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Ekstrakcijom heksanom, a zatim 80% etanolom predhodno pripremljenog tropa od
odabranih genotipova Backa, Knjaz, Novosadski niski, O,, Rutgers i Saint Pierre
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heksanskim i polifenolnih jedinjenja, flavonoida i askorbinske kiseline u etanolnim
ekstraktima odreden je spektrofotometrijskim metodama. Identifikacija i
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etanolnim ekstraktima tropa paradajza izvedena je HPLC analizom. U ostacima
nakon ekstrakcija tropa paradajza odreden je sadrzaj prehrambenih vlakana.
Spektrofotometrijskim testovima odredena je antiradikalska aktivnost na DPPH
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ostataka nakon ekstracija tropa odabranih genotipova paradajza ukazuju na
mogucnost iskoriS¢éenja ovog sporednog proizvoda kao potencijalnog izvora
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Abstract: Tomato pomaces obtained from selected tomato genotypes (Backa, Knjaz, Novosadski niski,

AB 0O,, Rutgers and Saint Pierre) were extracted sequentially with hexane and 80% ethanol. The
content of carotenoids i hexane and total polyphenolics, flavonoids and ascorbic acid in
ethanolic extracts was determined by spectrophotometric methods. Identification and
quantification of individual carotenoids in hexane and polyphenolics in ethanolic extracts
was determined by HPLC analysis. The content of dietary fiber was determined in the
residues after extraction of tomato pomaces. The scavenging activity on DPPH radicals and
reducing power of the obtained extracts were determined spectrophotometrically. The
influence of ethanolic extracts on reactive hydroxyl and superoxide anion radicals was
examined by electron spin resonance (ESR) spectroscopy. In addition, the chelating ability of
ethanolic extracts was investigated. Scavenging effect on DPPH radicals of the residue after
extraction of tomato pomace, has also been established. Antiproliferative activity of
investigated extracts was determined in vitro, testing their influence on the growth of three
histologically different human cell lines: MCF-7 (breast adenocarcinoma), HeLa (cervix
epithelioid carcinoma) and MRC-5 (fetal lung). Based on the results of chemical analysis,
significant antioxidant and antiproliferative activity of the tomato waste extracts, as well as
residues after extraction showed that tomato waste obtained from different tomato genotypes
should be regarded as potential source of natural antioxidants, which can be used for various
purposes in the food, pharmaceutical and cosmetic industry.
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1. UVOD

Danas se od hrane o¢ekuje da zadovolji fizioloSke potrebe i da smanji rizik od nastanka
hroni¢nih bolesti, kao §to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes, kancer i dr, i tako doprinese zdravlju
pojedinca. Zato su razliite tradicionalne prehrambene tehnologije unapredene, a takode su razvijene i
nove tehnologije, sa ciljem proizvodnje hrane bogate visokovrednim funkcionalnim jedinjenjima.
Funkcionalna jedinjenja koja su pokazala brojne pozitivne zdravstvene efekte, razli¢ita su po hemijskoj
strukturi, tako da se u njih ubrajaju: karotenoidi, prehrambena vlakana, polifenoli (flavonoidi i fenolne
kiseline), masne kiseline, izotiocianati, biljni steroli, prebiotici i probiotici, fitoestrogeni, proteini iz
soje, vitamini 1 minerali.

Funkcionalna jedinjenja poseduju razlicite bioloske aktivnosti od kojih je veoma znacajna
njihova sposobnost stabilizacije i transformacije toksi¢nih slobodnih radikala, ¢ime se sprecavaju
oksidativna oStecenja biomolekula. Ova jedinjenja mogu imati znacajnu ulogu i u prehrambenoj
tehnologiji, jer sprecavaju ili usporavaju reakciju lipidne peroksidacije, koja je uzro¢nik kvarenja
prehrambenih proizvoda. U cilju spreavanja ovog procesa tokom proizvodnje i skladiStenja ovih
proizvoda neophodan im je dodatak antioksidanata. S obzirom na povecane zahteve potroSaca za
konzumiranjem zdravstveno-bezbedne hrane, u poslednje vreme sineticki antioksidanti se sve vise
zamenjuju prirodnim.

Sporedni proizvodi prerade voca i povréa predstavljaju znacajan izvor atioksidanata i drugih
funkcionalnih jedinjenja. U zavisnosti od dostupnosti adekvatne tehnologije i ekonomske isplativosti,
sporedni proizvodi se mogu konvertovati u komercijalne proizvode.

Paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) je jedna od najrasprostranjenijih vrsta povréa, koja
se konzumira kao sveza ili u obliku razli¢itih proizvoda. Pored znacajnog sadrzaja proteina, masti,
ugljenih hidrata i vlakana, paradajz sadrzi i mineralne sastojke (gvozde, kalijum, kalcijum i
magnezijum), a od antioksidativnih jedinjenja: vitamin C, E i A, likopen, B-karoten, flavonoide
(naringenin-halkon, rutin, kemferol i luteolin), fenolne kiseline (kafena, ferulna, hlorogenska i p-
kumarinska). Prilikom industrijske prerade paradajza nastaje znacajna kolicina tropa, koji se sastoji od
ljuske, semena i dela mesa, a sadrzi dragocena visokovredna jedinjenja: prehrambena vlakna (59,03%),
Secere (25,73%), pektine (7,55%), proteine (19,27%), masti (5,85%), minerale (3,92%) i antioksidante
(polifenolna jedinjenja, likopen i dr.). Trop paradajza, s obzirom da se njegove znacajne koliCine
generiSu pri procesu prerade paradajza u sok, kao i zbog Cinjenice da sadrzi razli¢ita funkcionalna

jedinjenja, predstavlja veoma vazan izvor sa aspekta iskoris¢enja.
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Predmet ovog istrazivanja je trop, sporedni proizvod pri proizvodnji soka od paradajza

odabranih genotipova (Backa, Knjaz, Novosadski niski, O,, Rutgers i Saint Pierre) paradajza. U cilju

ispitivanja sastava funkcionalnih jedinjenja i bioaktivnosti tropa paradajza, rad na izvodenju ove

doktorske disertacije podeljen je u sledece faze istrazivanja:

dobijanje tropa od odabrnih genotipova paradajza;

ekstrakcija tropa paradajza heksanom, a zatim 80% etanolom,;

spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja hidrofilnih antioksidanata - polifenolnih jedinjenja,
flavonoida 1 askorbinske kiseline u etanolnim ekstraktima, i1 karotenoida u heksanskim
ekstraktima tropa paradajza:

identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u etanolnim i karotenoida u heksanskim
ekstraktima odredi¢e se HPLC-DAD analizom,;

odredivanje sadrzaja ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana enzimsko-
gravimetrijskom metodom u ostatku nakon ekstrakcije heksanom i 80% etanolom;
spektrofotometrijsko ispitivanje uticaja razli¢itih koncentracija heksanskih ekstrakata tropa
paradajza na stabilne 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikale, kao i njihove redukcione
sposobnosti;

spektrofotometrijsko ispitivanje uticaja razli¢itih koncentracija etanolnih ekstrakata tropa
paradajza na DPPH radikale, kao i njihove redukcione sposobnosti i heliraju¢e aktivnosti;
ispitivanje uticaja razli¢itih koncentracija etanolnih ekstrakata tropa paradajza na reaktivne
hidroksil (*OH) i superoksid anjon (O,") radikale elektron spin rezonantnom (ESR)
spektrometrijom;

spektrofotomerijsko ispitivanje antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale ostataka nakon
ekstrakcija heksanom i 80% etanolom tropa paradajza;

ispitivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata tropa paradajza na odabrane humane celijske
linije kolorimetrijskom metodom;

korelaciona analiza sadrzaja bioaktivnih jedinjenja i antioksidativne/antiproliferativne
aktivnosti;

odredivanje indeksa bioaktivnosti heksanskih i etanolnih ekstrakata tropa paradajza.



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

2. OPSTI DEO

2.1. Prooksidanti i antioksidanti

Prooksidanti su razli¢ite hemijske vrste koje u bioloskim i hemijskim sistemima uzrokuju ili
ubrzavaju reakcije oksidacije. Reaktivne prooksidativne vrste se dele na slobodnoradikalske (slobodni
radikali) i neradikalske vrste (oksidaciona sredstava koja lako prelaze u slobodne radikale). Slobodni
radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj strukturi.
Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti. Slobodni
radikali mogu biti i pozitivno (radikal katjon) i negativno (radikal anjon) naelektrisani. Nespareni
elektron moze se nalaziti na atomima razli¢itih elemenata, pa se tako slobodni radikali dele na
slobodne radikale (odnosno reaktivne slobodnoradikalske vrste) kiseonika, azota, hlora itd (Hermes-
Lima, 2005).

Najsire prihvac¢enu definiciju bioloskih antioksidanata dao je Halliwell (1990): antioksidanti su
supstance koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje,
znacajno usporavaju ili sprecavaju oksidaciju tog supstrata. Takode, antioksidanti se pojednostavljeno
mogu definisati kao supstance koje odlazu, sprecavaju ili otklanjaju oksidativna oStec¢enja ciljnih

biomolekula kao §to su proteini, lipidi i DNK (Halliwell i Gutteridge, 2007).
2.1.1. Prooksidativne vrste u humanom organizmu

Od prooksidativnih vrsta u humanom organizmu najznacajnije su reaktivne vrste kiseonika
(eng. reactive oxygen species - ROS) 1 azota (eng. reactive nitrogen species - RNS) (Wiseman i
Halliwell, 1996; Hermes-Lima, 2005). U ROS se ubrajaju slobodni radikali kiseonika: superoksid
anjon radikal (O,"), hidroksil radikal (*OH), hidroperoksil radikal (HO,"), peroksil radikal (RO,") i
alkoksil radikal (RO®), kao i neradiaklske vrste: vodonik peroksid (H,O,), hipohlorasta kiselina
(HCIO), ozon (0O3), singletni kiseonik (‘Ag O,), peroksinitrit (ONOQO), itd. RNS obuhvataju slobodne
radikale azota: azotmonoksidni radikal (NO®) i azotdioksidni radikal (NO,"), kao i neradiaklske vrste:
azotasta kiselina (HNO,), nitrozo katjon (NO"), nitroksidni anjon (NO"), peroksinitrit (ONOO),
azot(IV)-oksid (N,O,), azot(Il)-oksid (N,03), itd (Wiseman i Halliwell, 1996; Halliwell i Whiteman,
2004; Hermes-Lima, 2005). ROS i RNS nastaju tokom normalnog ¢elijskog metabolizma i mogu imati

i korisno i §tetno delovanje u organizmu (Valko i sar., 2004).
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Nastajanje reaktivnih vrsta kiseonika u bioloskim sistemima moze biti indukovano razli¢itim
endogenim (poremecaj u transportnom sistemu elektrona u respiratornom lancu mitohondrija,
fagocitoza, smanjenje delovanja enzimskih antioksidantivnih sistema zaStite, smanjenje nivoa
antioksidanata, destrukcija antioksidanata, itd) i egzogenim (jonizujute zracenje, veca dostupnost
prelaznih metala, sporedno delovanje lekova i otrovnih agenasa, dostupnost i povecanje koncentracije
kiseonika, itd) faktorima (Mimi¢-Oka i sar., 1999).

Preko 90% kiseonika iz vazduha se u organizmu sisara redukuje do vode primanjem Ccetiri
elektrona od transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu mitohondrija. U toku procesa
redukcije molekulskog kiseonika, koji se odigrava kod procesa disanja ¢elije, kiseonik se primanjem
jednog elektrona prevodi u superoksid anjon radikal, primanjem dva elektrona u vodonik peroksid,

primanjem tri elektrona u hidroksil radikal, a cetiri u vodu:

. e oYt . - +
0% Lo no, ¢ on+-on ST o0

Molekulski kiseonik se u ovom sistemu trosi na dobijanje vode, a sukcesivno oslobodena
energija u toku transporta elektrona koristi se za dobijanje elektrohemijskog potencijala i sintezu
adenozin-trifosfata (ATP) (Pordevi¢ i sar., 2000).

Od unetog O, u mitohondrije oko 2% se transformise u superoksid anjon radikal, koji nije jak
oksidant, ali je prekursor drugih reaktivnih prooksidativnih vrsta (Valdez i sar., 2000; Nordberg i
Arnér, 2001). Reakcijom O,” i azotmonoksidnog radikala, koji nastaje transformacijom oko 0,5%
unetog kiseonika, nastaje izuzetno citotoksican peroksinitrit (Valdez i sar., 2000; Beckman i Koppenol,
1996; Nordberg i Arnér, 2001). Takode, superoksid anjon radikal je u fizioloSkim uslovima prekursor
vodonik peroksida. lako je vodonik peroksid najmanje reaktivna kiseoni¢na vrsta, veoma je Stetan, jer
lako prelazi u hidroksil radikal (Lee i sar., 2004). Hidroksil radikal je najreaktivniji od svih ROS i
najodgovorniji je za citotoksi¢ne efekte kiseonika. U ¢elijama se hidroksil radikal stvara kada postoje
uslovi za Haber-Vajsovu ili Fentonovu reakciju. Takode, ovaj radikal pored troelektronskom
redukcijom iz molekulskog kiseonika u respiratornom lancu mitohondrija, nastaje u procesu
fagocitoze, kao i iz hipohloraste kiseline (Mimi¢-Oka i sar., 1999; Lee i sar., 2004; Pordevic i sar.,
2000).

Osim u respiratornom lancu mitohondrija, superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i
hidroksil radikal se generisu u citosolu. U citosolu se superoksid anjon radikal proizvodi pod dejstvom
enzima koji sadrze flavin. Superoksid anjon radikal se, spontano ili delovanjem superoksid dismutaze,

transformiSe na molekulski kiseonik i vodonik peroksid. Vodonik peroksid se delovanjem razlicitih
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enzimskih sistema metaboliSe do molekulskog kiseonika i vode ili se, u prisustvu jona prelaznih metala
(Fe*", Cu"), konvertuje u hidroksil radikal (Nordberg i Arnér, 2001).

Pri niskim ili umerenim koncentracijama neki slobodni radikali imaju vazne fizioloske uloge
in vivo, kao §to je odbrana od infektivnih agenasa u procesu fagocitoze, proizvodnja energije, rast
¢elija, funkcije u razli¢itim ¢elijskim signalnim sistemima itd (Poli i sar., 2004; Sen i sar., 2010). U
toku fagocitoze, u procesu tzv. oksidativnog praska (eng. oxidative burst), u fagocitnim celijama dolazi
do intenzivne produkcije ROS, kao odgovor imunog sistema na prisustvo patogena (bakterija i virusa)
(Pordevic i sar., 2000). U sredini u kojoj postoji inflamatorni proces, aktivirani neutrofili i makrofagi
proizvode znacajne koli¢ine superoksid anjon radikala i drugih ROS (Keisari i sar., 1983), kao i
singletni kiseonik (Valko i sar., 2007). Najznacajniji izvori ROS u ¢eliji i njihovi ciljni biomolekuli

(proteini, lipidi i DNK) prikazani su na slici 1 (Barber i sar., 2006).

Oksidativno o3tecenje proteina

Oksidativno delnvanje ROS m———— gﬁ

na mitchondrije

% \ \ Lipidna peroksidacija

Oksidativno o5tecenje DNK

Slika 1. Najznacajniji izvori ROS u ¢eliji 1 njihovi ciljni biomolekuli (proteini, lipidi i DNK);
ROS se generisu u toku oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, oksidativnim enzimima kao $to su
enzimi citohroma P450 u endoplazmati¢nom retikulumu i u prisustvu ksantin oksidaze (eng. xanthine

oxidase - XO) i redukovanih metalnih jona u citosolu

2.1.1.1. Oksidativna ostec¢enja primarnih biomolekula

Svi molekuli prisutni u humanom organizmu mogu biti izloZeni delovanju prooksidativnih
vrsta. U normalnim uslovima, nastajanje slobodnih radikala je u ravnotezi sa antioksidativnim
sistemom odbrane u svakoj ¢eliji, odnosno u celom organizmu. Disbalans ovog ravnoteznog stanja,

stanje u kome je ravnoteza izmedu oksidanata (ROS/RNS) i antioksidanata u ¢eliji pomerena prema

5
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oksidantima (tj. prisustvo visokih koncentracija slobodnih radikala), dovodi do - oksidativnog stresa. U
stanju oksidativnog stresa delovanjem slobodnih radikala mogu nastati oksidativna oSte¢enja primarnih
biomolekula, §to moze da uzrokuje ¢itav niz poremecaja u metabolizmu, disfunkciju i smrt ¢elije (slika

2).

Lipidna oksidativni Stedeni
peroksidacija stres otecenje DNK
- direktno ostecenje
y proteina
razlaganje
GSH
Y porast koncentracije
VI Ca’’ u celiji
—»| ostecenje celijskog
skeleta l
inhibicija sinteze Bubrenje
ATP-a membrana
1 '
r;ZAagz‘g)e aktivacija poli(ADP)-
riboza sintetaze
porast koncentracije T "
L B Sobodnog evorda u Peroksidacija i destrukcija
108 & membrana
/ Celiji ¢
Pojacanje ostecenja Oslobadaju se metalni joni u
DNK, proteina i lipida okolno tkivo i ostecuju éelije

Slika 2. Mehanizam oStecenja celije prooksidativnim vrstama

Nekontrolisana produkcija prooksidativnih vrsta oStecuje ve¢inu vaznih biomolekula i dovodi
do:
. Oksidacije lipida - lan¢ana reakcija, koja dovodi do oStecenja ¢elijske membrane menjanjem
fluidnosti, permeabilnosti ili integriteta (Nigam i Schewe, 2000; Catala, 2009);

e  Oksidacije DNK - oksidativnom degeneracijom DNK dolazi do prekida jednog ili oba lanca,
unakrsnog povezivanja, modifikacije baza i promena u Secernoj i fosfornoj komponenti
nukleotida, $to ima za posledicu mutacije, starenje i smrt ¢elije (Lewis i sar., 1995);

e  Oksidacije proteina - u reakciji sa amino grupama bo¢nih lanaca aminokiselina, dolazi do
promene naelektrisanja i osobina proteina, Sto dovodi do promena enzimske aktivnosti,

fragmentacija i agregacija proteina (Hosseinian, 2006; Rees i sar., 2008);
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o Oksidacije ugljenih hidrata - reakcija se odvija izdvajanjem atoma vodonika, raskidanjem C-H
veza, preko formiranih a-hidroksialkil i peroksil radikala, pri ¢emu nastaju vodonikperoksid i

karbonilna jedinjenja (Rees i sar., 2008).

2.1.1.2. Oksidativni stres i oboljenja

Oksidativni stres ima znacajnu ulogu kod nastanka mnogih oboljenja, kao $to su
kardiovaskularne bolesti, kancer, neurolo$ke bolesti, dijabetes, astma, artritis, gastritis, dermatitis,
bolesti jetre, bubrega, zapaljenski procesi, Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest itd (Dalle-Donne
i sar., 2006; Dhalla i sar., 2000, Jenner, 2003; Sayre i sar., 2001). Bolesti kod kojih oksidativni stres
ima znacajnu ulogu mogu se svrstati u dve grupe: (I) prvu grupu cCine bolesti koje karakterise
prooksidativna promena tiol/disulfid redoks stanja (npr. 2GSH/GSSG), odnosno koje uti¢u na
toleranciju prema nivou glukoze - takozvana stanja izazvana "mitohondrijskim oksidativnim stresom"
(kancer 1 dijabetes), (II) drugu grupu Cine bolesti koje karakteriSu "upalna - inflamatorna oksidativna
stanja" 1 povecana aktivhost NAD(P)H oksidaza (Sto dovodi do ateroskleroze i hroni¢nih upalnih
procesa) ili ksantin oksidazom indukovano formiranje ROS (kod ishemijsko-reperfuzionog ostec¢enja)
(Valko i sar., 2007).

U zavisnosti od stepena naruSenog prooksidantnog/antioksidantnog balansa u ¢eliji moze doci
do razli¢itog odgovora ¢elije kao $to su: fizioloski odgovor ¢elije, adaptacija celije na oksidativni stres,
kancerogenih efekata, pokretanja apoptoze ili iniciranja nekroze (Pavlovi¢ i sar., 2002a). Oksidativni
stres u pocetku moze biti suzbijen delovanjem antioksidanata. OSte¢eni molekuli mogu biti ili
regenerisani ili razgradeni putem metabolickih procesa, ali isto tako oksidativna oStec¢enja molekula
mogu dovesti i do apoptoze celije. Kada oksidativno oSteCenje prevazilazi kapacitet odbrambenih
mehanizama, dolazi do oksidativnih oStecenja tkiva, maligne transformacije ¢elija ili nekroze, kao i do

nastanka oboljenja (slika 3) (Lykkesfeldt i Svendsen, 2007).
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Slika 3. Odbrana ¢elija od oStecenja izazvanih oksidativnim stresom

Terminom kancer obuhvacen je veliki broj oboljenja kojima je zajednicka karakteristika
nekontrolisana deoba ¢elija. U kontrolu ¢elijskog ciklusa ukljuceni su brojni mehanizmi, kao Sto je
regulacija ciklin zavisnih kinaza (eng. cyclin-dependent kinases - CDK) ciklinima, CDK inhibitorima i
fosforilacijom, kojima se obezbeduje ispravna deoba ¢elije (Vermeulen i sar., 2003). Celijski ciklus
sastoji se iz mitoze (M) (proces podele jezgra - kariokineza) sa citokinezom (proces deobe citolazme) i
interfaze tj. medufaze izmedu dve faze M. Faze mitoze su profaza, metafaza, anafaza i telofaza. Celije
koje su u interfazi se uvecavaju, a sama interfaza obuhvata Gy, S i G, faze. Replikacija DNK odvija se
u odredenom delu interfaze, koja se naziva S faza. Fazi S prethodi G, faza, kada se ¢elija priprema za
sintezu DNK, a sledi je G, faza, tokom koje se ¢elija priprema za mitozu, pa se ¢elijski ciklus prema
tome sastoji iz Gy, S, G, i M faze. Celije u G, fazi mogu, pre izvodenja replikacije DNK, uéi u fazu
mirovanja G,. Celije u G, fazi predstavljaju osnovni deo nerastu¢ih, neproliferirajué¢ih éelija u
humanom organizmu (Vermeulen i sar., 2003). U stanju mirovanja normalne celije (G, faza),
intracelularni signalni proteini i geni (koje aktiviraju ekstracelularni faktori rasta) nisu aktivni. Kada se
normalna celija stimuliSe ekstracelularnim faktorom rasta, signalni proteini i geni (signalne
transdukcione kaskade) postaju aktivni i dolazi do ¢elijske proliferacije, odnosno reprodukcije (Alberts
i sar., 1998). Kod kancera, deSavaju se promene u geneticki kontrolisanoj deobi ¢elije, koje dovode do
prekomerne proliferacije ¢elija. Proces kancerogeneze sastoji se od tri faze: inicijacije, napredovanja i

progresije (slika 4) (Loft i Poulsen, 1996; Klaunig i sar., 2011).
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Slika 4. Proces kancerogeneze

Inicijacija predstavlja ranu fazu karcinogeneze (Pavlovi¢ i sar., 2002b). U ovoj fazi
oksidativno ostecenje DNK (npr. 8-hydroxyguanine; 8-OH-G) moze dovesti do mutagenih efekata i
formiranja inicirane ¢elije (Klaunig i sar., 2011; Wiseman i Halliwell, 1996). Ukoliko su ¢elije koje se
dele oste¢ene, moze doé¢i i do prekida njihovih ¢elijskih ciklusa u fazi Gy, S i G, ("kontrolne tacke"),
popravke oSteCenja i nastavka deljenja (Loft i Poulsen, 1996). Proces inicijacije se nastavlja kroz
oksidativnim stresom-indukovane Ca(Il) izmene koje dovode do povacanja intracelularnog slobodnog
kalcijuma kao rezultat oslobadanja "pohranjenog" intracelularnog Ca(Il) i "ulaskom" ekstracelularnog
Ca(Il) (Dreher i Junod, 1996; Valko i sar., 2006).

Fazu napredovanja karakteriSe klonsko Sirenje iniciranih ¢elija, indukcijom proliferacije ¢elija
i/ili inhibicijom programirane Celijske smrti (apoptoze). Dok je visok nivo oksidativhog stresa
citotoksiCan za c¢elije 1 zaustavlja proliferaciju indukcijom apoptoze ili nekroze, nizak nivo
oksidativnog stresa zapravo moze stimulisati ¢elijsku deobu u fazi napredovanja i na takav nacin
stimulisati rast tumora (Dreher i Junod, 1996; Valko i sar., 2006).

Progresija je treca, zavrSna faza kancerogenih procesa (Klaunig i Kamendulis, 2004). Ova faza
je nepovratana, a karakteriSe je akumulacija dodatnih genetskih oStecenja, koje dovodi do
transformacija celije iz benignog u maligna stanja. Vazana faza u rastu tumora je angiogeneza
(generisanje nove vaskularizacije za ishranu malignih ¢elija) (Carmeliet, 2000; Valko i sar., 2006). U
ovoj fazi metaloproteaze (eng. matrix metalloproteinases - MMP) imaju znacajnu ulogu (Galis i

Khatri, 2002; Valko i sar., 2007).
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Oksidativni stres ima vaznu ulogu u sve tri faze procesa kancerogeneze. Tokom faze
inicijacije, ROS moze izazvati osSteCenje DNK i strukturne promene u DNK (Reuter i sar., 2010;
Klaunig i sar., 1998). Nastalo oksidativno ostecenje i izmene DNK baza mogu dovesti do mutacija,
koje mogu imati za posledicu aktiviranje onkogena i inaktiviranje tumor supresorskih gena, i tako
potencijalno dovesti do pokretanja karcinogeneze (Toyokuni, 2006; Klaunig i sar., 2011). U fazi
napredovanja, ROS moze doprineti prekomernoj ekspresiji gena i blokiranju meducelijske
komunikacije (kao $to je npr. GJIC - eng. gap junnctional communication) i modifikacije u sistemu
sekundarnih glasnika, $to za posledicu moze imati poveéanje proliferacije ili smanjenje apoptoze u
iniciranoj celijskoj populaciji (Reuter i sar., 2010; Klaunig i sar., 1998). S obzirom da su slobodni
radikali i njihovi metaboliti ukljuceni u kompleksnu mrezu razliCitih signalnih puteva, oni
najverovatnije funkcioniSu kao intracelularni i intercelularni posrednici pri ¢emu transformiSu
inicijalni signal (stimulaciju receptora) u biohemijski odgovor c¢elije. Njihove osnovne karakteristike
(veoma mali, visoko reaktivni i/ili difuzibilni molekuli) idu u prilog predpostavci da slobodni radikali i
redoks stres aktivno ucestvuju u cCelijskoj signalizaciji kao sekundarni glasnici u aktivaciji faktora
transkripcije (kao §to su AP-1 i NF-xB) i indukciji ekspresije gena (Pavlovi¢ i sar., 2002a; Klaunig i
sar., 2011). Jedan od najces¢ih efekata aktiviranja AP-1 transkripcionog faktora jeste povecana
proliferacija ¢elija (Klaunig i sar., 2011; Shaulian i Karin, 2001). Takode je i NF-kB aktiviranje
povezano sa procesom karcinogeneze, zbog njegove klju¢ne uloge u upalnim procesima, diferencijaciji
i rastu ¢elija (Klaunig i sar., 2011; Okamoto i sar., 2007). Kao signalni glasnici, ROS mogu aktivirati
molekule, kao $to su enzimi proteinske kinaze C (PKC), koji reguliSu razliCite ¢éelijske funkcije,
ukljucujuéi proliferaciju, ¢elijski ciklus, diferencijaciju, organizaciju citoskeleta, ¢elijsku migraciju i
apoptozu i imaju vaznu ulogu kod progresije tumora (Wu, 2006; Klaunig i sar., 2011). Istrazivanja su
pokazala da ROS podsticu oslobadanje intracelularno ¢uvanog kalcijuma, Sto dovodi do aktiviranja
PKC. Najces¢e u procesu aktiviranja protein kinaza redoks stresom ucestvuju slobodni radikali (H,O,,
0,"), azot monoksid (NO), modulatori redoks statusa (blokatori sinteze glutationa) ili hemijska
jedinjenja koja generiSu radikale (Pavlovi¢ i sar., 2002a). Oksidativni stres moze delovati i u fazi
progresije procesa kancerogeneze dodavanjem daljih promena kod DNK u iniciranoj celijskoj

populaciji (Reuter i sar., 2010; Klaunig i sar., 1998).
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2.1.2. Antioksidanti u humanom organizmu

Mnoge supstance su pokazale antioksidativne osobine u razlicitim in vitro sistemima, ali u in
vivo uslovima, mogu izgubiti antioksidativne osobine. Antioksidativne sposobnosti za svaku pojedinu
suspstancu zavise od brojnih faktora kao $to su: antioksidativni mehanizam, ciljni biomolekul, mesto
delovanja (ekstracelularno ili intracelularno) i koncentracije potrebne za antioksidativni efekat (Rytter,
2011).

Postoji viSe nacina klasifikovanja antioksidanata. Shi i saradnici (2001) su klasifikovali
antioksidante prema nivou i na¢inu delovanja u humanom organizmu na: preventivne, "skevindzer",
reparacione i adaptivne antioksidante (slika 5) (Devasagayam i sar., 2004).

Preventivni antioksidanti sprecavaju formiranje slobodnih radikala i iniciranje lancanih
reakcija oksidacije: dekompozicijom vodonik peroksida i lipidnih hidroperoksida (enzimski
antioksidanti - katalaza, glutation peroksidaza, glutation-S-transferaza), kompleksiranjem jona metala
(proteini - albumin, ceruloplazmin, mioglobin, transferin, itd) i eliminacijom ROS (superoksid
dismutaza).

"Skevindzer" antioksidanti (eng. radical-scavenging antioxidants) poseduju sposobnost da
"hvataju" slobodne radikale (reagujuci sa slobodnim radikalima formiraju stabilne proizvode) i tako
inhibiraju inicijaciju i prekidaju propagaciju reakcije lipidne oksidacije, pa se zato nazivaju i "chain-
breaking" antioksidanti (Halliwell, 1995; Young i Woodside, 2001; Powers i sar., 2004). "Skevindzer"
antioksidanti dele se prema rastvorljivosti na: hidrosolubilne antioksidante (vitamin C, mokraéna
kiselina, bilirubin, albumin, glutation, neki polifenoli) i liposolubilne antioksidante (vitamin E, vitamin
A, karotenoidi, neki polifenoli) (Vaya i Aviram, 2001).

Reparacioni antioksidanti deluju posebnim mehanizmima, obnavljaju¢i ili uklanjajuéi oStecene
biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog stresa i pored prisustva preventivnih i "skevindzer"
antioksidanata. U reparacione antioksidante ubrajaju se: fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavljaju
DNK, transferaze itd.

Adaptivni antioksidanti su generisani odgovarajuéi antioksidativni enzimi, u odgovaraju¢em

vremenu i koncentraciji, preneti do odgovarajuc¢ih mesta delovanja.
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Slika 5. Nivoi antioksidativnog delovanja

Sistem antioksidativne odbrane humanog organizma od slobodnih radikala obuhvata endogene
antioksidante (nastaju u organizmu) i egzogene antioksidante (unose se putem hrane, jer se u
organizmu ne mogu sintetisati) (Willcox i sar., 2004).

Endogeni antioksidanti se dele na enzimske (superoksid dismutaza, katalaza, glutation
peroksidaza) i neenzimske, kao $to su: mokra¢na kiselina, bilirubin, tioli (npr., glutation, lipolna
kiselina, N-acetil cistein), NADPH, NADH, koenzim Q10 (ubihinon), proteini koji poseduju
sposobnost vezivanja jona metala (albumin - bakar, ceruloplazmin - bakar, feritin - gvozde, mioglobin

- gvozde, transferin - gvozde) itd (Powers i sar., 2004; Percival, 1998; Halliwell, 1996; Valko i sar.,
20006).
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Na slici 6 predstavljena je Sema delovanja enzimskih antioksidanata (Lee i sar., 2004).

u Superoksid dismutaza Katalaza

O > H. O, ———> O2

2H-0O

Glutation
2GSH peroksidaza

NADP * Glutation GSSG

eduktaza
NADPH +H"

Slika 6. Enzimski antioksidanti i njihovi reakcioni mehanizmi

Neki endogeni antioksidanti za svoju funkciju zahtevaju unos$enje minerala (koenzima): Se
(koenzim glutation peroksidaze), Fe (koenzim katalaze), Cu, Zn i Mn (koenzimi superoksid dismutaze)
(Percival, 1998; Powers i sar., 2004). Dva izuzetno znacajna enzimska antioksidanta, superoksid
dismutaza i katalaza, kao sastavni deo svojih aktivnih mesta sadrze metalne jone, koji mogu biti
odgovorni i za formiranje slobodnih radikala (Jomova i Valko, 2011).

Superoksid dismutaze (SOD) predstavljaju grupu od cetiri enzima: bakar-cink SOD
(CuZnSOD, EC 1.15.1.1.), mangan SOD (MnSOD), gvozde SOD (FeSOD) i ekstracelularna SOD
(EcSOD). MnSOD je lokalizovana u mitohondrijama, CuZnSOD u citosolu, a EcSOD u
ekstracelularnom prostoru. Sve superoksid dismutaze katalizuju transformaciju superoksid anjon

radikala u vodonik peroksid (Lakari, 2002; Lee i sar., 2004;):

202._ +2H" > H,0, +0O,

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6.), lokalizovana u peroksizomima i makrofagima, katalizuje

transformaciju nastalog vodonik peroksida do vode i kiseonika (Lakari, 2002; Lee i sar., 2004):

2H202 - 2H20 + 02

Kada je H,O, prisutan u velikoj koncentraciji u ¢eliji, moZe se razloziti katalazom (reakcija se

odigrava sporo), dok se H,O, u maloj koncentraciji metaboliSe delovanjem peroksidaza (Bogdanovi¢,
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2000). Peroksidaze su enzimi koji razlazu vodonik peroksid, kao i hidroperokside slobodnih masnih
kiselina 1 hidroperokside fosfolipida.

Glutation peroksidaza (GPx, EC 1.11.1.9.) se nalazi u ¢eliji ili u plazmi. Ko-supstrat za
njegovo delovanje je redukovani glutation (GSH). Celijska glutation peroksidaza redukuje
hidroperokside lipida (ROOH), koji nastaju pri oksidaciji polinezasi¢enih masnih kiselina, u stabilne
hidrokside lipida (ROH), dok plazmatska glutation peroksidaza, zajedno sa fosfolipazom moze

transformisati hidroperokside fosfolipida (PLOOH) u hidrokside fosfolipida (PLOH) (Shi i sar., 2001).

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG
LOOH +2GSH — LOH + H,0 + GSSG
PLOOH + 2GSH — PLOH + H,0 + GSSG
GSSG/GSH - oksidovani i redukovani glutation

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2.) katalizuje redukciju oksidovanog oblika glutationa u
redukovani oblik glutationa koji je potreban za redukciju lipidnih hidroperoksida i vodonik peroksida

pomocu glutation peroksidaze (Lee i sar., 2004).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

U egzogene (neenzimski) antioksidante ubrajaju se: vitamin C, vitamin E, karotenoidi (-
karoten, likopen itd), polifenoli (flavonoidi, fenolne kiseline, proantocijanidini itd) i drugi (Percival,
1998), kao i esencijalni minerali (koenzimi) potrebni za aktivno mesto enzimskih antioksidanata, npr.
selen u glutation peroksidazi (Powers i sar., 2004; Sen i Chakraborty, 2011; Rytter, 2011).

Pored ovih podela antioksidanti se mogu podeliti i prema mehanizmu delovanja na: katalitiCke
sisteme neutralizacije ROS (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), antioksidante koji
vezuju jone metala i tako spreCavaju nastajanje ROS Haber-Weiss reakcijom (proteini - albumin,
ceruloplazmin, feritin, itd), "skevindzer" antioksidante (autodestruktivne) koji prekidaju lancane
reakcije (eng. chain breaking antioxidants) i destruktivno deluju na ROS (npr. vitamin C, vitamin E,
flavonoidi itd) i antioksidante koji svoje delovanje ispoljavaju apsorpcijom energije, elektrona i tako
Sto "gase" (eng. quenching) ROS (karotenoidi i antocijani) (Sen i Chakraborty, 2011).

Antioksidativna odbrana celije smatra se slozenim integrisanim sistemom gde antioksidanti
deluju sinergisticki. Kada je jedan antioksidant u oksidovanom obliku, drugi antioksidant moze takav

oksidovani antioksidant regenerisati, odnosno redukovati (Jacob, 1995). Primeri takvog delovanja
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utvrdeni in vivo su regeneracija tokoferil radikala u prisustvu askorbinske kiseline (Hamilton i sar.,
2000) i regeneracija oksidovanog oblika askorbinske kiseline glutationom (Henning i sar., 1991; May i
sar., 1996). U in vitro studijama takode je utvrdeno sinergisticko delovanje izmedu flavonoida, a-
tokoferol, B-karotena i vitamina C (Pedrielli i Skibsted, 2002; Liao i Yin, 2000; Rytter, 2011).

Celije se od oksidativnog ostecenja Stite slozenom mrezom antioksidanata. Enzimski i
neenzimski antioksidanti postoje i u intracelularnoj i ekstracelularnoj sredini i deluju kao slozene
jedinice za uklanjanje razliCitih reaktivnih vrsta kiseonika, kako bi osigurali maksimalna intracelularnu
za$titu, pa su "strateSki" smesteni u razli¢ite odeljke u ¢eliji (slika 7) (Powers i sar., 2004; Simk¢ i sar.,

2011).

Vitamin E Vitamin C
Vitamin E
Karotenoidi

Karotenoidi

Katalaza Lizozomi

Endoplazmatié¢ni
retikulum

Glutation peroksidaza

Mitohondrije

Vitamin C

Cu/Zn SOD

Celijska membrana T Vitamin E

Mn SOD

Glutation peroksidaza
Vitamin E e

Karotenoidi

Slika 7. Antioksidativni sistemi u ¢eliji

S obzirom da slobodni radikali mogu da napuste celiju koja ih je proizvela i raznesu se po
organizmu, osim antioksidativne odbrane koja funkcioniSe unutar celijskih struktura razvila se i
vancelijska antioksidativna odbrana, koju obavljaju: transferin, lakroferin, haptoglobin, hemopeksin,
ceruloplazmin, albumini, ekstracelularna izoforma SOD, ekstracelularna glutation-peroksidaza,
glukoza, bilirubin, urati i mnogi drugi molekuli (Stevanovi¢ i sar., 2011).

Kod vancelijske antioksidativne odbrane metaloproteini imaju znacajnu ulogu, jer zadrzavaju
gvozde 1 bakar u nereaktivnom obliku (u nizem oksidacionom stanju) i tako sprecavaju njihovo
delovanje sa vodonik peroksidom i superoksid anjon radikalom (Marklaud 1 sar., 1982; Marklaud,
1984). Ovakvo ponaSanje metaloproteina je znacajno, jer u prisustvu jona gvozda ili bakra lipidni
peroksidi stvaraju mnogobrojne produkte razgradnje, pa i aktivne radikale. Transferin i laktoferin
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ucestvuju u antioksidativnoj odbrani tako Sto direktno vezuju gvozde, dok haptoglobin vezuje
hemoglobin, a hemopeksin prikuplja hem i tako indirektno vezuju gvozde. Ceruloplazmin i albumini
su antikosidanti, jer vezuju bakar i hem, a uklanjaju 1 hipohlorastu kiselinu (HOC1). Cerulopazmin ima
jo§ i sposobnost uklanjanja fero-jona (Fe*") iz plazme, uz istovremenu redukciju kiseonika u vodu.
Osim toga, reaguje i sa superoksid anjon radikalom i vodonik peroksidom (Bannister i sar., 1980;
Gutteridge, 1987; Gutteridge i Smith, 1988). Ekstracelularna SOD (EC-SOD) uklanja superoksid anjon
radikal, ekstracelularna gluation-peroksidaza (EC-GSH-Px) odstranjuje hidroperokside, dok glukoza
uklanja hidroksil radikal. Bilirubin je antioksidant, jer ucestvuje u borbi protiv peroksil radikala, a urati

vezuju metale i uklanjaju ROS (Stevanovic i sar., 2011).

