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IZVOD

Cilj ovog rada bio je spektrofotometrijsko ispitivanje antioksidativnih svojstava i ukupnih fenolnih
jedinjenja u svjezem plodu aronije (Aronia melanocarpa) i u ekstraktima dobijenim razliitim
metodama ekstrakcije (Sokslet, maceracija, ekstrakcija viu¢om vodom i ultrazvuc¢na ekstrakcija), uz
razmatranje uticaja geografskog porijekla uzorka. Kvantifikovani su ukupan sadrzaj fenola,
flavonoida, antocijana i tanina, dok je antioksidativna aktivnost odredena DPPH i FRAP metodama.
Paralelno je ispitana povezanost sa mikroelementima (Mn, Fe, Cu, Zn), a rezultati su statisticki
obradeni (ANOVA, Pearsonova korelacija).

U svjezem plodu sadrZzaj ukupnih fenola kretao se od 100,63 do 2055,217 mg GAE/100 g uzorka,
flavonoida od 109,28 do 266,65 mg Qc/100 g, antocijana od 0,2361 do 0,5013%, tanina od 0,091 do
1,1462%, dok su vrijednosti antioksidativne aktivnosti odredene DPPH testom, ICso, iznosile
0,002182-0,0292 png/mL, a vrijednosti odredene FRAP testom 0,1369-0,4183 umol Fe*'/g.

U ekstraktima aronije najvisi sadrZaj fenola zabiljezen je kod ultrazvucne ekstrakcije u opsegu
1599,28-2056,99 mg GAE/100 g, dok su infuzioni ekstrakti imali najvece koli¢ine flavonoida
(2351,3-4186,2 mg Qc/100 g) 1 tanina (7,895-12,011%). Najnize 1Cso vrijednosti dobijene DPPH
metodom, koje ukazuju na najjacu antioksidativnu aktivnost, uocene su kod macerata (0,000315—
0,0321 pg/mL). FRAP vrijednosti su varirale izmedu metoda, pri ¢emu su najvise izmjerene kod
ekstrakata dobijenih vru¢om vodom sa vrijedno$¢u od 20,0677 pmol Fe*'/g. Analiza sadrZaja metala
u svjeZzem plodu pokazala je da su vrijednosti za Zn bile u opsegu 2,935-3,708 ng/g, Fe 2,968-5,729
ng/g, Cu0,491-0,841 ng/g, a Mn 1,857-4,332 pg/g. U ekstraktima, koncentracije mikroelemenata su
varirale: Fe 0,251-1,564 pg/g, Zn 0,759-5,704 ng/g, Cu 0,2164-3,736 ug/g i Mn 0,528-8,739 pg/g.
Jednofaktorska ANOVA analiza pokazala je da lokalitet i metoda ekstrakcije znac¢ajno uti¢u na sadrzaj
svih ispitivanih parametara. Primjenom Friedmanovog testa utvrdene su statisticki znacajne razlike
medu metodama ekstrakcije za sve ispitivane parametre. Istom metodom, ekstrakcijom vrucom
vodom, utvrdena je najveca vrijednost za flavonoide (3165,64) a najniza vrijednost za antocijane
(0,36). Najveci sadrzaj Zn, Cu, Mn zabiljeZen je ekstrakcijom vru¢om vodom, dok je svjezi uzorak
imao najveci sadrzaj Fe, (4,92; 1,71; 6,71; 4,47; respektivno). Spearmanova analiza je pokazala da
fenoli, flavonoidi 1 tanini imaju snaznu pozitivnu korelaciju sa FRAP vrijednostima, dok je kod DPPH
testa uoCena negativna korelacija sa ICso vrijednostima, Sto potvrduje da su fenoli glavni nosioci

antioksidativnog potencijala ekstrakata.



Kljucne rijeci: Aronija, fenoli, flavonoidi, antocijani, tanini, DPPH, FRAP, metali, ekstrakt.



ABSTRACT

The aim of this study was to spectrophotometrically investigate the antioxidant properties and total
phenolic compounds in fresh chokeberry fruit (4ronia melanocarpa) and in extracts obtained by
different extraction methods (Soxhlet, maceration, hot water extraction, and ultrasonic extraction),
with consideration of the influence of the geographical origin of the sample. The total content of
phenols, flavonoids, anthocyanins, and tannins was quantified, while antioxidant activity was
determined using the DPPH and FRAP methods. In parallel, the relationship with microelements (Mn,
Fe, Cu, Zn) was examined, and the results were statistically processed (ANOVA, Pearson correlation).
In fresh fruit, the total phenolic content ranged from 100.63 to 2055.22 mg GAE/100 g sample,
flavonoids from 109.28 to 266.65 mg Qc/100 g, anthocyanins from 0.2361 to 0.5013%, tannins from
0.091 to 1.1462%, while antioxidant activity values determined by the DPPH test (ICso0) were
0.002182-0.0292 pg/mL, and for the FRAP test 0.1369-0.4183 umol Fe**/g.

In chokeberry extracts, the highest phenolic content was recorded in ultrasonic extracts (1599.28—
2056.99 mg GAE/100 g), while infusion extracts contained the highest amounts of flavonoids
(2351.3-4186.2 mg Qc/100 g) and tannins (7.895—-12.011%). The lowest ICso values obtained by the
DPPH method, indicating the strongest antioxidant activity, were observed in macerates (0.000315—
0.0321 pg/mL). FRAP values varied depending on the extraction method, with the highest values
recorded in hot water extracts (20.0677 umol Fe*'/g).

The analysis of metal content in fresh fruit showed that Zn ranged from 2.935 to 3.708 ng/g, Fe from
2.968 to 5.729 pg/g, Cu from 0.491 to 0.841 pg/g, and Mn from 1.857 to 4.332 ng/g. In extracts,
microelement concentrations varied: Fe 0.251-1.564 pg/g, Zn 0.759-5.704 pg/g, Cu 0.2164-3.736
ng/g, and Mn 0.528-8.739 ng/g.

One-way ANOVA analysis showed that both the locality and the extraction method significantly
influenced the content of all tested parameters. The Friedman test confirmed statistically significant
differences among extraction methods for all parameters. Using the same method, hot water
extraction, the highest value was determined for flavonoids (3165.64) and the lowest value for
anthocyanins (0.36). The highest contents of Zn, Cu, and Mn were obtained by hot water extraction,
while fresh fruit showed the highest Fe content (4.92; 1.71; 6.71; 4.47; respectively). Spearman
correlation analysis revealed a strong positive correlation of phenols, flavonoids, and tannins with
FRAP values, while the DPPH test showed a negative correlation with ICso values, confirming that

phenolic compounds are the main contributors to the antioxidant potential of chokeberry extracts.
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1. UVOD

Savremeni nacin Zivota, pra¢en nezdravim navikama u ishrani i stalnim izlaganjem oksidativhom
stresu, sve viSe usmjerava paznju naucne i strune javnosti ka pronalaZenju prirodnih izvora
bioaktivnih jedinjenja koja mogu doprinijeti o¢uvanju zdravlja. Medu brojnim biljnim vrstama koje
se istiCu po bogatstvu antioksidativnih komponenti, aronija (Aronia melanocarpa) zauzima posebno
mjesto zbog visokog sadrzaja polifenolnih jedinjenja, narocito flavonoida i antocijana. Ova bobicasta
vocka, iako potiCe iz Sjeverne Amerike, uspjesno se gaji i na prostoru Crne Gore, gdje klimatski i
pedoloski uslovi doprinose raznolikosti njenog hemijskog sastava.

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka sa izrazenom bioloskom aktivno$¢u, medu kojima
dominiraju antioksidativna, antiinflamatorna i antimikrobna svojstva. Njihovo prisustvo u ishrani
povezano je sa smanjenjem rizika od hroni¢nih nezaraznih bolesti, uklju¢ujuéi kardiovaskularne
poremecaje, dijabetes tipa 2 1 odredene vrste maligniteta. S obzirom na znaaj ovih jedinjenja,
neophodno je razvijati i primjenjivati pouzdane metode za njihovu kvantitativhu analizu, a
spektrofotometrija se, zbog svoje jednostavnosti, brzine i ekonomic¢nosti, pokazala kao efikasna
tehnika u procjeni ukupnog sadrzaja polifenola u biljnim matricama.

U okviru ovog istraZivanja, ispitivan je sadrzaj ukupnih polifenola u svjeZzem plodu aronije i u
ekstraktima dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije: maceracijom, Sokslet ekstrakcijom,
ultrazvu¢nom ekstrakcijom 1 ekstrakcijom vru¢om vodom (infuzom). Kao rastvaraci koriS¢eni su
etanol 1 voda. Dodatnu vrijednost ovom radu daje ¢injenica da su uzorci aronije prikupljeni sa Cetiri
razli¢ita podrucja Crne Gore, ¢ime je omogucena analiza uticaja geografskog porijekla na sadrzaj
polifenolnih jedinjenja. U okviru istrazivanja, pored odredivanja antioksidativhog kapaciteta,
odredivani su 1 mikroelementi svjezeg ploda 1 dobijenih ekstrakata aronije. Osim
spektrofotometrijskog odredivanja polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti, u radu je
primijenjena i hemometrijska obrada podataka, ukljucujuéi analizu glavnih komponenti (PCA), radi
boljeg razumijevanja odnosa izmedu razlicitih ekstrakata aronije i njihovog hemijskog sastava.

Cilj ovog rada bio je da se odredi antioksidativni kapacitet svjeZeg ploda aronije i njegovih ekstrakata,
kao 1 da se ispita uticaj metode ekstrakcije 1 geografskog porijekla na rezultate dobijene analizom.
Uporedivanjem metoda ekstrakcije 1 lokacija uzorkovanja, rad pruza uvid u optimalne uslove za
izolaciju fenolnih komponenti iz aronije, $§to moze biti od znacaja za njenu dalju primjenu u
prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji. Takode, cilj je bio i da se uradi statisticka obrada dobijenih

rezultata radi utvrdivanja znaCajnih razlika izmedu metoda ekstrakcije i lokaliteta uzorkovanja, kao i
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utvrdivanja korelacije izmedu dobijenih podataka. U tu svrhu primijenjena je hemometrijska analiza,
koja omogucava tumacenje kompleksnih eksperimentalnih rezultata i izdvajanje klju¢nih faktora koji

uticu na hemijski sastav i antioksidativnu aktivnost ekstrakata.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Botanic¢ke karakteristike i hemijski sastav aronije (4ronia melanocarpa)

Crna aronija (Aronia melanocarpa), zbunasta biljka iz porodice Rosaceae, prirodno je rasprostranjena
u oblasti Sjeverne Amerike, posebno u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Tokom ranih decenija 20.
vijeka, njene sorte su prenesene u zemlje bivSeg Sovjetskog Saveza, kao i u druge evropske drzave,
gdje je zapoceo organizovani uzgoj ove biljke (Zielinska i sar., 2024).

Grm aronije dostize visinu od 2 do 3 metra 1 tokom proljeca, u periodu od maja do juna, formira bijele
cvjetove grupisane u Stitaste cvasti. Listovi su dugi 3 do 7 cm, glatki i elipticnog oblika. Sa nali¢ja su
svijetlozeleni, dok su sa lica tamnozeleni, sjajni, i tokom jeseni poprimaju crvenkastu nijansu
(Milutinovi¢, 2020). Plodovi sazrijevaju u zavisnosti od vrste — mogu biti crveni ili tamnoljubicasti
do gotovo crni. Njihov precnik je 6 do 13 mm, a masa izmedu 0,5 1 2 grama. Mehanicka berba se
obavlja krajem ljeta, naj¢eS¢e od avgusta do septembra. Puni prinos se postiZze nakon pet godina, kada
biljka daje izmedu 5 i 12 tona po hektaru (Kulling i Rawel, 2008). Plodovi aronije se brzo kvare, pa
se moraju preraditi. NajCeS¢e se suSe ili preraduju u sokove. SuSenjem se cuvaju bioaktivne
komponente, a najefikasnijom se pokazala liofilizacija (susenje smrzavanjem). Kombinovane metode,
poput suSenja mikrotalasima pod vakuumom, omogucavaju brzo suSenje uz ocuvanje korisnih
sastojaka (Gurcik, 2023).

Hemijski sastav zavisi od sorte, zrelosti 1 uslova gajenja. Suva materija u plodu iznosi 15-30%, dok
sadrZaj proteina dostize 3,7 g/100 g suve mase. Najveca koli¢ina aminokiselina se nalazi u komini. U
sviezem plodu ima 0,09-0,17% masti, najviSe u sjemenkama i pokoZzici. Komina sadrzi oko 5,5%
masti, pretezno linolnu 1 oleinsku kiselinu. Ugljeni hidrati su prisutni u koli¢ini od 6-21 g/100 g, a
dominiraju fruktoza, glukoza i sorbitol. Plodovi sadrze vitamine B, C, K, karotenoide i tokoferole,
kao 1 makro- 1 mikroelemente (K, Ca, Mg, Fe, Zn) (Sidor i Gramza-Michalowska, 2019).

Aronija uspijeva u umjerenim klimatskim uslovima. Zahvaljujuéi otpornosti na niske temperature,
moze da podnese temperature i do -35 °C. Na na§im prostorima prisutna je vise od pola vijeka. Siru
upotrebu doZivljava tek u poslednjih nekoliko godina (Culji¢, 2017). Na slici 1 prikazan je izgled

ploda aronije.
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Slika 1. Plodovi biljne vrste Aronia melanocarpa (Foto: Blagojevi¢ Sanja)

2.2. Aronija kao izvor fenola, flavonoida, antocijana, tanina, mikro- i makro-elemenata

U posljednjih nekoliko godina, primjena prirodnih proizvoda znacajno je porasla, §to je povezano sa
sve ve¢im naporima u borbi protiv hroni¢nih bolesti. Plodovi crne aronije (Aronia melanocarpa), sitni
1 tamne boje, veli¢ine borovnice, postali su predmet brojnih istrazivanja zbog visokog sadrzaja
antioksidanata, slicnog onom koji se nalazi u drugim vo¢nim vrstama poznatim po povoljnom dejstvu
na zdravlje (Jurikova i sar., 2017). Posebnu paznju privlace bobicaste biljke koje su jo§ uvijek
nedovoljno zastupljene u ishrani, poput zove i aronije, jer predstavljaju bogat izvor bioaktivnih
materija koje se koriste kao prirodne boje u hrani, ali i u svrhe unaprjedenja zdravlja. Aronija se
izdvojila kao posebno zanimljiva zbog svojih snaznih antioksidativnih svojstava, §to se prvenstveno
pripisuje visokom udjelu fenolnih jedinjenja, narocito antocijana, medu kojima dominiraju derivati
cijanidina (McGhie 1 Walton, 2007; Rodriguez-Mateos 2013; Lee 1 sar., 2014; Bolling 1 sar., 2014;
Vagiri i Jensen, 2017; Toli¢ i sar., 2017).

Pored polifenola, aronija je bogata i drugim korisnim bioaktivnim komponentama kao §to su vitamini
C 1 E, minerali poput kalijuma, kalcijuma i magnezijuma, zatim karotenoidi, pektini, organske kiseline
1 u manjoj mjeri ugljeni hidrati. Ovakav hemijski sastav svrstava aroniju medu najvrijednije vrste
voca, sa Sirokim spektrom potencijalno korisnih dejstava u prevenciji i ublazavanju hroni¢nih bolesti.

Zahvaljujuéi prisustvu ovih bioaktivnih supstanci, aronija ispoljava i druge korisne bioloske efekte
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potvrdene kako u in vitro, tako 1 u in vivo uslovima. Medu njima se izdvajaju gastroprotektivno
dejstvo, hepatoprotektivno, antiproliferativno, kao i doprinos prevenciji i lijeCenju dijabetesa
(Valcheva-Kuzmanova i sar, 2005; Valcheva-Kuzmanova 1 Belcheva, 2006; Jurgonski i sar., 2008;
Ciocoiu i sar, 2013).

Polifenoli ¢ine najvazniju grupu antioksidanata u svakodnevnoj ishrani ¢oveka. Aronija se istice kao
jedan od najbogatijih izvora ovih jedinjenja medu bobi¢astim vrstama (Jurendi¢ i Séetar, 2021). Gralec
i sar. (2019) ukazuju da se sadrzaj i sastav polifenola mijenjaju tokom sazrijevanja ploda, s tim da je
najvisi nivo ukupnih fenola zabiljezen u ranim fazama zrelosti. Takode je dokazano da vremenski
uslovi, narocito visoke temperature 1 velika izloZzenost suncu, pozitivno uti¢u na povecanje ukupnog
fenolnog sadrzaja u soku (Toli¢ i sar., 2017). Komina aronije sadrzi znatno vise polifenola od samog
soka, sa koncentracijama izmedu 3100 i 6300 mg/100 g suvog materijala, a frakcije bez sjemenki
pokazuju vecu koncentraciju od onih koje ih sadrze. Osim u plodu, polifenoli su prisutni i u listovima,
gdje njihove vrijednosti mogu dosti¢i 1 do 9148 mg/100 g, posebno kod starijih listova (Szopa i sar.,
2017). Prema istrazivanjima preporuceni prosjecan dnevni unos polifenola iznosi oko 1 g (Malik i
sar., 2023).

