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SAŽETAK

Rogač je mediteranska voćka poznata po velikom sadržaju polifenola, najviše tanina. Do sada je utvrđeno da polifenoli imaju antioksidativni učinak te mogu zaštiti stanice i organizam od utjecaja štetnih radikala. Rogač kao namirnica je izgubio s vremenom važnost u ljudskoj i stočnoj prehrani, a proizvodnja u Hrvatskoj je u opadanju. Cilj ovog rada je odrediti i usporediti sadržaj ukupnih fenola na uzorcima rogača s različitih lokaliteta juga Hrvatske te također, utvrditi je li antioksidativni učinak ovisan o udjelu fenola. Dobiveni podaci bi bili korisni u cilju podizanja svijesti poljoprivrednih proizvođača, nutricionista, a i potrošača o korisnosti rogača u prehrani. 
UVOD

  Ime rogač dolazi od grčke riječi “koras”, što znači rog, zbog oblika mahune. Rogač je poznat još iz pradavnih vremena.  Porijeklom je iz Sirije i Palestine. Koristi se u ljudskoj prehrani već 4000 godina. Spominje se u Novom zavjetu i Talmudu (sveta knjiga židova). Rogačev su plod u terapijske svrhe rabili još i stari Egipćani. Koristili su ljepljiva svojstva rogača u mumificiranju, a u grobnicama su nađene i mahune i sjemenke. Starim Grcima i Rimljanima kao lijek su služili nezreli plodovi. U bilješkama Grka Theophratusa, rogač se spominje kao "egipatska smokva", dok su Rimljani jeli zelene i svježe mahune zbog njihove prirodne slatkoće. Stari Grci, osnivajući trgovačka uporišta na Jadranu nekoliko stoljeća prije Krista donijeli su rogač u naše krajeve, pa tako i na otoke. U antičko doba sjemenke rogača su služile kao jedinica za mjeru kod vaganja zlata, jedna sjemenka = 1 karat (zrno rogača, grč. = keration). Naziv se rabi i danas za 0,18 gr. zlata (sjemenke rogača, bez obzira na veličinu mahune i uvjete čuvanja, uvijek imaju jednaku masu od 0,18 grama). Vrlo dobra osobina rogača je da su se plodovi mogli sačuvati godinama na stablu, doduše donekle osušeni, ali još uvijek upotrebljivi. Rogač se stoljećima upotrebljavao kao važna namirnica. Smeđe mahune cjelovita su hrana i za ljude i za stoku, pa su služile za hranidbu britanske konjice na početku 19. stoljeća. Suhe mahune, koje obiluju ugljikohidratima i proteinima, nisu se kvarile pa su ih ljudi cijenili kao osobito prikladnu hranu za pomorce na dugim putovanjima. Kao obično sladilo rogač se upotrebljavao do pojave drugih sladila. Zanimljivo je otkriće antidiaroičkog učinka rogača u dječjoj medicinskoj praksi. Španjolski liječnik Ramos zapazio je 1941.g. da su u Španjolskoj djeca koja su se hranila rogačem rjeđe imala probavne tegobe od ostale djece. To ga je potaklo da u dječju prehranu uvede rogač u slučajevima proljeva, enteritisa i dispepsije.  

    Plodovi rogača (Ceratoniae fructus) osušeni na suncu, te sjemenke rogača (Cerationia semen) predstavljaju prehrambeno hranjive i korisne dijelove biljke te se mogu koristiti u brojne svrhe; kao hrana, hrana s posebnom namjenom i prirodno ljekovito sredstvo. Endosperm zrelih mahuna prerađuje se u rogačevo brašno (Ceratonia farina). U starija se vremena brašno od rogača miješalo sa pšeničnim i dobivao se dobar kruh. Danas je brašno rogača zastupljeno samo u tzv. "zdravoj hrani". Primjenu kao supstitut za kakao, dobiven iz prženih mahuna, danas je gotovo puno izgubio zbog sve češće uporabe kakaovca. Ekstrakti rogača mogu se upotrebljavati kao aroma u proizvodnji široke palete proizvoda (alkoholna i bezalkoholna pića, smrznuti mliječni proizvodi, bomboni, pekarski proizvodi, pudinzi, mesni proizvodi, mješavine začina, voćni proizvodi, kolači i dr). Rogač je i prehrambeni aditiv (E 410), koji se kao zgušnjivač i stabilizator koristi u recepturama raznih prehrambenih proizvoda.
   Kao hrana s posebnom namjenom: samljeveni plodovi rogača mogu se dodavati u razne čajeve protiv kašlja (zbog sadržaja sluzi) i za zaustavljanje proljeva, ali i u preparate za mršavljenje, "energetske" pločice, te surogatima čokolade i kave. 

   U ljekovite svrhe: plod rogača sadržava trijeslovine (tanine) koje imaju adstrigentno djelovanje. Adstringentno djelovanje je posljedica reakcije trijeslovina s proteinima, odnosno taloženja proteina i stvaranje zaštitnog sloja na sluznici. Sluzi također oblažu sluznicu i na taj način smanjuju podržaj u crijevima. Pektini pomažu regulaciju nastalih probavnih tegoba. Plod rogača djeluje kao antidijarojik (lijek za liječnje proljeva), posebice u dječjoj praksi (kod djece se koristi u obliku brašna – Ceratonia farina). Nadalje se može koristi kod dispeptičkih tegoba, gastroenteritisa, crijevnih katara.

   Studije provedene na zdravim dobrovoljcima potvrdile su učinak polifenola i netopljvih vlakana rogača na sniženje razine lipida u krvi. Konzumiranjem 15 g rogača dnevno u razdoblju od 4 tjedna zabilježeno je sniženje od 7,1% ukupnog kolesterola i 10,6% LDL kolesterola (kolesterol niske gustoće odnosno "loš" kolesterol). 

   Rijetko djeluje kao alergen. Rogač je vrlo siguran i niti jedan njegov oblik nije štetan za zdravlje ljudi. Iznimke postoje, ali su mnogo rjeđe nego kod većine sličnih proizvoda. Zabilježeni su rijetki slučajevi alergijskih reakcija na brašno rogača kod beba i u nekoliko slučajeva kod male djece.

   Usprkos brojnim namjenama rogača, sve je više zapostavljen u ljudskoj prehrani.  U Hrvatskoj se vrlo rijetko ili uopće ne upotrebljava u prehrani stoke. Uporaba u prehrani stoke je zastupljena uglavnom u stranim zemljama. Uporaba je sve manja u kozmetičke i ljekovite svrhe.  

   Lako se uzgaja, a najveći proizvođači su Španjolska, Grčka, Cipar, Turska, Italija, Alžir i Tunis. Najveći izvoznici su Australija i Kalifornija. Prirodno je rogač rasprostranjen u svim zemljama Sredozemlja, kod nas u Primorju i Dalmaciji. Pedološki gledano, rogač voli zemljišta bogata vapnom, osunčane površine po kamenjarima mediteranskog područja. Rogač samoniklo raste u obalnim krajevima mediteranskog pojasa u Hrvatskoj, Turskoj, Alžiru, Maroku, Tunisu, Španjolskoj, Portugalu, Grčkoj i Italiji. Otok Šolta je posebno poznata po rogaču  gdje postoji i mjesto imenom Rogač. Na Komiži se prerađuje rogač već gotovo 50 godina, a i danas postoji mlin (jedini u Hrvatskoj) za mljevenje rogača, kapaciteta 1000 kg dnevno. U Komiži su višestoljetni nasadi rogača, a komiški rogač autohtona je sorta, poznata po kvaliteti – komiški tusti rogač. Proizvodnju rogača u Hrvatskoj prati negativni trend, osamdesetih godina proizvodilo se i do 600 tona rogača godišnje, dok se danas u Dalmaciji proizvede tek oko 250 tona godišnje.

