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1. UvOD

Opée je poznato da je voée sastavni i nuzan dio ljudske prehrane. Zizule, poznatije kao
kineske datulje, potje€u iz istoCne Azije te su jedno od najbrojnijeg vo¢a u Kini, a potjecu jo$
iz doba neolitika. Njihovoj brojnosti zasigurno ide u korist i njihova otpornost na nepovoljne
uvjete raste te se moze pronaci oko 800 razli€itih sorti. U Hrvatskoj se mogu pronaci od Istre
do najjuznijih dijelova Hrvatske, a sluze uglavnom kao ukrasna biljka pri uredenju vrtova.
Zizule imaju impresivan nutritivni profil: sadrze vitamin C, fenole, flavonoide, triterpenske
kiseline i polisaharide. Takoder, pozitivno utje€u na organizam zbog sadrzaja fenolnih spojeva
koji su usko vezani uz rast, pigmentaciju, reprodukciju i otpornost na odredene patogene i
bolesti.

Od fenolnih spojeva u plodu Zizule odredeni su katehin, epikatehin, spinosin, galna kiselina,
klorogenska kiselina, ferulinska kiselina i kafeinska kiselina. Sadrzaj fenolnih spojeva moze
varirati ovisno o sorti. Primjerice, sorta Nummularia sadrzi visi udio fenola (304,4 mg GAE/100
g uzorka) u usporebi sa sortom Mauritiana koja sadrzi 207,6 mg GAE/100 g uzorka fenola.
Upravo zbog pristnosti bioaktivnih spojeva, Zizule karakterizira i visok antioksidacijski
kapacitet, koji takoder pozitivno utjeCe na ljudsko zdravlje i prevenciju od bolesti. Neke od
zdrastvenih prednosti koje ZiZzule pruzaju su ja¢anje imunolodkog sustava, zastita jetre, pomoé¢
u gubitku tezine, sedativno djelovanje te zastita stanica od oksidativnog stresa. Neki pozitivni
ucinci su i znanstveno potkrijeplieni pa su tako kineski znanstvenici objasnili kako ekstrakt
zizule ima povoljan uc¢inak na mozak. S druge strane postoji jo§ mnogo prostora za
istraZivanje, pogotovo u nasSim krajevima gdje ZiZule nisu prepoznate kao tako vrijedne te je
njihov uzgoj vrlo skroman.

Cilj ovog rada bio je ispitati bioaktivni potencijal ploda razli€itih sorti Zizula te u proizvedenim
ekstraktima odrediti udio ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet dvjema metodama, FRAP
i DPPH.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.1. Zizula

-

Slika 1. Kineska datulja (Liu i sur., 2020)

Plod Zizule (lat. Ziziphus jujuba Mill.) (slika 1) potjede jos iz doba neolitika. Zizula je porijeklom
iz Kine, a kasnije se pro8irila u Japan, Koreju i ostale susjedne zemlje sa susnim stanidtem
pa tako i na podrucje Mediterana. Najbrojnije je voée u Kini te je vise od 95 % proizvodnje
Zizula koncentrirano u Kini. Smatra se jednim od najstarijih kultiviranih vrsta vo¢a u Kini i
svijetu. Zizula je listopadna vrsta koja pripada rodu Ziziphus te obitelji krkavina (Rhamnaceae)
(Liu i sur., 2020). Veoma je popularna kod uzgajivaa zbog svoje otpornosti na visoke
temperature, susu i neplodno tlo. Stablo Zizule moZe narasti do visine od ¢ak 9 m, no
uglavnom se moze pronaci kao nize grmoliko stablo koje ujedno i olakS8ava berbu plodova.
Ima vrlo gustu krodnju, trnovite grane i kozne listove. Cvate sitnim cvjetovima tijekom svibnja
i lipnja, dok su plodovi u nijansama crvene, narancaste i smede boje te dozrijevaju u jesen.
Naborana kora ploda ukazuje da je plod potpuno zreo te je meso tada potpuno mekano
(Su8anj i sur., 2020). U Kini se biljka pokazala i kao medonosna, dok u drugim dijelovima
svijeta ne privlaci pcele (Zerrouk i sur., 2017). Plod ZiZzule se moze konzumirati i u osuSenom
obliku, no uglavnom se konzumira kao svjez. Rok trajanja svjezeg proizvoda je vrlo kratak te

se plod brzo kvari $to predstavlja i glavni problem nakon berbe (Siddiq i Uebersax, 2012).



