-O- S -D-glukozid, elaginska kiselina,
rozmarinska kiselina, limunska kiselina, kamferol

epigalokatehin ~ (monomer  flavan-3-ol), katehin,
UHPLC® hlorogena kiselina, luteolin 7-O- p -D-glukozid, (Liaudanskas i sar.,

kvercetin, kamferol-3-O-glukozid, florizin 2021)
HPLC-MS® | Kkatehin, cijanidin-3-O-glukozid, kvercetin (Stanila i sar., 2015)
LC-ESI-MS’ | resveratrol, apigenin, tilirozid (Stanila i sar., 2015)
oksalna kiselina, vinska Kkiselina, jabucna kiselina,
HPLC limunska kiselina, fumarna kiselina, vitamin C, glukoza, | (Murathan i sar., 2016)

fruktoza, sorbitol

2 HPLC High-Performance Liquid Chromatography (te¢na hromatografija visokih performansi)

3 LC-MS/MS Liquid chromatography (LC) tandem mass spectrometry (MS) (te¢na hromatografija sa tandem masenom

spektrometrijom)

4 LCMS Liquid chromatography-mass spectrometry (te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom)

5 UHPLC Ultra-High-Performance Liquid Chromatography (te¢na hromatografija ultra-visokih performansi)

6 HPLC-MS High performance liquid chromatography-mass spectrometry (te¢na hromatografija visokih performansi-

masena spektrometrija)

" LC-ESI-MS Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry (te¢na hromatografija-elektrosprej
jonizacija-masena spektrometrija)
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kvercetin-3-O-glukuronid, kvercetin-3-O-galaktozid,
LC-MS/MS | kvercetin-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-ramnozid, | (Baji¢-Ljubicic¢, 2018)
neohlorogena kiselina, luteolin 7-O- $ -D-glukozid

galna kiselina, hlorogena kiselina, vanilinska kiselina,
LC-DAD- |siringinska kiselina, p-kumarna Kkiselina, ferulinska | (Polumackanycz i sar.,

ESI/MS® kiselina, luteolin 7-O- g -D-glukozid, rozmarinska 2020)
kiselina, sinapinska kiselina, cimetna kiselina, kvercetin
HPLC katehin, procijaidin B>, ferulinska kiselina, kvercetin (Andelkovi¢, 2016)

galna kiselina, katehin, kvircitrin, vanilinska kiselina, p-
LC-MS/MS | kumarna kiselina, ferulinska kiselina, kvercetin, | (Nadpal i sar., 2016)
kamferol-3-O-glukozid

galna kiselina, protokatehinska kiselina, katehin,

LC-MS/MS | kvircitrin, vanilinska kiselina, hiperozid, p-kumarna (Nadpal, 2017)
kiselina, elaginska kiselina, naringenin, kamferol-3-O-
glukozid
p-kumarna Kiselina, ferulinska kiselina, elaginska

LC-MS/MS | kiselina, mircetin, kvercetin, kamferol (Turkben i sar., 2020)

LC-ESI-MS | 4-hidroksibenzoeva kiselina, vanilinska Kiselina, | (Grajzer i sar., 2015)
siringinska kiselina, siringaldehid, ferulinska kiselina

HPLC hlorogena Kkiselina, siringinska kiselina, p-kumarna (Czyzowska, 2015)
kiselina

HPLC limunska kiselina, vitamin C (Adamczak i sar., 2012)

HPLC vitamin C (Sabahi i sar., 2022)

HPLC vitamin C (Nojavan i sar., 2008)

Pregledom literature uoceno je da su koris¢ene razlicite vrste rastvaraca za ekstrakciju bioaktivnih
materija i da su u istrazivanjima utvrdene razli¢ite koncentracije bioaktivnih materija u dobijenim
ekstraktima. Tako su u istrazivanju Sipurka sa teritorije Francuske Daels-Rakotoarison i sar. (2002)
nasli sadrzaj fenola od 197,24 mg GAE/100 g suvog ekstrakta (u maceratu, koriS¢enjem aceton/voda
(60/40, v/v) kao rastvaraca). Kayahan i sar. (2022) su ispitivanjem uzoraka iz Turske (radena
maceracija gdje je rastvarac bio metanol) otkrili sadrzaj fenola od 1538,68 mg GAE/100 g, a Murathan
i sar. (2016) su ispitivanjem suvih plodova Sipurka iz Turske nasli sadrzaj fenola od 6298 mg GAE/100
g. Takode, pregledom literature je ustanovljeno da su neki istrazivaci odredivali sadrZaj bioaktivnih
materija u svjezim plodovima Sipurka. Stani¢ (2017) je odredivala fenole u svjezim plodovima Sipurka
iz Hrvatske i ustanovila da se sadrzaj fenola kretao od 1109,62 do 1310,79 mg GAE/100 g, takode u
svojim istrazivanjima i Bosilj (2022) biljezi, u svjezim plodovima Sipurka iz Hrvatske, sli¢an sadrzaj
fenola 1266,25 mg/100 g, dok su Rovna i sar. (2020) pronasli od 2,61 do 6,33 mg GAE/g svjezeg

materijala u uzorcima iz Slovacke. VrSena su i ispitivanja sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima ploda

8 LC-DAD-ESI/MS Liquid Chromatography coupled to Diode Array Detection and Electrospray lonisation- mass
spectrometry (te¢na hromatografija-elektrosprej jonizacija-masena spektrometrija sa detektorom diodnog niza)
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Sipurka. Tako su Moldovan i sar. (2021) u liofiziranom ekstraktu (metodom Folin-Ciocalteu) nasli
sadrzaj ukupnih fenola 24,1 mg GAE/g. Oni su takode, odredivali i sadrzaj pojedina¢nih fenolnih
jedinjenja pomocu LC-DAD-ESI/MS 1 ustanovili da je ukupan sadrzaj tako odredivanih fenolnih
jedinjenja u ekstraktu 0,992 mg/g ekstrakta (Moldovan i sar., 2021).

Postoje podaci da je sadrzaj fenola odredivan i u smrznutoj pulpi. Roman i sar. (2013) su ispitivanjem
uzorka iz Rumunije na sadrzaj fenola dosli do rezultata od 326,3 do 575,1 mg GAE/100 g smrznute
pulpe.

Rovna i sar. (2020) su odredivali sadrzaj flavonoida u svjezem Sipurku sa teritorije Slovacke i dobili
rezultate u granicama od 0,08 do 2,03 mg QE/g, dok je Bosilj (2022) u svjezem Sipurku iz Hrvatske
za flavonoide ustanovila vrijednost od 608,5 mg GAE/100 g. Roman i sar. (2013) su ispitivanjem
flavonoida u zamrznutom svjezem Sipurku iz Rumunije dosli do vrijednosti koje su se kretale u
granicama od 101,3 do 163,2 mg QE/100 g.

I pored toga Sto je sadrzaj antocijana vrlo nizak u plodu Sipurka, pregledom dostupne literature uoceno
je da se mali broj istrazivaca bavio odredivanjem tanina i antocijana i u plodu Sipurka i u ekstraktima
ploda Sipurka. Naime, Skrypnik i sar. (2019) su ispitivali tanine u potpuno zrelom plodu Sipurka koji
je liofiziran (sa podru¢ja Balti¢kog mora) i dobili vrijednost oko 4 mg/g, dok su Ghendov-Mosanu i
sar. (2018) odredili sadrzaj tanina u hidro-alkoholnim ekstraktima i dobili vrijednost od 106,41 mg
TAE/g suvog materijala (TAE- Tannic Acid Equivalent (ekvivalent taninske kiseline)).

Javanmard 1 sar., (2018) su odredivali sadrzaj antocijana u razli€itim uzorcima sa teritorije Irana i
dobili vrijednosti u granicama od 74,15 do 119,80 umol/g svjezeg Sipurka, a Murathan i sar. (2016)
su odredili sadrzaj ukupnih antocijana u svjezim plodovima u vrijednosti od 2,75 mg/100 g.
Odredivanje antioksidativne aktivnosti u plodovima Sipurka i1 u ekstraktima dobijenim razli¢itim
tehnikama ekstrakcije i u razli¢itim rastvara¢ima radili su mnogi istrazivacéi. Koristili su razli¢ite
testove za odredivanje antikosidativne aktivnosti. Rezultate koje su dobili izraZzavali su u razli¢itim
jedinicama posebno ako su koristili FRAP test. Nadpal (2017) je ispitivala antioksidativnu aktivnost
metanolnog ekstrakta svjezeg ploda Sipurka (Rosa canina L.), metanolnog ekstrakta suvog ploda,
vodenog ekstrakta svjezeg ploda, vodenog ekstrakta suvog ploda, vodenog ekstrakta vo¢ne kase,
dzema koris¢enjem FRAP testa; rezultati su se kretali od 13,3 do 88,2,1 mg ekv.ask.kis./g s.e.
Mihaylova i sar. (2015) su ispitivali vodene ekstrakte Sipurka (dekokte i infuze) i ustanovili da su se
vrijednosti dobijene FRAP metodom kretale od 344,85 do 771,86 uM TE/g suvog materijala (TE-
Trolox equivalents), a Moldovan i sar. (2021) su dobili 99 mg TE/g u ekstraktima Sipurka koji su
dobijeni ultrazvuénom ekstrakcijom plodova Sipurka iz Italije.
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Wenzig i sar. (2008) su koristili DPPH test za odredivanje antioksidativnog kapaciteta za ekstrakte
dobijene ekstrakcijom po Soksletu pri cemu su Koristili razliCite rastvarace, i nadene vrijednosti u
ovom istrazivanju su se kretale od 13,7 do 988 pg/mL. Dok su Skrypnik i sar. (2019) odredivali totalni
antioksidativni kapacitet u nezrelom, poluzrelom i potpuno zrelom plodu Sipurka sa sledec¢ih lokaliteta
sa podru¢ja Baltickog mora: Curonian Spit, Sambia Peninsula, Vistula Spit i dobili slede¢e rezultate

koji su navedeni u tabeli 2.

Tabela 2. Antioksidativni kapacitet nezrelih, poluzrelih i potpuno zrelih plodova Rosa canina L. sa

podrucja Balti¢kog mora odredivan DPPH testom (Skrypnik i sar., 2019)

Lokalitet Nezreo plod Poluzreo plod Zreo plod
Curonian Spit 114,12 umol TE/g | 126,3 umol TE/g | 127,6 umol TE/g
Sambia Peninsula | 124,1 umol TE/g | 128,4 umol TE/g | 132,2 umol TE/g
Vistula Spit 108,2 umol TE/g | 119,7 umol TE/g | 116,3 umol TE/g

Na osnovu navedenih podataka u ovom radu (tabela 2) ne uo¢ava se znacajna razlika izmedu rezultata
dobijenih za nezreo, poluzreo i portpuno zreo plod.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti osusenog ploda Sipurka Liaudanskas i sar. (2021) su,
koris¢enjem DPPH testa, dobili vrijednost oko 250 umol TE/g. Jemaa i sar. (2017) su ispitali uzorak
iz Irana i utvrdili antioksidativnu aktivnost od 0,668 mg/mL za metanolni ekstrakt. Mihaylova i sar.
(2015) su za vodeni ekstrakt (dekokt i infuz) dobili vrijednosti od 2,66 do 6,32 uM TE/g (uzorak iz
Bugarske). Polumackanycz i sar. (2020) su ispitivali razne vodene i hidrometanolne ekstrakte DPPH
testom gdje su se vrijednosti za vodene ekstrakte kretale od 1,95 do 35,64 mg TE/100 g i 3,66 do 9,45
mg TE/100 g za hidrometanolne ekstrakte.

S obzirom da plod Sipurka sadrzi velike koli¢ine vitamina C, koji je antioksidant i ima veliki znacaj u
prevenciji virusnih 1 bakterijskih infekcija, kardiovaskularnih oboljenja i sli€no, veliki broj istraZivaca
se bavio odredivanjem sadrzaja vitamina C. U radovima su navedene vrijednosti dobijene za sadrzaj
vitamina C u suvom i svjeZzem plodu Sipurka, u razli¢itim djelovima ploda Sipurka, te u ekstraktima
dobijenim razli¢itim tehnikama ekstrakcije i u razli¢itim rastvara¢ima. Oprica i sar. (2015) su ispitivali
pulpu i sjemenke Sipurka na sadrzaj vitamina C i dobili 449,91 i 25,54 mg/100 g svjezeg Sipurka,
respektivno. Adamczak i sar. (2012) su za liofizirani Sipurak dobili vrijednosti od 0,08 do 2,67 mg/100

g. Nojavan i sar. (2008) su ispitivali sadrzaj vitamina C u potpuno zrelom, poluzrelom i nezrelom
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plodu. Uzorke su pripremali na dva nadina (zamrzavanjem i suSenjem na blagim temperaturama).

Rezultati njihovog istrazivanja dati su u tabeli 3.

Tabela 3. Sadrzaj vitamina C u plodovima Sipurka razli¢ite zrelosti (Nojavan i sar., 2008)

Priprema zamrzavanjem | Priprema suSenjem na blagim T
Potpuno zreo plod Sipurka 417,5mg/100 g 211 mg/100 g
Poluzreo plod Sipurka 175 mg/100 g 34 mg/100 g
Nezreo plod Sipurka 18 mg/100 g 3mg/100 g

Na osnovu podataka iz tabele 3, uoceno je da se najvise vitamina C nalazi u popuno zrelom plodu
Sipurka, $to je pokazano i u radu Skrypnik i sar. (2019).

Javanmard 1 sar. (2018) su za svjezi Sipurak dobili vrijednost sadrZaja vitamina C u granicama od
518,30 do 1358 mg/100 g, dok su Murathan i sar. (2016) ispitivanjem zamrznutog svjezeg ploda dobili
vrijednost sadrzaja vitamina C od 754,48 mg/100 g. Bosilj (2022) je za svjezi Sipurak dobila
vrijednosti od 33,05 do 200,59 mg/100 g, a Stani¢ (2017) je za svjezi Spurak dobila vrijednosti od
79,26 do 341,92 mg/100 g svjeze supstance. Paunovic¢ i sar. (2014) su ispitivali sadrzaj vitamina C u
svjezem i suvom plodu Sipurku i dobili rezultate: od 52,80 do 200,64 mg/100 g svjezeg ploda Sipurka
i od 73,59 do 395,19 mg/100 g suvog ploda Sipurka, iz cega se moze zakljuciti da vise vitamina C ima

u osuSenim plodovima.
Dakle, postoji veliki broj literaturnih podataka o ispitivanju vitamina C u uzorcima ploda Sipurka.

S obzirom da mikro 1 makroelementi imaju znacajnu ulogu kod biohemijskih procesa patoloskih 1
normalnih stanja tkiva, a 1 da se plod Sipurka mnogo koristi u narodnoj medicini, naucnici su pratili

sadrzaj mikro i makroelemenata u plodu $ipurka, §to je navedeno u tabeli 4.

Tabela 4. Sadrzaj odredenih mikro i makroelemenata u plodovima Rosa canina L.