   Literaturni sastav plodova rogača ukazuju na udjele: 20-30% saharoze, 13% invertnog šećera, 4% proteina, 2-3% pektina, 3% sluzi, škrob, organske kiseline: izomaslačna kiselina (daje drogi karakterističan okus i miris). Pulpa rogača ima visok udjel fenolnih spojeva od kojih su naznačajniji tanini (16-20%). Od mineralnih tvari sadrži 36% kalcija, 24% kalija, 29% bakra, a od vitamina najviše ima riboflavina (28%). U sjemenkama ima dosta sluzi, osobito karubina, zatim bjelančevina i pektina. Rogač ima mali udio masti, ne sadrži kofein i teobromin. Hranidbena vrijednost rogača je iznad ozimog ječma stoga je vrlo pogodan za proizvodnju krmnih smjesa.

   Prema dosadašnjim istraživanjima, udjel fenolnih spojeva u plodu rogača varira te ovisi o klimatskom podneblju, sorti rogača, stupnju dozrelosti ploda i načinu prerade. Tako su zabilježene razlike u količini fenolnih spojeva rogača sa Sicilije, Krete i Anatolije (Turska).

   U ovom radu napravljen je eksperiment s pretpostavkom na temelju dosadašnjih saznanja da postoje razlike u sastavu djelatnih komponenata plodova rogača ovisno o različitim lokalitetima. Za istraživanje su uzeti plodovi rogača sa 5 različitih lokaliteta u Hrtvatskoj; sa Korčule, Visa, Pelješca, te iz Dubrovnika i Podgore. Postoje li razlike u DNA, tj. vrstama nije eksperimentalno utvrđeno. Cilj rada je napraviti korelacije između udjela fenola i antioksidativne aktivnosti kao i analizu varijance da bi se vidjelo da li su razlike u sastavu rogača među lokacijama statistički značajne.

SISTEMATIKA ROGAČA

Porodica: Leguminosae (mahunarke)

Potporodica: Caesalpinioideae

Red: Fabales

Vrsta: Ceratonia Siliqua

Var. Silvestris – divlji

Var. Edulis -  kultivirani

U farmakognoziji se ubraja u droge sa Mono i Disaharidima

IZGLED BILJKE:

   Rogač je vazdazelena voćka, sporog rasta i dugog života, može doživjeti i preko 200 godina. samoniklo drvo ili grm čija visina doseže 12-15 m. Listovi zimzeleni, kožasti parno perasti, liske okruglaste ili orbnuto jajaste, cijelog ruba s lica tamnozelene, na naličju crvenkastosmeđe boje. Rogač je dvodomna biljka s jednospolnim cvjetovima bez razvijenog ocvjeća. Plod je 10-20 cm duga, a 2-3 cm široka, plosnata mahuna s izrazito mesnim mezokarpom, tamnosmeđa sa slatkom srčikom. Sjemenke su sjajne, tvrde, smeđe-crvene. Za sazrijevanje ploda potrebno je gotovo godinu dana. Vrijeme cvatnje je od kolovoza do lisopada.  
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        Slika 1. Ilustracija rogača (Ceratonia siliqua), En Wikipedia
MATERIJAL I METODE

   U eksperimentu su korištene sljedeće metode: Folin-Ciocalteu metoda određivanja ukupnih fenola; Sposobnost vezanja radikala (DPPH metoda i TEAC metoda); Određivanje reduktivna sposobnosti Frap metodom. U svakoj navedenoj metodi kao završni postupak korištena je UV-Vis spektrofotometrija zbog mjerenja apsorbancije odgovarajućeg koncentracijskog niza otopina uzoraka. 

NAČELO UV-Vis SPEKTROFOTOMETRIJE 

   Ultraljubičasta “UV” i vidljiva apsorpcijska “Vis” spektroskopija je najčešće primjenjivana tehnika - primjenjuje se i za kvalitatitvnu i kvantitativnu analizu. U navedenim metodama korištena je apsorpcijska spektroskopija vidljivog spektra (od 380-800nm) zbog dobivanja apsorbancija u svrhu kvantitativnog određivanja sadržaja ispitivanih tvari. Spektrofotometrija se temelji na apsorpciji UV i/ili Vis zračenja u organskim molekulama, pri čemu dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u pobuđeno energijsko stanje, tj. dolazi do promjene raspodjele elektronske gustoće unutar molekule koja rezultiraju pojavom odgovoarajućih spektara. Postoje brojni čimbenici koji utječu na apsorpciju u UV/Vis području; sama valna duljina pri kojoj molekula apsorbira energiju ovisi o jakosti kojom su vezani njezini elektroni; o prisutnosti kromofora-nezasićenih organskih funkcionalnih skupina (npr. karbonilna skupina C=O) koje imaju karakterističnu optičku apsorpciju na određenim valnim duljinama s vrlo malim utjecajem ostalih skupina u molekuli na njih; o prisutnosti auksokorma-grupa s jednim ili više nesparenih elektronskih parova, auksokromi sami ne apsorbiraju ali znatno mjenjaju apsorpcijska svojstva kromofora (npr. –OH, -NH2). 

    Najvažniji dijelovi instrumenta koji se primjenjuju u apsorpcijskoj spektrofotometriji jesu: izvor svjetlosti, monokromator, (kivete i držači za kivete), uređaj za mjerenje intenziteta propuštene svjetlosti. U apsorpcijskoj spektroskopiji za vidljivi dio spektra najčešće se koristi volframova žarulja dok se za ultraljubičasti dio spektra koristi deuterijska lampa. Monokromator je sastavni dio svakog apsorpcijskog spektrofotometra pomoću kojeg se iz polikromatskog svjetla može dobiti monokromatsko svjetlo točno određenih valnih duljina, najčešće se koriste staklena prizma (Vis), kvarcna prizma (UV-Vis) ili optička mrežica (UV-Vis). Za vidljivi dio spektra kivete su staklene, a za UV dio spektra (staklo ne propušta UV zračenje) koriste se kvarcne kivete. U ovom eksperimentu korišten je spektorfotometar s dvije zrake. Svjetlost prolazi kroz uzorak u kiveti i paralelno kroz referentnu kivetu (najčešće punjenu vodom). Obje zrake, dolaze do detektora koji uspoređuje njihove intenzitete svjetlosti te ih šalje u pretvarač (program na računalu). Logaritam omjera intenziteta ulazne i izlazne zrake daje vrijednost  koja se zove apsorbancija, označena slovom A - mjera koja govori koliko je svjetla asporbirano u uzorku na određenoj valnoj duljini. Iz izmjerene apsorbancije računa se koncentracija tvari u uzorku i to pomoću kalibracijske krivulje - “baždarnog dijagrama” (linearnog odnosa apsorbancije i koncentracije) koja se izrađuje pomoću koncentracijskog niza razrjeđivanjem ishodne otopine ili poredbenih otopina.
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                                                Slika 2. Shema UV-Vis spektrofotometra, en Wikipedia
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Slika 3. Prikaz baždarnog dijagrama, 
Y-os apsorbancija, 
X-os koncentracija, en Wikipedia

POSTUPAK EKSTRAKCIJE ANTIOKSIDANSA IZ MEZOKARPA ROGAČA

   Polifenoli su ektrahirani iz mljevenog mezokarpa rogača vodenom ekstrakcijom na povišenoj temperaturi. Oko 0,8000 g (± 0,0005) rogača ekstrahiralo se s 25 mL destilirane vode u epruvetama zatvorenim gumenim čepovima s povratnim zračnim hladilom te grijalo na vodenoj kupelji pri temperaturi vrijanja vode (100ºC) sat vremena. Nakon ekstrakcije uzorci su filtrirani preko grubog filter papira i čuvani na 4ºC za daljnja određivanja. 
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Odvage:

Korčula:     0,8517

Dubrovnik: 0,8883

Pelješac:     0,8405

Vis:            0,8522

Podgora:    0,8572
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Moguéa miesta vezanja metala u tragovima,




Slika 4a(gore) i 4b(lijevo) ekstrakcija uzoraka, T. Živko
[image: image10.jpg]Struktume skupine vazne za huatanje slobodnih radikala