2.1.2. Uzgoj zizula u Hrvatskoj

U Hrvatskoj je zizula poznata pod nazivom obi¢na zizulja ili kineska datulja. Malo je raSirena,
no moze se pronaci od Istre do najjuznijih dijelova Hrvatske te je u proslosti bila zastupljenija
su Skradinjani te prema usmenim kazivanjima starijih Skradinjana, kad bi se dogodilo da zbog
vremenskih uvjeta neke godine vocke slabo rode, Zizula bi uvijek davala plod. Skradin je
ujedno i jedan od prostora s mediteranskom klimom gdje se tradicijski sadi ova kultura. Na
podru¢ju Dalmacije komercijalnog uzgoja ZiZula nikada nije bilo te se plodovi prodaju na
lokalnim trznicama. Grad Omi$ je takoder poznat po uzgoju ZiZule na podrucju Splitsko-
dalmatinske Zupanije (Ozimec i sur., 2015). Stablo Zizule predstavija ukrasnu biljku
prvenstveno zbog svog habitusa. Zgrbljene, donekle viseCe i povijene grane koje rastu
nelinearno, nesimetriCno, ,neorganizirano®, Cesto vijugavo u svim smjerovima i naglo
mijenjajuéi smjer svoga rasta, tvore vrlo neobi¢nu pojavu i nalikuju na skulpture.

Zizula je osjetljiva prema jakim sjevernim i juznim vjetrovima pa se uzgaja na zastiéenim
polozajima. Ne podnosi alkalna i karbonatna tla, no raste na dubokim, lakim i plodnim vrtnim
tlima (Miljkovié, 1991). Zizula se rijetko koristi u klasiénim ukrasnim vrtovima, veé vise kao
vrsta s ljekovitim svojstvima. Kosi¢-Vitasovi¢ (2020) u svojem je istrazivanju o samoniklim
tradicionalno koriStenim vocnim vrstama u mediteranskom dijelu Hrvatske otkrila i jednu sortu

Zizula ,Mill“ koja se konzumira u svjezem stanju te sluzZi kao dodatak za rakiju.

2.2. Sorte zizula

Uzgoj u Kini broji izmedu 700 i 800 razli€itih sorti Zizule. Sorte se biraju ovisno 0 namjeni za
koju ¢e se plod koristiti. UCestale su ukrasne sorte koje se koriste za uredenje vrtova.

U vodece sorte ubrajaju se:

Li - karakteristi¢ni su okrugli i veliki plodovi (u narodu je zbog toga nazivaju jabukolikom
zizulom), dobre kvalitete, slatki i so¢ni, tezine do 90 g koji su za konzumaciju u svjeZzem stanju
te dozrijeva od pocetka rujna do sredine listopada.

Lang — veliki plodovi, kruskolikog oblika, pogodni za suSenje, veoma osjetljivi na pucanje
ukoliko kiSi za vrijeme sazrijevanja. Plodovi su zreli tijekom rujna i listopada. Specifi¢no je Sto
stablo gotovo da i nema trnja.

Sugar Cane — ukrasna sorta, plodovi se mogu konzumirati i u sviezem stanju i susiti. Plod je

okruglog oblika, srednje veliine, dobrog okusa te dozrijeva tijekom listopada.



Pojedinagna stabla ili nasadi podignuta radi istrazivanja mogu se pronaci u SAD-u, dok se
komercijalno uzgaja u Kini.

Honey Jar — vrlo male veli€ine plodova, okrugli, iznimne kvalitete, slatki i hrskavi za upotrebu
u svjeZem stanju. Dozrijeva od sredine pa do kraja rujna.

Shanxi Li — u Kini jedna od iznimno vaznih sorti za konzumaciju u svjezem stanju. Srednje do
veliki plodovi, dobre kvalitete te se dozrijevanje odvija tijekom rujna i listopada.

GA-866 — veliki, izduzeni i zaSiljeni plodovi na vrhovima, odlicne kakvoce s visokim udjelom
Secéera. Uzgajaju se u SAD-u te dozrijevaju kada i sorta ,Lang".

Sihong — konzumira se u svjeZzem stanju i veoma je pogodna za su$enje. Uzgaja se u Kini te
dozrijeva sredinom sezone.

Shanxi Jun — uzgaja se u Kini, u provinciji Shanxi. Plodovi imaju malo sjeme obavijeno tankom
kozicom te ih opisuje tamno smeda boja kada su zreli.

Abberville — veoma rodna sorta, no primarno je ukrasna sorta jer plodovi ostaju na granama
1 do 3 tjedna nakon opadanja li§¢a te sam plod nije dobre kvalitete (Susan;j i sur., 2020).
Chen i sur. (2018) su utvrdili da je sorta Junzao sadrzavala vrlo niske razine bjelanéevina,
ukupnih Secera i ukupnih titrirajucih kiselina. Sorta Huizao pokazala je srednju razinu omjera
SecCera i kiseline te srednju razinu askorbinske kiseline, dok je sorta Dazao pokazala visoke
razine bjelan€evina, Secera i ukupnih kiselina.

Visnjevec Miklav€i¢ i sur. (2018) u svojem su istrazivanju pokazali da se na istarskom
poluotoku nalaze poznate sorte Lii Lang te da je najraSirenija lokalna sorta ,Navadna ZiZzola“.

Utvdeno je i da domaéa sorta ima maniji plod od sorte LiiLang.