Element Vrijednost Jedinica Referenca
mjere

Natrijum (Na) 0,236 mg/g Saygi i sar., 2021
540,17 ppm Tiirkben 1 sar., 2010

3,97-4,67 mg/kg Demir i sar., 2000

149 mg/kg Kazaz i sar., 2009

4 mg/100 g Fan i sar., 2014

Kalcijum (Ca) 2,47 mg/g Saygi i sar., 2021

4908 ppm Tiirkben i sar., 2010
3234-5766 mg/kg Javanmard i sar., 2018
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133,3-146,7 ppm Demir i sar., 2000
6301 mg/kg Kazaz i sar., 2009
18 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
169 mg/100 g Fan i sar., 2014
Magnezijum (Mg) 0,43 mg/g Sayg i sar., 2021
1796 ppm Tiirkben i sar., 2010
806-1610 mg/kg Javanmard i sar., 2018
162,7-183,9 ppm Demir i sar., 2000
1909 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
69 mg/100 g Fan i sar., 2014
Kalijum (K) 9140 mg/kg Kazaz i sar., 2009
890,5-1023,9 mg/kg Demir i sar., 2000
4458-7918 mg/kg Javanmard i sar., 2018
1473 p ppm Tiirkben i sar., 2010
11,71 mg/g Saygi i sar., 2021
429 mg/100 g Fan i sar., 2014
Fosfor (P) 2,56 mg/g Saygi i sar., 2021
863,88 ppm Tiirkben i sar., 2010
1337-2305 mg/kg Javanmard i sar., 2018
1850-2200 mg/kg Demir i sar., 2000
1010 mg/kg Kazaz i sar., 2009
61 mg/100 g Fan i sar., 2014
Gvozde (Fe) 267 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
17,52 mg/kg Saygt i sar., 2021
29-48 mg/kg Javanmard i sar., 2018
59,4-72,9 mg/kg Demir i sar., 2000
27 mg/kg Kazaz i sar., 2009
14 ppm Ozcan, 2002
1,06 mg/100 g Fanisar., 2014
59,4-72,9 mg/kg Demir i sar., 2020
Bakar (Cu) 5 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
6,67 mg/kg Saygt i sar., 2021
8-16 mg/kg Javanmard i sar., 2018
5,07 mg/kg Vural, 2015
0,113 mg/100 g Fan i sar., 2014
Mangan (Mn) 244 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
13,43 mag/kg Saygi i sar., 2021
20-65 mg/kg Javanmard i sar., 2018
22,4-44.8 mg/kg Demir i sar., 2020
117,62-476,14 ppm Ozcan, 2002
92 mg/kg Vural, 2015
32 mg/kg Kazaz i sar., 2009
1,02 mg/100 g Fan i sar., 2014
Olovo (Pb) 0,3 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
0,385 ppm Vural, 2015
Nikl (Ni) 2,9 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
1,050 mg/kg Vural, 2015
Cink (Zn) 22 mg/kg Chrubasik i sar., 2008




9,78 mg/kg Sayg i sar., 2021
8-27 mg/kg Javanmard i sar., 2018
3,69-4,51 ppm Demir i sar., 2020
10 mg/kg Kazaz i sar., 2009
121,75-976,14 ppm Ozcan, 2002
11,50 mg/kg Vural, 2015
0,25 mg/100 g Fan i sar., 2014
Bor (B) 13 mg/kg Kazaz i sar., 2009
Kadmijum (Cd) 0,1 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Kobalt (Co) 0,4 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Hrom (Cr) 0,9 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Barijum (Ba) 47 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Stroncijum (Sr) 59 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Aluminijum (Al) 157 mg/kg Chrubasik i sar., 2008
Selen (Se) 2,47 mg/kg Saygt i sar., 2021

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4 moze se uo€iti da plod Sipurka ima visok sadrzaj kalcijuma,

magnezijuma i kalijuma koji predstavljaju esencijalne elemente za ljudski oragnizam.

2.3. METODE EKSTRAKCIJE

Ekstrakcija je proces koji se Koristi za dobijanje odredenih jedinjenja iz razli¢itih biljnih uzoraka.
Ekstrakcija je Cesto prvi korak prilikom odredivanja bioaktivnih svojstava biljke (Fonmboh i sar.,
2020; Rudraswamy i sar., 2021). Prilikom odvajanja i identifikacije razli¢itih bioaktivnih materija iz
biljaka vaznu ulogu imaju metode ekstrakcije, koje uti¢u i na stabilnost i na kvalitet dobijenog
ekstrakta (Gupta i sar., 2012). Za ekstrakciju fitohemikalija iz biljnog materijala najéesce se koriste
metode kao Sto su ekstrakcija maceracijom, infuz ekstrakcija, ultrazvucna ekstrakcija, Sokslet
(Soxhlet) ekstrakcija.

Naucnici su proucavali i analizirali uticaj razli¢itih vrsta rastvaraca, kao $to su metanol, heksan i
etanol, u svrhu ekstrakcije antioksidanata iz razlicitih djelova biljaka, kao npr. lis¢e, plod i sjeme. U
cilju ekstrakcije razli¢itih fenolnih jedinjenja iz biljaka sa visokim stepenom preciznosti, moraju se
koristiti razli€iti rastvaraci razlicitih polariteta. Na osnovu literaturnih podataka se zakljucuje da su se
u etanolnim ekstraktima biljaka, ekstrahovale vece koncentracije/koli¢ine fenola u poredenju sa
acetonom, vodom i metanolom kao rastvara¢ima. Vise razli€itih rastvaraca se uobicajeno koristi za
ekstrakciju fitohemikalija, a obi¢no se za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja koristi suseni prah biljaka
¢ime se eliminiSe uticaj vode iz biljnog materijala. Rastvara¢i koji se koriste za ekstrakciju

biomolekula iz biljaka biraju se na osnovu polariteta. Polaritet, od najmanje polarnog do
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najpolarnijeg, nekoliko uobicajenih rastvaraca je sledeci: heksan < hloroform < etilacetat < aceton <

metanol < voda (Altemimi i sar., 2017).

2.3.1. Maceracija

Maceracija je vrlo jednostavan proces ekstrakcije koji se koristi od davnina, a sastoji se od potapanja,
najéescée prethodno usitnjenog biljnog materijala, u rastvara¢u tokom odredenog vremena (Fonmboh
i sar., 2020; Azahar i sar., 2020). Tokom ovog procesa Celijski zid biljke omekSava i puca, prilikom
¢ega dolazi do oslobadanja bioloSki aktivnih materija biljke (Fonmboh i sar., 2020). Efikasnost
ekstrakcije zavisi od vremena i primijenjenog rastvaraca. Izbor rastvaraca u velikoj mjeri zavisi od
njegove polarnosti i od vrste bioaktivne materije koju treba ekstrahovati. Najcescée koris¢eni rastvaraci
prilikom maceracije su voda, etanol, metanol, heksan, etil-acetat, aceton i hloroform. Dodirna
povrsSina izmedu biljnog materijala i1 rastvara¢a moze biti povecana i mijeSanjem tokom procesa
maceracije, ¢ime se moze povecati i ekstrakcija odredenog jedinjenja. PoviSena temperatura takode
temperaturama. Vrijeme maceracije u najve¢oj mjeri zavisi od jedinjenja koje se ekstrahuje, a

najmanje je 3 dana (Azahar i sar., 2020; Fonmboh i sar., 2020).

2.3.2. Infuz ekstrakcija

Infuz ekstracija je slicna maceraciji po tome $to se oba procesa sastoje od potapanja biljnog materijala
u odredenoj koli¢ini hladne ili vruée vode. Za infuz, trajanje ekstrakcije se smanjuje, a odnos
rastvaraca i uzorka je razli¢it (Patel i sar., 2021; Rudraswamy i sar., 2021). Ova tehnika je korisna u
ekstrakciji lako rastvorljivih bioaktivnih komponenti (Rudraswamy i sar., 2021). Infuzi se pripremaju
od listova, cvjetova, nadzemnih djelova biljaka, plodova itd. Bioloski aktivne materije se ekstrahuju
vru¢om vodom, tako S$to se osuSeni i/ili usitnjeni biljni materijal prelije vru¢om vodom 1 ostavi
poklopljen odredeni vremenski period. Zatim se talog odvaja od te¢nosti (Dragovi¢-Uzelac, 2016;

Poljarec, 2017).
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2.3.3. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuk se koristi u laboratorijskoj praksi da olaksa i/ili poboljsa razli¢ite korake u analitickom
procesu. Ultrazvucna ekstrakcija se sastoji od prolaska ultrazvucne energije u obliku talasa kroz te¢ni
rastvara¢ U kome se nalaze ¢vrste Cestice uzorka. Vjeruje se da je brzo lokalizovano povecanje pritiska
1 temperature odgovorno za narusavanje Celijskih membrana, ¢ime se olakSava migracija rastvaraca u
¢elije 1 ekstrakcija zeljene komponente. Ultrazvu¢na ekstrakcija je popularno sredstvo za ekstrakciju
jer je relativno jeftina u poredenju sa drugim metodama i ima male instrumentalne zahtjeve
(ultrazvucno kupatilo) (Mussatto, 2015). Uzorak se prelije odredenim rastvaraCem 1 stavi u
ultrazvucno kupatilo, a vrijeme i temperatura se kontroliSu (Altemimi i sar., 2017).

Tokom ultrazvuéne ekstrakcije koristi se ultrazvu¢na energija i rastvara¢ za odvajanje odredenih
bioaktivnih materija iz biljaka. Ultrazvuk predstavlja mehanicki talas ¢ija se frekvencija kre¢e do 20
kHz. Ovi talasi se sastoje od niza ciklusa kompresije i razrjedivanja koji se Sire kroz medijum
izazivajué¢i pomicanje molekula sa njihovih prvobitnih pozicija. Kod zvuénog talasa visokog
intenziteta, negativni pritisak tokom razrjedivanja prekoracuje privlacnu silu koja spaja molekule i
stvara kavitacione mjehure. Kavitacija je glavni mehanizam ultrazvuéne ekstrakcije. Mjehuriéi
kavitacije stvaraju udarne talase i ubrzani sudar izmedu cestica koji uzrokuje rasparcavanje celijske
strukture. Razaranjem c¢elijske strukture biljke dolazi do solubilizacije bioaktivne komponente u
rastvaraCu zbog smanjenja veliCine Cestica, povecane povrSine i velike brzine prenosa mase u
grani¢nom sloju ¢vrste matrice, zbog Cega se povecava prinos ekstrakcije (Kumar i sar., 2021). Glavni
uslovi koje treba kontrolisati za postizanje efikasne ekstrakcije su vrijeme ekstrakcije, koli¢ina i
polaritet rastvaraca, vrsta i koli¢ina uzorka. Prednost ove metode je §to omogucava ekstrakciju
termicki labilnih komponenti. Nakon ekstrakcije, ekstrakt se mora odvojiti od uzorka filtracijom ili

centrifugiranjem (Kim i sar., 2012).

2.3.4. Sokslet ekstrakcija

Proces ekstrakcije po Soksletu je najvise koris¢ena tehnika ekstrakcije ¢vrsto-te¢no u mnogim

oblastima kao §to su poljoprivreda, farmacija itd. Soksletov aparat omogucava kontinuirani tretman

uzorka rastvaraCem tokom perioda od nekoliko sati ili dana da bi se ekstrahovalo jedinjenje od

interesa. Najcesce koris¢eni rastvaraci u Sokslet ekstrakcijama su heksan, hloroform, metanol, etanol

I voda (Azahar i sar., 2020). Proces Sokslet ekstrakcije zasniva se na kretanju pare, stvorene

kljucanjem rastvaraca, prema uzorku koji se nalazi unutar Sokslet ekstraktora. Temperaturu prilikom
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ekstrakcije podeSava analitiar, najéeS¢e na temperaturu kljucanja koriS¢enog rastvaraca. U ovoj
metodi, fino samljeven biljni materijal se stavlja na filter papir u obliku Caure, postavlja u Sokslet
ekstraktor i uredaj sklopi. Rastvara¢ za ekstrakciju se nalazi u balonu koji se zagrijava. Nakon
dostizanja temperature kljuanja rastvaraca, njegove pare prolaze kroz bo¢nu cijev do kondenzatora
gdje se kondenzuje kada dode u kontakt sa hladnom povrSinom. Kondenzovani rastvara¢ u obliku
kapljica natapa biljni materijal i dolazi u kontakt sa njim. Kada povrSina rastvaraca premasi
maksimalnu visinu sifona, rastvarac koji sadrzi ekstrakt se vraca sifonom u balon sa rastvaracem. Ovaj
proces je kontinuiran i izvodi se sve dok se ne iscrpi biljni materijal (Azahar i sar., 2020, Patel i sar.,
2021). Na slikama 2 i 3 je prikazana Sema Sokslet aparature i Sokslet aparatura kori$¢ena u ovom
radu.

Prednost ove metode u odnosu na prethodno opisane metode je u tome $to se mogu ekstrahovati vece
koli¢ine bioloski aktivnih komponenti, sa mnogo manjom koli¢inom rastvaraca, $to je posebno
znacajno u pogledu ekonomicnosti. Medutim, Sokslet ekstrakcija traje dugo da bi se postigla visoka

efikasnost ekstrakcije i nije pogodna za organska jedinjenja koja su termicki nestabilna.
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Slika 2. Sokslet aparatura za
ekstrakciju (Generali¢, 2022)
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2.4. TECNA HROMATOHRAFIJA VISOKIH PERFORMANSI (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC)

HPLC je metoda visoke preciznosti, ta¢nosti, brzine, efikasnosti i veoma niskih granica detekcije.
Teéna hromatografija visokih performansi je tehika razdvajanja na koloni kojom se postize
razdvajanje komponenata iz uzoraka, pa ¢ak i onih kompleksnijih. Osnovni cilj ove metode je visoka
efikasnost u kratkom vremenskom periodu. Prednost ove metode je ta Sto analit ne mora da bude
isparljiv. HPLC je samo jedna vrsta te¢ne hromatografije kod koje je mobilna faza te¢nost. Kao
mobilna faza mogu da se koriste smjeSe dva ili viSe rastvaraca u koje se po potrebi moze dodati 1
odgovarajuci pufer ili druge pomoc¢ne supstance koje uticu na brzinu 1 samu efikasnost razdvajanja.
Mobilna faza je izlozena djelovaju visokog pritiska, a taj visoki pritisak obezbjeduje kontinuiran
protok mobilne faze i dovodi do uspostavljanja ravnoteze (dinamicke) sa stacionarnom fazom pri
¢emu ta ravnoteza osigurava dobre i selektivne raspodjele komponenti u ispitivanom uzorku.
Stacionarna faza je u koloni koja se obi¢no izraduje od nerdajuceg celika (kako bi izdrzale visok
pritisak) 1 puni se Cesticama (veli¢ine 3 do 5 pum) koje imaju veliku specificnu povrsinu koja
omogucava bolje razdvajanje komponenti (kao npr. silikagel, polietilen itd.) (Jovanov, 2014;
Merkulov i sar., 2021; Ali, 2022).

Ubrizgava (injektuje) se mala zapremina uzorka u pokretni tok te¢nosti (mobilna faza) koja prolazi
kroz kolonu napunjenu cesticama stacionarne faze. Razdvajanje smjeSe na komponente zavisi od
razli¢itog stepena zadrzavanja svake komponente u koloni (odnosno razli¢itoj raspodjeli izmedu
mobilne 1 stacionarne faze). Razli¢ito vrijeme zadrzavanja je posledica razliCitih interakcija koje se
javljaju izmedu analita i stacionarne faze. Onaj analit koji ima najmanje interakcija sa stacionarnom
fazom odnosno najvise interakcija sa mobilnom fazom ¢e najbrze izaci iz kolone. Vrijeme zadrzavanja
(retenciono vrijeme- tr) je vrijeme od momenta injektovanja do momenta otkrivanja (MiloSevié,
2019).

HPLC instrumentacija obuhvata: rezervoar za rastvara¢, pumpu, injektor, kolonu i detektor (slika 4).
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Slika 4. Teéni homatograf visokih performansi i njegovi djelovi (https://microbenotes.com/high-

performance-liquid-chromatography-hplc/#hplc-principle )

2.5. ATOMSKA APSORPCIONA SPEKTROMETRIJA (AAS)

Atomska apsorpciona spektrometrija je apsorpciona metoda koja mjeri smanjenje intenziteta
monohromatskog zracenja pri prolasku kroz atomsku paru uzorka. Kod ove metode uzorak se mora
prevesti u atomsko stanje §to se najces$ée postize sagorijevanjem ispitivanog uzorka u plamenu visoke
temperature. Pri tome dolazi do disocijacije molekula na atome tj. dolazi do kidanja hemijske veze.
Izborom odgovarajuée temperature postize se da Sto veéi broj atoma ostane u osnovnom
(nepobudenom) stanju, jer jedino atomi u takvom stanju imaju sposobnost da apsorbuju
karakteristi¢no zraCenje. Atomi nekog elementa apsorbovace samo onu energiju koja im omogucava
prelaz sa nizeg na vise energetsko stanje. Najce$ce koris¢en izvor zracenja za atomsku apsorpcionu
spektrometriju predstavlja lampa sa Supljom katodom, prikazana na slici 5. Sastoji se od volframove
anode 1 cilindri¢ne katode zapecacene u staklenoj cijevi koja sadrzi inertni gas, poput argona, pod
pritiskom od 1 do 5 torr. Katoda je ili izradena od metala analita ili sluzi kao oslonac za prevlaku tog
metala (Pordevi¢ i sar., 1982; Tomljanovi¢, 2000; Holer i sar., 2013).