Kada je rije¢ o flavonoidima prisutnim u plodovima aronije, dominantne podgrupe su antocijani,
proantocijanidini, flavonoli i flavanoli (katehini). Flavonolni glikozidi ¢ine priblizno 10% ukupnog
sadrzaja polifenola, pri ¢emu su najzastupljeniji kvercetin 3-O-galaktozid 1 kvercetin 3-O-glukozid
(Oszmianski, 2005). Sadrzaji flavonoida 1 proantocijanidina u ekstraktima crne aronije visi su u
poredenju sa ekstraktima drugih bobicastih plodova kao Sto su crna ribizla, kupine, borovnice
(Vaccinium myrtillus), crvene ribizle, maline 1 jagode (Jakobek, 2007).

Aronija je veoma bogat izvor antocijana, koji ¢ine oko Cetvrtinu ukupnih polifenola u plodu. Glavni
tipovi antocijana u aroniji su razli¢iti glikozidi cijanidina, pri ¢emu je najzastupljeniji
3-O-galaktozid, a manje zastupljeni su 3-O-glukozid, 3-O-arabinozid i 3-O-ksilozid. Koncentracija
antocijana u aroniji moze da se krec¢e od 307 do 1480 mg na 100 g svjeZe mase. Jedno istrazivanje je
pokazalo da antocijani ¢ine oko 41% ukupnih polifenola, Sto je znatno vise nego kod crvene maline
(19%) 1 jagode (23%). Kako plod sazrijeva, koli¢ina antocijana raste, Sto rezultuje intenzivnijom
bojom i atraktivnijim izgledom. Ipak, tokom prerade plodova, sadrzaj antocijana moze znacajno
opasti. Listovi aronije imaju znatno niZi nivo antocijana, sa manje od 2 mg na 100 g suve materije
(Jurendi¢ i Séetar, 2021).

Istrazivanja in vitro su pokazala da tanini imaju izrazenu antioksidativnu aktivnost. Oni djeluju kao

inhibitori lipidne peroksidacije i enzima lipoksigenaze, ¢ime sprecavaju oSte¢enje ¢elijskih membrana
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izazvanih oksidativnim stresom. Osim toga, tanini efikasno neutraliSu slobodne radikale, ukljuc¢ujuci
hidroksilne, superoksidne i peroksilne radikale, koji su poznati po svom prooksidativnom potencijalu.
Takode, ispoljavaju antimikrobna svojstva inhibiraju¢i rast Stetnih bakterijskih sojeva, Sto moze
doprinijeti odrzavanju zdrave crijevne mikroflore. Zapazeno je da odredeni tanini posjeduju
sposobnost inhibicije citopatogenih efekata HIV virusa, Sto ih ¢ini potencijalno korisnim u
antivirusnim strategijama. Pored toga, ispitivanja su pokazala antiproliferativno dejstvo tanina na
razlicite ¢elijske linije karcinoma, ukljuujuéi tumore dojke, prostate, debelog crijeva i melanom, §to
dodatno potvrduje njihov terapijski potencijal (Simi¢, 2018). U jednom od istrazivanja (Rosca i sar,
2024), koje je obuhvatilo razli¢ite sorte aronije, utvrdeno je da sorta Alecsandrina sadrzi najmanju
koli¢inu tanina (2,079%), Sto predstavlja vise od 33% nizu vrijednost u odnosu na maksimalno
izmjeren sadrzaj kod sorte Nero (3,11%). Sorta Viking imala je umjerenu koncentraciju tanina
(2,494%).

Listovi aronije predstavljaju znacajan izvor makro- i mikroelemenata, §to je posebno vazno kada se
koriste za pripremu infuza, jer se mineralne materije lako prenose u vodenu fazu. Prema istrazivanju
Cvetkovica i sar. (2018), fosfor je identifikovan kao najzastupljeniji makroelement u ekstraktu listova
aronije, dok su sledeci po zastupljenosti magnezijum, kalijum, natrijum i kalcijum. Kada je rije¢ o
mikroelementima, najviSe je prisutno gvozde, a zatim slijede cink, mangan 1 bakar. Medutim, druga
istrazivanja (Staszowska-Karkut, 2020) su pokazala nizi sadrZaj tih makroelemenata. Takode, prema
rezultatima Pavlovica 1 sar. (2015), listovi aronije generalno sadrZe vecu koli¢inu mineralnih materija

u odnosu na plodove, osim kada je u pitanju kalijum, koji je bio viSe zastupljen u plodovima.

2.3. Metode ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja

Ekstrakcija je postupak prenosa rastvorljivih supstanci iz jedne faze u drugu. Predstavlja klju¢ni korak
u istrazivanju ljekovitih biljaka, jer omogucava izdvajanje ciljanih jedinjenja za dalju analizu
(Fonmbohi sar., 2020). Aktivne komponente mogu se izdvojiti razli¢itim metodama, a uslovi
ekstrakcije zavise od viSe faktora: stepena usitnjenosti sirovine, odnosa sirovine 1 rastvaraca,
temperature, pritiska i vrste koriS¢enog rastvaraca odn. ekstragensa (Radojkovi¢, 2012).

Efikasnost ekstrakcije zavisi od viSe faktora, medu kojima je posebno vazna priprema biljnog
materijala, kao i izbor odgovarajuceg rastvaraca. Usitnjavanje biljne droge poboljsava kontakt izmedu
materijala 1 rastvaraca, ¢ime se omogucava efikasnije izdvajanje aktivnih supstanci. Rastvarac,

odnosno ekstragens, mora biti pazljivo odabran kako bi se postigao Sto veci prinos ekstrakcije i
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istovremeno izbjeglo izdvajanje nezeljenih komponenti. Pri tome je vaZzna i selektivnost rastvaraca,
odnosno njegova sposobnost da izdvoji zeljene komponente. U praksi se Cesto koriste razliciti
organski rastvaraci poput etiletara, hloroforma, metilen-hlorida i benzola, koji mogu efikasno
ekstrahovati bioaktivne supstance. Ipak, zbog njihove toksi¢nosti za ljudski organizam, ovakvi
ekstrakti najcesce predstavljaju samo medufazu u proizvodnji farmaceutskih preparata. Znacajnu
prednost predstavlja primjena smjese etanola i vode, koja je bezbjedna i Cesto se koristi za izdvajanje

jedinjenja kao §to su fenoli, flavonoidi, tanini, Seceri i odredeni vitamini. (Vidovi¢, 2011).

2.3.1. Maceracija

Maceracija predstavlja jednu od konvencionalnih metoda ekstrakcije koja podrazumijeva potapanje
biljnog materijala u odgovarajuéi rastvara¢ tokom duzeg vremenskog perioda. lako je vremenski
zahtjevna, zbog svoje prakticnosti Cesto se koristi, naroCito u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz
biljaka. Efikasnost maceracije zavisi od koliine sirovine, izbora rastvaraca i trajanja procesa.
Uobicajeni rastvaraci ukljucuju metanol, etanol, etil-acetat i destilovanu vodu, dok se alternativno
mogu koristiti 1 rastvara¢i poput heksana, hloroforma ili propanola, uz paZzljivo razmatranje njihove
toksi¢nosti i cijene (Tambun i sar., 2021). Maceracija je metoda koja je narocCito pogodna za izdvajanje
termolabilnih jedinjenja. Sam proces se zasniva na molekulskoj difuziji, pri ¢emu dolazi do prelaska
rastvorljivih supstanci iz biljnog materijala u izabrani rastvara¢ tokom odredenog vremena. Sprovodi
se u zatvorenim sistemima kako bi se izbjeglo isparavanje rastvaraca i ocuvala efikasnost ekstrakcije

(Patel 1 sar., 2019).

2.3.2. Sokslet ekstrakcija

Ekstrakciju koju je razvio von Sokslet jos 1879. godine dugo je bila jedna od najrasprostranjenijih i
najvaznijih metoda za izdvajanje aktivnih supstanci iz ¢vrstih uzoraka. Ova tehnika se decenijama
smatra standardom i ¢esto se koristi kao referenca prilikom uporedivanja novih metoda ekstrakcije.
Kako bi se otklonili nedostaci originalnog Sokslet postupka, kao §to su duga ekstrakcija i velika
potroSnja rastvaraca, tokom vremena su razvijene brojne modifikacije. One su ukljucivale primjenu
dodatnih izvora energije 1 automatizaciju procesa, ¢ime je vrijeme ekstrakcije znatno skraceno, a
efikasnost povecana. I pored pojave savremenih tehnika, Sokslet metoda i dalje ostaje model za

procjenu i unaprjedenje ekstrakcije Cvrstih materijala (Castro 1 Priego-Capote, 2010).
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Klju¢na prednost metode je to Sto uzorak neprekidno dolazi u kontakt sa ,,svjezim* rastvaracem koji
se kontinuirano destiluje i kondenzuje unutar aparature. Rastvarac isparava iz destilacionog balona,
kondenzuje se u kondenzatoru, kaplje na biljni materijal u ¢auri i kada dostigne odredeni nivo, vrac¢a
se sifonom u balon, ¢ime se zatvara ciklus. Proces se automatski ponavlja dok se ekstrakcija ne zavrsi.
Metoda je posebno pogodna za ekstrakciju jedinjenja koja su termicki stabilna, jer se koristi
temperatura kljucanja rastvaraca. Prednosti ukljuuju visoku efikasnost ekstrakcije i minimalnu
potro$nju rastvaraca, ali su ograni¢enja u primjeni vezana za nemogucnost ekstrakcije termolabilnih
supstanci 1 neprilagodenost za industrijski obim. (Naviglio 1 sar., 2019). Kao rastvaraci najc¢esce se
koriste metanol i voda, a mogu se primijeniti i drugi poput heksana, hloroforma, butanola i propanola
(Tambun 1 sar., 2021). Na slici 2, prikazana je aparatura za izvodenje Sokslet ekstrakcije koja je

koriS¢ena prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela u ovom radu.

' ‘
:

Slika 2. Aparatura za izvodenje Sokslet ekstrakcije (Foto: Blagojevi¢ Sanja)

2.3.3. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuk se definiSe kao zvucni talas frekvencije iznad 20 kHz. Izvor ultrazvucne energije najéesce
je tijelo koje osciluje, prenoseci vibracije na okolni medijum i na taj nain omogucava prostiranje
talasa kroz tecnost, gas ili ¢vrstu materiju. U kontekstu ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja, klju¢ni

parametri ultrazvuka su snaga, frekvencija i amplitude. Ultrazvucna ekstrakcija je metoda koja
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kombinuje ultrazvu¢nu energiju 1 rastvarace za efikasno izdvajanje ciljanih komponenti iz biljnog
matriksa. Efektivni opseg frekvencije za ekstrakciju obi¢no je izmedu 20 i 50 kHz. Primjena
ultrazvuka u tecnom medijumu dovodi do pojave kavitacije, vibracija, mijeSanja i lokalizovanog
razaranja biljnog tkiva, $to znacajno olakSava oslobadanje bioaktivnih jedinjenja iz ¢elijske strukture.
Kavitacija, kao dominantni mehanizam, nastaje kada negativni pritisak izazvan prolaskom
ultrazvuénih talasa premasi kohezione sile unutar tecnosti, §to dovodi do formiranja mjehuri¢a. Ovi
mjehuri¢i rastu sve dok ne postanu nestabilni, nakon ¢ega se naglo urusavaju — proces koji se naziva
kolaps mjehuri¢a. Kolaps, odnosno naglo urusavanje mjehurica, oslobada velike koli¢ine energije u
vrlo kratkom vremenskom intervalu, pri ¢emu se u lokalizovanom podrucju generiSu ekstremne
temperature i pritisci. Ovi uslovi dovode do stvaranja jakih sila smicanja i mikro-turbulencija, koje
mehanicki oStecuju celijske zidove biljnih tkiva, omogucavajuéi time lakSe oslobadanje i rastvaranje
bioaktivnih jedinjenja u izabranom rastvaracu. Upravo ovaj mehanizam — formiranje 1 kolaps
kavitacionih mjehuri¢a — predstavlja osnovu djelovanja ultrazvuka u procesu ekstrakcije 1 jedan je od
glavnih razloga povecane efikasnosti u odnosu na konvencionalne metode (Kumar i sar., 2019, Wen
isar., 2018).

Prednost ove metode ogleda se i u njenoj svestranosti — moze se kombinovati sa razliitim
rastvara¢ima (polarni i nepolarni), pri razli¢itim temperaturama, ¢ime se povecava ekstrakcioni prinos,
a vrijeme procesa se znacajno skracuje (Anaya-Esparza, 2023).

Na slici 3 prikazana je aparatura koriS¢ena za izvodenje ultrazvucne ekstrakcija (UZ) aronije.

e e e A A A R R Th

Slika 3. Aparatura za ultrazvu¢nu ekstrakciju koriS¢ena u istrazivanju (Foto: Blagojevi¢ Sanja)
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2.3.4. Ekstrakcija vru¢om vodom

Ovo je metoda koja podrazumijeva usitnjavanje biljnog materijala u fini prah. Nakon toga, materijal
se potapa u hladan ili topao rastvara¢ na kratko vrijeme. Efikasna je za brzo izdvajanje lako
rastvorljivih bioaktivnih jedinjenja. Cesto se koristi za dobijanje svjeZih ekstrakata za neposrednu
upotrebu. Ova metoda se uglavnom primjenjuje na djelove biljaka kao Sto su listovi, cvjetovi 1
nadzemni dijelovi zeljastih biljaka (Rudraswamy, 2021). Na slici 4 prikazane su Cetiri staklene
laboratorijske CaSe sa uzorcima aronije sa razli¢itih lokaliteta, koriS¢ene za izvodenje ekstrakcije
vru¢om vodom.

Hladna infuzija podrazumijeva potapanje biljnog materijala u hladnu vodu, uz stajanje tokom noc¢i.
Ova varijanta zahtijeva posebnu paznju kada se koriste biljke bogate sluzavim supstancama, jer su

osjetljivije 1 zahtijevaju visoke higijenske standarde 1 stabilne uslove (Poljarec, 2017).

Slika 4. Staklene posude sa uzorcima aronije tokom izvodenja ekstrakcije vru¢om vodom (Foto:

Blagojevi¢ Sanja)
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2.3.5. Hemometrija-Osnovni pojmovi 1 moguénost primjene

Hemometrija je interdisciplinarna oblast koja koristi matematicke i statisticke modele kako bi
unaprijedila planiranje eksperimenata i analizu podataka u hemijskim istrazivanjima. Za razliku od
tradicionalnih pristupa, koji ¢esto pokusavaju da objasne ponasanje supstanci na molekulskom nivou,
hemometrijski modeli se fokusiraju na kvantitativne relacije izmedu eksperimentalno posmatranih
varijabli. Takvi modeli omogucéavaju procjenu i predvidanje rezultata bez detaljnog razmatranja
unutras$njih hemijskih mehanizama. Poseban znac¢aj hemometrija ima u obradi spektralnih podataka,
gdje transformacije signala pomazu u identifikaciji informacija od fizickog znacaja. Time se
omogucava efikasnija interpretacija sloZzenih mjerenja, $to je od kljucne vaznosti u primjenama kao
Sto su medicinska dijagnostika 1 mikrobioloSke analize. U praksi su razvijeni brojni alati, ukljucujuci
metode digitalne obrade signala i razliite strategije za kalibraciju, koje povezuju izmjerene
vrijednosti sa koncentracijama analita. Savremeni hemometrijski pristupi ¢esto ukljucuju upotrebu
naprednih algoritama, kao $to su neuronske mreze i genetski algoritmi, kako bi se unaprijedila
preciznost predvidanja. Hemometrija je naucna disciplina koja ima posebnu primjenu u analiti¢koj
hemiji, ¢iji je cilj da se iz odredenog skupa podataka, izdvoje korisne informacije. Takode,
hemometrija ima veliku primjenu, kako u nauc¢nim istraZivanjima, tako 1 u proizvodnim procesima

(Schlager, 1995; Peri¢-Gruji¢, 2012).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio istrazivanja ovog master rada, realizovan je u okviru Laboratorije za
instrumentalne metode hemijske analize, Laboratorije za analitiCku hemiju i Laboratorije za organsku
hemijsku tehnologiju, na Metalursko-tehnoloskom fakultetu, Univerziteta Crne Gore, u Podgorici.
Kao uzorak biljnog materijala koriS¢eni su plodovi gajene aronije (Aronia melanocarpa), prikupljeni
tokom avgusta 2024. godine sa Cetiri razli¢ite lokacije na teritoriji Crne Gore: Pavino Polje, Berane,
Plav i Pluzine. Nakon branja, dio uzoraka je podvrgnut susenju, a zatim mehanicki usitnjen do fine
granulacije, dok je drugi dio ostavljen u zamrzivacu u svjezem stanju radi daljeg istrazivanja. Oba
oblika, suvi 1 svjezi plodovi, koriS¢eni su za dalje postupke 1 hemijske analize.

Prikupljeni uzorci predstavljaju osnovu za ispitivanje uticaja razlicitih ekstrakcionih metoda na
sadrzaj bioaktivnih komponenti, kao i za analizu antioksidativne aktivnosti aronije, u zavisnosti od

njenog geografskog porijekla i stanja uzorka (svjez ili suv plod).