2.2. Funkcionalna jedinjenja

Mnogobrojna epidemioloska ispitivanja su pokazala da su neke hroni¢ne bolesti, kao $to su
kardiovaskularne bolesti, dijabetes i kancer, povezane sa ishranom, kao i da se rizik od nastanka ovih
bolesti moze smanjiti konzumiranjem hrane bogate visokovrednim funkcionalnim jedinjenjima. Danas
se od hrane ne o¢ekuje samo da zadovolji fiziolo§ke potrebe, ve¢ i da doprinese zdravlju pojedinca.
Zbog porasta svetske populacije i njene potrebe za hranom, poljoprivredna proizvodnja hrane vise nije
usmerena samo prema postizanju visokog prinosa ili zastite biljaka od stresnih uticaja sredine, ve¢ i
prema proizvodnji sorti sa povec¢anim sadrzajem hranjivih materija, kao i supstanci koje poseduju
pozitivne zdravstvene efekte. Razlicite tradicionalne prehrambene tehnologije su unapredene, a usled
primene brojnih inovacija razvijene su i nove tehnologije sa ciljem proizvodnje funkcionalne hrane.
Funkcionalna hrana je hrana sa komponentama za koje je utvrdeno da poseduju pozitivne zdravstvene
efekte (Hsieh 1 Ofori, 2007). U poslednje vreme koncept funkcionalne hrane postaje sve popularniji
zbog povecane svesti potroSaa o povezanosti zdravlja i ishrane. ProizvodaCima hrane, takode
odgovara razvoj takvih proizvoda, jer dodati sastojci povecavaju vrednost hrane, pa se predvida sve
veci rast globalnog trzista funkcionalne hrane u narednim godinama (Stanton i sar., 2001).

Koncept funkcionalne hrane promovisan je 1984. godine od strane japanskih nau¢nika koji su
proucavali odnose izmedu ishrane, senzornih osobina, obogacivanja hrane i modulacije fizioloskih
sistema. Termin funkcionalna hrana definisan je na razli¢ite na¢ine (Roberfroid, 2002), ali do sada ne
postoji jedinstveno prihvaéena definicija za ovu grupu hrane (Alzamora i sar., 2005). U vecini zemalja
ne postoji precizna definicija, pa odredivanje granice izmedu konvencionalne i funkcionalne hrane

predstavlja izazov i za stru¢njake iz oblasti hrane i nutricionizma (Mark-Herbert, 2004; Niva, 2007).

16



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

Evropska komisija za uskladeno delovanje za nauku o funkcionalnoj hrani u Evropi, FuFoSE
(eng. European Commission’s Concerted Action on Functional Food Science in Europe), kojom
koordinira ILSI (eng. International Life Science Institute) definisala je funkcionalnu hranu na sledeci
nacin: "Prehrambeni proizvod moze se smatrati funkcionalnim ako =zajedno sa osnovnim
prehrambenim efektima ima pozitivne efekte na jednu ili viSe funkcija humanog organizma koje
dovode do poboljsanja opsteg i fizickog stanja i/ili smanjenje rizika od nastanka bolesti. Koli¢ina
unosa i oblik funkcionalne hrane treba biti kao $to se uobicajeno ocekuje za prehrambene svrhe. Prema
tome, funkcionalna hrana ne moze biti u obliku tableta ili kapsula, ve¢ samo u uobi¢ajenom obliku za
hranu" (Diplock i sar., 1999).

Funkcionalna hrana je razvijena za gotovo sve kategorije hrane. Sa aspekta proizvoda,
funkcionalne osobine mogu biti ukljucene na razli¢ite nacine. Najznacajnije vrste funkcionalne hrane

date su u tabeli (Sird i sar., 2008).

Tabela 1. Najznacajnije vrste funkcionalne hrane

Vrsta funkcionalne hrane Definicija Primer

Proizvod povecéane vrednosti  Hrana sa povecanim sadrzajem Vo¢éni sokovi obogaceni
(eng. Fortified product) postojecih hranljivih materija sa vitaminom C
Obogaceni proizvodi Hrana sa dodatkom novih hranljivih Margarin sa estrima
(eng. Enriched products) materija ili komponenata koje inace biljnih sterola

nisu prisutne u odredenoj hrani

Izmenjeni proizvodi Hrana iz koje je Stetna komponenta Mesni proizvodi ili
(eng. Altered products) uklonjena, njen sadrzaj smanjen ili sladoledi kod kojih su
zamenjen drugom supstancom sa prehrambenim vlaknima
korisnim efektima zamenjene masti
Pobolj$ani ili unapredeni Hrana u kojoj je jedna od komponenti  Jaja s pove¢anim
proizvodi prirodno pobolj$ana kroz posebne sadrzajem omega-3
(eng. Enhanced commodities) uslove gajenja, novim sastavom masnih kiselina §to se
hranjivih materija, genetskom postize izmenama u
manipulacijom, ili na drugi nacin zivinskoj hrani

Cesto se funkcionalna hrana dobija iz tradicionalne hrane obogacene sastojcima (tzv.
funkcionalnim jedinjenja), koji mogu pruziti ili unapredivati korisno delovanje na zdravlje ljudi.

Potrosaci preferiraju ove sastojke, jer imaju prirodno (tj. nesinteticko) poreklo (najcesce su izolovani iz

17



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

biljnog materijala) (Herrero i sar., 2006). Postoji jasna razlika izmedu ovih sastojaka i klasi¢nih aditiva
u hrani. Klasi¢ni aditivi se dodaju hrani zbog hranljivih vrednosti ili tehnoloskih funkcionalnosti.
Nasuprot tome, nova generacija komponenata koje se dodaju hrani su u vezi sa doprinosom pozitivnim
efektima na zdravlje potrosaca. Danas je poznato da neke komponente, koje nisu neophodne za
egzistenciju coveka, mogu znacajno uticati na brojne faktore fizioloSkih procesa, pa i na smanjenje
rizika od nastanka oboljenja (Milner, 2000). Zbog pozitivnih zdravstvenih efekata koji su posledica
bioloskih i fizioloskih aktivnosti komponenata, termini "bioaktivni sastojci” ili "funkcionalni sastojci"
obuhvataju ovu klasu jedinjenja - funkcionalna jedinjenja (Meisel, 1997; Xu, 1998; FitzGerald i
Meisel, 2000; Greeson i sar., 2001; Kruger i Mann, 2003).

Funkcionalna jedinjenja su potencijalno korisni sastojci hrane, razlic¢ita po hemijskoj strukturi
(Kruger i Mann, 2003), tako da se u njih ubrajaju: karotenoidi, prehrambena vlakna, polifenoli
(flavonoidi i fenolne kiseline), masne kiseline, izotiocianati, biljni steroli, prebiotici i probiotici,
fitoestrogeni, proteini iz soje, vitamini i minerali (http:/www.ipv.pt). Od svih jedinjenja sa
funkcionalnim svojstvima, najvi§e su ispitana jedinjenja sa antioksidativnom aktivnos$¢u (Bhat i
Madyastha, 2000; Pifiero-Estrada i sar., 2001). Ova jedinjenja imaju vaznu ulogu u prehrambenoj
tehnologiji, jer poseduju sposobnost spre¢avanja ili usporavanja lipidne peroksidacije. Tokom
proizvodnje i ¢uvanja hrane moze doci do smanjenja sadrzaja antioksidanata $to ogranicava zastitu
prehrambenog proizvoda od lipidne oksidacije. Pored toga, utvrdeno je da antioksidanti imaju vaznu
ulogu u ljudskom zdravlju, pa je zato povecan interes potroSaca za takve proizvode (Borowitzka i
Borowitzka, 1988; Herrero i sar., 2006).

Odredivanje bezbednosti funkcionalnih jedinjenja obuhvata mnoge elemente: analiza
hemijskog sastava, strukture/toksicnosti, ispitivanja na Zivotinjama, klinicka/epidemioloska ispitivanja,
kao i posebna ispitivanja (npr. interakcije sa hranom i lekovima). Kod ispitivanja treba uzeti u obzir
specificne razlike za vrste proizvoda kao §to su: (1) konvencionalne, sintetske ili izolovane
komponente, (2) biljne ekstrakte i kompleksne smeSe razlicitih komponenata, i (3) proizvode dobijene
iz novih izvora ili procesa, kao §to su proizvodi fermentacije ili biotehnologije (Kruger i Mann, 2003).
Biljni ekstrakti posebno predstavljaju kompleksne smeSe komponenti koje mogu ili ne moraju
pripadati istoj klasi jedinjenja. Zbog Sirokog spektra razliCitih hemijskih jedinjenja iz biljnih ekstrakata
koja mogu biti prisutna u proizvodu, zahteva se primena razli¢itih analitickih metoda za adekvatnu
karakterizaciju proizvoda. Tako se HPLC (eng. high performance liquid chromatography) primenjuje
za adekvatnu karakterizaciju proizvoda, dodatne analitiCke metode zahtevaju se da bi se mogle

kvantifikovati aktivne komponte, kao i druge komponente (npr. necistoc¢e) (Kruger i Mann, 2003).
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U prehrambenoj industriji zaostaju znacajne koliCine sporednih proizvoda, koji se najceSce
sastoje od delova sirovina ¢ija je ekonomska vrednost manja od vrednosti koja je potrebna za njihovo
sakupljanje radi neke druge primene, pa se zato odbacuju. Ipak, sporedni proizvodi mogu se smatrati i
vrednim, ako se primenom odgovarajucih tehnickih sredstva dobija novi proizvod, ¢ija je vrednost
veca od troSkova njegove proizvodnje. Ostaci se u ovom slucaju ne smatraju sporednim proizvodom,
ve¢ mogu biti i1 izvor prirodnih supstanci, odnosno razli¢itih funkcionalnih jedinjenja. Prerada i
eventualno iskoriStenje sporednih proizvoda predstavljaju potencijal kojima ovi proizvodi mogu naci
svoju primenu umesto da zagaduju Zivotnu sredinu. UspeSna prerada sporednih proizvoda
podrazumeva: (a) procenu da li je sporedni proizvod pogodan da se korisno upotrebi, (b) procenu
ekonomske isplativnosti, (¢) primenu procesne tehnologije i (d) formiranje procesa (preduzeca) koje je
prihvatljivo sa ekonomskog aspekta (http://www.unido.org). Sporedni proizvodi prerade biljne hrane
pored toga Sto predstavljaju veliki problem za odlaganje, oni su i potencijalni izvor bioaktivnih
jedinjenja koja mogu naci primenu u prehrambenoj industriji zbog svojih povoljnih tehnoloskih ili
nutritivnih osobina. Funkcionalna jedinjenja koja se nace$c¢e izoluju iz sporednih proizvoda danas se
uglavnom razvrstavaju prema rastvorljivosti na: nerastvorljiva (npr. prehrambena vlakna),

hidrosolubilna (npr. polifenolna jedinjenja) i liposolubilna (npr. karotenoidi) (Schieber i sar., 2001).

2.3. Polifenolna jedinjenja

Polifenolna jedinjenja (polifenoli, fenolna jedinjenja) predstavljaju Siroko rasprostranjenu
heterogenu grupu sekundarnih biljnih metabolita i jednu od najvaznijih klasa prirodnih antioksidanata
(Mimica-Duki¢ i sar., 2004). Zajednic¢ka osobina polifenolnih jedinjenja je da u svojoj strukturi sadrze
aromaticni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (Robards i sar., 1999; Mili¢ i sar., 2000).

Klasifikacija polifenolnih jedinjenja se najces¢e izvodi na osnovu broja ugljenikovih atoma

koji se nalaze u osnovnom skeletu (tabela 2) (Antolovich i sar., 2000; Urquiaga i Leighton, 2000).
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Tabela 2. Osnovne klase biljnih polifenola

Osnovni skelet Klasa Primer
c Prosti fenoli Katehol, hidrohinon, rezorcinol
6 Benzohinoni 2,6-Dimetoksibenzohinon

p-Hidroksibenzoeva kiselina, salicilna

Ce-C Fenolne kiseline Kiselina

Fenilsir¢etne kiseline  p-Hidroksifenilsir¢etna kiselina

Ce-C, Acetofenoni 3-Acetil-6-metoksibenzaldehid
Derivati tirozina Tirozol
Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
cC Fenilpropeni Eugenol, miristicin
. Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
Ce-Cy Naftohinoni Juglon
Cs-C-Cs Ksantoni Mangostin, mangiferin
Stilbeni Rezveratrol
Ce-Ca-Cs . :
Antrahinoni Emodin
Flavonoidi Kvercetin, katehin, naringenin
Ce-C5-Co - —
Izoflavonoidi Genistein
Lignani Pinorezinol
(C6-Cs), ; X T
Neolignani Eusiderin
(C6-C5-Cq)2 Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavon
(C6-C3)n Lignini Polimeri: p-kumaril i sinapil alkohola
(Ce)n Katehol melanini Katehol melanin
(C6-C5-Co)n Kondenzovani tanini Procijanidin B1, Procijanidin B2

U prirodi se polifenolna jedinjenja mogu nalaziti u slobodnom obliku, ili ¢es¢e u obliku
glikozida. Glikozidi sadrze aglikonski deo fenolne strukture i razli¢it broj monosaharidnih jedinica. Za
biolosku aktivnost polifenolnih jedinjenja zasluzan je iskljucivo aglikonski deo molekula (Sakakibara i
sar., 2003). Izuzetno znacajne grupe polifenolinih jedinjenja su fenolne kiseline i flavonoidi.

Fenolne kiseline su hidroksi i/ili drugi funkcionalni derivati cimetne i benzoeve kiseline (slika
8). Fenolne kiseline se u prirodi (biljnom materijalu) javljaju u slobodnom ili u vezanom obliku. Cesc¢e
se javljaju u vezanom obliku, kao estari i glikozidi (Andjelkovi¢ i sar., 2006). Cimetne kiseline
pripadaju seriji trans-fenil-3-propenskih kiselina koje su razliito supstituisane. One su S§iroko

rasprostranjene u konjugovanom obliku u biljnom materijalu, a relativno retko su prisutne kao
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slobodne. Najzastupljenija je kafena kiselina (3,4-dihidroksicimetna kiselina), a ferulna (3-metoksi-4-
hidroksicimetna kiselina), sinapinska (3,5-dimetoksi-4-hidroksicimetna kiselina) i p-kumarinska (4-
hidroksicimetna kiselina) su takode Siroko rasprostranjene. U biljnom materijalu retko se mogu naci 2-
hidroksicimetna i 3,4-dimetoksicimetna kiselina (Clifford, 2000). Najznacajnije benzoeve kiseline su:
salicilna kiselina, 4-hidroksibenzoeva kiselina, protokatehinska kiselina, gentisinska kiselina,
vanilinska kiselina, siringinska kiselina, galna kiselina, elaginska kiselina (Tomas-Barberan i Clifford,

2000; Robards i sar., 1999).

COOH
= COOH
Cimetna kiselina Benzoeva kiselina

Slika 8. Hemijske strukture cimetne i benzoeve kiseline

Flavonoidi predstavljaju veliku grupu polifenolnih jedinjenja koja je izdvojena u posebnu
klasu, zbog brojnosti i rasprostranjenosti, kao i zbog znacaja ovih jedinjenja za biologiju, hemiju i
medicinu. Ugljenikov skelet flavonoida (Cs-C;-Cs) sastoji se iz dva benzenova prstena (A i B)
medusobno povezana troc¢lanim alifaticnim ugljeni¢nim nizom koji sa atomom kiseonika formira
heterocikli¢ni prsten C (slika 9). Strukture osnovnih klasa flavonoida date su na slici 10 (Robards i

sar., 1999).

Slika 9. Hemijska formula ugljenikovog skeleta flavonoida
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Slika 10. Strukture osnovnih klasa flavonoida

Flavonoidi se u prirodi najée$¢e nalaze u obliku glikozida, jer se za slobodne hidroksilne grupe
u molekulima flavonoida mogu vezati ostaci monosaharidnih jedinica. Od monosaharidnih jedinica
najcescée su za fenolnu strukturu vezane jedinice: glukoze, galaktoze, ramnoze, ksiloze i arabinoza, dok

su rede vezane jedinice manoze i fruktoze (Duthie i sar., 2003).
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Mada se smatra da flavonoidi ucestvuju u istim procesima kao i ostali prirodni pigmenti, ipak
se njihova prava uloga u biljkama ne zna. Nadeno je, da se ova jedinjenja u bioloskim sistemima mogu
ponasati kao antioksidanti, enzimski inhibitori, fotosenzibilizatori i prenosioci energije, respiratori u

biosintezama, kao i da imaju estrogene i antikancerogene osobine (Laj$i¢ i Gruji¢-Injac, 1998).

2.3.1. Mehanizmi delovanja polifenolnih jedinjenja

Polifenoli poseduju razlic¢ite bioloske aktivnosti, kojima mogu preventivno delovati na
nastanak, kao i na tok razlicitih bolesti (npr. modulisati kancerogenezu) (Dai i Mumper, 2010; Fraga i
sar., 2010). PredloZeno je nekoliko mehanizama kojima je moguce objasniti bioloske aktivnosti biljnih
polifenola. Fraga i saradnici (2010) su ove mehanizme klasifikovali prema specifi¢nosti u dve grupe: 1)
nespecificne mehanizme (zavise od prisustva fenolnih grupa) i II) specificne mehanizme (zavise od
posebnih hemijskih i strukturnih karakteristika polifenolnola). U nespecifiéne mehanizme ubrajaju se:
antioksidativno delovanje ("hvatanje" slobodnih radikala i heliranje metalnih jona) i interakcija
polifenola sa lipidima i proteinima membrana, a u specifi¢ne: interakcija polifenola sa enzimima,

transkripcionim faktorima i receptorima.

2.3.1.1. Nespecifiéni mehanizmi delovanja polifenolnih jedinjenja

Antioksidativno delovanje polifenolnih jedinjenja odigrava se mehanizmima koji proizlaze iz
direktne reakcije sa slobodnim radikalima (Leopoldini i sar., 2011), kao i heliranjem jona metala
(Jovanovi¢ i sar., 1998).

Polifenoli deaktiviraju slobodne radikale slede¢im mehanizmima: prenosom atoma vodonika
(eng. hydrogen atom transfer - HAT) i1 prenosom elektrona (eng. single electron transfer - SET) (slika
11).
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HAT

SET

Slika 11. Mehanizmi antioksidativnog delovanja polifenolnih jedinjenja

Kod HAT mehanizma, polifenolno jedinjenje (ArOH) reaguje sa slobodnim radikalom (R"),
prenosom atoma vodonika, posle homolitickog raskidanja O-H veze. Kao proizvod reakcije nastaje
"bezopasna" RH vrsta i oksidovani aroksil (ArO®) radikal (slika 11), koji je, zbog stabilizacije

delokalizacijom elektrona (slika 12), manje reaktivan u odnosu na R°.

OH O 0 o o
O O
O
Slika 12. Nastajanje i formiranje rezonantnih struktura aroksil radikala

Kod HAT mehanizma, entalpija raskidanja (eng. bond dissociation enthalpy - BDE) fenolnih
O-H veza vazan je parametar u proceni antioksidativnog delovanja; $to je manja BDE vrednost, lakse
je raskidanje fenolne O-H veze, kao i reakcija sa slobodnim radikalom. BDE vrednost nekih
polifenolnih jedinjenja opadaju slede¢im redosledom: apigenin, kemferol, cijanidin, luteolin, katehin,

epikatehin, kafena kiselina, kvercetin i galna kiselina (tabela 3).
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Tabela 3. BDE (kcal/mol) i IP (kcal/mol) polifenolnih jedinjenja
Polifenolna jedinjenja  BDE (kcal/mol)  IP (kcal/mol)

Galna kiselina 72,2 189,1
Kafena kisleina 73,6 181,1
Katehin 74,2 169,7
Epikatehin 73,7 170,8
Kemferol 80,9 168.,0
Cijanidin 79,4 246,2
Kvercetin 72,3 166,1
Apigenin 82,2 176,0
Luteolin 74,5 174,4

U SET mehanizmu (slika 11) dolazi do prenosa elektrona na radikal R®. Nastali anjon R je
energetski stabilnija vrsta, dok je aroksil radikal katjon (ArOH"*) takode manje reaktivan od R*. ArO*
i ArOH™ su aromati¢ne strukture kod kojih nespareni elektron, nastao u reakciji sa slobodnim
radikalom, poseduje sposobnost rasprostiranja po celom molekulu, $to dovodi do stabilizacije radikala
delokalizacijom elektrona (Leopoldini i sar., 2011). Kod SET mehanizma, jonizacioni potencijal (eng.
ionisation potential - IP) je znaCajan parametar za ispitivanje antioksidativnog delovanja; §to je niza IP
vrijednost, lakSe se izdvaja elektron i dolazi do reakcija sa slobodnim radikalom. IP vrijednosti nekih
polifenolnih jedinjenja opadaju slede¢im redosledom: cijanidin, galna kiselina, kafena kiselina,
apigenin, luteolin, epikatehin, katehin, kemferol i kvercetin (tabela 3).

Sposobnost polifenola da heliraju jone metala (slika 11) je takode veoma znacajna za
antioksidativhu aktivnosti (Jovanovi¢ i sar., 1998). Joni metala mogu imati znacajnu ulogu u
reakcijama generisanja slobodnih radikala, pa tako reakcijom nekih metala u niskom oksidacionom
stanju (uglavnom Fe®") sa vodonik peroksidom moze nastati izuzetno reaktivan hidroksil radikal ("OH)
(Schulz i sar., 2000).

Antioksidativno  delovanje polifenolnih jedinjenja odnosno sposobnost prekidanja
slobodnoradikalskih lanc¢anih reakcija (npr. inhibiranje ili zaustavljanje oksidacije lipida) uslovljeno je
njihovim strukturnim karakteristikama. Elektrondonorske karakteristike hidroksilne grupe i
rezonancija nastalog aroksil radikala su osobine polifenolnih jedinjenja znacajne za njihovo
antioksidativno delovanje (Bors i sar., 1990; Fraga i sar., 2010).

Broj hidroksilnih grupa u molekulu fenolnih kiselina uti¢e na antioksidativnu aktivnost; sa
povecanjem broja hidroksilnih grupa raste i antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina. Karboksilna
grupa u molekulima derivata benzoeve kiseline, zbog svojih elektronakceptorskih osobina, umanjuje
sposobnost odavanja atoma vodonika iz hidroksilnih grupa. Hidroksi derivati cimetne kiseline

poseduju vecéu antioksidativnu aktivnost od odgovarajué¢ih hidroksi derivata benzoeve kiseline (Rice-
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Evans i sar., 1996). Mehanizam antioksidativnog delovanja derivata cimetne i benzoeve kiseline

otpusStanjem atoma vodonika prikazan je na slici 13 (Zhou i sar., 2006).

HO -0 HO_ O HO_ O HO. _O  HO_ _O H. o
Z R RH / - .
~ 4 = . = ‘
OCH <
3 OCH; OCH; OCH; OCHj; OCH;
o |
0 (6]
X

HO
HO.__O HO__O HO.__O HO._ _O ~©

R* RH Q

OCH; OCHjs OCH; OCH; OCHs

OH Q o o lo)

Slika 13. Nastajanje aroksil radikala i formiranje rezonantnih struktura kod derivata cimetne i

benzoeve kiseline

Strukturne karakteristike od znacaja u proceni antioksidativnog potencijala flavonoida su:
prisustvo hidroksilnih grupa na C; i Cs-atomima, prisustvo dvostruke veze izmedu C, i C;-atoma,
prisustvo keto grupe na Cj-atomu, broj hidroksilnih grupa, medusobni polozaj hidroksilnih grupa,
prisustvo Seéernog ostatka, prisustvo metoksi grupa, itd (Pietta, 2000; Heim i sar., 2002). Mehanizam

antioksidativnog delovanja flavonoida otpustanjem atoma vodonika prikazan je na slici 14 (Seyoum i
sar., 2006).

Slika 14. Nastajanje aroksil radikala i formiranje rezonantnih struktura kod flavonoida

26



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

Flavonoidi mogu ispoljavati antioksidativne osobine zahvaljuju¢i mehanizmu heliranja tragova
jona metala, koje omogucavaju 3’- i 4’-hidroksi grupe, 3-hidroksi i 4-oksi grupe, 4-oksi grupa i 5-
hidroksi grupa (slika 15) (Guo i sar, 1996;. Ren i sar, 2008.), kao i 6 i 7-hidroksi grupe (Perez i sar.,
2009).

M etalo-kompleksi flavonoid:

o (0]
N/
OH O Me
Flavoni i flavanoni M etalo-komp leksi flavonoida

Slika 15. Heliraju¢i mehanizam flavonoida
Flavonoidi pod uslovima oksidativnhog stresa mogu delovati prooksidativno, pa umesto

"hvatanja", mogu formirati slobodne radikale. Mehanizam prooksidativnog delovanja flavonoida

prikazan je na slici 16 (Rietjens i sar., 2002).
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Slika 16. Mehanizam prooksidativnog delovanja flavonoida

Polifenoli nespecifiénim mehanizmima, pored antioksidativnog delovanja mogu uzrokovati
promene strukture i fizickih karakteristika membrane, kao $to su fluidnost i elektricni potencijal.
Postojanje i hidrofobnih i hidrofilnih delova kod veé¢ine molekula polifenola, omogucéava im da se
lokaliziraju na razli¢itim nivoima u membrani: I) na povrsini, na hidrofilnim delovima lipida, i/ili II)
izmedu slojeva, pri ¢emu moze doci do interakcije polifenola sa hidrofobnim delovima lipida
(Hendrich i sar., 2002; Yoshioka i sar., 2006; Sirk i sar., 2009). Polifenoli kada su adsorbovani na
povrsini membrane predstavljaju fizicku prepreku za hidrosolubilne radikale (Verstraeten i sar., 2003),
a kada su nalaze unutar slojava u membrani, mogu "hvatati" LOO", L' i druge liposolubilne radikale

(Verstraeten i sar., 2003; Verstraeten i sar., 2005).
2.3.1.2. Specificni mehanizmi delovanja polifenola

Kod nespecificnih mehanizama biolosku aktivnost odreduju hemijske karakteristike
zajednicke za sve polifenole (prisustvo fenolnih grupa). S druge strane, kod specificnih mehanizama za
delovanje odredenih polifenolnih jedinjenja znacajne su njihove posebne hemijske karakteristike. Od
specificnih mehanizama delovanja polifenola znacajna je interakcija polifenola sa proteinima, jer moze
dovesti do razli¢itih bioloskih efekata u zavisnosti od funkcije proteina koji ucestvuje u inerakciji.
Tako ove interakcije mogu prouzrokovati promenu enzimske aktivnosti, vezivanje transkripcionih
faktora za specifi¢na mesta u DNK, itd.

Razlicita polifenolna jedinjenja su efikasni inhibitori aktivnosti velikog broja enzima.
Znacajan broj enzima koji su uklju¢eni kao meta polifenola su enzimi sa: I) purinima (npr. ATP) kao

supstratima (kinaze, ATP-aze, cikliéna nukleotid fosfodiesteraza, adenilat ciklaza, reverzne
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transkriptaza, ksantin oksidaza, RNA i DNA polimeraze, ribonukleaza, humana DNK ligaza) i II)
enzimi sa NADPH kao koenzimom (aldoza reduktaza, malat dehidrogenaza, laktoza dehidrogenaza,
glutation reduktaze, itd) (Middleton i sar., 2000). Postavljena je hipoteza da neki polifenoli deluju kao
inhibitori ATP-zavisnih enzima, putem kompeticije za ATP vezivno mesto na enzimu. Strukturne
karakteristike koje su znacajne kod ovog delovanja su prisutnost: dve hidroksilne grupe u 5 i 7
pozicijama kod flavonoida u prstenu A i nezasi¢ena veza izmedu atoma C, i C; zajedno sa 4-keto
grupom u C prstenu (Lotito i Frei, 2000).

Nespecificnim mehanizmima moze se odigravati interakcija polifenola sa transkripcionim
faktorima. Medu polifenolima, odredeni flavanoli (kao Sto su epikatehin, (+)-katehina i neki
procijanidini) mogu modulisati brojne NF-kB - regulisane gene koji su ukljuceni u inflamatorni proces
i karcinogenezu (Park i sar., 2000; Mackenzie i sar., 2004; Mackenzie i Oteiza, 2006; Erlejman i sar.,
2008; Mackenzie i sar., 2008). Epikatehin i dimer proantocijanidin B2 mogu inhibirati aktiviranje
transkripcionog faktora NF-kB (Mackenzie i sar., 2004).

Polifenoli sa razliCitim receptorima mogu takode stupiti u interakciju nespecifiénim
mehanizmima. Zivotinjski estrogeni su steroidna jedinjenja &iji fizioloski odgovori su posredovani
interakcijama sa dva estrogena receptora (ER): ERa 1 Erp. Izoflavoni poseduju estrogenu aktivnost kod
zivotinja koja se zasniva na direktnoj interakciji izmedu izoflavona i estrogenih receptora (Kuiper i
sar., 1998). Slicnost izmedu struktura estrogena i izoflavona daje sposobnost ovim polifenolnim

jedinjenjima da deluju kao agonisti ili antagonisti estrogena (slika 17) (Messina, 2010).

17p -esftradicl genistein

Slika 17. Sli¢nost izmedu struktura estrogena i izoflavona

2.3.1.3. Polifenoli i kancerogeneza

Polifenoli i specificnim i nespecificnim mehanizmima delovanja mogu ispoljavati bioloske
funkcije koje se odnose na modulaciju karcinogeneze (Dai i Mumper, 2010; Fraga i sar., 2010).

Razliciti in vitro i in vivo sistemi su primenjivani kako bi se ispitao antikancerogeni i antitumorski
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potencijal prirodnih polifenolnih jedinjenja ili njihovih ekstrakata. Utvrdeno je da se inhibitorni efekat
prirodnih polifenolnih jedinjenja u procesu kancerogeneze odigrava preko dva osnovna mehanizma: I)
modifikacijom (promenom) redoks statusa i, II) ucestvovanjem u osnovnim c¢elijskim funkcijama
(¢elijskom ciklusu, apoptozi, inflamaciji - upalnom procesu, angiogenezi i metastaziranju). Na slici 18
su prikazani potencijalni antikancerogeni mehanizmi biljnih polifenola pri kancerogenezi (Dai i

Mumper, 2010).

Zdrava celija

Antioksidativno delovanje
Antimutageno delovanje
Inicijacija ———————— Inhibicija enzima faze T
Inhibicija enzima faze II
Stimilacija popravke DNE

Inicirana celija

Antiinflamatorno delovanje
) . Indukcija faze mirovanje celijskog ciklusa
Napredovanje Indukcija apoptoze

Inhibicija proliferacije ¢elija

Nekontrolisani rast celija

Regulisanje metaloproteaza

Progresija }7 Antiangiogeneza

Inhibicija proliferacije celija

Formiranje metastaza

Slika18. Potencijalni mehanizmi antikancerogenog delovanja biljnih polifenola pri kancerogenezi

Oksidativno oste¢enje se smatra osnovnim faktorom koji doprinosi kancerogenezi. Zbog svoje
sposobnosti "hvatanja" i smanjenja proizvodnje slobodnih radikala, kao i heliranja prelaznih metala,
prirodna polifenolna jedinjenja mogu imati znacanu hemopreventivnu aktivnost (Kampa i sar., 2007).

Sa druge strane, in vitro ispitivanja takode upucéuju da polifenoli mogu vrsiti svoje inhibitorno
delovanje kao prooksidanti na ¢elije kancera. Utvrdeno je da mnogi polifenoli, kao §to su flavonoidi -
kvercetin, rutin, apigenin i fenolne kiseline - galna kiselina i kafena kiselina, mogu dovesi do
oksidativnog prekidanja lanca DNK in vitro (Azmi i sar., 2006; Elbling i sar., 2005). Prema tome,
antiproliferativni efekat nekih polifenolnih antioksidanata na ¢elije kancera delimi¢no je posledica
njihovog prooksidativnog delovanja. Ipak, pretpostavljeno je da ova oksidativna osobina zavisi od
koli¢ine kiseonika rastvorenog u test medijumu (Agullo i sar., 1996). Parcijalni pritisak kiseonika u
kulturi ¢elija (160 mmHg) je znacajno veci nego u krvi ili tkivu (<40 mmHg), pa nije jasno da li bi se

slican mehanizam mogao pojaviti in vivo.
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Prirodni polifenoli mogu uticati na osnovne Celijske funkcije koje su povezane sa nastankom
kancera brojnim razli¢itim mehanizmima. U fazi inicijacije, polifenoli mogu spreciti aktiviranje
prokarcinogena inhibiranjem metabolickih enzima faze I, kao Sto je citohrom P450 (Hodek i sar.,
2002) i olaksavanjem detoksifikacije i uklanjanjem karcinogena indukcijom metabolickih enzima faze
I, kao Sto su glutation S-transferaza (GST), NAD(P)H kinin oksidoreduktaza (NQO) i UDP-
glukuroniltransferaza (UGT-a) (Galati i sar., 2000). Oni takode mogu ograniciti stvaranje iniciranih
¢elija stimuliSu¢i DNK reparaciju (popravku) (Webster i sar., 1996; Imanishi i sar., 1991). Polifenolna
jedinjenja mogu spreciti formiranje i rast tumora indukcijom zaustavljanja celijskog ciklusa i
indukcijom apoptoze. Maligne c¢elije karakteriSe prekomerna proliferacija, nemoguénost terminalne
diferencijacije ili apoptoze pri normalnim uslovima. Regulacija ¢elijskog ciklusa je izmenjena u ovim
¢elijama. Prema tome ometanjem specifi¢nih proteina ¢elijskog ciklusa, polifenoli potencijalno mogu
blokirati kontinuirano Sirenje tumorogenih celija. Za polifenole je utvrdeno da uticu na rast celija
indukcijom apoptoze, kod mnogih celijskih linija: jetre (HepG2), debelog creva (SW620, HT-29,
CaCO-2, a HCT-116), prostate (DU-145 i LNCaP), pluca (A549), dojke (MCF-7), melanoma (SK-
MEL-28 1 SK-MEL-1) (Ramos i sar., 2005; Ramos, 2007). Indukcija apoptoze i/ili inhibicija
proliferacije polifenolnim jedinjenjima moze biti rezultat brojnih mehanizama, kao $to su zaustavljanje
Celijskog ciklusa, blokiranjem ekstracelularno regulisane kinaze, inhibicijom aktiviranja
transkripcionih faktora, NF-kB i aktivator protein-1 (AP-1), suzbijanjem protein kinaze C i drugim
(Fresco i sar., 2006; Ramos, 2008). Takode, za polifenolna jedinjenja kao Sto je kvercetin (Chaumontet
1 sar., 1996) i resveratrol (Nielsen i sar., 2000) utvrdeno je da blokiraju indukovanu inhibiciju
meducelijske GIC (eng. gap junctional communication). Vazan faktor procesa karcinogeneze moze
predstavljati i proces inflamacije, jer hroni¢na upala predisponira karcinogenezu. Polifenoli su pokazali
i antiinflamatorne osobine. Takode, utvrdeno je da polifenoli pokazuju i antiangigenezni efekat

(Mojzis i sar., 2008), Sto moZe biti vazan faktor inhibicije rasta tumora.

2.3.2. Polifenolna jedinjenja iz sporednih proizvoda prehrambene industrije

Moure i saradnici (2001) su istakli da znacajne koli¢ine polifenolnih jedinjenja zaostaju u
razli¢itim sporednim poljoprivrednim i industrijskim proizvodima. Pri industrijskoj preradi citrusa
nastaje velika koli¢ina sporednih proizvoda (i do 50% ukupne mase ploda) (Bocco i sar., 1998), koji
mogu biti znac¢ajni izvori polifenola. Naime, kora citrus voca sadrzi veée koli¢ine ukupnih polifenola u
odnosu na jestive delove plodova. Gorinstein i saradnici (2001) su utvrdili da je ukupni sadrzaj

polifenolnih jedinjenja u kori limuna, narandze i grejpfruta 15% veéi od sadrzaja u mesu voca. Ljuske
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jabuke, breskve i krusSke sadrze dva puta viSe ukupnih polifenolnih jedinjenja od mesa vocéa
(Gorinstein i sar., 2002). Chang i saradnici (2000) su ispitujuc¢i osam sorti breskvi utvrdili da ljuska
sadrzi 2-2,5 puta vec¢u koli¢inu ukupnih polifenolnih jedinjenja u odnosu na meso. Prisustvo znacajne
koli¢ine polifenolnih jedinjenja utvrdeno je u tropu jabuka - ostatka nakon cedenja soka koji se sastoji
iz ljuske, semena i dela mesa jabuka (Cetkovi¢ i sar., 2008). Jestivi deo banana sadrzi 232 mg
polifenolnih jedinjenja/100 g suve materije, a ta koli¢ina predstavlja oko 25% polifenola koji se nalaze
u kori (Someya i sar., 2002). Sli¢no tome, Li i saradnici (2006) su utvrdili da kora nara sadrzi 249,4
mg/g polifenolnih jedinjenja, dok sadrzaj polifenolnih jedinjenja u mesu nara iznosi samo 24,4 mg/g.
Sadrzaj polifenola u ljusci jabuke iznosi i do 3300 mg/100 g suve materije (Wolfe i Liu, 2003), a u
liofilizatu tropa jabuke oko 118 mg/g (Schieber i sar., 2003). Sporedni proizvodi prerade maslina,
posebno postekstrakciona pogaca nastala posle cedenja maslinovog ulja, takode predstavljaju izvor
polifenola (Ranalli i sar., 2003). Semenke i pokozica grozda, sporedni proizvodi soka od grozda i od
vina, takode su bogat izvor polifenolnih jedinjena, posebno proantocianidina (Mandi¢ i sar., 2008;

Shrikhande, 2000; Torres i Bobet, 2001).

2.4. Karotenoidi

Karotenoidi su Zzuti, narandzasti ili crveni prirodni pigmenti odgovorni za boju mnogih
plodova voca, povréa, cveca i lis¢a. Takode, ima ih u jajima, algama i gljivama, kao i kod insekata,
ptica i riba. Samo biljke, bakterije, gljive i alge mogu sintetisati karotenoide, dok Zivotinje u svoj
organizam karotenoide unose hranom (Stahl i Sies, 2003). Po hemijskoj strukturi, karotenoidi su
tetraterpeni, a po hemijskim i fizickim osobinama pripadaju klasi lipida (Laj$i¢ 1 Gruji¢-Injac, 1998).

Najznacajnija strukturna karakteristika karotenoida je sistem naizmeni¢nih dvostrukih i
jednostrukih veza koje formiraju centralni deo ovog molekula. Konjugovani sistem u kome su n-
elektroni delokalizovani duz citavog polienskog lanca karotenoidima daje karakteristiCan oblik
molekula, hemijsku reaktivnost i sposobnost apsorpcije svetlosti, odnosno boju. Krajevi molekula
karotenoida mogu biti otvoreni (acikli¢ni) i ciklizovani (alicikli¢ni i aromaticni) (Britton, 1995; Dutta i
sar., 2005; LajSi¢ 1 Gruji¢-Injac, 1998). Polienska struktura ¢ini karotenoide vrlo nestabilnim
jedinjenjima, pa se dejstvom kiseonika i svetlosti lako oksiduju, ciklizuju i izomerizuju (LajSi¢ i
Gruji¢-Injac, 1998).

Karotenoidi se dele u dve osnovne grupe. Prvu grupu ¢ine karoteni (ugljovodonici) ¢ija je

jedna od osobina da se rastvaraju u nepolarnim rastvara¢ima. Drugu grupu ¢ine oksidacioni proizvodi

32



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

karotenoida - ksantofili, koji se rastvaraju u polarnim rastvaracima (alkohol), a javljaju se kao alkoholi,
aldehidi, ketoni, estri i druga jedinjenja (Stahl i Sies, 2003; Lajsi¢ i Gruji¢-Injac, 1998).

Do sada je poznato vise od 600 karotenoida, medu kojima su sa aspekta ishrane ljudi
najznacajniji: a-karoten, B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin i B-kriptoksantin (slika 19) (Padovani i

Amaya-Farfan, 20006).
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Slika 19. Najznacajniji predstavnici karotenoida

Najvaznija uloga karotenoida u prirodi je da ucestvuju u procesima fotosinteze. Karotenoidi
biljaka nalaze se u hloroplastima gde su vezani za proteine, odnosno nalaze se u obliku hromoproteina.
Smatra se da karotenoidi u fotosintezi imaju zastitnu ulogu, odnosno Stite hlorofil od fotodestrukcije
kratkim svetlosnim talasma (ispod 400 nm) (Lajsi¢ i Gruji¢-Injac, 1998). Takode, smatra se da
karotenoidi u fotosintezi imaju i pomo¢nu ulogu u preno$enju kiseonika ili transformaciji i prenosenju
energije u fotohemijskim reakcijama.
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2.4.1. Mehanizmi delovanja karotenoida

Razliciti karotenoidi: ciklicni (npr., B-karoten, a-karoten) i aciklicni (npr. likopen, fitoen)
karoteni, kao i brojni ksantofili (npr. zeaksantin, lutein i B-kriptoksantin) identifikovani su u humanoj
plazmi i tkivima. Pored toga, u plazmi su pronadeni i brojni metaboliti karotenoida i oksidacioni
proizvodi koji nastaju kao posledica interakcije karotenoida sa ROS (Young i Lowe, 2001).