2.3. Kemijski sastav ploda zizule

Kader i sur. (1982) navode da kineske zizule u usporedbi s ve¢inom drugog svjezeg voca
imaju nizi sadrzaj vode i titrirajue kiselosti te viSi sadrzaj Secera i fenola. Glavni minerali u
zizuli su fosfor, kalij, kalcij i mangan. No, prisutne su i velike koli€ine natrija, cinka, bakra i
Zeljeza. Askorbinska kiselina (vitamin C) takoder zauzima veliki udio u Zizulama, Sto je
navedeno u drugim istraZivanjima (Pareek, 2013). Zizule su vrlo hranjive, jer imaju visok
sadrzaj flavonoida, vitamina B1 i B2. Rahman i sur. (2018) primijetili su da je 51,99-71,75 %
kineske zizule jestivo, od toga jestivi dio sadrzi 82,35-89,63 % ugljikohidrata, 4,43-6,01 %
bjelancevina, 0,48-0,63 % lipida, 2,80-4,80 % polisaharida, 45,64-88,97 mg/100 g askorbinske
kiseline, 132,16-196,58 mg/100 g fenola i 101,17-132,04 mg/100 g flavonoida.

Vecinu Secera predstavljaju glukoza, fruktoza, saharoza, ramnoza i sorbitol te se nalaze u

plodu Zizule. Takoder, Zizulu karakterizira i visoki sadrzaj dijetalnih vlakana i fruktoze koji
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reguliraju probavu tako $to reguliraju razine Seéera u krvi (Tahergorabi i sur., 2015). U plodu
Zizule moze se pronadi i veliki udio polisaharida koji imaju utjecaj na antioksidacijski stres,
imunoloski sustav, hipoglikemijske aktivnosti, zastitu gastrointestinalnog trakta te imaju
antitumorska svojstva (Ji i sur., 2017). Zizula je izvor i esencijalnih masnih kiselina te su
najznacajnije: oleinska, linolna i palmitinska (Susanj i sur., 2020). Osobito se istiCe linolna
kiselina (omega-6) (San i Yildrim, 2010) koju ljudsko tijelo ne mozZe samo proizvesti
(Simopoulos, 2008). Alkaloidi su sveprisutni u dijelovima biljke ZiZule pa su tako iz kore stabla
izolirani mauritin A, mukronin D, amfibin H, numularin A-B, sativanin A-H i K, frangulanin,
jubanin A-C, skutianin C-D i zizifin (Mahajan i Chopda, 2009; Tripathi i sur., 2001), dok su iz
liS¢a izolirani koklaurin, isoboldin, norsiboldin, asmilobin, iusifin i iusirin (Kang i sur., 2015;
Mahajan i Chopda, 2009).

2.4. Fenolni spojevi zizule

Fenolni spojevi ili polifenoli jedna su od najvecih grupa fitokemikalija te su u visokom udjelu
prisutni kod mnogih biljnih vrsta. U organizam dospijevaju unosom raznolikog voca i povrca,
sjemenki, Zitarica i biljnih napitaka. Prema brojnim istrazivanjima dokazano je da djeluju kao
snazni antioksidansi koji potpomazu funkciji antioksidacijskih vitamina i enzima u obrani protiv
oksidativnog stresa, djeluju protuupalno te imaju razne druge pozitivne u€inke na zdravlje (De
la Rosaisur., 2019; Zhang i Tsao, 2016; Stevenson i Hurst, 2007). Vec¢ina polifenola u bilikama
postoje kao glikozidi s razliCitim jedinicama Secera i aciliranim Secerima koji se nalaze na
razli¢itim pozicijama na polifenolnom kosturu. Sastoji se od najmanje jednog benzenskog
prstena na koji su direktno vezane dvije ili vise fenolnih hidroksilnih skupina. Mogu se podijeliti
na temelju kemijske strukture aglikona: fenolne kiseline, flavonoidi, polifenolni amidi i ostali

polifenoli (slika 2).
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Slika 2. Prikaz podjele polifenolnih spojeva prema osnovnoj kemijskoj strukturi (prema Tsao,
2010; Manach i sur., 2004)

Fenolne kiseline sekundarni su biljni metaboliti. Nastaju kao odgovor na okoliSne &imbenike
(svjetlo i temperatura), a ujedno sui jedne od klju¢nih molekula za njihov rast i Sirenje. Fenolni
prsten glavni je sastojak fenolnih kiselina, dok su hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline
glavni predstavnici skupine (Zheng i Tsao, 2016). Flavonoidi su sastavni dio ljudske prehrane
(prosje€ni unos u SAD-u je 1 g/dan), no vaznost danasnjih istrazivanja je na njihovom
antioksidacijskom ucinku gdje djeluju kao reducensi - uklanjaju slobodne radikale i sprjeCavaju
oksidaciju bioloSki aktivnih molekula. Flavonoide Cine tri tri prstenaste strukture s C6-C3-C6
oblikom (slika 3), koje stvaraju razli¢ite podskupine flavonoida kao $to su flavoni, flavanoni,

flavonoli, flavanonoli, izoflavonoidi i antocijanidini (Pazur, 2017).