Prednosti ove metode su da omogucava direktno dobijanje rezultata, vremensko trajanje analize je
kratko, velika specifi¢nost, da postoji moguc¢nost odredivanja veceg broja elemenata iz jednog

rastvora, postupak odredivanja je relativno jednostavan.
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Slika 5. Lampa sa Supljom katodom (Holer i sar., 2013)

Glavni djelovi atomskog apsorpcionog spektrometra su: izvor zracenja, plamenik, monohromator i

detektor (slika 6).

Lampa sa Supljom

Prorez
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Atomska ,

psommal
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' Oksidacioni
gas Indikatorski uredaj
Komora za mijesanje \ bisick
f uzorka

Kondenzat _ T

Slika 6. Sematski prikaz atomskog apsorpcionog spektrometra (Chemistry, 2019)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ove master teze je uraden na Metalursko-tehnoloskom fakultetu u Podgorici, u
laboratoriji za analiticku hemiju, laboratoriji za instrumentalne metode, laboratoriji za organsku
hemijsku tehnologiju i u Institutu za proucavanje lekovitog bilja »dr Josif Pan¢i¢« u Beogradu. Kao
materijal za analizu je kori$¢en plod Sipurka (Rosa canina L.) koji je ubran u novembru 2022. godine
u okolini Niksiéa i Zabljaka. Plod §ipurka i djelovi ploda (mesnati dio i sjemenke) su osuseni,
samljeveni i ¢uvani na sobnoj temperaturi na suvom mjestu. Na slici 7 je predstavljen svjezi plod

Sipurka, odvojeni mesnati dio i sjemenke kao i izgled usitnjenog materijala nakon susenja.

. R K - - ko
s . N » N o
. » Y aH - , 4 I <

Slika 7. Sipurak: a) plod, b) mesnati dio i c) sjemenke Sipurka prije susenja i nakon susenja usitnjeni

(Autor: Jovana Purovic)
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3.1. HEMIKALIJE, INSTRUMENTI | APARATURE

Za ispitivanje fenolnog sadrzaja Sipurka, antioksidativnog kapaciteta i mikro i makroelemenata
koriS¢eni su sledeéi reagensi: acetatni pufer, hlorovodoni¢na kiselina (35 %), 2,4,6-tripiridil-triazin
(TPTZ; Alfa Aesar), gvozde(Ill)-hlorid heksahidrat (FeClz-6H-0), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH; Aldrich Chemistry), natrijum-acetat trihidrat (CHsCOONa-3H.O, VWR Chemicals),
glacijalna siréetna kiselina (Zorka Sabac), Quercetin 95 % (Sigma Aldrich), galna kiselina (Merck,
Darmstadt, Germany), Folin—Ciocalteu reagens (VWR chemicals), aluminijum(lIl)-hlorid
heksahidrat (AICI3-6H20, NRK Inzenjering, Beograd), natrijum-karbonat (Na.COs, Centrohem),
pirogalol 99 % (ACROS organics i Thermo scientific), kozni prah (Sigma Aldrich), metanol, etanol
96 %, natrijum-nitrit NaNO> (Centrohem), natrijum-hidroksid (NaOH, Centrohem), 30 % vodonik-
peroksid (Centrohem).

Od instrumenata je koris¢en BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar, atomski apsorpcioni
spektrometar Perkin EImer (PinAAcle 900F), ultrazvu¢no kupatilo SONIC VIMS 4GT, HPLC Agilent

Technologies 1200, aparatura za Sokslet ekstrakciju, suSnica.

3.2. PRIPREMA BILINOG MATERIJALA

Osuseni plodovi, mesnati djelovi i sjemenke Sipurka (Rosa canina L.) iz okoline Niksi¢a i Zabljaka
samljeveni su i ¢uvani na suvom mjestu do pocetka analize. Ekstrakcija je vrSena sa cijelim plodom
Sipurka a koriScene su Cetiri metode ekstrakcije. Materijal je pripreman na sledeci nacin:

1) Za maceraciju: 10 g osusenih i samljevenih plodova je preliveno sa 200 mL 96,4 % etanola i
ostavljeno na sobnoj temperaturi u zatvorenom erlenmajeru, zaSticeno od svjetlosti.
Maceracija je trajala pet dana uz svakodnevno mijeSanje 1-2 puta dnevno. Nakon toga je
vrseno filtriranje, rastvara¢ je uparavan a ekstrakt je osusen do konstantne mase.

2) Zainfuz ekstrakciju: 10 g osusenih i samljevenih plodova je preliveno sa 200 mL vruc¢e vode
I ostavljeno pokriveno da stoji 90 minuta na sobnoj temperaturi. Dobijeni infuz je profiltriran,
uparavan i susen do konstantne mase.

3) Za ultrazvuénu ekstrakciju: 10 g osuSenih i samljevenih plodova je preliveno sa 200 mL 96,4
% etanola i stavljeno na ultrazvuéno kupatilo u vremenu od 45 minuta na frekvenciji od 50 Hz
I na sobnoj temperaturi. Nakon toga je vrseno filtriranje, a rastvarac je uparen i ekstrakt osusen

do konstantne mase.
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4) Za Sokslet ekstrakciju: 10 g osuSenih i samljevenih plodova je stavljeno u ¢auru od filter papira
| Caura ubacena u ekstraktor koji se sastavlja sa balonom i kondenzatorom. U balon je stavljeno
250 mL 96,4 % etanola, a cijela aparatura stavljena na grejno tijelo. Ekstrakcija je vrSena na
temperaturi klju¢anja rastvaraca i odradeno je 5 sifoniranja. Nakon toga je rastvara¢ uparen, a
ekstrakt osusen do konstantne mase.

U tabeli 5 su dati prinosi ekstrakata suvih plodova $ipurka iz okoline Niksi¢a i Zabljaka.

Tabela 5. Prinos ekstrakta (%) ploda Sipurka dobijen razli¢itim tehnikama ekstrakcije
Metoda ekstrakcije Nik§i¢ | Zabljak
Maceracija 17,540 | 18,898
Infuz ekstrakcija 31,349 | 32,774
Ultrazvucna ekstrakcija 13,294 | 14,446
Sokslet ekstrakcija 28,350 | 25,908

Prinos ekstrakata ploda Sipurka se kretao od 13,294 % do 32,774 %. Primjecuje se da je najveci prinos
dobijen koris¢enjem infuz ekstrakcije za oba lokaliteta, a najmanji prinos koris¢enjem ultrazvucne

ekstrakcije.

3.3.  SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI, FENOLA, FLAVONOIDA,
TANINA 1 ANTOCIJANA U PLODU, MESNATOM DIJELU,
SJEMENKAMA | EKSTRAKTIMA PLODA SIPURKA

3.3.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti u plodu, mesnatom dijelu, sjemenkama i

ekstraktima ploda Sipurka

Znacaj antioksidanata je povezan sa njihovom ulogom u smanjenju ostecenja celija tokom bioloSke
oksidacije. Aktivnost antioksidanata u procesu uklanjanja slobodnih radikala pomazu u spre¢avanju
ili odlaganju oksidacije. lako su slobodni radikali proizvodi ¢elijskog metabolizma, prevelik broj
slobodnih radikala u c¢elijama dovodi do oksidativnog stresa, koji na kraju uzrokuje oSteCenje

biomakromolekula kao $to su proteini, lipidi i nukleinske kiseline (Pertesi, 2014; Sabahi i sar., 2022).

33



Slobodni radikali su atomi, grupe atoma ili molekuli koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona na
najudaljenijoj orbitali, pa su hemijski veoma reaktivni i imaju tendenciju da traze elektronske parove
da bi mogli da se vezuju zbog postizanja stabilnosti. Slobodni radikali neprestano napadaju celije tijela
ukljucujuci normalne ¢elije za dobijanje elektronskih parova. Slobodni radikali reaguju sa bioloskim
jedinjenjima u tijelu neprekidno a ako se ne zaustavi reakcija, mogu oStetiti tjelesne ¢elije i imati
Stetan uticaj na zdravlje tijela. Da bi se zaustavilo negativno dejstvo slobodnih radikala potrebni su
antioksidanti (sekundarna jedinjenja metabolita biljaka) kao S$to su fenolna jedinjenja koja
predstavljaju prirodne andtioksidante (Marjoni i sar., 2017). Postoje neka ograni¢enja za sinteticke
antioksidante, kao S§to su teSkoca njihove sinteze i neki toksi¢ni efekti. Uzimajuéi u obzir ova
ograniCenja, antioksidanti iz prirodnih izvora su korisniji (Sabahi i sar., 2022). Dalje, flavonoidi,
fenolne kiseline, lignin, kumarin, tokoferoli, tanini, askorbinska kiselina se takode smatraju dobrim
antioksidantima (Marjoni i sar., 2017).

Antioksidativna aktivnost uzoraka koris¢enih u ovom radu ispitana je uz koris¢enje DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) i FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) testa.

1) DPPH TEST

DPPH test je test koji se zasniva na redukciji DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala do 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazina (slika 8). Aktivnost uklanjanja slodobnih radikala ili frakcija se odreduje
pracenjem inteziteta ljubicaste boje iz rasvora sa DPPH reagensom. DPPH’ slobodni radikal reaguje
sa antioksidantom. Antioksidant moZze donirati atom vodonika radikalu DPPH (DPPH’) i na taj nacin

smanjiti koncentraciju stabilnih slobodnih radikala (DPPH’), koji izazivaju promjenu boje od

ljubicaste do zute (slika 9) (Veli¢kovi¢, 2013; Pregiban, 2017; Marjoni i sar., 2017).
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2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin
Slika 8. Reakcija redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

(Izvor: http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe)

Slika 9. Promjena boje prilikom redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Autor: Jovana Purovic)

Procenat inhibicije DPPH je izracunat kori$¢enjem slede¢e formule (Blois, 1958):

100
A, ]

% =100 — [(A; — Ap) -

gdje:

As predstavlja apsorbancu etanolnih rastvora Sipurka koji su prethodno tretirani DPPH rastvom (0,1
mM etanolni rastvor DPPH), mjerenu na A=517 nm,

Ab predstavlja apsorbancu etanolnih rastvora Sipurka koji nijesu prethodno tretirani DPPH rastvorom,
mjerenu na A=517 nm,

Ac predstavlja apsorbancu 0,1 mM etanolnog rastvora DPPH, mjerenu na A=517 nm.
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Dobijeni rezultati koris¢enjem DPPH metode su izrazeni kao ICsgo vrjednosti koje predstavljaju
koncentraciju uzorka koji dovodi do 50% neutralizacije DPPH'. Ta koncentracija se dobija
pravljenjem zavisnosti izmedu ICsg vrijednosti i koncentracije uzorka (Rivero-Cruz i sar., 2020).

Dakle, vrsi se spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti tako §to se u 300 uL
etanolnih rastvora uzoraka Sipurka (razli¢itih koncentracija) doda po 2700 uL 0,1 mM rastvora DPPH,
i nakon pola sata ¢uvanja na tamnom mjestu izmjeri apsorbanca na A=517 nm, koriste¢i 70 % etanol

kao slijepu probu.

2) FRAP TEST

FRAP reagens sadrzi razlicite rastvore, ukljucuju¢i TPTZ (tripiridiltriazin) rastvor, 40 mM HCI, FeCls
i acetatni pufer. Svjezi FRAP reagens (koji se priprema mijesanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL
TPTZ rastvora u 40 mM HCI, 2,5 mL 20 mmol/L rastvora FeClz-6H20) je pripremljen i inkubiran na
37 °C u susnici u vremenu od 30 minuta. Istovremeno u 100 pL etanolnih rastvora uzoraka Sipurka
(razlicite koncentracije) je dodato 3 mL svjeze pripremljenog FRAP rastvora. Nakon pola sata stajanja
u susnici na 37 °C mjerena je apsorbanca na A=593 nm, uz slijepu probu za koju se koristi smjesa od
100 pL 70 % etanola i 3 mL FRAP rastvora.

Feri-TPTZ (feri-2,4,6-tripiridil-s-triazina) kompleks se uz pomo¢ antioksidanta redukuje u fero-TPTZ
kompleks (gdje se desava transfer elektrona). Stepen redukcije se mjeri poveéanjem inteziteta plave
boje sa maksimumom apsorpcije na A=593 nm (Pavlovi¢, 2012). Na slici 10 je prikazana reakcija

redukcije feri-TPTZ kompleksa.

= | | = = |
\N | S /N/ [N\ \N
N . . N
7 N N antioksidant AL NN
Fe {III} »> /Fe (I \
N/ NF |N | vz |
| N\ | NS N | AN S
= = =

antioksidant

L

Fe(lll) = TPTZ kompleks  Fe(ll) = TPTZ kompleks

Slika 10. Reakcija redukcije Fe (111)-TPTZ kompleksa (Wojtunik-Kulesza, 2020)
36



Serija standarnih rastvora gvozda je pravljena od FeSOs7H>O u FRAP reagensu u opsegu
koncentracija 100-1000 umol/L i kori$¢ena za konstrukciju kalibracione krive. Rezultati su izraZeni
kao umol Fe?*/g (Benzie i Strain, 1999).

3.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u plodu, mesnatom dijelu, sjemenkama i
ekstraktima ploda Sipurka

Sadrzaj ukupnih fenola je odredivan pomoc¢u Folin-Ciocalteu (FC) metode koja se zasniva na redukciji
Folin-Ciocalteu reagensa koji predstavlja smjesu fosfomolibdenske (HsPMo012040) i fosfovolframove
kiseline (HsPW12040) koje su zute boje. FC test se oslanja na transfer elektrona u alkalnoj sredini, od
fenolnih jedinjenja do kompleksa fosfomolibdinske/fosfovolframne kiseline. Ovaj reagens (Folin-
Ciocalteu) se redukuje u smjesu volfram-oksida (WgO23) i molibden-oksida (MogO23) dok oksiduje
fenolna jedinjenja, nakon Cega rastvor postaje plav (slika 12), a intezitet boje je proporcionalan
sadrzaju fenolnih jedinjenja u uzorku (odnosno, fenolna jedinjenja rastvorena u vodi i drugim
organskim rastvara¢ima formiraju obojeni-plavi kompleks sa Folin Ciocalteu reagensom u alkalnoj
sredini) i odreduje se spektrofotometrijski (Bancuta i sar., 2016; Ford i sar., 2019). Fenolna jedinjenja
imaju odbrambenu ulogu u biljci i pomazu u prilagodavanju i prezivljavanju u nepovoljnim uslovima,
a njihova sinteza je povecana u uslovim kada je biljka izloZena stresu (Lovri¢, 2014). Na slici 11 je

prikazana specifi¢na reakcija Folin-Ciocalteu reagensa sa fenolnim jedinjenjima.