U humanom organizmu karotenoidi, od kojih su najznacajniji o-karoten, B-karoten i f-
kriptoksantin, imaju provitaminsku funkciju (provitamin-A karotenoidi) (Kadian i Garg, 2012). Pored
provitaminske funkcije, karotenoidima se pripisuje antioksidativna i protektivna (hemopreventivna)
uloga u humanom organizmu (Padovani i Amaya-Farfan, 2006). Brojne studije ukazuju da je ishrana
bogata karotenoidima povezana sa smanjenjem rizika od nekih degenerativnih bolesti, ukljucujuci
razlic¢ite vrste kancera, kardiovaskularne ili oftalmoloSke bolesti. Preventivni efekat je povezan sa
njihovom antioksidativnom aktivno$c¢u kojom §tite Celije i tkiva od oksidativnih oStec¢enja (Stahl i Sies,
2003). Uopste, karotenoidi S$tite tkiva na osnovu svojih fizi¢ko-hemijskih osobina, razli¢itim
biohemijskim mehanizmima: antioksidativnim delovanjem ("gaSenjem" singletnog kiseonika ili
peroksil radikala), inhibicijom abnormalne proliferacije ¢elija, podsticanjem intercelijske
komunikacije, poboljSanjem imunoloSkog odgovora, modulacijom metabolizma kancerogenih
supstanci, itd (Olson, 1999; Padovani i Amaya-Farfan, 2006).

Sposobnost karotenoida da deluju kao antioksidanti (ili prooksidanti) u bioloskim sistemima
zavisi od brojnih faktora (Britton, 1995; Young i Lowe, 2001), od kojih su najznacajniji:

(I) struktura molekula i fizicke osobine karotenoida;

(IT) mesto delovanja karotenoida u ¢eliji;

(IIT) sposobnost karotenoida za interakciju sa drugim karotenoidima ili antioksidantima

(posebno, vitaminima C i E);

(IV) koncentracija karotenoida i

(V) parcijalni pritisak kiseonika.

@D Struktura molekula (veli¢ina i oblik molekula, kao i priroda, pozicija i broj supstituenata) i
fizicke osobine (agregati ili monomeri, cis- ili trans- konfiguracije) karotenoida su veoma znacajne za
njihove antioksidativne osobine. Pretpostavlja se da je sistem konjugovanih dvostrukih C=C veza
najvazniji faktor u procesima prenosa energije, kao $to je fotosinteza. Priroda i1 poloZaj supstituenta

molekula karotenoida takode znacajno uti¢e na antioksidativne osobine. Razlike u antioksidativnoj
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aktivnosti  karotenoida posledica su razli¢ite gustine elektrona. Na primer, prisustvo ketonske
(astaksantin i kantaksantin) ili hidroksilne (izozeaksantin) grupe na C, atomu kod ksantofila uti¢e na
smanjenje reaktivnosti ovih molekula, jer spre¢ava izdvajanje atoma vodonika.

Osim od strukturih karakteristika karotenoida, mehanizam i brzina njihovog reagovanja sa
slobodnim radikalima znacajno zavisi od prirode oksidativne vrste. Karotenoidi deluju kao
antioksidanti tako $to najcesce vezuju dve reaktivne vrste kiseonika, singletnog molekulskog kiseonika
('0,) i peroksil radikala (Stahl i Sies, 2003). Takode, oni su i efikasni deaktivatori elektronski
pobudenih osetljivih molekula koji su ukljuceni u nastajanje radikala i singletnog kiseonika (Truscott,
1990; Young i Lowe, 2001; Stahl i Sies, 2003).

Karotenoidi poseduju sposobnost fizickog i hemijskog "gasenja" 'O,, pri ¢emu je u oba sludaja
neophodna bliska interakcija izmedu karotenoida i '0, molekula (Stahl i Sies, 2003; Young i Lowe,
2001). Kod fizitkog "gadenja" 'O, desava se direktna razmena energije izmedu karotenoida i 'O,.
Energija singletnog molekulskog kiseonika se prenosi na molekul karotenoida, pri ¢emu nastaje
kiseonik u osnovnom stanju i pobudeni molekul karotenoida. Pobudeni molekul karotenoida se vra¢a u
osnovno stanje tako §to svoju energiju prenosi na molekule rastvaraca (Stahl i Sies, 2003). Konstante
brzine fizi¢kog "gasenja" 'O,, koje su odredene za razli¢ite karotenoide, pokazuju jasnu vezu izmedu
strukture karotenoida i njegove sposobnost da se "uhvati" 'O, putem prenosa energije. Ova sposobnost
je direktno povezana sa energetskim nivoom ekscitovanog stanja na koje prvenstveno utice duzina
konjugovanog C=C lanca, ali od uticaja mogu biti i druge strukturne karakteristike. Znacajnu
sposobnost "gasenja" 'O, pokazuju o-karoten, P-karoten, zeaksantin i kriptoksantin, a najveéu
efikasnost fizickog "gasenja" 'O, poseduje likopen (Di Mascio i sar., 1989; Stahl i Sies, 2003).
Hemijsko "gasenje" 'O, moze dovesti do destrukcije molekula karotenoida (Young i Lowe, 2001).
Nasuprot fizickom "gaSenju", hemijske reakcije izmedu pobudenog kiseonika i karotenoida su od
manjeg znacaja, doprinose¢i manje od 0,05% ukupnoj brzini "gasenja" pobudenog kiseonika (Stahl i
Sies, 2003).

Od razli¢itih radikala koji nastaju pod oksidativnim uslovima u organizmu, karotenoidi
najefikasnije reaguju sa peroksil radikalima. Vezivanjem ovih vrsta karotenoidi prekidaju
slobodnoradikalsku reakciju lipidne oksidacije. Zahvaljujuéi lipofilnosti i sposobnosti karotenoida da
vezuju peroksil radikale, smatra se da oni imaju vaznu ulogu u zastiti celijskih membrana i
lipoproteina od oksidativnog oStecenja. Antioksidativno delovanje karotenoida u pogledu deaktivacije
peroksil radikala najverovatnije zavisi od mogucnosti nastajanja radikalskih adukata koji formiraju

rezonantno stabilizovani radikal ugljenika (Stahl i Sies, 2003).
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Karotenoidi (CAR) sa peroksil radikalima (ROO") mogu reagovati slede¢im mehanizmima:

- formiranjem adukta (ROO" + CAR — [ROO-CAR]J);

- otpustanjem elektrona (ROO" + CAR — ROO + CAR™) i

- otpustanjem atoma vodonika (ROO™ + CAR — ROOH + CAR").

Vecina podataka o antioksidativnom potencijalu karotenoida prema razlicitim ROS (posebno
radikalima) dobijena je u in vitro ispitivanjima. Ova istrazivanja izvedena su u organskim
rastvaraima, jednostavnim micelama ili lipozomima, a dobijeni rezultati daju samo osnovne
informacije o interakciji izmedu karotenoida i ROS. In vivo uslovi, kao S§to su koncentracija
karotenoida i heterogeni sastav vecine tkiva, su kompleksniji od uslova u in vitro ispitivanjima. Naime,
karotenoidi su u tkivima prisutni u zanacajno nizim koncentracijama od onih koje se obicno
primenjuju kod in vitro ispitivanja. Pored toga karotenoidi se u in vitro ispitivanjima nalaze slobodni, a
ne u obliku kompleksa sa lipoproteinom, koji se najces¢e nalaze u tkivima (Young i Lowe, 2001). Da
bi delovali kao antioksidanti u in vivo uslovima, karotenoidi moraju biti inkorporirani u tkivo na ta¢no
odredenom mestu i u odgovaraju¢oj koncentraciji u odnosu na oksidujuéi agens i molekul koji treba da
Stite (Seabra i Pedrosa, 2010).

Strukturne karakteristike karotenoida, kao i prisustvo i priroda supstituenata (polarnih grupa), i
cis/trans izomerizacija uticu i na druge osobine ovih molekula, npr. na rastvorljivost. Slaba
rastvorljivost karotenoida u vodenoj sredini, odnosno dobra rastvoljivost u lipidnim slojevima

posledica je navedenih faktora.

(10 Mesto delovanja karotenoida u ¢eliji odredeno je time Sto se u bioloskim sistemima
karotenoidi uglavnom ne nalaze slobodni nego vezani za proteinske ili lipoproteinske strukture. S
obzirom na hidrofobni karakter karotenoida i njihovih proteinskih i lipoproteinskih kompleksa,
delovanje karotenoida uglavnom je ogranic¢eno na hidrofobne delove bioloskih sistema, odnosno na
hidrofobne delove osnovne membrane i membranskih struktura celije.

Inkorporacija odnosno orijentacija molekula karotenoida u lipidnom sloju membrane i
membranskih struktura zavisi od strukture karotenoida i sastava membrane. Karoteni, kao $to su
likopen i PB-karoten, se nalaze duboko u hidrofobnim delovima membrane, paralelno sa njenom
povrsinom (slika 20). Nasuprot tome, ksantofili (npr. zeaksantin) u celini obuhvataju membranu
(prakticno se protezu od spoljaSnje prema unutra$njoj povrSini membrane), tako da je reakcija
konjugovanih C=C veza moguca u svim slojevima membrane (slika 20) (Young i Lowe, 2001). S
obzirom na poloZaj u membrani, zeaksantin deluje i kao vazan faktor jacanja membrane. Takode, ni

svi ksantofili se ne ponasaju isto, jer i male strukturne razlike uticu na njihovo ponasanje. Na primer,
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zeaksantin i lutein, ksantofili sa dve hidroksilne grupe, su razli¢ito orijentisani u membrani. Lutein se,

zbog sposobnosti rotacije oko jednostruke Cs-C; veze, postavlja paralelno s povrSinom membrane.

Zeaksantin B-Karoten

Slika 20. Shema membrane koja sadrzi karotenoide (zeaksantin i -karoten)

(IIT) ~ Sposobnost karotenoida za interakciju sa drugim antioksidantima (posebno sa vitaminom C i
E) omogucava sinergisticko delovanje razli¢itih antioksidanata ¢ime se obezbeduje efikasna barijera
prema oksidaciji (Halliwell i Gutteridge, 1999). Sinergisti¢ko delovanje izmedu karotenoida, vitamina
E i C zasniva se na slede¢im reakcijama (Truscott, 1996; Mortensen i Skibsted, 1997a; Edge i sar.,

1998):

CAR + a-TOH™" — a-TOH + CAR™"
CAR"+ ASCH, — CAR + ASCH + H"
CAR™" + ASCH — CAR + ASCH" + H'

CAR™ + a-TOH — a-TO" + CAR + H"

Prema navedenim reakcijama, molekul karotenoida, prenosom elektrona na tokoferol radikal
katjon (0-TOH™), regeneriSe vitamin E, pri ¢emu nastaje karotenoid katjon radikal (CAR™). U
prisustvu vitamina C (ASCH, i ASCH") karotenoid katjon radikal moze biti preveden u neradikalski
oblik. Takode, redukcijom karotenoid katjon radikala, vitamin E regeneriSe karotenoid. Interakcija

karotenoida, vitamina E i C u lipofilnim i hidrofilnim delovima plazme prikazani su na slici 21.
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Slika 21. Interakcija karotenoida, vitamina E 1 C u lipofilnim i hidrofilnim delovima plazme

Karotenoidi mogu "uhvatiti" radikale sa jedne strane membrane (npr. sa luminalne strane
membrane gde je visok nivo ROS), a sa druge strane (s obzirom da poseduju konjugovani polienski
lanac koji omogucava karotenoidima da se prostiru kroz membranu), odmah mogu biti regenerisani
vitaminom C (npr. sa citosolne strane membrane gde je nizak nivo ROS). Zbog ovog mehanizma
delovanja karotenoidima je pripisana uloga transmembranskih radikalskih kanala. Karoteni, kao $to su
likopen 1 B-karoten, mogu biti regenerisani vitaminom C na povrSini membrane (Offord i sar., 2002).
Karotenoidi kao transmembranski kanali radikala svrstavaju se prema tome u jedinstvenu kategoriju
antioksidanata, odnosno mogu imati posebno znacajnu ulogu u odrzavanju redoks homeostaze u toku
povecane produkcije radikala (Johnson, 2009).

Bohm i saradnici (1998) su pokazali da je interakcija karotenoida sa vitaminima E i C moguca
in vitro. Sinergisticko delovanje koje pokazuju karotenoidi i drugi ko-antioksidanti zavisi od ravnoteze
izmedu svih tih komponenata. Povecanje koncentracije jedne od tih komponenti moze poremetiti tu
ravnotezu i smanjiti antioksidativnu sposobnost. Povec¢ana koncentracija karotenoida moze dovesti do
stvaranja karotenoid katjon radikala ili adukata iznad nivoa na koje tokoferol/askorbat sprega moze
efikasno delovati, a $to moze dovesti do prooksidativnih efekata (Young i Lowe, 2001).

Karotenoidi su u bioloskim sistemima najée$¢e prisutni kao heterogena smesa karotena i
ksantofila, §to daje mogucnost za interakciju izmedu razli¢itih karotenoida. Prenos elektrona izmedu
razlic¢itih karotenoida su ispitali Edge i saradnici (1998, 1999) istiCuéi sposobnost karotenoid -

karotenoid interakcije u bioloskim sistemima:
38



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

CAR;" + CAR, — CAR, + CAR,"”

Utvrdeno je sinergisticko delovanje izmedu razli¢itih karotenoida (Stahl i sar., 1998), a
kombinacija Iuteina i likopena pokazala se kao najefikasnije prema AMVN (2,2'-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) indukovanoj oksidaciji kod multilamelarnih lipozoma. Od ispitanih karotenoida,
likopen je pokazao najbolje redukcione sposobnosti, kao i sposobnost redukcije radikalskih katjona

luteina i1 zeaksantina.

(IV)  Koncentracija karotenoida moze znacajno uticati na antioksidativno delovanje karotenoida. U
in vitro uslovima utvrdeno je da pri visokim koncentracijama karotenoida ili njihovih oksidacionih
proizvoda moze do¢i do promene u antioksidativnoj aktivnosti, odnosno ovi molekuli mogu delovati i
prooksidativno. U prisustvu H,O, ili ksantin/ksantin oksidaze (egzogeni izvor H,O, i O,7) u HT29
¢elijama adenokarcinoma, sposobnost -karotena i likopena da zastite ¢elije od oSte¢enja DNK uoceno
je samo pri niskim koncentracijama (~1-2 uM), dok je zastitno delovanje nestalo pri poveéanoj dozi
karotenoida (>4 puM) (Lowe i sar., 1999). Relativno visoke koncentracije B-karotena takode nisu
delovale zastitno na H,O,-indukovana oste¢enja DNK u HepG2 ¢elijama (Woods i sar., 1999).

Koncentracija karotenoida utice i na osobine Celijske membrane, tako npr. pri visokim dozama
karotenoida, membrana HT29 ¢elija postaje permeabilnija (Lowe i sar., 1999). Korelacija izmedu
oSte¢enja DNK i permeabilnosti membrane, ukazuje da prisutnost karotena (B-karoten i likopen) moze
povecati propustljivost za ROS prisutne u vodenoj fazi. Sa povecanjem koncentracije uocena su
smanjenja u antioksidativnoj efikasnosti karotena, dok prooksidativni efekti nisu uoceni. Nasuprot
tome, ksantofil, zeaksantin, pokazao je koncentracijski zavisnu zastitu HT29 c¢elija prema
ksantin/ksantin oksidaza izazvanim DNK osteCenjima. Ovakvo ponaSanje zeaksantina moze se
objasniti na osnovu Cinjenice da zeaksantin smanjuje fluidnost membrane, efikasno smanjujuéi brzinu
propagacije lipidnog peroksil radikalskog lanca i permeabilnost membrane. Takode, razliCite
orijentacije zeaksantina i karotena u membranama mogu dovesti do toga da su ksantofili efikasniji u
zastiti od ROS (Young i Lowe, 2001).

Pri visokim koncentracijama, karotenoidi pokazuju sklonost prema formiranju agregata. Cis-
izomeri karotenoida imaju manju tendenciju prema agregaciji u poredenju sa frans-izomerima (Britton,
1995). Agregati karotenoida su identifikovani u membranama i pretpostavlja se da njihova prisutnost
ima znacajan uticaj na osobine membrane odnosno da dovode do povecanja fluidnosti i propustljivosti

membrana, pa prema tome i do efekata prooksidativnog tipa (Gruszecki, 1999; Young i Lowe, 2001).
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(V)  Parcijalni pritisak kiseonika takode je vazan faktor koji moze uticati na antioksidativno
delovanje karotenoida. Burton i Ingold (1984) su prvi ukazali da antioksidativno delovanje B-karotena
zavisi od parcijalnog pritiska kiseonika. Pri niskom parcijalnom pritisku kiseonika (pO,), B-karoten
pokazuje antioksidativno delovanje, dok pri vi§im vrednostima pO,, ne samo da gubi antioksidativnu
sposobnost, ve¢ pokazuje prooksidativno delovanje, kao posledicu autoksidacije.

Vrednost parcijalnog pritiska kiseonika uti¢e na interakciju karotenoida i peroksil radikala. Pri
niskim vrednostima pO, karotenoidi poseduju sposobnost hvatanja peroksil radikala i prekidanja
slobodnoradikalskih lancanih reakcija lipidne oksidacije. Pri visokim vrednostima pO,,
autooksidacijom karotenoid radikala mogu nastati karotenoid peroksil radikali, koji imaju

prooksidativno delovanje:

CAR’ + O, —» CAR-OO’
CAR-OO" + LH— CAR-OOH + L~
L. + 02 - L-OO'

Iako ove reakcije nisu uocene in vivo, moze se pretpostaviti da parcijalni pritisak kiseonika
znacajno utice na delovanje karotenoida u bioloSkim sistemima, jer su pO, u razli¢itim tkivama i
organima u humanom organizmu znacajno razli¢iti (npr. pluéna alveola - 100 mm Hg, venska krv - 40
mm Hg, u tkivima 5-15 mm Hg) (Halliwell i Gutteridge, 1999). Tumorska tkiva takode imaju razliite
vrednosti parcijalnog pritiska kiseonika u odnosu na zdrava tkiva (Cruickshank i Rampling,1994).
Brojna in vitro 1 in vivo ispitivanja izvedena su pri visokim parcijalnim pritiscima kiseonika (760 mm
Hg), pri kojima moze do¢i do prooksidativnog efekta karotenoida, iako ovi uslovi nisu fizioloski.
Prema tome, moZe se ocekivati da ¢e se karotenoidi razli¢ito ponasati u razli¢itim delovima organizma,
npr. mogu biti manje efikasni antioksidanti u plu¢ima u odnosu na druga tkiva, $to ne znaci nuzno da
¢e karotenoidi delovati prooksidativno. Relativna efikasnost karotenoida u odnosu na druge
antioksidante, posebno a-tokoferol takode zavisi od parcijalnog pritiska kiseonika (Palozza i Krinsky,
1992). a-Tokoferol je kao antioksidant efikasniji pri visokom parcijalnom pritisku kiseonika, dok je -
karoten efikasniji pri niskom parcijalnom pritisku kiseonika.

Pored antioksidativnog mehanizma delovanja karotenoidi pokazuju i fotoprotektivni
mehanizam delovanja. Fotooksidativni procesi imaju znacajnu ulogu u patobiohemijskim procesima
kod nekoliko bolesti tkiva izloZenih svetlu. Zastita od fotooksidativnih procesa je povezana sa
antioksidativnim delovanjem karotenoida i/ili njihovim efektima filtriranja svetla (Bohm i sar, 2001;

Stahl i sar, 2000). U jednom ispitivanju, kada je koza bila izlozene stresu usled UV svetla, vise
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likopena je uniSteno nego B-karotena, Sto je ukazuje na zastitne efekte likopena prema oSteéenjima
nastalim usled oksidativnog stresa (Ribaya-Mercado i sar., 1995).

Likopen poseduje sposobnost inhibicije proliferacije celija kancera dojke, pluéa i
endometrijuma (Heber i Lu, 2002). U istrazivanju Amir i saradnika (1999) utvrdeno je da sa
povecanjem koncentracije likopena dolazi do inhibicije rasta ¢elija promijelocitne leukemije (HL-60),
odnosno do inhibicije ¢elijskog ciklusa u Go/G, fazi. Takode, utvrden je inhibitorni efekat likopena na
rast MCF-7 ¢elija, koji je pripisan smetnjama do kojih dovodi likopen u IGF-I receptor signalizaciji i
progresiji ¢elijskog ciklusa (Karas i sar., 2000).

Karotenoidi stimulativno deluju, odnosno povecavaju meducelijsku intercelularnu
komunikaciju (eng. gap junctional communication - GJC). Ova meducelijska veza se sastoji iz
dvanaest proteina, od kojih je po Sest smeSteno u membranama susednih celija. Putem ove veze
moguca je komunikacija izmedu dve ¢elije, razmena molekula i jona, nutrijenata, otpadninih proizvoda
i informacija. GJC ima vaznu ulogu u kontroli ¢elijskog rasta (diferencijaciji, proliferaciji i apoptozi)
(Aust 1 sar., 2003; Kumar i Gilula, 1996). Netumorske ¢elije komuniciraju preko GJC, dok je veéina
tumorskih c¢elija imaju disfunkcionalnu GJC. Brojni dokazi ukazuju da je gubitak GJC pokazatel;
karcinogeneze. Karotenoidi poseduju sposobnost ponovnog uspostavljanja ili povec¢anja GJC izmedu
"normalne" i "izmenjene" Celije, Sto se pripisuje njihovim kancer-preventivnim osobinama (Heber i Lu,
2002). S obzirom da korelacija izmedu indukcije GJC i "gasenja" singletnog kiseonika nije utvrdena,
pretpostavljeno je da GJC i antioksidativna aktivnost u prevenciji kancera deluju nezavisno (Charleux,

1996; Kadian i Garg, 2012).

2.5. Vitamin C

Vitamin C (askorbinska kiselina) je esencijalni nutrijent, koji je neophodan za mnoge
metabolicke procese u ljudskom organizamu. Sposobnost doniranja elektrona vitamina C ima
najvazniju ulogu kod svih njegovih do sada poznatih funkcija. S obzirom na njegovu prirodu i
elektrondonorske osobine, vitamin C je hidrofilni antioksidant u humanom organizmu (Padayatty i
sar., 2003). Mnoge biljke i zivotinje same mogu sintetisati vitamin C, dok se u humanom organizmu
vitamin C ne moZe sintetisati zbog nedostatka enzima gulonolakton oksidaze, pa se mora unositi putem
hrane. Vitamin C je neophodan pri sintezi kolagena, karnitina i neurotransmitera, ima znacajnu ulogu
donora elektrona kod vaznih enzima, poseduje antioksidativna, antiaterogena, antikancerogena,
imunomodulatorska i druga svojstva. Medutim, pretpostavlja se da je osnovna uloga vitamina C u

¢eliji, uloga redukcionog sredstva (Naidu, 2003; D'Silva i sar., 2011).
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Oksidacijom vitamina C nastaje semidehidroaskorbil radikal, koji gubeci joS jedan elektron,
daje dehidroaskorbat. Antioksidativna svojstva vitamina C proizilaze iz sposobnosti da deluje kao
donor H-atoma i elektrona, pa je veoma dobar "hvata¢" mnogih slobodnih radikala i neradikalskih vrsta
(Carr i Frei, 1999; Lee i sar., 2004).

Vitamin C moZe delovati i prooksidativno, ako je prisutan u ve¢oj koncentraciji, jer redukuje
jone prelaznih metala (slika 22). Redukovani joni prelaznih metala, reagujuci sa vodonik peroksidom
ili lipidnim hidroperoksidom, mogu dovesti do produkcije hidroksil ili alkoksil radikala i inicirati
proces lipidne oksidacije. S obzirom da su joni metala in vivo kompleksno vezani za proteine, u
normalnim fizioloskim uslovima, vitamin C poseduje antioksidativna svojstva. Izuzetno, s unosom
visokih doza, ali i u uslovima visokih koncentracija gvozda ili pri oslobadanju jona metala iz

kompleksa sa proteinima, vitamin C moze ispoljiti prooksidativna svojstva (Rietjens i sar., 2002).

ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE

OH OH OH
OH OH
OH
(0] o) o 0 (0] 0
-H* _H+ -€
— +H* _ e
HO OH HO o (¢}
Askorbinska kiselina Askorbat Semidehidroaskorbil radikal Dehidroaskorbat

-—
PROOKSIDATIVNO DELOVANJE Fe3+ Fe2+ +02 —= Fed+ +02

Fe2* +Hp0p — = Fe3* + OH" + OH-

Slika 22. Antioksidativno i prooksidativno delovanje vitamina C

Regeneracija vitamina C se vr$i redukcijom dehidroaskorbata ili semi-dehidroaskorbil radikala
koju katalizuje enzim dehidroaskorbat reduktaza:
Dehidroaskorbat +2 GSH — GSSG + Askorbat
2 Semidehidroaskorbil radikal + 2 GSH — GSSG + 2 Askorbat
Vitamin C poseduje sposobnost regeneracije drugih antioksidanata kao S§to su: a-tokoferol,
mokraéna kiselina i P-karoten iz njihovih radikalskih oblika (Carr i Frei, 1999). Redukcija
askorbinskom kiselinom in vivo se dogada na povrSini membrane i lipoproteina. Shema ciklusa

glutationa i vitamina C i E je prikazana na slici 23 (Packer i sar., 2001).
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Dodirna povrsina
_- lipidna/vodena faza

Tokoferil radika

. . /
ROH Ciklus vitamina E
ROOH Askorbat
Tokoferol
o #"\ Ciklus vitamina C NAD(P)H
RO* ’ Oksidovani
A\_/ Semidehidroaskorbil oblik glutationa
ROS -~ radikal
Ciklus glutationa
NAD(P)* + H*
Dehidroaskorba Redukovani

oblik glutationa

Slika 23. Sema ciklusa glutationa i vitamina C i E

2.6. Prehrambena vlakna

Prema najSire prihvacenoj definiciji, prehrambena vlakna (hemiceluloza, celuloza, lignin,
oligosaharidi, pektini, gume i voskovi) su delovi biljnih ¢elija koji su otporni na hidrolizu (varenje)
humanim enzimima (Trowell, 1974). Asp i Johansson (1984), kao i Selvendran i Robertson (1994)
definiSu vlakana kao grupu neskrobnih polisaharida i lignina, koja obuhvata i nekoliko nesvarljivih
polisaharida pored osnovnih komponenata c¢elijskog zida, dok Cummings i Englyst (1991)
podrazumevaju da prehrambena vlakna ¢ine samo neskrobni polisaharidi. Mongeau i saradnici (1999)
smatraju da se biljni materijal moZe definisati kao prehrambena vlakna ako dolazi iz ¢elijskog zida
biljnog tkiva (hrane), pri ¢emu je njegova struktura netaknuta, a koja se mogu odrediti metodama
analize prehrambenih vlakana. Hemicari Americkog udruzenja za zitarice (eng. American Association
of Cereal Chemists) su usvojili definiciju, prema kojoj su prehrambena vlakana jestivi delovi biljke ili
odgovarajuc¢i ugljeni hidrati koji su otporni na varenje i apsorpciju u humanom tankom crevu sa
potpunim ili delimi¢nom fermentacijom u debelom crijevu (Rodrigez i sar., 2006). Meyer (2004) je
predlozio da vlakna Cine sastavni deo hrane koja se konzumira svakodnevno, pri ¢emu su glavni izvor
vlakna biljke, povrce, Zitarice, drvenaste biljke, voce, mahunarke, itd. Na osnovu simulirane crevne
rastvorljivosti, prehrambena vlakna su klasifikovana kao nerastvorljiva i rastvorljiva vlakna.
Nerastvorljiva vlakna su lignini, celuloze 1 hemiceluloze, a rastvorljiva vlakna su pektini, beta-glukani,
galaktomani, gume i veliki broj nedigestibilnih oligosaharida uklju¢ujuéi i inulin.

Prehrambena vlakna sadrze sve karakteristike potrebne da se mogu smatrati funkcionalnim
jedinjenjima, zbog korisnih efekata, kao S$to su: smanjenje vremena prolaska hrane kroz creva,

smanjenje nivoa holesterola i Secera, uklanjanje supstanci koje mogu biti opasne za humani organizam
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(mutageni i kancerogeni agens), podsticanje revitalizacije crevne flore, itd (Heredia i sar., 2002).
Takode, deluju kao zastitno sredstvo protiv kardiovaskularnih oboljenja, divertikuloza, zatvora,
iritacije 1 kancera debelog creva, kao i dijabetesa (Tavaini i LaVecchi, 1995; Pietinen, 2001).
Nerastvorljiva vlakna deluju na regulisanje rada creva, dok je delovanje rastvorljivih vlakana povezano
sa smanjenjem nivoa holesterola i adsorpcije crevne glukoze (Scheneeman, 1987; Schneeman, 1999;
Tudorica i sar., 2002; Brown i sar., 1999; Esposito i sar., 2005). Takode, rastvorljiva vlakna
predstavljaju dobru podlogu (supstrat) za bakterije mle¢no-kiselinskog vrenja i bifidobacteria vrste
koje imaju pozitivne efekte na zdravlje creva (prebiotsko delovanje) (Grizard i Barthomeuf, 1999).

Prehrambena vlakna (neskrobni polisaharidi) poseduju antioksidativne osobine. Nekoliko
frakcija polisaharida pirin¢anih mekinja pokazalo je protektivne osobine u odnosu na superoksid i
hidroksil radikale, peroksidaciju ulja, kao i redukcionu i heliraju¢u sposobnosti (Zha i sar., 2009;
Elleuch i sar, 2011). Utvrdena je inverzna korelacija izmedu unosa rastvorljivih vlakana (prisutnih u
cerealijama, mahunarkama, voc¢u i povrcéu) i rizika od kardiovaskularnih bolesti i kancera, medutim
mehanizmi koji su odgovorni za aktivnosti prehrambenih vlakana su samo delimi¢no razjasnjeni
(Esposito i sar., 2005).

Vlakana sa znacajnom antioksidativnom aktivno$¢u mogu se koristiti kao dodatak koji
poboljsava oksidativnu stabilnost namirnica sa visokim sadrzajem masti, ¢ime se produzava i vek
trajnosti. Pored povecanja oksidativne stabilnosti, prehrambena vlakna kao dodatak proizvodu mogu
unaprediti i druge tehnoloske osobine (kapacitet vezivanja masti, kapacitet zadrzavanja vode,
sposobnost formiranja gela, teksturu i viskoznost), a takode mogu poboljsati i fizioloske funkcije
(laksativi, smanjenje nivoa holesterola i Se¢era u krvi, smanjenje rizika od hroni¢nih bolesti srca,
dijabetesa, gojaznosti i nekih oblika kancera). Posebno kod fitnes hrane prehrambena vlakana kao

dodatak mogu naci primenu radi smanjenja kalorija, holesterola ili masti (Elleuch i sar, 2011).

2.6.1. Prehrambena vlakna iz sporednih proizvoda prehrambene industrije

Znacaj prehrambenih vlakana doveo je poslednjih godina do sve veceg zahteva potrosaca i
razvoja trziSta za proizvode bogate prehrambenim vlaknima, koja poseduju pozitivne zdravstvene
efekte (Chi-Fai i sar., 2003). Poslednjih godina postoji znacajan trend za pronalazenjem novih izvora
prehrambenih vlakana, koja se mogu primenjivati u razli¢itim proizvodima (Chau i Huang, 2003).
Jedan od mogucih izvora prehrambenih vlakana su sporedni proizvodi prehrambene industrije.
Prehrambena vlakna primenu mogu na¢i kao dodatak prehrambenim proizvodima sa niskim sadrzajem

prehrambenih vlakana (Rodriguez i sar., 2006).
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Sporedni proizvodi koji sadrze znacajne koliCine ljuske i semena, mogu biti ograni¢avajuci
faktor sa aspekta komercijalizacije nekog proizvoda, jer predstavljaju znacajne gubitke u odnosu na
sirovine, §to povecava cenu proizvoda (Schieber i sar., 2001). Od mnogih bioaktivnih jedinjenja,
znacajne kolic¢ine pektina i polifenolnih jedinjenja se mogu izolovati iz sporednih proizvoda nastalih
pri preradi jabuka. Brojne vrste voca, posebno pomorandze, jabuke i breskve se Cesto primenjuju za
proizvodnju soka. Sporedni proizvodi zaostali posle cedenja soka sadrze znacajne koli¢ine razlicitih
jedinjenja, medu kojima frakcija prehrambenih vlakana ima veliki potencijal za proizvodnju
funkcionalne hrane. Takode, neke vrste povrca, kao $to su biber, articoke, luk i Spargle, tokom prerade
generiSu sporedne proizvode bogate i rastvorljivim i nerastvorljivim vlaknima koja mogu biti
primenjena u dizajniranju nove funkcionalne hrane (Rodriguez i sar., 1999).

Znacajan izvor visoko razgranatih pektina predstavlja pokozica manga (Sudahakar i Maini,
2000). Sporedni proizvodi prerade kivija sadrze 25% vlakana izraZzeno na suvu materiju (Martin-
Cabrejas i sar., 1995). Ljuska ananasa sadrzi visok procenat (oko 70%) nerastvorljivih vlakana (Salvi i
Rajput, 1995; Larrauri i sar., 1997). Sporedni proizvodi prerade maslina pri proizvodnji ulja takode
predstavljaju bogate izvore bioaktivnih jedinjenja (polifenola i prehrambenih vlakana) (Heredia i sar.,
1993).

Najpoznatije namirnice obogacene vlaknima su zitatice za dorucak i pekarski proizvodi
(integralni hleb i kola¢i) (Cho i Prosky, 1999; Nelson, 2001), kao i mleko i proizvodi od mesa.
Obogacivanjem pekarskih proizvoda prehrambenim vlaknima iz voéa, postize se bolji nutritivni
kvalitet, vece koli¢ine ukupnih i rastvorljivih vlakana, niZza kalorijska vrednost, veéi antioksidativni
kapacitet, bolja fermentabilnost i sposobnost zadrzavanja vode (Grigelmo-Miguel i Martin-Belloso,
1999a; Larrauri i sar., 1996; Saura-Calixto, 1998). Dodatakom prehrambenih vlakana pekarskim
proizvodima se moze poboljsati nutritivni kvalitet, jer se primenom prehrambenih vlakana smanjuje
sadrzaj masti, pri ¢emu ne dolazi do smanjenja kvaliteta (Byrne, 1997; Martin, 1999).

U slucaju napitaka, dodatak prehrambenih vlakana povecava njihovu viskoznost i stabilnost.
Rastvorljiva vlakna se ¢eS¢e primenjuju zbog bolje disperznosti u vodi od nerastvorljivih vlakana.
Rastvorljiva vlakana, kao Sto su pektini, inulin, karboksimetilceluloza primenjena su kao funkcionalni
dodaci mleku (Nelson, 2001).

Prehrambena vlakna ¢ija su osnova pektini, celuloza, izolati soje, pSenice, kukuruza i pirinca
mogu poboljsati strukturu mesnih proizvoda, kao Sto su kobasice, salame i pastete, pri cemu se
dobijaju proizvodi sa niskim sadrzajem masti. Takode, s obzirom da prehrambena vlakna poseduju

sposobnost zadrzavanja vode, ona ¢e doprineti njihovom ukusu (so¢nosti), jer ¢e se iz matriksa mesa
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isparljive komponente (koje uti¢u na ukus) izdvajati sporije (Chevance i sar., 2000; Desmond i sar.,
1998; Mansour i Khalil, 1999).

Kod dzemova i marmelada najceS¢e se dodaju pektini sa razli¢itim stepenom esterifikacije,
koji predstavljaju znacajan faktor stabilnosti proizvoda (Grigelmo-Miguel i Martin-Belloso, 1999b;
Grigelmo-Miguel i Martin-Belloso, 2000). Kod cokolade sa niskom kalorijskom vrednos$éu
prehrambena vlakna, kao §to su inulin i oligofruktoza, mogu primeniti kao zamena za Secer (Gonze i

Van der Schueren, 1997).

2.7. Paradajz

Paradajz je jednogodisnja dikotiledona biljka ¢iji se plod koristi za ishranu u botanickoj
zrelosti (slika 24), ali i kao zelen (kiSeljenje). Botanicki zreli plod se koristi u ishrani kao ukusna
salata, dodatak razliCitim jelima i sirovina za razliCite oblike prerade. Za ljudsku shranu u svezem
stanju je posebno znacajan zbog sadrzaja ugljenih hidrata, organskih kiselina i vitamina C, visokog
sadrzaja kalijuma i male kalorijske vrednosti. Od ploda se dobija sok, pire, moze da se sus$i, marinira i
kiseli u zelenom stanju. Iz semena se rafinira jestivo ulje, a kao hrana za Zivotinje koriste se ostaci

ploda (sadrze oko 38% belancevina, do 12% ulja i dr.) (Lazi¢ i sar., 1998).

Slika 24. Plod paradajza

Kultivisane sorte paradajza vode poreklo od divljih srodnika, koji su i danas deo spontane
vegetacije na prostorima oko Anda u Juznoj Americi. Migracijama indijanskog stanovniStva na
podrucje centralne Amerike i Meksika s podrucja Anda, prenesene su divlje forme paradajza, gde su ih
kultivisali i koristili za jelo pocetkom sedmog veka (Matotan, 2008). U kultivisanju paradajza znacajnu
ulogu imalo je indijansko pleme Asteci koji su ga nazvali "xtomatl". Od tog imena potic¢e naziv tomati,
kojim su paradajz nazvala druga indijanska plemena centralne Amerike i koji je koren re¢i paradajz u
mnogim jezicima. U Evropu je paradajz najverovatnije prenet potetkom XVI veka, prvo u Spaniju,

Italiju i Portugal, a zatim i u ostale delove. Paradajz je u pocetku bio uzgajan kao ukrasna biljka i nije
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se koristio za jelo. Smatralo se da su njegovi plodovi otrovni zbog slicnosti sa nekim srodnim
rasprostranjenim vrstama iste botanicke porodice, Cija je otrovnost bila poznata. Prvi opis biljke
paradajz napravio je talijanski botani¢ar Mattioli 1544. godine nazvavsi je "pomi d’oro", zlatna jabuka,
Sto ukazuje da su prvodonesene biljke imale Zzute plodove. Od tog opisa vodi poreklo i dana$nji
talijanski naziv za paradajz "pomodoro". Smatra se da se paradajz za jelo u Evropi prvo poceo koristiti
u Italiji sredinom Sesnaestog veka, a zatim se njegova upotreba prosirila u ostale mediteranske zemlje,
a kasnije 1 na podrucje severne Evrope. U Francusku su se najverovatnije proSirile nove forme
krupnijih crvenih plodova, zbog Cega su ih Francuzi nazvali "pomme d’amour" ili jabuka ljubavi.
Novopridoslo povrée je u Nemackoj dobilo naziv "paradiesapfel" §to znaci rajska jabuka. Danasnji
naucni naziv paradajza Lycopersicon esculentum predlozio je engleski botani¢ar Miller 1768. godine,
S§to bi u prevodu znacilo vucja jestiva jabuka (Matotan, 2008). Kao povrée paradajz se poceo gajiti
podetkom devetnaestog veka, i to prvo u Spaniji, Italiji i Holandiji. U nagim krajevima paradajz se
poceo koristiti za ishranu krajem devetnaestog veka, ali samo zelen, za kiseljenje (turSija) (Lazic i sar.,

1998).

2.7.1. Botanicke karakteristike

Paradajz pripada familiji Solanaceae, rodu Lycopersicon Tourn. U savremenoj klasifikaciji
navodi se devet vrsta i to gajena vrsta, Lycopersicon esculentum i osam divljih vrsta. Odlikuje se dobro
razvijenim korenovim sistemom snazne mo¢i upijanja. Mlada biljka paradajza prvo razvija centralni
vretenasti koren, a vrlo brzo i bo¢no korenje koje po svojoj razvijenosti skoro dostize razvijenost
glavnog korena. Gotovo koliko duboko koren prodire u tlo, toliko se i Siri i bocno (i do 1,5 m).
Stabljika paradajza je zeljasta Clankovita, a kod pune razvijenosti biljke, u donjem delu, odrveni i
dostize precnik 2-4 cm. Stabljika je zelene boje, s jace ili slabije izrazenom ljubicastom nijansom. Kod
mladih biljaka stabljika je okruglog preseka, a starenjem postaje rebrasta. PovrSinski je obrasla gustim
sitnim dlac¢icama koje luce Zelatinoznu masu bogatu solaninom, $to biljci daje specifi¢an prepoznatljiv
miris. Pri slobodnom razvoju stabljika paradajza je jako razgranata i grmolikog je izgleda. Postoje dva
osnovna tipa rasta stabljike paradajza, indeterminantan 1 determinantan. Sorte i hibridi
indeterminantnog tipa rasta stabljike imaju kontinuirani rast i razvoj generativnih organa. KarakteriSu
ih dugi internodiji koji su Cesto 15 cm i duzi, a sama biljka moze narasti i do nekoliko metara duzine.
Vegetacijski vrh je aktivan tokom cele vegetacije, dajuéi nove listove i cvetne grancice. Bo¢ne grane
(zaperci) koje se redovno razvijaju iz osnove listova kod gajenja indeterminantnih sorti redovno se

zakidaju, jer bi u suprotnom biljka imala grmoliki izgled. Zbog visoke stabljike takav tip sorti uzgaja
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se uz oslonac. Sorte i hibridi determinantnog tipa rasta stabljike imaju kratke internodije duzine
najcesSée oko 3 cm. U uzgoju determinantnih sorti bocne grane se ne zakidaju, pa biljka ima grmolik
izgled, visine je najcesce 60-80 cm i ne uzgaja se uz oslonac. Zbog istovremenog razvoja vise bo¢nih
grana, cvatnja i plodonosenje je dosta kratko, sazrevanje plodova je ujednaceno, pa se ovakav tip sorti
moze jednokratno brati kombajnima, §to se uglavnom koristi u proizvodnji paradajza za preradu. Osim
ova dva osnovna tipa sorti, zavisno od nacina rasta stabljike, postoji 1 tre¢i, prelazni ili
poludeterminantne, koji je bujniji determinantni tip s nesto duzim internodijima.

