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1. UVOD

Jarebika je bobicasto voce koje pripada porodici Rosaceae, rod Sorbus. Ovisno o vrsti,
u prirodi se nalazi kao grm ili kao drvo, a specifi¢na je po jarko crvenim, Sjajnim, okruglim

plodovima.

Neopravdano je zanemareno koristenje ove biljke, kako njezinih plodova, tako 1 lis¢a i cvijeca.
Pretpostavlja se da, zbog sadrzaja polifenolnih spojeva, ima visoki antioksidativni i
antimikrobni potencijal. Sirovi plodovi jarebike se, zbog sadrzaja parasorbinske kiseline i
hidrogen cijanida smatraju toksi¢énim za zdravlje ljudi. Toplinskom obradom i preradom
plodova u dzemove, sokove i slicne prehrambene proizvode, kao i susenjem ili potapanjem

plodova u otopini octa, toksi¢ni ué¢inci navedenih spojeva se smanjuju (MIcek i sur., 2014).

Dana$nji uzurban nacin zivota ljudi zahtijeva, izmedu ostalog, prehranu bogatu
antioksidansima kako bi se smanjio u¢inak oksidativnog stresa u organizmu. BobiCasto voce
predstavlja odli¢an izvor prirodnih antioksidansa, a konzumacija u adekvatnoj koli¢ini
smanjuje rizik od kroni¢nih bolesti poput pretilosti, dijabetesa tipa 2, kardiovaskularnih bolesti
i nekih vrsta raka (Bincy i sur., 2017). Brojna istraZivanja usmjerena su na moguc¢nost upotrebe
ekstrakata bobiCastog voca kao dodatka prehrani, poput aronije i goji bobica. Jarebika,
autohtona biljka naSeg podruc¢ja s bogatim nutritivnim sastavom 1 obec¢avaju¢im
antioksidativnim kapacitetom, potencijalno je iskoristiva u farmakolosko-prehrambenoj

industriji, zbog Cega je predmet ovog istrazivanja.

Cilj ovog rada je odredivanje osnovnog kemijskog sastava, udjela pojedinih mineralnih
elemenata i antioksidativnog potencijala u uzorcima ploda jarebike, sakupljenih na lokacijama
na podrucju Velebita i Gorskog kotara na kojima su autohtono prisutne. U tu svrhu primijenjene
su sljede¢e metode: odredivanje udjela vode, odredivanje udjela pepela, odredivanje udjela
masti metodom po Soxhletu, odredivanje udjela ukupnih Secera, odredivanje udjela proteina
metodom po Kjeldahlu, odredivanje ukupnih fenola, odredivanje antioksidativnog kapaciteta
DPPH i FRAP metodom i odredivanje mineralnih elemenata masenom spektrometrijom s
induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS). Rezultati ovog rada bit ¢e usporedeni s

rezultatima sli¢nih istraZivanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JAREBIKA

Jarebika (Sorbus aucuparia) je drvo prirodno Siroko rasprostranjeno u europskim
planinskim regijama i uzgojeno kao ukrasno bilje u parkovima i vrtovima diljem Europe i
Sjeverne Amerike zahvaljujué¢i dekorativnom li§¢u, bogatim cvjetovima i jarko obojenim
plodovima (Slika 1). Prvi zabiljezeni podaci koristenja jarebike datiraju iz 6650—6400 godine
pr. Kr. na podru¢ju danasnje juzne Svedske (Regnell i sur., 1995). Plodovi se konzumiraju
sirovi 1li preradeni u dzemove 1 pica. Vece koli¢ine sirovih plodova mogu biti toksi¢ne zbog
sadrzaja parasorbinske kiseline. Koli¢ina parasorbinske kiseline pozitivno korelira s gor¢inom
ploda pa ovo ne vrijedi za slatke, prezrele plodove. Plodovi jarebike koriste se u tradicionalnoj
medicini za lije¢enja brojnih stanja poput bolesti jetre i bubrega te gastrointestinalnih smetniji.
U nekim zemljama, jarebika se Kkoristila i kao sredstvo za regulaciju Secerne bolesti (Soltys i
sur., 2020; Savikin i sur., 2017).

Slika 1. Plodovi jarebike (izvor: Anonymous, 2022 )

U Hrvatskoj se, o jarebici, tijekom povijesti vrlo malo pisalo, iako je u ostatku Europe i svijetu
bila poznata. Prvi pisani trag o jarebici i njezinoj rasprostranjenosti u Hrvatskoj pronaden je u

radu Ettinger (1889) Priegled drveca i grmlja od osobite vrsti, koje raste u perivoju Maksimiru
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kada je o njoj napisao sljedece: “Sorbus aucuparia (Vogelbeerbaum), jarebika, drvo domace;
raste po brdih, ima liep crljeni plod.*. Nazalost, danas se u cijelom Maksimiru ne moze pronaci

niti jedno drvo jarebike.

Jarebika je relativno jednostavna vrsta za uzgoj u kontinentalnom dijelu Republike Hrvatske s

obzirom na to da dobro tolerira oneciS¢enje zraka, niske temperature i veée koli¢ine vode

(Drvodeli¢, 2019).

2.1.1. Botanicka pripradnost i dendroloski opis jarebike

Rod Sorbus L. pripada porodici Rosaceae, potporodici Pomoideae i obuhvaca do 250
vrsta listopadnog drveca i grmlja rasprostranjenog na sjevernoj polutci. Ime roda Sorbus L.
dolazi od latinske rijeci sorbum, §to je bio naziv za plodove prave oskoruse (Sorbus domestica
L.). Vrste Sorbus mogu se podijeliti u 3 podroda: jarebike i oskoruse (Sorbus L. subg.
Aucuparia i Cormus), mukinje i mukinjice (Sorbus L. subg. Aria i Chamaemespilus) i brekinje
(Sorbus L. subg. Torminaria). Vrste roda Sorbus L. razli¢itih su visina, od niskog grma do
srednje visokog stabla. Ime vrste aucuparia potjece iz latinskog jezika od rijeci avis, $to znaci
ptica i capio, $to zna¢i hvatam, jer su se u proslosti plodovi jarebike Kkoristili kao mamci u

zamkama za hvatanje ptica (Drvodeli¢ 1 sur., 2019; Sarv i sur., 2020).

Jarebika, drugog imena planinska oskorusa ili smrdeljika, raste kao stablo visine oko 15 m.
Kora drveta je sivkasta i1 glatka, kro$nja uska s uspravnim granama. Pupovi su goli, sivosmedi
s lenticelama. Listovi su razli¢itih veli¢ina, sastoje se od manjih usiljenih listica, a cvjetovi
tvore krupne, bijele cvatove. Plodovi su sitni, promjera 7-9 mm, okruglasti, u pocetku zute,

kasnije sjajnocrvene boje (Drvodeli¢, 2010; Raspe i sur., 2000).

2.1.2. Rasprostranjenost jarebike

Jarebika je najvise rasprostranjena u Europi, na sjeveru od Islanda i sjeverne Rusije
(izuzev Arktika) preko srediSnje Europe sve do njezinih juznih dijelova, poput planina sredi$nje
gpanjolske 1 Portugala, Korzike, Italije, Balkanskog poluotoka, Kavkaza i Turske na istoku,
izuzev podrucja Azora, Balearskog otocja, Krete, Farskih otoka, Sardinije i Svalbarda. U
Sjevernoj Americi ova vrsta poznata je kao ukrasno drvo, pa se moze pronaci u vrtovima i
parkovima Kanade i Sjedinjenih Americkih DrZava. Jarebika uspijeva na velikim nadmorskim

visinama, u Francuskoj do 2000 m, a u Norveskoj do 1500 m (Drvodeli¢, 2010; Raspe i sur.,



2000). Neki autori jarebiku smatraju suboceanskom vrstom (Rameau i sur., 1989), dok je drugi
svrstavaju pod vrste umjerenih temperaturnih podrucja (Preston i Hill, 1997). Ipak, i jedni i

drugi slazu se u tome da je vrsta euro-azijskog podrijetla.

U Hrvatskoj, jarebika je zabiljezena u 21 Sumskoj zajednici, od ¢ega najviSe u smrekovim,
jelovim i bukovo-jelovim zajednicama na podrucju Gorskog Kotara i Velebita. Ipak, uspijeva
i u listopadnim Sumama poput bukovih i u Sumama smreke, gdje raste kao nisko drvo koje ne
cvate. Lokaliteti na kojima je pronadena jarebika su: Vratnik, Mali Rajinac, Zavizan, Rozanski
kukovi, Lomska duliba, Sugarska duliba, VisocCica, Medacka staza, Sveto brdo, Crnopac,

Tremzina i Plitvicka jezera (Drvodeli¢ i sur., 2019), kako je prikazano na Slika 2.

Slika 2. Rasprostranjenost jarebike u Hrvatskoj s obzirom na istrazivanje Drvodeli¢ i
sur.(2019) (vlastita fotografija).

2.1.3. Karakteristike jarebike s obzirom na okoli$ne ¢imbenike

Jarebika se, s obzirom na staniste, svrstava u skupinu tolerantnih vrsta drvecéa. Slabo je
do srednje osjetljiva na poplave i visoku razinu vode. Dobro podnosi i hladnocu, a apsolutne
minimalne temperature su do -25 °C. Jarebika uspijeva u Sirokom rasponu nadmorskih visina,

cak 1do 2000 m, iz ¢ega se moZe zakljuciti da tolerira snijeg i vjetar. S druge strane, jarebika



tesko podnosi visoke ljetne temperature, premda neka istrazivanja navode dobro prezivljavanje
na ovakvim temperaturama ako one ne ukljucuju i nedostatak vlage (Drvodeli¢ i sur., 2019;
Raspe i sur., 2010).

Ova vrsta dobro podnosi oneciS¢enje zraka, stoga se moze pronaci u velikim gradovima i
urbanim sredinama. Jarebiku ne napada velik broj vrsta insekata jer ima obrambeni kemijski
mehanizam protiv defolijacije i napada insekata. Medutim, osjetljiva je na Stetnike i bolesti

koje napadaju porodicu Rosaceae (Drvodeli¢ i sur., 2019).

2.1.4. Berba i cuvanje plodova jarebike

Beru se zreli plodovi, najbolje nakon prvih jesenskih mrazova jer hladnoca pospjesuje
razgradnju toksi¢ne parasorbinske kiseline. To je manje znacajno za sorte koje daju slade
plodove, ali za one s izrazenom gor¢inom, berba nakon mrazova moze se smatrati obveznom.
Plodove je, za ¢uvanje, potrebno pripremiti susenjem, najbolje u tankom sloju u suSarama na
40 °C. Za ponovnu upotrebu nakon suSenja, potrebno ih je napariti kako bi omeksali i upili
vlagu (Drvodeli¢ i sur., 2019). Konzerviranje plodova jarebike zamrzavanjem nije istrazeno,
iako se, prema podacima o skladiStenju zamrzavanjem drugog bobicastog voca, moze zakljuciti
kako je takav nain skladiStenja adekvatan za mikrobioloSku sigurnost, ali i ocuvanje
nutritivnog bogatstva bobica. Zamrzavanje ne utjece na antioksidativni kapacitet i razine

vitamina C i fenola (Mullen i sur, 2002).

2.1.5. Upotreba jarebike

Razni dijelovi biljke koriste se u razli¢ite svrhe. Drvo jarebike upotrebljava se u drvnoj,

koZnoj, te prehrambenoj industriji.

Dijelovi jarebike, poput kore drveta, lis¢a, cvijea i ploda pokazuju ljekovita svojstva, zbog
Cega se koriste u narodnoj medicini. Prema nekim istraZivanjima plodovi jarebike imaju
antimikrobno, antireumatsko, antisepticko, dijabeticko i diureticko djelovanje, ali i mnoga
druga (Drvodeli¢ i sur., 2019, Zymone i sur., 2018). Oni su jestivi te se preraduju u brojne

prehrambene proizvode, likere i destilate.

Koliko je povijesno poznato, upotreba plodova jarebike u smislu hrane/prehrane zapocinje kao
hrana (lijek) za bolesne koze (Drvodeli¢ i sur., 2019). Koze rado jedu plodove, ali i lis¢e te

izbojke jarebike. Nadalje, u narodnoj medicini koristi se za lijeCenje gastrointestinalnih
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poremecaja i bronhitisa (Bobainate i sur. 2020). Takoder, pripremao se ¢aj i od drugih dijelova
biljke, primjerice li§¢a, pa se takav koristio za lijeCenje gastrointestinalnih smetnji, $to ne cudi,
s obzirom na to da listovi jarebike imaju purgativno djelovanje (Drvodeli¢ i sur., 2019).
Kompot od jarebike, odnosno zele ili sok od plodova dobar su izvor vitamina C, stoga se mogu
koristiti za lijeCenje deficita navedenog vitamina, odnosno otklanjanje posljedica prouzro¢enih
tim deficitom. Plodovi sadrze i Se¢erni alkohol sorbitol, koji se sporo metabolizira u organizmu
Covjeka, zbog Cega je pogodan za dijabeticare. Takoder, zahvaljujuéi inhibitornom djelovanju
fenola na aldoza reduktazu, konzumacija jarebike mozZe ublaziti simptome Secerne bolesti

poput neuropatije, nefropatije i retinopatije (Termentzi i sur., 2008).