Rastvori koji su koriS¢eni za odredivanje fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima u ovom
spektrofotometrijskom testu jesu: 7,5 % Na>COs i Folin-Ciocalteu reagens, pri ¢emu je kao slijepa
proba upotrijebljena smjesa destilovane vode, FC reagensa i 7,5 % Na,COs. Apsorbanca je mjerena
na A=740 nm.
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Slika 11. Specifi¢na reakcija Folin-Ciocalteu reagensa sa fenolnim jedinjenjima (Bancuta i sar.,
2016)

Slika 12. Plavo obojenje prilikom odredivanja sadrzaja ukupnih fenola (Autor: Jovana Purovic)
Za izradu kalibracione krive koriS¢ena je galna kiselina. Pravljena je serija standardnih rastvora u

opsegu koncentracija 0-40 mg/L i ocitana apsorbanca na A=740 nm. Na slici 13 je prikazana je

kalibraciona kriva koja je kori$¢ena za odredivanje sadrzaja fenola.
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Slika 13. Kalibraciona kriva za odredivanje fenola

Na osnovu izmjerenih apsorbanci, iz kalibracione krive se odreduje koncentracija fenolnih jedinjenja
koris¢enjem jednacine prave: y=0,0252x+0,0029, a ukupan sadrzaj fenola u ispitivanim uzorcima u
ovom radu je izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline na 100 g osusenog biljnog materijala/suvog

ekstrakta (mg GAE/100 g + standardna devijacija).

3.3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Za odredivanje flavonoida koris¢en je spektofotometrijski test, koji se zasniva na formiranju
kompleksa izmedu aluminijum jona i karbonilnih i karboksilnih grupa flavonoida (Roman i sar.,
2013). Na slici 14 je prikazana reakcija izmedu AI** i izokvercetina.

®

\

HO

Sika 14. Reakcija AI** sa izokvercetinom (molekuli vode u kompleksu sa AI** su izostavljeni)
(Krsti¢, 2017)
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Za odredivanje sadrzaja flavonoida kori$¢ena je metoda koja je opisana u Evropskoj farmakopeji Ph.
Eur. 9.0 (Council of Europe, 2016). Sadrzaj flavonoida odredivan je spektrofotometrijskom metodom
sa aluminijum-hloridom uz odredene modifikacije (Brasanac-Vukanovi¢ i sar., 2018). Rastvori koji
su korii¢eni prilikom ovog odredivanja su: 1 % AICls, 5 % NaNO; i 1 mol/dm® NaOH. Nakon
pripreme uzoraka ocitane su vrijednosti apsorbanci na A =415 nm, Koris¢enjem destilovane vode kao
slijepe probe.

Za izradu kalibracione krive kori$éen je kvercetin, pravljena je serija standardnih rastvora (opseg
koncentracija 10-80 mg/L) i o¢itana apsorbanca na A=415 nm, koriste¢i destilovanu vodu kao slijepu

probu. Naslici 15 je prikazana kalibraciona kriva koja je kori$éena za odredivanje sadrzaja flavonoida.
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Slika 15. Kalibraciona kriva za odredivanje flavonoida

Na osnovu izmjerenih apsorbanci, iz kalibracione krive odreduje se koncentracija flavonoida
koris¢enjem jednacine prave: y=0,0203x+0,1874, a sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima
ispitivanim u ovom radu je izrazen kao mg ekvivalenta kvercetina na 1 g osusenog biljnog

materijala/suvog ekstrakta (mg Qc/g + standardna devijacija).

3.3.4. Odredivanje sadrZaja tanina

Tanini su polifenolna jedinjenja rastvorljiva u vodi koja se izmedu ostalog nalaze u odredenoj mjeri i
u Sipurku. Mogu se grubo podijeliti na hidrolizujuce, sloZene i kondenzovane tanine. Hidrolizujuéi

tanini se hidrolizuju zagrijavanjem sa razblazenom kiselinom ili enzimima, kao $to je tanaza, da bi se
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proizveli jednostavni molekuli, kao §to su galna kiselina, elaginska kiselina i pirogalol. Mogu se
klasifikovati na galotanine i elagitanine. Kondenzovani tanini se biosintetiSu iz katehina i
antocijanidina. Procijanidin B2, proantocijanidin Az i proantocijanidin Cz su primjeri kondenzovanih
tanina. Kondenzovani tanini, poznati kao proantocijanidini, $iroko su rasprostranjeni u biljkama i
snazno uticu na kvalitet hrane. Oni su polimeri od 2—50 (ili viSe) flavonoidnih jedinica, koji nijesu
podlozni hidrolizi. Neki veoma veliki kondenzovani tanini su nerastvorljivi, dok su tanini koji se
hidrolizuju i vecina kondenzovanih tanina rastvorljivi u vodi. Sva fenolna jedinjenja su veoma
nestabilna i brzo se transformisu u razli¢ite produkte reakcije kada se biljne ¢elije ostete. Tanini u
ustima izazivaju snazan osec¢aj oporosti (ili oporog ukusa). Smatra se da se tanini vezuju za proteine
u jeziku i sluzokozi u usnoj duplji i potom izazivaju njihovu denaturaciju. Ovakav tip denaturacije
proteina u oralnoj sluzokozi taninima naziva se efekat skupljanja. Smatra se da je oporost usko
povezana sa bolom i taktilnim osje¢ajem koji nastaje denaturacijom proteina. Da bi se osjetio
adstringentni efekat tanina, oni moraju biti rastvoreni u pljuvacki. Shodno tome, povecanje
molekulske tezine polimerizacijom uzrokuje nedostatak oporosti zbog nerastvorljivosti tanina.
Kondenzovani tanini se sastoje od polimera visoke molekulske mase (~15 000) formiranog od
katehina (Izawa i sar., 2010, Mukherjee, 2019).

Za odredivanje sadrzaja tanina koristili su se Na2CO3 (290 g/L), FC reagens, pirogalol, kozni prah.
Pripremaju se tri vrste rastvora: za ukupne polifenole, za polifenole koji se ne apsorbuju na kozni prah
1 standard. Nakon pripreme 1 odredenog vremena stajanja na sobnoj temperaturi ocita se apsorbanca
na A=760 nm, koristec¢i destilovanu vodu kao slijepu probu. Nakon toga se po formuli racuna procenat
tanina u uzorcima.

Metoda odredivanja sadrzaja tanina je opisana u Evropskoj Farmakopeji Ph. Eur. 9.0. (Council of

Europe, 2016).

Sadrzaj tanina izrazen kao procenat pirogalola, izra¢unat je pomocu formule:

62,5 (4, —Az) -m,
A3‘m1

% TAN =

gdje:
A1 predstavlja apsorbancu ukupnih polifenola u uzorcima mjerenu na A=760 nm,
A predstavlja apsorbancu polifenola koji se ne apsorbuju na kozni prah mjerenu na A=760 nm,

As predstavlja apsorbancu pirogalola mjerenu na A=760 nm,
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ma predstavlja masu ispitivanih uzoraka sjemenki, mesnatih djelova i plodova, kao i masu suvog
ekstakta u gramima,

mz2 predstavlja masu pirogalola u gramima.

3.3.5. Odredivanje sadrzaja antocijana

Antocijani ¢ine vaznu grupu biljnih pigmenata. Oni su rastvorljivi u vodi i pripadaju porodici
flavonoida. Postoji vise od 500 razli¢itih antocijana. Ovi pigmenti daju biljkama, cvije¢u i vocu, boje
u rasponu od ruzicaste preko grimizne (ljubicastocrvene), ljubicaste i plave. Antocijanini se posebno
nalaze u vocéu kao $to su grozde, crne bobice, jagode i maline. U Kkiselom stanju, antocijanin se
pojavljuje kao crveni pigment, dok plavi pigment antocijanin postoji u alkalnim uslovima. Takode se
zove flavilijum (2-fenilhromnilijum) jon. Stabilnost antocijanina zavisi od pH vrijednosti, svjetlosti,
temperature i njegove strukture. Pored toga $to su moc¢ni antioksidansi, antocijanini takode posjeduju
antiinflamatorna, antimikrobna i antikancerogena svojstva. Antocijani su poznati kao prirodni
antioksidansi zbog svoje sposobnosti da doniraju protone visoko reaktivnim slobodnim radikalima.
Antocijani se mogu koristiti za prevenciju nekoliko bolesti, uklju¢uju¢i kardiovaskularne bolesti,
dijabetes, neke metabolicke bolesti i mikrobne infekcije (Sudhakar i sar., 2016; Khoo i sar., 2017;
Varelis i sar., 2018).

Sadrzaj antocijana u Sipurku je vrlo nizak 1 u slu¢aju Sipurka boja potice od pigmenata karotenoida.
Ukupan sadrzaj antocijana u ispitivanim uzorcima u ovom radu je odreden smjeSom MeOH/HCI, po
metodi koja je opisana u Evropskoj Farmakopeji Ph. Eur. 9.0. (Council of Europe, 2016). Intenzitet
apsorbancije je izmjeren na talasnoj duzini od 528 nm.

Procenat antocijana izrazen preko cijanidin-3-glukozid hlorida, izracunat je pomocu sledece formule:

A -5000

HANT = Tism

gdje:
A predstavlja apsorbancu uzorka snimljenu na A=528 nm, a

m predstavlja masu uzorka sjemenki, mesnatog dijela ili ploda Sipurka.
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3.4. ODREDIVANJE METALA U PLODU, MESNATOM DIJELU,
SJEMENKAMA | EKSTRAKTIMA PLODA SIPURKA

Atomska apsorpciona spektrometrija je idealna metoda kontrole niskih koncentracija (tragova) metala
u bioloskim materijalima. Metali kao $to su Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu, Cr, Co i Mn su pri odredenim
koncentracijama esencijalni, dok su Pb, As, Cd, Ni i Hg toksi¢ni ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama.
Metodom atomske apsorpcione spektrometrije (AAS) se odreduje nepoznata koncentracija metala na
osnovu mjerenja apsorpcije monohromatskog zracenja odredene talasne duzine od strane slobodnih
atoma ispitivanog elementa. Danas se AAS koristi za odredivanje velikog broja elemenata, kako u
rastvorima ($to je naj¢e$c¢i primjer) tako i u ¢vrstim uzorcima razliite prirode, u koncentracionom
opsegu od pg/mL do pug/L i nizem (Kunno i sar., 2009).

Odredivanje nepoznate koncentracije metala zasniva se na pravljenju kalibracione krive (zavisnost
apsorbance od koncentracije) iz koje se moze ocitati vrijednost nepoznate koncentracije.

Postupak pripreme Kkoji je koris¢en za odredivanje bakra, cinka, gvozda, mangana, olova i nikla, u
uzorcima Kkoji su ispitivani u ovom radu, jeste mokra digestija. Izmjeren je 1,0 g ispitivanog uzorka i
dodato 8 mL HNOg c.c., poklopljeno sahatnim staklom i ostavljeno 24 h. Nakon toga je dodato 1-2
mL H20: i zagrijavano na temperaturi na kojoj smjesa ne kljuca. Zatim je profiltrirano u normalni sud
od 25 mL i dopunjeno destilovanom vodom do crte. Na ovaj na¢in su pripremljeni uzorci za ispitivanje
spremni (Wei i sar., 2005).

Za svaki odredivani metal napravljena je serija standardnih rastvora odredene koncentracije, nacrtana
bazdarna kriva iz koje su odredivane koncentracije metala u uzorcima. Za analizu je kori§¢en atomski

apsorpcioni spektrometar Perkin Elmer (PinAAcle 900F).

3.5. ODREDPIVANJE SADRZAJA VITAMINA C U EKSTRAKTIMA
PLODA SIPURKA DOBIJENIM RAZLICITIM PROCESIMA
EKSTRAKCIJE

Vecina metoda za odredivanje vitamina C se zasniva na primjeni spektrofotometrijskih,
fluorimetrijskih i hromatografskih tehnika koje odgovaraju zahtjevima odredene analize. Do danas su
poznate slede¢e metode:

e spekrofotometrijske,

o fluorimetrijske,
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o fotometrijske,

e kolorimetrijske,

e titrimetrijske,

e maseno-spektrometrijske,

e hromatografske (HPLC sa elektrohemijskim detektorom, sa ultraljubi¢astim detektorom),

e enzimske,

e hemiluminiscentne i fluorescentne,

e AOAC metoda (Association of Official Analytical Chemist method) (Arya i sar., 1998;
Washko i sar., 1992; Zaporozhets i sar., 2002; Erenturk i sar., 2005; Sheraz i sar., 2007;
Nojavan i sar., 2008; Adamczak i sar., 2012; Tumbas i sar., 2012; Paunovi¢ i sar., 2014;
Czyzowska 1 sar., 2014; Nadpal i sar., 2016; Seifi i sar., 2017; Stani¢, 2017; Sabahi i sar.,
2022; Bosilj, 2022).

Vitamin C je redukciono sredstvo koje se moze odrediti i postupkom direktne titracije standardnim
rastvorom joda. Jodimetrijska metoda se zasniva na oksido-redukciji askorbinske kiseline (slika 16).
Indikator koji je koriS¢en u ovom procesu jeste skrob (1 % rastvor skroba) koji sa jodom gradi
intenzivno plavo obojen rastvor. Posto molekul L-askorbinske kiseline gubi dva elektona onda je

molski odnos sa jodom 1:1 (Jeliki¢-Stankov i sar., 2010).

OH OH OH
HO S - 2H"  HO 8 g Ho O._o
s - +e +2H - o o 4 \\o
(a) (b) o (C)

Slika 16. Askorbinska kiselina i njeni oksidacioni proizvodi: a) L-askorbinska kieslina,
b) askorbatni radikal, ¢) dehidroaskorbinska kiselina (Truffault i sar., 2014)
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3.6. IDENTIFIKACIJA FENOLNIH JEDINJENJA HPLC METODOM

Hromatogrami ispitivanih uzoraka kao i kvantifikacija identifikovanih sastojaka uradena je na aparatu
HPLC Agilent Technologies 1200. Detekcija je vrSena uz pomo¢ DAD (detektor sa nizom dioda).
Separacija komponenti postignuta je pomoc¢u LiChrospher 100 RP 18e (5 um), 250x4 mm kolona sa
protokom 1 mL/min i mobilnim fazama A [S00 mL H20 plus 9,8 mL 85 % H3PO4 (w/w)], B (MeCN).
Uzorci odredenih koncentracija su filtrirani kroz PTFE filter prije HPLC analize. Injektovana
zapremina uzorka je bila 4 uL. Standardni rastvori individualnih fenolnih jedinjenja pripremani su u
etanolu. Injektovana zapremina je bila ista kao i zapremina ispitivanih ekstrakata. Identifikacija je
vr$ena na osnovu retencionih vremena i poklapanja spektara. Kvantifikacija je vrsena metodom

eksternog standarda.
3.7. STATISTICKA OBRADA REZULTATA
Prilikom odredivanja mikroelemenata u ispitivanim uzorcima osuSenog ploda Sipurka i ekstrakata

ploda Sipurka, parametri deskriptivne statistike (srednja vrijednost i devijacija) su dobijeni NCSS

statistiCkim softverom (Www.ncss.com). StatistiCka analiza hemijskog profila i antioksidativne

aktivnosti u uzorcima osusenog ploda sipurka i ekstrakata ploda Sipurka je izvr§ena pomocu programa

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA U UZORCIMA SJEMENKI,
MESNATOG DIJELA, PLODOVA I RAZLICITIH EKSTRAKATA
PLODA SIPURKA

U ovom master radu sadrzaj ukupnih fenola je odreden iz suvih sjemenki, mesnatog dijela i ploda
Sipurka kao 1 iz ekstrakata ploda Sipurka dobijenih maceracijom, infuz, ultrazvu¢nom i Sokslet
ekstrakcijom. Rezultati ukupnih fenola su izrazeni u mg GAE/100 g biljke (ploda, sjemenki ili
mesnatog dijela), odnosno u mg GAE/100 g suvog ekstakta (kada su u pitanju ekstrakti). Navedeni
rezultati su dati kao srednje vrijednostitstandardna devijacija, a sva mjerenja su radena tri puta.