Slika 3. Molekularna struktura jezgre flavonoida (prema Pazur, 2017)

Tri flavonoida: spinosin, 6-sinapoilspinosin, 6-feruloilspinosin su izolirani i pro¢idéeni iz Zizule
(Bai i sur., 2010). Riaz i sur. (2021) utvrdili su da je najveéi udio fenola ploda (304,4 mg
GAE/100 g uzorka), fenola lista (314,2 mg GAE/100 g uzorka), flavonoida ploda (123,7 mg
QE/100 g uzorka) i flavonoida lista (113,4 mg QE/100 g uzorka) u sorti Zizula Nummularia. S
druge strane, najnizi udio fenola lista (234,5 mg GAE/100 g uzorka) i fenola ploda (207,6 mg
GAE/100 g uzorka) pronadeni su u sorti Mauritiana, a najniZi udio flavonoida lista (87,9 mg
QE/100 g uzorka) i flavonoida ploda (95,6 mg QE/100 g uzorka) pronadeni su u sorti Spina-
christi. Prema istrazivanju Reche i sur. (2021), sorta GAL-E imala je najviSi udio fenola,
odnosno 574,08 mg GAE/100 g uzorka.

2.5. Antioksidacijski kapacitet zizule

U zivim sustavima prehrambeni antioksidativni spojevi poput polifenolnih spojeva, vitamina E
te askorbinske kiseline imaju sposobnost zastititi organizam od oksidativhog oStecenja (Li i
sur., 2005). Kod biljaka su fenolni spojevi vrlo vazni, jer su usko vezani uz rast, pigmentaciju,
reprodukciju i otpornost na odredene patogene i bolesti (Ghasemzadeh i sur., 2011.). Ti
spojevi mogu varirati ovisno o stupnju zrelosti ploda te prolaze kroz procese biosinteze koji
proizvode promjene u sastavu i sadrzaju karotenoida (Prasanna i sur., 2007). Prethodno
navedeno uzrok je visokog antioksidacijskog potencijala zizula s velikom dobrobiti za ljudsko
zdravlje i prevenciju bolesti kao Sto su rak, starenje stanica i kardiovaskularne bolesti (Dai i
sur., 2010).

Sama antioksidacijska aktivhost odgovor je na ve¢ znanu tezu da pomazu u neutralizaciji
slobodnih radikala koji su Stetni za zdravlje te se samim time smanjuje oksidativno oStecenje
stanica (Prior i sur., 2004). A razlog velike koli¢ine slobodnih radikala je taj Sto se oni stalno
stvaraju u tijelu radi kontakta s vanjskim svijetom, bilo to disanje, vanjsko oneciséenje,

izloZzenost zra€enju ili neki sasvim drugi ¢imbenici.



Posti¢i sto bolju vrijednost antioksidacijskog kapaciteta kod voca i povréa nije lak zadatak jer
postoje mnoge metode za odredivanje te aktivnosti te ista moze biti ovisna o mnogim
Cimbenicima kao Sto su vrsta oksidiraju¢eg supstrata, uvjeti oksidacije, mjereni parametri,
analiticke metode ili koncentracije (Frankel i sur., 2000). Dvije danas naj¢eSc¢e koristene
metode za procjenu antioksidativhog djelovanja u hrani i bioloSkim sustavima su Zeljezni
tiocijanat (FTC) te 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Kod DPPH metode spojevi reagiraju sa
slobodnim radikalom te dolazi do njegove redukcije (Brand-Williams i sur., 1995). Sam test se
temelji na sposobnosti uklanjanja antioksidansa u ekstraktu namijenjenom za mijerenje
antioksidacijskog kapaciteta (Kedare i Singh, 2011).

Utvrdeno je nedavno visoko antioksidacijsko djelovanje ekstrakata iz razli¢itih dijelova ploda
zizule kao §to su kora, pulpa i siemenke kao posljedica visoke razine fenolnih spojeva od kojih
su u velikoj mjeri prisutni klorogenska kiselina, galna kiselina te kafeinska kiselina (Zhao i sur.,
2014). Reche i sur. (2021) u svojem su istrazivanju pomo¢u FRAP metode dobili raspon
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta od 23,56 do 109,87 umol TE/g uzorka, dok su se
vrijednosti dobivene DPPH metodom, koje su dobili Gao i sur. (2011), kretale izmedu 26,81 i

56,32 umol TE/g uzorka te je vrsta Lingbaozao imala najviSu odredenu vrijednost.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati bioaktivni potencijal ploda razli€itih sorti zizula uzgojenih u
Republici Hrvatskoj te u proizvedenim ekstraktima spektrofotometrijski odrediti udio ukupnih

fenola i antioksidacijski kapacitet pomo¢u FRAP i DPPH metoda.