3.1. Hemikalije i instrumentacija

Tokom eksperimentalnog rada koriS¢ene su hemikalije analiticke Cistoce, a rastvori su pripremani
pomocu destilovane vode. Od osnovnih rastvaraca 1 reagensa upotrijebljeni su etanol (96%), metanol,
hlorovodonic¢na kiselina (HCI, 35%), azotna kiselina (HNOs, 65%), vodonik-peroksid (H202, 30%),
kao 1 natrijum-hidroksid (NaOH), natrijum-karbonat (Na2COs) 1 natrijum-nitrit (NaNOz).

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola primijenjen je Folin—Ciocalteu reagens, dok je galna kiselina
koriS¢ena kao standard. Sadrzaj flavonoida odreden je pomocu aluminijum(IIl)-hlorida (AlCls), uz
upotrebu kvercetina kao referentnog jedinjenja. Antioksidativna aktivnost analizirana je DPPH
metodom (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), kao i FRAP metodom, u kojoj su koriS¢eni acetatni pufer,
gvozde(Ill)-hlorid heksahidrat (FeCls-6H20) 1 2.,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ). Pored toga, u
analizama tanina primijenjeni su koZni prah 1 pirogalol visoke ¢istoce.

Od laboratorijske opreme i instrumenata koriS¢eni su: suSnica BIOBASE, BOV-D53 za prethodnu
pripremu biljnih uzoraka, ultrazvu¢no kupatilo SONIC ViMS 4GT za ekstrakcione procedure,
standardna Sokslet aparatura, kao 1 spektrofotometar BUCK Scientific 105 UV-VIS za
spektrofotometrijska mjerenja. Kvantitativna analiza metala vrSena je uz pomo¢ atomskog

apsorpcionog spektrometra Perkin Elmer PinAAcle 900T.
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3.2. Postupak pripreme biljnog materijala za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz suvog

ploda aronije

Jedan dio svjezih plodova ¢uvan je zamrznut, dok je drugi dio osuSen, usitnjen do odgovarajuce
granulacije i Cuvan na sobnoj temperaturi. Za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz suvog ploda aronije
primijenjene su Cetiri metode ekstrakcije:

1) Maceracija: Za ekstrakciju je koris¢eno 10 grama osusenih i samljevenih plodova, koji su
potopljeni u 200 mL etanola (96,4%) i ostavljeni da stoje pet dana na sobnoj temperaturi.
Uzorak je ¢uvan u zatvorenoj posudi, zasti¢en od svjetlosti, uz povremeno mijesanje jednom
do dva puta dnevno. Nakon zavrSetka procesa, smjesa je filtrirana, a dobijeni ekstrakt
koncentrisan uklanjanjem rastvaraca i dalje susen do postizanja konstantne mase.

2) Sokslet eksrakcija: Deset grama prethodno pripremljenog biljnog materijala usitnjenog do
odgovarajuc¢e granulacije stavljeno je u ¢auru od filter papira, koja je zatim postavljena u
ekstrakcionu komoru Sokslet aparata. Aparat je povezan sa balonom, koji je sadrzao 200 mL
etanola (96,4%), 1 kondenzatorom. Ekstrakcija je sprovedena na temperaturi kljucanja
rastvaraca, uz pet ciklusa sifoniranja. Nakon zavrSetka procesa, rastvara¢ je uklonjen
uparavanjem, a ekstrakt osuSen do postizanja konstantne mase.

3) Ultrazvu¢na ekstrakcija: 10 g usitnjenog uzorka preliveno je sa 200 mL etanola (96,4%) 1
tretirano u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 30 minuta, pri sobnoj temperaturi i frekvenciji
od 50 Hz. Po zavrSetku ekstrakcije, smjesa je filtrirana, a rastvara¢ uklonjen uparavanjem.
Dobijeni ekstrakt je zatim suSen do konstantne mase.

4) Ekstrakcija viu¢om vodom: Deset grama prethodno osuSenog i samljevenog biljnog materijala
preliveno je sa 200 mL vode zagrijane do kljucanja. Ekstrakcija je sprovedena tako Sto je
smjeSa ostavljena da odstoji 90 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga, ekstrakt je filtriran,
rastvara¢ uklonjen uparavanjem, a preostali ekstrakt susen do konstantne mase.

U tabeli 1 su prikazani prinosi ekstrakata dobijenih iz suvih plodova aronije sa Cetiri lokaliteta:

Berane, Bijelo Polje, Pluzine i Plav.
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Tabela 1. Prinosi ekstrakata (%) suvog ploda aronije sa Cetiri razlicita lokaliteta

Lokalitet
Metode ekstrakcije
Pavino Polje Berane Plav Pluzine
Maceracija 31% 32% 47% 35%
Ekstrakcija vru¢om vodom 41,5% 30,9% 38,7% 38,3%
Ultrazvuéna ekstrakcija 35,7% 36,9% 42.7% 32,2%
Sokslet ekstrakcija 51,7% 65% 63,4% 74,1%

Najveci prinos ekstrakata je dobijen Sokslet ekstrakcijom suvog ploda aronije iz Pluzina (74,1%), dok
je najmanji prinos zabiljezen metodom maceracije, sa najnizom vrijedno$¢u od 31% iz suvog ploda
aronije iz Pavinog Polja. Ekstrakcija vruéom vodom 1 ultrazvucna ekstrakcija pokazuju srednje
vrijednosti prinosa, sa relativno ujedna¢enim rezultatima izmedu lokaliteta. Ovi podaci ukazuju na
znacajan uticaj metode ekstrakcije 1 geografskog porijekla ploda na dobijene prinose, §to je vazno za
optimizaciju procesa dobijanja bioaktivnih supstanci iz aronije. U istrazivanju Medvedova 1 sar.
(2023), Sokslet ekstrakcijom je dobijen najveci prinos, a zatim maceracijom, $to je u saglasnosti sa
prethodnim navodima da metoda ekstrakcije uti¢e na prinos ekstrakta. U studiji D’Alessandro i sar.
(2014), navodi se da ultrazvuk zna¢ajno ubrzava proces ekstrakcije, ali da sam prinos vise zavisi od

temperature 1 izbora rastvaraca.

3.3. Spektrofotometrijska analiza antioksidativnih svojstava i fenolnih jedinjenja u svjeZem

plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije

3.3.1. Kvantifikacija fenola u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima odreden je primjenom kolorimetrijske
metode zasnovane na reakciji sa Folin—Ciocalteu reagensom (slika 5). Folin—Ciocalteu (F-C) test se
obi¢no koristi za mjerenje antioksidativnog kapaciteta 1 zasniva se na procesu u kojem se prenosi
jedan elektron. Pretpostavlja se da fenolna jedinjenja predaju jedan elektron molibdenu u hemijskom
rastvoru reagensa, pri ¢emu se molibden mijenja iz oblika Mo(VI) u Mo(V), §to rezultuje plavim
obojenjem (Everette i sar., 2010). Fenoli su glavne supstance koje doprinose antioksidativnim
svojstvima plodova crne aronije (Catana 1 sar., 2017). Fenolna jedinjenja, poznata i kao polifenoli,
¢ine jednu od najzastupljenijih grupa prirodnih materija biljnog porijekla, sa vise od 8000

identifikovanih jedinjenja. Tokom poslednjih decenija izazvala su veliko interesovanje kako naucnika,
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tako 1 potroSaca, zahvaljuju¢i svojim snaznim antioksidativnim svojstvima i povoljnim efektima na
zdravlje. Blagotvorni efekti polifenola na zdravlje ostvaruju se kroz vise razli¢itih mehanizama. Oni
djeluju tako $to neutraliSu slobodne radikale, $tite i obnavljaju druge antioksidanse prisutne u ishrani,
poput vitamina E, kao i vezivanjem (heliranjem) metala koji mogu podsta¢i oksidativne procese
(Simi¢, 2018).

Za odredivanje ukupne koncentracije fenolnih jedinjenja izradena je kalibraciona kriva na osnovu
standardnih rastvora galne kiseline u koncentracionom opsegu od 2,5 mg/L do 40 mg/L, dok je
apsorbancija mjerena na talasnoj duzini od 740 nm. Na osnovu dobijenih vrijednosti konstruisana je

kalibraciona prava koja je prikazana na slici 6.

Slika 5. Plava boja u sudovima kao rezultat odredivanja ukupnog sadrZaja fenola koris¢enjem Folin-

Ciokalteu (FC) reagensa (Foto: Blagojevi¢ Sanja)
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Slika 6. Kalibraciona kriva za odredivanje ukupnih fenola

Kalibraciona kriva dobijena za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola pokazala je visoku linearnost u
posmatranom koncentracionom opsegu, sa koeficijentom determinacije R?=0,9979. Linearna
regresiona jednacina kojom je izrazena zavisnost apsorbancije od koncentracije galne kiseline je:
y=0,0011x+1,0087. Ova jednacina je koriS¢ena za izraCunavanje koncentracije fenolnih jedinjenja u
ispitivanim uzorcima, a rezultati su izraZzeni kao mg GAE/100 g svjeZeg biljnog materijala/suvog

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

3.3.2. Kvantitativna analiza ukupnih flavonoida u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog

ploda aronije

Flavonoidi ¢ine najbrojniju podgrupu biljnih polifenolnih jedinjenja. To su vodorastvorljivi biljni
pigmenti koji su prisutni pretezno u ¢elijskom soku, odnosno vakuolama ¢elija i epidermisu. U biljci
imaju znacajnu zastitnu ulogu, djeluju kao antioksidanti i Stite biljku od patogenih mikroorganizama
1 Stetnog UV zracenja. Kada je rije¢ o aroniji, medu najzastupljenijim flavonoidima identifikovani su
glikozidi kvercetina (Beecher, 2003; Kokotkiewiczi sr. 2010).

Za odredivanje sadrzaja flavonoida primijenjena je metoda navedena u Evropskoj farmakopeji (Ph.
Eur. 9.0) (Council of Europe, 2016), uz odredene modifikacije prema radovima Brasanac-Vukanovi¢
1 saradnika (2018) 1 Blagolevi¢ i sar. (2023). Analiza je sprovedena spektrofotometrijski, koristeci

aluminijum-hlorid kao reagens. U ispitivanje su ukljuceni svjezi plodovi, biljni ekstrakti, 5% rastvor
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natrijum-nitrita (NaNOz), 1% rastvor aluminijum-hlorida (AICls) 1 1 mol/L rastvor natrijum-
hidroksida (NaOH). Apsorbancija uzoraka je mjerena na talasnoj duzini od 415 nm. Za potrebe
kvantifikacije koriS¢ena je kalibraciona kriva (slika 7) dobijena iz serije standardnih rastvora
kvercetina, sa koeficijentom determinacije R?=0,999, a rezulati su izrazeni u miligramima ekvivalenta
kvercetina na 100 grama svjezeg biljnog materijala/suvog ekstrakta (mg Qc/100 g + standardna
devijacija). Jednacina y=0,0198x+0,2013 je koriS¢ena za izraCunavanje flavonoida u ispitivanim

uzorcima.
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Slika 7. Kalibraciona kriva za kvantifikaciju ukupnih flavonoida

3.3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje antocijana u svjezem plodu aronije i ekstraktima suvog

ploda aronije

Antocijani su pigmenti koji biljkama daju plavu, crvenu ili ljubicastu boju, a naj¢esce se nalaze u
cvjetovima, plodovima i krtolama. Njihova boja zavisi od pH sredine — u kiselim uslovima prisutna
je crvena boja (slika 8), dok u baznim uslovima dominira plava nijansa. lako se svrstavaju u
flavonoide, antocijani se razlikuju po prisustvu pozitivnog naelektrisanja na atomu kiseonika u C-
prstenu osnovne flavonoidne strukture, zbog ¢ega se nazivaju i flavilijum jon (2-fenilchromenilijum
jon). Njihova stabilnost zavisi od viSe faktora, ukljucuju¢i pH vrijednost, prisustvo svjetlosti,
temperaturu 1 strukturne karakteristike. Na slici 9, prikazana je osnovna molekulska struktura

antocijana (Khoo i sar., 2017).
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Slika 8. Crveno obojenje kao rezultat pristustva antocijana u kiseloj pH sredini (Foto: Blagojevi¢

Sanja)

Slika 9. Ilustracija osnovne strukture antocijaninskog molekula (Khoo i sar., 2017)

Antocijanini predstavljaju drugu najzastupljeniju grupu fenolnih jedinjenja u plodu crne aronije. U
plodu je identifikovana smjeSa glikozida -cijanidina, ukljucuju¢i 3-galaktozid, 3-glukozid,
3-arabinozid i 3-ksilozid, pri ¢emu se cijanidin-3-O-galaktozid isti¢e kao dominantna komponenta.
Do sada je identifikovano vise od 500 razli¢itih antocijaninskih jedinjenja (Zafra-Stone i sar., 2007,

Zhang 1 sar. 2021).

30



U ovom master radu, ukupan sadrzaj antocijana odreden je metodom opisanom u Evropskoj
farmakopeji Ph. Eur. 9.0, prema radu Brasanac i sar. (2018). Apsorbancija uzorka je snimljena na

talasnoj duzini od 528 nm. Sadrzaj antocijana izrazen je kao procenat cijanidin-3-O-glukozid hlorida.

3.3.4. Spektrofotometrijsko odredivanje tanina u svjezem plodu aronije i1 ekstraktima suvog ploda

aronije

U plodu crne aronije prisutne su i druge fenolne supstance, kao §to su tanini. Ova jedinjenja su
karakteristi¢na za biljni svijet 1 javljaju se 1 kod drugih sorti aronije. S obzirom na njihovu funkciju,
svrstavaju se u grupu sekundarnih metabolita biljaka (Zhang i sar., 2021). Strukturno pripadaju grupi
fenilpropanoida i Cesto se javljaju u obliku kondenzovanih polimera razli¢itih duzina. Do danas je
identifikovano i opisano viSe od 8000 taninskih jedinjenja. Ova jedinjenja su nestabilna i podlozna
hemijskim promjenama koje nastaju usljed oste¢enja biljnih ¢elija, narocito tokom tehnoloske obrade
biljnih sirovina (Bernjak i Kristil, 2021).

Tanini su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu, pri ¢emu su posebno zastupljeni u korijenu, stablu,
kori, listovima, pupoljcima i sjemenkama. U tim dijelovima mogu ¢initi 1 do 5-10% suve mase
vaskularnih biljaka (Barbehenn i Constabel, 2011). U ljudskoj ishrani, tanini su odgovorni za opor i
gorak ukus odredenih namirnica, ali istovremeno mogu doprinijeti zdravlju zahvaljujuéi svojim
antioksidativnim 1 zaStitnim svojstvima (Lamy 1 sar., 2016).

Koli¢ina tanina u ovom radu, odredena je prema metodi opisanoj u Evropskoj farmakopeji 9.0 (Ph.
Eur. 9.0). Princip metode zasniva se na reakciji ispitivanih uzoraka sa fosfomolibdovolframovim
reagensom u alkalnoj sredini, pri ¢emu dolazi do formiranja obojenih kompleksa. Nakon toga, uzorci
se tretiraju koZnim prahom koji adsorbuje taninska jedinjenja. Spektrofotometrijska mjerenja izvrSena
su pomo¢u UV-VIS spektrofotometra, na talasnoj duzini od 760 nm, a rezultati su izrazeni u

procentima.

3.3.5. Metode za procjenu antioksidativnog potencijala (DPPH i FRAP) u svjezem plodu aronije i

ekstraktima suvog ploda aronije

Antioksidativna aktivnost se definiSe kao sposobnost pojedinacnih jedinjenja ili njihovih mjeSavina
da uspore ili sprijece oksidaciju razli¢itih biomolekula, ¢ime se smanjuje Stetno djelovanje slobodnih

radikala. Aronia melanocarpa se poslednjih godina istice kao izuzetno bogat izvor prirodnih
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antioksidanata. Antioksidativna aktivnost ekstrakta aronije moze se procijeniti pomocu razliitih in
vitro metoda. Najces¢e koriS¢ene su metode zasnovane na sposobnosti neutralisanja slobodnih
radikala, kao Sto je DPPH test, koji koristi stabilni radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, kao i FRAP
metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power), koja se zasniva na redukciji kompleksa 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) sa gvozde(Ill)-hlorid hekshidratom (FeCls-6H20) (Sochor i sar., 2010).

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilan slobodni radikal koji ima karakteristicnu ljubicastu
boju zbog intenzivne apsorbancije u UV-VIS spektru. Ova metoda mjeri sposobnost antioksidanata
da doniraju atom vodonika ili elektrone i na taj naCin neutraliSu DPPH radikal (slika 10). Kada
antioksidant reaguje sa DPPH radikalom, dolazi do smanjenja njegove boje, Sto se moze pratiti

smanjenjem apsorbancije na talasnoj duzini od oko 517 nm (slika 11) (Parejo i sar., 2000).
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DPPH: radikal (ljubicast) stabilan DPPH-H (zut)

Slika 10. Mehanizam neutralizacije DPPH radikala putem reakcije sa antioksdantom (Parejo 1 sar.,

2000)

Slika 11. Vizuelna promjena DPPH rastvora usled reakcije sa antioksidantom i UV/VIS

spektrofotometar (Foto: Blagojevi¢ Sanja)
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Rezultati dobijeni DPPH metodom izraZeni su kao ICso vrijednosti, koje oznacavaju koncentraciju
uzorka potrebnu da se eliminiSe 50% prisutnih DPPH" radikala. Na osnovu ovih vrijednosti moZze se
procijeniti antioksidativna aktivnost ispitivanog ekstrakta — niza ICso vrijednost ukazuje na veéu
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (Pavlovi¢, 2012).