Sadrzaj ukupnih fenola je prikazan na grafikonima 1 i 2.
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Grafikon 1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i ploda
Sipurka iz Niksiéa (NK) i sa Zabljaka (ZB)

Na osnovu podataka iz grafikona 1, kada su u pitanju suvi uzorci ploda, mesnati djelovi i sjemenke
Sipurka, uo¢ava se da najvise fenola ima mesnati dio $ipurka (za ZB: 231,08+10,58 mg GAE/100 g,
zatim mesnati dio NK: 217,08+5,73 mg GAE/100 g), a da najmanje fenola ima u sjemenkama Sipurka
(ZB: 189,46+8,91 mg GAE/100 g, NK: 179,39+6,96 mg GAE/100 g). Medutim, ta razlika nije velika
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(oko 1,2 puta ima viSe ukupnih fenolnih jedinjenja u mesnatom dijelu nego u sjemenkama, u oba

uzorka), i sjemenke Sipurka imaju znacajan sadrzaj ovih jedinjenja.
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Grafikon 2. SadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima ploda Sipurka

Iz priloZenih rezultata (grafikon 2) se uocava da se najvise fenola ekstrahovalo ultrazvuénom
ekstrakcijom kada je u pitanju uzorak sa Zabljaka (354,11+16,98 mg GAE/100 g s.e.), a infuzom kada
se radi o uzorku iz Niksic¢a (320,63+ 4,25 mg GAE/100 g s.e.). Najmanji sadrzaj fenola je dobijen
ekstrakcijom po Soksletu, za NK: 180,40+4,53 mg GAE/100 g s.e., ZB: 195,02+12,07 mg GAE/100
gs.e.

U radu Polumackanycz 1 sar. (2020) se sadrzaj fenola u vodenom ekstraktu Sipurka kretao od 33,63
do 177,05 mg GAE/g, a u hidrometanolnom ekstraktu od 21,4 do 48,97 mg GAE/g za uzorke sa
teritorije Poljske. U poredenju sa rezultatima iz ovog master rada uocava se da su Polumackanycz i
sar. dobili mnogo vise vrijednosti. Takode, u radu Rovna i sar. (2020) je pokazano da se sadrzaj fenola
u plodu Sipurka iz Slovacke krece od 2,61 do 6,33 mg GAE/g, §to je znacajno veci sadrzaj nego kada
su u pitanju uzorci iz ovog master rada.

Latinovi¢ 1 sar. (2020) su vrsili odredivanja sadrzaja fenola iz suvog i svjezeg Sipurka sa teritorije
Bosne i Hercegovine i dobili sledece rezultate: za suvi Sipurak 22,01 mg GAE/g a za svjezi 8,75 mg
GAE/g, sto ukazuje da se veci sadrzaj fenola nalazi u osusenom Sipurku, a u poredenju sa rezultatima
dobijenim u ovom master radu za plod iz NK 210,8 mg GAE/100 g i ZB 197,2 mg GAE/100 g sa
rezultatima iz rada Latinovi¢ i sar. (2020) za suvi Sipurak 22,01 mg GAE/guocava se da je veci sadrzaj
fenola odreden u uzorcima iz Bosne i Hercegovine. Andelkovi¢ (2016) je ispitivanjem ekstrakata

ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.) na sadrzaj ukupnih fenola dobila vrijednost 218,18 i 1223,94
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mg GAE/Kg, respektivno. Baji¢-Ljubici¢ (2018) je ispitivanjem razli¢itih uzoraka Sipurka sa teritorije
Srbije na sadrzaj fenola dosla do rezultata koji su se kretali u granicama od 5,11 do 6,11 mg GAE/g,
Sto je za skoro tri puta vise od vrijednosti sadrzaja fenola dobijenih u ovom master radu.

Za ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom (kori$¢enjem vode, etanola, metanola kao rastvaraca)
Ilbay i sar. (2013) su dobili rezultate za sadrzaj fenola od 2,25 do 7,54 mg GAE/g, $to ukazuje da se
rezultati iz ove master teze slazu sa rezultatima navedenim u ovom nau¢nom radu (UZ NK: 265,58
mg GAE/100 g s.e. i UZ ZB: 354,11 GAE/100 g s.¢.). | Tahirovi¢ i sar. (2017) su odredivali sadrzaj
fenola u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom uz kori$éenje razli¢itih rastvaraca: voda,
50 % etanol, 80 % etanol, 50 % metanol, 80 % metanol 1 dobili su sadrzaj fenola 69,05; 72,69; 35,89;
78,83; 51,19 mg GAE/g, respektivno. Uocava se da je sadrzaj fenola koji su prijavili Tahirovic i sar.
(2017) znacajno veéi od sadrzaja fenola za ultrazvucne ekstrakte plodova Sipurka iz Niksica i sa
Zabljaka koji su iznosili 265,58+12,29 i 354,11+16,98 mg GAE/100 g s.e., redom. Ispitivanjem
ekstrakta dobijenih ultrazvuénom ekstrakcijom bavili su se i Koragi i sar. (2022), pri ¢emu su mijenjali
vrijeme ekstrakcije i zapreminu 40 % etanola kao rastvaraca. Vrijeme ultrazvucne ekstrakcije ima
dominantan uticaj na ekstrakciju fenola iz Sipurka. Povecanje vremena dovodi do poboljsanja
ekstrakcije ukupnih fenola, gdje dolazi do brzog razaranja éelija zbog porasta temperature. Sto se ti¢e
uticaja koli¢ine rastvaraca za ekstrakciju iz biljke, primije¢eno je da povecanje koli¢ine rastvaraca
blago uti¢e na povecanje prinosa fenola. Sadrzaj fenola u ovim uzorcima se kretao od 92,94 do 106,72
mg GAE/g (uzorci Sipurka sa teritorije Kosova), §to predstavlja oko tri puta manju vrijednost od
vrijednosti dobijene u ovoj master tezi.

Ilbay i sar. (2013) su vrsili odredivanje sadrzaja fenola u ekstraktima Sipurka sa teritorije Turske koji
su dobijeni Sokslet ekstrakcijom. Koristili su 100 % etil-akohol kao rastvara¢ i nasli u ekstraktima
14,46 mg GAE/g, $to je znacajno veée u poredenju sa rezultatima u ovom radu prikazanim na
grafikonu 2, Sokslet NK: 180,40 mg GAE/100 g s.e., Sokslet ZB: 195,02 mg GAE/100 g s.e.
Mihaylova 1 sar. (2015) su odredivali sadrzaj fenola (u uzorcima sa teritorije Bugarske) u infuz
ekstraktima i dekoktima, dobijeni su rezultati u granicama 12,07-18,93 mg GAE/g suvog ekstrakta
(za infuz ekstrakte) i 25,64-37,17 mg GAE/g suvog ekstrakta (za dekokte). U ovom master radu su
dobijeni rezultati za infuz ekstrakte u vrijednosti 320,63 (NK) i 306,31 mg GAE/100 g s.e. (ZB), dok
su Montazeri i sar. (2011) vodenom ekstrakcijom (uzorci ploda Sipurka sa teritorije Irana) dobili
rezultat od 220,2 mg GAE/g ekstrakta, $to je priblizno rezultatima iz ovog master rada. Nadpal (2017)
je ispitivala sadrzaj fenola u metanolnom ekstraktu svjezeg ploda sa podrucja Srbije, metanolnom

ekstraktu suvog ploda, vodenom ekstraktu svjezeg ploda, vodenom ekstraktu suvog ploda, ekstraktu
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vocéne kasSe; rezultati su se kretali od 11,9 do 96,2 mg GAE/g s.e, S$to je znaCajno viSe od rezultata

dobijenih u ovom master radu.

Pregledom dostupne literature nijesu nadeni podaci o ispitivanju ukupnih fenola u sjemenkama i
mesnatom dijelu ploda Sipurka, tako da nije bilo moguce porediti rezultate dobijene u ovom radu sa

literaturnim podacima.

4.2. SADRZAJ UKUPNIH FLAVONOIDA U UZORCIMA SJEMENKI,
MESNATOG DIJELA, PLODA I RAZLICITIH EKSTRAKATA
PLODA SIPURKA

Sadrzaj ukupnih flavonoida je odreden u suvim sjemenkama, mesnatom dijelu i plodu Sipurka iz
Niksic¢a i sa Zabljaka kao i u ekstrakatima dobijenim maceracijom, infuz, ultrazvuénom i Sokslet
ekstrakcijom plodova Sipurka. Rezultati ukupnih flavonoida su izrazeni u mg Qc (kvercetina) po 1 g
biljke odnosno u mg Qc/g suvog ekstakta (kada su u pitanju ekstrakti). Navedeni rezultati su dati kao
srednje vrijednosti+standardna devijacija, a sva mjerenja su radena tri puta. Sadrzaj ukupnih

flavonoida je prikazan na grafikonima 3 i 4.
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Grafikon 3. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz
Niksiéa (NK) i sa Zabljaka (ZB)
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Kada se uporede rezultati dobijeni za sadrzaj flavonoida iz suvih ¢vrstih uzoraka Sipurka (grafikon 3)
uocava se da je najvisi sadrzaj flavonoida naden u mesnatom dijelu (sa oba lokaliteta: NK 28,99+1,57
mg Qc/g i ZB 18,05+2,27 mg Qc/g), zatim u samom plodu, a najmanje u sjemenkama (NK 1,21+0,71
mg Qc/g i ZB 4,40+0,35 mg Qc/g). Uocava se da u mesnatom dijelu $ipurka iz Niksiéa ima oko 1,5
puta vise flavonoida nego u mesnatom dijelu Sipurka sa Zabljaka. Takode, je uo¢eno da je mnogo
veca razlika u sadrzaju flavonoida izmedu mesnatog dijela i sjemenki u Sipurku iz NikSic¢a (oko 24
puta) nego u uzorku sa Zabljaka (oko 4 puta).

Latinovi¢ i sar. (2020) su vrsili odredivanja sadrzaja flavonoida iz suvog 1 svjezeg Sipurka sa teritorije
Bosne i Hercegovine i dobili sledece rezultate: za suvi Sipurak 2,71 mg Qc/g a za svjezi 1,08 mg Qc/g
Sto ukazuje da se viSe ukupnih flavonoida nalazi u osuSenom Sipurku. Kada se uporede rezultati koji
su dobijeni u ovom radu: za plod iz NK 13,98 i ZB 11,69 mg Qc/g sa rezultatima iz rada Latinovi¢ i
sar. (2020) za suvi Sipurak 2,71 mg Qc/g uocava se da je veci sadrzaj flavonoida odreden u uzorcima
iz Crne Gore. Ghendov-Mosanu i sar. (2020) su otkrili sadrzaj flavonoida u suvom S$ipuku iz
Moldavije 2130 mg QE/100 g, §to je priblizno rezultatu za uzorke NK 13,98 i ZB 11,69 mg Qc/g iz
ovog istrazivanja. Skrypnik i sar. su utvrdili da faza sazrijevanja ima znacajan uticaj na sadrzaj
flavonoida u Sipurku. Najvec¢i sadrzaj flavonoida su otkrili u poluzrelim plodovima, a u nezrelim i
potpuno zrelim plodovima nije bilo znacajne razlike. SadrZzaj flavonoida u prikupljenim uzorcima

Sipurka sa raznih lokacija je bio razlicit, u prosjeku oko 3,23 mg QE/g (Skrypnik 1 sar., 2019).
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Grafikon 4. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima ploda Sipurka
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Iz prikazanih rezultata na grafikonu 4, se uocava da se najvise flavonoida u ovom slu¢aju ekstrahovalo
ultrazvuénom ekstrakcijom, 54,96+0,1 mg Qc/g (s.e) kada se radi o uzorku sa Zabljaka (isto kao i kod
fenola), 1 infuz ekstrakcijom kada se radi o uzorku iz Niks$ic¢a (isto kao i kod fenola). Na osnovu
dobijenih rezultata za sadrzaj flavonoida u ekstraktima ploda Sipurka kao najslabije metode za
izolovanje flavonoida za uzorak iz Niksi¢a su se pokazale Sokslet i ultrazvuc¢na ekstrakcija, a za
uzorak sa Zabljaka maceracija i Sokslet ekstrakcija. Infuz ekstrakcijom ploda sipurka iz Niksica se
dobiju vrijednosti za sadrzaj flavonoida oko 2 puta vece u odnosu na vrijednosti dobijene Sokslet
ekstrakcijom, a ultrazvuénom ekstrakcijom ploda $ipurka sa Zabljaka se dobiju 3 puta vece vrijednosti
nego maceracijom.

Kad su u pitanju odredivanja flavonoida, u literaturi se mogu na¢i podaci koji se odnose na odredivanje
sadrzaja flavonoida u ekstraktima dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije i u razliitim
rastvara¢ima. Tako su Tahirovic i sar. (2017) odredivali sadrzaj flavonoida u ekstraktima dobijenim
ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz kori$¢enje razlicitih rastvaraca: voda, 50 % etanol, 80 % etanol, 50 %
metanol, 80 % metanol, i dobili su sadrzaj flavonoida 0,214; 0,675; 0,350; 0,611; 0,385 mg QE/qg,
respektivno, $to je znac¢ajno manje od rezultata dobijenih u ovom master radu. Nadpal (2017) je
ispitivala metanolni ekstrakt svjezeg ploda Sipurka (Rosa canina L.), metanolni ekstrakt suvog ploda,
vodeni ekstrakt svjezeg ploda, vodeni ekstrakt suvog ploda, vodeni ekstrakt voéne kase i dzem na
sadrzaj flavonoida; rezultati su se kretali od 0,61 do 2,94 mg kvercetina/g s.e. Za vodeni ekstrakt
suvog ploda Nadpal (2017) je dobila vrijednost 1,22 mg kvercetina/g s.e., §to je mnogo manja
vrijednost od vrijednosti dobijene za uzorke iz Crne Gore iz ovog master rada (NK30,91 i ZB 42,59
mg Qc/ g s.e.). Andelkovi¢ (2016) je ispitivanjem ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.) na
sadrzaj flavonola dobila vrijednost 51,87 1 740,25 mg QE/kg, respektivno. Sadrzaj flavonoida u
ekstraktima, sa oba podrucja iz ovog master rada, je mnogo veéi od vrijednosti koje je dobila
Andelkovié.
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4.3. SADRZAJ UKUPNIH TANINA U UZORCIMA SJEMENKI,
MESNATOG DIJELA, PLODA I RAZLICITIH EKSTRAKATA
PLODA SIPURKA

Rezultati odredivanja ukupnih tanina u ispitivanim uzorcima u ovom master radu su izrazeni kao
procentni sadrzaj ukupnih tanina (% TAN) i predstavljeni su na grafikonima 5 i 6, kao srednje
vrijednosti dobijenih rezultata prilikom tri mjerenjatSD.
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Grafikon 5. SadrZaj ukupnih tanina u uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz NikSica

(NK) i sa Zabljaka (ZB)

Kao $to se primjeéuje najveéi procentni sadrzaj tanina, u oba uzorka i iz Niksi¢a i sa Zabljaka, je
odreden u mesnatom dijelu ploda Sipurka (2,01+0,38 % i 1,62+0,14 %, respektivno) a najmanje u
sjemenkama (0,60+0,20 % i 0,31+0,04 %, respektivno) (grafikon 5). Sadrzaj tanina u mesnatom dijelu
ploda $ipurka iz Niks$ica je oko 3 puta veci od sadrzaja tanina u sjemenkama, dok je sadrzaj tanina u
mesnatom dijelu ploda Sipurka sa Zabljaka oko 5 puta veéi nego u sjemenkama.

Pregledom dostupne literature nijesu nadeni podaci o sadrzaju tanina u plodu Sipurka pa nije bilo

moguce porediti dobijene rezultate u ovom radu sa literaturnim podacima.
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Grafikon 6. Sadrzaj ukupnih tanina (%) u ekstraktima ploda sipurka

Dalje, sa grafikona 6 se primjecuje da se najvise tanina ekstrahuje iz ploda Sipurka metodom infuz
ekstrakcije i za uzorke iz Nik3i¢a (3,86+0,35 %) i za uzorke sa Zabljaka (1,90+0,15 %), a najmanje
tanina se ekstrahuje metodom maceracije. Sadrzaj tanina u infuzu ploda Sipurka iz Niksica je oko 9
puta veéi od sadrzaja tanina u maceratu, dok je sadrzaj tanina u infuzu ploda $ipurka sa Zabljaka oko
6 puta veéi od sadrzaja tanina u maceratu.