Jarebika je vazan izvor hrane za faunu. Plodovi su znacajan izvor hrane za ptice, ali i zeCeve,
sobove, lisice, kune i ostale sisavce, narocito zimi. Lis¢e i mladi izbojci jarebike hrana su za

divlje zivotinje poput jelena (Drvodeli¢ i sur., 2019; Sarv i sur., 2020; Sottys i sur., 2020).

2.1.6. Kemijski sastav jarebike

Kemijski sastav jarebike mijenja se dozrijevanjem ploda. Zreli plodovi imaju vise
topljive suhe tvari, karotenoida i ukupnih Secera, dok nedovoljno zreli plodovi sadrze vise
vitamina C. Zreli plodovi jarebike sadrze oko 72 % vode, 6 % Secera, 1 % dusi¢nih tvari i 2,8
% organskih kiselina. Sadrzaj suhe tvari u svjezem plodu kreée se u rasponu 19-34 %, dok je
udio pepela 0,55-1,70 %. Procijenjena energetska vrijednost 100 g plodova iznosi 78 kcal
(Drvodeli¢ i sur., 2019).

Kao 1 drugo bobiCasto voce, jarebika se istiCe sadrzajem polifenolnih spojeva poput
transklorgeni¢ne kiseline, kafeinske kiseline, q-kumarinske i ferulinske kiseline. Takoder,

znacajni su 1 spojevi iz skupine antocijana te flavonoida.

Parasorbinska kiselina vazan je inhibitor klijanja. U vocu i sjemenkama jarebike nalazi se u
koncentracijama 4-7 mg/g, odnosno 0,08-0,12 mg/g. Nadrazuje sluznicu zeluca i, u ve¢im
koli¢inama, moze izazvati gastrointestinalne smetnje 1 ostetiti bubrege. Ona plodu jarebike daje
okus gor¢ine, stoga je pozeljno izbjegavati konzumaciju sirovih gorkih plodova. Parasorbinska
kiselina osjetljiva je na promjene temperature zbog ¢ega grijanje ili zamrzavanje ¢ini plodove
jarebike sigurnima za konzumaciju, ako su plodovi ubrani nakon prvog mraza. U kultiviranim

hibridima jarebike, parasorbinska kiselina gotovo je odsutna (Sarv i sur., 2020).



Druga toksi¢na komponenta koja se moze pronaci u plodovima jarebike je cijanogeni glikozid
prunazin, derivat aminokiseline fenilalanina. Potencijalna toksi¢nost cijanogenih glikozida
proizlazi iz njihove enzimatske razgradnje, pri ¢emu nastaje cijanovodi¢na kiselina (HCN). Iz
1 g prunazina moze se osloboditi 91,5 mg HCN. Klinicki simptomi akutne toksi¢nosti su
ubrzano disanje, pad krvnog tlaka, ubrzani puls, glavobolja, vrtoglavica, povracanje, proljev,
plavo obojena koza zbog nedostatka kisika, konvulzije. Cijanovodi¢na kiselina iz sjemenki
plodova jarebike, kada dosegne razinu 2-3 mg/L, moze izazvati otkazivanje respiratornog
sustava i smrt. Zbog toga je pozeljno odvojiti sjemenke prilikom preradivanja plodova jarebike
u prehrambene proizvode (Cressey i Reeve, 2019; Sarv i sur., 2020).

2.1.7. Obecavajuce dobrobiti za zdravlje i primjena u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji

Bioaktivne komponente bobi¢astog voca pokazuju brojne povoljne ucinke na zdravlje
covjeka zahvaljujuéi svom antioksidativhom, antidijabetiCkom, antihiperlipidemi¢nom,
protuupalnom, antimikrobnom, antikancerogenom, antivirusnom, antifungalnom djelovanju
kao i neuroprotektivnom, vazoprotektivnom Kkardioprotektivnom i hepatoprotektivnom
djelovanju. Svoja antikancerogena svojstva pokazuju putem viSe komplementarnih i
ekspresije i utjecaja gena na Stani¢nu proliferaciju, apoptozu i substani¢ne signalne puteve
(Nile i Park, 2014). Bioaktivne komponente jarebike ukljuc¢uju vitamin C i polifenole poput
fenolnih kiselina, flavanola, flavonola i karotenoida (Gil-1zquierdo i Mellenthin, 2001). Oni su
poznati kao prirodni antioksidansi, a zahvaljuju¢i visokim razinama 1 kvantitativnoj
raznolikosti, bobiCasto voce, ukljucuju¢i jarebiku, ucestalo se naziva prirodnom

funkcionalnom hranom (Szajdek i Borowska, 2008).

Zbog potencijalne dobrobiti za ljudsko zdravlje, u porastu je i trend koriStenja ekstrakta
bobicastog voca kao sastojka u funkcionalnoj hrani i dodacima prehrani, a koji se mogu
kombinirati s drugim voénim, povrtnim ili biljnim ekstraktima (Nile i Park, 2014). Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da dodaci prehrani i hrana na bazi bobiastog voc¢a pokazuju povoljan
ucinak na kognitivne funkcije, paméenje, paznju i perfuziju mozga u mirovanju (Bonyadi i sur.,
2022). Ekstrakt plodova jarebike obecavajuéi je izvor prirodnih sastojaka s antioksidativnim
djelovanjem (Bobinaite i sur., 2020), zbog ¢ega bi se mogao koristiti kao dodatak prehrani.

Sjemenke jarebike bogate su linolenskom, oleinskom i, u manjoj koli¢ini, palmitinskom



kiselinom (Johansson i sur., 1997), $to upucuje na moguénost koriStenja istih u dodacima

prehrani ili u kozmetickoj industriji.

Mikrobioloska sigurnost hrane svjetski je zdravstveni problem u porastu. Takoder, otporne
bolesti koje se prenose hranom jedan su od najvaznijih javnozdravstvenih problema povezanih
s rizikom pojave bakterijskih sojeva otpornih na lijekove u prehrambenom lancu. Posljedi¢no
se javlja zahtjev za prirodnim konzervansima i antimikrobnim komponentama na biljnoj bazi.
Bobicasto voce 1 komponente koje ono sadrzi, poput fenolnih spojeva 1 organskih kiselina,
mogu inhibirati rast bakterijskih patogena (Bobinaite i sur., 2020). Antimikrobna aktivnost
jarebike pripisuje se sorbinskoj kiselini, organskoj kiselini s inhibitornim utjecajem na kvasce
i plijesni, dok fenolni ekstrakt jarebike pokazuje bakteriostatski utjecaj na Campylobacter

jejuni i Staphylococcus aureus (Kylli i sur., 2010), $to ukazuje na mogucnost uporabe jarebike.

2.2. ANTIOKSIDATIVNO DJELOVANJE
2.2.1. Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni radikali definiraju se kao bilo koja neovisna molekula koja sadrzava nespareni
elektron u atomskoj orbitali. Prisutnost tog nesparenog elektrona rezultira zajednickim
karakteristikama svih slobodnih radikala, kao §to je nestabilnost i visoka reaktivnost. Taj
elektron radikali mogu donirati ili primiti drugi kako bi stvorili par (Lobo i sur., 2010).
Navedena karakteristika razlog je zasto se mogu ponasati i kao oksidansi i kao reducensi.
Najpoznatiji slobodni radikali i reaktivni spojevi koji se tako ponasaju (a koji se zajedno
nazivaju reaktivnim vrstama kisika (ROS engl. Reactive oxygen species )), koji sudjeluju u
razvoju mnogih bolesti, jesu: hidroksil radikal, superoksid radikal, lipidni radikali,
peroksinitritni radikal, vodikov peroksid, singletni kisik, lipidni hidroperoksid, itd. Ove
molekule sposobne su, u jezgri ili membrani stanice, unistiti bioloski vazan materijal poput
DNK, proteina, ugljikohidrata i1 lipida, Sto dovodi do oStecenja stanice i naruSavanja
homeostaze (Lobo i sur., 2010). U kona¢nici to rezultira razvojem mnogih bolesti, poput
tumora, kardiovaskularnin bolesti, astme, dijabetesa, gastrointestinalnih bolesti i drugih

upalnih procesa.

Antioksidansi mogu smanijiti ili neutralizirati djelovanje slobodnih radikala kisika, odnosno

imaju sposobnost suprotstavljanja oksidaciji ili mogu inhibirati reakcije potaknute djelovanjem



kisika ili peroksida. Zbog toga imaju vaznu ulogu u o¢uvanju (kvalitete) zivota, ali i hrane, pa
se koriste i kao aditivi, kako bi sprijecili ili odgodili propadanje proizvoda djelovanjem kisika
u zraku (Huang i sur., 2005; Yang i sur., 2018). Antioksidansi sudjeluju u prevenciji bolesti i
stanja koje izazivaju slobodni radikali, zbog Cega imaju pozitivan utjecaj na zdravlje (Soce,

2019).

2.2.2. Mehanizam djelovanja antioksidansa

Dva su moguc¢a mehanizma djelovanja predloZena za antioksidanse. Jedan se temelji na
prekidanju lanca nastajanja slobodnih radikala, pri ¢emu primarni antioksidansi doniraju jedan
elektron prisutnom slobodnom radikalu. Drugi mehanizam ukljucuje uklanjanje inicijatora
reaktivnih vrsta kisika od strane sekundarnih antioksidansa §to rezultira suzbijanjem lanca
nastajanja slobodnih radikala. Antioksidansi mogu vr$iti svoj ucinak na bioloski sustav
razli¢itim mehanizmima poput doniranja elektrona, kelacijom iona metalom, regulacijom

ekspresije gena itd. (Lobo i sur., 2010).

2.2.3. Antioksidansi u hrani

Mnoge namirnice prirodno su bogate antioksidansima. U hrani ih mozemo pronaci u
obliku vitamina, minerala i drugih, nenutritivnih, bioaktivnih komponenti poput pigmenata,

fenola i sl.

2.2.3.1 Vitamini

Vitamini su organski spojevi koji se se nalaze u hrani u vrlo malim koli¢inama (mg ili
ug), ne sintetiziraju se u organizmu ili se ne sintetiziraju u dovoljnim koliCinama za
zadovoljavanje fizioloskih potreba Sto ih Cini esencijalnima. Manjak odredenog vitamina u
organizmu izaziva opce ili karakteristicne simptome manjka. Osim §to su vitamini esencijalni
za rast, razvoj, odrzavanje homeostaze 1 reprodukciju, odredeni vitamini pokazuju
antioksidativnu aktivnost ¢ime pridonose zastiti od upalnih procesa i unapredenju zdravlja.

Vitamini koji pokazuju antioksidativnu aktivnost su vitamin A, vitamin C i vitamin E.

Vitamin C, drugog naziva askorbinska Kiselina, je elektron donor, odnosno reducens. Sve
poznate fizioloSke i biokemijske uloge ovoga vitamina temeljene su na sposobnosti reduciranja

drugih molekula (Padayatty i sur., 2003). Vitamin C topiv je u vodi, stoga njegova



antioksidativna aktivnost dolazi pomaZze u prevenciji ostecenja tkiva, sto je vazno za prevenciju

bolesti. U tankom crijevu, vitamin C stiti zeljezo od oksidacije i tako potice njegovu apsorpciju.

Vitamin E obuhvaéa nekoliko izoformi tokoferola, koji se oznac¢avaju slovima grékog alfabeta:
a, B, v 1 8. Najrasireniji i s najveCom bioloskom aktivnosti je a-tokoferol. Vitamin E je
najvazniji lipofilni antioksidans u stanici. Stiti stani¢ne lipide i druge osjetljive komponente
stanica i njihove membrane od slobodnih radikala, a posebno je vazan u sprjecavanju oksidacije

viSestruko nezasi¢enih masnik kiselina. Djeluje sinergisticki sa selenom.

2.2.3.2. Minerali

Minerali se u tijelu i hrani uglavnom javljaju u obliku soli, odnosno iona ili kao
komponenta organskih spojeva. Oni su, kao i vitamini, esencijalni mikronutrijenti te sudjeluju
u rastu, razvoju i reprodukciji. Neki od njih takoder pokazuju antioksidativnu aktivnost, poput
cinka, bakra, Zeljeza, mangana i selena. Cink, bakar i mangan komponente su superoksid
dismutaze, a Zeljezo dio katalaze. Superoksid dismutaza i katalaza vazni su endogeni enzimi
visoke antioksidativne aktivnosti. S druge strane, selen moZe samostalno djelovati kao

antioksidans ili kao komponenta selenoproteina (Griffiths i sur., 2016) .

Selen u obliku selenocisteina, 21. aminokiseline, tvori brojne selenoproteine, od kojih neki
imaju vazne enzimske funkcije. Svi ti enzimi ovisni su o selenu, s obzirom na to da se
selenocistein najces¢e nalazi u aktivnom dijelu enzima, a selen u njemu djeluje kao redoks
centar. On, primjerice, reducira hidrogen peroksid te time smanjuje mogucénost nastanka
lipidnih i fosfolipidnih hidroperoksida, a razlaze ih na bezopasne produkte - alkohol i vodu.
Antioksidativna aktivnost selena pomaze u odrzavanju integriteta membrane stanice, odnosno
smanjuje mogucnost oksidativnog ostecenja biomolekula poput lipida, lipoproteina 1 DNK

(Rayman, 2002).