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power) zasniva se na redukciji kompleksa
2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) sa gvozde(Ill)-hlorid hekshidratom (FeCls-6H20). Ovi
kompleksi su u pocetku gotovo bezbojni ili blago braon boje. Kada antioksidanti prisutni u uzorku
redukuju Fe** jon u Fe** jon, dolazi do formiranja plavih kompleksa (slika 12), ¢ija intenzivna boja
moze da se mjeri spektrofotometrijski (Jerkovi¢ 1 Marijanovi¢, 2010).

Tokom FRAP testa, u 100 pl ekstrakta (ili rastvora svjezeg biljnog materijala) dodaje se 3000 ul FRAP
reagensa. Nakon inkubacije u trajanju od 5 minuta, mjeri se apsorbancija pri talasnoj duzini od 593
nm, a kao slijepa proba koristi se mjeSavina rastvaraca u kojem je ekstrakt rastvoren i FRAP reagensa.

Ukupni antioksidativni kapacitet uzorka odreduje se pomocu kalibracione krive (Pavlovi¢, 2012).

Slika 12. Formiranje plave boje usljed reakcije antioksidanata sa FRAP reagensom, $to ukazuje na

redukciju Fe** jona i prisustvo antioksidativne aktivnosti (Foto: Blagojevi¢ Sanja)
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda

aronije

U ovom istrazivanju odredivan je sadrzaj ukupnih fenola u svjeZem plodu aronije, kao i u ekstraktima
dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije iz suvog ploda aronije: ultrazvuc¢nom ekstrakcijom,
ekstrakcijom vru¢om vodom, maceracijom i Sokslet ekstrakcijom. Rezultati su izrazeni kao miligrami
galne kiseline na 100 grama svjezeg ploda, odnosno na 100 grama suvog ekstrakta. Sva mjerenja su
sprovedena deset puta, a vrijednosti su prikazane kao aritmeticke sredine sa odgovaraju¢om

standardnom devijacijom. Rezultati su prikazani na grafikonima 11 2.
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Grafikon 1. Sadrzaj ukupnih fenola u svjezem plodu aronije sa lokacija: Pluzine, Pavino Polje,

Berane 1 Plav (mg GAE/100 g)

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafikon 1), uoCene su znacajne razlike u sadrzaju ukupnih fenola
medu analiziranim uzorcima svjezeg ploda aronije. Najveci sadrzaj ukupnih fenola zabiljezen je u
uzorku svjezeg ploda iz Pluzina (2055,17+£36,28 mg GAE/100 g), dok su znatno nize vrijednosti

registrovane u uzorcima svjezeg ploda iz Berana, zatim Pavinog Polja, dok je najmanji sadrzaj bio u
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uzorku sa lokaliteta Plava (418,82+9,09 mg GAE/100 g; 247,728+8,63 mg GAE/100 g; 100,63+6,93
mg GAE/100 g).

Visoke vrijednosti dobijene iz uzorka iz Pluzina, ukazuju na to da odredeni dio ploda sadrzi visoko
koncentrisane fenolne komponente, Sto moze biti povezano sa strukturom tkiva, prisustvom pokozice
1 lokalizacijom bioaktivnih jedinjenja, §to je vjerovatno povezano sa geografskim porijeklom,
klimatskim faktorima, sastavom zemljiSta. Nize vrijednosti u ostalim uzorcima mogu biti rezultat
manje koncentracije fenola u tim dijelovima ploda ili njihove razlicite raspodjele u biljnom tkivu, Sto
je takode povezano sa geografskim porijeklom, klimatskim faktorima i1 sastavom zemljista.

Prema istrazivanju Denev i sar. (2018), vrijednosti ukupnih fenola varirale su izmedu 1022 mg
GAE/100 g svjezeg ploda i 1795 mg GAE/100 g svjezeg ploda aronije, Sto je priblizno vrijednosti
koja je dobijena za uzorak iz Pluzina. Ove vrijednosti su u skladu sa podacima iz drugih istrazivanja
(Kulling 1 sar. 2008), u kojima se navodi da ukupni fenoli u svezim bobicastim plodovima aronije
mogu dosti¢i raspon od 690 do 2556 mg GAE/100 g svjezeg ploda. U jednom istraZivanju koje je
obuhvatilo pet razli¢itih sorti aronije (Gerasimov i sar., 2023), ukupni sadrzaj polifenola varirao je u
rasponu od 747,2 do 1667,8 mg GAE/100 g svjezeg ploda, u zavisnosti od kulture. Prema istom radu,
ranije objavljeni rezultati ukazuju na jos Siri raspon od 603 do 2377,1 mg GAE/100 g svjeZeg uzorka,
Sto potvrduje izrazenu varijabilnost izmedu razli¢itih genotipova, kao i uticaj faktora poput klimatskih
uslova, mjesta uzgoja, primenjene metode ekstrakcije 1 analitiCkog postupka. U poredenju sa ovim

rezultatima, u ovom master radu su dobijene nesto nize vrijednosti.
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Grafikon 2. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima suvog ploda aronije sa lokacija: Pluzine, Pavino

Polje, Berane i Plav (mg GAE/100 g)

Na grafikonu 2 su prikazani rezultati sadrZaja ukupnih fenola u ekstraktima suvog ploda aronije
dobijenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom (UZ), ekstrakcijom vru¢om vodom, maceracijom i Sokslet
ekstrakcijom. Najveéi sadrzaj ukupnih fenola je zabiljezen u uzorcima dobijenim ultrazvu¢om
metodom u uzorku iz Pluzina, zatim slijede uzorci iz Berana, Plava i Pavinog Polja (2056,99+7,94
mg GAE/100 g; 2002,13+8,94 mg GAE/100 g; 1888,74+14,91 mg GAE/100 g; 1599,28+11,66 mg
GAE/100 g). Kod ekstrakata dobijenih ekstrakcijom vru¢om vodom (infuz), najveci sadrzaj fenola
uocen je u uzorku iz Plava, dok je u uzorcima iz Berana, Pavinog Polja i Pluzina taj sadrZaj neSto niZi
(1371,33£15,23 mg GAE/100 g; 1063,29+17,16 mg GAE/100 g; 908,65+21,27 mg GAE/100 g;
639,72+ 22,36 mg GAE/100 g). Ekstrakti dobijeni maceracijom pokazali su relativno visoke
vrijednosti (Pluzine -1562,68+176,10 mg GAE/100 g; Berane - 1377,69+60,80 mg GAE/100 g;
Pavino Polje - 875,88+21,72 mg GAE/100 g; Plav - 569,19+23,89 mg GAE/100 g), dok su kod
ekstrakta dobijenih Sokslet ekstrakcijom zabiljeZeni najnizi rezultati (Pluzine - 645,87+34,59 mg
GAE/100 g; Pavino Polje - 228,5+3,69 mg GAE/100 g; Berane - 94,09+5,05 mg GAE/100 g; Plav -
86,56+6,21 mg GAE/100 g).

U poredenju sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju kada je rije¢ o maceraciji, u literaturi su

navedene vise vrijednosti. Tako u istraZivanju (Cujié i sar., 2016), dobijeni ekstrakt aronije sadrzao je
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22,83 mg GAE/g suve mase ukupnih fenolnih jedinjenja Sto je znacajno veca vrijednost u poredenju
sa uzorcima iz Plava i Pavinog Polja. Najbliza vrednost u ovom istrazivanju vrijednosti iz literature
zabiljezena je kod uzorka iz Pluzina (1562,68 mg GAE/100 g suvog ekstrakta). Prema istrazivanju
Medvedeva 1 saradnika (2023), primjenom Sokslet ekstrakcije uz 96% etanol, sadrzaj ukupnih fenola
iznosio je 46,4+1,4 GAE/g suve mase. U poredenju sa rezultatima dobijenim u ovom radu, jasno je
uocljivo da su izmjerene koncentracije znacajno nize. Prema radu Vazquez-Espinosa i sar. (2019),
primjenom ultrazvu¢ne ekstrakcije dobijena je koncentracija ukupnih fenola od 38,057 mg GAE/g.

Ove vrijednosti su priblizne vrijednostima koje su dobijene u ovom master radu.

4.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije

Na osnovu prikazanog dijagrama (Grafikon 3) sadrzaj flavonoida u svjeZem plodu aronije znacajno
varira u zavisnosti od lokacije sakupljanja. NajnizZe vrijednosti zabiljezene su u uzorku iz Pluzina, gdje
je sadrzaj flavonoida iznosio oko 109,28+6,71 mg Qc/100 g. Uzorak iz Pavinog Polja imao je visi
sadrzaj flavonoida, priblizno 193,85+10,09 mg Qc/100 g, dok je u uzorku iz Berana odredena
vrijednost od oko 219,408+9,57mg Qc/100 g. Najvisi sadrzaj flavonoida odredena je u uzorku iz Plava
266,65+9,60 mg Qc/100 g.
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Grafikon 3. Sadrzaj ukupnih flavonoida u svjeZem plodu aronije sa lokacija: Pluzine, Pavino Polje,

Berane i1 Plav (mg Qc/100g)
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Prema istrazivanju Najda i sar (2013), sadrzaj flavonoida u svjezem plodu aronije iznosi oko 18,31 mg
QE/100 g svjeze mase. U drugom istrazivanju, prijavljena je vrijednost od 13,16 = 0,15 mg Qc/100g
(Vinogradova 1 sar., 2020). Takode, Rugina i sar. (2012) su naveli da sadrzaj flavonoida kod dvije
sorte aronije iznosi 64,04+5.4 1 60,0£4,6 mg QE/100g. U poredenju sa ovim rezultatima, u
istrazivanju u ovom master radu su zabiljeZene znatno veée koncentracije flavonoida u svjezem plodu
aronije, u rasponu od 109,28+6,71 do 266,65+9,60 mg Qc/100 g (Grafikon 3). Nasuprot tome, u radu
Saracila i sar. (2024), sadrzaj flavonoida u svjezem plodu aronije iznosio je 523 mg QE/100 g, $to je
visa vrijednost u odnosu na rezultate ovog istrazivanja.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da ekoloski uslovi karakteristicni za svaku lokaciju mogu imati
znaCajan uticaj na akumulaciju flavonoida u plodu aronije. Faktori poput nadmorske visine,
mikroklimatskih uslova, tipa zemljiSta i intenziteta suncevog zraCenja potencijalno doprinose

razlikama u sadrzaju ovih bioaktivnih jedinjenja (Dobros i sar., 2024; Toli¢ 1 sar., 2017).
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Grafikon 4. SadrZaj ukupnih flavonoida u ekstraktima suvog ploda aronije sa lokacija: PluZine,

Pavino Polje, Berane i Plav (mg Qc/100g)

Prema grafikonu 4, koji prikazuje sadrzaj flavonoida u ekstraktima aronije koji su dobijeni
ultrazvuénom ekstrakcijom (UZ), ekstrakcijom vru¢om vodom (infuz), maceracijom i Sokslet
ekstrakcijom, uocavaju se znacajne razlike u zavisnosti od primijenjene metode ekstrakcije, kao 1 od
lokacije sakupljanja biljke. Kod ultrazvucne ekstrakcije, u uzorku iz Berana naden je najvisi sadrzaj
flavonoida (1956,8+8,93 mg Qc/100 g), dok su vrijednosti za uzorke iz Pluzina (297,3+23,07 mg

Qc/100 g), Pavinog Polja (66,75+8,85 mg Qc/100 g) i Plava (35,85+8,93 mg Qc/100 g) bile znatno
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nize. Ovakav rezultat ukazuje na znacajan uticaj lokalnih faktora, ali 1 mogucih razlika u stepenu
efikasnosti ekstrakcije flavonoida ultrazvukom.

Kod ekstrakata dobijenih ekstrakcijom vru¢om vodom, najvisi sadrzaj flavonoida utvrden je u uzorku
iz Pluzina (4186,2+13,15 mg Qc/100 g), dok su visoke vrijednosti takode, zabiljeZzene za uzorke iz
Plava (3479,78+10,21 mg Qc/100 g), Berana (2651,75+5,82 mg Qc/100 g) i1 Pavinog Polja
(2351,3+£32,56 mg Qc/100 g). Ovi rezultati ukazuju na to da ekstrakcija vruéom vodom predstavlja
veoma efikasanu metodu za ekstrakciju flavonoida iz suvog ploda aronije. U slucaju maceracije,
najvisi sadrzaj flavonoida zabiljezen je u uzorku iz Berana (2466,35+12,42 mg Qc/100 g), vrlo blizu
su vrednosti za uzorak iz Pluzina (2438,03£11,08 mg Qc/100 g), dok su uzorci iz Plava
(1623,95+14,79 mg Qc/100 g) i Pavinog Polja (1083,8+£14,75 mg Qc/100 g) pokazali nesto nize
vrijednosti. Ovi rezultati pokazuju da maceracija moze biti vrlo efikasan metod ekstrakcije, ali sa
ve¢im varijacijama u zavisnosti od lokacije. Kod Sokslet ekstrakcije, najvisi sadrzaj flavonoida
utvrden je u uzorku iz Plava (1524,95£8,19 mg Qc/100 g), zatim Pluzina (1467,949,13 mg Qc/100
g), Pavinog Polja (1188,4+12,15 mg Qc/100 g), dok je najniza vrednost registrovana u uzorku iz
Berana (619,7+11,37 mg Qc/100 g).

Analiza podataka prikazanih na grafikonima pokazuje da na sadrzaj flavonoida u ekstraktima aronije
uticu kako metoda ekstrakcije, tako 1 geografsko porijeklo uzoraka. Ekstrakcija vruéom vodom i
maceracija pokazale su se kao posebno efikasne metode za izdvajanje flavonoida, dok je ultrazvu¢na
ekstrakcija dala veoma promjenljive rezultate. Najvisi pojedinacni sadrzaj flavonoida zabiljezen je u
ekstraktu vruéom vodom uzorka iz Pluzina, dok je najniZi sadrzaj dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom
uzorka iz Plava. Ovi podaci ukazuju na potrebu pazljivog izbora metode ekstrakcije u zavisnosti od
ciljanih bioaktivnih komponenti 1 svojstava sirovine. Takode su u skladu sa prethodnim istraZivanjima
koja pokazuju da metoda ekstrakcije 1 geografsko porijeklo znacajno uticu na sadrzaj flavonoida u

biljnim ekstraktima (Dai i Mumper, 2010; Toli¢ i sar., 2015; Vazquez-Espinosa i sar., 2015).

4.3. Sadrzaj ukupnih antocijana u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije

Na grafikonu 5 prikazan je sadrzaj ukupnih antocijana (%) u svjezim plodovima aronije sa Cetiri
razliita lokaliteta: Pluzine, Pavino Polje, Berane 1 Plav. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost
deset mjerenja + standardna devijacija. Uocava se da uzorak iz Berana pokazuje najvisi procenat
ukupnih antocijana (0,501+0,087%), dok je najniza vrijednost registrovana u uzorku iz Pavinog Polja

(0,236+0,052%). U uzorcima iz Pluzina i Plava nadene su vrijednosti: 0,489+0,056% 1 0,325+0,069%,
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respektivno. Dobijeni rezultati mogu se objasniti vremenskim uslovima berbe, s obzirom na to da,
prema Gralec i sar. (2019), sadrzaj antocijana u plodu aronije zavisi od vremenskih uslova. Ovi autori
navode da je visi sadrzaj ovih jedinjenja zabiljezen u godinama sa toplim i suvim ljetom, dok su nize
vrijdnosti dobijene u hladnijim i vlaznijim sezonama. King i Bolling (2020) navode da se sadrZaj
ukupnih antocijana u plodu aronije krece od 0,85% do 1,22%, dok su Trenka 1 saradnici (2020) za
svjeze plodove utvrdili vrijednosti izmedu 0,93% i 1,29%, §to su veée vrijednosti od dobijenih u ovom

istrazivanju.
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Grafikon 5. SadrZaj ukupnih antocijana u svjezem plodu aronije sa lokacija: Pluzine, Pavino Polje,

Berane i Plav (%)
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Grafikon 6. Sadrzaj ukupnih antocijana u ekstraktima suvog ploda aronije sa lokacija: Pluzine,

Pavino Polje, Berane i Plav

Analiza sadrzaja ukupnih antocijana u ekstraktima suvog ploda aronije, dobijenim razli¢itim
metodama ekstrakcije, pokazuje izraZene razlike koje zavise kako od primijenjene metode ekstrakcije,
tako 1 od lokaliteta sakupljanja uzoraka (Grafikon 6). Kod ultrazvuc¢ne ekstrakcije, najvisi sadrzaj
antocijana zabiljeZen je u uzorku iz Berana (2,476+0,061%), dok su nesto nizZe vrijednosti registrovane
za uzorke iz Pluzina (1,683+0,027%), Plava (0,699+0,035%) i1 Pavinog Polja (0,579+0,019%). Ovi
rezultati ukazuju na visoku efikasnost ultrazvuka u ekstrakciji antocijana, posebno iz uzoraka sa
lokaliteta bogatih ovim jedinjenjima. Kori§¢enjem ekstrakcije viu¢om vodom dobijene su znatno nize
koncentracije antocijana. Uzorak iz Pavinog Polja imao je najmanju vrijednost (0,135+0,055%), dok
su visi sadrzaji utvrdeni za uzorke iz Berana (0,729+0,066%), Pluzina (0,339+0,071%) i Plava
(0,230£0,072%). Ovo ukazuje na ogranicenu sposobnost vru¢e vode da ekstrahuje antocijane iz
biljnog materijala. Rezultati maceracije ukazuju na bolju ekstrakcionu mo¢ u poredenju sa vru¢om
vodom. Najvisi sadrzaj antocijana dobijen je iz uzorka iz Berana (2,192+0,166%), dok su nize
vrijednosti registrovane kod uzoraka iz Pluzina (0,786+0,051%), Pavinog Polja (0,527+0,081%) i
Plava (0,332+0,042%). Kod Sokslet ekstrakcije, vrijednosti su bile umjerene. Uzorak iz Pluzina
pokazao je najvecu vrijednost (0,562+0,102%), dok su neSto niZi sadrzaji utvrdeni za uzorke iz Berana
(0,457+0,095%), Plava (0,374+0,091%) i Pavinog Polja (0,281+£0,110%). U istrazivanju Banach i sar.
(2020), se navodi da se sadrzaj antocijana u ekstraktima aronije kretao od 0,61%-1,02%, Sto se
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podudara sa vrijednostima dobijenim u ovom master radu. Pljevljakusi¢ (2016), primjenom
optimizovane metode maceracije osuSenog ploda Aronia melanocarpa navodi vrijednost od 0,27%
kao ukupni sadrzaj antocijana u ekstraktu, $to je nesto niza vrijednost od vrijednosti dobijene za Plav

(macerat).