                      Slika 5. ekstrahirani uzorci, T. Živko

PRIRODNI FENOLNI SPOJEVI
    Fenolni spojevi, među kojima se nalaze i tanini, djeluju antioksidativno (sprječavanje oksidacijskih reakcija inhibicijom slobodnih radikala) te zbog toga imaju povoljan utjecaj na zdravlje organizma. Fenoli su poznati i po svojem antimikrobnom učinku. Dijele se na temelju: broja hidroksilnih skupina, broja metoksi skupina, te jesu li aterpenski, monoterpenski, seskviterpenski, diterpenski ili pripadaju fenilpropanskom metabolizmu. Šikiminska kiselina ključna je supstancija u onom procesu u kojem nastaju aromatski prirodni spojevi (biosintetski put preko šikiminske kiseline). Šikiminska kiselina prvi put je izolirana 1885. iz biljne vrste Illicium anisatum L. (Illiciaceae). Biogenetska uloga šikiminske kiseline u stvaranju aromatskih aminokiselina otkrivena je tijekom rada s mutirajućim sojevima bakterije Escherichia coli. Šikiminska kiselina univezalni je pekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) i višim biljkama, ali ne i u životinjskim organizmima. Primjerice, fenilalanin i triptofan su esencijalne aminokiseline za ljude, dok se tirozin može sintetizirati iz fenilalanina u jetri. Aromatske aminokiseline su građevne jedinice proteina i peptida, ali su i važni međuprodukti u biosintezi mnogih sekundarnih metabolita kao što su alkaloidi, fenoli, fenolne kiseline, fenilpropani, kumarini, flavonoidi, lignani i dr.  

    Fenilpropani su aromatski spojevi s propilnim lancem vezanim na benzensku jezgru. Često imaju oksidirani supstituent (hidroksil, metoksil) na benzenskom prstenu u para-položaju. Prirodni produkti u kojem je postrani lanac skraćen ili uklonjen također mogu nastati iz fenilpropana. Fenilpropani mogu direktno nastati iz aminokiseline fenilalanina. U tipične fenil propane ubrajamao:      
1. Cimetnu kiselinu, iz koje se dobivaju ostale kiseline naknadnim reakcijama hidroksilacije i metilacije u kojima se vežu supstituenti za benzenski prsten. Neke od najrasprostranjenijih derivata cimetne kiseline su: 4-kumarna, kavena, ferulična i sinapna kiselina. Mogu biti u slobodnom obliku ili esterificirane, primjerice s kina kiselinom u klorogenskoj kiselini. 

2.  Derivate benzojeve kiseline -Spojevi nastali iz fenilpropana skraćivanjem postranog lanca. Postrani lanac u fenilpropanskoj strukturi može se skratiti β-oksidacijom. Fenolne kiseline koje su derivati benzojeve kiseline pojavljuju se u slobodnom obliku kao i vazane u esterima i glikozidima. Poznati su i pripadajući aldehidi: vanilin (najrašireniji), anisaldehid (u eteričnim uljima), salicilaldehid i dr. 

3. Lignin – visokomolekularni fenilpropenski polimer koji zajedno s celulozom gradi drvo (17-30 %). Lignani su dimeri cimetnog alkohola koji kroz daljnje ciklizacije i modifikacije stvaraju brojne strukturne varijante. Rezultat su vezanja β-ugljikovih atoma postranih lanaca (8-8’ veza). Neolignani su takoner kondenzacijski produkti fenilpropanskih jedinica. Veza varira i uključuje samo jedan β-ugljikov atom (npr. 8-3’, 8-1’, 3-3’). 

4. Podofilotoksin i peltatini- Lignani nastali kondenzacijom dviju molekula koniferilnog alkohola. Podofilotoksin i peltatini su citotoksični lignani. Inhibiraju rast različitih vrsta tumora, a za učinak je odgovoran trans-γ- laktonski prsten. Zbog izraženih neželjenih djelovanja, ne koristi se u liječenju karcinoma. Menutim, istraživanja su dovela do dva lijeka (etopozid i tenipozid) koji se dobivaju polusintetski iz prirodnog podofilotoksina.  

5. Kumarini i furanokumarini. Derivati su 5,6-benzo-2-pirona (α-kromona). Uglavnom se međusobno razlikuju prema supstituentima vezanim na benzenskom prstenu (OH, OCH3, CH3). Ime su dobili po lokalnom imenu biljke iz kojeg je kumarin prvi put izoliran  "coumarouna" – Dipteryx odorata (Aublet) Willd (Fabaceae). Biljka je služila za popravljanje okusa i mirisa, posebice u proizvodnji alkoholnih pića (ruma). Primjena je napuštena kad je ustanovljeno da ima hepatotoksična i kancerogena svojstva. Umbeliferon i askuletin- Ovi se kumarinski derivati primjenjuju za zaštitu kože od sunca. Apsorbiraju UV zračenje 280-315 nm koje je štetno za kožu, a otpuštaju UV zračenje 315- 400 nm koje tamni kožu. Psoraleni fotoksični kumarini koji služe za liječenje vitiliga. Nalaze se u vrstama porodica: Apiaceae, Fabaceae, Moraceae i Rutaceae. 

6. Flavonoidi - su derivati 1,3-difenilpropana (C6-C3-C6). U većine flavonoida tri ugljikova atoma povezuju se s kisikom i stvaraju središnji šesteročlani heterociklični prsten. U prirodi su najrasprostranjeniji flavoni i flavonoli, a zajedno s flavanonima, antocijanidinima i isoflavonoidima čine više od 80 % poznatih flavonoidnih spojeva. Flavoni mogu biti O ili C glikozidi. O-glikozidi: apigenin-7-O-glukozid, apigenin-4’-O-glukozid, apigenin-7-O-rutinozid (ramnoglukozid), luteolin-7-O-glukozid; C-glikozidi: apigenin-8-C-glukozid – viteksin, apigenin-6-C-glukozid – izoviteksin, luteolin-8-C-glukozid – orientin, luteolin-6-C-glukozid – izoorientin. Flavonoli su O glikozidi: kvercetin-3-O-galaktozid – hiperozid, kvercetin-3-O-ramnozid – kvercitrin, kvercetin-3-O-glukozid – izokvercitrin, kvercetin-3-O-rutinozid – rutin, kemferol-3-O-glukozid – astragalin. Flavononi su karakteristični za vrste roda Citrus, prevenstveno hesperetin i naringinenin u obliku glikozida. Biflavonoidi Nastaju najčešće kondenzacijom dva jednaka ili različita flavona, primjer biflavonoida nalazimo kod ginka, a zove se amentoflavon. Flavonolignani - Kombinacija flavonoida i lignanskih struktura. Nastaju spajanjem flavonoida i fenilpropanskih struktura, najčešće koniferilnog alkohola. Flavonolignan silibin nastaje iz taksifolina i koniferilnog alkohola. 

7. Antocijani- su glikozidi koji se hidrolizom razgrađuju na aglikon antocijanidin i ugljkohidrat koji je najčešće glukoza, galaktoza ili ramnoza (rjeđe ksiloza i arabinoza). Uzrokuju boju (crvenu, ljubičastu, plavu) cvjetova, listova, plodova, stabljike i kore. Najzastupljeniji aglikoni su pelargonidin, cijanidin i delfindin. Ugljkohidrat se najčešće veže preko OH-skupine na C-3, ali mogu biti i 3,5-diglikozidi. 

8. Trijeslovine (tanini)- opisani su u sljedećem poglavlju.
ODREĐIVANJE UKUPNIH FENOLA
U postupku određivanja ukupnih fenola korišetna je Folin-Ciocalteu-ova metoda.