Prvi kotiledonski listovi, obrasli sitnim dlac¢icama, pojavljuju se sa nicanjem paradajza. Pravi
listovi, koji se nakon toga razvijaju, neparno perastog su oblika, sastoje se od dugacke peteljke i
nekoliko jace ili slabije urezanih liski, razlicite veli¢ine. Cvetovi paradajza sakupljeni su u grozdaste
cvatove, koje Cine cvetne granCice. Razvoj cvetova odvija se sukcesivno, prvo se otvaraju cvetovi
najblizi stabljici, a poslednji oni na vrhu. Istim redom dozrevaju i plodovi u grozdu. Plod paradajza je
dvo- ili visekomorna so¢na boba, razli¢itog oblika, boje i veli¢ine. Oblik ploda moZze biti pravilan
(ovalni, elipti¢an i izduzen), a pored toga plodovi mogu biti kruskolikog, §ljivolikog i srcolikog oblika.
Plodovi paradajza raznih sorti zna¢ajno se mogu razlikovati po veli¢ini. Postoje sorte ¢iji su plodovi
teski svega nekoliko grama do onih s tezinom ve¢om od pola kilograma. PovrSina ploda paradajza
najceScée je glatka, ali moze biti i rebrasta. Boja ploda najceScée je crvena, ali ima 1 sorti narandZastih,

zutih, ljubicCastih, ruzicastih i belih plodova (Matotan, 2008).

2.7.2. Hemijski sastav

Poznavanje hemijskog sastava ploda paradajza je veoma znacajno za ishranu i tehnologiju
prerade i konzervisanja. Od hemijskog sastava zavisi hranljiva i dijetetska vrednost proizvoda, njegov
kvalitet, izbor tehnoloskog postupka, prinos i ponasSanje sirovine u toku prerade, konzervisanja i
skladistenja, kao i koli¢ina proizvoda. Komponente, koje se nalaze u paradajzu, koli¢inom i
medusobnim odnosom, formiraju organolepticka, hranljiva i bioloska svojstva proizvoda. Sa
tehnoloskog aspekta znacajan je sadrzaj suve materije. Kvalitetnijim se smatraju one sorte koje imaju
ve¢i sadrzaj suve materije. Kako veé¢i sadrzaj suve materije uslovljava i1 veé¢i sadrzaj pojedinih
sastojaka, moze se smatrati da takva sirovina ima vec¢u hranljivu vrednost i povoljnija organolepticka
svojstva.

Hemijski sastav ploda paradajza zavisi od sorte, mesta i nafina proizvodnje (uzgajanja,
agrotehni¢kih mera). Prose¢an hemijski sastav ploda paradajza je: 94,2% vode, 0,95% proteina, 0,21%

masti i 0,61% mineralnih materija (Purovka, 2008). Od ugljenih hidrata, plod najvise sadrzi glukozu i
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fruktozu (1,5-2 puta manje od glukoze). Sadrzaj pektina je mali (0,13-0,23%), ali je on znacajan za
strukturu i ¢vrstinu ploda, odnosno za konzistenciju preradevina. Zreli plod sadrzi organske kiseline,
pre svega limunsku i jabuc¢nu, a zatim i oksalnu. U plodu u prezrelom stanju smanjuje se sadrzaj
limunske i jabucne, a povecava sadrzaj ¢ilibarne kiseline. Plod paradajza sadrzi znacajne kolicine
mineralnih materija, posebno kalijuma, fosfora, magnezijuma i gvozda. Od vitamina paradajz sadrzi
askorbinsku kiselinu, vitamine B, 1 B,. Crvenu boju paradajzu daje likopen. Kod zutih plodova likopen
je prisutan samo u tragovima. Plod paradajza sadrzi i druge bojene materije (B-karoten i ksantofili).
List i stablo paradajza sadrze tomatin, glikoalkaloid, koji je karakteristiCanog mirisa i gorkog ukusa, a
ima i fungicidno svojstvo (Lazi¢ i sar., 1998).

Najznacajnija antioksidativna jedinjenja prisutna u paradajzu su karotenoidi, polifenolna
jedinjenja i askorbinska kiselina (Giovanelli i sar., 1999). Interval sadrzaja antioksidativnih jedinjenja

prisutnih u paradajzu dat u literaturi prikazan je u tabeli 4 (Frusciante i sar., 2007).

Tabela 4. Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja prisutnih u paradajzu

Antioksidanti SadrZaj (mg/100 g paradajza)
Likopen 1,86-14,62
B-karoten 0,11-1,07
Fitoen 0,47-1,34
Fitofluen 0,23-1,16
Lutein 0,08-0,34
Vitamin E 0,11-1,84
Fenolne kiseline 2,75-4,68
Flavonoidi 1,15-8,16
Vitamin C 2,20-21
Prehrambena vlakna 0,8-1,3

Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja u semenu, ljusci i mesu paradajza se zna¢ajno razlikuje. U
istrazivanju kojim je obuhvaceno 12 razli¢itih genotipova paradajza, utvrdeno je da ljuska sadrzi oko
2,5 puta viSe likopena u odnosu na meso paradajza (George i sar., 2004). Takode, utvrdeno je da se u
ljusci paradajza nalaze znacajne koliCine polifenolnih jedinjenja i askorbinske kiseline. Sadrzaj
polifenolnih jedinjenja (izrazen u mg katehina/100 g svezeg biljnog materijala) u mesu iznosi 9,2-27,0
mg/100 g, a u ljusci 10,4-40,0 mg/100 g; za svaki od ispitanih genotipova paradajza, sadrzaj
polifenolnih jedinjenja u ljusci je ve¢i nego u mesu paradajza. Stewart i saradnici (2000) su odredivali
sadrzaj flavonola u "cherry" paradajzu. U celom podu sadrzaj flavonola iznosi 25,3 mg/kg svezeg
paradajza. Ljuska paradajza sadrzi najviSe flavonola (143,3 mg/kg, 98% najzastupljenijeg flavonola -
konjugovanog kvercetina iz paradajza nalazi se u ljusci), dok je sadrzaj flavonola u mesu (1,2 mg/kg) i
semenu (1,5 mg/kg) znacajno nizi. Sadrzaj askorbinske kiseline u mesu paradajza iznosi 8,4-32,4
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mg/100 g (George i sar., 2004). Znacajan sadrzaj askorbinske kiseline utvrden je i u ljusci paradajza
(9,0-56,0 mg/100 g). Toor i Savage (2005) su utvrdili da u tri ispitana genotipa paradajza, ljuska i seme
u proseku sadrze 53% polifenola, 52% flavonoida, 48% likopena i 43% askorbinske kiseline prisutnih
u celom paradajzu. Ljuska paradajza poseduje i veci sadrzaj likopena u odnosu na meso i seme (Al-
Wandawi i sar., 1985; Sharma i Le Maguer, 1996). Ovi rezultati ukazuju da ljuska i seme paradajza
predstavljaju vrlo bogat izvor antioksidativnih jedinjenja.

Od polifenolnih jedinjenja paradajz sadrzi flavonoide (halkonaringenin, naringenin, kemferol,
kvercetin, miricetin i njihove glikozode) i fenolne kiseline (p-hidroksibenzoeva, salicilna, cimetna
protokatehinska, m-kumarinska, p-kumarinska, p-kumaroilhinska, vanilinska, kafena, hlorogenska,
ferulna i sinapinska kiselina) (Slimestad i Verheul, 2009). Sadrzaj flavonoida (aglikona) u svezem
paradajzu iznosi 15 mg/kg. Od flavonoida paradajz sadrzi najviSe naringenina (45%), kvercetina
(39%), miricetina (10%) i kemferola (5%) (Slimestad i Verheul, 2009). Sadrzaj polifenolnih jedinjenja
zavisi od stepena zrelosti ploda i lokalizacije u plodu; najveéa koncentracija je utvrdena u
epidermalnom i placentalnom tkivu (Slimestad i Verheul, 2009).

Paradajz je izuzetno bogat izvor likopena (9,27 mg/100 g), a sadrzZi i druge karotenoide, kao
§to su fitoen (1,86 mg/100 g), fitofluen (0,82 mg/100 g), B-karoten (0,23 mg/100 g), y-karoten (1,50
mg/100 g), {-karoten (0,21 mg/100 g), neurosporen (1,11 mg/100 g) i lutein (0,08 mg/100 g) (Khachik
isar., 2002).

Najznacajnija jedinjenja odgovorna za aromu paradajza su cis-3-heksenal, heksanal, cis-3-
heksenol, B-jonon, B-damascenon, 1-penten-3-one, 3-methilbutanal, 2-isobutiltiazol (Yilmaz, 2001).

U semenu paradajza prisutno je 18-27% ulja (Board, 2002), koje sadrzi viSe nezasi¢enih
masnih kiselina (oko 80%) nego zasi¢enih. Od nezasi¢enih masnih kiselina u ulju semena su prisutne
linolenska kiselina (C 18:2) i oleinska kisleina (C 18:1), u koncentraciji od 54%, odnosno 22%, dok je
od zasi¢enih masnih kiselina kao dominantna palmitinska kiselina (C 16:0), u koncentraciji od 14%

(Lazos 1 sar., 1998).

2.7.3. Antioksidativne i antiproliferativne osobine paradajza i proizvoda od paradajza

S obzirom na hemijski sastav paradajza, utvrdivanje antioksidativne aktivnosti paradajza i
proizvoda od paradajza bio je predmet mnogih istrazivanja (Toor i Savage, 2005; Rao 1 Agarwal, 1998;
Gabhler i sar., 2003; Dewanto i sar., 2002). Danas postoje brojne metode za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti, ali se uglavnom isti¢e da ispitivanja treba da ukljuce viSe razliCitih antioksidativnih testova

da bi se precizno ispitala i definisala antioksidativna aktivnost (Chang i Liu, 2008).
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Paradajz sadzi hidrofilne i lipofilne antioksidante, pa se antioksidativna aktivnost ispituje ne
samo u vodenim sistemima, nego i u ekstraktima koji su dobijeni ekstrakcijom paradajza organskim
rastvaraCima razli¢ite polarnosti (Arnao i sar.,, 2001). George i saradnici (2004) su ispitali
antioksidativnu aktivnost heksanskih i metanolnih ekstrakata dvanaest genotipova paradajza na osnovu
sposobnosti sprecavanja formiranja konjugovanih diena, pri ¢emu su utvrdili znacajne razlike u
antioksidativnoj aktivnosti pojedinih genotipova. Veca antioksidativna aktivnost zabelezena je kod
heksanskih ekstrakata, koji sadrze likopen i druge karotenoide kao antioksidativne komponente, nego u
metanolnim ekstraktima, koji sadrze polifenolna jedinjenja. Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti
metanolnih i heksanskih ekstrakata Cetrnaest "cherry" genotipova paradajza i Cetiri hibrida paradajza sa
visokim sadrzajem pigmenata, primenom FRAP (eng. ferric reducing antioxidant power) metode,
Lenuci i saradnici (2006) su utvrdili da antioksidativna aktivnost i lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata
znacajno zavisi od genotipa odnosno znacajnu ulogu u antioksidativnoj aktivnosti paradajza imaju
genetski faktori. Ovi rezultati ukazuju na potrebu da se proceni biodiverzitet zbog unapredenja
programa oplemenjavanja, odnosno za pobolj$anje hranljive vrednosti paradajza. Takode, utvrdeno je
da antioksidativna aktivonost lipofilnih ekstrakata ima niZe vrednosti, §to se moze objasniti i
nepouzdanoséu FRAP metode u proceni antioksidativne aktivnosti lipofilnih ekstrakata, jer karotenoidi
ne poseduju moguénost redukcije gvozde(Il)-hlorida (George i sar., 2004; Pulido i sar., 2000). Ilahy i
saradnici (2011) su ispitali antioksidativnu aktivnost, kao sposobnost "hvatanja" ABTS (eng. 2,2’
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) radikala, lipofilnih i hidrofilnih
ekstrakata pet genotipova paradajza sa visokim sadrzajem likopena (Lyco 1, Lyco 2, HLY 02, HLY
13, HLY 18 i Kalvert) i jedne sorte sa prose¢nim sadrzajem likopena (Donald). Antioksidativnu
aktivnost hidrofilnih i lipofilnih ekstrakata paradajza izrazili su kao ekvivalent troloksa (eng. trolox
equivalent antioxidant capacity - TEAC). Lipofilni ekstrakti genotipova paradajza sa visokim
sadrzajem likopena pokazali su od 2,7 do 4 puta, a hidrofilni od 1,2 do 1,4 puta vecu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na genotip Donald. Doprinos hidrofilnih ekstrakata ukupnoj antioksidativnoj
aktivnosti iznosio je od 50% do 75,2%.

Guil-Guerrero 1 Rebolloso-Fuentes (2009) su ispitali antioksidativnu aktivnost ekstrakata osam
genotipova paradajza na osnovu njihove sposobnosti da smanje oksidativne gubitke B-karotena u
emulziji P-karoten/linolna kiselina i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testom. Rezultati ovog
ispitivanja ukazali su da su vrednosti antioksidativne aktivnosti ekstrakata paradajza uporedive sa
vrednostima antioksidativne aktivnosti komercijalnih antioksidanata.

Na antioksidativnu aktivnost paradajza znac¢aj uticaj ima stepen zrelosti (Cano i sar., 2003;

Raffo i sar., 2002). Antioksidativna aktivnost hidrofilnih i lipofilnih ekstrakata vise genotipova
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paradajza razliCitog stepena zrelosti ispitana je primenom ABTS metode 1 izrazena kao TEAC
vrednosti. TEAC vrednosti ukazuju da tokom sazrevanja paradajza dolazi do znacCajne promene u
antioksidativnoj aktivnosti lipofilnih ekstrakata, Sto je pripisano povecanju sadrzaja likopena.
Antioksidativna aktivnost hidrofilnih ekstrakata ostala je gotovo nepromenjena (Cano i sar., 2003).

Toor i Savage (2005) su ispitali antioksidativnu aktivnost lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata
ljuske, semena i mesa tri genotipa paradajza (Excell, Tradiro i Flavourine) primenom ABTS metode.
Izrazeniju antioksidativnu aktivnost pokazali su hidrofilni i lipofilni ekstrakti ljuske, u odnosu na
ekstrakte semena i mesa. Takode je utvrdeno da antioksidativna aktivnost hidrofilnih ekstrakata ljuske,
semena i mesa znacajno doprinosi (91-93%) ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti (hidrofilnih +
lipofilnih ekstrakata) svake pojedine frakcije. Doprinos antioksidativne aktivnosti ljuske i semena u
proseku za tri ispitana genotipa paradajza iznosi 52% od ukupne antioksidativne aktivnosti paradajza.
Rezultati ovog ispitivanja ukazuju da antioksidativna jedinjenja iz ljuske i semena znacajno doprinose
antioksidativnoj aktivnosti paradajza i da uklanjanjem semena i ljuske u toku kuvanja, odnosno
konzumiranja paradajza dolazi do znacajnog gubitka antioksidanata. Chandra i Ramalingam (2011) su
ispitali antioksidativnu aktivnost metanolnih ekstrakata ljuske, semena i mesa sedam genotipova
paradajza (PKM1, CO3, Pusa ruby, Vaishnavi, Ruchikar, Sindhu i Shalimar) primenom DPPH i FRAP
metode. Vecu antioksidativnu aktivnost za sve ispitane genotipove pokazali su ekstrakti ljuske, u
odnosu na ekstrakte semena i mesa.

S obzirom da se paradajz ne koristi samo u sveZzem stanju, nego predstavlja i sirovinu za
razliCite oblike prerade, mnogobrojna istrazivanja su posvecena ispitivanju uticaja razlicitih procesa
prerade na antioksidativnu aktivnost dobijenih proizvoda. Van Boekl i Jongen (1997) su prehrambene
proizvode predstavili kao kompleksne smeSe u kojima postoje brojne interakcije i istakli su
neophodnost merenja antioksidativne aktivnosti razli¢itih proizvoda kako bi se procenili njihovi
pozitivni efekti na zdravlje.

Paradajz se Cesto pre konzumiranja ¢uva i/ili prolazi toplotni tretman tokom kojih se remeti
¢elijski matriks paradajza (Van het Hof i sar., 2000a; Van het Hof i sar., 2000b). Intaktnost ¢elijskog
matriksa odreduje bioraspolozivost razlicitih nutrijenata. U toku prerade moze do¢i i do oslobadanja
antioksidanata koji se nalaze u vezanom obliku (Stahl i Sies, 1992; Tonucci i sar., 1995), ali takode
nestabilni antioksidanti mogu biti i razgradeni (Abushita i sar., 2000); antioksidativna aktivnost
proizvoda zavisi od nastalih promena (Sahlin i sar., 2004). Chang i saradnici (2006) su ispitali uticaj
razli¢itih procesa susenja, liofilizacije (eng. freeze-dried - FD) i struje toplog vazduha (eng. hot-air-
dried - AD), na antioksidativna svojstva paradajza sorti "I-Tien-Hung (ITH)" i "Sheng-Neu (SN)". FD

paradajz oba genotipa je pokazao bolje redukcione osobine, dok je AD paradajz pokazao vecu
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sposobnost heliranja i DPPH antiradikalsku aktivnost. Primenom ABTS testa, Toor i Savage (2006) su
ispitali antioksidativnu aktivnost lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata poluosusenog (susSenog na 42°C 18
h) i sveZeg paradajza tri genotipa (Excell, Tradiro i Flavourine). PoluosuSeni paradajz pokazao je
znacajno nizu ukupnu antioksidativnu aktivnost u odnosu na svez paradajz. Smanjenje antioksidativne
aktivnosti hidrofilnih ekstrakata poluosusenog paradajza ispitanih genotipova u odnosu na svezi iznosi
28-38%, a kod lipofilnih ekstrakata 35-42%.

Primenom ABTS metode, Arnao i saradnici (2001) su ispitali doprinos antioksidanata razlicite
polarnosti antioksidativnoj aktivnosti corbe od paradajza. Doprinos lipofilnog ekstrakta ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti ¢orbe od paradajza iznosi 21%, a doprinos hidrofilnog ekstrakta 79%.
Ishida i Chapman (2004) su ispitali antioksidativnu aktivnost lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata trinaest
uzoraka kecapa primenom ABTS metode i izrazili je kao TEAC vrednosti. Antioksidativna aktivnost
lipofilnih ekstrakata iznosila je od 79,5 do 201 mgTEAC/100g, a hidrofilnih od 92 do 239
mgTEAC/100 g. Doprinos lipofilnog ekstrakta ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti ¢orbe od paradajza
iznosi od 37,9% do 59,9%. Ove vrednosti su vec¢e od vrednosti koje su Arnao i saradnici (2001)
utvrdili za Corbu od paradajza. Podseedek i saradnici (2003) su ispitali antioksidativnu aktivnost
lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata sokova od paradajza, paradajza u konzervi i pasti od paradajza ABTS
testom 1 na osnovu sposobnosti sprecavanja oksidacije linolne kiseline primenom TBA (eng.
thiobarbituric acid - TBA) metode. Hidrofilni ekstrakti pokazali su veéu antioksidativnu aktivnost od
lipofilnih. Srednje vrednosti antioksidativne aktivnosti za hidrofilne ekstrakte dobijene na osnovu
ABTS testa iznose 1,40 pumol TEAC/g za sok od paradajza, 1,32 umol TEAC/g za konzervirani
paradajz i 7,42 pumol TEAC/g za pastu od paradajza. Srednje vrednosti antioksidativne aktivnosti za
lipofilne ekstrakte soka od paradajza, konzervirani paradajz i pastu od paradajza, iznose 0,31, 0,40 i
1,43 umol TEAC/g. Lavelli i saradnici (2000) su ispitali antioksidativnu aktivnost lipofilnih i
hidrofilnih ekstrakata svezeg paradajza, kao i paste i pirea od paradajza primenom tri model sistema.
Kod ksantin oksidaza/ksantin sistema (u kome su generisani superoksid radikal i vodonik peroksid)
hidrofilni ekstrakti svezeg i proizvoda od paradajza pokazali su vecu antioksidativnu aktivnost od
lipofilnih ekstrakata. U ovom sistemu hidrofilni ekstrakti svezeg paradajza pokazali su znacajno vecu
antioksidativnu aktivnost od ekstrakata proizvoda od paradajza, dok je antioksidativna aktivnost
lipofilnih ekstrakata svezeg paradajza neznatno veca od antioksidativne aktivnosti proizvoda od
paradajza. U mieloperoksidaza/NaCl/H202 sistemu (u kome je generisana hipohloritna kiselina)
hidrofilni ekstrakti pokazali su vecu sposobnost inhibicije oksidacije od lipofilnih ekstrakata. U
sistemu linolna kiselina/CuSQ, lipofilni ekstrakti su pokazali sposobnost inhibicije lipidne oksidacije,

dok je kod hidrofilnih ekstrakata primecen prooksidativni efekat. S obzirom da su model sistemi,
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primenjeni u ovom ispitivanju, ukljuceni i u patogenezu nekih oboljenja, ovi rezultati su znacajni i za
in vivo aktivnost ekstrakata paradajza, kao i za unapredenje tehnoloskih procesa prerade paradajza.
Takeoka i saradnici (2001) su na osnovu sposobnosti spre¢avanja formiranja konjugovanih diena
metanolnih i heksanskih ekstrakata svezeg paradajza i njegove paste zakljucili da antioksidativnu
aktivnost pored likopena, prisutnog u heksanskim ekstraktima, treba pripisati i polifenolnim
jedinjenjima, prisutnim u metanolnim ekstraktima.

Poznato je da polifenolna jedinjenja i karotenoidi, jedinjenja prisutna u paradajzu, imaju pored
antioksidativnih i antiproliferativne osobine, pa su u nekim radovima ispitane i antiproliferativne
aktivnosti ekstrakata paradajza.

Saunders (2009) je ispitala uticaj ekstrakata tri genotipa paradajza, koji sadrze razliCite
koli¢ine polifenolnih jedinjenja i flavonoida, na rast ¢elija adenokarcinoma debelog creva. Ispitivanjem
je utvrdeno da su ispitivani ekstrakti pokazali znacajno inhibitorno delovanje na rast (proliferaciju)
¢elija kancera debelog creva. Antiproliferativni efekat ekstrakata paradajza pokazao je zavisnost od
sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja. Mehanizam inhibicije proliferacije povezan je sa uticajem
polifenolnih jedinjenja na ¢elijski ciklus, jer je delovanje ekstrakta paradajza dovelo do smanjenja
procenta ¢elija u S fazi, odnosno onih ¢elija koje aktivno sintetiSu DNK. Rezultati ovog ispitivanja su
pokazali da paradajz moze pomoci u sprecavanju nastanka kancera debelog creva.

Shen i saradnici (2008) su ispitivali efekat polifenolnih jedinjenja prisutnih u svezem i
kuvanom paradajzu genotipa Santa (plod malog pre¢nika) i Farmers301 (plod velikog pre¢nika) na
suzbijanje ekspresije ciklooksigenaze 2 (COX-2). Ispitan je efekat polifenolnih ekstrakata paradajza na
regulaciju 12-o-teradekanoilforbol-13-acetat indukovanih zapaljenja KB ¢elija (KB ¢elijska linija
izvedena je iz humanog karcinoma nazofarniksa). U poredenju sa ekstraktima svezeg paradajza,
ekstrakti kuvanog paradajza pokazali su znacajnije suzbijanje ekspresije ciklooksigenaze 2. Frakcije
svezeg paradajza koje sadrze nekondenzovane tanine, kao i frakcije koje sadrze kondenzovane i
nekondenzovane tanine kuvanog paradajza pokazale su znacajan efekat na suzbijanje ekspresije
ciklooksigenaze 2. Rezultati ovog isptivanja ukazuju da polifenoli iz paradajza mogu imati vaznu
ulogu u hemoprevenciji.

Hwang i Bowen (2005) su ispitali uticaj heksanskog i vodenog extrakta paste na proliferaciju
¢elija, progresiju celijskog ciklusa i apoptozu na LNCaP celija humanog kancera prostate, radi
utvrdivanja bioaktivnosti razlicitih frakcija paradajza. Rezultati ovog ispitivanja ukazuju da je likopen
iz heksanskog ekstrakta paste paradajza poseduje sposobnost usporavanja celijskog ciklusa. Paradajz
prema tome predstavlja znaCajan izvor 1 poseduje potencijal za ispitivanja hemopreventi-

vnih/hemoterapeutskih sredstava.
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2.7.4. Tehnoloski postupci prerade paradajza

Vrednost paradajza, kao sirovine za preradu, ocenjuje se na osnovu fizickih osobina i
hemijskog sastava, tj. koli¢ine sporednih proizvoda i pogodnosti samog ploda za preradu, kao i
intezitetu i karakteru promena hemijskog sastava preradenog proizvoda u odnosu na polaznu sirovinu.
U poredenju sa mnogim drugim vrstama povrca, pa i voca, paradajz ima znacajan udeo korisnog dela
ploda, koji se kod nekih sorti krece i preko 90%. Sa aspekta hemijskog sastava paradajz se moze
smatrati postojan pri preradi. Zbog znacajnog sadrzaja organskih kiselina, uspesno se konzervise i na
temperaturama nizim od 100°C. Najtipi¢nije preradevine paradajza su: sok od paradajza, koncentrati
paradajza, pelati (konzervisani celi plodovi), ke¢ap (umak od paradajza) i suSeni proizvodi od
paradajza.

Po fizickim svojstvima, kao i tehnoloSkom postupku, sok od paradajza pripada grupi kaSastih
sokova, jer pored te¢nog dela sadrzi i deo tkiva ploda. Karakteristike soka od paradajza su lepa, jasno
crvena boja, prijatan osvezavajuci ukus i znaCajna vrednost sa stanovista ishrane. Za proizvodnju soka
paradajza potrebno je da plodovi budu potpuno zreli, zdravi, bez mehanic¢kih osteCenja, sa velikim
sadrzajem suve materije i intenzivno crvene boje. Linija za proizvodnju soka paradajza data je na slici

25.

Povratak u poziciju 9

T Punjenje

Slika 25. Linija za proizvodnju soka paradajza (1 — uredaj za pranje i probiranje, 2 — elevator sa
koficama, 3 — mlin (ili dezintegrator), 4 — uredaj za toplotno tretitanje, 5 — puzni ekstraktor, 6 — bazen,
7 — pumpa za guste mase, 8 — centrifugalna pumpa, 9 — bazen za korekciju, 9a — uredaj za pasiranje,

10 — homogenizator, 11- deaerotorska stanica, 12 — cevni pasterizator)

Pranje plodova paradajza odvija se u dve faze, kretanjem plodova u struji vode i tuSiranjem. S
obzirom da i neznatan deo ploda loSeg kvaliteta u velikoj meri menja ukus i svojstva soka, pregled

plodova vrlo paZljivo se obavlja, kako bi se odstranili svi plodovi koji su osteceni, plesnivi ili zeleni.
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Mlevenjem se plodovi sitne, delimi¢no se izdvaja sok, a semenke odvajaju u posebnom uredaju. Cilj
mlevenja je da se obezbedi brze zagrevanje i lakSe i brze pasiranje. Samlevena masa se zagreva u
protoku indirektno parom do 85°C, Sto omogucuje inaktivaciju enzima i povecanje sadrzaja
rastvorljivih pektinskih materija u soku. Na taj naCin se povecava viskozitet i umanjuje mogucnost
razdvajanja faza. Pasiranjem se izdvajaju pokozica i celulozna vlakna, a tkivo ploda usitnjava i
homogenizuje. Pasiranje se obavlja na sitima pre¢nika otvora od 1,2 do 0,4 mm. Nakon pasiranja
izvodi se korekcija soka dodavanjem vode, kuhinjske soli i drugih dozvoljenih dodataka do odredene
suve materije. Homogenizacija se obavlja radi sprecavanja razdvajanja tecne faze od Cestica tkiva u
gotovom proizvodu, a deaeracijom se odstranjuje vazduh iz soka, kako bi se sprecila naknadna
oksidacija gotovog proizvoda. Pasterizacija se obavlja ili u protocnom pasterizatoru, gde se sok
zagreva na temperaturi od 100°C ili ako se sok prvo puni u staklenu ambalazu, onda se pasterizacija

obavlja na nesto nizoj temperaturi od oko 85°C u trajanju od 15 do 20 minuta (Cvejanov i sar., 2002).

2.7.4.1. Sporedni proizvodi prerade paradajza kao izvori funkcionalnih jedinjenja

Sporedni proizvodi koji nastaju prilikom proizvodnje soka, pirea i umaka od paradajza
predstavljaju znacajan izvor razlicitih funkcionalnih jedinjenja. Sok od paradajza je najznacajniji sok
od povréa s obzirom na njegovu potros$nju po stanovniku. U toku proizvodnje soka, sporedni proizvod
(trop) predstavlja 3-7% sirovine. S obzirom da se njegove znacajne koliine generiSu pri procesu
prerade paradajza u sok, kao i zbog Cinjenice da sadrzi jedinjenja iz sve tri grupe najéesce izolovanih
jedinjenja predstavlja veoma vazan izvor sa aspekta iskori§¢enja.

Trop paradajza se sastoji od ljuske, semena i dela mesa paradajza. Seme paradajza Cini oko
60% tropa, 1 predstavlja izvor proteina (35%) i lipida (25%). Ulje ekstrahovano iz semena paradajza je
bogato nezasi¢enim masnim kiselinama, posebno linolnom kiselinom. Ispitivanjima je utvrdeno da ne
postoje znacajne razlike u senzornim osobinama suncokretovog ulja i ulja semena paradajza.

U tropu paradajza takode zaostaju znacajne koli¢ine likopena; posebno je ljuska paradajza
bogata likopenom. U cilju dobijanja najveceg prinosa likopena iz ljuski paradajza, brojna istrazivanja
su se bavila postupcima izolovanja likopena iz sporednih proizvoda prerade paradajza i optimizacijom
odabranih metoda (Kong i sar., 2010). Likopen je iz tropa ekstrahovan razli¢itim organskim
rastvara¢ima (heksan, etilacetat, metilenhlorid, aceton, etil-laktat), primenom enzima, superkriticnim

CO,, kao i vodom pod visokim pritiskom (http://www.unido.org; Ishida i Chapman, 2009).
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Postupkom ekstrakcije pod visokim pritiskom, bez termicke obrade sporednog proizvoda
prerade paradajza, znacajno je povecan prinos likopena (Jun, 2006); postupkom ekstrakcije pod
visokim pritiskom iz sporednog proizvoda (nastalog pri preradi paradajza u pastu) za 1 min dobijen je
veci prinos likopena nego klasi¢nim postupkom ekstrakcije primenom organskog rastvaraca za 30 min
(Xi, 2006). Ovim postupkom ekstrakcije, primenom vode sa minimalnim sadrzajem organskog
rastvaraca kao ekstragensa iz sporednih proizvoda prerade paradajza mogucée je dobiti likopen
znacajne Cistoce, dok sa ostatak nakon ekstrakcije moze koristiti kao hrana za Zivotinje (Naviglio i sar.,
2008a; Naviglio i sar., 2008b). Enzimskim tretiranjem sporednih proizvoda prerade paradajza
celulazama 1 pektinazama takode je moguce znaCajno povecati prinos likopena (Choudhari i
Ananthanarayan, 2007; Lavecchia i Zuorro, 2008). Pored toga, znaCajne rezultate dala su ispitivanja
ekstrakcije likopena iz razlicitih sporednih proizvoda prerade paradajza superkriticnim fluidom (Rozzi
i sar., 2002; Vagi i sar., 2007).

S obzirom da je poslednjih nekoliko godina povecan interes za funkcionalnom hranom,
ispitivane su moguénosti primene sporednih proizvoda prerade paradajza kao dodatka razli¢itim
prehrambenim proizvodama. Altan i saradnici (2008) su pokazali da smeSa je¢ma i suSenog tropa
paradajza moze biti preradena u ekstrudirane proizvode. Osim toga, obogaéivanjem jestivih ulja niskog
kvaliteta, kao Sto su rafinisano maslinovo ulje i suncokretovo ulje, likopenom iz ljuske paradajza,
dokazano je povecanje termicke stabilnosti ovih jestivih ulja (Benakmoum i sar., 2008). Obogacivanje
likopenom suvih fermentisanih kobasica izvedeno je dodavanjem osusenih ljuski paradajza smesi mesa
tokom proizvodnje, pri ¢emu su dobijene kobasice dobre teksture (Calvo i sar., 2008).

Zbog vece bezbednosti u odnosu na sinteticke boje, nezavisno o svim nedostacima (skuplji su,
manje stabilni, poseduju manju snagu za bojenje i manje sjaja, primenjuju se u ve¢im dozama, nalaze
su u obliku smese, razlikuju se po sezoni, regiji i sorti), prirodni koloranti se sve viSe primenjuju u
prehrambenoj industriji. S obzirom da su znacajne koli¢ine likopena prisutne u sporednim
proizvodama prerade paradajza, ovaj prirodni kolorant narancasto-crvene prirodne boje mogao bi se
primenjivati kod razli¢itih namirnica, kao $to su: maslac, margarin, biljna ulja/masti, testenine, supe i

umaci itd (Francis, 2000).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u laboratorijama Tehnoloskog
fakulteta u Novom Sadu, Nauc¢nog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu i Instituta za
onkologiju u Sremskoj Kamenici. Dobijanje tropa paradajza, priprema ekstrakata tropa paradajza,
spektrofotometrijska odredivanja sadrzaja polifenolnih jedinjenja, flavonoida, askorbinske kiseline i
karotenoida, spektrofotometrijsko odredivanje antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale, redukcione
sposobnosti, Fe*" heliraju¢e aktivnosti, kao i ESR spektrometrijska odredivanja antioksidativne
aktivnosti uradena su u laboratoriji Odeljenja Organske hemije - Katedre za primenjene i inZenjerske
hemije, Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu. Odredivanje sadrzaja ukupnih, nerastvorljivih i
rastvorljivih prehrambenih vlakana izvedeno je na Katedri za inzenjerstvo ugljenohidratne hrane,
Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu. HPLC analiza sastava karotenoida i polifenolnih jedinjenja u
dobijenim ekstraktima izvedena je u laboratoriji Naucnog instituta za prehrambene tehnologije u
Novom Sadu. Antiproliferativna aktivnost svih ekstrakata tropa paradajza ispitana je na Odeljenju za
eksperimentalnu onkologiju, Instituta za onkologiju u Sremskoj Kamenici.

Svi reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analiticke cistoce.
Metanol, etanol, aceton, natrijum-karbonat, proizvedeni su u fabrici Zorka, Sabac. Folin-Ciocalteu
reagens, rutin, 2,6-dihlorfenolindofenola (DIF), askorbinska kiselina, kvercetin, kafena kiselina,
hlorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulna kiselina, ruzmarinska kiselina, galna kiselina,
naringenin, trihlorsiréetna kiselina, likopen, B-karoten, gvozde(Il)-hlorid, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), 5,5-dimetil-pirolin-N-oksid (DMPO), ferozin, kalijumsuperoksid i 2-terc-butil-4-
hidroksianizol (BHA), natrijumova so etilendiamintetrasir¢etne kiseline-dihidrat (EDTA), trolox (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kisleina) pribavljeni su iz Sigma Chemical Company,
SAD. Kalijum-fericijanid, natrijum-dihidrogenfosfat-2-hidrat, dinatrijum-hidrogenfosfat-12-hidrat,
natrijumnitrit, natrijum-hidroksid i hlorovodoniéna kiselina su iz Lach-Ner, Brno, Ceska. Dinatrijum-
hidrogenfosfat-2-hidrat proizveden je u Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija, a kalijum-
dihidrogenfosfat i heksan u Centrohem, Stara Pazova, Srbija. Mravlja kiselina i kraunetar su iz Merck,
Darmstadt, Germany, a aluminijum hlorid-6-hidrat iz Alfa Aesar GmbH & KG, Karlsruhe, Germany.
Ferihlorid, vodonik peroksid, dimetilformamid (DMF) i dimetilsulfoniloksid (DMSO) proizvedeni su u
J.T.Baker, Deventer, Holandija, a m-fosforna kiselina u "Riedel-de Haén", Nemacka. Za HPLC analizu
koris¢ena je ultracista voda dobijena primenom uredaja za preciS¢avanje vode (Elix UV i Simplicity
Water Purification system, Millipore, Molsheim, France). Materijal i hemikalije za odredivanje
sadrzaja prehrambenih vlakana, kao 1 antiproliferativne aktivnosti navedeni su pri opisu

eksperimentalnog izvodenja rada.
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Za ispitivanje su kori$¢eni uzorci paradajza novostvorenih (Backa, Knjaz, Novosadski niski i
0,) i tradicionalnih (Rutgers i Saint Pierre) genotipova (Gvozdenovi¢ i sar., 2001; Jovicevi¢ i sar.,
2009; Glogovac i Taka¢, 2010; Taka¢ i Gvozdenovi¢, 2001; http://store.tomatofest.com), uzgajani

2008.g. na oglednim poljima Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad.

3.1. Dobijanje tropa od odabranih genotipova paradajza

Cedenjem soka paradajza (1 kg) u sokovniku Neo, tip SK-400 dobijen je trop, koji je osuSen u
vakuumu (25°C, 1,03 mbar, 15 h; 30°C, 0,001 mbar, 4 h i 30 min), primenom liofilizatora (Alpha 2-4
LSC Martin Christ, Osterode, Germany). U tabeli 5 su date mase dobijenog tropa posle cedenja soka

od 1 kg paradajza, kao i suvog tropa.

Tabela 5. Mase tropa i suvog tropa paradajza dobijene od 1 kg paradajza

Genotip Masa tropa (g) Masa suvog tropa (g)
Backa 197,2 + 8,51 19,46 + 1,25
Knjaz 100,8 +£4,76 13,21 £ 0,50
Novosadski niski 113,9 £5,32 18,53 £0,72
0, 85,4 £ 3,68 11,58 +1,20
Rutgers 57,3 +£2,60 8,76 £ 0,86
Saint Pierre 189,2 +8,96 20,04 + 1,60

3.2. Priprema ekstrakata tropa paradajza

Osuseni trop paradajza (10 g) ekstrahovan je heksanom (160 ml) toku 10 min primenom
homogenizatora, Heidolph, tip DIAX 900. Postupak ekstrakcije je ponovljen tri puta. Dobijeni
heksanski ekstrakti su spojeni i koncentrovani na rotacionom vakuum uparivacu do suva, pri ¢emu su
dobijeni suvi heksanski ekstrakti.

Ostatak nakon ekstrakcije heksanom, ekstrahovan je 80% etanolom primenom
homogenizatora, Heidolph, tip DIAX 900. Postupak ekstrakcije je ponovljen tri puta sa razli¢itim
zapreminama 80% etanola: 160 ml u toku 30 min, 80 ml u toku 30 min i 80 ml u toku 15 min.
Dobijeni etanolni ekstrakti su spojeni i koncentrovani na rotacionom vakuum uparivacu do suva, pri
¢emu su dobijeni suvi etanolni ekstrakti.

Dobijeni ostaci nakon ekstrakcije 80% etanolom su osuseni do konstantne mase u susnici na
50°C, pri ¢emu su dobijeni suvi ostaci. Mase suvih heksanskih i etanolnoh ekstrakata, kao i mase suvih
ostataka date su u tabeli 6.
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Tabela 6. Mase suvih heksanskih i etanolnih ekstrakata, kao i mase dobijenih ostataka nakon

ekstrakcija tropa paradajza

Genotip Masa heksanskog Masa etanolnog Masa suvog

extrakta (g) extrakta (g) ostatka (g)
Backa 0,121 + 0,005 3,62+0,16 5,18+0,25
Knjaz 0,085 + 0,004 4,06+ 0,17 5,39+ 0,08
Novosadski niski 0,706 + 0,034 3,42+0,16 5,00 + 0,24
0O, 0,517 £0,025 3,64+£0,11 5,36 +£0,25
Rutgers 0,828 + 0,041 3,49 £0,15 431 +0,15
Saint Pierre 0,461 + 0,023 4,43 +£0,19 3,78 +0,18

3.3. Spektrofotometrijska odredivanja sadrzaja antioksidanata u ekstraktima tropa

paradajza

Spektrofotometrijska odredivanja sadrzaja karotenoida (B-karotena i likopena) u lipofilnim
ekstraktima, kao i polifenolnih jedinjenja, flavonoida i askorbinske kiseline u hidrofilnim ekstraktima

izvedena su na UV-1800 spektrofotometru (Shimadzu, Kyoto, Japan).