3.1. Materijali
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Slika 4. Plodovi ispitivanih sorti Zizula prije liofilizacije (vlastita fotografija)

U ovom istrazivanju koristeni su liofilizirani plodovi razli€itih sorti Zizula, koji su ubrani tijekom
2022. godine u voénjaku u Istri. Ispitivane sorte Zizula navedene su u tablici 1. Svjezi uzorci
(slika 4) su zamrznuti pri -80 °C tijekom 24 h, a zatim liofiliziranih 8 h pri -55 °C. Neposredno

prije ekstrakcije, liofilizirani uzorci su usitnjeni pomocu elektricnog mlinca.



Tablica 1. Ispitivane sorte zizula

Uzorak Sorta

1 R1Ps XUAN CHENG JIAN

R2Ps BAN

RsP1+ HONB

R3Ps

LONG ZHAO

DOMACA-Rovinj

LANG-1. stablo

O N| O O | WO DN

LANG-2. stablo

3.1.2. Kemikalije i standardi

Etanol, 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

Etanol 30 %-tni

Priprema: S obzirom na potrebni volumen 30 %-tnog etanola izraCuna se potrebni
volumen 96 %-thog etanola, a tikvica se zatim nadopuni destiliranom vodom do
oznake.

Destilirana voda

Folin-Ciocalteu reagens (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

Natrijev karbonat, anhidrid (Lach-Ner, Neratovice, Cegka)

Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane vode
te ohladi na sobnu temperaturu. Zatim se doda nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata,
nadopuni se u odmjernoj tikvici od 1000 mL i filtrira nakon 24 h.

Galna kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), 5 mg/mL

Priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici te se pomoc¢u 10 mL 96
%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u
datom volumenu. Odmijerna tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 2 mM

Priprema: odvaze se 0,0501 g Troloxa i kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu od
100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba, Milano, Italija)

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM
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Priprema: otpipetira se 330 UL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativho
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodié¢nom kiselinom. « Zeljezo (l11)-klorid heksahidrat (FeCI3 x 6H20) (Gram-Mol)
Zeljezo (I11)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0), 20 mM otopina

Priprema: odvaze se 0,541 g zeljezo (lll)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake s destiliranom vodom.

Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba, Milano, Italija)

Natrij-acetat trihidrat (CHsCOONa x 3H.0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: odvaZze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plastiCnoj ladici za vaganje i
kvantitativho prenese pomoéu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u nju
se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom
do oznake.

FRAP reagens

Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pomijeSa se 20 mL acetatnog pufera (0,3
M), 2 mL TPTZ reagensa i 2 mL zeljezo (lll)-klorida u omjeru 10:1:1.

100 %-tni metanol

0,2 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici za
vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake
100 %-tnim metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno je Cuvati na
tamnome u zatvorenoj tikvici.

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 20 mM

Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu Troloxa u koncentraciji 0,02 mol/L. 500 mg
Troloxa se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativnho prenese i otopi u 100
%-tnom metanolu i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Otopinu Troloxa potrebno je Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju)

i koristi se uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.
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3.1.3. Aparaturai pribor
Aparatura:

+ Analiticka vaga (Ohaus, Parsippany, SAD)

» Ultrazvuéna kupelj (DT 512 H, Bandelin Electronic, Berlin, Njemacka)

» Vortex uredaj (MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka)

» Spektrofotometar (UV-1600PC Spectrophotometer, VWR, Pennsylvania, SAD)
* Vodena kupelj (Waterbath WNB 14, Memmert, Schwabach, Njemacka)

» Elektriéni mlinac Waring WSG30 (Sprzet Laboratoryjny i Medyczny Labpartner KBS,

Var$ava, Poljska)
» Liofilizator Alpha 1-4 LSCPIlus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Osterode am Harz, Njemacka)

Pribor:

» Plasti¢ne Falcon epruvete (50 mL)
» Staklene epruvete

* Menzure (50 mL)

» Staklene ¢ase

» Odmjerne tikvice (10, 25i 100 mL)
« Stakleni lijevci

» Filter-papir

* Metalne Zli¢ice

» Plasti¢ne ladice

* Aluminijska folija

* Mikropipete Eppendorf (100, 1000 i 5000 uL)
» Nastavci za mikropipete Eppendorf
+ Kivete
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3.2. Metode

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz liofiliziranih uzoraka plodova Zizule provodi se na nacCin da se
prvo odvaze 1 g uzorka usitnjenog liofiliziranog uzorka u plasti¢nu Falcon epruvetu te se doda
20 mL ekstrakcijskog otapala (30 %-tna vodena otopina etanola). Dobivena smjesa izmijeSa
se na Vortex uredaju te se ekstrakcija provodi 20 min u ultrazvuénoj kupelji pri 50 °C. Po
zavrSetku ekstrakcije smjesa se profiltrira u odmjernu tikvicu od 25 mL i nadopuni otapalom
do oznake. Dobiveni ekstrakti (slika 5) koriste se potom za spektrofotometrijsko odredivanije

udjela ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet.