IZRADA REAGENSA:

20%-tna trikloroctena kiselina – izvaže se 20 g TCA i otopi u 100 mL destilirane vode. 
Folin- Ciolcateu reagens – koristi se originalan nerazrijeđen reagens

6%-tni Na2CO3 – izvaže se 6 g Na2CO3 i otopi u 100 mL destilirane vode

POSTUPAK:
200 μL razrijeđenog filtrata otpipetira se  u cilindar s ubrušenim čepom. U isti cilindar doda se 1,35 mL destilirane vode te 150 μL FC ragensa i dobro promućka. Nakon 5 minuta doda se 1,5 mL 6%-tnog Na2CO3 i dobro promućka. Cilindri se začepe i boja se razvija na 50°C 30 min. Nakon toga se cilindri ohlade (pod vodom) i apsorbancija svake otopine se mjeri na 725 nm. Pomoću baždarnog dijagrama izračuna se koncentracija ekvivalenata galne kiseline.

IZRADA BAŽDARNOG DIJAGRAMA

Razrijeđivanjem ishodne otopine napravi se koncentracijski niz mjernih otopina koncentracija

    5     (g/mL
  10    (g/mL
  20    (g/mL
  40    (g/mL
  80    (g/mL
160    (g/mL
200    (g/mL
u volumenu od 1mL. Razrjeđivanje na konačni volumen vrši se ekstrakcijskim sredstvom. Otpipetira se 200 (L mjerene otopine u cilindar s ubrušenim čepom. U isti cilinad doda se 1,35 mL destilirane vode te 150 (L FC reagensa i dobro promućka. Nakon 5 min doda se 1,5 mL Na2CO3 i dobro promućka. Cilindri se začepe i boja se razvija na 50 stupnjeva celzijusa 30 minuta. Nakon toga cilindri se ohlade i apsorbancija svake otopine se mjeri na 725 nm.

                       
OPIS
REZULTATI

	UKUPNI FENOLI
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	odvaga (g)
	V otapala (mL)
	razrjeđenje
	A1
	A2
	A3
	g/100g
	g/100g
	g/100g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	0,8517
	25
	40
	0,105
	0,112
	0,103
	2,0144
	2,1318
	1,9809
	2,0424
	0,0792
	3,8810

	dubrovnik
	0,8883
	25
	40
	0,158
	0,2
	0,165
	2,7838
	3,4592
	2,8963
	3,0464
	0,3618
	11,8781

	pelješac
	0,8405
	25
	40
	0,275
	0,265
	0,269
	4,9307
	4,7607
	4,8287
	4,8400
	0,0855
	1,7674

	vis
	0,8522
	25
	40
	0,173
	0,2
	0,205
	3,1531
	3,6057
	3,6896
	3,4828
	0,2885
	8,2854

	podgora
	0,8572
	25
	40
	0,212
	0,205
	0,206
	3,7847
	3,6680
	3,6847
	3,7125
	0,0630
	1,6995

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	FENOLI BEZ TANINA
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	odvaga (g)
	V otapala (mL)
	razrjeđenje
	A1
	A2
	A3
	g/100g
	g/100g
	g/100g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	0,8517
	25
	4
	0,323
	0,313
	0,333
	0,5671
	0,5503
	0,5838
	0,567101
	0,0167
	2,95770

	dubrovnik
	0,8883
	25
	4
	0,519
	0,556
	0,55
	0,8589
	0,9184
	0,9087
	0,895397
	0,0319
	3,56663

	pelješac
	0,8405
	25
	4
	0,233
	0,216
	0,24
	0,4216
	0,3927
	0,4335
	0,416022
	0,0209
	5,04249

	vis
	0,8522
	25
	4
	0,668
	0,618
	0,67
	1,1451
	1,0612
	1,1484
	1,118282
	0,0493
	4,41640

	podgora
	0,8572
	25
	4
	1,02
	0,998
	1,036
	1,7250
	1,6883
	1,7517
	1,721719
	0,0317
	1,84675


Interpretacija rezultata:

Prema dobivenim rezultatima evidentna je razlika u količini ukupnih fenola između navedenih lokacija. Sadržaj ukupnih fenola je najveći u uzorcima s Pelješca, a najmanji u uzorcima s Korčule. Izdvajanjem komponente tanina iz vrijednosti ukupnih fenola, vidljivo je da je sadržaj fenola najveći u uzorcima iz Podgore, a da je najmanji u uzorcima s Pelješca. 

ANALIZA VARIJANCE UKUPNIH FENOLA

H0:=Xkor≠Xdu≠Xpelj≠Xvis≠Xpod
Hipoteza=da postoji opravdana razlika između sadržaja ukupnih fenola među lokacijama

	
	Korčula
	     X2
	Dubrovnik
	     X2
	Pelješac
	     X2
	Vis
	     X2
	Podgora
	     X2

	
	2,0144

2,1318

1,9809
	4,0578

4,5445

3,9239
	2,7838

3,4592

2,8963
	7,7495

4,7608

4,8287
	4,9307

4,7607

4,8287
	24,3118

22,6642

23,3163
	3,1531

3,6057

3,6896
	9,9420

13,0010

12,6131
	3,7847

3,6680

3,6847
	14,3239

13,4542

13,5770

	Σ
	6,1271
	
	9,1393
	
	14,5201
	
	10,4484
	
	11,1374
	

	n
	              3
	                  3
	              3
	              3
	               3

	Aritm

sredina
	2,0423
	
	3,0464
	
	4,8400
	
	3,4828
	
	3,7124
	


Formule:

N=15

Suma kvadrata=>   ss= ΣX2 - (ΣX)2/n 

	
	        n-1
	         SS
	         s2
	   Fexp
	   Ftb(5%)
	      Ftb(1%)

	UKUPNO
	15-1=14
	      12,89
	
	  3,1074/0,0460

=     67,50
	         3,48
	         5,99

	Između grupa (lokacije)
	5-1=4
	      12,42
	     3,1074
	
	
	

	Unutar grupa (ostatak)
	14-4=10
	      0,4603
	     0,0460
	
	
	


Interpretacija rezultata:

Na temelju dobivenih razultata Fexp vrijednosti te usporedbom s tabličnim F vrijednostima vidljivo je da postoje statistički značajne razlike u sadržaju fenola među različitim lokacijama, te se nulta hipoteza prihvaća s 99% sigurnosti.

USPOREDBA PAROVA NAKON ANALIZE VARIJANCE:

1.)H0:= da su udjeli ukupnih fenola između Korčule i Dubrovnika različiti
D=│6,1271-9,1393│=3,0176

texp=D/sD=17,2434

sD=√[(n1+n2)·s2ostatka/(n1·n2)]=0,175

ttb(5%)=2,23

ttb(1%)=3,17

Zaključak: S 99% sigurnosti može se zaključiti da postoje značajne razlike u sadržaju fenola u rogačima  s lokaliteta Korčule i Dubrovnika te da je veći sadržaj fenola u rogaču iz Dubrovnika.

2.)H0:= da su udjeli ukupnih fenola između Korčule i Pelješca različiti
D=│6,1271-14,5210│=8,393

texp=D/sD=53,67

sD=√[(n1+n2)·s2ostatka/(n1·n2)]=0,175

ttb(5%)=2,23

ttb(1%)=3,17

Zaključak: Sa 99% sigurnosti može se zaključiti da postoje signifikantne razlike u sadržaju fenola u rogačima s lokaliteta Korčule i Pelješca te da je veći sadržaj fenola u rogaču s Pelješca.

3.)H0:= da su udjeli ukupnih fenola između Visa i Podgore različiti
D=│10,4484-11,1374│=0,689

texp=D/sD=3,9371

sD=√[(n1+n2)·s2ostatka/(n1·n2)]=0,175

ttb(5%)=2,23

ttb(1%)=3,17

Zaključak: Sa 99% sigurnosti može se zaključiti da postoje razlike u sadržaju fenola u rogačima s lokaliteta Vis i Podgora te da je veći sadržaj fenola u rogaču iz Podgore.

TANINI (TRJESLOVINE)

Trjeslovine (tanini) su heterogena skupina prirodnih spojeva vrlo rasprostranjenih u biljnom svijetu. Prema kemijskoj strukturi fenolni su derivati, a mogu se podijeliti u dvije glavne skupine:

1. trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini, elegtanini)

2. kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine) tzv. proantocijanoli

Katehinske trjeslovine mogu se podijeliti na oligomerne i polimerne proantocijanidine. Trjeslovine koje mogu hidrolizirati su esteri fenolnih kiselina (galne ili elagne kiseline) i ugljikohidrata, najčešće glukoze.