3.3.1. Odredivanje sadrzaja karotenoida u lipofilnim ekstraktima

Sadrzaj likopena i B-karotena u heksanskom ekstraktu tropa paradajza odreden je

spektrofotometrijski metodom po Nagati i Yamashiti (1992).

Rastvori i reagensi:
1. Heksan
2. Aceton

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Heksanski ekstrakt (2 mg) rastvoren je u 20 ml smeSe rastvarata aceton-heksan (4:6) i
izmerena je apsorbanca dobijenog rastvora na 663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm. Kao slepa proba
primenjena je smesa rastvaraca aceton-heksan (4:6). Koncentracija likopena i B-karotena odredena je
na osnovu slede¢ih jednacina:

Clikopen (mg/100 ml) = — 0,0458 A6 + 0,204 A 445+ 0,372 A505— 0,0806A453;
Cp-karoten (Mg/100 ml) = 0,216A¢63— 1,22A645 — 0,304 A 505+ 0,452A453;

gde su: Aggs, Asas, Asos 1 Aysz apsorbance rastvora ekstrakta na 663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm.
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Na osnovu izracunatih koncentracija likopena i B-karotena, odreden je sadrzaj likopena i B-

karotena u suvom heksanskom ekstraktu (mg/g), kao i u suvom tropu (mg/100 g).

3.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u hidrofilnim ekstraktima

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza odreden je
spektrofotometrijski, metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i sar., 1999). Ova metoda zasnovana je
na merenju redukujuc¢eg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i
fenoksidni anjon, koji redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog jona (Fenol-MoW,;040)* :

Na,WO,/Na,MoO, + Fenol — (Fenol-MoW;04)"
Mo(VI) (zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)

Rastvori i reagensi:
1. 20% rastvor Na,COs,
10 g Na,COs rastvoreno je uz zagrevanje u 40 ml vode;
2. Rastvor Folin-Ciocalteu (FC) reagensa,
Folin-Ciocalteu reagens razblazen sa H,O u odnosu 1:2 i
3. Standardni rastvor hlorogenske kiseline koncentracije 1 mg/ml,

5 mg hlorogenske kiseline rastvoreno je u 5 ml metanola.

Spektofotometrijsko odredivanje:

Reakcione smeSe za izradu kalibracionog dijagrama pripremljene su meSanjem: 0,1 ml
metanolnog rastvora hlorogenske kiseline (koncentracija 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 i 1 mg/ml), 7,9 ml
destilovane vode, 0,5 ml rastvora Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% rastvora Na,COj;_Slepa proba
pripremljena je meSanjem 0,1 ml metanola, 7,9 ml destilovane vode, 0,5 ml rastvora Folin-Ciocalteu

reagensa i 1,5 ml 20% rastvora Na,COs,

Reakciona smeSa za odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu
pripremljena je meSanjem: 0,1 ml vodenog rastvora etanolnog ekstrakta (koncentracije 25 mg/ml), 7,9
ml destilovane vode, 0,5 ml rastvora Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% rastvora Na,COj3. Slepa
proba pripremljena je meSanjem 8 ml destilovane vode, 0,5 ml rastvora Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5
ml 20% rastvora Na,COj3;. Nakon 2 h izmerene su apsorbance reakcionih smesa standarda i ekstrakta na

750 nm.
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Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracionog dijagrama standardnog rastvora
hlorogenske kiseline (slika 26) ocitana je koncentracija (mg/ml) polifenolnih jedinjenja, a zatim je
izraCunat sadrzaj polifenolnih jedinjenja kao ekvivalent hlorogenske kiseline u suvom etanolnom

ekstraktu (mg/g), kao i u suvom tropu (mg/100 g).
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Slika 26. Kalibracioni dijagram standardnog rastvora hlorogenske kiseline

3.3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u hidrofilnim ekstraktima

Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnom ekstraktu tropa paradajza odreden je
spektrofotometrijski (Zhishen i sar., 1999). Flavonoidi iz biljnog materijala imaju osobinu da sa
metalima grade odgovarajuée metalo-komplekse, pri ¢emu je narogito zna¢ajan kompleks sa AI** (slika

27).

Slika 27. Struktura rutina i njegovog kompleksa sa aluminijumom

Rastvori i reagensi:
1. 5% rastvor Na-nitrita (NaNO,), 0,5 g NaNO, rastvoreno je u 10 g destilovane vode;
2. 10% rastvor AlCl;, 1,7 g AICI;x6H,0 rastvoreno je u 10 g destilovane vode;

3. 1 mol/l rastvor NaOH, 2 g NaOH rastvoreno je u 50 ml destilovane vode i
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4. Standardni rastvor rutina koncentracije 0,5 mg/ml,

2,5 mg rutina rastvoreno je u 5 ml destilovane vode.

Spektofotometrijsko odredivanje:

Reakcione smese za izradu kalibracionog dijagrama pripremljene su mesanjem: 1 ml rastvora
rutina (koncentracije 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 1 0,5 mg/ml) ili destilovane vode ako je u pitanju slepa
proba, 4 ml destilovane vode i 0,3 ml 5% rastvora Na-nitrita u odmernom sudu od 10 ml. Posle 5 min,
dodato je 0,3 ml 10% rastvora AICl;, a nakon 6 min dodato je 2 ml rastvora NaOH, koncentracije 1
mol/l i odmerni sud od 10 ml dopunjen je destilovanom vodom.

Reakciona smesa za odredivanje sadrzaja flavonoida u etanolnom ekstraktu pripremljena je na
isti nacin, samo je umesto rastvora rutina koris¢en rastvor suvog etanolnog ekstrakta. Zapremina od 1
ml vodenog rastvora etanolnog ekstrakta, koncentracije 10 mg/ml, odnosno destilovane vode ako je u
pitanju slepa proba, preneta je u odmerni sud od 10 ml u koji su zatim dodata 4 ml destilovane vode i
0,3 ml 5% rastvora Na-nitrita. Posle 5 min, dodato je 0,3 ml 10% rastvora AlCl;, a nakon 6 min dodato
je 2 ml rastvora NaOH, koncentracije 1 mol/l i odmerni sud od 10 ml dopunjen je destilovanom
vodom. Reakcione smese su promuckane i apsorbance su izmerene odmah na talasnoj duzini od 510
nm.

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracionog dijagrama standardnog rastvora rutina
(slika 28) ocitana je koncentracija (mg/ml) ukupnih flavonoida, a zatim je izracunat sadrzaj ukupnih

flavonoida kao ekvivalent rutina u suvom etanolnom ekstraktu (mg/g), kao i u suvom tropu (mg/100

g)-
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Slika 28. Kalibracioni dijagram standardnog rastvora rutina
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3.

3.4. Odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline u hidrofilnim ekstraktima

Sadrzaj askorbinske kiseline u etanolnom ekstraktu odreden je spektrofotometrijski, na osnovu

njene redukcione sposobnosti, modifikovanom metodom po Klein i Perry (1982). Kao reagens je

koriS¢en tamno plavo obojen rastvor 2,6-dihlorfenolindofenola (DIF), koji u prisustvu askorbinske

kiseline prelazi u bezbojni redukovani oblik (slika 29).

CH,0OH CH,0OH
HOCH HOCH
— 7 N\
HO OH (0] (0]
L-askorbinska kiselina Dehidroaskorbinska kiselina
+ — +
cl Cl
HO _0 Hoﬁ OH
N:©/ N‘O/
Cl |
Cl H
2,6-Dihlorfenolindofenol Leuko boja
(Plavo obojen) (Bezbojna)

Slika 29. Oksidacija askorbinske kiseline 2,6-dihlorfenolindofenolom (DIF)

Rastvori i reagensi:

1.

Fosfatni pufer, pripremljen meSanjem rastvora natrijum-hidrogenfosfata-dihidrata (11,8660
g Na,HPO, x 2H,0 u 11) i kalijum-dihidrogen-fosfata (9,0730 g KH,PO, u 11) u odnosu
6:4;

Rastvor DIF-a, koncetracije 0,001 mol/l. (U 1 ml tople redestilovane vode rastvoreno je
0,02 g DIF-a, a zatim je dodato 30 ml fosfatnog pufera. Nakon stajanja od 24h, rastvor je
profiltriran u odmereni sud od 100 ml, koji je zatim dopunjen fosfatnim puferom);

1% metafosforna kiselina, 1 g metafosforne kiseline je rastvoren u 100 ml destilovane vode;
Rastvor askorbinske kiseline u 1% metafosfornoj kiselini, koncentracije 0,2 mg/ml, 2 mg
askorbinske kiseline rastvoreno je u 10 ml 1% metafosforne kiseline i

Rastvor etanolnog ekstrakta u 1% metafosfornoj kiselini, koncentracije 100 mg/ml, 200 mg
etanolnog ekstrakta rastvoreno je u 2 ml 1% metafosforne kiseline, a zatim je izvedeno

centrifugiranje na 3000 o/min 15 min i odvojen je supernatant.
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Spektrofotometrijsko odredivanje:

Reakciona smeSa za izradu standardnog dijagrama askorbinske kiseline pripremljene su
meSanjem: 2 ml rastvora DIF-a, 7 ml fosfatnog pufera i 1 ml rastvora askorbinske kiseline u 1%
metafosfornoj kiselini (koncentracije 0,02; 0,1; 0,12; 0,16 1 0,2 mg/ml) (proba). Takode, pripremljena
je 1 slepa proba koja se sastojala od: 2 ml rastvora DIF-a, 7 ml fosfatnog pufera i 1 ml rastvora 1%
metafosforne kiseline.

Za odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline u etanolnom ekstraktu reakciona smeSa (proba)
pripremljena je meSanjem: 2 ml rastvora DIF-a, 7 ml fosfatnog pufera i 1 ml supernatanta (dobijenog
nakon centrifugiranja rastvora etanolnog ekstrakta u 1% metafosfornoj kiselini, koncentracije 100
mg/ml). Apsorbance reakcionih smeSa izmerene su nakon 10 minuta, na talasnoj duzini od 515 nm u
odnosu na referentni rastvor koji se sastojao od 9 ml fosfatnog pufera i 1 ml rastvora 1% metafosforne
kiseline u destilovanoj vodi.

Smanjenje koncentracije DIF-a izracunato je na osnovu apsorbanci za razli¢ite koncentracije
askorbinske kiseline, kao i za ekstrakt prema izrazu:

Smanjenje koncentracije DIF-a = (Agiepe probe - Aprobe)/ Asiepe probe X 100 (%),
gde su:
Aprobe - apsorbanca probe sa askorbinskom kiselinom ili ekstraktom i

Agiepe probe - apsorbanca slepe probe koja ne sadrzi askorbinsku kiselinu.

Na osnovu smanjenja koncentracije DIF-a izraCunatog pri razli¢itim koncentracijama
askorbinske kiseline konstruisan je kalibracioni dijagram (slika 30). Takode je, izracunato i smanjenje
koncentracije DIF-a u reakcionoj smesi pripremljenoj za odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline u
etanolnom ekstraktu, pa je sa kalibracionog dijagrama standardnog rastvora askorbinske kiseline
ocitana koncentracija askorbinske kiseline, a zatim je izracunat sadrzaj askorbinske kiseline u suvom

etanolnom ekstraktu (mg/g), kao i u suvom tropu (mg/100 g).
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Slika 30. Kalibracioni dijagram standardnog rastvora askorbinske kiseline
3.4. HPLC analiza antioksidativnih jedinjenja u ekstraktima tropa paradajza
3.4.1. HPLC odredivanje sadrzaja likopena i B-karotena u lipofilnim ekstraktima

Identifikacija i kvantifikacija karotenoida (likopena i B-karotena) u heksanskim ekstraktima
tropa paradajza izvedena je HPLC analizom na te¢nom hromatografu Agilent 1200 series (Paolo Alto,
CA, USA) sa kolonom Agilent, ZORBAX" SB-C18 (5 pm, 3,0 x 250 mm) i DAD (eng. diode array
detector) detektorom sa serijom dioda. Kao mobilna faza kori$¢ena je smesa rastvaraca aceton/metanol
(75:25, v/v). Ukupno vreme analilze je 5 min. Protok mobilne faze iznosio je 1,5 ml/min. Profiltrirani
rastvori ekstrakata i standarda injektovani su automatski u zapremini od 10 pl. Razdvojene
komponente su detektovane na 473/10 nm sa referentnom talasnom duzinom 360/1 nm, a spektri su
snimljeni u opsegu talasnih duzina 350-600 nm. Kolona je termostatirana na 26°C.

Za HPLC odredivanja su koriS¢eni rastvori suvih heksanskih ekstrakata koncentracije 10
mg/ml, pripremljeni rastvaranjem 10 mg suvih heksanskih ekstrakata u 1 ml smeSe rastvaraca
aceton/metanol (75:25, v/v) uz homogenizaciju na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 1 min. Pre
injektovanja rastvori su profiltrirani kroz filtere Iso-Disc™, PTFE 25-4, 25 mm x 0,45 pm

(SUPLECO, Bellefonte, PA, USA).
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Identifikacija i kvantifikacija karotenoida u ispitivanim ekstraktima izvrSena je poredenjem
retencionih vremena (t;) i spektroskopskih karakteristika (UV.x) sa karakteristikama analitiCkih
standarda karotenoida. Identifikacija pika za pojedine prisutne karotenoide potvrdena je proverom
Cistoce pika. Za kvantifikaciju je upotrebljena metoda eksternog standarda. Za svaki standard
pripremljen je osnovni rastvor u smes$i aceton/metanol (75:25, v/v) koncentracije 1,0 mg/ml. Za
kalibraciju je pripremljena serija razblazenja rastvora standarda. Konstruisana je kalibraciona kriva za
svaki karotenoid (u opsegu koncentracija koje se oCekuju u ispitivanim ekstraktima) na osnovu
dobijenih povr§ina pikova na hromatogramu u zavisnosti od koncentracije standarda (slike 31 i1 32). Iz
dobijenih jednacina linearne zavisnosti izracunate su koncentracije pojedinih karotenoida u ispitivanim

ekstraktima tropa paradajza.

y =3766x - 24,63
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— — [\ )
S o S
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Slika 31. Zavisnosti povrsine pika i koncentracije standarda likopena
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Slika 32. Zavisnost povrsine pika od koncentracije standarda f-karotena
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3.4.2. HPLC odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u hidrofilnim ekstraktima

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima izvedena je
metodom po Misan i saradnicima (2011), sa malim modifikacijama. HPLC analiza ekstrakata tropa
uradena je na tecnom hromatografu Agilent 1200 series (Paolo Alto, CA, USA) sa kolonom Agilent,
Eclipse XDB-C18 (1,8 um, 4,6 x 50 mm) i DAD (eng. diode array detector) detektorom sa serijom
dioda. Kao mobilna faza koris¢ena je smesa rastvaraca A (metanol) i B (1% vodeni rastvor mravlje
kiseline, v/v) primenom linearnog gradijenta: 85% B (0-6,2 min), 85-75% B (6,2-8 min), 75-61% B (8-
13 min), 61% B (13-15 min), 61-40% B (15-20 min) i 40-0% B (20-25 min). Nakon isteka analize
sistem je uravnotezavan na pocetne uslove 10 min. Protok mobilne faze je bio 1 ml/min. Profiltrirani
rastvori ekstrakata i standarda injektovani su u zapremini od 5 pl. Hromatogrami su prikazani na 280,
330 i 350 nm/4 nm sa referentnom talasnom duzinom 500/100 nm, a spektri su snimljeni u opsegu
talasnih duzina 190-400 nm. Kolona je termostatirana na 30°C.

Za HPLC odredivanja su kori$¢eni rastvori etanolnih ekstrakata koncentracije 20 mg/ml,
pripremljeni su rastvaranjem 20 mg etanolnih ekstrakata u 1 ml smeSe rastvara¢a metanol:1% vodeni
rastvor mravlje kiseline (50:50, v/v) na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 10 min. Pre injektovanja
rastvori su profiltrirani kroz filtere od regenerisane celuloze sa veliCinom pora 0,45 um (Agilent, Paolo
Alto, CA, USA).

Identifikacija 1 kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima izvrSena je
poredenjem retencionih vremena (t;) i spektroskopskih karakteristika (UV.x) sa karakteristikama
analitickih standarda polifenolnih jedinjenja detektovanih na karakteristicnoj talasnoj duzini.
Identifikacija pika polifenolnog jedinjenja potvrdena je proverom Ccisto¢e pika. Za kvantifikaciju je
upotrebljena metoda eksternog standarda. Za svaki standard pripremljen je osnovni rastvor u metanolu
koncentracije 1,0 mg/ml. Za kalibraciju je pripremljena serija razblazenja rastvora standarda.
Konstruisana je kalibraciona kriva za svako polifenolno jedinjenje (u opsegu koncentracija koje se
ocekuju u ispitivanim ekstraktima) na osnovu dobijenih povrsina pikova na hromatogramu u zavisnosti
od koncentracije standarda. Iz dobijene jednacine linearne zavisnosti izracunate su koncentracije
polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima tropa paradajza (tabela). Za polifenolna jedinjenja
prisutna u ekstraktima za koje nije bio dostupan analiticki standard, kvantifikacija je izvedena na
osnovu kalibracione krive za hlorogensku kiselinu na 330 nm 1 izrazena kao ekvivalent hlorogenske

kiseline.
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Tabela 7. Jednacine linearne zavisnosti analitickih standarda polifenolnih jedinjenja

Polifenolna jedinjenja Jednacina linearne zavisnosti A (nm)*
Kafena kiselina A =9,6460 x ¢ (mg/ml) + 0,7338 330
Hlorogenska kiselina A =33,8927 x ¢ (mg/ml) + 0,3680 330
p-Kumarinska kiselina A =19,9604 x ¢ (mg/ml) + 0,9235 330
Ferulna kiselina A =24,6438 x ¢ (mg/ml) + 1,1095 330
Ruzmarinska kiselina A =11,1306 x ¢ (mg/ml) + 0,9699 330
Rutin A = 38,2234 x ¢ (mg/ml) + 0,0520 350
Kvercetin A =9,6460 x ¢ (mg/ml) + 0,7338 280
Naringenin A =9,6460 x ¢ (mg/ml) + 0,7338 350

*talasna duzina na kojoj je izvrSena kvantifikacija polifenolnih jedinjenja

3.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana

u ostacima

Odredivanje sadrzaja ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana u ostacima

nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza izvedeno je AOAC metodom 991.43 (AOAC,
2007) i AACC Metodom 32-07 (AACC, 2000) pri ¢emu je koris¢en enzimski kit Megazyme TDFR
(International Ireland Ltd., Wicklow, Irska).

Rastvori i reagensi:

7.
8.
9.

. Etanol, 95% (v/v);
. Etanol, 78% (v/v);

. Aceton;

1
2
3
4.
5
6

Enzimski kit (a-amilaza, proteaza i amiloglukozidaza)

. Celit;

MES/TRIS pufer, 0,05 M, pH 8,2. Rastvoreno je 19,52 g 2(N-morfolino)etansulfonske
kiseline (MES) (Sigma, M 8250) i 14.2 g tris(hidroksimetil)Jaminometan (TRIS) (Sigma,
T1503) u 1,71 destilovane vode. 6,0 M NaOH pH je podesen na 8,2, a zatim je odmerni sud
dopunjen do 21 destilovanom vodom.

0,56 M HCI,;
pH standardi — rastvori pufera pH 4,0, 7,0 1 10,0;
Rastvor NaOH, 6M; 240 g NaOH je rastvoreno u 11 destilovane vode i

10. Rastvor HCI, 6M; 517,24 g HCI je rastvoreno u 11 destilovane vode.
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Postupak:

Za odredivanje sadrzaja ukupnih (UPV) i nerastvorljivih (NPV) prehrambenih vlakana
odmereno je Cetiri puta po 0,5 g uzorka u visoke ¢ase od 400 ml (Myorak,upv 1 Myzorak npy)- U sve uzorke
dodato je 40 ml MES/TRIS puferske smese (pH=S8,2), a zatim su sadrzaji u CaSama meSani na
magnetnoj mesalici, do potpunog dispergovanja uzorka.

Inkubacija sa termostabilnom a-amilazom: U uzorke je dodato 50 pl rastvora termostabilne a-
amilaze tokom mesSanja na maloj brzini, a zatim su poklopljene case sa uzorkom stavljene u vodeno
kupatilo temperature 95-100°C i uzorci su inkubirani 35 min uz konstantno mesanje. Ca$e sa uzorcima
izvadene su iz vodenog kupatila i ohladene na 60°C.

Inkubacija sa proteazom: U uzorke je dodat rastvor proteaze (100 pl), a zatim su poklopljene
caSe stavljene u vodeno kupatilo temperature 60 = 1°C i uzorci su inkubirani uz konstantno mesanje 30
min. CaSe sa uzorcima su izvadene iz vodenog kupatila, a zatim je dodato 5 ml 0,56 M rastvora HCI uz
mesanje (pH 4,1-4,8).

Inkubacija sa amiloglukozidazom: Svakom uzorku dodato je 200 ul rastvora amiloglukozidaze
uz mesanje na magnetnoj mesalici. Zatim su poklopljene ¢aSe inkubirane uz mesanje u vodenom
kupatilu na 60°C 30 min.

Talozenje rastvorljivih prehrambenih vilakana etanolom, filtriranje i ispiranje (kod
odredivanja sadrzaja ukupnih prehrambenih viakana): Svakom uzorku dodato je 225 ml 95% etanola
(temperature 60°C), a zatim su ostavljeni da se formira talog u toku 60 min. Enzimski digestat je
filtriran kroz izmereni tigl sa Celitom (Mg:celic) koji je postavljen u CSF6 aparat za filtraciju (VELP
scientifica, Usmate, Italy). Uzorak iz ¢aSe kvantitativno je preneSen u tigl 78% etanolom. Talog je
sukcesivno ispran 75% etanolom (2 x 15 ml), 78% etanolom (2 x 15 ml) i acetonom (2 x 15 ml). Tigl
sa talogom suSen je preko noci u susnici na 103°C, ohladen u eksikatoru, a zatim je izmerena masa
tigla koji sadrzi talog sa vlaknima i Celit (m,) 1 izraCunata masa taloga: Muioeanpy = M| - Myigltcelit-

Filtriranje i ispiranje (kod odredivanja sadrzaja nerastvorljivih prehrambenih vlakana):
Enzimski digestat je filtriran kroz izmereni tigl sa Celitom (mygi+cciir) koji je postavljen u CSF aparat za
filtraciju. Uzorak iz ¢aSe kvantitativno je preneSen u tigl 78% etanolom. Talog je sukcesivno ispran
75% etanolom (2 x 10 ml) i acetonom (2 x 10 ml). Tigl sa talogom susen je preko no¢i u susnici na
103°C, ohladen u eksikatoru, a zatim je izmerena masa tigla koji sadrzi talog sa vlaknima i Celit (m;) i
izraCunata masa taloga: Muiogarpv = M| - Mygl+celit-

Odredivanje sadrzaja proteina i pepela u talozima (kod odredivanja sadrzaja ukupnih, kao i

kod odredivanja sadrzaja nerastvorljivih prehrambenih viakana): U jednom od taloga odreden je

70



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

sadrZaj proteina postupkom po Kjeldahl-u (JUS ISO 1871:1992), a u drugom sadrzaj pepela (Zarenjem
Sh na 525°C).
Sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana (UPV), kao i nerastvorljivih prehrambenih vlakana
(NPV) odreden je na osnovu izraza:
UPV = (Mutoga,upv % (100 - Sproteina = Spepeta))/ Muzorka,upy (%0),
NPV = (mgoganpyv X (100 - Sproteina = Spepeta))/Muzorkaney (%0),
gde je:
Myorka,upv - STEdNja vrednost mase uzorka u g za odredivanje sadrzaja ukupnih prehrambenih vlakana,
Myzorkanpy - Stednja vrednost mase uzorka u g za odredivanje sadrzaja nerastvorljivih prehrambenih
vlakana,
Mylega,upy - STednja vrednost mase taloga u g kod odredivanje sadrzaja ukupnih prehrambenih vlakana,
Myleganpy - Stednja vrednost mase taloga u g kod odredivanje sadrZzaja rastvorljivih prehrambenih
vlakana,
Sproteina - sadrzaj proteinau talogu izrazen u % i
Speepla - sadrzaj pepelau talogu izraZen u %.
Sadrzaj rastvorljivih prehrambenih vlakana izracunat je kao razlika sadrzaja ukupnih i

nerastvorljivih prehrambenih vlakana.

3.6. Odredivanje antioksidativne aktivnhosti ekstrakata tropa paradajza

Antioksidativna  aktivnost heksanskih  ekstrakata tropa paradajza odredena je
spektrofotometrijskim ispitivanjem redukcione sposobnosti i antiradikalske aktivnosti na stabilne
DPPH radikale.

Ispitivanje antioksidativane aktivnosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza, izvedeno je
spektrofotometrijskim ispitivanjima antiradikalske aktivnosti na stabilne DPPH radikale, odredivanjem
redukcione sposobnosti i heliraju¢e aktivnosti. Antiradikalska aktivnost na reaktivne hidroksil i
superoksid anjon radikale odredena je elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom.

Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale ispitana je i za nerastvorljive ostatake tropa nakon

ekstrakcija heksanom i etanolom.
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3.6.1. Odredivanje antiradikalske aktivnosti heksanskih/etanolnih ekstrakata i

nerastvorljivih ostataka na DPPH radikale spektrofotometrijskom metodom

Odredivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakata na DPPH radikale izvedeno je
spektrofotometrijski, modifikovanom metodom po Espin i saradnicima (2000), odnosno po Jiménez-
Escrig i saradnicima (2000). Za odredivanja DPPH antiradikalske aktivnosti nerastvorljivih ostataka

nakon ekstrakcija primenjena je modifikovana metoda po Serpenu i saradnicima (2007).

Rastvori i reagensi:
1. Metanol i
2. Rastvor DPPH radikala u metanolu koncentracije 90 pmol/dm’,

1,8 mg DPPH radikala rastvoreno je u 50 ml metanola.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Postupak odredivanja antiradikalske aktivnosti ekstrakta se zasniva na pripremi reakcionih
smesa u epruvetama tako Sto je u njih dodato po 0,5 ml rastvora etanolnog ekstrakta (u destilovanoj
vodi), odnosno heksanskog ekstrakata (u smesi aceton:metanol; 50:50, v/v) razliCitih koncentracija
(0,1; 0,2; 1; 2; 3; 4; 51 10 mg/ml), 1,5 ml rastvora DPPH radikala (90 uM) i 3 ml metanola (probe).
Slepa proba pripremljena je isto kao i probe, ali bez ekstrakta. Reakcione smeSe su promuckane i
apsorbance proba i slepe probe su merene nakon 30 min na talasnoj duzini od 515 nm za etanolne
ekstrakte, odnosno 580 nm za heksanske ekstrakte (UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto,
Japan).

Postupak odredivanja antiradikalske aktivnosti nerastvorljivog ostatka se zasniva na pripremi
reakcionih smesSa u epruvetama tako $to je u njih dodat nerastvorljivi ostatak (1; 5; 10 i 20 mg), 0,5 ml
destilovane vode, 1,5 ml rastvora DPPH radikala (90 puM) i 3 ml metanola (probe). Slepa proba
pripremljena je isto kao i probe, ali bez nerastvorljivog ostatka. Reakcione smeSe su promuckane 3
min, nakon pripreme reakcione smese, kao i posle 15 1 25 min, a zatim centrifugirane na 3000 o/min 2
min i apsorbance proba (bistrih supernatanta) i slepe probe su merene nakon 30 min od pripreme
reakcione smese nerastvorljivog ostatka i DPPH radikala na talasnoj duzini od 515 nm.

Trolox, BHA, askorbinska kiselina 1 kafena kiselina su kori$tene kao standardni antioksidanti

za DPPH antiradikalsku aktivnost.
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Antiradikalska aktivnost (AApppy) ekstrakta, nerastvorljivog ostatka i antioksidativnih
jedinjenja (trolox-a, BHA, askorbinske kiseline i kafene kiseline) na DPPH radikale definisana je
izrazom:

AApppi = (Asiepe probe = Aprobe)/ Asiepe probe X 100 (%),
gde su:
Aprobe - apsorbanca probe sa ekstraktom, nerastvorljivim ostatkom ili standardnim antioksidantom i
Agiepe probe - apsorbanca slepe probe.

Na osnovu AApppy vrednosti odredena je ICsy vrednost koja je definisana kao inhibitorna
koncentracija ekstrakta/antioksidativnog jedinjenja neophodna za 50% antiradiakalske aktivnosti na

DPPH radikale.

3.6.2. Kineti¢ka ispitivanja reakcije DPPH radikala i heksanskih/etanolnih ekstrakata

Kineticka ispitivanja reakcije DPPH radikala i1 ekstrakata se izvode radi procene

antiradiakalske aktivnosti ekstrakata u zavisnosti od vremena (Bukhari i sar., 2008).

Rastvori i reagensi:
1. Metanol i
2. Rastvor DPPH radikala u metanolu koncentracije 90 pmol/dm’,

1,8 mg DPPH radikala rastvoreno je u 50 ml metanola.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Postupak se zasniva na pripremi reakcionih smesa u epruvetama tako $to je u njih dodato po
0,5 ml rastvora etanolnog ekstrakta (u destilovanoj vodi), odnosno heksanskog ekstrakata (u smesi
aceton:metanol; 50:50, v/v) razli¢itih koncentracija (0,1 - 10 mg/ml), 1,5 ml rastvora DPPH radikala
(90 uM) i1 3 ml metanola (probe). Slepa proba pripremljena je isto kao i probe, ali bez ekstrakta.
Reakcione smese su promuckane i apsorbance proba i slepe probe su merene nakon 10, 20, 30, 60,
120, 150 i 180 min na talasnoj duzini od 515 nm, odnosno 580 nm (UV-1800 spectrophotometer,
Shimadzu, Kyoto, Japan). BHA, askorbinska kiselina i kafena kiselina su kori§tene kao standardni
antioksidanti.

Za razli¢ite vremenske intervale izraGunata je preostala koli¢ina DPPH radikala (Rem DPPH";
Rem - eng. Remaining) prema sledeCem izrazu:

Rem DPPH’ = Aprobe/Aslepe probe x 100 (%)5
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gde su:
Aprobe - apsorbanca probe sa ekstraktom ili standardnim antioksidantom 1
Agiepe probe - apsorbanca slepe probe, koje su merene za razli¢ite vremenske intervale.

Efikasna koncentracija pri razli¢itim vremenskim intervalima ECsyt (mg ekstrakta ili
standardnog antioksidanta/mg DPPH®), odnosno koli¢ina ekstrakta/standardnog antioksidanta u odnosu
na polaznu koli¢inu DPPH" izraCunata je na osnovu izraza:

ECs0,t =1Csot /[DPPH"] =
gde je:
ICs0t - inhibitorna koncentracija pri razli¢itim vremenskim intervalima, definisana kao koncentracija
ekstrakta/ standardnog antioksidanta (mg/ml) neophodna za 50% antiradikalske aktivnosti na DPPH", a
[DPPH"], - polazna koncentracija DPPH" (mg/ml).

3.6.3. Odredivanje redukcione sposobnosti heksanskih i etanolnih ekstrakata

Redukciona sposobnost (eng. reducing power - RP) ekstrakta odredena je metodom po Oyaizu
(1986), koja se zasniva na pra¢enju promene apsorbance na talasnoj duzini od 700 nm u zavisnosti od

koncentracije ekstrakta.

Rastvori i reagensi:
1. 1% kalijum-fericijanid, 1 g Ks[Fe(CN)¢] rastvoreno je u 100 g destilovane vode;
2. 10% trihlorsir¢etna kiselina,
10 g CCI;COOH rastvoreno je u destilovanoj vodi u normalnom sudu od 100 ml;
3. 0,1% ferihlorid, 0,1 g FeCl; rastvoreno je u 100 g destilovane vode i
4. Na-fosfatni pufer pH 6,6, Na-fosfatni pufer pH 6,6 je dobijen meSanjem 62,5 ml rastvora
A137,5 ml rastvora B:
- rastvor A: 200 mmol/l NaH,PO,
(7,8 g NaH,PO, x 2H,0 rastvoreno je u 250 ml destilovane vode) i
- rastvor B: 200 mmol/l Na,HPO,
(17,9 g Na,HPO, x 12H,0O rastvoreno je u 250 ml destilovane vode).

Spektrofotometrijsko odredivanje:
U kivetama je pomeSano 1 ml rastvora etanolnih ekstrakata (u destilovanoj vodi), odnosno

heksanskih ekstrakata (u smesi aceton:metanol; 50:50, v/v) slede¢ih koncentracija (0,25; 0,5; 1,25; 2,5;
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5; 1 12,5 mg/ml) ili 1 ml destilovane vode (slepa proba za etanolne ekstrakate), odnosno smese
aceton:metanol (50:50, v/v) (slepa proba za heksanske ekstrakate), 1 ml Na-fosfatnog pufera pH 6,61 1
ml 1% kalijum-fericijanida. Rastvori su temperirani u vodenom kupatilu 20 min na 50°C. Zatim su
kivete izvadene iz vodenog kupatila, prohladene, obrisane sa spoljne strane i u rastvore je dodat 1 ml
10% trihlorsir¢etne kiseline. Potom je izvedeno centrifugiranje na 3000 o/min 10 min. Nakon
centrifugiranja u 2 ml pazljivo odvojenog supernatanta (rastvor iznad taloga) dodato je 2 ml
destilovane vode i1 0,4 ml 0,1% ferihlorida. Apsorbance su izmerene odmah na talasnoj duzini od 700
nm (UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan). BHA i askorbinska kiselina su koristeni
kao standardni antioksidanti za redukcionu sposobnost.

Na osnovu vrednosti apsorbanci odredena je I1Cs vrednost koja je definisana kao koncentracija

ekstrakta/standardnog antioksidanta pri kojoj je apsorbanca 0,5.

3.6.4. Odredivanje helirajuce aktivnosti etanolnih ekstrakata

Helirajuéa aktivnost ekstrakta na fero (Fe’) jone odredena je metodom po Decker i Welch

(1990), sa malim modifikacijama.

Rastvori i reagensi:
1. Rastvor FeSO, koncentracije 2 Mm,

0,0556 g FeSO,4 x 7H,0 rastvoreno je u 100 ml dejonizovane vode i
2. Rastvor ferozina koncentracije 5 Mm,

0,0246 g ferozina rastvoreno je u 10 ml dejonizovane vode.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Postupak se zasniva na pripremi reakcionih smesa u epruvetama tako $to je u njih dodato po 1
ml rastvora etanolnog ekstrakta u dejonizovanoj vodi, razli¢itih koncentracija (5; 10; 25; 50 1 100
mg/ml) ili 1 ml dejonizovane vode (slepa proba) i 3,7 ml dejonozovane vode. Zatim je u epruvete
dodat 0,1 ml rastvora FeSO, (koncentracije 2 Mm) i reakcione smese su intenzivno muckane 1 min.
Nakon 20 min dodato je 0,2 ml rastvora ferozina (koncentracije 5 Mm). Posle 10 min izmerena je
apsorbanca reakcionih sme$a na 562 nm (UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan) u
odnosu na referentni rastvor koji je pripremljen kao i proba samo je umesto rastvora ferozina sadrzao

dejonizovanu vodu. EDTA je koriStena kao standardna supstanca za helirajucu aktivnost.
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Heliraju¢a aktivnost (HA) etanolnog ekstrakta i EDTA na fero jone, odnosno inhibicija
formiranja ferozin-Fe** kompleksa definisana je kao:
HA = (Asiepe probe = Aprobe)/Asiepe probe X 100 (%),
gde su:
Aprobe - apsorbanca probe sa ekstraktom ili sa EDTA i
Agiepe probe - apsorbanca slepe probe.
Na osnovu HA vrednosti odredena je ICsy vrednost koja je definisana kao koncentracija

ekstrakta, odnosno EDTA pri kojoj heliraju¢a aktivnost iznosi 50%.

3.6.5. ESR spektralna analiza uticaja etanolnih ekstrakata tropa paradajza na stvaranje

i transformaciju hidroksil radikala

Hidroksil radikali dobijeni su u Fentonovoj reakciji i detektovani "spin trapping" metodom u
sistemu koji je dobijen meSanjem: 0,2 ml H,O, (2 mM), 0,2 ml FeCl, (0,3 mM), 0,2 ml N,N-
dimetilformamida (DMF) 1 0,2 ml DMPO (112 mM) kao "spin trapa" (slepa proba). Uticaj etanolnog
ekstrakta tropa paradajza na koncentraciju "spin adukata" hidroksil radikala ispitan je dodavanjem
njegovih dimetilformamidnih rastvora u reakcioni sistem. Opseg koncentracija ekstrakata iznosio je
0,025 - 1 mg/ml.

Paralelno je ispitan i uticaj standardnih antioksidanata BHA i hlorogenske kiseline na
formiranje i transformaciju hidroksil radikala.

ESR spektri snimljeni su 2,5 min nakon mesanja i prenosenja u Bruker ER-160FC kvarcnu
kivetu za vodene rastvore, na ESR spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten, Germany), pri slede¢im

slede¢im uslovima:

- frekvencija modulacije 100 kHz

- amplituda modulacije 0,226 G

- vremenska konstanta 80,72 ms
- vremenski opseg merenja 327,68 ms
- frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz
- centar polja 3440 G

- ukupan opseg merenja 100 G

- snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW

- temperatura merenja 23°C

- jaCina struje 5,00 x 10°
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Antiradikalska aktivnost (AAeoy) ekstrakta i standardnih antioksidanata (hlorogenske kiseline

1 BHA) definisana je izrazom:
AAeoy = (h, - hy)/h, % 100 (%),

gde je:
h, - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta slepe probe;
hy - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta probe sa ekstraktom ili sa standardnim
antioksidantom.

Na osnovu AAepy vrednosti odredena je ICsy vrednost koja je definisana kao koncentracija
ekstrakta/standardnog antioksidanta neophodna za 50% antiradiakalske aktivnosti na hidroksil

radikale.

3.6.6. ESR spektralna analiza uticaja etanolnih ekstrakata tropa paradajza na stvaranje

i transformaciju superoksid anjon radikala

Superoksid anjon radikali su pripremljeni rastvaranjem KOy/kraunetar (10 mM/20 mM) u
DMSO. Reakciona smesa se sastojala od 5 ul ove smese, 0,5 ml osuSenog DMSO i 5 ul rastvora
DMPO u DMSO (2 M). Uticaj etanolnog ekstrakta tropa paradajza na formiranje i transformaciju
DMPO/OOH "spin adukata" ispitan je dodavanjem njegovih dimetilformamidnih rastvora u reakcioni
sistem. Opseg koncentracija ekstrakta iznosio je 0,25 - 10 mg/ml.

Paralelno je ispitan i uticaj standardnih antioksidanata BHA 1 hlorogenske kiseline na
formiranje i transformaciju superoksid anjon radikala.

Reakcione smese su prenete u Bruker ER-160FC kvarcnu kivetu za vodene rastvore, a spektri

su snimljeni na ESR spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten, Germany), pri slede¢im uslovima:

- frekvencija modulacije 100 kHz

- amplituda modulacije 4,00 G

- vremenska konstanta 40.96 ms
- vremenski opseg merenja 327,68 ms
- frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz
- centar polja 3440 G

- ukupan opseg merenja 100 G

- snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW

- temperatura merenja 23°C

- jadina struje 1,00 x 10*
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Antiradikalska aktivnost (AA0,°-) ekstrakta i standardnog antioksidanta (hlorogenske kisleine

1 BHA) definisana je izrazom:
AAO,°- = (h, - hy)/h, % 100 (%),

gde je:
h, - visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adukta slepe probe;
h, - visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adukta probe sa ekstraktom ili standardnim
antioksidanatom.

Na osnovu AA0,*- vrednosti odredena je ICsy vrednost koja je definisana kao koncentracija
ekstrakta/standardnog antioksidanta neophodna za 50% antiradiakalske aktivnosti na superoksid anjon

radikale.