2.2.3.3. Fenoli

Fenoli su organski spojevi koji se sastoje od hidroksilne skupine (-OH) izravno vezane
na aromatski ugljikovodik. Najjednostavniji takav spoj je fenol, a mogu formirati brojne
molekule, od jednostavnih fenola do visoko polimeriziranih spojeva. Prirodno se nalaze u
biljkama kao njihovi sekundarni metaboliti koji imaju ulogu u obrambenom mehanizmu, stite¢i
ih od ultraljubicastog zracenja, patogenih mikroorganizama, parazita i predatora (Dai 1
Mumper, 2010). Njihov sadrzaj u biljkama ovisi o vrsti, uzgoju, stupnju zrelosti, okolisu i

uvjetima prerade i skladistenja (Kovacec, 2020). Zahvaljujuci svom velikom antioksidativnom
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potencijalu, predmet su brojnih istrazivanja u posljednja dva desetlje¢a. Prema svojoj kemijskoj
strukturi dijele se na flavonoide i neflavonoide. Flavonoidi uklju¢uju antocijane i antoksantine,
a neflavonoidi fenolne Kiseline i ostale spojeve. Fenoli, osim $to imaju antioksidativnu
aktivnost, sudjeluju u sprjecavanju agregacije trombocita, kontroli koncentracije steroidnih
hormona i endokrinog metabolizma, utjeCu na promjene u metabolizmu kolesterola, reduciraju

krvni tlak i imaju antibakterijsko i antivirusno djelovanje (Mihali¢, 2013).

2.3. ANTIOKSIDATIVNI POTENCIJAL JAREBIKE

Bobicasto voce pokazuje znacajne dobrobiti za zdravlje ponajprije zahvaljujuci visokim
razinama polifenola, antioksidansa, vitamina, minerala i prehrambenih vlakana. Brojne
fitokemikalije te vitamini C i E, zahvaljujuci svojim antioksidativnim svojstvima, Stite tijelo
od negativnih utjecaja slobodnih radikala poput kroni¢nih bolesti povezanih sa starenjem, ali 1
drugih bolesti i poremecaja (Nile i Won, 2014). Sadrzaj fenolnih komponenti u bobicastom
vocu odreden je brojnim ¢imbenicima, poput vrste i varijeteta, regije, vremenskih uvijeta,
zrelosti ploda, vremenu branja i vremenu i uvjetima skladistenja (Szajdek i Borowska, 2008).
Primjerice, skandinavsko istrazivanje (Hakkinen i Torrénen, 2000; Kahkonen i sur., 2001)
pokazalo je vece koli¢ine polifenola u plodovima bobicastog voca koje raste u hladnoj,
sjevernoj klimi s kratkom sezonom vegetacije bez upotrebe pesticida, u odnosu na iste

varijetete koji rastu u blagoj klimi.

Kultivari i hibridi jarebike pokazuju visok antioksidacijski kapacitet povezan sa
sadrzajem fenola. Izgleda kako su flavonoidi, kao grupa fenolnih spojeva, od kljuéne vaznosti
za antioksidacijski potencijal jarebike (Ml¢ek i sur., 2014). Njihova antioksidativna aktivnost
utjeCe na reaktivne Kisikove vrste poput hidroksidnih i peroksidnih radikala i na lipidnu
peroksidaciju (Gil-l1zquierdo i Mellenthin, 2001). Iz plodova jarebike izolirani su kvercentin,
izokvercentin, hiperin, rutin, katehin, epikatehin i klorogenska kiselina (Aldedunye i Matthaus,
2014). Plodovi jarebike takoder sadrzavaju karotenoide, vitamin E i vitamin C koji pridonose
antioksidacijskom djelovanju. Razine karotenoida u slatkoj jarebici jednako su visoke kao one
u mrkvi, a razine vitamina C sli¢ne su razinama istog vitamina u jagodama (Kampuss i sur.,
2009). Jarebika se moze smatrati i bogatim izvorom 3-kafeoilkvini¢ne kiseline koja ublazava
djelovanje oksidativnog stresa u razli¢itim modelima bolesti i ima neuroprotektivno,
kardioprotektivno,  antihiperlipidemi¢no, protuupalno,  antidijabeti¢ko, antiviralno,

antifungalno i hepatoprotektivno djelovanje (Zymone i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za potrebe ovog istrazivanja, plodovi jarebike ubrani su na podrucju Velebita na Sest
razli¢itih lokacija (Duliba, Jelovac, Mali Alan, Senjsko Bilo, Stolac, Velebit) i Gorskog kotara
na Sest razli¢itih lokacija (Crni Lug, Jasenak, Mala Javornica, Miskovica, Mrzla Vodica, Veliki

Risnjak) (Slika 3).

Zagreb

Slika 3. Prikaz geolokacije uzorkovanja plodova jarebike (vlastita fotografija).

Sakupljena su 63 uzorka koji su, nakon branja, dopremljeni u Laboratorij, ru¢no
ocis¢eni od grancica, peteljki 1 ostalih fizickih necisto¢a. Pakirani su u plasti¢ne vreéice te
odgovarajuc¢e oznaéeni s obzirom na lokalitet i broj uzorka, kako je prikazano u Prilogu 1
(Tablica 20). Zamrznuti su i skladisteni na temperaturi od -20 °C do analiza, kako bi se
sprijecio, 0dnosno smanjio gubitak nutritivnih tvari i bioaktivnih komponenta koje ¢e se

odredivati.
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Kemikalije, reagensi i standardi

destilirana voda

ultra-¢ista voda, specifi¢ne vodljivosti: 0,555 puS/cm (pri 25°C; 18,2 MQcm)

standardne otopine pripremljene iz 1000 mg/L ICP multi-element standard solution IV
(Merck, Njemacka)

dusi¢na kiselina (HNOs, konc. 65 %, p.a., Merck, Njemacka)

klorovodi¢na kiselina, 20 %-tna (HCI, p = 1,10 g/cm?, p.a.); ¢ = 0,1mol/L

klorovodi¢na kiselina, 2 %-tna (HCI) (u odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 5,4
mL 37 %-tne klorovodi¢ne kisline i nadopuni destiliranom vodom do oznake)
sumporna kiselina, 95 %-tna (H2SO.)

borna kiselina, 4 %-tna (H:BO3)

otapalo za ekstrakciju (MeOH/2% HCI) (u odmjernu tikvicu od 200 mL otpipetira se 10
mL 2 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni metanolom do oznake)

zasi¢ena otopina neutralnog olovnog acetata (443 g C4HgO4Pb x 3H20 / L H20)
natrijev oksalat (Na2C204, M = 134,01 g/mol, p.a.)

natrijev hidroksid, 30 %-tni; 40 %-tni (NaOH)

vodikov peroksid, 30 %-tni (H202)

etanol (C2HsOH, 96% p.a.)

metanol (CH3z0OH)

fenolftalein

Fehlingova | otopina i Fehlingova Il otopina

Kjeldahlove tablete

medicinski benzin

Folin-Ciocalteu reagens; na dan analize 1 mL reagensa razrijedi se s 2 mL destilirane vode.
zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (Na2COs, y =200 mg/mL); 10 g anhidrida
natrijevog karbonata otopi se u 40 mL vruce destilirane vode, u odmjernoj tikvici od 50
mL., ohladi na sobnu temperaturu i nadopuni destiliranom vodom do oznake volumena.
stock otopina galne kiseline (y = 5 mg/mL) (250 mg galne kiseline otopi se u odmjernoj
tikvici od 50 mL u metanolu)

otopina DPPH (c = 0,5 M) (na dan analize otopi se 0,02 g DPPH radikala u metanolu u
odmijernoj tikvici od 100 mL)
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e stock otopina Troloxa (c = 0,02 M) (0,5 g Troloxa otopi se u metanolu u odmjernoj
tikvici od 100 mL)

e otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI, ¢ =40 mM) (330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne
Kiseline otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopuni destiliranom vodom do
oznake volumena)

e acetatni pufer (c = 0,3 M, pH=3,6) (0,155 g natrijevog acetata trihidrata otopi se u 0,8
mL ledene octene kiseline u odmjernoj tikvici od 50 mL i nadopuni destiliranom
vodom do oznake volumena)

e otopina zeljezovog(III)-klorida (FeCls, ¢ = 20 mM) (0,0541 g FeCls x 6 H20 otopi se u
10 mL destilirane vode)

e otopina TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin, ¢ = 10 mM) (u odmjernoj tikvici od 10 mL
odvaze se 0,0312 g TPTZ-a i nadopuni do oznake volumena 40 mM klorovodi¢nom
kiselinom pa ostavi u vodenoj kupelji na 50 °C dok se TPTZ u potpunosti ne otopi)

e otopina FeSO4 x 7H20 (c =20 mM) (u odmjernoj tikvici od 100 mL odvaze se 0,55604
g Zeljezovog sulfata i nadopuni destiliranom vodom do oznake)

e FRAP reagens (pomijesa se 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa i 5 mL
zeljezovog(Il)-klorida neposredno prije uporabe, a izmedu analiza ¢uva se u vodenoj

kupelji na 37 °C)

Uredaji

e spektrofotometar (UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japan)

e uredaj za masenu spektrometriju s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS, 7500cX,
Agilent Technologies, Njemacka)

e uredaj za mikrovalnu razgradnju (UltraCLAVE, Milestone S.r.l., Italija)

e uredaj za ultra-Cistu vodu (BarnsteadTMSmart2Pure 6 UV/UF, Thermo Scientific,
Njemacka)

e kvarcni sustav za proc¢iS¢avanje kiseline (SubPUR, Milestone S.r.1., Italija)

o uredaj za liofilizaciju (HETOSIC, Heto, Danska)

e kugli¢ni mlin (MM 400, Retsch, Njemacka)

e analiticke vage (New Classic MS303S, Mettler Toledo AG, Svicarska; AX 200,
Shimadzu, Kyoto, Japan; 2615, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i tehnicka vaga (1111,

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
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Pribor

mjesalice (Vortex Genius 3, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Njemacka; VV3, VWR.
Radnor, Pensilvanija, SAD)

zracna susnica (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

mufolna pe¢ za karboniziranje (KR-170, W.C. Heraeus GmbH, Hanau, Njemacka)
Kjeltec sustav (Foss Kjeltec 8100 Distillation Unit)

blok za spaljivanje

Soxhletova aparatura (INKO tip SK6 ESS, Zagreb, Hrvatska)

vodena (iTRON 16, Zagreb, Hrvatska) i pjesc¢ana kupelj

stakleno posude: odmjerne tikvice (10, 50, 100, 200 mL), Erlenmeyerove tikvice (50,
100, 300 mL), laboratorijske case (100, 250 mL), kiveta (500 mL), menzura, bireta,

epruvete s gumenim ¢epovima, odsisna boca, sisaljka na vodeni mlaz, Blchnerov

lijevak, stakleni lijevak, stakleni Stapic, satno stakalce, eksikator

kvarcne kivete s ¢epovima rabljene tijekom razaranja uzoraka (12 mL, Milestone)
aluminijska posudica s poklopcem

porculanske zdjelice i porculanski filter (poroznosti B4-1P1)

plasti¢ni pribor: polipropilenske (PP) posudice s poklopcem na navoj (5, 100 mL,

Sarstedt; 15 ml Kartell); polieteilenske (PE) posudice s poklopcem (25 mL, Kartell),
nastavci za pipete, plasticne zliCice, stalci za epruvete

kuglice: keramicke (2,8 mm; Omni International, SAD) i staklene

Eppendorf pipete s nastavcima (200, 300, 1000 pL; 5 mL) (Eppendorf), pipete (2, 5,
10, 25, 50 mL), trbusasta pipeta (25 mL), propipete

sitno zrnast kvarcni pijesak

laboratorijska $patula, pinceta, azbestna mrezica

plamenik

filter papir, aluminijska folija, papirnata ¢ahura, vata
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3.2. METODE

Analiza osnovnog kemijskog sastava provedena je na ukupno 63 uzorka, analiza ukupnih
fenola, odnosno antioksidacijske aktivnosti spektrofotometrijskim metodama DPPH i FRAP
na 49 uzorka, a multielementna analiza na 28 uzoraka. Za pojedine analize broj uzoraka je
smanjen zbog nedostatne koli¢ine svjeze ubranih plodova (Prilog 1). Za potrebe odredivanja
osnovnog kemijskog sastava, ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti ekstrakta jarebike,
plodovi su usitnjeni u elektri¢noj sjeckalici (Philips, ProMix (Viva Collection) HR2655/90) i
pohranjeni u plasti¢ne, sterilne spremnike s cepovima na navoj, koje su oznacene lokalitetom i
brojem uzorka te skladiStene na -20 °C do provodenja analiza. Mase usitnjenih uzoraka
razlikovale su se zbog neujednacene koli¢ine ubranih plodova na pojedinim lokalitetima.
Uzorci jarebike odmrznuti su i homogenizirani neposredno prije odredivanja osnovnog
kemijskog sastava. Za odredivanje antioksidativhog kapaciteta, uzorci su ekstrahirani
metanolom, a ekstrakt se koristio za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i ekvivalenata
odredenih spojeva s visokom antioksidativnom aktivnos$éu. Dio svjezih uzoraka pripremljen je

prema protokolu za multielementnu analizu.

3.2.1. Priprema uzoraka za analizu

3.2.1.1. Ekstrakcija uzoraka za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Odvagano je 6,000 g homogeniziranog uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL. Menzurom
je dodano 20 mL otapala za ekstrakciju. Otopina je, u Erlenmeyerovoj tikvici pokrivenoj
aluminijskom folijom, stajala 60 minuta na magnetskoj mjesalici, a svakih 15 minuta
aluminijska folija je skinuta kako bi se izjednacili tlakovi. Otopina je filtrirana pod vakuumom.
Dobiveni ekstrakt preliven je u odmjernu tikvicu od 50 mL, a ostatak ekstrakta u vakuum boci
ispran je s nekoliko mL otapala za ekstrakciju. Tikvica je nadopunjena do oznake otapalom za

ekstrakciju. Ekstrakt je izmedu analiza cuvan na + 4 °C u staklenim boc¢icama.