4.4. Sadrzaj ukupnih tanina u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije

Kvantitativna analiza ukupnih tanina u svjezem plodu aronije sa Cetiri lokaliteta ukazuje na umjerene
razlike u sadrzaju ovih jedinjenja, $to je prikazano na grafikonu 7. Najvisa vrijednost zabiljezena je
kod uzorka iz Pavinog Polja, gdje je sadrzaj ukupnih tanina iznosio 1,146+0,065%. Sli¢na vrijednost
registrovana je i u uzorku iz Plava (1,037+0,117%). Ovi rezultati ukazuju da plodovi sa ovih lokaliteta
posjeduju izraZeniji potencijal u pogledu sadrzaja ovih bioaktivnih jedinjenja. Uzorak iz Berana
pokazao je neSto nizi sadrzaj tanina (0,860+0,066%), dok je najniza vrijednost registrovana kod
uzorka iz Pluzina (0,409+0,048%). Ovakve razlike mogu biti posljedica agroekoloskih faktora ali i
nadmorske visine, klimatskih uslova, tipa zemljiSta i zrelosti ploda u trenutku berbe. U radu
Wangensteen 1 sar. (2014), navodi se sadrZaj tanina do 4,79% svjeze mase, §to je veca vrijednost od
vrijednosti u ovom istrazivanju. Mladin 1 sar. (2012) u svom radu istiu sli¢ne vrijednosti sadrzaja
tanina u aroniji 0,610%-0,990%, Sto potvrduje uporedivost 1 pouzdanost rezultata dobijenih u ovom

istraZivanju.
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Grafikon 7. Sadrzaj ukupnih tanina u svjezem plodu aronije sa lokacija: Pluzine, Pavino Polje,

Berane i Plav (%)

Na osnovu podataka navedenih na grafikonu 8, kod ultrazvu¢ne ekstrakcije, najvisi sadrZaj tanina
zabiljezen je u uzorku iz Berana (2,456+0,046%), dok su nesto nize vrijednosti utvrdene za uzorke iz
Pluzina (1,763+0,238%), Pavinog Polja (1,096+0,105%) i Plava (0,734+0,144%). Ovi rezultati
potvrduju efikasnost ultrazvuka u ekstrakciji taninskih jedinjenja, narocito iz uzoraka bogatijih
polifenolima. Za razliku od prethodnih metoda ekstrakcije antocijana, ekstrakcija vruéom vodom je
dala znacajno vise vrijednosti ukupnih tanina, pri ¢emu se posebno istice uzorak iz Plava
(12,011£0,948%), a zatim slijede uzorci iz Pluzina (10,284+0,790%), Pavinog Polja (9,12140,855%)
1 Berana (7,895+1,211%). Visoke vrijednosti tanina kod ekstrakcije viu¢om vodom mogu se objasniti
duzim kontaktom biljnih materijala sa vru¢om vodom, $to pogoduje ekstrakciji hidrofilnih jedinjenja
poput tanina. Rezultati analize ekstrakata dobijenih maceracijom pokazali su ujednacenije i znatno
nize vrijednosti u poredenju sa infuzom. Najvisi sadrzaj tanina u ovoj grupi zabiljezen je kod macerata
dobijenog iz suvih plodova aronije iz Pluzina (1,298+0,498%) 1 Plava (1,292+0,311%), dok su uzorci
iz Berana (0,822+0,238%) i Pavinog Polja (0,805+0,111%) imali sli¢ne, ali niZze vrijednosti. Ovi
rezultati, koji su prikazani na grafikonu 8, ukazuju da je maceracija manje efikasna u oslobadanju
tanina iz biljne matrice. Kod Sokslet ekstrakcije, svi uzorci pokazali su relativno ujednacen i stabilan
sadrzaj tanina. NajviSa vrijednost registrovana je u uzorku iz Pluzina (1,831+0,631%), zatim Berana
(1,793+0,334%), Pavinog Polja (1,486+0,573%) i1 Plava (1,254+0,383%). Ova metoda pokazuje
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zadovoljavaju¢u efikasnost, uz manja odstupanja medu lokalitetima. Kada je rije¢ o ekstraktima,
istrazivanje Shi i saradnika (2024) navodi da je sadrzaj tanina 3,32%, $to je najpribliznija vrijednost
uzorku iz Berana koji je dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom. U radu Andresona i sar. (2023), ekstrakti
su sadrzali oko 12% tanina, $to je u skladu sa vrijednoS¢u koja je dobijena za ekstrakt dobijen

ekstrakcijom vru¢om vodom, Sto potvrduje efikasnost vodene ekstrakcije.
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Grafikon 8. SadrZaj ukupnih tanina u ekstraktima suvog ploda aronije sa lokacija: PluZine, Pavino

Polje, Berane i Plav (%)

4.5. Antioksidativna aktivnost svjezeg ploda i ekstrakata suvog ploda aronije (DPPH i
FRAP metode)

1) DPPH metoda

Na osnovu prikazanih rezultata na grafikonu 9, jasno se uoc¢avaju razlike u antioksidativnoj aktivnosti
medu ispitivanim uzorcima svjezeg ploda aronije. Najnizu ICso vrijednost pokazao je uzorak oznacen
kao PZ (0,137+0,0001 pg/mL), §to ukazuje na najvi$u antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
ostalim analiziranim uzorcima. Slijede uzorci iz Pavinog polja - PP (0,1824+0,00015 pg/mL) i Plava -

PL (0,32940,00098 ng/mL), dok je najmanju antioksidativnu aktivnost pokazao uzorak iz Berana -

44



BA sa najviSom ICso vrednoSc¢u (0,418+0,00012 pg/mL). Niske standardne devijacije ukazuju na
visoku preciznost mjerenja. Uocen trend sugeriSe da razlicite frakcije i komponente unutar svjezeg
ploda znacajno variraju u svom kapacitetu neutralizacije slobodnih radikala, Sto moze biti posljedica
razlika u sadrzaju i strukturi fenolnih jedinjenja prisutnih u tim uzorcima. Rezultati potvrduju da je
uzorak iz Pluzina potencijalno najbogatiji antioksidativnim komponentama, §to ga ¢ini znacajnim za

dalje fitohemijske i1 farmakoloske analize.
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Grafikon 9. Antioksidativna aktivnost (DPPH) svjezeg ploda aronije sa Cetiri lokacije: Pluzine,

Pavino Polje, Berane 1 Plav

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti, ekstrakata suvog ploda aronije, DPPH metodom
prikazani su na grafikonu 10, a izraZeni su kao ICso vrijednosti (ug/mL) — koncentracija uzorka
potrebna da neutraliSe 50% DPPH radikala. Niza 1Cso vrijednost ukazuje na jacu antioksidativnu
aktivnost uzorka. Najnizu ICso vrijednost, a time i1 najjacu antioksidativnu aktivnost, pokazao je
ekstrakt dobijen maceracijom suvog ploda aronije iz Pluzina (0,0003+0,00001 pg/mL), zatim
ultrazvuéni ekstrakt iz Berana (0,00284+0,00011 pg/mL) 1 Sokslet ekstrakt i1z PluZina
(0,00539 £0,00008 pg/mL). Slicne niske vrijednosti uocene su i1 kod ultrazvucnog ekstrakta i
ekstrakta dobijenog ekstrakcijom vru¢om vodom iz Pluzina (0,00537+0,00012 pg/mL i
0,00475+0,00009 pg/mL), kao i kod Sokslet ekstrakta iz Pavinog Polja (0,00532+0,00013 pg/mL),
Sto ukazuje na izraZzenu antioksidativnu sposobnost uzoraka sa tog lokaliteta, nezavisno od metode
ekstrakcije. S druge strane, najviSe ICso vrijednosti, koje ukazuju na slabiju antioksidativnu aktivnost,

registrovane su kod ultrazvuc¢nog ekstrakta iz Pavinog Polja (0,737+0,01345 pg/mL) i Plava
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(0,6939+0,0017 pg/mL). Medu infuzima, vrijednosti su varirale u rasponu od 0,001777+0,000011
pg/mL (Plav) do 0,0190+0,00048 pg/mL (Pavino Polje), dok su ostali ekstrakti dobijeni Sokslet
metodom pokazali ujednacene ICso vrijednosti: Berane (0,00477+£0,0009 pg/mL), Plav
(0,0121+0,00008 png/mL) 1 Pluzine (0,00539+0,00008 pg/mL). U radu (Kim 1 sar. 2021) u kom su
ispitivani etanolni ekstrakti, DPPH test je pokazao ICso vrijednost od 718,13 pg/mL, a autori Jin i sar.
(2016) navode u studijama da su etanolni ekstrakti aronije imali nize ICso vrijednosti, odnosno 397,50
pg/mL 1129 pg/mL.

Ekstrakt ploda aronije dobijen ultrazvuc¢nom ekstrakcijom u radu d'Alessandro 1 sar. (2012), pokazao
je antioksidativnu aktivnost prema DPPH testu, sa ICso vrijedno$¢u od 0,250 mg/mL. U radu
Milutinovica (2020), ekstrakt dobijen postupkom maceracije imao je vrijednost ICso 0,53%0,02

mg/mL, §to je veéa vrijednost u odnosu na vrijednost dobijenu u ovom radu.
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Grafikon 10. Antioksidativna aktivnost (DPPH) ekstrakata suvog ploda aronije sa Cetiri lokacije:

Pluzine, Pavino Polje, Berane i Plav
2) FRAP metoda

Na grafikonu 11 prikazana je antioksidativna aktivnost svjezeg ploda aronije sa cCetiri razliCite
lokacije, odredena FRAP metodom 1 izrazena u umol Fe*'/g svjezeg ploda. NajviSu vrijednost
pokazuje uzorak iz Pavinog Polja (0,029+0,010 pmol Fe?**/g), Sto ukazuje na najizrazeniji kapacitet

redukcije Fe*" jona. Uz to, umjerena standardna devijacija ukazuje na prihvatljivu konzistentnost
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rezultata. Uzorak iz Plava pokazuje nizu vrijednost (0,011+0,010 pmol Fe?*/g), uz sli¢nu varijabilnost,
dok se za uzorak iz Pluzina biljeze jos nize vrijednosti (0,004+0,008 pmol Fe*"/g), §to takode ukazuje
na slabu antioksidativnu aktivnost, ali i relativno stabilne rezultate unutar uzorka. Najnizu vrijednost
ima uzorak iz Berana (0,002+0,013 umol Fe*/g), uz najvecu standardnu devijaciju medu analiziranim
lokacijama. Ovo moze ukazivati na heterogenost uzorka, razlicit stepen zrelosti plodova ili uticaj
mikroklimatskih faktora. Vrijednosti FRAP kapaciteta iz literature (Rugina i sar. 2012) pokazuju
znatno vece antioksidativne aktivnosti ploda aronije gdje vrijednost doseze 300,2+10,6 pmol Fe**/g.

U poredenju sa rezultatima u ovom master radu za svjeze plodove, ove vrijednosti su znatno vece.
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Grafikon 11. Antioksidativna aktivnost (FRAP) svjezeg ploda aronije sa Cetiri lokacije: Pluzine,

Pavino Polje, Berane i Plav

Antioksidativni kapacitet ekstrakata suvog ploda aronije sa Cetiri razliCita lokaliteta (Pluzine, Pavino
Polje, Berane 1 Plav) procijenjen je metodom FRAP-a (Grafikon 12). Ultrazvucna ekstrakcija (UZ)
pokazala je varijabilne rezultate u zavisnosti od lokaliteta, gdje je u ekstraktu iz PluZina dobijena
vrijednost od 0,919+0,009 umol Fe**/g, dok je iz Pavinog Polja zabiljeZena znacajno niza vrijednost
0d 0,394+0,013 umol Fe**/g. UZ ekstrakti iz Berana (0,693+0,020 umol Fe?*/g) i Plava (0,449+0,008
umol Fe?*/g) pokazuju vrijednost antioksidativnog kapaciteta izmedu vrijednosti antioksidativnog

kapaciteta UZ ekstrakata iz Pluzina i Pavinog polja. Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom vru¢om vodom
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(infuz) generalno su pokazali vece vrijednosti FRAP aktivnosti u poredenju sa ultrazvucnim
ekstraktima, pri ¢emu za ekstrakt iz Pluzina iznosi 1,364+0,028 umol Fe**/g, dok ekstrakt iz Plava
ima najviSu zabelezenu vrednost od 2,068+0,014 umol Fe**/g. Manje varijacije unutar ove grupe
primijecene su na lokalitetima Pavino Polje 1 Berane, sa vrijednostima od 0,649+0,021 umol Fe**/g i
0,813+0,013 pmol Fe*/g, redom. Ekstrakti dobijeni maceracijom imaju najviSe vrijednosti
antioksidativnog kapaciteta, Sto ukazuje na efikasnost ove metode ekstrakcije u o¢uvanju i izdvajaju
fenolnih jedinjenja. Najizrazeniji rezultat zabiljezen je na lokalitetu Pluzine (3,17940,033 pmol
Fe**/g), dok su ekstrakti iz Berana (2,438+0,069 umol Fe*'/g), Plava (1,712+0,022 pumol Fe*'/g) i
Pavinog Polja (1,382+0,037 umol Fe**/g) takode pokazali visok antioksidativni kapacitet. Sokslet
ekstrakti pokazuju umjeren antioksidativni kapacitet sa vrijednostima od 1,699+0,012 umol Fe**/g u
Pluzinama, do 1,078+0,009 umol Fe**/g u ekstraktima iz Pavinog Polja, dok je ekstrakt iz Berana u
sredini sa vrijedno$¢u 1,465+0,015 umol Fe**/g. U radu Najda i Labuda (2013), etanolni ekstrakt
ploda aronije pokazuje FRAP vrijednost od 112,5 pmol Fe**/g ekstrakta, dok Miti¢ i saradnici (2014)
navode znatno visu vrijednost od 612 umol Fe*"/g ekstrakta. Analiza podataka ukazuje da metoda
ekstrakcije ima znacajan uticaj na vrijednosti FRAP antioksidativnog kapaciteta, pri cemu maceracija
pokazuje prednost u ouvanju antioksidativnih jedinjenja u ekstraktima suvog ploda aronije. Takode,
lokalitet prikupljanja materijala uti¢e na nivo aktivnosti, Sto moze biti posljedica razli¢itih uslova
gajenja 1 klimatskih faktora. Ova istrazivanja naglasavaju vaznost optimizacije procesa ekstrakcije i
selekcije sirovinskog materijala za dobijanje ekstrakata sa maksimalnim antioksidativnim
potencijalom, $to je od velikog znacaja za njihovu primjenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji

(Puzovi¢ i sar. 2024; Dobros i sar. 2024).
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Grafikon 12. Antioksidativna aktivnost (FRAP) ekstrakta suvog ploda aronije sa Cetiri lokacije:

PluZine, Pavino Polje, Berane i Plav

4.6. Analiza sadrZaja mikroelemenata u svjeZem plodu aronije i ekstraktima suvog ploda

aronije

U okviru ovog istraZivanja odredivan je sadrZaj mikroelemenata Fe, Zn, Mn 1 Cu primjenom atomske
apsorpcione spektrofotometrije (AAS). Sva mjerenja su izvedena u deset ponavljanja, a dobijeni
rezultati izraZeni su u mikrogramima po gramu uzorka (pg/g). Analize su sprovedene na uzorcima
aronije prikupljenim sa Cetiri razli¢ita podru¢ja Crne Gore. Za svako podrucje pripremljeni su ekstrakti
suvog ploda aronije, koriS¢enjem cetiri metode ekstrakcije: ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija

vru¢om vodom (infuz), macercija i Sokslet ekstrakcija, a dodatno su ispitani i svjeZi plodovi aronije.
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Tabela 2. Srednja vrijednost + standardna devijacija koncentracija ispitivanih elemenata