Slika 5. Ekstrakti fenolnih spojeva ploda zizule (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom koji je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline. Tijekom reakcije,
navedene kiseline se pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima reduciraju u
wolframov oksid i molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Sto je vedi intenzitet obojenja to je
veci udio hidroksilnih ili oksidiraju¢ih grupa fenolnih tvari u uzorku. Sama koncentracija
ukupnih fenola mjeri se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Uzorci se razrijede 5 puta, odnosno u svakoj epruveti je 100 uL uzorka i 400 uL otapala.
U smjesu se dodaje 100 uL ekstrakta (razrijedenog), 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL
vode i nakon 3 min dodaje se 1 mL otopine natrijeva karbonata. Pomocéu Vortex mijeSalice se
pripremljeni uzorci mijeSaju i termostatiraju 25 min pri 50 °C. Potom se mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini od 765 nm. Slijepu probu potrebno je pripremiti na isti nacin, no umjesto ekstrakta
potrebno je uzeti 100 uL ekstrakcijskog otapala.
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Izrada bazdarnog pravca:

Pripremljena otopina galne kiseline (5 mg/L) razrijedi se destiliranom vodom u viSe
razriedenja: 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Reakcija se postavi po iznad navedenom postupku
s Folin-Ciocalteu reagensom. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija (pri 765 nm), pomocu
programa Microsoft Excel nacrta se baZdarni pravac. Na apscisu pravca se nhanose
koncentracije galne kiseline u mg/L, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije pri 765 nm.

Prema dobivenoj jednadzbi raCunaju se koncentracije ukupnih fenola [1]:

Y =0,0035 - X (R?=0,9997) [1
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg/L)

R? — koeficijent determinacije

Koncentracije ukupnih fenola izraZzene su u mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g

liofiliziranog uzorka ZiZule kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom temelji se na reakciji
redukcije Zzuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje
plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Shortle
i sur., 2014). Metoda se temelji na prijenosu elektrona pri Eemu antioksidansi doniraju elektron
slobodnim radikalima, metalima i karbonilnim spojevima. Tijekom reakcije dolazi do smanjenja
intenziteta obojenja koji je izravno proporcionalan s udjelom antioksidansa u uzorku. Dobivene
vrijednosti FRAP metodom izraZzavaju se preko FeSO., askorbinske kiseline ili Trolox
ekvivalenta (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996).

Prije provedbe reakcije, dobiveni ekstrakti razrijedeni su ekstrakcijskim otapalom 20 puta.

U epruvetu otpipetira se redom 240 uL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 uL FRAP
reagensa. Uzorci se promijeSaju pomocu Vortex mijeSalice i termostatiraju 5 min pri 37 °C. Na
zavrSetku reakcije mjeri se apsorbancija pri 593 nm. U slijepu probu dodaje se ekstrakcijsko

otapalo umjesto uzorka.
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Izrada bazdarnog pravca:

Prethodno pripremljenu otopinu Troloxa (2 mM) razrijedi se na nacin da se dobiju otopine u
kojima je koncentracija Troloxa 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 umol/L. Reakcija se postavi kao
Sto je opisano s FRAP reagensom. U slijepu probu se dodaje 80 uL 96 %- tnog etanola
umjesto otopine Troloxa. Izmjeri se apsorbancija pri 593 nm te se pomocu programa Microsoft
Excel i dobivenih vrijednosti nacrta bazdarni pravac. Na apscisu se nanose koncentracije
Troloxa u umol/L, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije pri 593 nm. Antioksidacijski kapacitet

uzorka racuna se pomoc¢u dobivene jednadzbe [2]:

Y =0,0013 - X (R% =0,9995) [2]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)

R?- koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u pmol ekvivalenata Troloxa (TE)/g liofiliziranog uzorka

Zizule kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

DPPH metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva u hrani pomoéu
stabilnog DPPH radikala. Ovaj radikal je ljubi¢aste boje te radi svog nesparenog elektrona ima
apsorpcijski maksimum pri 517 nm. Rije€ je o kolornoj reakciji u kojoj je promjena boje iz
ljubiCaste u Zutu rezultat sparivanja elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa pri
¢emu nastaje reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu s brojem
sparenih elektrona (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005).

Prije provedbe reakcije, dobiveni ekstrakti razrijedeni su ekstrakcijskim otapalom 20 puta.

U epruvetu se otpipetira 0,7 mL ekstrakta i 1,5 mL pripremljenog DPPH reagensa. Slijepa
proba se priprema s 2,25 mL 100 %-tnog metanola.

Epruvete stoje u mraku 20 min pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri
517 nm.