3.2.1.2. Priprema uzoraka za multielementnu analizu metodom ICP-MS

Svjeze, cijele bobice jarebike isprane su u ultra-Cistoj vodi, posuSene stanic¢evinom i o¢is¢ene
od peteljki. Uzorak je stavljen u posudicu na navoj, svjeza masa (ca. 10 g) izvagana na
analitickoj vagi te pohranjen na -20 °C do postupka liofilizacije (suSenja materijala

sublimacijom leda u visokom vakuumu). Zamrznuti uzorci liofilizirani su tijekom 48 h pri
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temperaturi -50 °C u uredaju HETOSIC i odredena je vrijednost suhe mase. Nakon liofilizacije,
uzorci su homogenizirani u kugli¢nom mlinu pomoc¢u keramickih kuglica u posudicama za
pohranu uzoraka s poklopcem u dva navrata tijekom 4 minute pri frekvenciji vibriranja od 29,5
Hz. Uzorci su u replikatima pripremljeni za razgradnju u mikrovalnom visokotlaénom reaktoru
UltraCLAVE IV. Odvagama homogenata (ca. 0,240 g) dodano je 2 mL koncentrirane dusi¢ne
kiseline (HNO3) procis¢ene u sustavu i 2 mL ultra-Ciste vode. Za ovu svrhu koriStene su
kvarcne kivete s teflonskim ¢epovima. Uzorci su ostavljeni u digestoru tijekom 24 h do
postupka mikrovalne razgradnje (uvjeti razgradnje prikazani su u Prilogu 2). Nakon
razgradnje, kivete s uzorcima ohladene su na sobnoj temperaturi, uzorci nadopunjeni ultra-
¢istom vodom do odvage od 6 g i kvantitativno preneseni u posudice s poklopcem na navoj,

promijesani i ¢uvani na 4 °C do multielementne analize.

3.2.2. Odredivanje udjela vode

Voda je prisutna u svim namirnicama te utjeCe na njihova kemijska, fizikalna 1 nutritivna
svojstva. Ona je vazan ¢imbenik u odredivanju kvalitete 1 sigurnosti hrane. Udio vode u
namirnicama moze se odrediti fizikalnim i kemijskim postupcima. Fizikalne metode dijele se
na indirektne (odredivanje vode susenjem, odredivanje vode/suhe tvari refraktometrom,
odredivanje vode na principu elektricne vodljivosti i odredivanje vode na principu dielektricne
konstante) i direktne metode (odredivanje vode azeotropnom destilacijom). Najcesce se, pa
tako 1u ovom radu, koristi postupak susenja. Ovisno o vrsti namirnice preporucuju se i odredeni
postupci pred susenje. Kod bobicastog voca, kao Sto su plodovi jarebike, pogodno je susiti
uzorak prethodno pomijesan s kvarcnim pijeskom koji pospjesSuje sami proces (Nielsen, 2017;

Vahcic 1 sur., 2008).

Princip metode: Uzorak namirnice poznate mase susi se u zra¢noj susnici na odredenoj
temperaturi (105 °C) onoliko vremena koliko je potrebno da se uzastopnim mjerenjem

osusenog uzorka dobije konstantna masa. Gubitak mase izraZava se kao udio vode u namirnici

(Vah¢i€ 1 sur., 2008).

Postupak metode: Prije suSenja uzoraka potrebno je susiti aluminijske posudice s kvarcnim
pijeskom 30 minuta na temperaturi od 105 °C u zrac¢noj susnici. Posudice se potom hlade u
eksikatoru, ozna€avaju i vazu. U aluminijske posudice odvaze se 2 g pripremljenog uzorka.
Pomocu staklenog Stapi¢a uzorak se homogenizira s kvarcnim pijeskom. Nepokrivene posudice

s uzorkom i poklopci suse se u zra¢noj suSnici 4 sata pri 105 °C. Po zavrSetku suSenja, posudice
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se poklapaju i hlade u eksikatoru. Posudice s uzorkom vazu se ¢im se ohlade na sobnu

temperaturu.

Racdun

m2 — m3
%vode = m * 100 [1]

pri ¢emu je:
m1 — masa prazne aluminijske posudice ()
Mz — masa aluminijske posudice s uzorkom prije susenja (g)

M3 — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g)

3.2.3. Odredivanje udjela mineralnog ostatka

Namirnice biljnog, kao i zivotinjskog podrijetla, sadrze odredene mineralne tvari u manjem ili
ve¢em udjelu. Ukupni udio mineralnog ostatka odreduje se kao udio pepela u uzorku Sto
predstavlja anorganski dio namirnice. Odredivanje mineralnog ostatka vaZan je korak u analizi
prehrambenih proizvoda jer se dobiveni pepeo koristi za odredivanje udjela pojedinih
mineralnih tvari Sto govori o kvaliteti 1 ispravnosti namirnice ili prehrambenog proizvoda. Za
odredivanje udjela mineralnog ostatka koristena je metoda spaljivanja u mufolnoj peci.
Prilikom spaljivanja, voda i hlapljive tvari isparavaju, a organske tvari izgaraju. Preostala masa
nakon spaljivanja predstavlja anorganski dio, odnosno mineralni ostatak (Nielsen, 2017;
Vahcic 1 sur., 2008).

Princip metode: Pripremljeni uzorak karbonizira se spaljivanjem na plameniku te takav
mineralizira u mufolnoj pe¢i pri odredenoj temperaturi onoliko vremena koliko je potrebno dok
se ne postigne jednoli¢no svijetli sivi pepeo, odnosno pepeo konstantne mase (Nielsen, 2017;
Vahcic¢ i sur., 2008).

Postupak metode: Prije spaljivanja uzorka potrebno je zariti porculanske zdjelice te ih ohladiti
na sobnu temperaturu. Potom se zdjelice vazu i oznacavaju nakon ¢ega se odvagne 3 g uzorka.

Uzorak u zdjelici zagrijava se na plameniku dok potpuno ne pougljeni, a zatim stavi u mufolnu
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pec zagrijanu na temperaturi od oko 550 °C. Uzorak se ostavlja u pe¢i dok se ne postigne
jednoli¢na svijetlo siva boja. AKo je sadrzaj u zdjelici tamne boje moze se navlaziti malom
kolicinom destilirane vode kako bi se otopile soli. Uzorak se osusi u susnici i nastavi se proces
spaljivanja (mineralizacije). Po zavrSetku spaljivanja, porculanska zdjelica s pepelom

prebacuje se na hladenje u eksikator i vaze ¢im postigne sobnu temperaturu.

Racun

m3 — ml
% pepela = o 100 [2]

pri ¢emu je:
m1 — masa prazne porculanske zdjelice (9);
m2 — masa porculanske zdjelice i uzorka prije spaljivanja (g);

ms — masa porculanske zdjelice i pepela (g).

3.2.4. Odredivanje udjela reducirajucih Secera

Ugljikohidrati su skupina prirodnih tvari koji se nalaze u biljnim 1 Zivotinjskim
namirnicama. S obzirom na njihovu strukturu i broj atoma dijelimo ih na monosaharide,
oligosaharide i polisaharide. Monosaharidi su najjednostavniji spojevi, oligosaharidi se mogu
hidrolizirati u dvije molekule monosaharida, dok se polisaharidi hidroliziraju u vise molekula
monosaharida. Karakteristicno svojstvo ugljikohidrata je sposobnost redukcije metala iz
alkalnih otopina njihovih soli §to je rezultat prisustva slobodne aldehidne ili ketonske skupine.
Fehlingova otopina (alkalna otopina bakrova (Il) sulfata pentahidrata i kalijeva natrijeva
tartarata tetrahidrata) koristi se kao reagens za odredivanje ugljikohidrata na temelju Spomenute
sposobnosti. Monosaharidi mogu izravno reducirati Fehlingovu otopinu pri éemu nastaje talog,
bakrov (I) oksid, koji se odreduje gravimetrijski ili titracijski. Oni se nazivaju izravno

reduciraju¢im Secerima. Nereduciraju¢i Seceri moraju se prvo invertirati, tj. hidrolizirati
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(djelovanjem kiseline ili enzima) na monosaharide kako bi se mogli odrediti uz pomo¢

Fehlingove otopine (Vahci¢ i sur., 2008).

Princip metode: lzravno reducirajuci seceri (prirodni invert), odnosno glukoza i fruktoza,
odreduju se na osnovu njihovih reducirajucih svojstava. Ovi monosaharidi, pri odredenim
uvjetima, reduciraju bakrov sulfat (CuSQO4), odnosno Fehlingovu otopinu, u bakrov (I) oksid
(Cu20) koji se odvaja te se moze odrediti gravimetrijski (vaganjem) ili titracijski, nakon ¢ega
se iz empirijskih tablica ocitaju pripadajuci udjeli secera (Vah¢ic i sur., 2008).

Postupak metode: U laboratorijsku ¢asu od 250 mL, na tehni¢koj vagi, odvaze se 10 g
pripremljenog uzorka, razrijedi sa 100 mL destilirane vode te zagrijava na plameniku uz
povremeno mijesanje staklenim stapicem do trenutka kada tekué¢ina postane homogena. Uzorak
se kvantitativno, preko staklenog stapica, prenese u odmjernu tikvicu od 250 mL i ohladi. U
tikvicu se doda otopina neutralnog olovog acetata u suvisku (oko 2 mL), sadrzaj se promijesa
i nadopuni do oznake volumena destiliranom vodom. Sadrzaj u tikvici filtrira se u drugu
odmjernu tikvicu pri cemu se prvih nekoliko mililitara filtrata odbacuje. Potom se u tikvicu
doda osuseni kalij oksalat kako bi se istalozio visak olova koji je koristenog u procesu bistrenja.
Sadrzaj u tikvici se promijesa i ponovno filtrira pri ¢emu se jo$ jednom odbaci prvih nekoliko
mililitara filtrata. Od dobivenog filtrata, 25 mL se prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te
mu se doda 10 mL 20 %-tne klorovodicne Kiseline i 20 mL desitilirane vode. Tikvica se prebaci
u vodenu kupelj na temperaturu od 60 °C na 10 minuta, pri ¢emu se tijekom prve 3 minute
sadrzaj tikvica mucka u kupelji. Po zavrSetku hidrolize, tikvice se hlade pod mlazom hladne
vode. Sadrzaj se neutralizira otopinom natrijeva hidroksida (30%-tnom) uz dodatak indikatora,
nakon ¢ega se dopuni do oznake volumena. U Erlenmeyerovu tikvicu doda se 25 mL
Fehlingove | i 25 mL Fehlingove Il otopine, 25 mL neutraliziranog filtrata i 25 mL vode.
Tikvica se, pokrivena satnim stakalcem zagrijava na plameniku preko azbestne mrezice tako
da sadrzaj zavrije u vremenu od 4 minute i vrije tocno 2 minute. Vru¢i sadrzaj tikvice
kvantitativno se filtrira kroz porculanski filter koji je poznate poroznosti, prethodno osusen,
ohladen, izvagan i oznacen. Filtracija se odvija pomocu odsisne boce i sisaljke uz vodeni mlaz.
Talog se, u porculanskome filteru, susi u zra¢noj susnici, 30 minuta pri temperaturi od 100 °C,
hladi u eksikatoru i vaze. Iz Hammondovih tablica ocita se udio invertnog Secera ekvivalentan

izvaganoj masi taloga (Cu.0).

Racun
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a * 100
% SeCera = m [3]

pri cemu je:
a — ocCitani udio Sec¢era iz Hammondovih tablica (mg);

b — masa uzorka u alikvotnom dijelu filtrata uzetom u konac¢ni postupak (g).

3.2.5. Odredivanje udjela proteina metodom po Kjeldahlu

Proteini ¢ine vaznu skupinu strukturno vrlo slozenih spojeva. Njihov udio moze se
odrediti brojnim metodama, a zahvaljujuci sloZenosti strukture, nerijetko su one indirektne
zbog Cega se njihovim koriStenjem odreduje udio duSika u uzorku, iz Cega se racuna udio
proteina. Najpoznatiji takav postupak odredivanja naziva se Kjeldahlovom metodom. Ona
odreduje ukupni dusik prisutan u -NH (amino) skupinama u hrani, primjerice proteinski dusik,
amino ili amido dusik. Udio proteina racuna se mnozenjem dobivenog postotka duSika s
faktorom pretvorbe F koji je karakteristi¢an za odredene namirnice ili njihove skupine (Vah¢i¢

i sur., 2008).

Princip metode: Organske tvari iz uzorka razaraju se zagrijavanjem sa sumpornom kiselinom
uz dodatak Kjeldahlovih tableta (CuSO4 x 5 H20, K2S0.) koje djeluju kao Katalizator i
povisuju vreliSte sumporne kiseline §to pospjesuje oslobadanje (ne)proteinskog dusika koji
zaostaje u obliku amonijevog sulfata. Dodatkom natrijeva hidroksida oslobada se amonijak
koji se predestilira u odmjereni volumen borne kiseline poznate koncentracije. Nastaje

amonijev borat koji se titirira klovodi¢nom kiselinom (Vah¢i¢ i sur., 2008).