Uzorak
Floment Fe (ng/g) Zn (ng/g) Mn (ng/g) Cu (ng/g)
Svj. plod PZ 4,61+0,72 2,9340,08 0,84+0,54 2,2140,42
Svj. plod PP 4,58+0,12 3,44+0,10 0,74+0,09 4,33+0,06
Svj. plod BA 5,73+0,09 3,71+0,05 0,49+0,07 2,75+0,02
Svj. plod PL 2,97+0,06 3,46+0,06 0,54+0,06 1,86+2,63
UZ PZ 1,26+0,16 1,73+0,03 2,82+0,14 0,4+0,07
UZ PP 1,42+0,32 1,14+0,04 1,62+0,06 0,04+0,06
UZ BA 1,56+ 0,08 1,57+0,01 1,63+0,06 0,36+0,09
UZ PL 0,8+0,09 3,63+ 0,02 0,87+0,04 1,05+0,05
Infuz PZ 2,5+10,11 5,70+0,04 8,17+0,06 1,30+0,11
Infuz PP 2,97+0,05 4,84+0,03 8,74+0,08 1,04+0,09
Infuz BA 2,610,07 4,80+0,02 5,96+0,07 3,74+0,04
Infuz PL 2,56+0,09 4,32+0,02 3,96+0,07 0,75+0,08
Maceracija PZ 0,42+0,05 1,060,03 0,87+0,02 0,22+0,29
Maceracija PP 0,73+0,09 2,47+0,02 1,38+0,03 0,58+0,07
Maceracija BA 0,74+0,14 0,96+0,01 0,96+0,03 0,28+0,07
Maceracija PL 0,85+0,03 0,81+0,03 0,81+0,04 1,97+1,21
Sokslet PZ 0,25+0,07 0,76+0,03 0,610,02 0,59+0,78
Sokslet PP 0,35+0,10 0,940,003 0,57+0,03 0,07+0,06
Sokslet BA 0,28+0,07 1,420,006 0,63+0,02 0,13+0,02
Sokslet PL 0,35+0,06 1,01+0,02 0,53+0,02 1,42+0,66

Prikazani podaci u tabeli 2 predstavljaju srednje vrijednostitstandardna devijacija koncentracija
ispitivanih elemenata u svjeZem plodu aronije i u ekstraktima suvog ploda aronije u zavisnosti od
metode ekstrakcije 1 podrucja porijekla uzorka.

Analizom sadrzaja mikroelemenata Fe, Zn, Mn 1 Cu u svjeZem plodu aronije 1 njenim ekstraktima,
uoden je zna¢ajan uticaj kako geografskog porijekla uzoraka (Pluzine — PZ, Pavino Polje — PP, Berane
— BA i Plav — PL), tako i metode ekstrakcije, §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima
(Staszowska-Karkut, 2020). Najve¢i sadrzaj gvozda (Fe) zabiljeZzen je u svjeZzem plodu iz Berana
(5,73£0,09 ng/g), sto je nesto niza vrijednost od vrijednosti koju su naveli u istrazivanju Juranovic-
Cindri¢ i sar. (2017), u uzorku sa podrucja Hrvatske (9,3 png/g). Najmanje vrijednosti registrovane su
u Sokslet ekstraktu iz Pluzina (0,25+0,07 pg/g). Cink (Zn) je bio najzastupljeniji u infuzu iz Pluzina
(5,70+£0,04 pg/g), dok je najmanja koncentracija zabiljezena u Sokslet ekstraktu takode iz Pluzina
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(0,76+0,03 pg/g). Sadrzaj mangana (Mn) bio je posebno izrazen u infuzu iz Pluzina (8,17+0,06 pg/g),
$to ukazuje na efikasnost ove metode za ekstrakciju ovog elementa. Sto se tice bakra (Cu), najvisa
koncentracija utvrdena je u svjezem plodu iz Pavinog Polja (4,33+0,06 pg/g), dok su najnize
vrijednosti bile prisutne u ultrazvu¢nom ekstraktu iz Pavinog Polja, kao 1 Sokslet ekstraktu sa istog
podrucja (0,04+0,06). Nize vrijednosti dobijene u Sokslet ekstraktima mogu se pripisati ograni¢enom
sposobnoscu organskih rastvaraca da ekstrahuju neorganske jone, §to potvrduje i istrazivanje Zhang i
sar. (2023). Visok sadrzaj Mn u infuzu iz Pluzina (8,17 pg/g) ukazuje i na metod (infuz) i na mogucu
kiseliju reakciju zemljista, koja prema literaturi Radanovi¢ 1 sar. (2012) povecava unos Mn u plod.
Kada je rije¢ o bakru, njegov sadrzaj u radu Pavlovi¢ i sar. (2015) se kretao u vrijednosti od 0,82+0,01

do 2,11+0,01, Sto se podudara sa vrijednostima ovog master rada.
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5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

5.1. Pearsonova Korelacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja, mikroelemenata
i antioksidativne aktivnosti u uzorcima svjezeg ploda aronije i ekstrakata suvog ploda

aronije

U cilju ispitivanja povezanosti izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i1 antioksidativne aktivnosti,
sprovedena je Pearsonova korelaciona analiza. U tabeli 3 su prikazane vrijednosti koeficijenata
korelacije (r) izmedu ukupnog sadrzaja fenola, flavonoida, antocijana i tanina s jedne strane, i
antioksidativnih aktivnosti mjerenih DPPH i FRAP metodama s druge strane. Analiza je uradena za
ukupno 20 uzoraka aronije, ukljuCujuc¢i svjez plod i ekstrakte dobijene metodama ultrazvucne

ekstrakcije, ekstrakcije vru¢om vodom, maceracije i Sokslet ekstrakcije.

Tabela 3. Koeficijenti korelacije izmedu sadrZaja fenola, flavonoida, antocijana i tanina i

antioksidativne aktivnosti (DPPH i FRAP metode).

Bioaktivna komponenta DPPH FRAP
Fenoli r=0,35 r=0,03
Flavonoidi r=-0,38 r=0,6
Antocijani r=-0,04 r=0,17

Tanini r=-0,20 r=0,14

Dobijeni rezultati ukazuju na razlicite stepene povezanosti ispitivanih parametara. U odnosu na DPPH
aktivnost, uocena je slaba pozitivna korelacija sa ukupnim fenolima (r = 0,35), dok su flavonoidi,
antocijani i tanini pokazali slabu negativnu korelaciju (r = —-0,38; r = —-0,04; r = —-0,20, redom), §to
ukazuje na moguce kompleksne medusobne uticaje jedinjenja prisutnih u ekstraktima na slobodne
radikale. S druge strane, u slu¢aju FRAP metode, najvisu pozitivnu korelaciju pokazali su flavonoidi
(r = 0,60), Sto sugeriSe da oni znacajnije doprinose redukcionom potencijalu uzoraka. Fenoli,
antocijanini i tanini imali su nisku pozitivnu korelaciju (r = 0,03; r = 0,17; r = 0,14), Sto ukazuje na
slabiji doprinos tih parametrima u okviru ukupne antioksidativne mo¢i mjerene ovom metodom.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da flavonoidi imaju ve¢i uticaj na FRAP vrijednosti, dok
je povezanost ostalih komponenti sa antioksidativnom aktivnoscu slabija ili negativna, narocito kod

DPPH metode.
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U cilju procjene potencijalne uloge mikroelemenata u antioksidativnoj aktivnosti uzoraka aronije,
odredena je Pearsonova korelacija izmedu sadrzaja mangana (Mn), gvozda (Fe), bakra (Cu) i cinka

(Zn) i vrijednosti DPPH i FRAP metoda. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4. Pearsonova korelacija izmedu sadrzaja mikroelemenata (Mn, Fe, Cu, Zn) i

antioksidativne aktivnosti (DPPH i FRAP metode).

Mikroelement DPPH FRAP
Mn -0,17 -0,22
Fe -0,10 -0,61
Cu -0,11 -0,11
Zn -0,04 -0,35

Sve ispitivane korelacije pokazale su slab do umjeren negativan koeficijent, Sto ukazuje da prisustvo
ovih mikroelemenata u ve¢im koncentracijama nije direktno povezano sa ve¢om antioksidativnom
aktivnos$¢u, bar ne u mjerenom opsegu. NajizraZzenija negativna korelacija zabiljezena je izmedu
sadrzaja Fe 1 FRAP vrijednosti (r = —0,61), Sto ukazuje na potencijalni inhibitorni efekat visih
koncentracija gvozda na redukcionu sposobnost uzoraka. Takode, umjeren negativan odnos uocen je
1za Zn i FRAP (r = —0,35), dok su ostali metali pokazali slabije korelacije sa obje metode. Ovakvi
rezultati sugeriSu da ovi mikroelementi vjerovatno ne doprinose direktno antioksidativnoj aktivnosti,
ve¢ da njihova uloga moze biti indirektna ili u sinergiji sa drugim komponentama prisutnim u
ekstraktima. Pored Pearsonove korelacije, izracunat je i Spearmanov koeficijent korelacije, s obzirom

na to da rezultati prethodne analize ukazuju na odstupanje podataka od normalne raspodjele.

5.2. ANOVA, Friedmanov test i Spearmanov koeficijent korelacije

ANOVA (analiza varijanse) je statistiCka metoda koja se koristi da se utvrdi koliko razli¢iti izvori
varijabilnosti doprinose ukupnoj razlici u podacima. U praksi, npr. kod ispitivanja biljaka i polifenola,
ANOVA se moze koristiti da se odvoji greska koja nastaje tokom uzorkovanja od greske u samoj
analizi. Na taj nain se dobija ukupna ,tehni¢ka varijansa” i moZe se uporediti sa stvarnom
varijabilno$¢u u uzorku, §to omogucava precizniju interpretaciju rezultata (Ramsey i sar. 1992).

Friedmanov test spada u neparametarske metode analize varijanse zasnovane na rangovima i koristi
se kada podaci ne ispunjavaju pretpostavke parametarskih testova, kao $to je normalna distribucija.

Posebno je pogodan za poredenje viSe od dva tretmana ili uslova kod zavisnih uzoraka, a primjenjuje
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se na podatke mjerenja na ordinalnoj ili ne-normiranoj skali. Nulta hipoteza testa podrazumijeva da
ne postoje razlike izmedu ispitivanih tretmana, dok alternativna pretpostavlja postojanje razlika. Zbog
toga se Cesto koristi u istrazivanjima u kojima se zeli utvrditi da li razli¢ite metode ili uslovi daju
statisticki znacajno razli¢ite rezultate (Gabor, 2018). Rezultati Friedman testa izrazavaju se preko x?
statistike (hi-kvadrat), koja pokazuje koliko se raspodjela dobijenih rangova razlikuje od ocekivane
slucajne raspodjele. Statisticka znac¢ajnost (sig.) ukazuje na vjerovatnocu da su uocene razlike nastale
sluc¢ajno. Ako je sig. manja od 0,05, razlike medu uslovima ili tretmanima smatraju se statisticki
znacajnim (Chatfield 1 Mander, 2009).

U ovom istraZivanju Friedmanov test je primijenjen za poredenje sadrZaja polifenolnih jedinjenja u
ekstraktima ploda aronije dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije, jer podaci nisu ispunjavali
pretpostavke normalne raspodjele. Na taj nac¢in omoguéeno je da se utvrde razlike izmedu metoda i
da se dobiju pouzdaniji zaklju€ci u odnosu na parametarske pristupe.

Spearmanov koeficijent korelacije predstavlja neparametarsku mjeru povezanosti izmedu dvije
promjenljive. Za razliku od Pearsonovog koeficijenta, ne zahtijeva pretpostavku o normalnoj
raspodjeli podataka i koristi se kada su podaci rangirani ili kada odnos izmedu varijabli nije linearan
ve¢ monoton. Vrijednost koeficijenta krece se u intervalu od -1 do +1. Vrijednosti bliske +1 ukazuju
na jaku pozitivnu korelaciju (povecanje jedne promjenljive prati povecanje druge), dok vrijednosti
bliske -1 ozna€avaju jaku negativnu korelaciju (povecanje jedne promjenljive prati smanjenje druge).

Vrijednost bliska nuli ukazuje na slabu ili nepostoje¢u povezanost (Ali Abd Al-Hameed, 2022).

5.3. Friedmanov test

Tabela 5. Poredenje vrijednosti za bioaktivne komponente, dobijenih analizom svjezeg ploda

aronije i ekstrakata suvog ploda aronije, razli¢itim metodama ekstrakcije - Friedmanov test.

Sviezi uzorak Ultrazvucna Ekstrakcija Maceracija Sokslet 2 sig
ekstrakcija vru¢om vodom ekstrakcija

Antocijani 0,39+0,13 1,36+0,79 0,36+0,24 0,96+0,75 0,42+0,15 113,285 | ,000
Tanini 0,86+0,3 1,51+0,68 9,83+1,82 1,05+0,41 1,59+0,56 93,980 ,000
Flavonoidi 197,3+58,59 589,184+806,31 | 3165,64+727,69 | 1903,03+£589,07 | 1200,24+363,27 | 134,000 | ,000
Fenoli 756,07+885,26 | 1886,79+179,34 | 995,75+268,63 | 1096,36+411,03 | 263,77+231,33 | 105,920 | ,000
FRAP 0,27+0,11 0,61+0,21 1,22+0,56 2,18+0,7 1,33+0,27 142,000 | ,000
DPPH-ICso 0,0140,01 0,36+0,36 0,01+0,01 0,02+0,01 0,01+0 33,641 ,000

Najvise vrijednosti su boldirane, dok su najnize oznacene crvenom bojom.
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Poredenje vrijednosti dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije je izvrSeno Friedmanovim testom,
jer raspodjela vrijednosti znacajno odstupa od normalne raspodjele (tabela 5). U cilju procjene
efikasnosti razlic¢itih metoda ekstrakcije (svjezi uzorak, Sokslet ekstrakcija, maceracija, ekstrakcija
vru¢om vodom 1 ultrazvucna ekstrakcija), ispitana je koncentracija nekoliko klasa bioaktivnih
jedinjenja (antocijani, tanini, flavonoidi, fenoli) i antioksidativna aktivnost putem FRAP i DPPH
metoda. Rezultati su prikazani u tabeli 5, a statisticki obradeni pomoc¢u Friedmanovog testa, koji je u
svim slucajevima pokazao statisticki znacajne razlike medu primijenjenim metodama (p < 0,001).
Antocijani

Najveci sadrzaj antocijana dobijen je ultrazvu¢nom ekstrakcijom (1,36+0,79), Sto potvrduju i podaci
iz literature jer mehanicka energija olakSava oslobadanje pigmentnih jedinjenja (Azwanida, 2015). S
druge strane, ekstrakcija vru¢om vodom (0,36+0,24) i svjezi uzorak
(0,39+0,13) pokazali su najmanji sadrzaj antocijana. Razlike medu metodama bile su znacajne
(> = 113,285; p < 0,001), ali bez obzira na to, metoda ekstrakcije ima veliku ulogu pri izdvajanju
antocijana iz biljnih uzoraka (Sultana i sar., 2009).

Tanini

Ekstrakcija vruéom vodom je pokazala izuzetno visok sadrzaj tanina (9,83+1,82), dok se ostalim
metodama, ukljucujuéi ultrazvuk (1,51+0,68) i Sokslet ekstrakciju (1,59+£0,56), dobijaju znatno nize
vrijednosti. Svjezi uzorak imao je gotovo desetostruko manji sadrzaj (0,86+0,30). Ovi rezultati
ukazuju da su tanini izrazito rastvorljivi u toplim vodenim rastvorima, posebno tokom ekstrakcije
vru¢om vodom, §to potvrduju i podaci u radu Wang 1 Weller (2006). Statisticka razlika potvrdena je
Friedmanovim testom (> = 93,980; p < 0,001).

Flavonoidi

Ekstrakt dobijen vru¢om vodom sadrzi najviSu koncentraciju flavonoida (3165,64+727,69), Sto je u
skladu sa literaturom koja ukazuje da toplotna obrada (kao kod ove ekstrakcije) povecava
pristupacnost ovih jedinjenja (Hossain 1 sar., 2011). Maceracijom i Sokslet ekstrakcijom se dobijaju
nize vrijednosti, dok su svjezi uzorak i ultrazvuk bili znatno ispod prosjeka. Statisticka analiza
potvrdila je jasnu razliku (y* = 134,000; p < 0,001).

Fenoli

Najvisi sadrzaj fenola zabiljeZen je kod ultrazvucne ekstrakcije (1886,79+179,34), $to potvrduje da
ultrazvuk omogucava razbijanje Celijskih zidova i efikasnije oslobadanje fenolnih jedinjenja (Khan 1

sar., 2013). U Sokslet ekstraktu dobijena je najniza vrijednost (263,77+231,33), §to ukazuje na moguce
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razlaganje fenola tokom duZeg zagrijavanja. Statisticka razlika potvrdena je Friedmanovim testom (?
=105,920; p <0,001).