Galotanini i elegtanini

Galotanini su esteri galne kiseline i glukoze. Najjednostavniji je glukogalin. Galna kiselina nastaje iz šikiminske kiseline direktnom dehidrogenacijom 3-dehidroksi-šikimske kiseline.

Kondenzirane trjeslovine

Osnovni strukturni element kondenziranih trjeslovina (proantocijanidina) kao polimernih spojeva je flavan-3-ol: katehin i epikatehin (OH 3-α), galokatehin I epigalokatehin (OH 3-α), i fisetidin (s 4 OH-skupine). Nastaju oligomeri i polimeri, koji mogu imati i 50 monomernih jedinica.

Zbog različitosti struktura ova grupa spojeva, baš kao i flavonoidi, pokazuje raznolika farmakološka djelovanja: vežu se za makromolekule što može biti reverzibilno i ireverzibilno. Vezanjem se postiže učinak stezanja, pa se zato kaže da su tanini općenito adsringentni. Jačina vezanja diktira upotrebu. Vrlo jaki adstringensi mogu oštetiti tkivo, a takvi se tanini koriste stoljećima kao sredstvo za štavljenje kože. Slabiji adstringensi korisni su kod proljeva, krvarenja (npr. paradentoze) i manjih ozljeda kože. Enzimskom inhibicijom poput hijaluronidaze i 5-lipooksigenaze povoljno djeluju kod jake upale. Neki su tanini vrlo toksični, poput tanina mladih listova hrasta koji redovito uzrokuju smrt stoke koja ih konzumira. Slučajevi trovanja u ljudi nisu opisani.

ODREĐIVANJE TANINA

Postupak

Oko 30 mg PVPP-a (polivinilpolipirolidon) odvaže se u Falkonicu. Na to se doda 2 mL destilirane vode, promućka da se dobije suspenzija, a onda se doda  2 mL ekstrakta. Dobro se promućka i ostavi stajati na hladnom 30 min uz povremeno snažno mućkanje. Nakon toga suspenzija se centrifugira 10 min na 3000 okretaja i filtrira kroz obični filter papir. U filtratu se zatim odrede ukupni fenoli FC metodom. To su fenolne komponente osim tanina koji se talože s PVPP-om. Razlika u količini UF bez taloženja i onih nakon taloženja s PVPP-om daje količinu tanina u ekstraktu.

REZULTATI

	TANINI
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	g/100g
	g/100g
	g/100g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	1,4473
	1,5815
	1,3970
	1,4753
	0,0953
	6,4648

	dubrovnik
	1,9248
	2,5408
	1,9875
	2,1510
	0,3389
	15,757

	pelješac
	4,5090
	4,3679
	4,3951
	4,4240
	0,0748
	1,6917

	vis
	2,0080
	2,5445
	2,5411
	2,3645
	0,3087
	13,0568

	podgora
	2,0596
	1,9797
	1,9330
	1,9908
	0,0640
	3,2175


Interpretacija rezultata:

Prema dobivenim rezultatima vidljive su znajačne razlike u sadržaju tanina među rogačima s različitih lokaliteta. Uzorci s Pelješca sadrže značajno veću količinu tanina od ostalih. Najmanje tanina sadrže uzroci rogača s Korčule, a najviše s Pelješca. Prema prethodno dobivenim rezultatima vidljivo je da rogač s Pelješca sadrži veći udio tanina, a manji odio ostalih fenola. Sa zdravstvenog aspekta na utjecaj ljudi ili životinja, kod dispeptičkih tegoba najbolji u prehrani bi bio rogač s Pelješca zbog najvećeg udjela tanina.

POLIFENOLI – ANTIOKSIDANSI
    Polifenoli su grupa spojeva u vodi topljivih biljnih pigmenata: 1. flavonoidi-poznati po antioksidativnom učinku; 2. katehini- nalazimo ih u čajevcu, dokazano smanjuju oštećenja DNA i rast tumora, štite DNA od promjena uzrokovanih štetnim utjecajem UV zraka. Antioksidansi iz zelenog čaja, uključujući i vitamine C i E usporavaju starenje kože pa je zeleni čaj sve češće jedan od glavnih sastojaka kozmetičkih proizvoda; 3. resveratrol – iz pokožice crnog grožđa otkriven je 1992. godine, prirodni je fungicid koji ima antivirusno i protutumorsko djelovanje, djeluje kao antioksidans. Njegova uloga je također i kardioprotektivna, a djelovanje se sastoji u inhibiciji agregacije trombocita i smanjenju koncentracije lipida u stanjima hiperlipidemije; 4. antocijanidini.     
    Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u sjemenkama, koži ili kori voća, kori drveća, lišću i cvijeću. Naravno da i velik broj ljekovitih biljaka sadržava flavonoide koji imaju izraženu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost. Zato se flavonoidima pripisuju i mnoga terapijska djelovanja, npr. antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno, a znatno utjeću na boju i okus hrane.   

    U samim biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao fotoreceptori te kao agensi za privlačenje pozornosti, odbijanje hrane i za zaštitu od UV zračenja. Do danas je identificirano više od 6400 flavonoida. Očito su to spojevi koji imaju važnu ulogu u održavanju i zaštiti životnih funkcija biljaka, a uzeti putem hrane, imaju sličnu ulogu i za druga živa bića.

    Zaštitna uloga flavonoida u biološkim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja (“hvatanja”) elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih metala (Fe2+, Cu2+, Zn2+ i Mg2+), aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (inhibiraju aktivnost hijaluronidaze, ciklooksigenaze, lipooksigenaze, fosfolipaze, histidin dekarboksilaze, aldolaza-reduktaze, a inducirati aktivnost arilhidrolaze, epoksid hidrolaze). To mnogostruko djelovanje vjerojatno je odgovorno za ukupnu učinkovitost tih spojeva, no u određenim eksperimentalnim uvjetima ono predstavlja teškoću u određivanju odnosa struktura–aktivnost (SAR). Istraživanja SAR-a posljednjih 15 godina su pokazala da postoji veza između pojedinih strukturnih komponenata i svojstva hvatanja radikala, stvaranja kelatnih kompleksa i antioksidacijske aktivnosti. Ti nalazi omogućuju bolje razumijevanje antioksidacijskog i prooksidacijskog djelovanja flavonoida i daju prihvatljiva predviđanja utjecaja strukturne promjene tijekom metabolizma. Daljnji napredak tih istraživanja vodi razvoju hranjivih produkata i polusintetskih analoga bitnog antioksidacijskog i minimalno štetnog djelovanja. Mehanizam djelovanja flavonoida na molekularnoj razini u biološkim sustavima nije potpuno razjašnjen, kako zbog velike razlike u kemijskim svojstvima, tako i zbog njihove velike strukturne heterogenosti.