Izrada bazdarnog pravca:
Pripremi se 1 mM otopina Troloxa i razrijedi u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125i 150 uM.

Reakcija se postavi na iznad opisan nacin s DPPH reagensom. Kod slijepe probe koristi se
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2,25 mL 100% metanola. Dobivene vrijednosti apsorbancije pri 517 nm koriste se za izradu
bazdarnog grafa pomocu programa Microsoft Excel. Na apscisi su koncentracije Troloxa
(mmol/L), dok se na ordinati nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 517 nm.

Dobivena jednadZba pravca sluzi za izraunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka [3]:

Y =-0,008 X + 1,3476 (R?=0,9948) [3]
gdje je:
Y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
X = ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)
R? — koeficijent determinacije
Antioksidacijski kapacitet izrazen je u ymol TE/g liofiliziranog uzorka ZiZule kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka koriSten je programski sustav Statistica 12.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, SAD). Jednosmjerna analiza varijance (eng. one-way ANOVA) KkoriStena je za
utvrdivanje signifikantnih razlika izmedu uzoraka. Nezavisna varijabla je bila sorta zizule, a
zavisne varijable bile su: udio ukupnih fenola (mg GAE/g liofiliziranog uzorka), antioksidacijski
kapacitet odreden FRAP metodom (umol TE/g liofiliziranog uzorka) i antioksidacijski kapacitet
odreden DPPH metodom (umol TE/g liofiliziranog uzorka). StatistiCki znaCajna razlika
razmatrana je na razini p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti), a svi marginalni prosjeci

usporedeni su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Udio ukupnih fenola
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Slika 6. Udio ukupnih fenola (mg GAE/g uzorka) u uzorcima liofiliziranog ploda zizule

Dobiveni rezultati prilikom odredivanja ukupnih fenola u liofiliziranim uzorcima plodova
razli€itih sorti Zizula prikazani su na slici 6. Vrijednosti se kre¢u u rasponu od 6,32 do 16,20
mg GAE/g uzorka, gdje je najniza vrijednost odredena u uzorku sorte (LANG-2. stablo), a
najviSa u uzorku sorte LONG ZHAO.

Usporedujuci rezultate dobivene u ovom istrazivanju s rezultatima u ve¢ dosada provedenim
istrazivanjima moze se vidjeti sliCan raspon vrijednosti udjela ukupnih fenola u razli€itim
vrstama Zizula. Azizi i sur. (2016) prilikom analiziranja 29 razliCitih vrsta Zizula iranskog
podrijetla odredili su udio ukupnih fenola u rasponu od 5,80 do 9,20 mg GAE/g uzorka. Sli¢ne
vrijednosti od 5,18 do 8,53 mg GAE/g uzorka su dobili Li i sur. (2005) istrazujuci kineske sorte.
S druge strane, nize vrijednosti, odnosno od 1,70 do 5,70 mg GAE/g uzorka, dobili su Gao i
sur. (2011) takoder u kineskim sortama, a viSe vrijednosti od 25-43 mg GAE/g uzorka zabiljeZili
su Kamiloglu i sur. (2009) ispitujuci turske sorte. Xue i sur. (2021) istrazujuci kineske sorte
zizula utvrdili su nesto nize vrijednosti ukupnih fenola i flavonoida u rasponu od 359,382 do
1041,333 ug GAE/g uzorka, gdje je najvisi udio imala sorta Jishanbanzao. Riaz i sur. (2021)
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tijekom istrazivanja pustinjskih sorti utvrdili su najviSu vrijednost fenola u sorti Nummularia
(304,4 mg GAE/100 g uzorka), dok je najniza vrijednost odredena u sorti Spina-christi (95,6
mg GAE/100 g uzorka), $to su znatno viSe vrijednosti od onih dobivenih u ovom istraZivanju i
u istrazivanju Yahia i sur. (2020) gdje je udio fenola bio u rasponu od 148,75 do 293,46 mg
GAE/g uzorka. Sapkota i sur. (2023) utvrdili su da sorta Sugarcane sadrzi 13,12 mg GAE/g
uzorka ukupnih fenola. Sadrzaj pojedinih polifenola se u razli¢itim sortama ZiZzula znatno
razlikuje. Sadrzaj katehina, kafeinske kiseline i rutina je kod sorte QXYZ bio najvisi te je iznosio
65,31 mg/100 g suhog uzorka, 26,29 mg/100 g suhog uzorka i 39,16 mg/100 g suhog uzorka
(Zhang i sur., 2021). Xue i sur. (2021) utvrdili su da je sorta Hupingzaoimala u liS¢u imala
najvidi udio ukupnih fenola i flavonoida te su neki od njih katehin, rutin, kvercetin, luteolin,
spinozin, galna Kiselina i klorogenska kiselina koji su takoder bili prisutni i u drugim sortama.
Vrijednosti ukupnih fenola u istrazivanju Gao i sur. (2011) kretale su se izmedu 4,29 6,00 mg
GAE/g uzorka te su slicne onima dobivenim u ovom radu.