FRAP

Najvisa antioksidativna aktivnost prema FRAP testu registrovana je kod maceracije (2,18 + 0,70), a
zatim kod Sokslet ekstrakcije (1,33+0,27) i ekstrakcije vru¢om vodom (1,22+0,56). Svjezi uzorak
(0,27+0,11) pokazao je znacajno nizu aktivnost. Ovi rezultati ukazuju na to da se antioksidanti
znacajno oslobadaju tokom ekstrakcije, a posebno kod metoda koje omogucavaju duzi kontakt sa
rastvaracem (Sultana 1 sar., 2009). Razlika medu metodama bila je statisticki znacajna (> = 142,000;
p <0,001).

DPPH-ICso

Zanimljivo, Svjezi uzorak, ekstrakt dobijen vru¢om vodom i Sokslet ekstrakt pokazali su jednaku i
najja¢u antioksidativnu aktivnost (0,01+0,01). Ultrazvuc¢na ekstrakcija (0,36+0,36) i maceracija
(0,02+0,01) bile su manje efikasne. Ovi podaci ukazuju da neki antioksidansi mogu biti termolabilni
i razgradivi tokom agresivnijih tretmana, te da prirodno prisutna jedinjenja u sirovom uzorku igraju
klju¢nu ulogu u DPPH odgovoru (Wang & Weller, 2006). Razlika medu tretmanima je potvrdena i
Friedmanovim testom (> = 33,641; p <0,001).

Dakle, moZe se uociti da rezultati jasno pokazuju da izbor metode ekstrakcije ima presudan uticaj na
izdvajanje bioaktivnih jedinjenja 1 antioksidativnu aktivnost. Ekstrakcija vru¢om vodom se pokazala
kao najefikasnija metoda za tanine i flavonoide, dok je ultrazvuk najefikasniji za fenole i antocijane.
Maceracija je bila posebno uspjesna u FRAP testu, dok je svjezi uzorak zadrzao visoku DPPH
aktivnost.

StatistiCka analiza (Friedmanov test) je potvrdila da su razlike medu metodama znacajne za svaki
parametar (p <0,001), Sto je u saglasnosti sa prethodnim studijama koje ukazuju da metoda ekstrakcije
direktno utice na sastav i bioloSku aktivnost ekstrakta (Wang i Weller, 2006; Sultana i sar., 2009;
Hossain i sar., 2010; Khan i sar., 2013; Azwanida, 2015).
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U tabeli 6, dato je poredenje vrijednosti dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije, za metale iz

svjezeg ploda aronije i ekstrakata suvog ploda aronije - Friedmanov test.

Tabela 6. Poredenje vrijednosti dobijenih za metale iz svjezeg ploda aronije 1 ekstrakata suvog

ploda aronije - Friedmanov test

Svjezi Sokslet | Ultrazvu¢na Ekstrakcija . ]
Maceracija x2 Sig
uzorak ekstrakcija | ekstrakcija | vru¢om vodom
Zn 3,39+0,3 1,03+0,25 | 2,02+0,97 4,92+0,5 1,33+0,68 | 134,000 | ,000
Fe 4,47+1,06 | 0,31+0,1 1,26+0,35 2,67+0,2 0,69+0,18 | 154,880 | ,000
Cu | 0,65+0,32 | 0,56+0,75 | 0,47+0,38 1,71+1,21 0,76+0,96 | 43,620 ,000
Mn | 2,7741,66 | 0,58+0,05 | 1,74+0,71 6,71+1,92 1,01+0,23 | 152,500 | ,000

Boldirane su najvise vrijednosti a najnize vrijednosti su oznaene crvenom bojom.

Cink (Zn)

Najveca koncentracija cinka zabiljezena je kod ekstrakta dobijenog vru¢om vodom (4,92+0,50 mg/g),
Sto ovu metodu svrstava medu najefikasnije za izdvajanje Zn iz aronije. Sli¢ni podaci su zabiljezeni u
radu autora Hossain 1 saradnici (2010), gdje je ekstrakcija vrucom vodom pokazala vecu sposobnost
ekstrakcije mikroelemenata u poredenju sa drugim metodama. Svjezi uzorak (3,93+0,30) takode
sadrzi znac¢ajnu kolic¢inu cinka, dok se maceracijom (1,33+0,68) i Sokslet ekstrakcijom (1,03+0,25)
dobijaju znatno niZe vrijednosti. Statisticki zna¢ajna razlika potvrdena je Friedmanovim testom (y* =
134,000; p < 0,001), Sto je u skladu sa podacima drugih autora koji su ispitivali znaaj metode u
efikasnosti izdvajanja elemenata (Azwanida, 2015).

Gvozde (Fe)

Svjezi uzorak aronije imao je najviSu koncentraciju Fe (4,47+1,06), Sto ukazuje da ekstrakcioni
postupci, u ovom slucaju, ne potpomazu znatnije izdvajanje gvozda u ekstrakt. Najefikasnija
ekstrakcija bila je ekstrakcija vru¢om vodom (2,67+0,20), dok je Sokslet ekstrakcijom dobijena
najmanja vrednost (0,31£0,10). Ovi podaci su u skladu sa istrazivanjima u kojima je pokazano da
prisustvo vezanih oblika Fe u biljnoj matrici oteZava njegovo izdvajanje (Khan i sar., 2013). Statistic¢ki
znacajna razlika potvrdena je Friedmanovim testom (x> = 154,880; p < 0,001).

Bakar (Cu)

Ekstrakcija vru¢om vodom je rezultirala najve¢om koncentracijom Cu (1,71+1,21), dok je ultrazvu¢na
ekstrakcija pokazala najnizi efekat (0,47+0,38). Svjezi uzorak, Sokslet ekstrakcija i maceracija

pokazale su priblizno jednake rezultate. Ovi rezultati ukazuju na to da termicki uslovi ekstrakcije
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(poput onih kod ekstrakcije vru¢om vodom) mogu znacajno povecati rastvorljivost 1 pristupacnost Cu
iz biljnog materijala (Wang i sar., 2006). Friedmanov test (y*> = 43,620; p < 0,001) je potvrdio da pri
razli¢itim ekstrakcijama postoji statisticki znacajna razlika.

Mangan (Mn)

Najvisa koncentracija Mn (6,7141,92) nadena je u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom vru¢om vodom,
Sto je u skladu sa studijama koje su pokazale da topla voda kao rastvara¢ omogucava efikasno
oslobadanje rastvorljivih minerala iz biljaka (Sultana i sar., 2009). U svjezem plodu aronije nadeno je
prirodno prisustvo Mn (2,77£1,66), dok su vrijednosti dobijene u ekstraktima ostalih metoda
ekstrakcije bile znatno nize. Najnizu koncentraciju imao je Sokslet ekstrakt (0,58+0,05). StatistiCka
razlika medu metodama potvrdena je Friedmanovim testom (y*> = 152,500; p < 0,001).

Rezultati prikazani u tabeli 6 jasno pokazuju da izbor metode ekstrakcije ima veliki uticaj na
efikasnost izdvajanja metala iz biljnih uzoraka, Sto potvrduju i brojna istrazivanja iz fitohemije i
analiticke hemije (Sultana i sar., 2009; Khan i sar., 2013; Azwanida, 2015). Ekstrakcija viu¢om vodom
se pokazala kao najefikasnija metoda u svim slu¢ajevima, dok su Sokslet 1 ultrazvu¢na ekstrakcija bile
znacajno slabije, narocito kad su u pitanju Fe 1 Mn. MoZe se re¢i, da ovi podaci mogu imati primjenu
u razvoju ekstrakcionih protokola za analizu elemenata u biljnim matricama. Na osnovu rezultata
Friedmanovog testa (tabela 6) uocava se da za svaki metal izmedu razli¢itih metoda ekstrakcije postoji

statisticki znacajna razlika.

5.4. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja i antioksidativni potencijal po lokalitetima i po

metodama ekstrakcije (ANOVA analiza)

U tabeli 7 prikazani su rezultati jednofaktorske ANOVA analize, koja je koriS¢ena kako bi se
procijenila statisticka znacCajnost razlika u sadrzaju bioaktivnih jedinjenja (anocijana, fenola,
flavonoida, tanina) i parametara antioksidativne aktivnosti (FRAP, DPPH-ICs0), analiziranih nakon
primjene Cetiri metode ekstrakcije 1 Cisti svjezi uzorak: svjezi uzorak (SU), Sokslet ekstrakcija (SO),
ultrazvucna ekstrakcija (UZ), ekstrakcija vru¢om vodom (VV) 1 maceracija (MA), u zavisnosti od
geografskog porijekla biljnih uzoraka — konkretno sa lokaliteta Pluzine, Pavino Polje, Berane i Plav.
S obzirom na to da su vrijednosti u okviru svakog od lokaliteta raspodijeljene po zakonu normalne

raspodjele, za poredenje vrijednosti sa razliitih lokaliteta je koriS€ena jednofaktorska ANOVA.
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Tabela 7. Uticaj lokaliteteta na sadrzaj bioaktivnih jedinjenja 1 antioksidativni potencijal

(ANOVA analiza)

Pluzine Pavino Polje Berane Plav F Sig
Antocijani VV 0,34+0,07 0,1340,06 0,73+0,07 0,23+0,08 139,561 | 0,000
Antocijani MA 0,79+0,05 0,53+0,09 2,19+0,17 0,33+0,04 667,455 | 0,000
Antocijani_SO 0,56+0,11 0,28+0,12 0,46+0,1 0,37+0,1 12,977 0,000
Antocijani_SU 0,49+0,06 0,24+0,05 0,5+0,09 0,33+0,07 36,140 0,000
Antocijani_UE 1,68+0,03 0,58+0,02 2,48+0,06 0,7+0,04 4752,696 | 0,000
DPPH _IC50 VV | 0,0048+0,0001 | 0,019+0,0005 | 0,0111+0,0011 0,0018+0 1571,753 | 0,000
DPPH _IC50 MA 0,0003+0 0,0246+0,0011 | 0,021+0,0008 | 0,0321+0,0012 | 2273,270 | 0,000
DPPH _IC50 SO | 0,0054+0,0001 | 0,0053+0,0001 | 0,0048+0,0001 | 0,0121+0,0001 | 11919,115 | 0,000
DPPH_IC50 _SU | 0,0042+0,0001 | 0,0292+0,0002 | 0,0022+0,0001 | 0,011+0,001 5370,312 | 0,000
DPPH IC50 UE | 0,0054+0,0001 | 0,737+0,0142 | 0,0028+0,0001 | 0,6939+0,0018 | 33076,557 | 0,000
Fenoli IN 639,73+23,58 908,60+22,43 | 1063,3+£18,09 | 1371,33£16,06 | 2270,549 | 0,000
Fenoli MA 1562,69+185,63 | 875,88+22,9 1377,69+64,1 | 569,19+25,19 | 209,146 | 0,000
Fenoli_SO 645,87+36,47 228,54+3,89 94,1+5,33 86,57+6,56 1952,187 | 0,000
Fenoli_ SU 2257,11£38,25 247,7349,1 418,82+9,59 100,63+7,31 | 24083,008 | 0,000
Fenoli UE 2056,99+8,37 | 1599,28+12,29 | 2002,134+9,43 | 1888,74+15,71 | 2991,080 | 0,000
Flavonoidi_VV 4186,2+13,86 | 2351,3+34,33 | 2651,7546,13 | 3473,3+22,89 | 14241,253 | 0,000
Flavonoidi MA | 2438,03+11,69 | 1083,8+15,55 | 2466,35+13,09 | 1623,95+15,59 | 22739,627 | 0,000
Flavonoidi_SO 1467,9+9,62 1188,4+12,81 619,7+11,98 1524,95+8,63 | 14437,912 | 0,000
Flavonoidi_SU 109,28+7,08 193,85+10,65 | 219,41+10,09 | 266,65+10,12 | 473,341 | 0,000
Flavonoidi UE 297,3+24,33 66,75+9,33 1956,8+9,41 35,85+12,19 | 36891,183 | 0,000
FRAP VV 1,36+0,03 0,65+0,02 0,8140,01 2,07+0,01 9519,675 | 0,000
FRAP MA 3,18+0,03 1,38+0,04 2,44+0,07 1,71+0,02 3016,420 | 0,000
FRAP SO 1,7+0,01 1,08+0,01 1,46+0,02 1,08+0,01 5527,327 | 0,000
FRAP SU 0,14+0,01 0,18+0,01 0,42+0,01 0,33+0,01 1400,794 | 0,000
FRAP UE 0,92+0,01 0,39+0,01 0,69+0,02 0,45+0,01 2968,850 | 0,000
Tanini_ VV 10,28+0,83 9,12+0,9 7,9+1,28 12,01+1 29,706 0,000
Tanini MA 1,3+0,52 0,81+0,12 0,82+0,25 1,29+0,33 6,727 0,001
Tanini_SO 1,83+0,67 1,49+0,6 1,79+0,35 1,25+0,4 2,716 0,059
Tanini_SU 0,41+0,05 1,15+0,07 0,86+0,07 1,04+0,12 155,294 | 0,000
Tanini UE 1,76+0,25 1,1+0,11 2,46+0,05 0,73+0,15 230,247 | 0,000

Boldirane su najvise vrijednosti, a najnize vrijednosti su oznacene crvenom bojom.

Rezultati iz tabele 7 ukazuju da za sve analizirane komponente postoji statisticki znacajna razlika

izmedu lokaliteta (p < 0,05), §to potvrduje jak uticaj ekoloskih faktora na fitohemijski sastav biljaka.
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Visoke vrijednosti F-statistike (npr. za antocijane u ultrazvuc¢nom ekstraktu: F = 4752,696; za DPPH-
ICso u ultrazvu¢nom ekstraktu: F = 33076,557) dodatno potvrduju snagu ovog uticaja.

Dakle, na osnovu rezultata jednofaktorske ANOVA-e se uocava da izmedu razlicitih lokaliteta pri
razli¢itim metodama ekstrakcije kao i1 za svako posmatrano jedinjenje postoji statisticki znacajna
razlika.

SadrzZaj antocijana

Sadrzaj antocijana bio je znacajno veci u uzorcima iz Berana i Pluzina, $to moze biti rezultat veceg
UV zraenja ili temperaturnih oscilacija, koji su poznati stimulansi za biosintezu antocijana (Mobhr,
2018). Antocijani kao fenolna jedinjenja reaguju na stresne uslove u okolini, pa biljke iz visinskih ili
osuncanijih predjela ¢esto pokazuju povecéan nivo ovih jedinjenja (Gould, 2004).

Antioksidativna aktivnost (DPPH i FRAP)

Uzorci iz Berana 1 Pluzina pokazuju izrazito niske DPPH-ICso vrijednosti, Sto ukazuje na jaku
antioksidativnu aktivnost. Suprotno tome, Pavino Polje 1 Plav imaju znatno visi ICso, §to ukazuje na
slabiji kapacitet neutralizacije slobodnih radikala. Ovi rezultati su u skladu sa sadrzajem ukupnih
fenola i flavonoida, koji su glavni nosioci antioksidativne aktivnosti (Prior i sar., 2005; Dai i Mumper,
2010).

Ukupni fenoli i flavonoidi

Najvisi sadrzaji ukupnih fenola 1 flavonoida zabiljeleZeni su u Pluzinama, dok su Pavino Polje i Plav
generalno imali niZe vrijednosti. Poznato je da fenolni metaboliti znacajno variraju u zavisnosti od
mikroklimatskih uslova, tipa zemljiSta i dostupnosti nutrijenata (Cowan, 1999). Prisustvo flavonoida
u viSim koncentracijama u PluZinama takode moZze biti povezano sa pove¢anom suncevom
ekspozicijom, koja indukuje njihovu sintezu kao dio mehanizama zastite od UV zracenja (Treutter,
2005).

Tanini

Tanini pokazuju manje izrazene razlike po lokalitetima, ali su i dalje statisticki znacajne (npr. tanini u
ekstraktu vru¢om vodom: F = 29,706; p < 0,001). Njihova koncentracija je najviSa u Pluzinama 1
Beranama, Sto je u skladu sa rezultatima za fenole 1 flavonoide, imajuéi u vidu da svi pripadaju istoj
grupi fenolnih jedinjenja.

Na osnovu ove analize moze se uociti da lokalitet znacajno uti¢e na hemijski sastav biljnih ekstrakata,
Sto je u skladu sa literaturom koja ukazuje da su fitohemijski profili biljaka visoko zavisni od uslova
sredine — ukljucuju¢i nadmorsku visinu, sun¢evu ekspoziciju, temperaturu, vlagu i sastav zemljista

(Lattanzio 1 sar., 2006; Pant i sar., 2021). Ovi rezultati imaju prakti¢an znacaj u kontekstu
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standardizacije sirovina za farmaceutske ili prehrambene potrebe — jer ista biljna vrsta moze imati

razlicitu bioaktivnost u zavisnosti od mjesta sakupljanja.