   U svakom organizmu postoji ravnoteža između oksidativnog stresa, tj. oštećenja koje radikali i oksidansi izazivaju na površinskim membranama i receptorima i antioksidativne reparacije. Ako izostane antioksidacijska zaštita protiv nastajućih slobodnih radikala, može doći do oksidativnog stresa na nekoliko načina zbog djelovanja određenih toksina ili fiziološkim stresom. Slobodni radikali i druge reaktivne vrste kisika koje uključuju peroksidni radikal-anion (O2–۰), hidroksilni radikal (OH۰), hidroperoksidni radikal (HO2۰), vodikov peroksid (H2O2) i lipidne peroksidne radikale, uključeni su u razvojne procese brojnih bolesti, kao što su: astma, tumori, kardiovaskularne bolesti, katarakta, dijabetes, gastrointestinalne upalne bolesti, bolesti jetre, makularna degeneracija, periodontalne bolesti i drugi upalni procesi. Oni pridonose starenju stanica, mutagenezi, karcinogenezi i koronarnim bolestima srca putem destabilizacije membrana, oštećenja DNA i oksidaciji lipoproteina niske gustoće (LDL). Te reaktivne vrste kisika nastaju kao normalna posljedica biokemijskih procesa u tijelu, ali i kao rezultat povećanoga izlaganja okolišnim i/ili prehrambenim ksenobioticima. Općenito, slobodni radikali vrlo su reaktivni i mogu npr. oštetiti lipidnu membranu stvarajući ugljikov radikal koji reagira s kisikom i dajući peroksidni radikal koji dalje reagira s masnim kiselinama stvarajući nove ugljikove radikale. Te lančane reakcije daju peroksidacijske produkte lipida. To znači da pokretanjem lančanih reakcija peroksidacije lipida jedan radikal može oštetiti mnoge molekule. Upravo zbog potencijalno štetne prirode slobodnih radikala u tijelu postoje različiti antioksidacijski mehanizmi obrane uključujući enzime, proteine, antioksidanse topljive u vodi i u mastima te flavonoide u svojstvu hvatača slobodnih radikala. Značenje antioksidansa u prehrani i njihova vrijednost u intervenciji i prevenciji kardiovaskularnih bolesti u posljednje su vrijeme posebno interesantni.
Francuski paradoks
Pojam “francuski paradoks” odnosi se na pojavu da stanovništvo južne Francuske manje oboljeva od kardiovaskularnih bolesti premda prehrana, u prosjeku, sadržava veću količinu zasićenih masti nego prosječna prehrana stanovništva ostalih razvijenih zemalja. Početna istraživanja toga fenomena pokazuju da konzumiranje umjerene količine alkohola, posebice vina, može smanjiti rizik od bolesti srca i do 40 %. Smatralo se da je sastojak alkohola ili neka druga komponenta crnog vina odgovorna za tu zaštitu. Kasnija istraživanja antioksidacijskih djelovanja crnog vina pokazala su da crno vino i izolirani polifenoli crnog vina inhibiraju oksidaciju LDL-kolesterola, prekidajući prvi korak stvaranja aterogeneze. Fuhrman et al. zabilježili su da i bijelo vino, koje sadržava samo mali dio polifenola karakterističnih za crno vino, zapravo povećava mogućnost izlaganja LDL-oksidaciji, najvjerojatnije zbog mogućnosti da mala količina polifenola prevlada prooksidacijska svojstva alkohola. Pretpostavlja se da polifenolni antioksidansi, kao što su flavonoidi u crnom vinu, zajedno s antioksidansima iz maslinova ulja i svježeg voća i povrća, kojim je bogata mediteranska kuhinja, mogu osigurati zaštitu protiv koronarnih bolesti srca. Određivanja sadržaja flavonoida objavljena su za vina mnogih zemalja pa tako i hrvatskih.
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Slika 6. Osnovna struktura flavonoida, Tehnologija hrane
[image: image11.jpg]120

100

V=326,20x-09872

005 01 015 02
mmol/L L-askorbinske ki




ANTIOKSIDATIVNI UČINAK FLAVONOIDA

Poznato je da slobodni radikali imaju sposobnost oštećivanja membrana stanica lančanim reakcijama. Reagiraju gotovo sa svim biološkim molekulama uzrokujući oštećenja stanica i njihovih funkcija. 
Napadaju lipide, proteine, enzime, nukleinske kiseline istovremeno uzrokujući njihovu oksidaciju. 
 Antioksidansi prekidaju lanac oksidacije.
Antioksidativni učinak očituje se u zaštiti integriteta             Slika 7. fbf; prof. dr. sc. Jozef Petrik                                                                 
stanične membrane. Flavonoidi imaju mogućnost supresije nastajanja ROS-a (reaktivnih kisikovih spojeva) inhibicijom enzima i keliranjem elemenata u tragovima koji su uključeni u procesu nastanka slobodnih radikala. Glavne strukturne značajke flavonoida važne za sposobnost hvatanja radikala jesu:
1. o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i omogućuje delokalizaciju elektrona;          
2. 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto-skupinom, što omogućuje delokalizaciju elektrona iz B-prstena;






3. hidroksilne skupine na položaju 3- i 5- koje osigu​ravaju vodikovu vezu s keto-skupinom. 
Flavonoidi djeluju kao antioksidansi mehanizmom hvatanja slobodnih radikala zbog čega nastaje manje reaktivni flavonoidni fenoksidni radikal (koji je stabilniji - nereaktivan te ne oštećuje membrane stanica).

ROO۰ + Fl-RO → OH + Fl-O۰

HO۰ + Fl-OH → H2O + Fl-O۰ 

Općenito se vjeruje da se antioksidacijsko svojstvo flavonoida temelji na njihovoj sposobnosti doniranja vodikova atoma i na taj način hvatanja slobodnih radikala generiranih u reakciji peroksidacije lipida. Zbog niskog redoks potencijala (0,23-0,75 V) flavonoidi imaju sposobnost doniranja atoma vodika te reducirati visoko oksidirane slobodne radikale s redoks potencijalom  (1,0-2,13 V) kao što su superoksidi, peroksidi, aloksidi i hidroksilni radikali. Osim hvatanja slobodnih radikala, flavonoidi ih, također, mogu stabilizirati i kelirati.      
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                                      Slika 8. Snježana P. Kazazić, Institut “Ruđer Bošković”
METODE ODREĐIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE I ANTIRADIKALSKE  AKTIVNOSTI

Da bi se odredio antioksidacijski kapacitet razvijen je velik broj metoda koje se temelje na različitim mehanizmima obrambenog sistema antioksidanasa, poput uklanjanja ili inhibicije slobodnih radikala ili kelacije metalnih iona, koji bi u suprotnom doveli do nastajanja slobodnih radikala. Zbog kompleksnih oksidacijskih procesa, potrebno je više metoda za određivanje antioksidacijskog kapaciteta, jer na osnovi samo jedne metode, dobivene rezultate ne možemo točno interpretirati i konačno ih potvrditi. Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta koriste se direktne metode (ORAC metoda, određivanje antioksidacijskog kapaciteta s 
[image: image2.wmf]b

-karotenom) i indirektne metode (DPPH, TEAC/ABTS+/, FRAP). Antioksidacijska aktivnost se najčešće mjeri TEAC-vrijednošću (Trolox equivalent antioxidant activity) koja je definirana kao mmol dm-3 koncentracija otopine, u vodi topljivog analoga vitamina E, troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), ekvivalentne antioksidacijske aktivnosti kao i 1 mmol dm-3 otopina ispitivanog flavonoida. Antiradikalska aktivnost (AR) flavonoida određuje se njihovom sposobnošću reagiranja s određenim radikalima, npr. mjerenjem obezbojenja stabilnog 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilnog radikala (DPPH).
SPOSOBNOST VEZANJA RADIKALA (DPPH metoda)
Određivanje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala (doniranja vodika). 
DPPH (1,1-difenil-2 pikril-hidrazil) je stabilni slobodni radikal, koji zbog svog nesparenog elektrona intenzivno apsorbira u vidljivom dijelu spektra (ljubičasta boja) pri valnoj duljini 517 nm.

Antiradikalska aktivnost ispitivanog spoja očituje se obezbojenjem otopine DPPH-radikala koja je posljedica njegove redukcije.
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                          Slika 9. DPPH-radikal reakcija s falvonoidima, fbf; prof. dr. sc. Jozef Petrik
REAGENSI

-otopina DPPH

-1,8 mg DPPH otopiti u 25 mL metanola. Svaki dan potrebno je napraviti svježu otopinu.