Postupak metode: Odvaze se 5 g pripremljenog uzorka na ladici od aluminijske folije. Uzorak
se prebaci s folije u kivetu velikom pincetom na nacin da grlo kivete ostane Cisto. U kivetu se
doda oko 10 mL sumporne kiseline, 2 Kjeldahlove tablete i 5 mL vodikovog peroksida (30%)
nakon cega se kiveta protrese kako bi se sadrzaj promijeSao. Kivete se postave u blok za
spaljivanje u digestoru i lagano zagrijavaju dok se reakcija u Kiveti na smiri, nakon ¢ega slijedi
zagrijavanje na ve¢oj temperaturi. Reakcija spaljivanja je gotova kada u kivetama ostane bistra

zeleno-plava tekucina bez neizgorenih crnih Cestica. Kivete se ohlade na sobnu temperaturu,

21



nakon cega se provodi destilacija u Kjeltec sustavu. Prije provodenja destilacije, u
Erlenmeyerovu tikvicu otpipetira se 25 mL borne kiseline te se postavlja na postolje
desilacijske jedince, dok se kiveta postavlja na postolje za kivetu. Destilacija se odvija na
postavljenom programu koji dodaje 80 mL vode i 50 mL luzine. Po zavrSetku procesa, sadrzaj
u tikvici titrira se klorovodi¢nom kiselinom (0,1 M) do pojave ruzi¢aste boje. Utroseni volumen

kiseline za titraciju koristi se u izracunu udjela ukupnog dusika u uzorku.

Racdun

v (T — B) *x N x 14,007 * 100
% ukupnog dusika (N) = - [4]

% proteina = %N * F [5]
pri emu je:
T — volumen HCI utrosenog za titraciju uzorka (mL);
B — volumen HCI utrosenog za titraciju slijepe probe (mL);
N — molalitet kiseline;
m — masa uzorka (mg);

F — faktor za preracunavanje % dusika u proteine (6,25).

3.2.6. Odredivanje udjela masti metodom po Soxhletu

Pojam masti odnosi se na skupinu spojeva koji su slabo topljivi u vodi, ali pokazuju
topljivost u brojnim organskim otapalima. Udio masti najceS¢e se odreduje ekstrakcijom
organskim otapalom ili instrumentalnim metodoma koje se temelje na fizikalnim i kemijskim
svojstvima masti (npr. gustoca). Izbor metode ovisi o brojnim faktorima poput prirode uzorka
(suht ili vlazni uzorak), svrha analize, dostupnost uredaja i slicno (Nielsen i1 Carpenter, 2017).

U ovom radu masti se odreduju ekstrakcijom metodom po Soxhletu.

Princip metode: Masti se viSekratno ekstrahiraju u organskom otapalu koje se zagrijava.
Otapalo hlapi i kondenzira se iznad uzorka, odnosno kapa na uzorak i potapa ga kako bi se
ekstrahirale masti. Proces se ponavlja u intervalima 15-20 min. SadrZaj masti izrazava se kao

gubitak na masi uzorka prije i nakon ekstrakcije (Nielsen i Carpenter, 2017).
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Postupak metode: Odvaze se oko 15 g uzorka u prethodno oznacene porculanske zdjelice.
Uzorci se suse u zra¢noj susnici 1 sat na temperaturi od 105 °C kako bi se smanjio udio vode.
Osuseni i ohladeni uzorci Spatulom se prebacuju u izvagane i oznac¢ene papirnate ¢ahure koje
su pokrivene s odmaséenom suhom vatom nakon &ega se vazu s uzorkom. Cahura se postavi u
srednji dio Soxhletove aparature (ekstraktor), koji je spojen s hladilom i tikvicom. Tikvica se
prije spajanja na aparaturu susi s nekoliko staklenih kuglica te se ohladena izvaze i oznaci.
Kroz hladilo se, uz pomo¢ lijevka, dodaje toliko otapala (medicinski benzin) da se ekstraktor
napuni i kapilarnom cjev€icom isprazni u tikvicu. Zatim se doda jo$ toliko otapala da ispuni
pola volumena ekstraktora. Ukupni volumen otapala ne smije prelaziti % volumena tikvice.
Kroz hladilo se pusti mlaz vode i zapoc€inje zagrijavanje u pjes¢anoj kupelji. Ekstrakcija traje
oko 5 sati, a prekida se u trenutku kada se otapalo prelije iz ekstraktora u tikvicu. Aparatura se
rastavi, a tikvice s uzorkom suse se na temperaturi od 100 °C do konstantne mase (1,5-2 sata).

Tikvice se hlade u eksikatoru i vaZzu na analitickoj vagi.

Racun

b —
% masti = - 2 100 [6]

pri cemu je:
a —masa prazne tikvice (g);
b — masa tikvice i ekstrahirane mase (Q);

m — masa uzorka (g).

3.2.7. Odredivanje ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je spektrofotometrijski u razrijedenom ekstraktu

uzorka mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 750 nm.

Princip metode: Metoda se temelji na bojenoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom
(smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline). Pri oksidaciji fenolnih spojeva iz uzorka,
ove kiseline reduciraju se u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni. Nastali
intenzitet obojenja proporcionalan je broju hidroksilnih ili oksidiraju¢ih skupina fenolnih

spojeva u uzorku, a mjeri se pri valnoj duljini 765 nm.
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Postupak metode: Prije odredivanja udjela ukupnih fenola uzorke je potrebno razrijediti
otapalom za ekstrakciju. U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetiran je 1 mL ekstrakta, a tikvica

je nadopunjena otapalom do oznake volumena.

U epruvetu je otpipetirano 40 UL razrijedenog ekstrakta, 3160 pL destilirane vode i 200 pL
otopine Folin — Ciocalteau reagensa. Sadrzaj epruvete promijeSan je na vortex tresilici i
ostavljen 3 minute na sobnoj temperaturi. Dodano je 600 UL zasi¢ene otopine natrijevog
karbonata nakon Cega je sadrzaj promijeSan na vortex tresilici. Epruvete su inkubirane u
vodenoj kupelji na temperaturi od 40°C, 30 minuta, nakon Cega je izmjerena apsorbancija na

spektrofotometru na 765 nm.

Na isti nacin pripremljena je i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta dodana jednaka kolicina
otapala za ekstrakciju.

Racun

Za odredivanje udjela ukupnih fenola potrebno je izraditi bazdarni dijagram. Kao standardna
otopina, Koristena je stock otopina galne kiseline (y = 5 mg/mL) od koje su napravljena
razrjedenja, u koncentracijama 0, 25, 50, 100, 200 i 500 mg/L. U epruvete je otpipetirano 40
ML svake od standardnih otopina galne kisline nakon Cega je pracen postupak za odredivanje
ukupnih fenola. Na temelju izmjerenih apsorbancija, izraden je bazdarni dijagram prikazan na
Slika 4. 1z dijagrama je dobivena jednadzba pravca prema kojoj se racuna koncentracija

ukupnih fenola. U ovom slucaju jednadzba pravca glasi:

y = 0,0008x — 0,0186 [7]

R2 = 0,9975 [8]

gdje je:

y — apsorbancija pri 765 nm;

X — koncentracija galne kiseline (mg/mL).
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Slika 4. Bazdarni dijagram galne kiseline za odredivanje ukupnih fenola.

Rezultati se izraZzavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline na kg jestivog dijela uzorka (mg
GAE/KQg).

3.2.8. DPPH metoda

Metode mijerenja antioksidativne aktivnosti mogu se podijeliti u tri kategorije:
spektrometrijske, elektrokemijske i kromatografske metode. DPPH je spektrometrijska metoda
koja ukljucuje reakciju antioksidansa prisutnog u uzorku s organskim radikalom iz standardne
otopine. Metoda procjenjuje antioksidativnu aktivnost spojeva prisutnih u ekstraktima ili

drugim bioloskim izvorima (Pregiban, 2017).

Princip metode: Metoda se temelji na koriStenju stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala. Zbog svog nesparenog elektrona, apsorpcijski maksimum postize u vidljivom dijelu
spektra (517 nm) i ljubicaste je boje. Sparivanje nesparenog elektrona DPPH radikala s atomom
vodika iz antioksidativnog spoja rezultira promjenom boje u Zutu, pri ¢emu nastaje reducirani
oblik DPPH-H (Slika 5). Promjena boje u stehiometrijskom je odnosu s brojem sparenih
elektrona, odnosno koli¢inom antioksidansa. Antioksidacijska aktivnost danas se najcesce
opisuje TEAC vrijednos¢u (eng. Trolox equivalent antioksidant activity) koja je definira kao

koncentracija otopine izraZzene u mmol/L u vodi topljivog analoga vitamina E, Troloxa (6-
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hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina), ekvivalentne antioksidacijske

aktivnosti kao i otopina ispitivanog fenolnog spoja koncentracije 1 mmol/L.

L _

M AH A’ S M
[ I
Ne v HN

O, N NO, N _= N0,
o
NO, NO,
DPPH (oks.) DPPH (red.)
ljubicasto Zuto

Slika 5. Reakcija redukcije DPPH radikala (prema Amic i sur., 2003)

Postupak metode: Prije odredivanja antioksidacijske aktivnost uzorke je potrebno razrijediti
otapalom za ekstrakciju. U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetirano je 0,1 mL ekstrakta, a

tikvica je nadopunjena otapalom do oznake volumena.

U epruvetu je otpipetirano 2 mL razrijedenog ekstrakta, 2 mL metanola i 1 mL 0,5 mM otopine
DPPH. U drugu je epruvetu otpipetirano 4 mL metanola i 1 mL 0,5 mM otopine DPPH, Sto
predstavlja kontrolni uzorak. Epruvete su ostavljene 20 minuta, u mraku, na sobnoj

temperaturi, nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija na 517 nm uz metanol kao slijepu probu.

Racun

Kako bi se odredila antioksidativna aktivnost, potrebno je pripremiti bazdarni dijagram. Kao
standardna otopina, koriStena je stock otopina Troloxa 0d koje su pripremljena razrjedenja u
koncentracijama 0, 25, 50, 100 i 200 pM. U epruvete je otpipetirano 200 UL razrijedene otopine
Troloxa nakon ¢ega je pracen postupak za DPPH metodu. Na temelju izmjerenih apsorbancija,
izraden je bazdarni dijagram, prikazan na Slika 6. Tako se dobije jednadzba pravca prema kojoj

se racuna TEAC vrijednost, a u ovom slu¢aju glasi:

y = —0,0008x + 0,9613 [9]
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pri ¢emu je:

y — apsorbancija pri 517 nm;

x — koncentracija u vodi topljivog analoga vitamina D, Troloxa (uUM);

a koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,9886.
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Slika 6. Bazdarni dijagram otopine Troloxa

Antioksidacijska aktivnost raCuna se prema sljedecoj jednadzbi:

S = 100 — (%* 100)

0

pri cemu je:

S — antioksidacijska aktivnost (%);
Ao — apsorbancija uzorka;

Az — apsorbancija kontrolnog uzorka;

Rezultati se izrazavaju kao % neutralizacije DPPH slobodnog radikala.

[10]

250
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3.2.9. FRAP metoda

FRAP metoda je, kao i DPPH, spektrometrijska metoda. Prikladna je za odredivanje
antioksidativne aktivnosti u vo¢nim ekstraktima zbog brze izvedbe i povezanosti s fenolima i

askorbinskom kiselinom koji su ¢esto prisutni u voc¢u (Pregiban, 2017).

Princip metode: FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa
zeljezo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. Reakcija se
odvija u kiselom mediju, pri pH=3,6 kako bi se zadrZala dobra topljivost Zeljeza. Pri nizim pH
vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos elektrona, a ujedno
¢e se povecati redoks potencijal, koji ¢e dodatno omoguciti pomak reakcije u smjeru transfera

elektrona. Redukcija se prati mjerenjem promjene apsorbancije pri 595 nm.

Postupak metode: Prije odredivanja udjela ukupnih fenola uzorke je potrebno razrijediti
otapalom za ekstrakciju. U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetiran je 1 mL ekstrakta, a tikvica

je nadopunjena otapalom do oznake volumena.

U epruvetu je otpipetirano 240 pL destilirane vode, 80 UL razrjedenog uzorka i 2080 pL FRAP
reagensa. Sadrzaj epruvete je dobro promijeSan i termostatiran 5 minuta u vodenoj kupelji na

na 37 °C, nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija na spektrofotometru na 595 nm.

Na isti nacin pripremljena je i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta dodana jednaka kolicina

otapala za ekstrakciju.
Racun

Prije odredivanja uzorka potrebno je izraditi bazdari dijagram. Za njegovu izradu koristila se
standarna otopina FeSO4 x 7H20, tako da koncentracije iznose 0,125, 0,250, 0,500, 1,000 i
2,000 mM. Nadalje je pracen postupak za odredivanje antioksidativnog kapaciteta FRAP
metodom, osim §to je, umjesto uzorka, otpipetiran jednak volumen standarne otopine. 1z
izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrtan je bazdarni pravac pomocu racunala tako $to su na
apscisu unesene koncentracije standardne otopine FeSOs x 7H20, a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 595 nm (Slika 7). Tako se dobije jednadzba pravca prema, a u

ovom slucaju glasi:

y = 0,7428x + 0,0109 [11]

pri ¢emu je:
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X — koncentracija Zeljezovog sulfata (mM);

y — apsorbancija pri 595 nm;

a koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,9967.
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Slika 7. Bazdarni dijagram Zeljezovog sulfata za FRAP metodu

Rezultati se izrazavaju kao mmol Fe?* ekvivalenata (FE)/100 g suhe tvari.