U dostupnoj literaturi je nadeno vrlo malo podataka o analizama ekstrakata ploda Sipurka na sadrzaj
tanina $to je dovelo do poteskoc¢a u poredenju literaturnih podataka i podataka koji su dobijeni u ovom
istrazivanju.

Taneva i sar. (2016) su odredivali sadrzaj tanina u maceratima (koji su napravljeni potapanjem
osusenih uzoraka Sipurka iz Bugarske) koris¢éenjem vode, 50 % 1 70 % etanola kao rastvaraca i dobili
vrijednosti od 3,86; 3,76 i 1,46 g/100 g, respektivno. Za ektrakte dobijene maceracijom u ovom master
radu su dobijeni rezultati za NK 0,42 % i ZB 0,296 %, §to je znatno manje u poredenju sa podacima
dobijenim u radu Taneva i sar. (2016).
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4.4. SADRZAJ ANTOCIJANA U UZORCIMA SJEMENKI,
MESNATOG DIJELA | PLODA SIPURKA

Procentni sadrzaj antocijana u uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz Niksi¢a i sa

Zabljaka je predstavljen na grafikonu 7.
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Grafikon 7. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz
Niksiéa (NK) i sa Zabljaka (ZB)

Na osnovu podataka prikazanih na grafikonu 7 uo¢ava se da uzorci iz Niksic¢a sadrze viSe antocijana
od uzoraka sa Zabljaka i u sjemenkama i u mesnatom dijelu i u plodu. Najveéi sadrzaj antocijana
ustanovljen je u mesnatom dijelu ploda iz Niksica (0,0209 %), zatim u samom plodu NK (0,0147 %),
a najmanje u sjemenkama (0,0044 %). Sto se ti¢e uzoraka sa Zabljaka takode se uo¢ava da je najveci
procenat antocijana naden u mesnatom dijelu (0,0087 %), pa plodu (0,00298 %), a najmanje u
sjemenkama (0,00198 %). Ako se uporede vrijednosti dobijene za antocijane za plod Sipurka iz
Niksica i polod $ipurka sa Zabljaka uo¢ava se da su za oko 4 puta vece vrijednosti za plod iz Niksi¢a
a u mesnatom dijelu ploda Sipurka iz Niks$i¢a sadrzaj antocijana je oko 2,5 puta veci nego u mesnatom
dijelu ploda $ipurka sa Zabljaka.

Rezultati odredivanja antocijana u uzorcima ploda Sipurka iz Niksic¢a se priblizno slazu sa rezultatima

koje su dobili Sabahi i sar. (2022), koji su u perkolatu dobili za antocijane vrijednost od 0,11 mg/g.
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Vrijednosti za antocijane u uzorcima Sipurka koji su ispitivani u ovom master radu su bile vrlo niske,
Sto je u skladu sa literaturnim podacima. Tahirovi¢ i sar. (2017) su odredivali sadrzaj anocijana u
razli¢itim ekstraktima i dobili niske vrijednosti od 0,011 do 0,139 mg CGE/g (mg cijanidin-3-O-
glukozida po gramu suvog uzorka Sipurka) dok su Tumbas i sar. (2012) odredili sadrZaj u maceratu i
dobili vrijednost 39,75 mg cijanidin-3-glukozida/g suvog ekstakta, a Koraqi i sar. (2022) su ispitivali
ekstrakte dobijene ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri ¢emu su mijenjali vrijeme ekstrakcije, zapreminu

40 % etanola kao rastvaraca i dobili vrijednosti u granicama od 0,84 do 3,25 mg C3G/100 g.

4.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST SJIEMENKI, MESNATOG
DIJELA, PLODA | EKSTRAKATA PLODA SIPURKA

Za mjerenje antioksidativne aktivnosti postoji mnogo metoda:

e spektrofotometrijske metode: DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)), FRAP (ferric reducing antioxidant power),
ORAC (oxygen radical absorption capacity), HORAC (hydroxyl radical averting capacity),
TRAP (total peroxyl radical trapping antioxidant parameter), PERAP (potassium ferricyanide
reducing power) i CUPRAC (cupric reducing antioxidant power), Hydrogen peroxide
scavenging assay, Nitric Oxide Radical Scavenging Assay;

o elektronemijske metode (cikli¢na voltametrija, amperometrijska metoda, biamperometrijska
metoda);

e hromatografske metode (gasna hromatografija, HPLC);

e biosenzorske metode;

o fluorimetrija;

o elektronska paramagnetna rezonancija (Pregiban, 2017).

Pregledom literature uoceno je da se za odredivanje antioksidativne aktivnosti Sipurka najcesce koristi
DPPH metod, zatim FRAP, ABTS, a u mnogo manjoj mjeri CUPRAC, ORAC, TEAC (Serteser i sar.
2008; Wenzig i sar. 2008; Mihaylova i sar. 2015; Murathan i sar. 2016; Andelkovi¢ 2016; Taneva i
sar. 2016; Nadpal 2017; Tahirovic¢ i sar. 2017; Jemaa i sar. 2017; Skrypnik i sar. 2019; Latinovi¢ i sar.
2020; Polumackanycz i sar. 2020; Moldovan i sar. 2021; Liaudanskas i sar. 2021; Sabahi i sar. 2022).
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45.1. FRAP test

Dobijeni rezultati FRAP testom, u ovom master radu za antioksidativnu aktivnost su izrazeni u pmol
Fe 2*/g suvog uzorka (sjemenke, mesnati dio i plod) i pmol Fe?*/g suvog ekstrakta (s.e.) (kada se radi
0 ekstraktima). Na grafikonima 8 i 9 su predstavljeni rezultati antioksidativne aktivnosti koris¢enjem
FRAP testa. Navedeni rezultati su dati kao srednje vrijednostitstandardna devijacija, a sva mjerenja
su radena tri puta. Najvecéu antioksidativnu aktivnost ima onaj uzorak ¢ija je vrijednost pmol Fe*/g

odn. pmol Fe?*/g s.e. najveda.
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Grafikon 8. Antioksidativna aktivnost uzoraka sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz Niksica
(NK) i sa Zabljaka (ZB) dobijena FRAP testom

Kada se uporede sjemenke, mesnati dio i plod za pojedina¢ne uzorke iz Niksic¢a i sa Zabljaka uo¢ava
se da najveéu antioksidativnu aktivnost ima mesnati dio ploda (NK 0,174+0,009 pumol Fe?'/g, ZB
0,062+0,006 pumol Fe?*/g), a najmanju sjemenke (NK 0,05+0,009 pmol Fe?*/g, ZB 0,027+0,007 pmol
Fe?*/g). Kada se uporede plodovi iz Niksi¢a i sa Zabljaka primjecuje se da bolji antioksidativni
potencijal posjeduje plod iz Niksi¢a. Odnosno, mesnati dio ploda Sipurka i plod Sipurka iz Niksica

imaju za oko 2,5 puta veéi antioksidativni potencijal odreden FRAP testom od istih sa Zabljaka.

Murathan 1 sar. (2016) su odredivali koliki je antioksidativni kapacitet suvih plodova Sipurka sa
teritorije Turske (koris¢enjem FRAP metode) i dobili vrijednost 97,95 mmol TE/g (TE-Trolox

ekvivalent). Skrypnik i sar. (2019) su odredivali totalni antioksidativni kapacitet u nezrelom,
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poluzrelom 1 potpuno zrelom plodu Sipurka sa sledecih lokaliteta sa podru¢ja Baltickog mora:

Curonian Spit, Sambia peninsula, Vistula Spit i dobili sledece vrijednosti navedene u tabeli 6.

Tabela 6. Antioksidativni kapacitet nezrelih, poluzrelih i potpuno zrelih plodova Rosa canina L. sa

podrucja Baltickog mora Skrypnik i sar. (2019) odredivan FRAP metodom

Lokalitet

nezreo plod

poluzreo plod

potpuno zreo plod

Curonian Spit

512,1 umol TE/g

531,1 umol TE/g

574,1 umol TE/g

Sambia peninsula

498,7 umol TE/g

568,1 umol TE/g

589,7 umol TE/g

Vistula Spit

468,9 umol TE/g

512,3 umol TE/g

541,4 umol TE/g

Uocava se da je najbolji potpuno zreo plod u pogledu antioksidativnog kapaciteta i da su ove

vrijednosti znatno vece od vrijednosti dobijenih u ovom master radu.
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Grafikon 9. Antioksidativna aktivnost razli¢itih ekstrakata ploda Sipurka iz Niki¢a i sa Zabljaka,
dobijena FRAP testom

Infuz dobijen iz oba uzorka ploda Sipurka, se pokazao kao ekstrakt sa najveCom antioksidativnom
aktivnodéu (NK 0,453+0,014 pmol Fe?*/g s.e., ZB 0,494 +£0,007 pmol Fe?*/g s.e.), dok ekstrakti
dobijeni Sokslet ekstrakcijom oba uzorka pokazuju najslabiju antioksidativnu aktivnost (NK 0,113+
0,006 umol Fe?*/g s.e, ZB 0,015+0,008 umol Fe?*/g s.e.).
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Tahirovi¢ 1 sar. (2017) su odredivali antioksidativni potencijal FRAP testom za ekstrakte dobijene
ultrazvu¢nom ekstrakcijom korisé¢enjem razlicitih rastvaraca (voda, 50 % metanol, 80 % metanol, 50
% etanol i 80 % etanol). Dobijene vrijednosti antioksidativnog potencijala za uzorke iz Bosne i
Hercegovine su se kretale od 349,33 do 690,37 umol TE/g. Vrijednosti koje su dobili Tahirovi¢ i sar.
u poredenju sa rezultatima iz ovog master rada su znatno vece. Polumackanycz i sar. (2020) su
ispitivali antioksidativni potencijal vodenih i hidrometanolnih ekstrakata (Sipurak iz Poljske) i prijavili
rezultate koji su se kretali od 27,75 do 168,07 mmol Fe?*/g za vodene ekstrakte i od 18,41 do 81,50
mmol Fe?*/g za hidrometanolne ekstrakte. Vrijednosti dobijene u istrazivanju Polumackanycz i sar.

su znatno vecée od vrijednosti koje su dobijene u ovom master radu.

45.2. DPPH test

U ovom radu, antioksidativna aktivnost sjemenki, mesnatog dijela, ploda i razli¢itih ekstrakata ploda
Sipurka je ispitivana i DPPH testom. Dobijeni rezultati antioksidativne aktivnosti su izrazeni kao 1Cso,
pg/mL. Na grafikonima 10 i 11 su predstavljeni rezultati antioksidativne aktivnosti dobijeni
koris¢enjem DPPH testa. Navedeni rezultati su dati kao srednje vrijednostitstandardna devijacija, a

sva mjerenja su radena tri puta.
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Grafikon 10. Antioksidativna aktivnost uzoraka sjemenki, mesnatog dijela i ploda Sipurka iz Niksic¢a
(NK) i sa Zabljaka (ZB), dobijena DPPH testom
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Najvecu antioksidativnu aktivnost ima onaj uzorak ¢&ija je vrijednost 1Cso, pg/mL najmanja. Sto znagi
da najvecu antioksidativnu aktivnost iz priloZenih rezultata posjeduje mesnati dio ploda iz Niksica,
§to se slaZe sa rezultatima dobijenim FRAP testom. Kada se uporede plodovi iz Niksi¢a i sa Zabljaka
primjecuje se da bolji antioksidativni potencijal posjeduje plod iz Niksic¢a (Sto potvrduju i rezultati
koris¢enjem FRAP testa).
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Grafikon 11. Antioksidativni aktivnost raznih ekstrakata ploda Sipurka iz Niksi¢a (NK) i sa Zabljaka
(ZB), dobijena DPPH testom

Infuz se pokazao kao ekstrakt sa najve¢om antioksidativnom aktivno$c¢u (infuz NK: 163,77+9,81
ng/mL, infuz ZB: 107,25+21,79 pg/mL), §to se, takode, slaZe sa rezultatima dobijenim FRAP testom.
Primjeéuje se da je mnogo veca antioksidativna aktivnost infuza (NK 163,77+9,81 ug/mL, ZB
107,25+21,79 ng/mL) nego samog suvog ploda (NK 373,88+65,03 pg/mL, ZB 340,59+120,02

png/mL) §to ukazuje na to zasto se Sipurak ne konzumira u vidu suvih plodova nego u vidu Caja.

Sabahi i sar. (2022) su koris¢enjem ove metode (DPPH) odredili antioksidativni kapacitet uzorka
ekstrakata (perkolata; uzorka Sipurka iz Irana) koji je iznosio 476 (I1Cso, pg/mL) $to pokazuje znatno
manji antioksidativni kapacitet u odnosu na uzorke ispitivane u ovom radu istom metodom. Latinovi¢
1 sar. (2020) su odredivali antioksidativni potencijal ultrazvu¢nog etanolnog ekstrakta ploda Rosa
canina L. (iz Bosne i Hercegovine) i utvrdili vrijednost 995,99 pug/mL, §to je mnogo veca vrijednost
od vrijednosti dobijene u ovom radu, tj. mnogo losija antioksidativna aktivnost od uzoraka ploda

Sipurka iz Niksiéa i sa Zabljaka. Tahirovi¢ i sar. (2017) su takode ispitali ultrazvuéne ekstrakte uz
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koris¢enje razli¢itih rastvaraca: voda, 50 % etanol, 80 % etanol, 50 % metanol 1 80 % metanol, na
antioksidativnu aktivnost i rezultati su: 382,3; 359,44; 255,62; 407,82; 278,34 umol TE/qg,
respektivno. Kada se rezultat za ultrazvuéni ekstrakt iz ovog master rada za NK 407,52+28,77 i ZB
235,78+52,14 ng/mL uporedi sa vrijednoscu koju su dobili Tahirovic i sar. uocava se slaganje rezutata.
Nadpal (2017) je ispitivala antioksidativnu aktivnost metanolnog ekstrakta svjezeg ploda Sipurka
(Rosa canina L.), metanolnog ekstrakta suvog ploda, vodenog ekstrakta svjezeg ploda, vodenog
ekstrakta suvog ploda, vodenog ekstrakta voéne kaSe i dZzema koriS¢enjem DPPH testa; rezultati u
ovom istrazivanju su se kretali od 11,8 do 81,1 ug/mL (ICsp). Vrijednosti dobijene za antioksidativnu
aktivnost primjenom DPPH testa u ovom master radu su za infuz NK 163,77+9,81 pg/mL, infuz ZB
107,25+21,79 pg/mL, dok je Nadpal za vodeni ekstrakt suvog ploda dobila vrijednost od 35+0,86
ug/mL, sto ukazuje da vodeni ekstrakti suvog ploda Sipurka, koje je ispitivala Nadpal, imaju vecu

antioksidativnu aktivnost od vrijednosti dobijenih u ovom master radu.

Andelkovi¢ (2016) je odredila antioksidativnu aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista Sipurka
DPPH testom i dobila ECsg (mg/mL): 1,87 za plod i 0,94 za list. Vrijednosti za plodove: NK
373,88+65,03 pg/mL, ZB 340,59+120,02 pg/mL predstavljaju mnogo manje vrijednosti odnosno
mnogo bolju antioksidativnu aktivnost nego §to je to odredila Andelkovi¢ (2016) za plod sa teritorije
Srbije.

Serteser i sar. (2008) su odredili vrijednost ECso (za uzorak iz Turske), koeficijent efikasnosti (mg
uzorak/mg DPPH slobodnih radikala) odnosno koli¢inu uzorka potrebnu da se smanji 50%
koncentracija DPPH na pocetku i ta vrijednost iznosi 0,950. Odredili su i antiradikalnu aktivnost (1/
ECs0)=1,052. Vrijednost ICso u ovom master radu za plod NK iznosi 541,33+97,42 a za plod ZB
854,6+152,63 pg/mlL, $to je priblizno rezultatu koji su dobili Serteser i sar.