POSTUPAK

Za određivanje kapaciteta neutralizacije slobodnih radikala potrebno je ekstrakte razrijediti x puta. U Falcon kivete (15 mL) otpipetira se 500 µL ekstrakta i 1,0 mL vode. Zatim se u svaku kivetu otpipetira 1,5 mL otopine DPPH. U trenutku kada se u prvu kivetu otpipetira DPPH treba uključiti “štopericu”. Nakon dodatka DPPH svaki je uzorak potrebno promućkati! Nakon 30 min mjeri se apsorbancija otopina (At=30) i to onim redoslijedom kojim je u njih dodavan DPPH. Otopina koja pokazuje početnu apsorbanciju (At=0) priredi se miješanjem jednakih volumena DPPH i metanola (1,5 mL).
RAČUN
postotak neutralizacije (%)=[(At = 0 - At = 30)/At = 0] × 100

Postotak neutralizacije slobodnih radikala u otopini proporcionalan je smanjenju apsorbancije

mjerene otopine (uzorak + DPPH) i računa se prema prikazanoj jednadžbi. Rezultati se izražavaju kao mol-ekvivalenti L-askorbinske kiseline (baždarni dijagram). 

(Askorbinska kiselina je jaki antioksidans koji djeluje u in vitro i in vivo uvjetima. 
Djeluje kao eliminator slobodnih radikala. 
Reducira kisikove, azo i tiolne radikale.)
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    REZULTATI

	DPPH TEST
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Odvaga
 (g)
	V otapala (mL)
	Razrj.
	A0
	A1
	A2
	A3
	ΔA1
	ΔA2
	ΔA3
	mol/g
	mol/g
	mol/g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	0,8517
	25
	100
	0,729
	0,537
	0,533
	0,528
	26,3374
	26,8861
	27,5720
	42,8278
	43,7146
	44,8232
	43,7885
	0,9997
	2,2831

	dubrovnik
	0,8883
	25
	100
	0,729
	0,426
	0,43
	0,44
	41,5637
	41,0150
	39,6433
	64,6590
	63,8087
	61,6830
	63,3836
	1,5329
	2,4184

	pelješac
	0,8405
	25
	100
	0,729
	0,393
	0,392
	0,379
	46,0905
	46,2277
	48,0109
	75,7502
	75,9749
	78,8955
	76,8735
	1,7546
	2,2825

	vis
	0,8522
	25
	100
	0,729
	0,426
	0,399
	0,397
	41,5637
	45,2674
	45,5418
	67,3981
	73,3807
	73,8239
	71,5342
	3,5888
	5,0169

	podgora
	0,8572
	25
	100
	0,729
	0,41
	0,415
	0,405
	43,7585
	43,0727
	44,4444
	70,5295
	69,4281
	71,6310
	64,0082
	13,0735
	20,4247


Interpretacija rezultata:

Prema dobivenim rezultatima vidljiva je razlika u antiradikalskom učinku među uzrocima, a najjači učinak neutralizacije slobodnih radikala imaju uzorci rogača s Pelješca.

SPOSOBNOST VEZANJA RADIKALA (TEAC metoda)

TEAC-vrijednost

Za neki antioksidans ona predstavlja sposobnost sparivanja slobodnog elektrona plavo-zelenog ABTS radikal-kationa, koji apsorbira u bliskom IR-području na 734, 645 i 815 nm u odnosu na tu sposobnost troloxa. Antioksidansi smanjuju apsorpciju na 734 nm i to se smanjenje iskorištava za određivanje antioksidacijske aktivnosti.

REAGENSI

1. ABTS ishodna otopina

Napravi se 7 mM otopina ABTS-a u destiliranoj vodi (odvagati 38,4 mg ABTS-a i otopiti u 10 mL destilirane vode)

2. otopina kalijevog persulfata (K2S2O8)

Potrebno je napraviti 2,45 mM otopinu K2S2O8 (odvagati 66,2 mg K2S2O8 i otopiti u 100 mL destilirane vode)

3. priprema otopine ABTS radikala

Otopine ABTS-a i kalijevog persulfata pomiješaju se u jednakim omjerima. Pri tome momentalno počinje stvaranje ABTS radikala – očituje se nastankom zeleno-plavog obojenja. Reakcija je završena tek nakon više od 6 sati. Zato je otopinu potrebno držati 12 sati u mraku do nastanka konačnog intenziteta boje. Nakon 12 sati otopina se razrijedi tako da njena apsorbancija bude 0,700±0,020. U našem slučaju 1 mL otopine ABTS radikala razrijeđen je dodatkom 43 mL destilirane vode. A732 nm = 0,709

POSTUPAK:

Reakcijska smjesa (mjerna otopina ) radi se miješanjem 300 µL adekvatno razrijeđenog uzorka i 2,5 mL otopine ABTS radikala. Apsorbancija se mjeri (kao i za uzorke) nakon tri minute (A3min). A0 (tj početna apsorbancija u vremenu 0 se određuje miješanjem 300 µL vode i 2,5 mL otopine ABTS radikala. Rezultati se iskazuju kao ekvivalenti Trolox-a (vodotopljivi oblik vitamina E) koji se pomoću baždarnog dijagrama očitaju preko postotka gašenja početne apsorbancije ABTS radikala.

TROLOX STOCK OTOPINA I IZRADA BAŽDARNOG DIJAGRAMA

Potrebno je pripremiti 20 mL otopine koncentracije 1 mg/mL (otopiti u 96%-tnom etanolu) (stock 1). Otopina stock 2 priprema se razrjeđivanjem stock 1 10 puta (2,5 mL razrijediti na 25 radne otopine priprema se razrjeđivanjem (enanolom) sljedećih volumena  stock otopine na 10 mL. Reakcijska smjesa (mjerna otopina) priprema se miješanjem 300 μL radne otopine Troloxa i 2,5 mL otopine ABTS radikala. Apsorbancija se mjeri (kao i za uzorke) nakon tri minute.

	V stock otopine (mL)
	  koncentracija radne    otopine (μg/mL)
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REZULTATI

	TEAC TEST
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	odvaga (g)
	V otapala (mL)
	Razrj.
	A0
	A1
	A2
	A3
	ΔA1
	ΔA2
	ΔA3
	g/100g
	g/100g
	g/100g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	0,8517
	25
	100
	0,686
	0,564
	0,614
	0,613
	17,7842
	10,4956
	10,6414
	2,9003
	1,7223
	1,7458
	2,1228
	0,67344
	31,7235

	dubrovnik
	0,8883
	25
	100
	0,686
	0,521
	0,532
	0,539
	24,0524
	22,4489
	21,4285
	3,7522
	3,5037
	3,3456
	3,5338
	0,2049
	5,8003

	pelješac
	0,8405
	25
	100
	0,686
	0,37
	0,36
	0,359
	46,0641
	47,5218
	47,6676
	7,5707
	7,8094
	7,8333
	7,7378
	0,1452
	1,8768

	vis
	0,8522
	25
	100
	0,686
	0,448
	0,446
	0,44
	34,6938
	34,9854
	35,86006
	5,6300
	5,6771
	5,8184
	5,7085
	0,0980
	1,7173

	podgora
	0,8572
	25
	100
	0,686
	0,439
	0,432
	0,435
	36,0058
	37,0262
	36,5889
	5,8079
	5,9718
	5,9015
	13,5677
	15,3477
	113,1206


Interpretacija rezultata:

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da postoji razlika u antioksidativnom učinku uzoraka gdje uzorci iz Podgore i Pelješca sadržajavju najbolji antioksidacijski učinak.