Za dobivena odstupanja u vrijednostima moguci uzroci su analiza razliCitih sorti Zizula, razli€ito
vrijeme berbe, klimatski uvjeti i sadrzaj tla kog uzgoja te na kraju zbog koristenja razlicitih

metoda ekstrakcije fenolnih spojeva iz uzoraka.
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4.2. Antioksidacijski kapacitet FRAP metodom
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/g uzorka) u uzorcima liofiliziranog ploda ZiZzule
odreden FRAP metodom

Dobiveni rezultati prilikom odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u liofiliziranim uzorcima
plodova razliitih sorti zZizula prikazani su na slici 7. Vrijednosti se kre¢u u rasponu od 21,65
do 101,61 umol TE/g uzorka. Dobiveni rezultati su oekivani s obzirom na dobiveni udio
ukupnih fenola u uzorcima Zizule (slika 6).

Dobivene razlike moguce su uslijed razli¢itog fenolnog sastava kod razli¢itih vrsta uzroka,
razliCite polifenolne skupine pokazuju razli€iti (jaci ili slabiji) antioksidacijski u€inak. Rezultati
dobiveni u ovom istrazivanju usporedeni su s rezultatima antioksidacijskog kapaciteta
odredenog FRAP metodom u prijasnjim istrazivanjima te postoje razlike u vrijednostima koje
su moguce zbog analize razli¢itih vrsta Zizula, razliite pripreme uzorka ploda i razli€itin
primjena ekstrakcijskih metoda i otapala.

Reche i sur. (2021) u svojem su istrazivanju dobili raspon vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta od 23,56 do 109,87 umol TE/g uzorka $to je vrlo sli¢no vrijednostima dobivenim u
ovom radu. Prilikom analize razli€itih sorti Spanjolskih Zizula Wojdylo i sur. (2016) su utvrdili
da se vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta krecu od 176,6 do 348,2 umol TE/g uzorka te

su njihove vrijednosti bile visSe od onih dobivenih u ovom radu.
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4.3. Antioksidacijski kapacitet DPPH metodom
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/g uzorka) u uzorcima liofiliziranog ploda Zizule
odreden DPPH metodom

Dobivene vrijednosti prilikom odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u uzorcima razli€itih
vrsta zZizule DPPH metodom prikazane su na slici 8. Dobivene vrijednosti kreCu se u rasponu
od 20,96 (sorta Lang-2. stablo) do 72,58 (sorta R3Ps) umol TE/g uzorka. FRAP metoda za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta prati kretanje vrijednosti ukupnih fenola u uzorku
Zizule, za razliku od DPPH metode. Mozemo reéi da sorta RsPs ima najviSse odredene
vrijednosti gotovo svih ispitivanih parametara, dok sortu Lang-2. stablo karakteriziraju najnize
vrijednosti. Usporedujuci dobivene vrijednosti s vrijednostima koje su dobili Reche i sur. (2021)
u rasponu od 148,91 do 322,15 umol TE/g uzorka mozZemo re¢i da su znatno viSe. U
istrazivanju Sapkote i sur. (2023) sorta Capri suSena u peci pri 75 °C imala je viSsu DPPH
vrijednost (1,87 mg TE/g uzorka), nego sorta Xiang (0,97 mg TE/g uzorka). S druge strane,
sorta Xiang suSena na suncu imala je viSe vrijednosti (2,57 mg TE/g uzorka), dok je sorta
Xiang imala iste vrijednosti. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kojeg su dobili Gao i sur.
(2011) bile su sli¢ne vrijednostima dobivenim u ovom radu te su se kretale izmedu 26,81 i
56,32 umol TE/g uzorka. Sorta Lingbaozao je imala najviSu vrijednost antioksidacijskog

kapaciteta odredenog DPPH metodom.
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5. ZAKLJUCCI

Osvrnuvsi se na provedeno istrazivanje i dobivene rezultate, moze se zakljuditi:

1. Uzorci razliGitin sorti zizula dobar su izvor fenolnih spojeva te su pokazali dobra

antioksidacijska svojstva.

2. Udio ukupnih fenola u uzorcima odreden je u rasponu od 6,32 do 16,20 mg GAE/g
uzorka. NajviSi udio ukupnih fenola odreden je u sorti LONG ZHAO, a najnizi u sorti

Lang-2. stablo.

3. Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom odreden je u rasponu od 21,65
(sorta Lang-2. stablo) do 101,61 umol TE/g uzorka (sorta R3Ps).

4. Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom odreden je u rasponu od 20,96 do
72,58 umol TE/g uzorka. Najniza vrijednost odredena je u sorti Lang-2. stablo, dok je

najvisa vrijednost odredena u sorti R3Ps.
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Izjava o izvornosti

Ja __ Pia Rebi¢__izjavljujem da je ovaj zavrdni 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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