4.6. MINERALNI SASTAV UZORAKA SJIEMENKI, MESNATOG
DIJELA, PLODA | EKSTRAKATA PLODA SIPURKA

Sipurak (Rosa canina L.) je veoma bogat kako mikroelementima tako i makroelementima. U Sipurku
najviSe ima kalcijuma, kalijuma, fosfora i magnezijuma, a pored njih Sipurak sadrzi u odredenoj
koli¢ini 1 bakar, aluminijum, natrijum, stroncijum, barijum, selen, bor, cink itd. Makroelementi

(kalcijum, magnezijum, kalijum, natrijum) djeluju direktno na misice i nervni sistem, a mikroelementi
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(bakar, gvozde, cink, selen, mangan) su vazni za biohemijske reakcije koje se odvijaju u ljudskom
organizmu (Grguri¢-Sipka, 2014).

Za odredivanje kvaliteta plodova Sipurka veoma je vazno ispitati prisustvo i koncentraciju metala u
plodu, jer su neki esencijalni 1 uti¢u na nutritivnu vrijednost ploda, a neki su toksi¢ni, a mogu dospjeti
u biljku iz zemljista, vode 1 vazduha itd.

U tabeli 7 je predstavljen sadrzaj bakra, mangana, olova, gvozda, nikla i cinka u ispitivanim uzorcima
(sjemenke, mesnati dio, plod i ekstrakti ploda sipurka iz Niksiéa i sa Zabljaka). Navedeni rezultati su

dati kao srednje vrijednosti+standardna devijacija, a sva mjerenja su radena tri puta.

Tabela 7. Mineralni sastav uzorka Sipurka (plod, mesnati dio i sjemenke) i ekstrakata ploda Sipurka

Uzorak Cu (mg/kg) | Mn (mg/kg) | Pb (mg/kg) | Fe (mg/kg) | Ni (mg/kg) | Zn (mg/kg)
sjemenke NK | 48,555+3,62 | 16,551+1,25 | 1,669+0,34 | 23,037+2,78 | 0,811+0,07 | 18,673+1,5
sjemenke ZB | 44,603+3,58 | 13,226+1,07 | 2,354+0,45 | 19,850+1,93 | 0,631+0,04 | 17,909+1,53

mesnati dio NK | 32,702+2,91 | 20,009+2,35 | 2,653+0,57 | 15,395+1,12 | 1,291+0,21 | 9,609+1,31
mesnati dio ZB | 22,920+2,09 | 18,306+1,76 | 0,666+0,04 | 9,869+1,62 | 0,889+0,06 | 3,331+0,86
plod NK 23,102+2,12 | 11,889+0,88 | 1,616+0,26 | 18,376+1,42 | 1,013+0,19 | 15,651+1,42
plod ZB 8,279+1,54 | 6,809+0,96 | 0,318+0,00 | 5,438+0,96 | 0,514+0,03 | 4,409+0,98
Infuz NK 24,057+2,36 | 9,361+1,01 | 0,307+0,00 | 3,530+0,75 | 0,748+0,05 | 9,401+1,29
Infuz ZB 22,527+2,24 | 18,249+1,64 | 0,274+0,00 | 5,425+0,97 | 0,752+0,04 | 12,521+1,45
UZ NK 18,514+1,98 | 0,823+0,02 | 0,751+0,05 | 17,014+1,34 | 0,659+0,04 | 6,695+0,85
UZZB 7,514+1,12 | 0,663+0,02 | 0,340+0,01 | 7,242+1,02 | 0,493+0,03 | 5,525+0,75
Sokslet NK 18,944+2,03 | 0,333+0,00 | 0,351+0,01 | 2,507+0,88 | 0,368+0,02 | 1,902+0,56
Sokslet ZB 4,44440,99 | 1,024+0,23 | 0,335+0,01 | 11,466+2,01 | 2,248+0,68 | 6,931+0,87
Maceracija NK | 7,962+1,14 | 0,889+0,05 | 0,522+0,02 | 13,043+1,85 | 0,479+0,04 | 4,545+0,86
Maceracija ZB | 7,842+1,24 | 0,618+0,03 | 1,250+0,34 | 9,974+1,02 0 5,895+0,76

Veoma je vazno da plodovi imaju §to manje teSkih metala poput olova, Zive, nikla, kadmijuma itd. Iz
tabele 7 se uocava da je koncentracija olova veoma niska. Uporedivanjem plodova iz Niksica i sa
Zabljaka uodava se da je sadrzaj olova veéi u uzorku iz Niksi¢a za 1,298 mg/kg. Dalje, plodovi iz
NikSi¢a sadrZe takode 1 viSe gvoZzda, mangana, cinka, bakra 1 nikla. Najvec¢i sadrZaj bakra je naden u

uzorcima sjemenki NK i to 44,555 mg/kg; gvozda u sjemenkama iz Niksi¢a i to 23,037 mg/kg;
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mangana u uzorcima mesnatog dijela iz NikSica; cinka 1 nikla takode u sjemenkama 1 olova u
mesnatom dijelu ploda.

Odredivanjem sadrzaja metala u ekstraktima ustanovljeno je da je najveca vrijednost sadrzaja bakra
nadena u infuzu koji je dobijen iz plodova Sipurka sa oba podrucja, gvozda u ekstraktu dobijenom
ultrazvuénom ekstrakcijom iz ploda Sipurka iz Niksic¢a i Sokslet ekstraktu ploda $ipurka sa Zabljaka.
Za izolovanje mangana i cinka pokazalo se da je daleko najbolja infuz ekstrakcija, za plodove sa oba
podrugja.

Pregledom literature nadeno je da je viSe istrazivaca vrSilo ispitivanje mineralnog sastava ploda
Sipurka. Tako su za odredivanje bakra Chrubasik i sar. (2008) dobili vrijednost od 5 mg/kg, Saygi i
sar. (2021) 6,67 mg/kg, u istrazivanju Javanmard i sar. (2018) sadrzaj bakra se kretao od 8 do 16
mg/kg, Vural (2015) je dobio 5,07 mg/kg, Fan i sar. (2014) 0,113 mg/100 g. Kazaz i sar. (2009) su za
sadrZaj bakra u plodu dobili 4 mg/kg, za mesnati dio 3 mg/kg i za sjemenke 6 mg/kg. Ovi rezultati su
priblizni rezultatima iz ovog master rada gdje je za plod iz NK dobijeno 23,102 a za plod ZB 8,279
mg/kg bakra.

Isti istrazivacu su odredivali i sadrzaj mangana: Chrubasik i sar. (2008) su za sadrzaj mangana dobili
vrijednost od 244 mg/kg, Sayg i sar. (2021) 13,43 mg/kg, rezultati koje su dobili Javanmard i sar.
(2018) su se kretali od 20 do 65 mg/kg, Vural (2015) 92 mg/kg, Fan i sar. (2014) 1,02 mg/100 g.
Kazaz i sar. (2009) su za sadrzaj mangana u plodu dobili 32 mg/kg, za mesnati dio 43 mg/kg 1 za
sjemenke 19 mg/kg. Odredivanje mangana su vrsili i Demir i sar. (2000) i utvrdili da je sadrzaj
mangana u uzorcima u granicama od 22,4 do 44,8 mg/kg, a Ozcan (2002) je dobio sadrzaj mangana
u granicama od 117,62 do 479,14 ppm. Pregledom ovih literaturnih podataka primjecuje se velika

razlika izmedu rezultata dobijenih za sadrzaj mangana. Rezultati za sadrzaj mangana iz ovog master

.....

.....

Kada je u pitanju sadrzaj olova: Chrubasik i sar. (2008) su za sadrzaj olova u plodovima Sipurka dobili
rezultat 0,3 mg/kg, a Vural (2015) 0,385 ppm. Rezultati su sli¢ni kao i za plod ZB &ija je vrijednost
sadrzaja olova iznosila 0,318 mg/kg (tabela 7).

Chrubasik i sar. (2008) su za sadrzaj gvozda u sprasenom plodu Sipurka dobili vrijednost od 267
mg/kg, Saygi i sar. (2021) 17,52 mg/kg, Javanmard i sar. (2018) od 29 do 48 mg/kg, Fan i sar. (2014)
1,06 mg/100g. Kazaz i sar. (2009) su za sadrzaj gvozda u plodu dobili 27 mg/kg, za mesnati dio 25
mg/kg i za sjemenke 15 mg/kg. Demir i sar. (2000) su utvrdili sadrzaj gvozda u uzorcima u granicama

od 59,4 do 72,9 mg/kg, Ozcan (2002) u sjemenkama 14 ppm. Rezultati koji su dobijeni u ovom master
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podru¢ja Turske.

Chrubasik i sar. (2008) su za sadrzaj nikla u sprasenim plodovima Sipurka dobili rezultat 2,9 mg/kg,
a Vural (2015) 1,050 ppm. Sadrzaj nikla za plod NK iznosi 1,013 mg/kg, za ZB 0,514 mg/kg (tabela
7), $to su manje vrijednosti od vrijednosti nadenih u ostalim nau¢nim radovima.

Chrubasik i sar. (2008) su za sadrzaj cinka dobili vrijednost od 22 mg/kg, Saygi i sar. (2021) 9,78
mg/kg, Javanmard i sar. (2018) od 8 do 27 mg/kg. Kazaz i sar. (2009) su za sadrzaj cinka u plodu
dobili 10 mg/kg, Demir i sar. (2000) su utvrdili sadrzaj cinka u uzorcima u granicama od 3,69 do 4,51
mg/kg, Ozcan (2002) u granicama od 121,75 do 976,14 ppm, Vural (2015) 11,50 mg/kg, Fan i sar.
(2014) 0,25 mg/100 g. Rezultati ispitivanja sadrzaja cinka iz ovog master rada su sli¢ni veéini
rezultata prikazanih u istraZivanjima u razli¢itim drzavama, za plod NK 15,651 mg/kg, plod ZB 4,409

mg/kg (tabela 7).

4.7. SADRZAJ VITAMINA C U RAZLICITIM EKSTRAKTIMA
PLODA SIPURKA

Vitamin C je vitamin koji je rastvorljiv u vodi. Ima vaznu ulogu u svim oksido-redukcionim procesima
tako Sto neutraliSe slobodne radikale koji su Stetni za organizam. Sadrzaj vitamina C je veci u potpuno
zrelim 1 poluzrelim plodovima nego u nezrelim. Varijablinost sadrzaja vitamina C moZe biti
uzrokovana: geografskim regionom, nadmorskom visinom, vrstom, sortom 1 na¢inom uzgoja Sipurka,
nivoom zrelosti, razli¢itim zemljisnim i klimatskim uslovima (Nojavan i sar., 2008; Adamczak i sar.
2012; Oprica i sar., 2015) . Roman i sar. (2013) su utvrdili poveéanje sadrzaja vitamina C u plodu
Sipurka sa porastom nadmorske visine za istu sortu. Koncentracija kiseonika na velikim nadmorskim
visinama je smanjena, pa se smanjuje i oksidativi stres, akumulira askorbinska kiselina, ali i niske
temperature uti¢u na povecanje sadrzaja vitamina C. SadrZaj vitamina C zavisi od nekoliko faktora
koji ukljucuju: kiseonik, svjetlost, temperaturu, sadrzaj vlage, vrijeme susenja, katalizu metalnih jona.
Erenturk 1 sar. (2005) su dokazali da se degradacija vitamina C povecava sa povecanjem temperature
na pocetku suSenja. Stabilost 1 zadrZavanje vitamina C ne zavisi samo od uslova suSenja, ve¢ 1 od
procenta vlage u uzorku. Metode koje se naj¢eS¢e koriste za odredivanje vitamina C jesu HPLC,
spektofotometrijska i AOAC metoda.

Dobijeni rezultati u ovom master radu za sadrzaj vitamina C su izrazeni u mg/100 g suvog ekstrakta

(s.e.). Na grafikonu 12 su predstavljeni rezultati sadrzaja vitamina C u razli¢itim ekstraktima ploda
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Sipurka. Navedeni rezultati su dati kao srednje vrijednostitstandardna devijacija, a sva mjerenja su

radena tri puta.
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Grafikon 12. Sadrzaj vitamina C (mg/100 g suvog ekstrakta) u ekstraktima ploda Sipurka Iz Niks$ica

(NK) i sa Zabljaka (ZB), dobijenim razli¢itim na¢inima ekstrakcije

Sa grafikona 12 se uocava da je najveci sadrzaj vitamina C naden u infuzima (NK 1415,61+70,96
mg/100 g s.e., ZB 1862,68+83,75 mg/100 g s.e.), a najmanje u ekstraktima dobijenim Sokslet
ekstrakcijom (NK 642,569+35,67, ZB 747,372+37,41 mg/100 g s.e.). Utvrdeno je da svaki ekstrakt

ploda $ipurka sa Zabljaka ima veéi sadrzaj vitamina C od ekstakata ploda iz Niksi¢a.

Nadpal i sar. (2016) su ispitivanjem vodenog ekstrakta svjezeg i suvog ploda Sipurka utvrdili sadrZaj
vitamin C od 1,96 mg/gs.e. 12,09 mg/g s.e., §to je priblizno rezultatima iz ovog rada. Pulumackanycz
i sar. (2020) su za vodeni ekstrakt dobili vrijednosti sadrzaja od 0,7 do 5,08 mg/g, a za hidrometanolni
ekstrakt vrijednosti od 0,35 do 8,79 mg/g. Ovo su znac¢ajno nize vrijednosti od vrijednosti iz ovog
master rada. Taneva i sar. (2016) su ispitivali macerate (koris¢enjem vode, 50 % etanola i 70 % etanola
kao rastvaraca) na sadrzaj vitamina C i dobili rezultate: 2340 mg/100 g (voda kao rastvarac), 2189
mg/100 g (50 % etanol kao rastvarac), 2404 mg/100 g (70 % etanol kao rastvarac). Ove vrijednosti su

skoro duplo veée od vrijednosti za macerate koje su dobijene u ovom master radu.
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4.8. IDENTIFIKACIJA FENOLNIH JEDINJENJA HPLC METODOM U
PLODOVIMA SIPURKA

Za uzorak osuSenog ploda Sipurka iz Niksi¢a (uzorak obiljezen brojem 1) identifikovano je sedam
jedinjenja: galna kiselina, protokatehinska kiselina, elaginska kiselina, hiperozid, kvercetin, kvircitrin
i rutin; a za uzorak sa Zabljaka (uzorak obiljeZen brojem 2) identifikovano devet jedinjenja i to: galna
kiselina, protokatehinska kiselina, elaginska kiselina, hiperozid, kvercetin, kvircitrin, rutin, epikatehin
I epikatehin galat. Najzastupljenije jedinjenje u oba uzorka je galna kiselina (koncentracija uzorka 1-
0,458237 %, uzorka 2- 0,392186 %), a najmanje zastupljen je kvercetin (koncentracija uzorka 1-
0,000225 %, uzorka 2- 0,000741 %). Protokatehunske kiseline u uzorku 1 ima u koncentraciji
0,00721979 %, dok nesto vise u uzorku 2-0,05178024 %. Elaginske kiseline ima priblizno isto u oba
uzorka (1-0,00316303 %, 2-0,000390505 %), slican sadrzaj i hiperozida (za uzorak 1-0,0017418 %,
za uzorak 2-0,00175305%). Kvircitrina ima vise u uzorku 1 (uzorak 1-0,00271808 %, uzorak 2-
0,00224601 %), kvercetina u uzorku 2 (uzorak 1-0,00022535 %, uzorak 2-0,00074111 %). Rutina ima
priblizno isto u oba uzorka (uzorak 1-0,00315721 %, uzorak 2-0,00389786 %). Epikatehin i
epikatehin galat su nadeni samo u uzorku 2 u koncentraciji 0,34011462 % i 0,04530728 %, redom.