REDUKTIVNA SPOSOBNOST (FRAP METODA)

FRAP metoda

FRAP metodu razvili su Benzie (1996) i Benzie i Strain (1996). Metoda se bazira na reakciji redukcije žuto obojenog kompleksa željezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri čemu nastaje plavo obojeni produkt. Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri pH=3,6 kako bi se zadržala dobra topljivost željeza. Pri nižim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogućuje prijenos elektrona, a ujedno će se povećati redoks potencijal, koji će dodatno omogućiti pomak reakcije u smjeru prijenosa elektrona. Redoks potencijal reakcije Fe3+/Fe2+ iznosi 0,77 V i svi spojevi s nižim redoks potencijalom, ulazit će u reakciju redukcije željeza te tako doprinijeti konačnom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta.
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                    Slika 10. Reakcija redukcije željezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ),  pbf.???
REAGENSI:

1. 20 mM TPTZ – otopiti 124,9 mg TPTZ-a u 20 mL 40 mM HCl

2. 40 mM HCl – najprije se pripremi otopina 0,4 M HCl razrjeđivanjem 3,312 mL konc HCl u 100 mL destilirane vode. Razrjeđivanjem 0,4 M HCl 10 puta dobije se 40 mM HCl (0,04 M)

3. 20 mM FeCl3 – priprema se otapanjem 324,4 mg FeCl3 u 100mL destilirane vode. (Obavezno koristiti rukavice!)
4. acetatni pufer – 0,3 M pufer; pH = 3,6. Priprema se miješanjem 50 mL 0,3 M octene kiseline i cca 4 mL 0,3 M NaOH. (podešavati pomoću pH-metra). 0,3 M octena kiselina – razrijediti 1,731 mL octene konc. na 100 mL. 0,3 M NaOH – 1200 mg NaOH otopiti u 100 mL destilirane vode.
5. FRAP reagens– pomiješati 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine FeCl3 i 2,5 mL TPTZ-a. Pripremati svježe svaki dan! Ukoliko se dnevno radi velik broj uzoraka pripremiti ga u dva puta. Po potrebi profiltrirati jer se uzorci inače zamute. Bitno je da sve bude bistro.

PRINCIP

Metoda se temelji na redukciji Fe(III)-tripiridiltriazin kompleksa (žute boje) u njegov reducirani Fe(II)-oblik (plave boje) u prisutnosti antioksidansa. 
Redukcija se prati porastom apsorbancije (λ = 593 nm).

POSTUPAK

Reakcijska smjesa izrađuje se miješanjem 2,7 mL FRAP reagensa, 270 µL destilirane vode i 150 µL adekvatno razrijeđenog ekstrakta. Smjesa se inkubira na 37 °C i apsorbancija smjese mjeri se nakon točno 40 min na 593 nm. Važno je svaki put napraviti i slijepu probu koja umjesto ekstrakta sadrži korišteno ekstrakcijsko sredstvo. Između svaka dva mjerenja (koja se mogu izvoditi istovremeno) treba ostaviti barem 3 min razmaka tako da su svi mjereni uzorci inkubirani točno 3 min (nakon 40 min inkubacije boja još uvijek nije u potpunosti stabilna!) Rezultati se iskazuju kao ekvivalenti FeSO4 (baždarni dijagram).
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REZULTATI

	FRAP
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	odvaga (g)
	V otapala (mL)
	razrjeđenje
	A1
	A2
	A3
	mg/kg
	g/100g
	g/100g
	average
	stdev
	RSD

	korčula
	0,8517
	25
	50
	0,281
	0,297
	0,275
	4,2297
	4,4630
	4,1422
	4,2783
	0,1658
	3,8756

	dubrovnik
	0,8883
	25
	50
	0,231
	0,247
	0,271
	3,3564
	3,5801
	3,9156
	3,6174
	0,2814
	7,7803

	pelješac
	0,8405
	25
	50
	0,666
	0,651
	0,628
	9,9743
	9,7527
	9,4128
	9,7133
	0,2827
	2,9112

	vis
	0,8522
	25
	50
	0,417
	0,428
	0,391
	6,2090
	6,3693
	5,8301
	6,1361
	0,2768
	4,5119

	podgora
	0,8572
	25
	50
	0,335
	0,363
	0,347
	4,9848
	5,3905
	5,1587
	5,1780
	0,2035
	3,9301


Interpretacija rezultata

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da postoje razlike u antioksidacijskom učinku između uzoraka, a najveći učinak je u uzorcima rogača s Pelješca. 

KORELACIJA IZMEĐU UDJELA UKUPNIH FENOLA I ANTIOKSIDATIVNE     AKTIVNOSTI
Testiranjem korelacije (međuodnosa) između udjela ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti procijenjena je jačina veze između ove dvije varijable, tj. postoji li povezanost u sadržaju fenola i antioksidativne aktivnosti. Za račun su uzete prosječne vrijednosti sadržaja fenola te rezultata DPPH, Frap i TEAC metode. U računu je korišten t-test u svrhu testiranja nulte hipoteze.

H0: r≠0 

Hipoteza = da postoji povezanost između udjela ukupnih fenola i antioksidativnog učinka, tj. da varijabla x ima utjecana na varijablu y.

	Korčula
Dubrovnik
Pelješac
Vis
Podgora
	FENOLI

2,0424

3,0464

4,8400

3,4828

3,7125
	    X2
4,1713

9,2805

23,4256

12,1298

13,7826
	DPPH

43,7885

63,3836

76,8735

71,5342

64,0082
	      X2
1917,4327

4017,4807

5909,5350

5117,1417

4097,0496
	FRAP

4,2783

3,6174

9,7133

6,1361

5,1780
	     X2
18,3038

13,0855

94,3481

37,6517

26,8116
	TEAC

2,1228

3,5338

7,7378

5,7085

13,5675
	     X2
4,5062

12,4877

59,8735

32,5869

184,0770

	  ΣX
	17,1241
	
	319,588
	
	28,9231
	
	32,6704
	

	  ΣX2
	
	62,7898
	
	21058,6397
	
	190,2007
	
	293,5313

	    ss
	4,1428
	
	631,3417
	
	22,8915
	
	80,0602
	


Račun prema formulama

n=5

ss= ΣX2 - (ΣX)2/n 

Spxy= ΣXY- (ΣX· Σy)/n

r=   Spxy/√SSx∙SSy

texp=r∙√(n-2)/(1-r2)

dobiveni kolrelacijski koeficijenti:

1. FENOLI/DPPH   r1=0,9157    texp=3,9467   -prihvaćamo H0 sa 95% sugurnosti

2. FENOLI/FRAP   r2=0,8531    texp=2,832     -prihvaćamo H0 sa 99% sigurnosti

3. FENOLI/TEAC   r3=0,5991   texp=1,2959    -prihvaćamo H0 sa 99% sigurnosti

ttab(5%)=3,18    ttab(1%)=5,84

Interpretacija rezultata:

Na temelju dobivenih rezultata sa sigurnošću se može tvrditi da postoji povezanost između udjela ukupnih fenola i antioksidativnog učinka.

GLAVNI ZAKLJUČAK 
   Mediteransko voće poznato je da u svome sastavu sadrži veće količine fenola. Istraživanja na agrumima su pokazala da prosječno sadrže od 0,1- 2g fenola na 100g težine svježeg voća. Ovim eksperimentom je utvrđeno pomoću Folin-Ciocalteu-ova metode da rogač sadrži više ukupnih fenola nego agrumi. U rogača najveći udio u ukupnim fenolima imaju tanini. Udio ukupnih fenola i tanina mezokarpa rogača signifikantno se razlikuje ovisno o raličitim lokalitetima, tj. raziličitim klimatskim i pedološkim uvjetima u kojima biljke rastu. Utvrđeno je da mezokarp rogača s Pelješca sadrži prosječno najviše ukupnih fenola u odnosu na ostale ispitivane lokalitete, tj. 4,48g/100g ukupnih fenola, od toga 4,42g/100g tanina. Rogač, kao jedna od namirnica koja ima dokazano veći udio fenola, posebice tanina, zapostavljena je u ljudskoj i stočnoj prehrani, a proizvodnja ove namirnice u Hrvatskoj je u opadanju. Polifenoli su se dokazali u brojnim istraživanjima kao spojevi vrlo važni za metabolizam i zdravlje. DPPH, Frap i TEAC testovima utvrđeno je da razlike u antiradikalnom učinku ovise o sadržaju fenola u mezokarpu rogača, tj. što je veća količina ukupnih fenola jači je i antiradikalni učinak. Korištenje rogača u prehrani, zbog navedenog sastava, može vrlo povoljno utjecati na ljudsko zdravlje, pogotovo na probavni sustav pružajući antioksidativnu zaštitu stanicama u organizmu. 
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