3.7. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata tropa paradajza

Celijske linije MCF7 (humani adenokarcinom dojke), HeLa (humani epitelni karcinom
cerviksa) i MRC-5 (humani fetalni fibroblasti plu¢a) (tabela 8) kultivisane su u DMEM (Dulbeco’s
Modified Essential Medium) (PAA, Pashing, Austrija), sa dodatkom 10% fetalnog tele¢eg seruma
(FCS) (PAA, Pashing, Austrija), 100 pg/ml streptomicina i 100 IU/ml penicilina (Galenika, Srbija) u
Kartel (Kartel, Svajcarska) 25 cm?® flaskovima, na 37°C u atmosferi 95% vazduha i 5% CO,, pri
visokoj relativnoj vlaznosti vazduha. Sve celijske linije su adherentne (tabela 8), a subkultivisane su

dva puta nedeljno upotrebom 0,1% tripsina (Sigma, SAD) u 0,04% EDTA i tretirane u logaritamskoj

fazi rasta.
Tabela 8. Osnovne karakteristike ¢elijskih linija

Celijska . . . wls gt . . Vreme

linija Kataloski broj Histoloski tip/obolenje Afinitet za podlogu udvajanja [h]*
ECACC** Epitelne/

MCF7 86012803 adenokarcinom dojke 33
ECACC** Epitelne/

Hela 93021013 karcinom grli¢a materice adherentne 21
ECACC** Fetalni fibroblasti/

MRC-5 05090501 zdravo tkivo 27

*Vreme potrebno da se broj ¢elija uveéa dva puta
**eng. European Collection of Cell Cultures
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Suspenzije ¢elija gustine 4-5x10° Celija/180ul/otvoru, zavisno od vremena udvajanja,
inokulisane su u Corning (Corning, SAD) mikrotitar plo¢e sa 96 otvora i preinkubirane 24h (pre
dodavanja uzoraka).

Nakon preinkubacije od 24h ¢elije su tokom tretmana inkubirane jo§ 48h, Sto je adekvatno
vremenu od 2-3 generacije ¢elija u kontroli. Za analizu celijskog rasta pripremljena su serijska
razblazenja uzoraka u 0,9% NaCl. Uzorci su filtrirani 0,22 pm $pric mikrofilterima. Celije u kulturi su
bile izlozene delovanju ispitanih uzoraka u trajanju od 48h, nakon cega su dobijeni efekti
kvantifikovani sulforodamin B (SRB) kolorimetrijskim testom. Finalne koncentracije dobijene su
dodavanjem 20 ul uzorka u 180 ul medijuma za kulturu ¢elijskih linija sa 5% fetalnog tele¢eg seruma
(FCS) i kod heksanskih ekstrakata bile su u opsegu 1,9-1000 pug/ml, a etanolnih ekstrakata 0,05-25
mg/ml. Kontrola ¢elija dobijena je dodavanjem 20 pl 0,9% NaCl (rastvaraca).

3.7.1. Fotometrijska metoda za odredivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata

tropa paradajza

Ukupna koli¢ina proteina merena je sulforodamin B (SRB) kvantitativnim kolorimetrijskim
testom po Skehan-u (Skehan i sar., 1990). Sulforodamin B (C,;H,9N,O;T2Na) (Sigma, SAD) je
anjonska boja koja se u blago kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za pozitivno naelektrisane
aminokiselinske ostatke celijskih proteina. U blago baznoj sredini SRB je moguce rastvoriti,
kvatitativno ekstrahovati iz ¢elije 1 opticki izmeriti da bi se utvrdio relativni celijski rast.

Celije su fiksirane in situ hladnom 50% trihlorsiréetnom kiselinom (TCA) (50 ul/otvoru) 1h na
temperaturi od 4°C. Ploce su isprane destilovanom vodom (4 puta) automatski (Wellwash 4,
Labsystems) da bi se uklonila TCA, medijum, niskomolekularni metaboliti i proteini seruma. Nakon
susenja ploce su bojene 0,4% sulforodaminom B (0,4% u 1% siréetnoj kiselini) (w/v) (75 uwl/otvoru) 30
minuta, na sobnoj temperturi. Boja je isprana (4 puta) 1% siretnom kiselinom automatski, a ploce
ponovo osusene. Vezana boja ekstrahovana je 10 mM (eng. tris (hydroxymethyl) aminomethane -
TRIS) bazom (200 pl/otvoru).

Fotometrijska merenja su izvodena na Multiscan Ascent filter fotometru sa jednokanalnim,
vertikalnim izvorom svetlosti za izvodenje standardnih fotometrijskih merenja. Multiscan Ascent
koristi koncept vertikane fotometrije pri kome snop svetlosti prolazi kroz ceo uzorak. Izvor svetlosti je
kvarc-halogena lampa. Talasna duzina vr$i se izborom jednog od osam filtera interferencije. Kvarcno
opti¢ko vlakno i so¢iva daju visoko fokusiran svetlosni snop, koji prolazi kroz kivetu do detektora.
Detektorsko kuciste sastoji se od silikonskog fotodetektora, amplifikatora i optickih sociva.
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U vertikalnoj fotometriji apsorpcija svetlosti proporcionalna je koli¢ini supstance u otvoru.
Apsorbanca (A) se izrazava kao:

A =2a/S xm,
gde je:
a - molarna apsorpcija supstance,
S - poprecni presek povrSine upravne na izvor svetlosti i
m - masa ispitivane supstance.

Mikrotitar plo¢e su ocitane na talasnim duzinama: A;=540 nm (test talasna duzina; oblast
zelene svetlosti 500-580 nm) i A,=690 nm (referentna talasna duzina za uklanjanje absorbance
pozadine; oblast crvene svetlosti 620-750 nm). Apsorbanca je dobijena kao:

A = As40 nm = A90 nm-
Procenat ¢elijskog rasta je izraCunat u odnosu na kontrolu, po formuli:
Rast ¢elija (%) = (A /A,) x 100
gde je:
Ay - apsorbanca test otvora i
A, - apsorbanca kontrolnog otvora.

Na osnovu vrednosti rasta ¢elija odredena je ICs, vrednost koja je definisana kao koncentracija
ekstrakta/citotoksi¢nog leka (doksorubicin i gemcitabin)/antioksidativnog jedinjenja (B-karoten, BHA,
askorbinska kiselina, kafena kiselina, hlorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulna kiselina,

ruzmarinska kiselina, rutin, kvercetin i naringenin) koja izaziva inhibiciju rasta ¢elija za 50%.
3.8. Odredivanje indeksa bioaktivnosti

Indeks bioaktivnosti (eng. bioactivity index - BI) heksanskih i etanolnih ekstrakata tropa
odabranih genotipova paradajza odreden je metodom po Sun i saradnicima (2002). BI izracunat je na
osnovu sledecih izraza:

BI = (Rezultat ispitivanja antioksidativne aktivnosti + Rezultat ispitivanja antiproliferativne aktivnosti
na Celije kancera)/2,
gde je:

n
Rezultat ispitivanja antioksidativne aktivnosti = (Z najmanja ICs, vrednost/ ICsy; vrednost)/n
i=1

Rezultat ispitivanja antiproliferativne aktivnosti = (Z najmanja ICsy vrednost/ ICsy; vrednost)/n
i=1
n — broj testova za ispitivanje antioksidativne i antiproliferativne aktivnosti na ¢elije kancera.
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3.9. Statistic¢ka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koris¢eni su kompjuterski softverski programi Microsoft Excel
v. 2003. i Origin 7.0. (OriginLab Corporation, Northampton, USA, 1991-2002). Rezultati ispitivanja
hemijskog sastava i antioksidativne aktivnosti, koja su radena u tri ponavljanja, predstavljeni su kao
srednja vrednost + standardna devijacija, osim ako nije naznaceno drugacije. Rezultati odredivanja
antiproliferativne aktivnosti su izrazeni kao srednja vrednost * standardna devijacija (SD) dva
nezavisna eksperimenta izvedena u kvadriplikatu. Razlike izmedu kontrolnih i eksperimentalnih grupa
odredene su upotrebom jedostrane analize varijanse, na nivou znacajnosti od 0,01 (Microsoft Office
Excel 2003 software). ICsy vrednosti odredene su programom Calcusyn for Windows (Version

1.1.0.0.; Biosoft).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

U ovom radu, nakon cedenja soka od odabranih genotipova paradajza, dobijen je trop,
sporedni proizvod, koji se sastoji od ljuske, semena i dela mesa. Trop paradajza osuSen je pod
vakuumom, a suvi trop ekstrahovan je heksanom, a zatim 80% etanolom. Sadrzaj lipofilnih i
hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja u ekstraktima odreden je spektrofotometrijskim metodama, kao i
HPLC analizama. Ispitana je i antioksidativna i antiproliferativna aktivnosti dobijenih ekstrakata
razli¢itim metodama. Takode je u ostatku (nakon ekstrakcija heksanom, a zatim 80% etanolom)
odreden sadrzaj ukupnih, kao i rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana, kao i njegova
antioksidativna aktivnost.

Za ispitivanje su koriS¢eni uzorci paradajza - novostvorenih (Backa, Knjaz, Novosadski niski i
0,) i tradicionalnih (Rutgers i Saint Pierre) genotipova (slika 33).

Knjaz: srednje rana, savremena sorta Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad (priznata
2000. godine). Biljka je uspravna, determinantnog rasta, visine 70-75 cm. Plod je krupan, sa 5-8
komora, okrugao, crvene boje, mase 140-160 g. Karakteristika sorte je visok sadrzaj suve materije u
plodu (6,5%). Plod ima prijatan ukus zbog izbalansiranog odnosa Secera i kiselina.

Backa: srednje kasna, savremena sorta Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad (priznata
1998. godine). Stablo je determinantnog rasta, bujno, visine od 70 do 75 cm. Plod je crven, Cvrst,
krupan, prosecne mase 160-180 g. Zbog cvrstine ploda pogodan je za transport. Takode, bitna osobina
sorte je da je masa ploda ujednacena po etazama. Proizvodi se direktnom setvom ili iz rasada.

Novosadsku niski: rana, savremena sorta Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad
(priznata 1993. godine). Biljka je determinantnog rasta. Plodovi su okrugli, glatki, mase 100-120 g,
zdruzenog zrenja. ProseCan sadrzaj suve materije u plodu iznosi 5-5,5%. Gaji se bez oslonca,
direktnom setvom ili iz rasada. Koristi se u preradivackoj industriji, ali zbog oblika i boje ploda moze i
za svezu potrosnju.

0,: obojena oplemenjivacka linija, narandzaste boje ploda, indeterminantnog tipa rasta. Plod
je blago spljosten do okrugao, prosecne tezine 157 g, sa 4-5 komora u plodu i sadrzajem suve materije
oko 6%.

Rutgers: tradicionalna sorta, americkog porekla, indeterminantnog tipa rasta. Plod je blago
spljosten, glatak, krupan, prosecne mase 200 g i sadrzaja suve materije 5,9%. Poseduje odli¢ne osobine

pogodne za preradu.
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Saint Pierre: tradicionalna sorta, francuskog porekla, indeterminantnog tipa rasta. Plod je
blago spljostenog oblika, intenzivno crvene boje, proseéne mase 150 g, sadrzaja suve materije oko

6,3%. Poseduje odli¢ne osobine pogodne za preradu.

Novosadski niski 0O,

A

Rutgers Saint Pierre

Slika 33. Plodovi odabranih genotipova paradajza
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4.1. Dobijanje tropa i ekstrakata tropa od odabranih genotipova paradajza
Trop paradajza, dobijen kao sporedni proizvod nakon cedenja soka paradajza osusen je u
vakuumu, i prinosi suvog tropa paradajza genotipova Backa, Knjaz, Novosadski niski, O,, Rutgers i

Saint Pierre prikazani su u tabeli 9.

Tabela 9. Prinos suvog tropa paradajza

Genotip Prinos (%)*
Backa 1,95 +0,13
Knjaz 1,32 £0,05
Novosadski niski 1,85 +0,07
0, 1,16 £0,12
Rutgers 0,88 £ 0,09

Saint Pierre 2,00£0,16
*Prinos suvog tropa izrazen u % u odnosu na masu paradajza.

Najveci prinos suvog tropa u odnosu na masu paradajza dobijen je za genotip Saint Pierre
(2,00%), a najmanji za genotip Rutgers (0,88%).

Osuseni trop odabranih genotipova paradajza, ekstrahovan je heksanom, a zatim je ostatak
ekstrahovan 80% etanolom. Prinosi suvih heksanskih i etanolnih ekstrakata, kao i ostataka dobijenih

nakon ekstrakcija dati su u tabeli 10.

Tabela 10. Prinos heksanskih i etanolnih ekstrakata, kao i ostataka dobijenih nakon ekstrakcija

Genotip Prinos (%)*
Heksanski ekstrakt Etanolni ekstrakt Ostatak

Backa 1,21 £0,05 36,18+ 1,61 51,81 £2,50
Knjaz 0,85+ 0,04 40,61 £ 1,73 53,92 +£0,81
Novosadski niski 7,06 £ 0,34 34,18 £ 1,62 50,02 + 2,42
0O, 5,17+0,25 36,41 £1,11 53,60 +2,51
Rutgers 8,29+£0,41 34,86 + 1,50 43,12+ 1,54
Saint Pierre 4,61 +0,23 44,35+ 1,91 37,84 + 1,80

*Prinos heksanskih i etanolnih ekstrakata, kao i ostataka dobijenih nakon ekstrakcija izrazen u % u
odnosu na masu suvog tropa paradajza.

Najveci prinos heksanskog ekstrakta ostvaren je pri ekstrakciji tropa paradajza genotipa
Rutgers (8,29%), a etanolnog ekstrakta pri ekstrakciji tropa paradajza genotipa Saint Pierre (44,35%).

Ostatak nakon ekstrakcija tropa genotipa Knjaz dobijen je u najvecem prinosu (53,92%).
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4.2. Hemijski sastav ekstrakata i ostataka nakon ekstrakcija tropa paradajza

Sadrzaji lipofilnih 1 hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja u heksanskim i1 etanolnim
ekstraktima tropa odabranih genotipova paradajza odredeni su odgovaraju¢im spektrofotometrijskim
metodama, kao i HPLC analizama. Sadrzaji ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana u ostacima

nakon ekstrakcija tropa odredeni su odgovaraju¢im enzimskim metodama.
4.2.1. Sadrzaj lipofilnih antioksidativnih jedinjenja
Sadrzaji  lipofilnih antioksidativnih  jedinjenja (likopena 1 p-karotena), odredeni
spektrofotometrijskom metodom po Nagata i Yamashita (1992), u heksanskim ekstraktima tropa

odnosno u suvom tropu odabranih genotipova paradajza, prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Sadrzaj likopena i B-karotena u heksanskim ekstraktima tropa i suvom tropu paradajza

Genotip _ Likopen . P-Karoten .
mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
Backa 13,10 £0,45 15,84 +0,54 14,87+0,62 17,98+0,75
Knjaz 22,64+0,86 19,33 +0,73 15,93+0,56 13,60+ 0,48
Novosadski niski 6,43+0,23 4539+1,62 248+£0,09 17,51 +0,64
0, 0,33 £0,01 1,71 £ 0,05 11,83+0,44 61,13 +£2,27
Rutgers 429 +0,14 3555=+1,16 6,22+ 0,18 51,55+1,49
Saint Pierre 9,08+0,37 41,86=1,71 2,50+£0,10 11,53+0,46

"po suvom heksanskom ekstraktu; ~ po suvom tropu.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da je sadrzaj likopena i -karotena najveéi u
heksanskom ekstraktu tropa paradajza genotipa Knjaz (22,64 mg/g; 15,93 mg/g). Najmanji sadrzaj
likopena odreden je u heksanskom ekstraktu tropa paradajza genotipa O, (0,33 mg/g), a B-karotena u
heksanskom ekstraktu tropa paradajza genotipa Novosadski niski (2,48 mg/g). S obzirom da su
heksanski ekstrakti tropa paradajza dobijeni u razli¢itim prinosima u zavisnosti od genotipa, trop
paradajza genotipa Novosadski niski ima najvec¢i sadrzaj likopena (45,39 mg/100 g), dok je najveci
sadrzaj B-karotena odreden u tropu paradajza genotipa O, (61,13 mg/100 g).

HPLC analizom utvrdeno je prisustvo likopena i f-karotena u heksanskim ekstrakatima tropa
odabranih genotipova paradajza poredenjem njihovih retencionih vremena (t) 1 spektralnih
karakteristika (UVy,x) sa odgovarajuéim parametrima analitickih standarda karotenoida. HPLC

hromatogrami i UV spektri analitickih standarda likopena i f-karotena prikazani su na slici 34.

85



Sladana Stajcic¢ Doktorska disertacija

maU =
mAU 3 -
g - g
r’/ \ : - \
\
N \
400 - ’) | ’/ | - /
\f /
/
~ \u” \ - /
- / \ /
/
350-| / \\ w /
/ \
/ -

- / \ /

w / \ R
/ \ /
/ \ /
- / & -
/ \ ’
\ -
A\

250 - o —

(A) (B)

Slika 34. HPLC hromatogrami snimljen na 473 nm i UV spektri standarda
likopena (A) i B-karotena (B)

Na slikama 35 - 38 prikazani su HPLC hromatogrami heksanskih ekstrakata tropa paradajza

genotipova Backa, Knjaz, Novosadski niski i Saint Pierre.

min

Slika 35. HPLC hromatogram snimljen na 473 nm heksanskog ekstrakta tropa paradajza genotipa
Backa (Pik: 1 - likopen i 2 - B-karoten)
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Slika 36. HPLC hromatogram snimljen na 473 nm heksanskog ekstrakta tropa paradajza genotipa
Knjaz (Pik: 1 - likopen i 2 - B-karoten)
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Slika 37. HPLC hromatogram snimljen na 473 nm heksanskog ekstrakta tropa paradajza genotipa
Novosadski niski (Pik: 1 - likopen i 2 - f-karoten)
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Slika 38. HPLC hromatogram snimljen na 473 nm heksanskog ekstrakta tropa paradajza genotipa

Saint Pierre (Pik: 1 - likopen i 2 - B-karoten)

Na osnovu zavisnosti povrsine pika na hromatogramu od koncentracije standarda likopena i 3-

karotena odredeni su sadrzaji ovih karotenoida u ispitivanim heksanskim ekstraktima, a zatim je njihov

sadrzaj izrazen po suvom tropu (tabela 12).

Tabela 12. Sadrzaj likopena i B-karotena u heksanskim ekstraktima tropa i suvom tropu paradajza

Genotip _ Likopen _ _ B-karoten _
mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
Backa 13,63 £ 0,11 16,48 £0,13 11,95+ 0,25 14,45 + 0,30
Knjaz 15,69 £0,11 13,40 £ 0,09 10,12 +0,43 8,64 +0,37
Novosadski niski 6,34 + 0,03 44,77 +£ 0,21 2,73 +£0,29 19,28 £2,05
Saint Pierre 9,34 + 0,08 43,04 £0,37 5,02+0,17 23,16 £ 0,78

"po suvom heksanskom ekstraktu; = po suvom tropu.

Heksanski ekstrakt tropa paradajza Knjaz imao je najveéi sadrzaj likopena (15,69 mg/g), dok

je sadrzaj B-karotena bio najveci u heksanskom ekstraktu tropa paradajza Backa (11,95 mg/g).

Najmanji sadrzaji likopena i1 [B-karotena odredeni su u heksanskom ekstraktu tropa paradajza

Novosadski niski (6,34 mg/g; 2,73 mg/g). S obzirom na razliCite prinose heksanskih ekstrakata, najveci

sadrzaj likopena odreden je u tropu paradajza genotipa Novosadski niski (44,77 mg/100 g), dok je trop

paradajza genotipa Saint Pierre imao najveci sadrzaj B-karotena (23,16 mg/100 g).
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Sadrzaji lipofilnih antioksidativnih jedinjenja (likopena i PB-karotena) u tropu odabranih

genotipova paradajza u saglasnosti su sa istrazivanjima Knoblich i saradnika (2005). Sadrzaj likopena i

B-karotena u sporednom proizvodu, koji se sastojao od ljuske paradajza, iznosio je 73,4 1 13,0 mg/100

g, dok je sadrzaj likopena i B-karotena u sporednom proizvodu, koji se sastojao od semena paradajza,

iznosio 2,93 i 1,44 mg/100 g suvog sporednog proizvoda.

4.2.2. Sadrzaj hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja

Sadrzaji hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja (polifenola, flavonoida i askorbinske kiseline)

u etanolnim ekstraktima tropa odabranih genotipova paradajza odredeni su odgovaraju¢im

spektrofotometrijskim metodama. U tabeli 13 su prikazani sadrzaji polifenola (Ph), flavonoida (Fl) i

askorbinske kiseline (Asc), kao i odnos flavonoidi/polifenoli u ispitivanim ekstraktima, dok je u tabeli

14 prikazan sadrzaj ovih jedinjenja u suvom tropu odabranih genotipova paradajza.

Tabela 13. Sadrzaj hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima tropa paradajza

Genotip Ph (mg/g) F1 (mg/g) Asc (mg/g) Odnos FI/Ph
Backa 11,7+ 0,51 7,73 £0,31 0,51+ 0,02 0,66
Knjaz 14,6 £ 0,67 7,62 £0,35 0,89 £ 0,03 0,52
Novosadski niski 16,5+0,82 11,7+ 0,54 1,89 + 0,08 0,71
0, 18,6 = 0,73 11,2+0,53 0,35+0,01 0,60
Rutgers 14,0 £ 0,59 11,9 +£0,57 1,57 £ 0,06 0,85
Saint Pierre 16,2 +0,74 12,1 £0,49 0,39 £ 0,01 0,74

Tabela 14. Sadrzaj hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja u suvom tropu paradajza

Genotip Ph (mg/100 g) F1 (mg/100 g) Asc (mg/100 g)
Backa 423,43 + 18,45 279,65 + 11,22 18,29 + 0,72
Knjaz 590,92 + 27,21 309,50 + 14,21 36,34 +£ 1,22
Novosadski niski 564,68 + 28,03 400,85 + 18,46 64,43 £2,73
0O, 678,55 +26,58 407,31 £ 19,30 12,69 + 0,36
Rutgers 489,32 + 20,56 416,33 + 19,87 54,64 + 2,09
Saint Pierre 719,73 £ 32,82 534,52 £21,73 17,12 £ 0,44
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Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima tropa paradajza odreden je
spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteu. Ova metoda se zasniva na redukcionoj
sposobnosti fenolnih hidroksilnih grupa, ali je poznato da razli¢ita fenolna jedinjenja imaju razlicit
odziv na Folin-Cioacalteu reagens. Takode je poznato da prisustvo interferiraju¢ih jedinjenja (Seceri,
aromati¢ni amini, sumpor-dioksid, vitamin C, organske kiseline, Fe(Il) i ostale supstance koje nisu
polifenolnog porekla) u ekstraktima moze uticati na nerealno povecanje rezultata sadrzaja polifenolnih
jedinjenja odredenih ovom metodom (Prior i sar., 2005). Sadrzaji ukupnih rastvorljivih polifenolnih
jedinjenja u ispitivanim ekstraktima, izrazeni kao ekvivalent hlorogenske kiseline, iznose od 11,7 mg/g
u ekstraktu tropa genotipa Backa do 18,6 mg/g u ekstraktu tropa genotipa O,. S obzirom na ostvarene
prinose etanolnih ekstrakata, najve¢i sadrzaj polifenolnih jedinjenja utvrden je u tropu paradajza
genotipa Saint Pierre (719,73 mg/100 g). Sadrzaji polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima
tropa odabranih genotipova paradajza izrazeni kao ekvivalent galne kiseline (8,13-12,55 mg GAE/g
suvog ekstrakta) bili su sli¢ni sadrzaju polifenolnih jedinjenja u vodenom ekstraktu (12,15 + 0,83 mg
GAE/g suvog ekstrakta), a manji od sadrzaja polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu (42,00 +
6,19 mg GAE/g suvog ekstrakta) tropa paradajza odredenih u istrazivanju Peschel i saradnika (2006).

Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima tropa paradajza izvedeno je
spektrofotometrijskom metodom po Zhishen i saradnicima (1999), koja se zasniva na sposobnosti
flavonoida da sa AI’" grade odgovarajuée flavonoid-aluminijum komplekse. Sadrzaj flavonoida,
izraZzen kao ekvivalent rutina, je najmanji u ekstraktu tropa genotipa Knjaz (7,62 mg/g), dok ekstrakt
tropa odnosno trop genotipa Saint Pierre ima najve¢i sadrzaj flavonoida (12,1 mg/g odnosno 534,52
mg/100 g). Na osnovu spektrofotometrijskih odredivanja, moze se zakljuciti da su flavonoidi
najznacajnija grupa polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima tropa paradajza; odnos
flavonoidi/polifenoli iznosi od 0,52 (trop genotipa Knjaz) do 0,85 (trop genotipa Rutgers). U
ispitivanju Lenucci i saradnika (2006) utvrdeno je da odnos flavonoidi/polifenoli (0,12-0,49) znacajno
zavisi od genotipa paradajza.

Spektrofotometrijskom metodom po Klein i Perry (1982) odreden je sadrzaj askorbinske
kiseline u etanolnim ekstraktima tropa paradajza. Etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa
Novosadski niski imao je najveé¢i sadrzaj askorbinske kiseline (1,89 mg/g), dok je najnizi sadrzaj
askorbinske kiseline utvrden u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa O, (0,35 mg/g). Najveci

sadrzaj askorbinske kiseline utvrden je u tropu paradajza genotipa Novosadski niski (64,43 mg/100 g).
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Sadrzaj polifenolnih jedinjenja, flavonoida i1 askorbinske kiseline u paradajzu zavisi od
genotipa, uslova gajenja, kao i od zrelosti biljke (Gahler i sar., 2003; Raffo i sar., 2002). Takode,
spoljasnji faktori poput svetlosti, temperature, prisustva hranljivih materija u zemljiStu mogu uticati na
fenilpropanoidni metabolizam (Dixon i Paiva, 1995).

Kuvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja tropa odabranih genotipova paradajza
utvrden je HPLC analizom etanolnih ekstrakata tropa, poredenjem retencionih vremena (t,) i
spektroskopskih karakteristika (UVy,x) sa ovim karakteristikama dostupnih standarda polifenolnih
jedinjenja. Retenciona vremena (t,) i spektroskopske karakteristike (UV,.x) standardnih polifenolnih

jedinjenja prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Retenciona vremena (t;) i spektroskopske karakteristike (UVn,x) standardnih polifenolnih

jedinjenja
Polifenolna jedinjenja t, (min) UV nax
Kafena kiselina 3,24 240, 302 (b.m.)*, 324
Hlorogenska kiselina 3,69 238,298 (b.m.), 324
p-Kumarinska kiselina 6,88 234,298 (b.m.), 310
Ferulna kiselina 9,41 238,296 (b.m.), 322
Ruzmarinska kiselina 14,19 234,290 (b.m.), 330
Rutin 13,25 256,266 (b.m.), 600 (b.m.), 356
Kvercetin 16,45 256, 302 (b.m.), 370
Naringenin 16,78 230, 290

*b.m. - bo¢ni maksimum

HPLC hromatogrami etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza prikazani su
na slikama 39-44. U ekstraktima tropa paradajza identifikovane su fenolne kiseline (kafena,
hlorogenska, p-kumarinska, ferulna i ruzmarinska kiselina) i flavonoli (kvercetin i rutin). Takode,
nekoliko drugih pikova (oznacenih brojevima 6, 7, 9 i 11), s obzirom na sli¢nost njihovih spektara sa

spektrima ruzmarinske kiseline, rutina ili naringenina identifikovani su kao njihovi derivati.
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Slika 39. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

Backa na 280, 330 i1 350 nm; pik: 1 - kafena kiselina, 2 - hlorogenska kiselina, 3 - p-kumarinska

kiselina, 4 - ferulna kiselina, 5 - ruzmarinska kiselina, 6 - derivat rutina, 7 - derivat ruzmarinske

kiseline-1, 8 - rutin, 9 - derivat ruzmarinske kiseline-II, 10 - kvercetin i 11 - naringenin-derivat
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Slika 40. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

Knjaz na 280, 330 i 350 nm; oznake pikova su iste kao oznake na slici 39
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Slika 41. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

Novosadski niski na 280, 330 i 350 nm; oznake pikova su iste kao oznake na slici 39
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Slika 42. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

0, na 280, 330 i 350 nm; oznake pikova su iste kao oznake na slici 39
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Slika 43. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

Rutgers na 280, 330 i 350 nm; oznake pikova su iste kao oznake na slici 39
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Slika 44. HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa

Saint Pierre na 280, 330 i 350 nm; oznake pikova su iste kao oznake na slici 39

Na slici 45 prikazane su hemijske strukture flavonoida i fenolnih kiselina koji su identifikovani

u ispitivanim ekstraktima tropa odabranih genotipova paradajza.
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Slika 45. Hemijske strukture flavonoida i fenolnih kiselina identifikovanih u ispitivanim ekstraktima

tropa paradajza
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Sadrzaji pojedinacnih polifenolnih jedinjenja kvantifikovani su na 280, 330 ili 350 nm, u
zavisnosti od toga na kojoj talasnoj duzini je njihov odziv maksimalan. Kod kvantifikacije jedinjenja
za Cije pikove nisu bili dostupni analiticki standardi, koriS¢ena je kalibraciona kriva hlorogenske

kiseline na 330 nm. U tabelama 16 i 17 su dati sadrzaji pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u

etanolnim ekstraktima tropa, odnosno u suvom tropu odabranih genotipova paradajza.

Tabela 16. Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima tropa paradajza

Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja (ng/g)

Polifenolno N dsKi

jedinjenje Backa Knjaz 0‘:}2;8 ! 0, Rutgers  Saint Pierre
Kafena 79,5+229 227+230 305+1,84 285+1,79 2194218 169+1,97
kiselina

Horogenska 07 096 1192022 767+£022 644+023 550028 115+0,17
kiselina

p-Kumarinska n.d.* 27,1+ 1,56 46,6+ 133 4564129 429+147 334+1231
kiselina

Ferulna 202+138 587+146 360+£128 502+121 79,6+135 485+1.23
kiselina

Ei‘;iﬁ‘;mka 26,1 + 2,64 n.d. 6224231 60,0+224 106240 434+234
Rutin-derivat 169+ 0,06  147+0,01 230+0,17 151+0,06 90,4+0,06 97,5+0,03
Ruzmarinska

kiselina - 48,7+255 61,0+273 50,4+236 71,6+2.19 418+2,65 49,8+231
derivat I

Rutin 417+045 596+0,71 1255+1,77 873+1,18 238+0,17 250+0.1
Ruzmarinska

kiselina - 643+249 110+£2,53 70,4+228 126+197 864+247 383+236
derivat II

Kvercetin 104+0,17 267+0,16 51,1+£0,16 119+0,15 754+0,17 258+0,16
glearrifa%enm' 721+0,10  728+0,15 2366+1,16 1637+0,64 563+£023 279+037
Ukupno 1930+ 13,3 2947+ 13,1 5206+ 14,3 3974+142 2072+15,6 1789+ 13,9

*n.d.: nije detektovano
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Tabela 17. Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u suvom tropu paradajza

Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u suvom tropu paradajza (mg/100 g)

Polifenolno N dski

jedinjenje Backa Knjaz 0‘:}:; sl 0, Rutgers  Saint Pierre
Kafena 2.88+0,08 922+009 1042+0,06 10,38+0,07 7,63+008 7,49+ 0,09

kiselina

Horogenska = 17 1 001 4834001 2624001  234£001 192£001 5,10+0,01

kiselina

p-Rumarinska 4 1,10£0,06  1,59+0,05 1,66+005 150+0,05 148=0,06

kiselina

Ferulna 1,06+0,05 238+0,06 123+004  1.83+004 277+0,05 2,15+0,05

kiselina

Ei‘ézﬁls:nsm 0,94 + 0,01 n.d. 2,13+£0,08 2,18+0,08 3,69+008 1,92+0,10

Rutin-derivat 6,11 +£0,00 5,97+000 7,86+0,01  550+0,00 3,15+0,00 4,32+0,00

Ruzmarinska

kiselina - 1,76 £0,09 248+0,11  1,72+0,08 2,61+008 1,46+0,09 221+0,10

derivat [

Rutin 15,09+ 0,02 2421+0,03 42.89+0,06 31,78+0,04 830+0,01 11,09=0,01
Ruzmarinska

kiselina - 233+£0,09 447+0,10 241+0,08 459+0,07 3,01£009 1,70+0,10

derivat I1

Kvercetin 376 0,01 10,84+0,01 1,75+0,01 433+0,01 263001 1,14+0.,01

?eirilvrﬁemn' 26,00+0,00 29.57+001 80.87+0,04 59,60+0,02 19,62+0,01 12,37 +0,02
Ukupno 69,83 +0,48 119,69+ 0,53 177,94+0,49 144,68+0,52 72,22 +0,54 79,34+ 0,62

*n.d.: nije detektovano

Etanolni ekstrakt tropa, kao i trop paradajza Novosadski niski imaju najve¢i sadrzaj ukupnih

polifenolnih jedinjenja (5206 ng/g odnosno 177,94 mg/100g). Od polifenolnih jedinjenja u najvecoj

koncentraciji u etanolnom ekstraktu tropa paradajza Novosadski niski prisutni su flavonoli (kvercetin,

rutin i njegov derivat; 1537 pg/g odnosno 52,50 mg/100g) i flavanoni (naringenin-derivat; 2366 ng/g

odnosno 80,87 mg/100g). Najve¢i sadrzaj fenolnih kiselina (kafene, hlorogenske, p-kumarinske,

ferulne i1 ruzmarinske kiselina, kao i derivata ruzmarinske kiseline I i II) pronaden je u etanolnom

ekstraktu tropa O, paradajza (703 pg/g odnosno 25,59 mg/100g).
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4.2.3. Sadrzaj ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vilakana u ostacima

nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza

Sadrzaji ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana u ostacima nakon ekstrakcija tropa
paradajza, odredeni su enzimskim metodama AOAC 991.43 (AOAC, 2007) i AACC 32-07 (AACC,
2000). Odredivanje prehrambenih vlakana zasnovano je na termiCkom tretiranju (na 100°C) suvog
uzorka u prisustvu termostabilne o-amilaze (radi Zeliranja, hidrolize i depolimerizacije skroba);
inkubiranju na 60°C u prisustvu proteaze (radi solubilizacije i depolimrizacije proteina) i
amiloglukozidaze (radi hidrolize fragmenata skroba na glukozu).

Sadrzaji ukupnih (UPV), rastvorljivih (RPV) i nerastvorljivih (NPV) prehrambenih vlakana, u
ostacima nakon ekstrakcija (heksanom i 80% etanolom) tropa, odnosno u suvom tropu, odabranih

genotipova paradajza prikazani su u tabelama 181 19.

Tabela 18. Sadrzaj ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana u ostacima nakon

ekstrakcija tropa paradajza

Ostaci NPV (%) RPV (%) UPV (%)
Backa 69,88 0,13 70,01
Knjaz 52,50 13,71 66,21
Novosadski niski 56,46 13,80 70,26
0, 77,53 3,70 81,23
Rutgers 54,92 13,89 68,81
Saint Pierre 70,86 1,01 71,86

Tabela 19. Sadrzaj ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana u suvom tropu

paradajza
Ostaci NPV (%) RPV (%) UPV (%)
Backa 36,20 0,07 36,27
Knjaz 28,30 7,39 35,69
Novosadski niski 28,23 6,90 35,13
0, 41,56 1,98 43,54
Rutgers 23,67 5,99 29,66
Saint Pierre 26,79 0,38 27,17

Sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana u ostacima tropa odabranih genotipova paradajza
iznosio je od 66,21% za genotip Knjaz do 81,23% za genotip O, (tabela 18), dok je sadrzaj ukupnih
prehrambenih vlakana izrazen po suvom tropu iznosio od 27,17% za genotip Saint Pierre do 43,54% za
genotip O, (tabela 19). Sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana u suvom tropu ispitivanih genotipova

paradajza je u saglasnosti sa sadrzajima prehrambenih vlakana odredenim u tropu paradajza u nekoliko
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istrazivanja, a koji se nalaze u opsegu od 250,4 do 510,3 g/kg suve materije odnosno od 25% do 51%
(Del Valle i sar., 2006).

Poredenjem sadrzaja prehrambenih vlakana u suvom tropu paradajza sa sadrzajem
prehrambenih vlakana u drugim sporednim proizvodima (izraZzenim u % po suvoj materiji), kao $to su:
pirinCane mekinje (27,04%), pSeni¢ne mekinje (44,46%), kukuruzne mekinje (87,86%), kora limuna
(66,7-70,4%), trop jabuke (78,2-89,8%), kora pomorandze (64,3%), kora grejpfruta (44,2-62,6%),
moze se utvrditi da se sadrzaj vlakana u suvom tropu paradajza nalazi u opsegu sadrzaja vlakana u
drugim sporednim proizvodima prerade razli¢ite biljne hrane (Elleuch i sar., 2011).

Sadrzaj nerastvorljivih vlakana, znacajno je ve¢i od sadrzaja rastvorljivih vlakana u svim
ispitanim ostacima tropa paradajza i iznosio je od 52,50% za genotip Knjaz do 77,53% za genotip O,
(tabela 18), dok je sadrzaj nerastvorljivih prehrambenih vlakana izrazen po suvom tropu iznosio od
23,67% za genotip Rutgers do 41,56% za genotip O, (tabela 19). Sadrzaj rastvorljivih vlakana u
ispitanim ostacima tropa paradajza iznosio je od 0,13% za genotip Backa do 13,89% za genotip
Rutgers (tabela 18), a sadrzaj rastvorljivih prehrambenih vlakana izraZzen po suvom tropu iznosio od
0,07% za genotip Backa do 7,39% za genotip Knjaz (tabela 19). Rezultati dobijeni u ovom ispitivanju
su u saglasnosti sa rezultatima ispitivanja Del Valle (2004), koji su takode utvrdili da je sadrzaj
nerastvorljivih vlakana (803,9 g/kg) u sporednom proizvodu prerade paradajza znaCajno veéi od
je odnosu nerastvorljivih i rastvorljivih vlakana (~10:1) zitarica, nego razli¢itim proizvodima od
povréa (Grigelmo-Miguel i Martin-Belloso, 1999b; Garcia Herrera i sar., 2010).

ZnacCajan sadrzaj nerastvorljivih vlakana (funkcionalna jedinjenja koja poseduju pozitivne
zdravstvene efekte) u svim ispitanim ostacima nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza
moze opravdati primenu ovih ostataka. Dodavanjem svih ostataka u proizvode sa niskim sadrzajem
prehrambenih vlakana, moguée je znaCajno povecati sadrzaj nerastvorljivih vlakana u ovim
proizvodima, pa tako povecati i unos vlakana konzumiranjem takvih proizvoda.

Ostaci nakon ekstrakcija heksanom i 80% etanolom tropa odabranih genotipova paradajza
mogu se okarakterisati kao "izvor vlakana", jer je sadrzaj vlakana u ovim ostacima veci od 3 g/100 g
(Garcia Herrera i sar., 2010). S obzirom na sadrzaj vlakana u ostacima, minimalni dodatak od 4,75 g
ostataka genotipa Knjaz (Ciji ostaci od ispitanih imaju najmanji sadrzaj ukupnih vlakana) po 100 g
proizvoda koji je potrebno obogatiti dovoljan je za ispunjavanje zahteva da se i obogacéeni proizvod
smatra "izvorom vlakana".

Dodavanje prehrambenih vlakana uti¢e na teksturu proizvoda, pa se ona uglavnom primenjuju

za izmenu teksture ili stabilizaciju. Rastvorljiva prehrambena vlakna doprinonose stabilizaciji strukture
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hrane (disperzije, emulzije i sl.) npr. formiranjem gela, a nerastvorljiva prehrambena vlakna
povecavaju Cvrstoéu proizvoda i kapacitet apsorpcije masti. Zato je znacajan izbor komponente sa
odgovaraju¢im odnosom rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambena vlakna radi postizanja Zeljenih

tehnoloskih osobina obogacenog proizvoda (Oreopoulou i Tzia, 2007).

4.3. Antioksidativna aktivnost tropa paradajza

Metode za ispitivanje antioksidativne aktivnosti mogu podeliti na viSe nacina: prema sistemu
ispitivanja (in vivo i in vitro), prema metodi detekcije (hemiluminiscentne, spektrofotometrijske,
fluorometrijske, spektroskopske metode-ESR), prema direktnosti odredivanja (direktne i indirektne),
prema prisustvu lipida u sistemu i prema mehanizmu reakcije koja se odigrava izmedu antioksidativnih
jedinjenja i slobodnih radikala na koje se antioksidativna aktivnost odreduje (Robards i sar., 1999;
Antolovich i sar., 2002; Sanchez-Moreno, 2002; Aruoma, 2003; Huang i sar., 2005; Prior i sar., 2005;
Roginsky i Lissi, 2005). Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata biljnog materijala
primenjuju se razliite metode (Pellegrini i sar., 2003; Zargar i sar., 2011). Rezultati dobijeni
primenom razli¢itih metoda Cesto nisu u medusobnoj saglasnosti, s obzirom da ekstrakti mogu delovati
razli¢itim mehanizmima (Zargar i sar., 2011). Takode, brojni faktori uticu na sposobnost
antioksidativnog delovanja ekstrakata (npr. hidrofilna ili lipofilna priroda antioksidanata prisutnih u
ekstraktima, primenjeni rastvara¢ u procesu ekstrakcije, primenjene metode ekstrakcije, uslovi u test
sistemu), pa je neophodno primeniti viSe od jedne metode za procenu antioksidativne aktivnosti
ekstrakta (tj. da bi se dobio sveobuhvatniji profil njegovog antioksidativnog delovanja) (Zargar i sar.,

2011; Prior i sar., 2005).