3.2.10. Odredivanje sadrzaja elemenata primjenom ICP-MS metode

Koncentracije elementa (As, B, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Pb, Sb, Se,
Sr, V, Zn) u uzorcima bobica jarebike odredene su primjenom tehnike ICP-MS. ICP-MS je
analiticka metoda koja se koristi za odredivanje elemenata u tragovima u bioloskim
teku¢inama. Njena je najveca prednost mogucnost viSestrukog mjerenja elemenata u jednoj
analizi.
Princip metode: U nebulizatoru se uneseni uzorci mijesaju s plinom te stvaraju aerosol, a
potom se male kapljice aerosola razdvajaju od vecih kapljica pomo¢u komore za sprejanje te
se unose u kvarcnu baklju. Prije nego udu u maseni spektrometar, uzorci prolaze kroz baklju

te kroz faze desolvacije, isparavanja, atomizacije i ionizacije. Molekule aerosola putuju
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plazmom te se formiraju pozitivno nabijeni ioni. Nastali ioni prenose se kroz dva metalna
konusa u sucelje masenog spektrometra. Uloga sucelja je prijenos iona iz plazme s
atmosferskim tlakom u podrucje nizeg tlaka (maseni spektrometar). loni potom dolaze do
ionskih leca cija je uloga da pravilno prenesu ione i zaustave neutralne cestice i fotone.
Zahvaljujuéi ionskim le¢ama, pozitivno nabijeni ioni su odvojeni od ostalih ¢estica te se na
temelju omjera masa/naboj razdvajaju i potom detektiraju upotrebom multiplikatora elektrona
(Cigler, 2019).

Postupak metode: Neposredno prije analize, uzorci su razrijedeni 4 puta u otopini koja se
sastojala od 1% (v/v) HNOs i 3 pg/L internih standardi (Ge, Rh, Tb, Lu i Ir). Koncentracije
elemenata u uzorcima izra¢unate su temeljem kalibracijskih krivulja multielementnih standarda
priredenih u 1% (v/v) HNOs. Uvjeti rada ICP-MS uredaja Agilent 7500cx prikazani su u
Prilogu 2 (Tablica 22). Nadzor kakvo¢e mjerenja proveden je odredivanjem koncentracija
mjerenih elemenata u komercijalno dostupnim standardnim referentnim materijalima SRM-
1570a lis¢e Spinata i SRM-1573a lisc¢e rajCice Nacionalnog centar za standarde i tehnologiju
(NIST), SAD (Tablica 23). Koncentracije elemenata izrazene su na suhu masu uzorka u mg/kg

i/ili pg/kg.

3.2.11. Obrada podataka

S ciljem odredivanja osnovnog kemijskog sastava, antioksidacijske aktivnosti i sadrzaja
mineralnih elemenata ploda jarebike, za statisticku obradu podataka koriSten je programski
sustav Microsoft Excel i TIBICO Statistica (ver. 14.0.0.15., TIBICO Software Inc., SAD). Za
usporedbu skupina uzoraka koristen je t-test, dvosmjerna analiza varijance (two-way ANOVA)
i Mann-Whitney U test. Svi statisti¢ki testovi provedeni su na razini znac¢ajnosti p < 0,05 (95

%-tni interval pouzdanosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ODREDIVANJE OSNOVNOG KEMIJSKOG SASTAVA

Odredivanje osnovnog kemijskog sastava ukljucuje odredivanje udjela vode, masti,
proteina, Secera, pepela i celuloze. Tablica 1 prikazuje prosjecan udio pojedinih nutrijenata u

plodu jarebike s podrucja Velebita i Gorskog Kotara.

Tablica 1. Osnovni kemijski sastav ploda jarebike sakupljenog na podrucju Velebita i

Gorskog Kotara.

Statisticki Voda Pepeo Proteini Seceri Masti Celuloza
podatak (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AritmetiCka 75,72 1,07 2,93 4,70 1,48 1,32
sredina
Standardna 4,63 0,41 0,63 1,30 0,56 0,38
devijacija
Koeficijent 0,06 0,38 0,21 0,28 0,37 0,29
varijacije

Vrijednosti osnovnog kemijskog sastava sliCne su onima iz postojece literature. Prema
Drvodeli¢ i sur. (2019), najzastupljenija u zrelom plodu jarebike je voda (72 %), potom Secer
(6 %), organske kiseline (2,8 %) i dusi¢ne tvari (1 %). U istrazivanju Raspe i sur. (2000),
jarebika koriStena za odredivanje osnovnog kemijskog sastava prikupljena je na podrucju
Finske. Najve¢i maseni udio u uzorcima ima voda, s prosje¢nim udjelom od 73,50 %, a
najmanji pepeo, s udjelom u prosjeku od 1,13 %, $to se ne razlikuje znatno od sastava jarebike
s podru¢ja Hrvatske (75,72 %, 1,07 %). U istom istrazivanju odreden je prosje¢ni udio masti
od 1,64 % i proteina 2,46 %. Ovi rezultati takoder ne odstupaju znatno, s obzirom na to da je
prosjecni udio masti u plodu jarebike s podrucja Hrvatske 1,48 %, a proteina 2,93 %, Sto daje
razliku od 0,16, odnosno 0,47 %. Najveca razlika u sastavu ploda jarebike prikupljenog u
Finskoj 1 u Hrvatskoj pripada udjelu Secera, a koja iznosi 2,95 %, s ve¢im udjelom Secera u
plodovima s podru¢ja Hrvatske (Raspe i sur., 2000). Radovi koji odreduju koli¢inu vlakana u

plodu jarebike nisu pronadeni.
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Slika 8, Slika 9, Slika 10, Slika 11, Slika 12 i Slika 13 prikazuju osnovni kemijski sastav

jarebike s razli¢itih podrucja, odnosno lokaliteta.
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Slika 8. Udio vode u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).

Tablica 2. Analiza varijance podataka o udjelu vode u uzorcima s lokaliteta na podruc¢ju

Velebita.
Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta ~ 563,50 5 112,7 8,92 6,82E-05 2,62
Unutar lokaliteta 303,39 24 12,64

Ukupno 866,89 29

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 3. Analiza varijance podataka o udjelu vode u uzorcima s lokaliteta na podruc¢ju

Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 52,54 5 10,51 2,59 0,05 2,57
Unutar lokaliteta 109,57 27 4,06

Ukupno 162,10 32

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent
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Na podrucju Velebita, najve¢i udio vode imaju plodovi prikupljeni na lokalitetu Senj Bilo
(80,72 %), najnizi prikupljeni na lokalitetu Mali Alan (68,15 %), dok je prosjecan udio vode u
plodu jarebike s navedenog podrucja 73,43 %. Plodovi prikupljeni na podrucju Gorskog Kotara
imaju prosjecan udio vode 77,80 %, najvisi udio imaju plodovi prikupljeni na lokalitetu Mala
Javornica (79,62 %), a najnizi prikupljeni na Risnjaku (76,33 %). T-test (p=0,0002) pokazuje
statisticki znacajnu razliku u sadrzaju vode kada se usporeduju podrucja Velebit i Gorski Kotar.
Isto tako, ANOV A testom utvrdena je razlika izmedu pojedinih lokaliteta na podruc¢ju Velebita,
kao i na podrucju Gorskog Kotara (Tablica 2 i Tablica 3).
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Slika 9. Udio pepela u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).

Tablica 4. Analiza varijance podataka o udjelu pepela u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Velebita.
Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 1,94 5 0,39 2,02 0,11 2,62
Unutar lokaliteta 4,62 24 0,19

Ukupno 6,56 29
* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent
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Tablica 5. Analiza varijance podataka o udjelu pepela u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 0,90 5 0,18 1,88 0,13 2,57
Unutar lokaliteta 2,58 27 0,01

Ukupno 3,48 32

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Sadrzaj pepela u plodu jarebike s podrué¢ja Velebita, u prosjeku, iznosi 1,16%. Najveci udio
pepela odreden je u plodovima s Jelovca (1,64 %), a najnizi u plodovima prikupljenima u
Stolcu (0,79 %). Plodovi s podrucja Gorskog Kotara imaju, u prosjeku, nesto nizi sadrzaj pepela
(1,00%). Najveci sadrzaj pepela na tom podrucju imaju plodovi ubrani na Risnjaku, a najnizi
ubrani u Mrzloj Vodici. Statisticki znacajna razlika u udjelu pepela ne postoji niti medu

lokalitetima (Tablica 4 i Tablica 5), niti medu podru¢jima (t-test; p=0,13).
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Slika 10. Udio proteina u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).
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Tablica 6. Analiza varijance podataka o udjelu proteina u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Velebita.
Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 0,90 5 0,18 1,88 0,13 2,57
Unutar lokaliteta 2,58 27 0,10

Ukupno 3,48 32

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 7. Analiza varijance podataka o udjelu proteina u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 0,62 5 0,12 0,28 0,92 2,57
Unutar lokaliteta 11,83 27 0,44

Ukupno 12,45 32

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Udio proteina u plodu jarebike s podrucja Velebita varira izmedu 2,13 % (Mali Alan) 1 3,48 %
(Velebit), dok u prosjeku iznosi 2,85 %. Prosjecan je udio proteina u plodu s podrucja Gorskog
Kotara 3,01 %. Najveci udio odreden je u uzorcima s Jasenovca (3,19 %), a najmanji u
plodovima s Risnjaka (2,85 %). Statisticki znacajna razlika u sadrzaju proteina postoji izmedu
lokaliteta s oba podrucja (Tablica 6 i Tablica 7), ali ne i medu samim podru¢jima (t-test;
p=0,32).
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Slika 11. Udio masti u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).

Tablica 8. Analiza varijance podataka o udjelu masti u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 2,31 5,00 0,46 2,65 0,05 2,62
Unutar lokaliteta 4,19 24,00 0,17

Ukupno 6,50 29,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 9. Analiza varijance podataka o udjelu masti u uzorcima s lokaliteta na podrucju
Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 6,38 5 1,28 5,76 0,00 2,60
Unutar lokaliteta 5,54 25 0,22

Ukupno 11,92 30

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Na podrucju Velebita udio masti u uzorcima iznosi 1,44 %, s najvi§im postotkom u uzorcima

s lokaliteta Senj Bilo (2,21 %), a najnizim s lokaliteta Duliba (1,17 %). Izmedu lokaliteta na
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ovom podrucju utvrdena je statistiCki znacajna razlika (Tablica 8). Plodovi sakupljeni na
podruc¢ju Gorskog Kotara imaju, u prosjeku, udio masti 1,52 %. Najveci sadrzaj masti odreden
je u uzorcima sakupljenima na Risnjaku (2,36 %), a najmanji u uzorcima iz Crnog Luga (0,98
%). ANOVA test pokazao je statisti¢ki znac¢ajnu razliku u sadrzaju masti plodova sakupljenima
na razli¢itim lokalitetima Velebita (Tablica 8) i Gorskog Kotara (Tablica 9). T-test nije pokazao

statisticki znacajnu razliku izmedu Velebita i Gorskog Kotara (p=0,55).
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Slika 12. Udio Secera u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).

Tablica 10. Analiza varijance podataka o udjelu ukupnih $eéera u uzorcima s lokaliteta na

podruéju Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 24,70 5,00 4,94 4,39 0,01 2,62
Unutar lokaliteta 27,03 24,00 1,13

Total 51,73 29,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent
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Tablica 11. Analiza varijance podataka o udjelu ukupnih $ecera u uzorcima s lokaliteta na

podrucju Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 20,87 5,00 4,17 10,12 0,00 2,57
Unutar lokaliteta 11,14 27,00 0,41

Ukupno 32,01 32,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Udio ukupnih Se¢era u svjezem uzorku s podruc¢ja Velebita iznosi 5,31 %, pri ¢emu najveci
udio imaju uzorci s lokaliteta Mali Alan (6,26 %), a najmanji udio uzorci s lokaliteta Senj Bilo
(3,46 %). StatistiCki znacajna razlika medu lokalitetima utvrdena je ANOVA testom (Tablica
10). Uzorci s podrucja Gorskog Kotara imaju, u prosjeku, udio ukupnih Secera 4,14 %, najveci
na Jasenovcu (5,12 %), a najmanji na MiSkovici (3,09 %). ANOVA testom utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika izmedu lokaliteta na ovom podrucju (Tablica 11). T-test pokazao je
1 statisticki znacajnu razliku u udjelu ukupnih Secera izmedu plodova s Velebita 1 onih iz
Gorskog Kotara (p=0,0002).
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Slika 13. Udio celuloze u uzorcima ploda jarebike s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara

(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).
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Tablica 12. Analiza varijance podataka o udjelu celuloze u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 0,41 5,00 0,08 0,50 0,77 2,71
Unutar lokaliteta 3,23 20,00 0,16

Ukupno 3,63 25,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 13. Analiza varijance podataka o udjelu celuloze u uzorcima s lokaliteta na podrucju

Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 1,96 5,00 0,39 3,93 0,01 2,60
Unutar lokaliteta 2,50 25,00 0,10

Ukupno 4,46 30,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Udio celuloze u uzorcima s podrucja Velebita iznosi 1,33 %, s najve¢im udjelom na lokalitetu
Senj Bilo (1,51 %), a najmanjim na Stolcu (1,10 %). Statisticki ne postoji znacajna razlika
izmedu lokaliteta (Tablica 12) Uzorci iz Gorskog Kotara imaju prosjecan udio celuloze 1,31
%. Najve¢i je udio odreden u uzorcima s Risnjaka (1,75 %), a najmanji u uzorcima s lokaliteta
Miskovica (1,01 %). Izmedu lokaliteta postoji statisti€¢ki znacajna razlika u sadrzaju celuloze

(Tablica 13), a medu podruc¢jima ona nije utvrdena (t-test; p=0,89).