HPLC hromatogrami fenolnih jedinjenja identifikovanih na 325 nm u ispitivanim uzorcima plodova

suvog Sipurka sa dva lokaliteta su dati na slici 17.
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Slika 17. HPLC hromatogrami fenolnih jedinjenja identifikovanih na 325 nm u ispitivanom plodu

Sipurka: a) iz okoline Nikgica, b) iz okoline Zabljaka

U literaturi se mogu naci podaci o odredivanjima pojedinacnih jedinjenja u razli¢itim ekstraktima
ploda Sipurka metodom teéne hromatografije. Nadpal (2017) je ispitivala ekstrakte ploda Sipurka
(uzorci sa teritorije Srbije): vodeni ekstrakt suvog (Vsu), vodeni ekstrakt svjeZeg ploda, metanolni
ekstrakt suvog ploda (Msu), metanolni ekstrakt svjezeg ploda (Msv) LC-MS/MS netodom i dobila
rezultate koji su navedeni u tabeli 8.

Tabela 8. Identifikovana fenolna jedinjenja LC-MS/MS metodom, (Nadpal, 2017)

Jedinica mjere (ug/g suvog ekstrakta)

Jedinjenje Vsu Vsv Msu Msv
Protokatehinska kiselina 14,2+1,14 9,79+0,78 13,7+1,09 8,04+0,64
galna kiselina 5,11+0,46 11,3+1,02 2,32+0,21 1,86+0,17

elaginska kiselina (4,570,32)-10° (1,13£0,08)-10° (3,85+0,27)-10° (2,18£0,15)-10°

kvircitrin 27,1+£1,63 40,5+2,43 113+6,81 95,2+5,71
hiperozid ND?® 2,53+0,15 12,1+0,36 7,73+0,46
katehin 7,35+0,01 7,84+0,01 2,38+0,00 4,23+0,00

epikatehin <LK <LK 4,74+0,00 <LK

® ND-nije identifikovano
10 K- granica kvantitacije
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Takode su, Nadpal i sar. 2016 ispitivali razne ekstrakte Sipurka (uzorci sa teritorije Srbije): vodeni
ekstrakt suvog (Vsu), vodeni ekstrakt svjezeg ploda, metanolni ekstrakt suvog ploda (Msu), metanolni
ekstrakt svjezeg ploda (Msv) na sadrzaj fenolnih jedinjenja HPLC metodom i dobili rezultate koji su

navedeni u tabeli 9.

Tabela 9. Sadrzaj odredenih fenolnih jedinjenja u ekstraktima ploda Sipurka, (Nadpal i sar., 2016)

Jedinica mjere (ug/g suvog ekstrakta)

Jedinjenje Vsu Vsv Msu Msv
Protokatehinska kiselina 14,2+0,56 9,794+0,39 13,7+6,61 8,04+0,32
galna kiselina 5,11+0,19 11,3+0,64 2,32+0,11 1,86+0,09
kvircitrin 27,1+0,10 40,4+1,30 113+6,78 95,2+3,29
hiperozid <loq 2,534+0,09 8,50+0,36 7,73+0,33
katehin 7,35+0,17 7,83+0,41 2,37+0,08 4,23+0,15
epikatehin 1,72+0,06 2,35+0,07 4,74+0,20 2,9240,10

Andelkovi¢ (2016) je odredila sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstrakatima dobijenim od ploda Sipurka
(sa teritorije Srbije) i dobila vrijednost za: katehin 5,23+0,07 mg/kg, epikatehin 10,78+0,10 mg/kg,
kvercetin-3-glukozid 45,11+1,14 mg/kg. Tumbas i sar. 2012 su ispitivali sadrzaj fenolnih jedinjenja
u ¢aju od Sipurka (sa teritorije Srbije) HPLC metodom i dobili rezultate za: katehin 12,59+0,53 pg/kg,
rutin  63,35+2,86 png/kg, kvercetin 296,5+11,69 pg/kg, galnu kiselinu 3,31+0,15 pg/kg,
protokatehinsku kiselinu 6,94+0,25 ng/kg, elaginsku kiselinu 444,61+17,36 ug/kg. Liaudanskas i sar.
2021 su ispitivali sadrzaj fenolnih jedinjenja u ¢aju od Sipurka koriste¢ci UHPLC metodu i prijavili
slede¢e rezultate: za katehin 107,93+1,93 pg/g, epikatehin galat 117,5242,27 pg/g, kvircitrin
2,63+0,01 ng/g, dok rutin, epikatehin i kvercetin nijesu identifikovali.

Moze se uociti, na osnovu rezultata HPLC odredivanja u ovom master radu i literaturnih podataka, da
su identifikovana ista jedinjenja u uzorcima ekstrakata ploda Sipurka iz Srbije i u uzorcima ploda

Sipurka sa podruéja Niksic¢a i Zabljaka.
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5. KORELACIJA IZMEDU SADRZAJA FENOLNIH

JEDINJENJA, VITAMINA C, MIKROELEMENATA |

ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI U ISPITIVANIM
UZORCIMA PLODA SIPURKA

Plod sipurka pored fenolnih jedinjenja sadrzi i druge nefenolne aktivne komponente. Zato se moraju
uzeti u obzir i moguce sinergisticke i antagonisticke reakcije koje ova jedinjenja medusobno ostvaruju
i tako uti¢u na antioksidativni potencijal (Chew i sar., 2011; Lianda, 2012; Hajimehdipoor i sar.,
2014). Medutim, fenolna jedinjenja se smatraju glavnom grupom jedinjenja koja doprinose
antioksidativnom kapacitetu. Antioksidativni potencijal fenolnih jedinjenja potice od njihovih redoks
svojstava, koji im omogucavaju da djeluju kao redukciona sredstva (Roman i sar., 2013).

Korelaciona analiza je radena u cilju procjene uticaja sadrzaja fenolnih jedinjenja, vitamina C kao i
mikroelemenata na antioksidativnu aktivnost ispitivavnih uzoraka Sipurka (sjemenke, mesnati dio i

plod) i ekstrakata ploda Sipurka. Dobijeni rezultati su predstavljeni u tabelama od 10 do 13.

Tabela 10. Stepen korelacije ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i tanina i antioksidativne

aktivnosti u ispitivanim uzorcima ploda Sipurka

DPPH FRAP
Ukupni fenoli r=0,154315 r=0,511575
Flavonoidi r=-0,23529 r=0,856503
Antocijani r=-0,50911 r=0,966759
Tanini r=-0,058009 r=0,747948

Najveci stepen korelacije za uzorke sjemenki, mesnatog dijela i samog ploda imaju antocijani sa
antioksidativnom aktivnoséu mjerenom DPPH metodom (umjeren, r=-0,50911) i FRAP metodom
(veoma jak, r=0,966759). Negativan predznak (kod korelacije izmedu antocijana i DPPH) ukazuje da
Sto je ve€i sadrZaj antocijana, manja je vrijednost DPPH odnosno veci antioksidativni potencijal.
Takode, rezultat od r=0,966759 ukazuje da sadrzaj antocijana mnogo utiCe na antioksidativni
potencijal ploda sipurka. Korelacija izmedu ukupnih fenola i DPPH je veoma slaba (r=0,154315), dok
je sa vrijednostima dobijenim FRAP testom umjerena (r=0,511575). Korelacija izmedu flavonoida i
vrijednosti dobijenih DPPH testom je veoma slaba (r=-0,23529), dok je izmedu flavonoida i
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vrijednosti dobijenih FRAP testom jaka (r=0,856503). Korelacija izmedu tanina i vrijednosti
dobijenih FRAP testom je jaka (r=0,747948) za razliku od vrijednosti dobijenih DPPH testom gdje je
veoma slaba (r=-0,058009). Uocavaju se mnogo vece korelacije izmedu pomenutih jedinjenja i
vrijednosti dobijenih FRAP testom nego sa vrijednostima dobijenim DPPH testom.
Skrypnik i sar. (2019) su utvrdili Pearsonov koeficijent korelacije izmedu ukupnih fenola i vrijednosti
dobijenih DPPH testom od 0,248, $to je priblizno rezultatu koji je dobijen u ovom master radu
(r=0,154315). Skrypnik i sar. (2019) su takode utvrdili korelaciju izmedu ukupnih fenola i vrijednosti
dobijenih FRAP testom od 0,563, $to se slaze sa vrijedno$¢u dobijenom u ovom master radu
(r=0,511575).

Tabela 11. Stepen korelacije ukupnih fenola, flavonoida, tanina, vitamina C i antioksidativne

aktivnosti u ispitivanim ekstraktima Sipurka

DPPH FRAP
Ukupni fenoli r=-0,34986 r=0,472353
Flavonoidi r=-0,59303 r=0,390108
Tanini r=-0,68006 r=0,768396
Vitamin C r=-0,63136 r=0,892037

Iz tebele 11 se uocava da najveci stepen korelacije sa vrijednostima dobijenim DPPH testom ima
sadrzaj tanina u ekstraktima (umjerena vrijednost korelacije r=-0,68006), a sa FRAP vrijednostima
najveci stepen korelacije ima vitamin C (veoma jak r=0,892037). Umjerena korelacija je nadena
izmedu flavonoida i sposobnosti neutralizacije DPPH" (r=-0,59303), a slaba izmedu ukupnih fenola i

vrijednosti dobijenih DPPH testom (r=-0,34986).

Prikazani faktori korelacije pokazuju da je antioksidantna aktivnost ploda Sipurka najverovatnije
posledica sinergistickog djelovanja razlicitih klasa jedinjenja, uz dominantnu ulogu vitamina C, Sto
potvrduje prethodne zakljucke da flavonoidi i organske kiseline prisutni u Sipurku sprecavaju
oksidaciju vitamina C 1 povecavaju njegovu stabilnost 1 biodostupnost u ljudskom organizmu
(Adamczak i sar., 2012).

Stepen korelacije izmedu identifikovanih pojedinacnih elemenata AAS metodom i antioksidativne

aktivnosti u ispitivanim uzorcima Sipurka i ekstraktima Sipurka je dat u tabeli 12 1 13.
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Tabela 12. Stepen korelacije identifikovanih pojedina¢nih elemenata odedenih AAS metodom i

antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima Sipurka

DPPH FRAP
Cu r=-0,70614 r=-0,05441
Mn r=-0,61801 r=0,548747
Fe r=-0,6695 r=0,029521
Zn r=-0,5494 r=-0,14024

Uocava se negativna korelacija izmedu pojedinacnih elemenata i antioksidativne aktivnosti odredene
DPPH testom. Jaka korelacija se uoc¢ava izmedu vrijednosti dobijenih DPPH testom i bakra (r=-
0,70614). Umjerena korelacija je uo¢ena izmedu vrijednosti dobijenih DPPH testom i mangana (r=-
0,61801), vrijednosti dobijenih DPPH testom i gvozda (r=-0,6695), vrijednosti dobijenih DPPH testom
i cinka (r=-0,5494), izmedu vrijednosti dobijenih FRAP testom i mangana (r=0,548747). Slaba

korelacija je uocena izmedu vrijednosti dobijenih FRAP testom i cinka, gvozda, bakra.

Tabela 13. Stepen korelacije identifikovanih pojedinacnih elemenata odedenih AAS metodom i

antioksidativne aktivnosti u ispitivanim ekstraktima Sipurka

DPPH FRAP
Cu r=-0,439 r=0,617236
Mn r=-0,78397 r=0,899865
Fe r=0,811964 r=-0,47085
Ni r=-0,10949 r=-0,14847
Zn r=-0,53718 r=0,829406

Kada je u pitanju stepen korelacije izmedu pojedinacnih elemenata odredenih u ekstraktima i
antioksidativne aktivnosti ekstrakata uocava se jak stepen korelacije izmedu vrijednosti dobijenih
DPPH testom i gvozda (r=0,811964), vrijednosti dobijenih FRAP testom i mangana (r=0,899865),
vrijednosti dobijenin FRAP testom i cinka (r=0,829406). Umjeren stepen korelacije je naden izmedu
vrijednosti dobijenih DPPH testom i mangana (r=-0,78397), slab izmedu vrijednosti dobijenih DPPH
testom i cinka (r=-0,53718), vrijednosti dobijenih DPPH testom i bakra (r=-0,439), vrijednosti
dobijenih FRAP testom i gvozda (r=-0,47085), vrijednosti dobijenin FRAP testom i bakra
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(r=0,617236). Veoma slaba korelacija je izmedu vrijednosti dobijenih DPPH testom i nikla (r=-
0,10949) i vrijednosti dobijenih FRAP testom i nikla (r=-0,14847).
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu su ispitivani ukupni fenoli, flavonoidi, tanini, vitamin C, bakar, mangan, cink, gvozde,
olovo, nikl i antioksidativna aktivnost osusenih plodova, samoniklog Sipurka Rosa canina L. sa
podruéja Crne Gore (okolina Niksi¢a i Zabljaka). Analizirani su sledeéi uzorci: sjemenke, mesnati
djelovi Sipurka, plodovi Sipurka, ekstrakti dobijeni razli¢itim na¢inima ekstrakcije (Sokslet, infuz,
maceracija i ultrazvucna ekstrakcija).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da najvise fenola, flavonoida, tanina, antocijana ima u mesnatom
dijelu uzorka iz okoline NikSi¢a (uporedujuci plod, sjemenke i mesnati dio Sipurka). Plod Sipurka iz
Niksi¢a ima bolju antioksidativnu aktivnost/potencijal $to je potvrdeno FRAP i DPPH testom, od
ploda $ipurka iz okoline Zabljaka. Pokazalo se da se infuz ekstrakcijom izoluje najvise fenola,
flavonoida, tanina, vitamina C, kao i da infuz ekstrakti imaju najbolju antioksidativnu aktivnost u
poredenju sa maceratima, ultrazvu¢nim i1 Sokslet ekstraktima.

Mineralni sastav plodova odreden je AAS metodom i nadeno je da plod iz okoline Niksica sadrzi vece
koncentracije svih ispitivanih elemenata (bakra, mangana, gvozda, olova, nikla, cinka) u poredenju sa
plodom iz okoline Zabljaka. Kada se radi o ekstrakatima, najveéi sadrzaj bakra, mangana i cinka je
identifikovan u infuzima iz oba grada ali vise u uzorku iz Niksic¢a; gvozda ima najvise u utrazvu¢nom
ekstraktu iz Niksica.

Za uzorke sjemenki, mesnatih djelova i plodova Sipurka nadena je veoma jaka korelacija izmedu
flavonoida i vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobijenih FRAP testom, kao i antocijana i
vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobijenih FRAP testom. Takode, jaka korelacija se uocava
izmedu antioksidativne aktivnosti mjerene DPPH testom i bakra.

Veoma jak stepen korelacije utvrden je izmedu sadrzaja vitamina C i antioksidativne aktivnosti
ekstrakata mjerene FRAP testom. Kada je u pitanju stepen korelacije izmedu pojedinac¢nih elemenata
odredenih u ekstraktima i antioksidativne aktivnosti ekstrakata uocava se jak stepen korelacije izmedu
izmedu antioksidativne aktivnosti mjerene DPPH testom i gvozda kao i izmedu antioksidativne
aktivnosti mjerene FRAP testom i mangana i cinka.

HPLC metodom je potvrdeno prisustvo galne, protokatehinske i elaginske kiseline, hiperozida,
kvercetina, kvircitrina i rutina za oba uzorka, a epikatehin i epikatehin galat samo za plod Sipurka sa
Zabljaka. Najvise zastupljeno jedinjenje je galna kiselina kod oba uzorka.

Sekundarni metaboliti biljaka, uklju¢uju¢i mnoge bioloski aktivne komponente spadaju u osjetljive

komponente biljaka, ¢ija zastupljenost zavisi od stanja Zivotne okoline (zagadenja vazduha i zemljista)
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kao 1 od ekoloskih uslova koji odreduju rast i razvoj biljaka (temperatura, svjetlost, vlaznost itd), pa

otuda i razlike u rezultatima dobijenim za plodove Sipurka sa dva razlicita lokaliteta.
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