4.3.1. Antioksidativna aktivnost lipofilnih ekstrakata tropa paradajza

Antioksidativna  aktivnost  heksanskih  ekstrakata tropa paradajza  ispitana je
spektrofotometrijski, DPPH testom, a odredena je i njihova redukciona sposobnost. DPPH test
najceSce se primenjuje za odredivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakata biljnog materijala, zbog
njegove jednostavnosti, brzine, osetljivosti i reproduktivnosti (Ozcelik i sar., 2003).

Spektrofotometrijsko odredivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakta na DPPH radikale
zasnovano je na merenju sposobnosti neutralizacije DPPH radikala, tj. redukcije DPPH radikala u

reakciji sa antioksidativnom komponentom. U toj reakciji, ljubi¢asto obojeni, stabilni DPPH radikal
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prelazi u zuto obojenu formu DPPH-H, $to se moze pratiti spektrofotometrijski na 515 nm (slika 46)

(Amarowicz i sar., 2004). Promena intenziteta ljubicaste boje srazmerna je broju "uhvaéenih" radikala.
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Slika 46. Reakcija DPPH radikala i antioksidata (AO-H) i spektri DPPH radikala i njegovog
neutralisanog DPPH-H oblika

lako se kod DPPH radikala nespareni elektron nalazi na azotovom atomu, konstante brzina
reakcija antioksidanata sa ovim radikalom se mogu dobro aproksimirati sa konstantama za reakcije sa
lipidnim peroksil radikalima (Brand-Williams i sar., 1995; Foti i sar., 2002; Gregor i sar., 2005). Zbog
toga su DPPH radikali pogodan model sistem za ispitivanje antiradikalskog delovanja lipofilnih
antioksidanata, a rezultati ovog antiradikalskog testa daju informaciju 1 o zaStitnom efektu
antioksidanata tokom oksidacije lipida (Ingold i sar., 1993).

S obzirom da su u heksanskim ekstraktima tropa odabranih genotipova paradajza prisutni
lipofilni antioksidanti - karotenoidi, za ispitivanje antiradikalskog delovanja ovih ekstrakata koris¢en je
DPPH test. Uticaj heksanskih ekstrakata tropa paradajza genotipova: Backa, Knjaz, Novosadski niski,
Rutgers i Saint Pierre, na transformaciju DPPH radikala prikazan je na slici 47.

Heksanski ekstrakti tropa paradajza, osim tropa genotipa O,, pokazuju znacajnu,
koncentracijski zavisnu, antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale. Ekstrakt tropa genotipa O, u
ispitivanom opsegu koncentracija (0,01 - 1 mg/ml) nije pokazao antiradikalsku aktivnost na DPPH
radikale. Na osnovu prikazanih rezultata (slika 47) moze se zakljuciti da su ekstrakti tropa paradajza
Knjaz i Backa najefikasniji, s obzirom da pri koncentraciji od 0,2 mg/ml pokazuju znacajnu

antiradikalsku aktivnost (SApppy ~ 90%).
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Slika 47. Uticaj heksanskih ekstrakata tropa paradajza genotipova: Backa, Knjaz, Novosadski niski,

Rutgers i Saint Pierre, na transformaciju DPPH radikala

ICs vrednost (koncentracija antioksidanta neophodna za 50% antiradikalske aktivnosti) je
parametar koji se Cesto koristi kao merilo antioksidativne aktivnosti (Cuvelier i sar., 1992), pri ¢emu
nize 1Cs, vrednosti ukazuju na znacajniju antioksidativnu aktivnost. U tabeli 20 su date ICs, vrednosti,
izraCunate na osnovu vrednosti AApppy ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i sintetickog

antioksidanta BHA.

Table 20. IC, vrednosi heksanskih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i BHA

Genotip i standardni ICs (mg/ml)
antioksidant DPPH RP
Backa 0,071 £ 0,003 2,12+£0,09
Knjaz 0,057 + 0,002 >12,5
Novosadski niski 0,633 £0,022 > 12,5

02 - -
Rutgers 0,457 +0,018 > 12,5
Saint Pierre 0,190 £+ 0,006 >12,5
BHA 0,0025 £ 0,0001 0,0288 +0,0001

Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i
sintetickog antioksidanta BHA, izrazena kao 1Csy vrednost, opada slede¢im redosledom: BHA > Knjaz
> Backa > Saint Pierre > Rutgers > Novosadski niski.

Kineticka ispitivanja reakcije DPPH radikala i antioksidanata odnosno ekstrakata, koji sadrze
antioksidante, izvode se radi ispitivanja njihove antiradikalske aktivnosti u zavisnosti od vremena. S
obzirom da su DPPH radikali vrlo stabilni, i duze od 180 minuta na 20°C, u toku tog vremena moguce

je ispitivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakata i standardnog antioksidanta BHA. Na slici 48 je
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prikazana kinetika smanjenja koncentracije DPPH radikala (Rem DPPH’) u prisustvu heksanskih

ekstrakata odabranih genotipova tropa paradajza. Nakon dodatka ovih ekstrakata tropa paradajza

reakcionoj smesi dolazi do smanjenja apsorbance, kao posledica smanjenja koncentracije DPPH

radikala. Najznacajnije smanjenje koncentracije DPPH radikala deSeva se u prvih 10 min reakcije.
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Slika 48. Rem DPPH’" (%) u zavisnosti od vremena za heksanske ekstrakte tropa paradajza genotipova:

a) Backa, b) Knjaz, c¢) Novosadski niski, d) Rutgers i ) Saint Pierre; koncentracija heksanskih

ekstrakata u reakcionom sistemu izrazene u mg ekstrakta/mg DPPH, su: - 0; ¢ 0,93; m 1,85; A 9,26;

0 18,52; * 27,50; A 37,04; x 46,301 0 92,59
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Na osnovu kinetickog ponaSanja ispitivanih ekstrakata i BHA odredene su njihove

koncentracije pri kojima se koncentracija DPPH radikala smanjuje za 50%, za svako od ispitivanih

vremena, ECsg (tabela 21).

Tabela 21. ECs; vrednosi i kineticka klasifikacija heksanskih ekstrakata tropa paradajza i BHA

Genotip
Backa Knjaz NOVO.SZI(.IISkl Rutgers S.alnt BHA
niski Pierre
10 min 8,16 £0,35 6,34+0,30 7323+£322 64,17 +3,08 18,87 +£ 0,84 0,32
20 min 7,38 +£0,32 5,65+0,26 6095+260 45414264 18,12+ 0,87 0,27
*_ 30 min 6,57 £0,30 5,29+0,22 58,65+287 4232+1.,87 17,56 £ 0,76 0,24
5 60 min 5,95+£0.25 5,17£023  43,69+2,10 40,77 £1,79 15,19 £ 0,65 0,17
M 120min 5,56+ 0,26 498+020 41,67+1,80 39,91 +1,63 13,27 £ 0,59 0,15
150 min 5,24 £0,21 488+0,18 39.86+1,64 39,31+1,57 12,45 £ 0,54 0,13
180 min  5,10+0,18 4,78 £ 0,16 38,74 £1,85 39,31 +1,80 12,04 £ 0,43 0,11
Vreme u
kome je
postignuto > 150 min
ravnotezno
stanje
Kineticka Spori
klasifikacija port

* ECso, vrednost - izraZena u mg ekstrakta/mg DPPH, odnosno mg BHA/mg DPPH.

Poredenjem ECs,; vrednosti moze se uoCiti da sposobnost "hvatanja" DPPH radikala

heksanskih ekstrakata tropa paradajza opada slede¢im redom: Knjaz > Backa > Saint Pierre > Rutgers
> Novosadski niski. Takode, moze se uociti da su ECsy, vrednosti heksanskih ekstrakata tropa
paradajza vece u odnosu na ECs,, vrednosti BHA. Na osnovu kinetickih ispitivanja heksanski ekstrakti
tropa paradajza mogu se svrstati u spore antioksidante.

Heksanski ekstrakti tropa paradajza sa ve¢im sadrzajem likopena (Knjaz i Backa) pokazali su
izuzetnu antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale, pa se mozZe pretpostaviti da likopen znacajno
doprinosi antioksidativnoj aktivnosti ovih ekstrakata. Delovanje likopena prema reaktivnim vrstama
(R’) moze se odvijati mehanizmima (Kong i sar., 2010):

- nastajanjem adukta: Likopen + R" — R-Likopen’;

- prenosom elektrona: Likopen + R” — Likopen™ + R’;

- otpustanjem atoma vodonika: Likopen + R" — Likopen” + RH

Likopen poseduje sposobnost "hvatanja" singletnog kiseonika (‘O,) i peroksil radikala (Stahl i
Sies, 2003). Peroksil radikal (ROO") vezuje se za polienski lanac likopena koji sadrzi veliki broj

dvostrukih konjugovanih veza, pri ¢emu nastaje peroksil radikal - likopen adukt (ROO-Likopen’):
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Likopen + ROO™ — ROO-Likopen’

Pri visokim koncentracijama kiseonika, ROO-Likopen’ moze reagovati sa O, pri ¢emu nastaje
novi radikal:

ROO-Likopen’ + O, — ROO-Likopen-OO’

Likopen moze ispoljavati i prooksidativni efekat odnosno moze delovati kao prooksidant ili
pokretac lipidne peroksidacije. Naime, reakcijom ROO-Likopen-OO’ radikala i lipida (RH) nastaje R’
koji sa molekulskim kiseonikom formira novi peroksil radikal (ROO"):

ROO-Likopen-OO" + RH — ROO-Likopen-OOH + R’
R+ 0, - ROO’

Takode, peroksil radikal-likopen adukt moze reagovati sa drugim peroksil radikalom
formirajuci neaktivni krajnji proizvod (Kong i sar., 2010).

DPPH antiradikalska aktivnost karotenoida smanjuje se slede¢im redosledom: likopen > -
kriptoksantin > a-karoten > -karoten > zeaksantin > lutein (Jiménez-Escrig i sar., 2000). U poredenju
sa ostalim karotenoidima likopen je pokazao znacajno vecu antioksidativnu aktivnost. Od strukturnih
osobina karotenoida za njihovu antioksidatvnu aktivnost znacajno je prisustvo sistema dvostrukih
konjugovanih veza i P-jononskog prstena. Sa poveéanjem broja dvostrukih konjugovanih veza u
molekulu karotenoida raste i njihova antiradikalska aktivnost na DPPH radikale. Likopen i B-karoten
poseduju jednak broj dvostrukih konjugovanih veza u molekulu, ali se dve dvostruke veze u molekulu
B-karotena nalaze u cikloheksenskim prstenovima. Upravo ovim smanjenjem efektivne duzine
konjugovanog sistema moze se objasniti veca efikasnost likopena u odnosu na B-karoten (Jiménez-
Escrig i sar., 2000).

Redukciona sposobnost, odnosno sposobnost doniranja elektrona, antioksidanativnih
jedinjenja, kao i ekstrakta koji ih sadrze, moze biti indikator njihove potencijalne antioksidativne
aktivnosti (Siddhuraju i sar., 2002; Arabshahi-Delouee i Urooj, 2007). Prema tome, antioksidanti se
mogu posmatrati i kao redukciona sredstva. Antioksidanati prisutni u ekstraktima mogu dovesti do
redukcije Fe*" u Fe*' jon, §to se moZe uogiti promenom Zute boje (poti¢e od Fe*" jona) reakcione smese
u razliGite nijanse zelene i plave boje (poti¢e od Fe®* jona u rastvoru), u zavisnosti od redukcione
sposobnosti antioksidativnih jedinjenja (Chung i sar., 2002).

Za odredivanje redukcione sposobnosti heksanskih ekstrakata tropa paradajza primenjena je
metoda po Oyaizu (Oyaizu, 1986), kod koje se prisustvo Fe*" prati merenjem apsorpcije na 700 nm
(Chung 1 sar., 2002). Na slici 49 je prikazana zavisnost redukcione sposobnosti od koncentracije

heksanskih ekstrakata tropa paradajza genotipova: Backa, Knjaz, Novosadski niski, Rutgers i Saint
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Pierre. U ispitivanom opsegu koncentracija (0,25 - 12,5 mg/ml) heksanski ekstrakt tropa paradajza

genotipa O, nije pokazao redukcionu sposobnost.

0,8

O Knjaz
Nowvosadski niski
0,6 1 Saint Pierre

@ Rutgers

B Backa

Koncentracija (mg/ml)

Slika 49. Redukciona sposobnost heksanskih ekstrakata tropa paradajza genotipova: Backa, Knjaz,

Novosadski niski, Rutgers i Saint Pierre

U tabeli 20 su date 1Csy vrednosti izracunate na osnovu redukcione sposobnosti heksanskih
ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i sintetickog antioksidanta BHA. Sinteticki
antioksidant BHA pokazao je znacajno vecu redukcionu sposobnost (ICso = 0,0288 mg/ml) od
ispitivanih ekstrakata; najvecu redukcionu sposobnost (ICsy = 2,12 mg/ml) pokazao je ekstrakt tropa
paradajza genotipa Backa.

Primenom FRAP (eng. ferric reducing antioxidant power) metode, Lenuci i saradnici (2006)
su utvrdili da antioksidativna aktivnost i lipofilnih i hidrofilnih ekstrakata razlicitih genotipova
paradajza znacajno zavisi od genotipa odnosno genetskih faktora, kao i da hidrofilni ekstrakti pokazuju
izrazeniju antioksidativnu aktivnost. Miiller i saradnici (2011) su pokazali da vecina karotenoida
poseduje sposobnost redukcije gvozde(Il)-hlorida, pri ¢emu neki od njih imaju i vecu sposobnost
redukcije gvozde(Il)-hlorida od a-tokoferola. Redukciona sposobnost karotenoida zavisi od broja
konjugovanih dvostrukih veza u molekulu. Od svih ispitanih karotena najveéu redukcionu sposobnost
gvozde(Il)-hlorida pokazao je likopen. Bezbojni acikli¢ni karotenoidi (fitoen, fitofluen i neurosporen)
nisu pokazali znacajniju sposobnost redukcije gvozde(Il)-hlorida, Sto je posledica manjeg broja
konjugovanih dvostrukih veza, 3, 5, odnosno 9. Likopen, aciklicki karotenoid koji sadrzi sistem od 11
konjugovanih dvostrukih veza, poseduje sposobnost da formira stabilni karotenoid radikal (Mortensen
i Skibsted, 1997b), kao i da pokaze FRAP aktivnost. Poredenje sposobnost redukcije likopena sa

sposobnoscu redukcije cikli¢nih struktura f-karotena (11 konjugovanih dvostrukih veza) i a-karotena
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(10 konjugovanih dvostrukih veza) pokazuje da B-jononski prsten utice na reakciju karotenoida sa

gvozde(Ill)-di-2,4,6-tripiridiltriazin kompleksom (Miiller i sar., 2011).

4.3.2. Antioksidativna aktivnost hidrofilnih ekstrakata tropa paradajza

Redukciona sposobnost i sposobnost heliranja, kao i DPPH antiradikalska aktivnost etanolnih
ekstrakata tropa paradajza ispitane su spektrofotometrijski, a antiradikalska aktivnost na hidroksil i
superoksid anjon radikale odredena je primenom elektron spin rezonantne (ESR) spektrometrije.

S obzirom da je redukciona sposobnost bioaktivnih jedinjenja, odnosno njihova sposobnost
otpustanja elektrona, indikator potencijalne antioksidativne aktivnosti, metodom po Oyaizu (1986)
odredena je redukciona sposobnost i etanolnih ekstrakata tropa ispitivanih genotipova paradajza.
Zavisnost redukcione sposobnosti od koncentracije etanolnih ekstrakata tropa paradajza prikazana je
na slici 50. U ispitivanom opsegu koncentracija (0,25-12,5 mg/ml) utvrdena je, koncentracijski

zavisna, redukcionu sposobnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza.

3,0 -
O Knjaz
254 B Backa
o 02
2,0 Novosadski niski
° B Rutgers
S 1,5 { mSaint Pierre
<
1,0 A
0,5 A
0,0 - i M = |

0,25 0,5 1,25 2,5

Koncentracija (mg/ml)

Slika 50. Zavisnost redukcione sposobnosti od koncentracije etanolnih ekstrakata tropa paradajza

Redukciona sposobnost etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i
antioksidativnih jedinjenja (BHA i askorbinske kiseline) izrazena kao 1Cs, vrednost (tabela 22), opada
slede¢im redosledom: askorbinska kiselina > BHA > Saint Pierre > Novosadski niski > Rutgers > O, >
Backa > Knjaz. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da elektron-donorske sposobnosti
hidrofilnih antioksidanata prisutnih u etanolnim ekstrakata tropa paradajza, mogu zaustaviti Stetne

slobodno-radikalske lan¢ane reakcije.

110



Sladana Stajcic¢

Doktorska disertacija

Tabela 22. ICsy vrednosti etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza i antioksidativnih

jedinjenja (kafene kiseline, hlorogenska kiselina, askorbinske kiseline, BHA i EDTA)

Genotip i standardni 1C5 (mg/ml)

antioksidant RP HA DPPH ‘OH 0"
Backa 474+0,12 586+028 024+001 0,07+0,00 235+0,10
Knjaz 475+023 13,7+£0,65 022+0,01 0,13+0,00 4,44+021
Novosadski niski 2,73 +0,12 9,41+ 0,40 0,34 + 0,01 0,03+0,00 0,84 +£0,03
0, 3,16+0,14 12,6061 0,18+0,01 0,07+0,00 2,23 +0,09
Rutgers 2,82+0,13  1,49+£007 0,33+0,01 0,09+0,00 0,45+0,02
Saint Pierre 1,57+0,07 453+021 028+001 020+0,01 1,85+0,08
EDTA - 7,20 x 107 - - -
BHA 28,8 x 107 - 2,55x10° 1,51+£0,06 2,68+0,13
Hlorogenska kiselina - - - 17,7x10° 0,83 x 107
Kafena kiselina - - 0,92 x 107 - -
Askorbinska kiselina 25,2 %107 - 1,49 x 107 - -

Od razli¢itih vrsta metalnih jona, fero joni (Fe’") najsnaZnije utidu na formiranje
prooksidativnih vrsta (npr. ROS) u zivim sistemima (Halliwell i Gutteridge, 1984). Efikasna heliraju¢a
sredstva, uklanjanjem nepozeljnih fero jona, mogu inhibirati produkciju ROS i pruziti zastitu od
oksidativnog ostecenja. Prema tome, sposobnost heliranja metalnih jona jeste znacajna antioksidativna
osobina (Kehrer, 2000). Sposobnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza da heliraju jona gvozda
odredena je metodom po Decker i Welch (1990), kod koje prisustvo helirajuceg sredstva ometa
stvaranje crveno obojenog kompleksa ferozina sa Fe’" (Yamaguchi i sar., 2000). Merenje smanjenja
obojenja omogucava odredivanje helirajuce aktivnosti koegzistirajucih heliraju¢ih sredstava, pri ¢emu
manja apsorpcija ukazuje na vecu Fe*" helirajuéu aktivnost. Na slici 51 je prikazana helirajuéa

aktivnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova.
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Slika 51. Helirajuca aktivnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza
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Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da etanolni ekstrakti tropa paradajza
ometaju formiranje gvozde-ferozin kompleksa, odnosno poseduju helirajucu aktivnost koja raste sa
porastom koncentracije ekstrakta. Helirajuca aktivnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza i EDTA, na
osnovu ICsy vrednosti (tabela 22), opada slede¢im redosledom: EDTA > Rutgers > Saint Pierre >
Backa > Novosadski niski > O, > Knjaz. Heliraju¢a sredstva su efikasni sekundarni antioksidanti, jer
smanjuju redoks potencijal i tako stabilizuju oksidovani oblik jona metala (Juntachote i Berghofer,
2005).

Uticaj etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza na transformaciju DPPH

radikala prikazan je na slici 52.
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Slika 52. Uticaj etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza na transformaciju DPPH

radikala

U ispitivanom opsegu koncentracija (0,01 - 1 mg/ml) utvrdena je znacajna, relativno sli¢na,
koncentracijski zavisna, antiradikalska aktivnost na DPPH radikale etanolnih ekstrakata tropa svih
genotipova paradajza.

U tabeli 22 date su ICsy vrednosti na DPPH radikale etanolnih ekstrakata tropa odabranih
genotipova paradajza, sintetickog antioksidanta (BHA), kao i antioksidativnih jedinjenja (kafene
kiseline i askorbinske kiseline). Antradikalska aktivnost na DPPH radikale ekstrakata tropa odabranih
genotipova paradajza i antioksidativnih jedinjenja, izraZzena kao ICsy vrednost, opada slede¢im
redosledom: kafena kiselina > askorbinska kiselina > BHA > O, > Knjaz > Backa > Saint Pierre >
Rutgers > Novosadski niski.

Wijngaard i saradnici (2009) su DPPH antiradikalsku aktivnost sporednih proizvoda prerade

razli¢itog voca i povréa izrazili kao trolox ekvivalent (mg TE/100 g suve materije). U ovom ispitivanju
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sporedni proizvodi prerade brokolija pokazali su ve¢u antioksidativnu aktivnost (512 mg TE/100 g), od
spoljasnjih listova kupusa (284 mg TE/100 g) i karfiola (200 mg TE/100 g). Priblizne DPPH
antiradikalske aktivnosti utvrdene su 1 za ekstrakte tropa odabranih genotipova paradajza.
Antiradikalska aktivnost ispitivanih etanolnih ekstrakata tropa paradajza na DPPH radikale, izrazena
kao trolox ekvivalent (mg TE/100 g suvog tropa paradajza) iznosi od 199 mg TE/100 g za trop
paradajza genotipa Novosadski niski do 404 mg TE/100 g za tropa paradajza genotipa O, (tabela 23).

Tabela 23. Antiradikalska aktivnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza na DPPH radikale

izrazena kao trolox ekvivalent

Genotip NCs =
DPPH (mg TE/100 g) DPPH (pmol TE/100 g)
Backa 296 + 13,4 1184 £53,5
Knjaz 367 +16,9 1468 £ 67,3
Novosadski niski 199 + 8,58 794 + 34,3
0, 404 + 18,2 1614 £27.8
Rutgers 210+9,33 839+ 37,3
Saint Pierre 315+ 134 1260 + 53,5

:ing trolox ekvivalent/100 g suvog tropa paradajza,
umol trolox ekvivalent/100 g suvog tropa paradajza.

Capanoglu i saradnici (2008) su DPPH antiradikalsku aktivnost uzoraka semena i ljuske,
uzetog nakon odvajanja pulpe prilikom proizvodnje paste od paradajza, prikazali kao trolox ekvivalent
antioksidativnog kapaciteta (umol TEAC/100 g). TEAC vrednost za ispitivani uzorak iznosi 879,4
umol TEAC/100 g. Priblizne TEAC vrednosti utvrdene su i za ekstrakte tropa odabranih genotipova
paradajza. Antiradikalska aktivnost ispitivanih ekstrakata, izrazena kao trolox ekvivalent
antiradikalskog kapaciteta (umol TEAC/100 g suvog tropa), iznosi od 794 umol od TEAC/100 g za
trop paradajza Novosadski niski do 1614 umol TEAC/100 g za trop paradajza O, (tabela 23).

U cilju procene kinetickog ponaSanja etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova
paradajza ispitana je njihova DPPH antiradikalska aktivnost u zavisnosti od vremena. Kao i kod
heksanskih ekstrakata, kineticka ispitivanja reakcije DPPH radikala i etanolnih ekstrakata tropa
paradajza izvrSena su u toku 180 minuta na 20°C. Kinetika smanjenja koncentracije DPPH radikala u
prisustvu etanolnih ekstrakata tropa paradajza prikazana je na slici 53. Nakon dodatka ovih ekstrakta
reakcionoj smesi dolazi do smanjenja apsorbance, kao posledica smanjenja koncentracije DPPH
radikala. Najvece smanjenje koncentracije DPPH radikala deSeva se u prvih 10 min reakcije, a svi
ispitani etanolni ekstrakti zadrzali su antioksidativni efekat tokom celokupnog vremena analize (180

min).
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Slika 53. Rem DPPH’ (%) u zavisnosti od vremena za etanolne ekstrakte tropa paradajza genotipova:

a) Backa, b) Knjaz, ¢) Novosadski niski, d) O, e) Rutgers i f) Saint Pierre etanolnog ekstrakta tropa

paradajza; koncentracija etanolnih ekstrakata u reakcionom sistemu izrazene u mg ekstrakta/mg

DPPH, su: - 0; ¢ 0,93; m 1,85; A 9,26; 0 18,52; * 27,501 A 37,04
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Na osnovu kinetickog ponasanja ispitivanih ekstrakata odredene su njihove koncentracije pri

kojima se koncentracija DPPH radikala smanjuje za 50%, za svako od ispitivanih vremena, ECsg;

(tabela 24).

Tabela 24. ECs; vrednosi i kineticka klasifikacija etanolnih ekstrakata tropa paradajza

Genotip
« . Novosadski Saint
Backa Knjaz niski 0, Rutgers Pierre
10min  273+121 266+124 47,1+2,15 229+1,06 46,8+2,15 30,0+1,35
20min  23,3+1,08 22,7+1,04 36,9+1,64 18,9 +0,87 36,6+1,71 27,6+1,26
¥, 30min 225+1,05 204+098 31,8+1,35 16,6 £0,71 30,7+1,36 26,0+1,02
5 60 min 20,3+096 17,4+0,76 25,4+1,20 16,6 0,65 25,0£1,05 23,0+1,00
M 120min  16,5+0,72 14,6 £0,65 19,1 +£0,90 11,3+0,50 184+0,86 17,3+0,60
150 min  13,9+0,54 132+0,52 17,6 +£0,85 9,9+042 17,1+£0,64 16,6+0,63
180 min  12,5+0,52 11,7+0,51 16,4 +0,74 9.4+0,38 169+0,70 15,3+0,59
Vreme u
kome je
postignuto > 180 min
ravnotezno
stanje
Kineticka Veoma spori
klasifikacija

*ECso, vrednost - izrazena u mg ekstrakta/mg DPPH.

Poredenjem ECsy, vrednosti moze se uoCiti da DPPH antiradikalska aktivnost etanolnih
ekstrakata tropa paradajza opada slede¢im redom: O, > Knjaz > Backa > Saint Pierre > Rutgers >
Novosadski niski. Askorbinska kiselina moze se klasifikovati kao brz antioksidant s obzirom da ECs;
iznosi 0,14 mg/mg DPPH’ posle 5 min (ravnotezno stanje < 5 min, brz antioksidant). ECsq, kafene
kiseline iznosi 0,09 mg/mg DPPH" posle 20 minuta, pa je ova fenolna kiselina umereno-brz
antioksidant (5 min < ravnotezno stanje < 20 min, umereno-brz antioksidant). Na osnovu kinetic¢kih
ispitivanja etanolni ekstrakti mogu se klasifikovati kao veoma spori antioksidanti.

Ispitivanjem hemijskog sastava utrvrdeno je da etanolni ekstrakti tropa paradajza sadrze
hidrofilne antioksidante, askorbinsku kiselinu i polifenolna jedinjenja. Od polifenolnih jedinjenja u
ispitivanim ekstraktima prisutni su: fenolne kiseline (kafena, hlorogenska, p-kumarinska, ferulna i
ruzmarinska kiselina) i flavonoli (kvercetin i rutin), kao i derivati ruzmarinske kiseline, rutina i

naringenina. Mehanizam delovanja askorbinske kiseline sa DPPH radikalima dat je na slici 54.
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Slika 54. Reakcija askorbinske kiseline sa DPPH radikalima

Antioksidativno delovanje polifenolnih jedinjenja posledica je njihove strukture odnosno broja
1 polozaja hidroksilnih grupa, kao i sposobnosti stabilizacije aroksil radikala delokalizacijom.
Zahvaljujuéi razli¢itim hemijskim osobinama, polifenolna jedinjenja ispoljavaju svoju antioksidativnu
aktivnost odavanjem atoma vodonika slobodnim radikalima i/ili transferom jednog elektrona §to zavisi
od primenjenog rastvaraca, kao i direktnom reakcijom aroksil i hidroksil radikala uz nastajanje
stabilnih proizvoda hinonske strukture (Villano i sar., 2007).

Mehanizam DPPH antiradikalske aktivnosti polifenola (ArOH) se odvija: (I) prenosom atoma
vodonika sa ArOH na DPPH radikal, tj. HAT mehanizmom i/ili (Il) prenosom elektrona sa ArOH ili
njegovog aroksidnog anjona (ArO’) na DPPH radikal, tj. SET mehanizmom (Foti i sar., 2004; Samadi i
sar., 2011) (slika 55). Kineticka ispitivanja koja su izveli Foti i saradnici (2004), ipak upucuju da se
reakcija izmedu polifenola i DPPH radikala odigrava SET mehanizmom. Naime, brzinu reakcije
odreduje brza faza reakcije, odnosno proces prenosa elektrona sa aroksidnog anjona na DPPH radikal,
dok prenosenje atoma vodonika sa molekula polifenola na DPPH radikal predstavlja sporedni

reakcioni mehanizam.

(A) Ar-OH + DPPH® ——» Ar-O° + DPPH-H

(B) Ar-OH Ar-O-+ HY

Ar-O” 4 DPPH* —> Ar-O' 4 DPPH"

H* + DPPH- —» DPPH-H

Slika 55. Reakcija polifenola sa DPPH radikalima: (A) HAT i (B) SET mehanizmom
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Nedostatak metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti na DPPH stabilne slobodne
radikale je Sto ova radikalska vrsta nije prisutna u bioloskim sistemima. Kako se u oksidativnim
procesima kao intermedijeri javljaju kiseonikovi slobodni radikali, odredivanje antioksidativne
aktivnosti je potrebno izvesti i na reaktivne radikalske vrste kiseonika. Direktna detekcija ovih
radikalskih vrsta je prakticno nemogucéa zbog toga Sto imaju vrlo kratko vreme Zzivota. Jedna od
metoda koja omogucava njihovu detekciju je "spin trapping" metoda kojom se nestabilni slobodni
radikali "hvataju" odredenim organskim jedinjenja tzv. "trapom" i nastaju stabilni radikali tzv. "spin
adukti" koji se mogu detektovati ESR spektroskopijom (Canadanovié-Brunet, 1997; Pilas i sar., 2003).

U cilju odredivanja antioksidativne aktivnosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza na hidroksil
radikale, pripremljen je Fentonov reakcioni sistem za generisanje hidroksil radikala:

Fe’" + H,0, - Fe’" + ‘OH + OH
Nastali reaktivni *OH radikali u prisustvu "spin trapa" DMPO formiraju stabilne nitroksid

radikale, odnosno DMPO-OH "spin adukte", slede¢im reakcionim mehanizmom:

H3C H2C_CH2 H3C HZC_C\HZ/H
C—H + 'OH— o}
X®/ N
H,C T HsC T OH
o° o

Nastali stabilni DMPO-OH "spin adukti" imaju relativno dugo vreme zivota, te su pogodni za
detekciju ESR-om. Na slici 56 prikazan je ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" nastalih u

Fentonovom model sistemu (slepa proba).
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Slika 56. ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" nastalih u Fentonovom model sistemu (slepa proba)
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Hiperfina struktura ovog ESR spektra je predstavljena sa Cetiri linije relativnog intenziteta
1:2:2:1 i istih konstanti hiperfinog cepanja za jedan '*N-atom (I=1) ax=14,9 G, i za jedan 'H-atom
(I=1/2) ay=14,9 G.

Na slikama 57 i 58 prikazani su ESR spektri DMPO-OH "spin adukata" nastalih u Fentonovom
model sistemu u prisustvu etanolnog ekstrakta tropa paradajza genotipa Novosadski niski,
koncentracija 0,05 i 0,15 mg/ml. Poredenjem ESR spektra slepe probe sa ESR spektrima proba, uocava

se da je hiperfina struktura spektra ocuvana, a intenziteti linija ESR signala se snizavaju.

[10]
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Slika 57. ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" Fentonovog model sistema u prisustvu 0,05 mg/ml

etanolnog ekstrakta tropa paradajza genotipa Novosadski niski
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Slika 58. ESR spektar DMPO-OH "spin adukata" Fentonovog model sistema u prisustvu 0,15 mg/ml

etanolnog ekstrakta tropa paradajza genotipa Novosadski niski
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Na slici 59 prikazana je antiradikalska aktivnosti (AAeoy) etanolnih ekstrakata tropa paradajza

na hidroksil radikale u Fentonovom model sistemu.
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Slika 59. Uticaj etanolnih ekstrakata tropa paradajza na stvaranje i transformaciju hidroksil radikala u

Fentonovom model sistemu

Etanolni ekstrakti tropa svih genotipova paradajza, u ispitivanom opsegu koncentracija (0,025
- 1 mg/ml) pokazali su koncentracijski zavisnu antiradikalsku aktivnost na hidroksil radikale
generisane u Fentonovom model sistemu. Ipak, na osnovu prikazanih rezultata, moze se uociti da
etanolni ekstrakti tropa paradajza genotipova Backa, Novosadski niski, O, i Rutgers gase ESR signal
hidroksil radikala (AAeon = 100%) pri koncentraciji od 0,5 mg/ml, dok etanolni ekstrakti tropa
paradajza genotipova Knjaz i Saint Pierre isti efekat postizu pri koncentraciji 1 mg/ml.

ICsy vrednosti etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza, dobijene na osnovu
AA.on, nalaze se u opsegu od 0,03 mg/ml do 0,20 mg/ml (tabela 22). Etanolni ekstrakti tropa
paradajza pokazali su manju sposobnost "hvatanja" hidroksil radikala od hlorogenske kiseline (ICs =
17,7 x 10° mg/ml), a veéu od BHA (ICs, = 1,51 mg/ml). S obzirom da je najniza ICs, vrednost (0,03
mg/ml) utvrdena za etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa Novosadski niski, moze se zakljuciti da
ovaj trop poseduje najznacajniju antiradiaklsku aktivnost na hidroksil radikale.

U Fentonovom reakcionom sistemu u prisustvu "spin trapa", hidroksil radikali mogu da
reaguju i sa polifenolnim jedinjenjima i sa DMPO. Pretpostavljeni reakcioni mehanizam u smesi
polifenolnih jedinjenja, hidroksil radikala i "spin trapa" DMPO, mozZe se prikazati Sematski (Hiramoto i

sar., 1996):
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CH3 CH3 H CH3 H
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Ar=0 + HpO

Rice-Evans i saradnici (1996) su dokazali da inhibitorni efekat fenolnih kiselina zavisi od
broja hidroksilnih grupa u molekulu. Fenolne kiseline sa o-dihidroksi grupama, kao $to su hlorogenska
i kafena, doprinose viSim vrednostima AAeoy. Visokim AAeoy vrednostima ovih kiselina sigurno
doprinosi i velika stabilnost nastalih aroksil radikala (Bors i sar., 1990). Najznacajniji elementi za
antioksidativno delovanje flavonoida su:

1. broj hidroksilnih grupa u B prstenu,
2. o-dihidroksilne grupe B prstena,

3. 2,3-dvostruka veza piranskog prstena u konjugaciji sa keto-grupom na Cs-atomu (zbog

delokalizacije),
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4. Hidroksilne grupe na polozajima C; i Cs kao "hvatac¢i" slobodnih radikala, i njihova sposobnost

stvaranja vodoni¢nih veza sa keto grupom.

Flavonoidi sa o-dihidroksi strukturom u B prstenu i 3- i/ili 5-OH grupama sa 4-okso
funkcionalnom grupom u A i C prstenovima flavonola, i fenolne kiseline sa o-dihidroksi grupama
mogu ispoljiti svoju antioksidativnu aktivnost heliranjem jona metala u toku Fentonove reakcije
(Morel i sar., 1994).

Superoksid anjon radikal je slab oksidacioni agens, ali je prekursor u stvaranju vrlo reaktivnih
hidroksil radikala i singlet kiseonika, koji znacajno mogu povecati nivo oksidativnog stresa (Liu i sar.,
2008). Ovaj radikal se moze generisati enzimatski, sistemom ksantin/ksantin oksidaza ili hemijskim
putem, smesom kalijum superoksida i kraunetra. Prednost hemijskog generisanja superoksid anjon
radikala za odredivanje antiradikalske aktivnosti je jednoznacnost interpretiranih rezultata. Naime,
jedinjenja prisutna u ekstraktima mogu imati i inhibitorno dejstvo na enzimski sistem ksantin/ksantin
oksidaza, pored antiradikalske aktivnosti. Ovaj problem je prevaziden kada je izvor superoksid anjon
radikala hemijski sistem. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza na
slobodne superoksid anjon radikale, nastale u model sistemu kalijum superoksid/kraunetar, izvrSeno je
"spin trapping" metodom upotrebom DMPO kao "spin trap" jedinjenja. Nastali reaktivni O,” u
prisustvu "spin trapa" DMPO formiraju stabilne nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH "spin adukte",

slede¢im reakcionim mehanizmom:

DMPO DMPO-OOH
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Hiperfina struktura ESR signala stabilizovanih superoksid anjon radikala, odnosno DMPO-
OOH "spin adukata" (slika 60) sastoji se od Cetiri linije, a konstante cepanja imaju vrednosti: ay =

12,65 G, agg= 10,4 G 1 ay, = 1,3 G, koje su u saglasnosti sa literaturom (Carmichael i sar., 1985).

[l

3400 3420 3440 3464 2480

)
Slika 60. ESR spektar DMPO-OOH "spin adukata" superoksid anjon radikala (slepa proba)

Na slikama 61 i 62 prikazani su ESR spektri DMPO-OOH "spin adukata" superoksid anjon
radikala nastalih u model sistemu u prisustvu etanolnog ekstrakta tropa paradajza genotipa Rutgers,
koncentracije 0,25 i 1 mg/ml. U ESR spektrima proba sa ispitivanim ekstraktima oCuvana je hiperfina

struktura spektra, a intenziteti linija ESR signala se snizavaju u odnosu na ESR spektar slepe probe.

i4a

[10]

B0~

3450 3480
1]

Slika 61. ESR spektar DMPO-OOH "spin adukata" superoksid anjon radikala nastalih u model sistemu

kalijum superoksid/kraunetar u prisustvu 0,25 mg/ml etanolnog ekstrakta tropa Rutgers paradajza
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Slika 62. ESR spektar DMPO-OOH "spin adukata" superoksid anjon radikala nastalih u model sistemu

kalijum superoksid/kraunetar u prisustvu 1 mg/ml etanolnog ekstrakta tropa Rutgers paradajza

Antiradikalska aktivnositi (AA0,¢-) etanolnih ekstrakata tropa paradajza na superoksid anjon

radikale prikazana je na slici 63.
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Slika 63. Uticaj etanolnih ekstrakata tropa paradajza na stvaranje i transformaciju superoksid anjon

radikala
Etanolni ekstrakti tropa paradajza, u opsegu ispitivanih koncentracija (0,25-10 mg/ml),

efikasno su uticali na stvaranje i/ili transformaciju superoksid anjon radikala. Na osnovu rezultata

prikazanih na slici 63, mozZe se uociti da etanolni ekstrakt tropa Novosadski niski u potpunosti gasi
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(eliminise) ESR signal superoksid anjon radikala pri koncentraciji od 5 mg/ml, dok ostali etanolni
ekstrakti isti efekat postizu pri ve¢im koncentracijama.

ICs vrednosti etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza, odredene na osnovu
AAO,°-, su u opsegu od 0,45 mg/ml do 4,44 mg/ml (tabela 22). Etanolni ekstrakti tropa paradajza
pokazali su manju sposobnost "hvatanja" superoksid anjon radikala od hlorogenske kiseline (ICso =
0,83 x 10~ mg/ml), dok je njihova efikasnost na superoksid anjon radikale ve¢a od BHA (ICso = 2,68
mg/ml), osim u slucaju etanolnog ekstrakta genotipa Knjaz. Od svih ispitanih etanolnih ekstrakata
tropa paradajza, najniza ICsy vrednost (0,45 mg/ml), odnosno najznacajnija antioksidativnu aktivnost

na superoksid anjon radikale utvrdena je za etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa Rutgers.