Varijacije u udjelima pojedinih sastavnica odredivanog osnovnog kemijskog sastava izmedu
uzoraka s razliCitih lokaliteta vjerojatno je posljedica upravo razlicitosti lokaliteta s kojih
potjeCu, uvjeta rasta biljke, vremena sakupljanja plodova, zrelosti plodova u trenutku
sakupljanja, kao i uvjeta transporta i skladiStenja prije odredivanja (Shakeri i sur., 2018;
Kowalska, 2012).

4.2. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

4.2.1. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli izraZeni su kao mg GAE/kg svjeze mase. U kilogramu ploda jarebike s

podrucja Gorskog Kotara odredeno je 8685,81 + 1362,59 mg GAE, dok je u plodovima s
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podrucja Velebita odredeno 10132,35 + 4662,41 mg GAE. Prema MIcek i sur. (2014), plodovi
jarebike prikupljeni na podruéju jugoistoéne Ceske sadrze, u prosjeku, 4270 mg GAE/kg svieze
mase. Drugo istrazivanje (Rop 1 sur., 2012) pokazalo je sadrzaj ukupnih fenola u plodovima
razli¢itih hibrida jarebike izmedu 3650 mg GAE/kg 1 5820 mg GAE/kg. Sadrzaj ukupnih fenola
u plodu jarebike moze oscilirati izmedu 5500 i 10140 mg/kg svjeZze mase (Hukkanen i sur.,
2006). U istrazivanju Poljak i sur. (2021) provedeno je odredivanje ukupnih fenola u plodovima
oskoruse (Sorbus domestica). Radi se o drugoj vrsti iz roda kojem pripada i jarebika, a koji su
prikupljeni u razli¢itim regijama Republike Hrvatske, kontinentalnim i mediteranskim. Uzorci
iz kontinentalnog dijela Hrvatske imali su vec¢i sadrzaj ukupnih fenola (11110 i 12100 mg
GAE/kg) u usporedbi s uzorcima iz mediteranskih regija (3500 i 5620 mg GAE/kg). Rezultati
navedenog rada, u odnosu na ostale literaturne podatke, najvise su u skladu s rezultatima ovog

istrazivanja.
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Slika 14. Prikaz sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima plodova jarebike s razli¢itih lokaliteta

Gorskog Kotara (tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo) (mg GAE/KQ).
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Tablica 14. Analiza varijance podataka o sadrzaju ukupnih fenola u uzorcima s lokaliteta na

podrucju Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value  Fcrit
Izmedu lokaliteta 90978403,61 5 18195680,72 0,80 0,57 2,85
Unutar lokaliteta 365520289 16 22845018,06

Ukupno 456498692,6 21

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 15. Analiza varijance podataka o sadrzaju ukupnih fenola u uzorcima s lokaliteta na

podrucju Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit

Izmedu lokaliteta  19893696,32 5,00  3978739,26 2,89 0,04 2,66

Unutar lokaliteta  30235680,98 22,00 1374349,14

Ukupno 50129377,29 27,00

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Slika 14 prikazuje razli¢iti sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima s obzirom na lokalitet s kojeg su
prikupljeni. Najvisa vrijednost utvrdena je u uzorcima prikupljenim na lokalitetu Velebit
(12647,91 £+ 8920,30 mg GAE/kg), a najniza u uzorcima prikupljenim na lokalitetu MiSkovica
(6686,50 + 838,39 mg GAE/kg). Analizom varijance (
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Tablica 14) nije utvrdena statisticki znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenola u plodu jarebike
s razli¢itih lokaliteta na podrucju makro lokacije Velebit, ali postoji statisticki znacajna razlika
u sadrzaju ukupnih fenola u plodovima s razli¢itih lokaliteta na makro lokaciji Gorski Kotar
(Tablica 15). Zaklju¢no, T-testom (p=0,17) nije dokazana statisticki znacajna razlika u
sadrzaju ukupnih fenola u plodovima jarebike s obzirom na dvije velike makro lokacije na

kojima su uzorci sakupljeni.
4.2.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom izrazena je kao postotak
inhibicije slobodnih radikala. Ekstrakt plodova jarebike s podruc¢ja Gorskog Kotara, u prosjeku,
pokazuje antioksidacijsku aktivnost 64,57 %, a s podrucja Velebita 54,52 %.
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Slika 15. Antioksidacijska aktivnost ekstrakta ploda jarebike izrazena u postotku inhibicije
slobodnog radikala u uzorcima s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara (tamnoplavo) i Velebita

(svijetloplavo).
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Tablica 16. Analiza varijance podataka o antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj DPPH

metodom u uzorcima s lokaliteta na podrucju Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value  Fcrit
Izmedu lokaliteta 8235,06 5 1647,01 112,54 0,00 2,66
Unutar lokaliteta 321,97 22 14,63

Ukupno 8557,03 27

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 17. Analiza varijance podataka o antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj DPPH

metodom u uzorcima s lokaliteta na podru¢ju Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 248,20 5 49,64 3,52 0,02 2,85
Unutar lokaliteta 225,58 16 14,10

Ukupno 473,78 21

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Slika 15 prikazuje prosjecnu antioksidacijsku aktivnost (%) ekstrakta ploda jarebike
sakupljenih na svim lokalitetima. NajviSa antioksidacijska aktivnost zabiljezena je u ekstraktu
plodova prikupljenih na lokalitetu Mala Javornica (87,74 £ 4,05 %), a najniza u uzorku
prikupljenom na lokalitetu Crni Lug (48,43 £ 5,29). Analiza varijance (Tablica 16 i Tablica
17) pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinih lokaliteta na obje makro lokacije,
1 Velebita i Gorskog Kotara. Takoder, statisticki znacajna razlika u antioksidacijskoj aktivnosti

ekstrakta ploda jarebike utvrdena je i izmedu navedene dvije velike makro lokacije primjenom

t-testa (p=0,01).
4.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena FRAP metodom izrazena je u mmol

ekvivalenata Fe?*/100 g suhe tvari. Slika 16 prikazuje prosje¢an sadrzaj ekvivalenata Fe** u

uzorcima s razli¢itih lokaliteta.
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Slika 16. Antioksidacijska aktivnost ekstrakta ploda jarebike izrazena u sadrzaju mmol
ekvivalenata Fe?* (FE) u 100 g suhe tvari u uzorcima s razli¢itih lokaliteta Gorskog Kotara
(tamnoplavo) i Velebita (svijetloplavo).

Tablica 18. Analiza varijance podataka o antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj FRAP

metodom u uzorcima s lokaliteta na podru¢ju Velebita.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 439,82 5 87,96 3,85 0,01 2,68
Unutar lokaliteta 479,94 21 22,85

Ukupno 919,77 26

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent

Tablica 19. Analiza varijance podataka o antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj FRAP

metodom u uzorcima s lokaliteta na podru¢ju Gorskog Kotara.

Izvor varijacije SS df MS F P-value F crit
Izmedu lokaliteta 702,95 5 140,6 5,65 0,00 2,85
Unutar lokaliteta 398,24 16 24,89

Ukupno 1101,19 21

* SS — suma kvadrata odstupanja; df — stupnjevi slobode; MS — prosje¢na varijacija, F — Fisherov koeficijent
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Najvisu antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci prikupljeni na lokalitetu Risnjak (32,60
mmol (FE)/100 g s.t.), a najnizu plodovi prikupljeni na Velebitu (16,61 mmol (FE)/100 g s.t.).
U prosjeku, antioksidacijska aktivnost plodova prikupljenih s podruc¢ja Gorskog Kotara iznosi
24,70 mmol (FE)/100 g s.t., a s podrucja Velebita 22,55 mmol (FE)/100 g s.t. Analiza varijance
(Tablica 18 i Tablica 19) pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku u antioksidacijskoj aktivnosti
izmedu pojedinih lokaliteta s obje makro lokacije. Ipak, ne postoji statisticki znacajna razlika
u sadrzaju ekvivalenata Fe?* izmedu promatranih makro lokacija Velebita i Gorskog Kotara.

Istrazivanja o antioksidativnom potencijalu plodova jarebike utvrdenom FRAP metodom nisu
pronadena, stoga su rezultati usporedeni s rezultatima drugog bobicastog voca. U istrazivanju
Shabanaj (2014) na 11 komercijalnih sokova aronije utvrden je prosjecan udio mmol (FE)
38,004 + 11,438 u 100 g suhe tvari. U istrazivanju antioksidacijske aktivnosti divlje borovnice
(Soce, 2019), FRAP metodom utvrdeno je 19,28 — 81,19 mmol (FE)/100 g svjezeg uzorka, §to
je znatno viSe u odnosu na plodove jarebike koji, na 100 g svjezeg uzorka, pokazuju
antioksidacijsku aktivnost 3,72 - 10,38 mmol (FE). Istrazivanje je provedeno na 35 uzoraka

divlje borovnice prikupljene u Primorsko-goranskoj zupaniji.

4.3. ODREPIVANJE SADRZAJA MINERALNIH TVARI

Multielementni sadrzaj (mg/kg s.t.) plodova jarebike s podru¢ja Gorskog Kotara 1
Velebita prikazan je na Slikama 17 do 22.
Poput ostalog bobicastog voca, kao $to su borovnice, maline, kupine, ribizli i plodovi jarebike
sadrZe najvise makroelemenata, K 9553 + 1622 mg/kg, Ca 1754 + 485 mg/kg (Slika 17), P 804
+ 293 mg/kg, Mg 745 + 195 mg/kg te Na 25 + 14 mg/kg (Slika 18). Dobiveni rezultati slazu se
s rezultatima elementnog sastava ploda jarebike u Finskoj; K 1500 mg/kg, P 2100 mg/kg, Ca
2000 mg/kg 1 Mg 1600 mg/kg (Raspe i sur., 2000), no ujedno su nekoliko puta visi od
vrijednosti utvrdenih u plodovima jarebike iz Turske (K 1540 mg/kg, Ca 299 mg/kg, Mg 278
mg/kg) (Aslantas i sur., 2007).

Od esencijalnih mikroelementa, plodovi jarebike sadrze vise Mn 14,0 + 12,4 mg/kg i Fe 14,2
+ 3,6 mg/kg (Slika 19) u odnosu na Zn 4,3 £ 1,9 mg/kg, Cu 2,8 £ 1,1 mg/kg (Slika 20) i Se
0,005 + 0,004 mg/kg (Slika 21).
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Slika 17. Sadrzaj makroelemenata kalija (K) i kalcija (Ca) u plodovima jarebike s lokaliteta

na podruc¢jima Gorskog Kotara i Velebita.

(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram,; donja i gornja linija oznacavaju najmanju i najvecu

vrijednost, crni kvadrat medijan, kruZi¢ netipicnu vrijednost.)
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Slika 18. Sadrzaj makroelemenata — fosfor (P), magnezij (Mg), natrij (Na) u plodovima

jarebike s lokaliteta na podrucjima Gorskog Kotara i Velebita.
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(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram; donja i gornja linija oznacavaju najmanju i najveéu

vrijednost, crni kvadrat medijan, kruZi¢ netipicnu vrijednost.)
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Slika 19. Sadrzaj mikroelemenata — bor (B), Zeljezo (Fe), mangan (Mn) u plodovima jarebike

s lokaliteta na podru¢jima Gorskog Kotara i Velebita.

(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram, donja i gornja linija oznacavaju najmanju i najvecu

vrijednost, crni kvadrat medijan, kruZié¢ netipicnu vrijednost.)
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Slika 20. Sadrzaj mikroelemenata — bakar (Cu), cink (Zn), stroncij (Sr), molibden (Mo) u

plodovima jarebike s lokaliteta na podru¢jima Gorskog Kotara i Velebita

(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram; donja i gornja linija oznacavaju najmanju i najvecu

vrijednost, crni kvadrat medijan.)
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Slika 21. Sadrzaj elementa u ultra tragu selena (Se) u plodovima jarebike s lokaliteta na

podruc¢jima Gorskog Kotara i Velebita.

(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram, donja i gornja linija oznacavaju najmanju i najveéu

vrijednost, crni kvadrat medijan, kruzi¢ netipicnu vrijednost.)
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Sadrzaj elemenata (mg/kg suhe mase)

Dobivene vrijednosti mikroelementnog sastava vrlo su sli¢ne rezultatima istrazivanja Aslantas
i sur. (2007) za Fe 24,2 mg/kg, Zn 8,61 mg/kg, Mn 5,03 mg/kg i Cu 2,94 mg/kg. U preglednom
radu Nile i Park (2014) o bioaktivnim komponentama bobicastog voc¢a i njihovim u¢incima na
zdravlje naveden je tabli¢ni prikaz mineralnog sadrzaja (mg/100 g jestive mase) Sest vrsta
bobica — borovnica, brusnica, malina, kupina, crni ribiz i bazga. Usporedbom rezultata,
utvrdeno je su bobice jarebike sli¢ne u sadrzaju (izrazenim u mg/100 g jestive mase) K: 58—
356, P: 10-37, Na: 0,2-1,6 i Fe: 0,2-0,5 malinama (K: 200-225; P: 20-22; Na: 0,5-1,0; Fe: 0,4-
0,6), P i Mg: 10-31; kupinama (P: 25-30; Mg: 17-20), Zn: 0,06-0,2 i Cu: 0,04-0,22;
borovnicama (Zn: 0,06-0,12; Cu: 0,03-0,06), te Ca: 24-105 i Mn 0,07-1,3; crnom ribizu (Ca:
35-45; Mn: 0.35-0.52). Nadalje, sadrzaj B (14,9 + 3,5 mg/kg) slican je sadrzaju Mn i Fe.