5.5. Sadrzaj metala po lokalitetima i po metodama ekstrakcije (ANOVA analiza)

Tabela 8. Uticaj lokaliteteta na sadrzaj metala (ANOVA analiza)

Pluzine Pavino Berane Plav F Sig
Polje

Zn SU 2,944+0,09 | 3,44+0,11 | 3,71+0,06 | 3,46+0,07 | 153,760 ,000
Zn_SO 0,76+0,03 0,9+0 1,43+0,01 | 1,02+0,03 | 1856,075 ,000
Zn UZ 1,7340,03 | 1,14+0,04 | 1,57+0,01 | 3,63+0,02 | 15863,073 ,000
Zn VV 5,7£0,05 | 4,84+0,04 | 4,81+0,03 | 4,33+0,03 | 2641,870 ,000
Zn MA | 1,06+0,03 | 2,47+0,03 0+0,02 | 0,81£0,03 | 7122,141 ,000
Fe SU 4,61+0,76 | 4,58+0,13 | 5,73+0,1 | 2,97+0,07 | 85,875 ,000
Fe SO 0,25+0,08 | 0,36+0,11 | 0,29+0,08 | 0,36+0,07 3,779 ,019
Fe UZ 1,26+0,17 | 1,4240,34 | 1,56+0,09 | 0,8+0,1 26,460 ,000
Fe VV | 2,51+0,12 | 2,97+0,06 | 2,62+0,08 | 2,56+0,1 52,020 ,000
Fe MA | 0,42+0,05 | 0,73%0,1 0,74+0,15 | 0,85+0,03 | 39,497 ,000
Cu SU | 0,84+0,57 | 0,74%0,1 0,49+0,07 | 0,54+0,06 3,133 ,037
Cu SO 0,6+0,83 | 0,07+0,07 | 0,14+0,02 | 1,42+0,7 13,062 ,000
Cu UZ 0,4+0,08 | 0,05+0,07 | 0,36+0,1 | 1,05+0,06 | 300,197 ,000
Cu VV 1,3£0,11 1,05£0,1 | 3,74+0,05 | 0,75+0,09 | 2254,191 ,000
Cu MA | 0,22+0,31 | 0,59+0,08 | 0,28+0,08 | 1,97+1,28 15,344 ,000
Mn SU | 2,13+0,45 | 4,33+0,06 | 2,75+0,02 | 1,86+2,77 6,231 ,002
Mn_SO | 0,6140,03 | 0,57+0,03 | 0,63+0,02 | 0,53+0,02 | 33,582 ,000
Mn UZ | 2,83+0,14 | 1,63+0,06 | 1,63+0,07 | 0,88+0,05 | 816,311 ,000
Mn_VV | 8,1840,07 | 8,74+0,08 | 5,96+0,08 | 3,96+0,08 | 7959,592 ,000
Mn_MA | 0,88+0,02 | 1,38+0,03 | 0,97+0,04 | 0,82+0,05 | 476,913 ,000

U tabeli 8 prikazan je sadrzaj Cetiri esencijalna metala (Zn, Fe, Cu, Mn) u plodovima aronije
prikupljenim sa Cetiri razli¢ita lokaliteta (Pluzine, Pavino Polje, Berane i Plav), analiziranih nakon
primjene Cetiri metode ekstrakcije 1 €isti svjezi uzorak: svjezi uzorak (SU), Sokslet ekstrakcija (SO),
ultrazvucéna ekstrakcija (UZ), ekstrakcija vru¢om vodom (VV) i maceracija (MA). Statisticka analiza
varijanse (jednofaktorska ANOVA) pokazala je znaCajne razlike u sadrzaju metala u zavisnosti od

lokaliteta 1 primijenjene metode (p < 0,05, a u vecini slucajeva p < 0,001).
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Cink (Zn)

Najveca vrijednost za Zn zabiljeZzena je u uzorku iz Pluzina kod ekstrakcije suvog ploda aronije
vru¢om vodom (5,70£0,05), dok je najniza detektovana u ultrazvu¢nom ekstraktu uzorka iz Pavinog
Polja (1,14+0,04). Primjetan je trend da ekstrakcija vru¢om vodom 1 ultrazvucna ekstrakcija
obezbjeduju vece koncentracije Zn, Sto je u skladu sa literaturom koja ukazuje da termicka i
mehanicka obrada olakSavaju oslobadanje metala vezanih za organske matrice (Kabata-Pendias i
Pendias, 2000; Yudaev i Chistyakov, 2022).

Geografske razlike ukazuju da aronija sa lokaliteta Pluzine generalno ima veci sadrzaj Zn, Sto se moze
povezati sa geohemijskim sastavom tla i potencijalnim antropogenim uticajem, kao Sto je
dokumentovano u radovima Vinogradove i sar. (2023).

Gvozde (Fe)

Najvisa vrijednost Fe zabiljeZena je u Beranama kod svjezeg uzorka aronije (5,73+0,10), dok je
najniza vrijednost izmjerena u Pluzinama kod Sokslet ekstrakcije suvog ploda aronije (0,25+0,08).
Ove razlike ukazuju da je Fe jace vezan u biljnim tkivima, te metode poput Sokslet ekstrakcije, koje
primarno oslobadaju rastvorljive komponente, mogu pokazivati nize vrijednosti (Luo i sar., 2021).
Bakar (Cu)

Ekstremno visoka koncentracija Cu odredena je u ekstraktu suvog ploda aronije iz Berana
ekstrakcijom vru¢om vodom (3,74+0,05), Sto je najviSa pojedinacna vrijednost bakra u cijeloj tabeli.
Kod maceracije, sa istog lokaliteta je izmjereno 0,28, Sto dodatno potvrduje selektivnost metoda.
Bakar kao mikroelement pokazuje izrazitu varijabilnost izmedu lokaliteta i metoda, $to je potvrdeno
1 u istraZzivanjima Wairich 1 sar., (2022), gdje je istaknut antropogeni uticaj i potencijal za
bioakumulaciju u biljkama.

Mangan (Mn)

Najvisa ukupna vrijednost za Mn registrovana je u ekstraktu vruéom vodom aronije iz Pavinog polja
(8,74 + 0,08 mg/g), dok je najniza vrijednost zabiljezena u Sokslet ekstraktu aronije iz Plava (0,53 +
0,02 mg/g). Ove razlike ukazuju da ekstrakcija vru¢om vodom uspjesno oslobada Mn, narocito iz
¢elijskih komponenti gdje je vezan za pektine 1 enzimske kofaktore (Kabata-Pendias i Pendias, 2000).
Znacajne razlike potvrdene su i statisticki, pri cemu ANOVA test za Mn daje p-vrijednosti < 0,001 za
sve metode, ukazujuci na snazan uticaj lokaliteta i metode na koncentracije ovog mikroelementa.
Rezultati jasno pokazuju da lokalitet ima presudan uticaj na koncentraciju metala u biljnim tkivima,
Sto je u skladu sa prethodnim istrazivanjima o uticaju geoloske podloge 1 antropogenih faktora na

prisustvo metala (Vinogradova i sar., 2023; Wan i sar., 2024).
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Metoda ekstrakcije znacajno uti¢e na dobijene koncentracije. Ekstrakcija suvog ploda aronije vru¢om
vodom i ultrazvucna ekstrakcija su se pokazale kao najefikasnije u oslobadanju metala, narocito Zn i
Mn, §to je i ocekivano s obzirom na njihove fizicko-hemijske karakteristike i ekstrakcione
mehanizme.

Na osnovu rezultata jednofaktorske ANOVAe se uocava da izmedu razli¢itih lokaliteta prilikom
razlic¢itih metoda ekstrakcije 1 za svaki posmatrani metal postoji statisticki znacajna razlika.

Visoke F-vrijednosti i niske p-vrijednosti ukazuju na statisticki znacajne razlike, Sto potvrduje
pouzdanost i relevantnost upotrebljenih metoda i potvrduje da se metali u biljkama ne distribuiraju

ravnomjerno ni lokalno ni hemijski.

5.6. Korelacija antioksidativna aktivnost — sadrZaj bioaktivnih jedinjenja — metali

(Spearmanov koeficijent korelacije)

S obzirom na to da raspodjela na cijelom uzorku nije normalna, za ispitivanje povezanosti
antioksidativnih aktivnosti 1 koncentracija metala i bioaktivnih jedinjenja koriS¢en je Spearmanov
koeficijent korelacije. U tabeli 9 su dati rezultati ovih korelacionih analiza za svaki vid ekstrakcije
posebno. Boldirani su oni metali 1 jedinjenja koja su u statisticki znacajnoj korelaciji sa

antioksidativnim aktivnostima.
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Tabela 9. Korelacija antioksidativna aktivnost-sadrzaj bioaktivnih jedinjenja-metali

Antocijani Tanini Flavonoidi Fenoli Zn Fe Cu Mn
SU SU SU SU SU SU SU SU
FRAP Rs ,075 278 ,742™ -,381" 8707 | 226 | -550™ | -,048
SU Sig ,644 ,083 ,000 ,015 ,000 ,162 ,000 ,770
DPPH-ICso | Rs 774" ,690° ,020 -,552* -301 | -,543" | 453" ,215
SU Sig ,000 ,000 ,905 ,000 ,059 ,000 ,003 ,183
Antocijani Tanini Flavonoidi Fenoli Zn Fe Cu Mn
UE UE UE UE uz uz uz uz
FRAP Rs , 728 ,562™ ,559™ ,924™ ,358" ,127 ,288 ,574™
UE sig ,000 ,000 ,000 ,000 ,023 ,433 ,071 ,000
DPPH-ICs Rs -,937" -, 759" 773" -,746™ -,185 | -,354" | -237 -,304
UE sig ,000 ,000 ,000 ,000 ,254 ,025 ,140 ,057
Antocijani Tanini Flavonoidi Fenoli Zn Fe Cu Mn
\AY \'AY \A" \'A% \'A% \'AY \'A% \'AY
FRAP Rs ,174 ,7127 ,743™ ,387" -339" | -,627" | -,359" | -, 752"
\'AY sig ,283 ,000 ,000 ,014 ,032 ,000 ,023 ,000
DPPH-ICso | Rs 111 -,703" 762" -374" 336" | L6417 | 395" | ,759™
\'AY sig ,494 ,000 ,000 ,018 ,034 ,000 ,012 ,000
Antocijani Tanini Flavonoidi Fenoli Zn Fe Cu Mn
MA MA MA MA MA MA MA MA
FRAP Rs 567" ,251 747" ,736™ -,202 - - -,393"
MA 495" | ,607"
sig ,000 ,118 ,000 ,000 ,210 ,001 ,000 ,012
DPPH-ICso | Rs -, 743" ,035 -,580™ =910 | -,387" | ;747" | ,684™ | -112
MA sig ,000 ,830 ,000 ,000 ,014 ,000 ,000 492

Analiza korelacije izmedu sadrzaja bioaktivnih jedinjenja (antocijana, tanina, flavonoida 1 ukupnih
fenola) 1 antioksidativne aktivnosti (FRAP i DPPH test) ukazuje na znac¢ajnu povezanost kod gotovo

svih ekstrakata.
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Korelacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti

U svim ekstraktima uocena je pozitivna korelacija izmedu ukupnih fenola, flavonoida i tanina sa
antioksidativnim kapacitetom prema FRAP metodi. Najizrazeniji efekat zabiljeZen je kod ekstrakta
dobijenog ultrazvu¢nom ekstrakcijom (UE), gdje je koeficijent korelacije izmedu fenola i FRAP
iznosio Rs = 0,924 (p < 0,001). Sli¢ne snazne korelacije su zabiljeZene i za flavonoide (Rs = 0,559) i
antocijane (Rs = 0,728).

Rezultati potvrduju da su fenolna jedinjenja najvazniji nosioci antioksidativnog potencijala biljnih
ekstrakata. Ovakvi rezultati su u skladu sa prethodnim studijama koje pokazuju direktnu povezanost
izmedu ukupnog fenolnog sadrzaja i antioksidativne aktivnosti, bez obzira na koriS¢enu metodu
mjerenja (Sulaiman i sar., 2011; Cai i sar., 2004).

Kod DPPH metode, prisutna je snazna negativna korelacija izmedu sadrzaja fenola i ICso vrijednosti,
Sto je ocekivano, jer nize ICso vrijednosti oznacavaju vecu sposobnost neutralizacije slobodnih
radikala. Najjaca negativna korelacija uocena je =za anocijane u UE ekstraktu
(Rs=-0,937,p <0,001), kao i za fenole (Rs = -0,746).

Uloga metala u antioksidativnhom odgovoru

Korelacije sa sadrZzajem metala pokazuju kompleksnije obrasce. Kod nekih metala, kao §to je Zn u
svjezem uzorku SU, uocena je pozitivna korelacija sa FRAP vrijednostima (Rs = 0,870), Sto moze
ukazivati na potencijalnu ulogu cinka kao kofaktora antioksidativnih enzima. Nasuprot tome, Cu i Fe
pokazuju negativnu korelaciju sa antioksidativnom aktivnos$¢u, narocito izrazenu u DPPH testu (npr.
Cuu SU: Rs =0,453, p =0,003).

Ovi rezultati su u skladu sa literaturom koja ukazuje da viSak prelaznih metala kao §to su Fe 1 Cumoze
imati prooksidativni efekat putem Fentonove reakcije, ¢ime dolazi do povecane proizvodnje
reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (Valko 1 sar., 2005; Halliwell 1 Gutteridge, 2007).

Analizirani rezultati potvrduju da je antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata u znacajnoj mjeri
determinisana sadrZajem fenolnih jedinjenja, pri ¢emu metoda ekstrakcije znacajno uti¢e na njihov
prinos 1 aktivnost. Prisustvo metala moze dodatno modulirati antioksidativni odgovor, bilo putem

katalitickih reakcija, bilo vezivanjem za fenolne grupe.
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6. ZAKLJUCAK

Analizom bioaktivnih jedinjenja, antioksidativne aktivnosti i sadrzaja mikroelemenata u svjezem
plodu aronije i ekstraktima suvog ploda aronije, dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije, utvrdeno
je dalokalitet i nacin ekstrakcije znacajno uticu na hemijski sastav i antioksidativni potencijal uzoraka.
Rezultati pokazuju izrazene razlike izmedu lokaliteta i metoda ekstrakcije. Uzorci iz Pluzina bili su
dominantni po ukupnom sadrzaju fenola i u svjezem plodu i u ekstraktima. Najve¢i sadrzaj flavonoida
zabiljezen je u svjeZzem plodu iz Plava, dok su ekstrakti suvog ploda aronije vru¢om vodom iz Pluzina
imali najvise flavonoida medu ekstraktima. Antocijani su u svjezem plodu bili ujednaceni izmedu
uzoraka iz Pluzina i Berana; u ekstraktima su najvise vrijednosti dobijene takode za uzorke iz Pluzina
1 Berana, posebno u ultrazvué¢nim ekstraktima 1 maceratima. Sadrzaj tanina u svjeZem plodu bio je
najve¢i u uzorcima iz Pavinog Polja, dok su ekstrakti vruéom vodom pokazali priblizno sli¢ne
vrijednosti tanina na sve Cetiri lokacije.

DPPH i FRAP testovi dali su djelimi¢no nepodudarne ishode, §to je ofekivano jer mjere razlicite
mehanizme antioksidativne aktivnosti: DPPH procjenjuje sposobnost ,.hvatanja“ slobodnih radikala
dok FRAP procjenjuje redukcionu moc¢ (nize DPPH vrijednosti odraZavaju jacu aktivnost). U tom
smislu, uzorci iz PluZina pokazali su najizrazeniji antioksidativni potencijal. Nasuprot tome, u
ekstraktima su povisene DPPH vrijednosti (slabija aktivnost) uocene kod dva uzorka iz Pavinog Polja
1 Plava. FRAP vrijednosti su bile najvece u uzorcima iz Pavinog Polja, zatim iz PluZina i Berana;
medu ekstraktima, macerat je imao najviSe FRAP vrijednosti. Ovakva divergencija izmedu DPPH i
FRAP rezultata upucuje na to da razli¢ite grupe fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima razlicito
doprinose ,,hvatanju‘ radikala i redukcionoj moc¢i.

Analiza mikroelemenata pokazala je da svjeZi plod sadrzi najvece koli¢ine Fe 1 Cu, dok su Zn i Mn
bili najizrazeniji u vodenom ekstraktu. Korelacione analize ukazale su na statisticki znacajne veze
izmedu ukupnih fenola, flavonoida 1 antocijana i antioksidativne aktivnosti, pri ¢emu su obrasci
korelacije zavisili 1 od lokaliteta 1 od primijenjene metode ekstrakcije. Sveukupno, 1 porijeklo i tehnika
ekstrakcije presudno uticu na profil bioaktivnih komponenti i1 antioksidativni odgovor ekstrakata
aronije.

Primjena hemometrijskog pristupa, posebno PSA analize, omogucila je jasniju interpretaciju rezultata
kroz izdvajanje grupa i obrazaca medu uzorcima. Ovaj pristup je potvrdio da se uzorci aronije
razlikuju i1 po hemijskom sastavu i po antioksidativnom odgovoru, $to dodatno naglaSava znacaj

kombinovanja klasi¢nih analitickih metoda sa multivarijantnim statistickim analizama.

66



Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da porijeklo i metoda ekstrakcije presudno utiCu na profil
bioaktivnih komponenti i antioksidativni potencijal aronije. Ova saznanja su od znaCaja za
optimizaciju procesa ekstrakcije i standardizaciju biljne sirovine namijenjene farmaceutskoj i

prehrambenoj industriji.
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