4.3.3. Antioksidativna aktivnost ostataka nakon ekstrakcija tropa

odabranih genotipova paradajza

Antioksidativna aktivnost nerastvorljivih ostataka nakon ekstrakcija tropa odabranih
genotipova paradajza ispitana je spektrofotometrijskim DPPH testom (Serpen i sar., 2007; Espin i sar.,
2000). Ovim testom moguce je odrediti antioksidativnu aktivnost nerastvorljivih komponenata. Uticaj
ostataka nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza na transformaciju DPPH radikala

prikazan je na slici 64.
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Slika 64. Uticaj ostataka nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza na transformaciju

DPPH radikala
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U ispitivanom opsegu koncentracija (0,2 - 4 mg/ml) utvrdena je znacCajna, koncentracijski
zavisna, antiradikalska aktivnost na DPPH radikale ostataka tropa paradajza. U tabeli 25 su date ICs
vrednosti ostataka dobijenih nakon ekstrakcija tropa, izraCunate na osnovu AApppy. Antiradikalska
aktivnost na DPPH radikale ovih ostataka, izrazena kao ICs, vrednost, opada slede¢im redosledom:

Saint Pierre > O, > Novosadski niski > Knjaz > Rutgers > Backa.

Tabela 25. IC;, vrednosti na DPPH radikale ostataka nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova

paradajza
Genotip IC5""""" (mg/ml)
Backa 3,01
Knjaz 1,82
Novosadski niski 1,48
0, 1,17
Rutgers 2,15
Saint Pierre 0,85

Savremeni trendovi u oblasti prehrambeno-tehnoloskih istrazivanja su usmerena prema razvoju
obogacenih funkcionalnih namirnica, posebno biljnog porekala. Unos prehrambenih vlakana je
pozeljan ne samo zbog nutritivnih, nego i zbog funkcionalnih osobina (Thebaudin i sar., 1997). Zato je
sve veci broj istrazivanja novih sirovina koja mogu biti izvor prehrambenih vlakana (Garcia Herrera i
sar., 2010). Kriterijumi koje treba da ispune izvori vlakana da bi se smatrali "idealnim prehrambenim
vlaknima" su: da ne poseduju nutritivno neodgovaraju¢e komponente; da budu $to je moguce vise
koncentrisani (tako da minimalne koli¢ine mogu imati maksimalni fizioloski efekat); da budu blagog
ukusa, boje, teksture i mirsa; da imaju uravnoteZen sastav (nerastvorljivih i rastvorljivih vlakana) i
dovoljne koli¢ine bioaktivnih jedinjenja; da imaju dug vek trajanja i da ne uti¢u negativno na druge
dodate komponente; da budu kompatibilni sa procesom prerade hrane; da imaju pozitivan efekat u
o¢ima potrosaca s obzirom na poreklo, korisnost, itd.; da imaju ocekivano fiziolosko delovanje i da
imaju nisku cenu (Larrauri, 1999). Prema navedenim kriterijumima, rezultati dobijeni ovim
ispitivanjem pokazuju da se ostaci nakon ekstrakcija tropa odabranih genotipova paradajza mogu
smatrati "izvorom vlakana", kao i potencijalno "idealnim prehrambenim vlakanima". Takode,
neophodna su dalja istrazivanja u proceni fizioloskih efekata vlakana iz tropa paradajza na humani
organizam, kao i fiziCko-hemijskih efekata u prehrambenim proizvodima obogac¢enim prehrambenim

vlaknima paradajza.
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4.4. Antiproliferativna aktivnost ekstrakata tropa paradajza

Bioloski testovi na humanim c¢elijskim linijama, koji se baziraju na odgovoru cele celije, su
znaCajan pokazatelj metabolickih, biohemijskih i genetskih promena koje nastaju pod uticajem
ispitivanih jedinjenja. Antiproliferativna aktivnost ekstrakata tropa ispitana je in vitro, njihovim
delovanjem na rast tri histoloski razli¢ite humane celijske linije: MCF7 (humani adenokarcinom
dojke), HeLa (humani epitelni karcinom cerviksa) i MRC-5 (humani karcinom plu¢a) primenom SRB
testa (Skehan i sar., 1990). Ispitivanje uticaja heksanskih ekstrakata izvedeno je u opsegu koncentracija
1,9-1000 pg/ml, a etanolnih u opsegu 0,05-25 mg/ml. Ekstrakti tropa uticali su na rast tumorskih ¢elija

u zavisnosti od vrste ekstrakta, primenjene koncentracije i vrste ¢elijske linije.

4.4.1. Antiproliferativna aktivnost lipofilnih ekstrakata

Na slici 65 prikazan je uticaj heksanskih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza na

rast HeLa, MCF7 i MRC-5 ¢elija.
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Slika 65. Uticaj heksanskih ekstrakata tropa paradajza na rast HeLa (A), MCF7 (B) i MRC-5 (C) ¢elija
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Antiproliferativni efekat heksanskih ekstrakata tropa paradajza uoCen je samo pri viSim
koncentracijama (= 125 pg/ml) i izraZeniji je kod MRC-5 ¢elijske linije nego kod HeLa i MCF7
¢elijske linije. U opsegu koncentracija 1,9-125 ng/ml znacajniji (p<0,01) proliferativni efekat pokazali
su ekstrakti tropa paradajza genotipova O,, Rutgers, Backa i Saint Pierre na MCF7 ¢Celijskoj liniji (slika
65B), ekstrakti tropa paradajza genotipova Novosadski niski i Saint Pierre na MRC-5 ¢elijskoj liniji
(slika 65C), a ekstrakti tropa paradajza genotipova Rutgers i Novosadski niski na HeLa celijskoj liniji
(slika 65A).

Na osnovu prikazanih antiproliferativnih aktivnosti heksanskih ekstrakata tropa paradajza, kao
i antioksidativnih jedinjenja (B-karotena i BHA) i dva poznata citotoksi¢na leka (doksorubicin i
gemcitabin) izraCunate su ICs, vrednosti, tj. koncentracije ekstrakata/antioksidativnih jedinjenja/cito-

toksi¢nih lekova koje izazivaju inhibiciju rasta za 50% svake od tri ispitivane ¢elijske linije (tabela 26).

Tabela 26. ICs, vrednosti heksanskih ekstrakata tropa paradajza, antioksidativnih jedinjenja (-

karotena i BHA) i dva poznata citotoksi¢na leka (doksorubicin i gemcitabin)

Genotip i 1Cso (ug/ml)

standardno jedinjenje

HelLa

MCF7

MRC-5

Backa 513,12 £ 18,99 601,94 +22.87 467,57 £ 14,96
Knjaz 572,11 £26,32 667,43 £19,36 425,14 +£ 20,41
Novosadski niski 3079,88 + 133,05 1000,32 + 43,01 746,41 £26,12
0, 1612,27 £ 59,65 1533,40 + 72,07 761,64 +29,70
Rutgers 1203,76 £ 55,37 882,56 £ 28,24 469,96 + 22,56
Saint Pierre 810,48 + 21,88 850,06 + 38,25 530,05 £ 15,37
B-karoten 13,83 £ 10,87 10,65+ 1,71 17,33 £ 1,31
BHA 7,87 £ 0,06 8,23 £0,40 10,94 + 2,26
Doksorubicin 0,339 0,414 1,046
Gemcitabin 0,388 0,473 7,804

Od svih ispitanih heksanskih ekstrakata tropa paradajza, ekstrakt genotipa Knjaz pokazao je
najizrazeniji antiproliferativni efekat na MRC-5 ¢éelijskoj liniji (IC5=425,1 pg/ml). Najizrazeniju
antiproliferativnu aktivnost na HeLLa (ICs5p=513,12 pg/ml) i MCF7 (IC5=601,94 pg/ml) ¢elijskoj liniji
pokazao je ekstrakt tropa paradajza genotipa Backa. ICsy vrednosti B-karotena, BHA, kao i dva poznata
citotoksi¢na leka (doksorubicin i gemcitabin) (Cetojevic-Simin i sar., 2011), odredene su na istim
¢elijskim linijjama radi uporedivanja delovanja ekstrakata tropa paradajza. Ispitivani ekstrakati imaju
vece 1Cs vrednosti odnosno slabije izrazenu antiproliferativnu aktivnosti u odnosu na doksorubicin i
gemcitabin. Takode, B-karoten i BHA su pokazali snazniju antiproliferativnu aktivnost na sve tri

¢elijske linije od ispitivanih ekstrakata.
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Ispitivanjem sadrzaja antioksidativnih jedinjenja, utvrdeno je da heksanski ekstrakti tropa
paradajza razli¢itih genotipova sadrze karotenoide (likopen i B-karoten). Antiproliferativno delovanje
heksanskih ekstrakata moze se pripisati prisutnim karotenoidima. Mehanizmi na kojima se zasniva
antikancerogena i/ili hemopreventivna aktivnost karotenoida zasnivaju se na promenama u signalnim
putevima koji dovode do rasta ili smrti Celija. Znacajan pozitivan efekat karotenoida jeste njihova
sposobnost da povecaju meducelijsku komunikaciju. Kod kancerogene transformacije prisutno je
smanjenje meducelijske komunikacije, pa njeno ponovno uspostavljnje moze izmeniti (usporiti ili
spreciti) kancerogeni proces (Tanaka i sar., 2012). Inhibitorno delovanje likopena na rast MCF7 ¢elija
utvrdeno je u ispitivanju Fornelli i saradnika (2007) i predloZeno je da modulacija meducelijske

komunikacije moze biti jedan od mehanizama delovanja.

4.4.2. Antiproliferativna aktivnost hidrofilnih ekstrakata

Uticaj etanolnih ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova paradajza na rast Hela,

MCF7 i MRC-5 ¢elija prikazan je na slici 66.

160

002 A
B Rutgers
Novosadski niski
= Backa

O Knjaz

Saint Pierre

Rast celija (%)

S o e S A A S S S e e
o [ i S

illllllllllllllllllllElllllllllllllllllllllllllll&lllllllllll@?{:

= [y

RO
ROl

Ht T

1,6

Koncentracija (mg/ml)

129



Doktorska disertacija

Cic

160

Sladana Staj

o
=
£
£
(o]
£
£
©
-—
Q
(1]
.
5
c
[
(%]
c
]
X
= —
@ X
@ 2
= o) c
5 £ = o
el [ 5 =
m%a [ Sw 2
Q 2] a
mum&mm e%mzt
NS50@cC® 2388 ¢
OxXxzmxw 538 Ccw
OBREDOA OXzZmoX¥wn
OBsE00@A
o o o o o o o o o
N [5e] < © N ¢ <
S e g
(%) efijog 3sey (%) efija2 3sey

130

§im koncentracijama (> 6,3
¢elijske linije. U opsegu

Koncentracija (mg/ml)
, 5 mg/ml svi ispitani etanolni ekstrakti pokazali su znacajan (p<0,01)

zeniji je kod MRC-5 ¢éelijske linije nego na HelLa i MCF7

Slika 66. Uticaj etanolnih ekstrakata tropa paradajza na rast HeLa (A), MCF7 (B) i MRC-5 (C) ¢elija
Antiproliferativni efekat etanolnih ekstrakata uocen je samo pri vi

proliferativni efekat na sve tri ¢elijske linije.
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ICso vrednosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza, odredene na osnovu prikazanih

antiproliferativnih aktivnosti na sve tri ¢elijske linije, date su u tabeli 27.

Tabela 27. ICs, vrednosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza razlicitih genotipova

. ICsy (mg/ml)

Genotip HeLa MCF7 MRC-5

Backa 20,7 £ 0,64 20,5+ 0,66 13,4+0,40
Knjaz 18,1 £0,62 20,9 £ 0,54 11,9 £ 0,60
Novosadski niski 18,8+ 0,81 20,6 + 0,84 15,0+ 0,48
(0)) 20,9 £ 0,75 23, 1+£1,16 12,0+ 0,38
Rutgers 20,7 +0,95 23,7+0,76 18,7+ 0,86
Saint Pierre 13,7+ 0,33 20,3 + 0,85 13,2+ 0,37

Od svih ispitanih etanolnih ekstrakata tropa paradajza, ekstrakt genotipa Saint Pierre pokazao
je najizrazeniji antiproliferativni efekat na HeLa ¢elijskoj liniji (ICso=13,7 mg/ml), kao i na MCF7
¢elijskoj liniji (IC50=20,3 mg/ml). Najizrazeniji antiproliferativni efekat na MRC-5 ¢elijskoj liniji
(ICsp=11,9 mg/ml) pokazao je etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa Knjaz.

Za procenu antiproliferativne aktivnosti etanolnih ekstrakata tropa paradajza odredene su 1Cs
vrednosti askorbinske kiseline, polifenolnih jedinjenja (kafene kiseline, hlorogenske kiseline, p-ku-
marinske kiseline, ferulne kiseline, ruzmarinske kiseline, rutina, kvercetina i naringenina), kao i dva
citotoksi¢na leka (doksorubicina i gemcitabina) na istom panelu celijskih linija (tabele 26 i 28). Svi
ispitivani ekstrakti pokazali su vece ICsy vrednosti odnosno slabiju antiproliferativnu aktivnosti u

odnosu na doksorubicin, gemcitabin, kao i u odnosu na vecinu ispitanih standardnih antioksidanata.

Tabela 28. ICs, vrednosti askorbinske kiseline i polifenolnih jedinjenja

. s . I1Cso (ug/ml)
Standardni antioksidanti Hela MCF7 MRC-5
Kumarinska kiselina 144,72 + 21,70 284,91 £42,43 276,19 £49,19
Kafena kiselina 19,73 £4,93 75,02 +£10,42 34,16 £ 1,77
Ruzmarinska kiselina >250 185,80 +9,10 >250
Hlorogenska kiselina >250 203,99 +£ 29,11 >250
Naringenin 9,93 +1,75 68,70 £ 10,83 83,39+ 13,59
Rutin >500 >500 >500
Kvercetin 38,91 + 5,89 12,77 £ 1,23 12,22 + 0,60
Ferulna kiselina >500 114,35 +£ 16,46 202,69 + 15,43
Askorbinska kiselina 26,69 + 5,07 32,93 £ 1,84 398,60 + 24,96

Pretpostavlja se da polifenoli mogu delovati na razliCite signalne puteve aktiviranih

proteinskih kinaza (MAPK), aktivatora proteina-1 (AP-1) ili nuklearnog faktora-kB (NF-kB)
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pojedina¢no ili u nizu, pa uz moguce interakcije izmedu tih puteva, moze do¢i od preklapanja i
medusobnog nadopunjavanja u mehanizmu delovanja (Yang i Liu, 2009). Postavljena je hipoteza da su
aditivni 1 sinergisticki efekti fitohemikalija iz voéa i povréa odgovorni za njihove izrazite
antioksidativne i antitumorske aktivnosti, kao i da su korisni efekti prehrane sa ve¢im sadrzajem voca i

povréa pripisani slozenoj smesi fitohemikalija prisutnih u hrani u celini (Liu, 2004).

4.5. Korelaciona analiza sadrzaja bioaktivnih jedinjenja i

antioksidativne/antiproliferativne aktivnosti

U cilju utvrdivanja znacaja bioaktivnih jedinjenja u antioksidativnoj/antiproliferativnoj
aktivnosti ekstrakata tropa paradajza uradena je korelaciona analiza izmedu pojedinih parametara.

Koeficijent korelacije (r) sadrzaja karotenoida (likopena 1 [-karotena) odredenih
spektrofotometrijski i HPLC analizom i antioksidativne/antiproliferativne aktivnosti heksanskih

prikazani su u tabeli 29.

Tabela 29. Koeficijent korelacije (r) sadrzaja karotenoida (likopena i f-karotena) i

antioksidativne/antiproliferativne aktivnosti

Komponenta DPPH’ MCEF7 HeLa MRC-5
Likopen® -0,77 -0,78 -0,53 -0,69
B-Karoten" -0,75 -0,18 -0,58 -0,37
Likopen™ -0,89 -0,94 -0,83 -0,93
B-Karoten -0,86 -0,99 -0,80 -0,86

"Odreden spektrofotometrijski; ~ odreden HPLC analizom.

PPPH yrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja

Rezultati korelacione analize 1izmedu ICs,
likopena i B-karotena odredenih HPLC metodom (r = -0,89, r = -0,86), kao i sadrzaja likopena i -
karotena odredenih spektrofotometrijski (r = -0,77, r = -0,75) ukazuju da se antiradikalska aktivnost na
DPPH radikale heksanskih ekstrakata tropa paradajza moze pripisati likopenu, kao i B-karotenu.
Koeficijenati korelacije izmedu ICsoMF7 1Cs5o™ 1 IC5MR vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja
likopena (odredenog HPLC metodom) u heksanskim ekstraktima tropa paradajza (r = -0,94, r = -0,83 i
r = -0,93), kao i izmedu ICsM, 1C5o™M i TC5oMR vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja -
karotena (odredenog HPLC metodom) u heksanskim ekstraktima tropa paradajza (r = -0,99, r = -0,80 i

=-0,86), ukazuju da se i antiproliferativna aktivnost heksanskih ekstrakata na MCF7, HeLa i MRC-5

¢elijske linije moze pripisati likopenu i f-karotenu. Na isti zakljuak ukazuju i rezultati korelacione

analize izmedu ICSOMCF7, IC5oM M i 1C5o™* vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja likopena,
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odredenog spektrofotometrijski (r = -0,78, r = -0,53 i r = -0,69), kao i rezultati korelacione analize

izmedu 1Cs, M

i sadrzaja B-karotena, odredenog spektrofotometrijski (r = -0,58).

Doprinos karotenoida antioksidativnoj aktivnost utvrden je takode u nekim ispitivanjima
(Arnao i sar., 2001; Dewanto i sar., 2002; Di Vaio i sar., 2008; Grassmann i sar., 2007; Zanfini i sar.,
2010), dok u drugima korelacija izmedu karotenoida i antioksidative aktivnosti nije potvrdena (Ancos i
sar., 2002; Choi i sar., 2007; Lavelli i sar., 2009). U istrazivanju Olsson i saradnika (2004) inverzna
korelacija utvrdena je za zbir sadrzaja luteina i P-karotena i proliferacije MCF7 ¢elija. Koeficijent
korelacije luteina i proliferacije MCF7 ¢elija iznosio je -0,72.

Antioksidativna aktivnost nije uvek u korelaciji sa sadrzajem polifenola (Kahkonen i sar.,
1999). Raffo i saradnici (2002) su utvrdili da je korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti "cherry"
paradajza i polifenola zavisi od sadrzaja pojedinih polifenolnih jedinjenja; antioksidativna aktivnost sa
sadrzajem kafene kiseline pokazala je dobru korelaciju, dok sa sadrzajem hlorogenske kiseline, p-
kumarinske kiseline, rutina, kvercetina i naringenina korelacija nije postojala. Ilahy i saradnici (2011)
su izneli da za antioksidativnu aktivnost paradajza nisu odgovorni polifenoli i flavonoidi. Podaci o
uticaju polifenolnih jedinjenja na rast (proliferaciju) razlicitih ¢elija kancera su Cesto kontroverzni.
Neki autori su utvrdili da polifenoli iz voca i povréa inhibiraju proliferaciju ¢elija kancera in vitro
(Kimi sar., 2011; Kim i sar., 2010), dok u nekim ispitivanjima korelacija izmedu inhibicije rasta Celija
kancera i sadrzaja polifenola i flavonoida u ekstraktima nekih vrsta bobicastog voca nije postojala
(Olsson i sar., 2004).

Koeficijent korelacije (r) sadrzaja polifenolnih jedinjenja i askorbinske kiseline odredenih
spektrofotometrijski, odnosno HPLC analizom i ICsq vrednosti dobijenih na osnovu ispitivanja
antioksidativne/antiproliferativne aktivnosti prikazani su u tabelama 30 i 31. U ovom ispitivanju,
znaGajna korelacija utvrdena je izmedu sadrzaja rutina, rutin derivata i naringenin derivata i ICso" "
vrednosti etanolnih ekstrakata (r = -0,68, r = -0,72, odnosno r = -0,77) i izmedu sadrzaja ruzmarinaske
kiseline i 1Cs,®>" vrednosti etanolnih ekstrakata (r = -0,90). Ispitana je korelacija i izmedu IC5,°"H,
IC50"" i ICso"™ vrednosti etanolnih ekstrakata i sadrzaja pojedinih polifenolnih jedinjenja, odnosno
klasa polifenolnih jedinjenja prisutnih u etanolnim ekstraktima tropa paradajza. Najbolja korelacija

v . DPPH
uocena je izmedu ICsg

vrednosti etanolnih ekstrakata i sadrzaja derivata I i II ruzmarinske kiseline,
kao i kvercetina (r =-0,83, r = -0,57, odnosno r = -0,58); izmedu IC5oX" vrednosti etanolnih ekstrakata i
sadrzaja flavonoida odredenog spektrofotometrijski (r = -0,94) i izmedu ICs,"™* vrednosti etanolnih

MCET 1C50 § IC5MR vrednosti etanolnih

ekstrakata i sadrzaja ruzmarinske kiseline (r = -0,59). ICsg
ekstrakata pokazale su dobru korelaciju sa sadrzajem hlorogenske kiseline (r = -0,63, r=-0,82 ir = -

0,55).
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Tabela 30. Koeficijent korelacije (r) sadrzaja polifenolnih jedinjenja i askorbinske kiseline odredenih

spektrofotometrijski, odnosno HPLC analizom i antioksidativne aktivnosti

Komponenta etanolnog ekstrakta ‘OH 0,” DPPH' RP HA
Kafena kiselina™ 0,35 -0,18 0,12  -0,32 048
Horogenska kiselina™" 0,74 0,64 -0,17 -0,04 0,33
p-Kumarinska kiselina™ 0,11 -044 030 -0,65 011
Ferulna kiselina 027 -0,12 0,17 -0,19  -0,26
Ruzmarinska kiselina -0,29 -0,90 0,57 -0,58 -0,59
Rutin-derivat™ -0,72 0,02 0,06 0,30 0,51
Ruzmarinska kiselina - derivat I -0,07 0,57 -0,83 0,23 0,87
Rutin™ -0,68 -0,06 0,02 0,04 0,64
Ruzmarinska kiselina - derivat 11 -0,37 0,38 -0,57 0,45 0,66
Kvercetin® 0,03 0,86  -0,58 0,78 0,68
Naringenin - derivat -0,77 -026 0,11  -0,04 0,49
Ukupno™ -0,65 -0,13 0,08 -0,06 0,61
Fenolne kiseline” -0,21  -0,15 0,05 -0,33 0,39
Flavonoli”™ -0,67 0,11  -0,09 022 0,75
Rutin i derivati rutina” -0,69 -0,05 0,02 0,07 0,64
Polifenoli’ 0,01 -0,11 -0,18 -057 045
Flavonoidi’ 0,05 -0,79 0,52 -0,94 -0,40
Askorbinska kiselina" -0,51 -0,52 0,81 -0,12 -0,18

"Odreden spektrofotometrijski; - odreden HPLC analizom.

Tabela 31. Koeficijent korelacije (r) sadrzaja polifenolnih jedinjenja i askorbinske kiseline odredenih

spektrofotometrijski, odnosno HPLC analizom i antiproliferativne aktivnosti

Komponenta etanolnog ekstrakta MCF7 HeLa MRC-5
Kafena kiselina 0,36 0,11 0,06
Horogenska kiselina"" -0,63 -0,82 -0,55
p-Kumarinska kiselina"™ 0,50 -0,06 0,30
Ferulna kiselina™" 0,73 0,08 0,53
Ruzmarinska kiselina 0,71 0,30 0,83
Rutin-derivat™ -0,42 0,28 -0,25
Ruzmarinska kiselina -derivat " 0,13 0,14 -0,77
Rutin” 0,13 0,24 0,23
Ruzmarinska kiselina -derivat II" 0,61 0,61 -0,23
Kvercetin”™ 0,02 0,22 -0,46
Naringenin-derivat** 0,01 0,35 -0,06
Ukupno™ 0,00 0,24 -0,13
Fenolne kiseline 0,57 0,13 0,13
Flavonoli™ -0,15 0,28 -0,32
Rutin i derivati rutina” -0,16 0,25 -0,24
Polifenoli” 0,23 -0,20 0,27
Flavonoidi® 0,36 -0,24 0,49
Askorbinska kiselina” 0,15 0,22 0,70

"Odreden spektrofotometrijski; ~ odreden HPLC analizom.
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Rezultati korelacione analize ukazuje da nije odredeno polifenolno jedinjenje, odnosno klasa
polifenolnih jedinjenja odgovorna za antioksidativnu, odnosno antiproliferativnu aktivnost etanolnih
ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza. Za antioksidativnu, odnosno antiproliferativnu
aktivnost etanolnih ekstrakata najverovatnije su odgovorni sinergisticki efekti izmedu hidrofilnih
antioksidativnih jedinjenja, kao i izmedu hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja i druguh konstituenata

etanolnih ekstrakata tropa paradajza.

4.6. Indeksi bioaktivnhosti heksanskih i etanolnih ekstrakata tropa odabranih

genotipova paradajza

Indeks bioaktivnosti (eng. bioactivity index - BI), koji se izra¢unava na osnovu ICsy vrednosti,
predstavlja alternativni parametar za klasifikaciju ekstrakata na osnovu njihove ukupne aktivnost. BI je
znacajniji pokazatelj bioaktivnosti ekstrakata od pojedina¢nog antioksidativnog ili antiproliferativng
delovanja. Takode, BI moze biti znacajan kriterijum i za potroSace pri odabiru voéa i povréa sa
pozitivnim zdravstvenim efektima, ili kao karakteristika za rangiranje podataka u epidemioloskim
studijama (Sun i sar., 2002).

U tabeli 32 su dati rezultati ispitivanja antioksidativne i antiproliferativne aktivnosti, kao i BI

heksanskih ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova.

Tabela 32. Rezultat ispitivanja antioksidativne, antiproliferativne aktivnosti i Bl

heksanskih ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova

Genotip .ReZl.lltat. ispitiva.nja . . Rezpltat .ispitival}ja . BI
antioksidativne aktivnosti antiproliferativne aktivnosti

Backa 0,80 1,00 0,90
Knjaz 1,00 0,90 0,95
Novosadski niski 0,09 0,38 0,24
0, - 0,36 -
Rutgers 0,12 0,55 0,34
Saint Pierre 0,30 0,67 0,49

Od ispitanih heksanskih ekstrakata, heksanski ekstrakt tropa paradajza genotipa Knjaz (BI =
0,95) pokazao je najvecu bioaktivnost, a zatim slede heksanski ekstrakti tropa paradajza genotipova
Backa (BI = 0,90) > Saint Pierre (BI = 0,49) > Rutgers (BI = 0,34) > Novosadski niski (BI = 0,24). S
obzirom da heksanski ekstrakt tropa paradajza genotipa O, nije pokazao antioksidativnu aktivnost na

DPPH radikale, za ovaj ekstrakt nije moguce izracunati BI.
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Rezultati ispitivanja antioksidativne i antiproliferativne aktivnosti, kao i BI etanolnih

ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova dati su u tabeli 33.

Tabela 33. Rezultat ispitivanja antioksidativne, antiproliferativne aktivnosti i Bl

etanolnih ekstrakata tropa paradajza odabranih genotipova

Genotip Rezultat ispitivanja Rezultat ispitivanja BI
antioksidativne aktivnosti antiproliferativne aktivnosti

Backa 0,39 0,82 0,61
Knjaz 0,32 0,86 0,59
Novosadski niski 0,56 0,86 0,71
0, 0,45 0,77 0,61
Rutgers 0,69 0,76 0,72
Saint Pierre 0,47 1,00 0,74

Etanolni ekstrakti tropa odabranih genotipova paradajza pokazali su priblizne vrednosi indeksa
bioaktivnosti, u opsegu od 0,59 do 0,74. Etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa Saint Pierre (BI =
0,74) pokazao je najvecu bioaktivnost od svih ispitanih etanolnih ekstrakata, a zatim slede ekstrakti
tropa paradajza genotipova: Rutgers (Bl = 0,72) > Novosadski niski (BI = 0,71), Backa (Bl = 0,61) =
0, (BI=0,61) > Knjaz (BI = 0,59).

Iako je ovaj model odredivanja bioloske aktivnosti relativno jednostavan, da bi se preciznije i

realnije odredio BI potrebno je izvrsiti detaljnija i sveobuhvatnija epidemioloska ispitivanja.
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5. ZAKLJUCAK

U radu je ispitan hemijski sastav, antioksidativna i antiproloferativna aktivnost ekstrakata
tropa tradicionalnih (Rutgers i Saint Pierre) i novostvorenih (Backa, Knjaz, Novosadski niski i O,)
genotipova paradajza. Trop paradajza, sporedni proizvod nakon cedenja soka, osusen je pod
vakuumom, ekstrahovan heksanom, a zatim 80% etanolom.

Ispitivanja hemijskog sastava ekstrakata tropa paradajza obuhvatila su spektrofotometrijska
odredivanja sadrzaja karotenoida u heksanskim ekstraktima i polifenolnih jedinjenja, flavonoida i
askorbinske kiseline u etanolnim ekstraktima. Identifikacija i kvantifikacija pojedinacnih karotenoida
(likopena i B-karotena) u heksanskim ekstraktima i polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima
izvedena je HPLC analizom. Takode je u ostatku nakon ekstrakcije heksanom i 80% etanolom odreden
sadrzaj ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana enzimsko-gravimetrijskom
metodom.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da je sadrzaj likopena i B-karotena odreden
spektrofotometrijski, najve¢i u heksanskom ekstraktu tropa paradajza genotipa Knjaz (22,64 mg/g).
HPLC analizom najve¢i sadrzaj likopena odreden je u heksanskom ekstraktu tropa paradajza Knjaz
(15,69 mg/g), dok je sadrzaj B-karotena bio najveci u heksanskom ekstraktu tropa paradajza Backa
(11,95 mg/g).

Najve¢i sadrzaj polifenolnih jedinjenja, odreden spektrofotometrijski kao ekvivalent
hlorogenske kiseline, imao je etanolni ekstrakt tropa genotipa O, (18,6 mg/g). Sadrzaj flavonoida,
izrazen kao ekvivalent rutina, bio je najvec¢i u etanolnom ekstraktu tropa genotipa Saint Pierre (12,1
mg/g). Na osnovu spektrofotometrijskih odredivanja, moze se zakljuciti da su flavonoidi najznacajnija
grupa polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima tropa paradajza; odnos flavonoidi/polifenoli
iznosi od 0,52 (trop genotipa Knjaz) do 0,85 (trop genotipa Rutgers). Najveéi sadrzaj askorbinske
kiseline odreden je u etanolnom ekstraktu tropa paradajza genotipa Novosadski niski (1,89 mg/g).

U etanolnim ekstraktima tropa paradajza HPLC analizom identifikovane su fenolne kiseline
(kafena, hlorogenska, p-kumarinska, ferulna i ruzmarinska kiselina) i flavonoli (kvercetin i rutin), kao i
derivati ruzmarinske kiseline, rutina i naringenina. Ekstrakt tropa paradajza Novosadski niski imao je
najveci sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja (5206 pg/g). Od polifenolnih jedinjenja u najvecoj
koncentraciji u etanolnom ekstraktu tropa paradajza Novosadski niski prisutni su flavonoli (kvercetin,
rutin i njegov derivat; 1537 pg/g) i flavanoni (naringenin-derivat; 2366 pg/g). Najveci sadrzaj fenolnih
kiselina (kafene, hlorogenske, p-kumarinske, ferulne i ruzmarinske kiselina, kao i derivata ruzmarinske
kiseline pronaden je u etanolnom ekstraktu tropa O, paradajza (703 pg/g).
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Najveéi sadrzaj ukupnih prehrambenih i nerastvorljivih vlakana odreden je u ostatku nakon
ekstrakcija tropa genotipa O, (81,23% odnosno 77,53%), a rastvorljivih u ostatku Rutgers (13,89%)
paradajza. Sadrzaj nerastvorljivih vlakana, znacajno je veéi od sadrzaja rastvorljivih vlakana u svim
ispitanim ostacima tropa paradajza i iznosio je od 52,50% za genotip Knjaz do 77,53% za genotip O,,
dok je sadrzaj nerastvorljivih prehrambenih vlakana izraZzen po suvom tropu iznosio od 23,67% za
genotip Rutgers do 41,56% za genotip O..

Antioksidativna  aktivnost  heksanskih  ekstrakata tropa paradajza ispitana je
spektrofotometrijski, DPPH testom, a odredena je i njihova redukciona sposobnost. Redukciona
sposobnost, sposobnost heliranja i DPPH antiradikalska aktivnost etanolnih ekstrakata tropa paradajza
ispitana je spektrofotometrijski, a antiradikalska aktivnost na hidroksil i superoksid anjon radikale
odredena je ESR spektrometrijom. Takode, ispitana je i DPPH antiradikalska aktivnost ostataka nakon
ekstrakcija tropa paradajza.

Na osnovu rezultata ispitivanja redukcione sposobnosti heksanskih ekstrakata utvrdeno je da je
najvecu redukcionu sposobnost pokazao ekstrakt tropa paradajza genotipa Backa (ICso = 2,12 mg/ml).
Ispitivanjem DPPH antiradikalske aktivnosti heksanskih ekstrakata tropa paradajza moze se zakljuditi
da su ekstrakti paradajza Knjaz i Backa pokazali najve¢u DPPH antiradikalsku aktivnost (ICsy = 0,057
mg/ml; ICso = 0,071 mg/ml). Na osnovu kinetickih ispitivanja heksanski ekstrakti tropa paradajza mogu se
svrstati u spore antioksidante.

Najveéa ICsy vrednost, odredena na osnovu ispitivanja redukcione sposobnosti etanolnih
ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza, dobijena je za ekstrakt paradajza Saint Pierre (ICsy =
1,57 mg/ml), dok je najvecu helirajuéu sposobnost pokazao ekstrakt tropa paradajza Rutgers (ICso =
1,49 mg/ml). NajizraZeniju antradikalsku aktivnost na DPPH radikale (ICso = 0,18 mg/ml) pokazao
ekstrakt paradajza O,. Na osnovu kinetickih ispitivanja etanolni ekstrakti mogu se klasifikovati kao
veoma spori antioksidanti.

ESR spektroskopijom i "spin trapping" tehnikom utvrdeno je da etanolni ekstrakti tropa
paradajza uti¢u na stvaranje i/ili transformaciju hidroksil radikala u Fentonovom reakcionom sistemu,
kao i na superoksid anjon radikale generisane smeSom kalijum superoksida i kraunetra. S obzirom da
je najniza ICsy vrednost utvrdena za ekstrakt tropa paradajza genotipa Novosadski niski (ICs, = 0,03
mg/ml), moze se zakljuciti da ovaj trop poseduje najznacajniju antiradiaklsku aktivnost na hidroksil
radikale. Od svih ispitanih etanolnih ekstrakata tropa paradajza, najniza ICsy vrednost, odnosno
najznacajnija antiradikalska aktivnost na superoksid anjon radikale utvrdena je za ekstrakt tropa

paradajza genotipa Rutgers (ICso = 0,45 mg/ml).
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Na osnovu rezultata ispitivanja DPPH antiradikalske aktivnosti ostataka nakon ekstrakcija,
moze se zakljuciti da je ostatak paradajza Saint Pierre (ICso = 0,85 mg/ml) pokazao najizrazeniju
antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale.

Antiproliferativna aktivnost heksanskih i etanolnih ekstrakata tropa paradajza ispitana je in
vitro, njihovim delovanjem na rast tri histoloski razli¢ite humane celijske linije: MCF7 (humani
adenokarcinom dojke), HeLa (humani epitelni karcinom cerviksa) i MRC-5 (humani karcinom pluc¢a)
primenom SRB testa.

Ekstrakti tropa uticali su na rast tumorskih ¢elija u zavisnosti od vrste ekstrakta, primenjene
koncentracije 1 vrste Celijske linije. Od heksanskih ekstrakata tropa paradajza, ekstrakt genotipa Knjaz
pokazao je najizraZzeniji antiproliferativni efekat na MRC-5 ¢celijskoj liniji (ICso = 425,1 pg/ml).
NajizraZeniju antiproliferativnu aktivnost na HeLa (ICsp = 513,12 pg/ml) i MCF7 (ICso = 601,94
pg/ml) ¢elijskim linijama pokazao je heksanski ekstrakt tropa paradajza genotipa Backa. Od ispitanih
etanolnih ekstrakata tropa paradajza, eckstrakt genotipa Saint Pierre pokazao je najizrazeniji
antiproliferativni efekat na HeLa c¢elijskoj liniji (ICso = 13,7 mg/ml), kao i na MCF7 ¢elijskoj liniji
(ICso = 20,3 mg/ml). NajizraZeniji antiproliferativni efekat na MRC-5 ¢elijskoj liniji (IC5o = 11,9
mg/ml) pokazao je etanolni ekstrakt tropa paradajza genotipa Knjaz.

Rezultati korelacione analize izmedu ICsy> "

vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja
likopena i B-karotena odredenih HPLC metodom (r = -0,89, r = -0,86), kao i sadrzaja likopena i -
karotena odredenih spektrofotometrijski (r = -0,77, r = -0,75) ukazuju da se antiradikalska aktivnost na
DPPH radikale heksanskih ekstrakata tropa paradajza moze pripisati likopenu, kao i B-karotenu.

Koeficijenati korelacije izmedu ICso™"", 1Cs5o ™ i IC5™R

vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja
likopena (odredenog HPLC metodom) u heksanskim ekstraktima tropa paradajza (r = -0,94, r =-0,83 i
r = -0,93), kao i izmedu 1C s MCF T ICs ™ g IC5oM* vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja B-
karotena (odredenog HPLC metodom) u heksanskim ekstraktima tropa paradajza (r = -0,99, r = -0,80 i
r =-0,86), ukazuju da se i antiproliferativna aktivnost heksanskih ekstrakata na MCF7, HeLa i MRC-5
¢elijske linije moZe pripisati likopenu i B-karotenu. Na isti zakljucak ukazuju i rezultati korelacione
analize izmedu ICsoM", ICso™® i ICs5o®“> vrednosti heksanskih ekstrakata i sadrzaja likopena,
odredenog spektrofotometrijski (r = -0,78, r = -0,53 i r = -0,69), kao i rezultati korelacione analize

: HeL.
izmedu ICsy <

i sadrzaja B-karotena, odredenog spektrofotometrijski (r = -0,58).

Znacajna korelacija utvrdena je izmedu sadrzaja rutina, rutin derivata i naringenin derivata i
ICso™°" vrednosti etanolnih ekstrakata (r = -0,68, r = -0,72, odnosno r = -0,77) i izmedu sadrZaja
ruzmarinaske kiseline i ICs,®" vrednosti etanolnih ekstrakata (r = -0,90). Ispitana je korelacija i

izmedu ICs5e""™", IC5*" i ICsy™ vrednosti etanolnih ekstrakata i sadrzaja pojedinih polifenolnih
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jedinjenja, odnosno klasa polifenolnih jedinjenja prisutnih u etanolnim ekstraktima tropa paradajza.

Najbolja korelacija uogena je izmedu ICso""™

vrednosti etanolnih ekstrakata i sadrzaja derivata I i II
ruzmarinske kiseline, kao i kvercetina (r = -0,83, r = -0,57, odnosno r = -0,58); izmedu IC5o*F vrednosti
etanolnih ekstrakata i sadrZaja flavonoida odredenog spektrofotometrijski (r = -0,94) i izmedu ICs™*
vrednosti etanolnih ekstrakata i sadrzaja ruzmarinske kiseline (r = -0,59). 1C5MCF T 1Cs ™ [C MRS
vrednosti etanolnih ekstrakata pokazale su dobru korelaciju sa sadrzajem hlorogenske kiseline (r = -
0,63, r = -0,82 i r = -0,55). Rezultati korelacione analize ukazuju da za antioksidativhu odnosno
antiproliferativnu aktivnost etanolnih ekstrakata tropa odabranih genotipova paradajza, nije odgovorno
odredeno polifenolno jedinjenje, odnosno klasa polifenolnih jedinjenja odgovorna. Za bioaktivnost
ovih ekstrakata najverovatnije su odgovorni sinergisticki efekti izmedu hidrofilnih antioksidativnih
jedinjenja, kao i izmedu hidrofilnih antioksidativnih jedinjenja i druguh konstituenata etanolnih
ekstrakata tropa paradajza.

Na osnovu indeksa bioaktivnosti (BI) moze se zakjuliti da je heksanski ekstrakt tropa
paradajza Knjaz (BI = 0,95) pokazao je najvecu bioaktivnost, a zatim slede ekstrakti tropa Backa (BI =
0,90) > Saint Pierre (BI = 0,49) > Rutgers (BI = 0,34) > Novosadski niski (BI = 0,24). Etanolni
ekstrakt tropa paradajza Saint Pierre (BI = 0,74) pokazao je najvecu bioaktivnost, a zatim slede
ekstrakti tropa Rutgers (BI = 0,72) > Novosadski niski (BI = 0,71), Backa (Bl = 0,61) = O, (BI =0,61)
> Knjaz (BI = 0,59).

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava, antioksidativne i antiproliferativne aktivnosti
ekstrakata, kao i ostataka nakon ekstracija tropa odabranih genotipova paradajza ukazuju na
mogucénost iskoris¢enja ovog sporednog proizvoda kao potencijalnog izvora prirodnih antioksidanata,

koji bi nasli primenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.
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