Prosjecne vrijednost ostalih elemenata u tragovima su navedene u padaju¢em nizu: Sr 1,57 +
1,26 mg/kg > Mo 0,38 £ 0,25 mg/kg > V 0,014 £ 0,005 mg/kg > Co 0,010 + 0,005 mg/kg
> Pb 0,018 + 0,009 mg/kg > Cd 0,005 £ 0,004 mg/kg > As 0,003 + 0,001 mg/kg > Sb 0,002 +
0,001 mg/kg (Slika 20 i Slika 22).
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Slika 22. Sadrzaj ostalih elemenata u tragovima — vanadij (V), kobalt (Co) i olovo (Pb) (a),
arsen (As), kadmij (Cd) i antimon (Sb) (b) u plodovima jarebike s lokaliteta na podru¢jima
Gorskog Kotara i Velebita.

(Rezultati su prikazani kao Box i Whisker dijagram, donja i gornja linija oznac¢avaju najmanju i najvecu

vrijednost, crni kvadrat medijan, kruZi¢ netipicnu vrijednost, a zvjezdica ekstremnu vrijednost.)
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S obzirom na to da su plodovi jarebike skupljani na svojim prirodnim stanistima na podrucju
Gorskog Kotara i Velebita testirane su razlike u sadrzaju elemenata ovisno o podrucju
sakupljanja uzoraka. Utvrdene su razlike za sadrzaj V (p=0,003), Sr (p=0,008) i Sb
(p=0,0006). Plodovi jarebike s podruc¢ja Gorskog Kotara imaju do nekoliko puta vise razine
navedenih elementa u usporedbi s jarebikama velebitskog podrucja. Prema Shotyk (2020),
koncentracije V u plodovima razli¢itih divljih bobica pozitivno koreliraju s koncentracijama
aluminija i povezuju se s Cesticama prasine, odnosno oneciS¢enjem okolisa. Nalaz veceg
sadrzaja V u jarebikama iz Gorskog Kotara u usporedbi s velebitskim podru¢jem mogao bi

upucivati na vece onecis¢enje okolisa u tom podrucju.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata i provedene statistiCke analize moze se zakljuciti sljedece:

1. Prosjecan osnovni kemijski sastav plodova jarebike (Sorbus aucuparia L.) ukljucuje
75,72 % vode, 4,70 % Secera 2,93 % proteina, 1,48 % masti, 1,32 % celuloze 1 1,07 %
pepela, pri cemu statisticki znacajna razlika u osnovnom kemijskom sastavu ploda
jarebike medu makro lokacijama (Velebit i Gorski Kotar) postoji kada je rije¢ o
sadrzaju vode 1 ukupnih Secera. StatistiCki zna¢ajna razlika izmedu mikro lokaliteta
unutar makro lokacije Gorski Kotar postoji za sadrzaj vode, proteina, masti, Secera i
celuloze, a izmedu mikro lokaliteta unutar makro lokacije Velebit za sadrzaj vode,
masti 1 ukupnih Secera.

2. Utvrdeno je da je plod jarebike dobar izvor fenola, pri ¢emu je u kilogramu svjezeg
ploda jarebike, u prosjeku, odredeno 9322,29 + 3296,28 mg GAE. Ne postoji statisticki
znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenola izmedu dva makro podruéja, ali postoji
medu mikro lokalitetima Gorskog Kotara.

3. Ekstrakti plodova jarebike pokazali su dobru antioksidacijsku aktivnost odredenu
DPPH i FRAP metodom, pri ¢emu je utvrdena statisticki znaCajna razlika u
antioksidacijskoj aktivnosti izmedu dva makro podrucja (Velebit i Gorski Kotar)
primjenom obje metode, dok je na makro lokacijama utvrdena samo kod DPPH metode.

4. Primjenom ICP-MS metode odreden je sadrzaj mineralnih elemenata u plodovima
jarebike. Svojim mikroelementnim sastavom jarebike su najslicnije malinama i
borovnicama.

5. Ovo istrazivanje predstavlja znacajan doprinos u razumijevanju osnovnog kemijskog
sastava i antioksidativnog potencijala jarebike te daje ideju za daljnja istrazivanja u
smjeru razvitka novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda i dodataka prehrani

kojima bi baza bila autohtona biljka s hrvatskog podneblja.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Oznake uzoraka i metode odredivanja za pojedini uzorak

Tablica 20. Princip oznacavanja uzoraka i popis metoda odredivanja za svaki uzorak.

. ] Osnovni kemijski sastav Antioksidativni kapacitet =~ SadrzZaj
Regija Lokalitet Oznaka .
minerala
Voda Pepeo Proteini  Masti  Seceri Celuloza Fenoli DPPH FRAP

Duliba 1 D1 + + + + + + + + + +

Duliba 2 D2 + + + + + + + + + /

Duliba 3 D3 + + + + + + + + + /

Duliba 4 D4 + + + + + + + + + +

Jelovac 1 JE1 + + + + + / / / / /

Jelovac 2 JE2 + + + + + + + + + /

Jelovac 3 JE3 + + + + + + + + + /

Mali Alan 1 MA1 + + + + + + + + + +

Mali Alan 2 MA2 + + + + + + + + + +

Mali Alan 3 MA3 + + + + + + / / / /

VELEBIT
Mali Alan 4 MA4 + + + + + + + + + +
Mali Alan 5 MAS + + + + + / + + + +

Mali Alan 6 MAG + + + + + + / / / /



Tablica 20. Princip oznacavanja uzoraka i popis metoda odredivanja za svaki uzorak - nastavak I.

Mali Alan 7
Mali Alan 8
Mali Alan 9
Mali Alan 10
Senj Bilo 1
Senj Bilo 2
Senj Bilo 3
Stolac 1
Stolac 2
Stolac 3
Velebit 1
Velebit 2
Velebit 3
Velebit 4
Velebit 5
Velebit 6
Velebit 7
Crni Lug 1
Crni Lug 2
Crni Lug 3

GORSKI
KOTAR

MAY

MAS8

MA9
MA10

SB1
SB2
SB3
S1
S2
S3
V1
V2
V3
V4
V5
V6
V7
CL1
CL2
CL3

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

/

~

~  ~

B s N e e e

+



Crni Lug 4
Crni Lug 5
Crni Lug 6
Jasenak 1
Jasenak 2
Jasenak 3
Jasenak 4
Jasenak 5
Mala Javornica 1
Mala Javornica 2
Mala Javornica 3
Mala Javornica 4
Mala Javornica 5
Mala Javornica 6
Miskovica 1
Miskovica 2
Miskovica 3
Mrzla Vodica 7
Mrzla Vodica 8
Mrzla Vodica 9

CL4
CL5
CL6
JAL
JA2
JA3
JA4
JAS
MJ1
MJ2
MJ3
MJ4
MJ5S
MJ6
M1
M2
M3
MV7
MV8
MV9

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Tablica 20. Princip oznacavanja uzoraka i popis metoda odredivanja za svaki uzorak — nastavak II.
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Tablica 20. Princip oznacavanja uzoraka i popis metoda odredivanja za svaki uzorak — nastavak I11.

Mrzla Vodica 10

Mrzla Vodica 11

Mrzla Vodica 12
Risnjak 1
Risnjak 2
Risnjak 3
Risnjak 4
Risnjak 5
Risnjak 6
Risnjak 7

MV10

MV11

MV12
R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

~ ~ +

+

~ + ~ O~ ~ -~ 4+

+



Prilog 2. Temperaturni program razgradnje uzoraka te uvjeti rada ICP-MS

Tablica 21. Temperaturni program za razgradnju bioloskih uzoraka u mikrovalnom
visokotlatnom reaktoru UltraCLAVE IV (Milestone, S.r.1, Italija).

T (min:s) E (W) T1(°C) T2 (°C) p (bar)
1. 3:30 700 70 70 100
2. 15 1000 180 70 100
3. 10 1000 250 70 140
4. 30 1000 250 70 140
5, 40 0 30 70 20

Tablica 22. Uvjeti rada ICP-MS uredaja Agilent 7500cx (Agilent Technologies, Japan).

RF snaga 1550 W
RF faktor 1.68 V
Dubina uzorkovanja u plazmi plamenika 7,5 mm
Horizontalni polozaj plazma plamenika 0,3 mm
Vertikalni polozaj plazma plamenika -0,4 mm
Brzina pumpe rasprsivaca 0,08 rps
Protok plazma plina 15 L/min
Protok plina za razrjedenje 0,1 L/min
Protok plina nosioca 1,03 L/min

Tip rasprsivaca

MicroMist, kvarc

Tip komore za rasprsivanje

Scott (kvarc), hladena na 2°C

Konusi od Ni, promjer otvora

1 mm Sampler cone; 0,4 mm Skimmer cone

Dvostruko nabijeni ioni i oksidi

140Cez+/140Ce+ < 115%,
140C616o+/140Ce+ < 115%

Kolizijski / reakcijski plin bez plina helij vodik
Protok plina / 4,1 mL/min 4,2 mL/min

Napon ekstrakcijske lece 1 ov 05V 0,7V

Napon ekstrakcijske lece 2 -150 vV -140V -130V

Mijereni izotopi analita

1lB, 23Na, 24Mg, 31P, 39K,
430&, 51V, 55Mn, 59001 GONi,
202Hg 63Cu, GBZn, 75AS, 888r,95M0, 54Fe, 7836
114cd, 1218b, 133CS, 1388&,
208Pb




Prilog 3. Nadzor kakvoée mjerenja za ICP-MS ureda;.

Tablica 23. Granice detekcije metode (MDLs) za elemente odredivane u razorenim uzorcima
bobica jarebike metodom ICP-MS na uredaju Agilent 7500cx (Agilent Technologies, Japan) i
usporedba vrijednosti certificiranih i dobivenih vrijednosti koncentracija elemenata (izrazeno
u mg/kg) u analiziranim standardnim referentnim materijalima SRM-1570a i SRM-1573a

(NIST, SAD).
Element MDL SRM 1570a lisée Spinata SRM 1573a lis¢e rajéice
(mg/kg) Certificirana Dobivena Certificirana Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost

As 0,001 0,068 £ 0,012 0,064 £+ 0,003 0,1126 + 0,0024 0,131 + 0,006

B 0,52 37,7+1,.2 38,8 £0,2 33,13 +£0,42 30,55 +1,35

Ba 0,002 / 7,649 + 0,347 632 63,424 + 2,700

Ca 2,99 15270 £ 410 14544 + 564 50450 = 550 50770 = 2029

Cd 0,0002 2,89 +0,07 2,884 + 0,093 1,517 £ 0,027 1,553 + 0,062

Co 0,0003 0,39+0,05 0,37 £ 0,02 0,5773 £0,0071 0,5929 +
0,0248

Cr 0,005 / 1,77 £0,07 1,988 + 0,034 1,997 + 0,109

Cs 0,0005 / 0,022 £+ 0,002 0,053% 0,053 £ 0,002

Cu 0,04 12,2 +0,6 123+0,5 4,7+0,14 4,7+0,20

Fe 0,44 / 324 £9,7 367,5+4,3 461,5 + 14,2

K 12,8 29030 + 520 28528 + 935 26760 + 480 27681 + 1124

Mg 0,12 8900? 0154 + 424 120007 11910 + 499

Mn 0,004 759+19 76,5+ 3,3 246,3+7,1 248,0 +10,3

Mo 0,002 / 0,37 £ 0,02 0,462 0,44 +£0,03

Na 6,12 18210 + 230 18318 + 826 136,1 £ 3,7 138,9+5,0

Ni 0,009 2,14 +0,10 2,19 £ 0,09 1,582 + 0,041 1,711 + 0,078

P 3,80 5180 £ 11 5185+ 179 2161 + 28 2248 + 65

Pb 0,0014 0,2° 0,200 + 0,006 / 0,637 £0,019

Sb 0,0002 / 0,0107 = 0,0004 0,0619 +0,0032 0,062 + 0,002

Se 0,002 0,117 £ 0,009 0,111 + 0,003 0,0543 £ 0,0020 10,0568 +
0,0056

Sr 0,001 55,54 + 0,50 55,25+ 1,73 85? 863

VvV 0,002 0,568 £ 0,017 0,595 + 0,027 0,835 +£ 0,034 0,830 + 0,038

Zn 0,05 82+3 82+2 30,94 + 0,55 35,59 + 0,22

Rezultati su prikazani kao X £ Ugse(X) za certificiranu vrijednost i x = SD za dobivenu vrijednost, gdje x oznacava
srednju vrijednost, Ugsy(x) proSirenu nesigurnost za certificiranu vrijednost (95% interval) i SD standardnu
devijaciju (n = 3).

& Informativna vrijednost



IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, KARLA KRAGIC, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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