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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavr$nog rada bio je:

Pripraviti otopine odabranih fenolnih kiselina iz podgrupe derivata cimetne kiseline
(p-kumarinska, ferulinska, sinapinska, kafeinska i ruzmarinska kiselina) i

ekvimolarnih smjesa dviju ili vi$e fenolnih kiselina.

Odrediti antioksidacijsku aktivnost odabranih fenolnih kiselina i1 njihovih
ekvimolarnih fenolnih smjesa metodom odredivanja redukcijske snage uzorka (engl.

Ferric Reducing/ Antioxidant Power, FRAP)

Ispitati moguée interakcijsko (sinergijsko/ aditivno/ antagonistitko) djelovanje

izmedu testiranih fenolnih kiselina.



SAZETAK

Danas se fenoli sve Ce$¢e smatraju mozda najkorisnijim fitokemikalijama u
hrani  zahvaljujuéi izuzetno dobroj antioksidacijskoj aktivnosti. Pozitivni
antioksidacijski u¢inci pojedinih fenolnih spojeva su dobro istraZeni i razlike u njihovoj
aktivnosti prepisivale su se razlikama u kemijskoj gradi molekula.

Cilj ovog rada bio je odrediti antioksidacijsku aktivnost odabranih fenolnih
kiselina iz podgrupe derivata cimetne kiseline (p-kumarinska, ferulinska, sinapinska,
kava 1 ruzmarinska kiselina), kao i njihovih ekvimolarnih fenolnih smjesa dvije ili vise
kiselina, metodom odredivanja redukcijske snage uzorka (engl. Ferric
Reducing/Antioxidant Power, FRAP). U radu je takoder ispitano moguce interakcijsko
(sinergijsko/ aditivno/ antagonisti¢ko) djelovanje izmedu testiranih fenolnih kiselina.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju razlike u antioksidacijskoj aktivnosti
izmedu testiranih fenolnih kiselina, kao i njihovih ekvimolarnih smjesa. Na osnovu
dobivenih rezultata moZe se zakljuditi da je najbolju antioksidacijsku aktivnost medu
testiranim derivatima hidroksicimetnih kiselina pokazala kava kiselina i njen ester
ruzmarinska kiselina, a najslabiju p-kumarinska kiselina. Najbolji i najjaci sinergijski
uéinak potvrden je pri najnizoj testiranoj koncentraciji smjese, dok je najveci broj

smjesa pokazao sinergijski u¢inak pri najvecoj testiranoj koncentraciji.

Kljuéne rijeéi: fenolne kiseline, antioksidacijska aktivnost, FRAP, sinergija



SUMMARY

Today phenols are increasingly considered to be the most useful phytochemicals
in the food due to the extremely good antioxidant activity. Positive antioxidant effects
of certain phenolic compounds are well explored and the differences in their activity
were ascribed to the differences in their chemical structures.

The aim of this study was to determine the antioxidant activity of the selected
phenolic acids from the subgroup of cinnamic acid derivatives (p-coumarig, ferulic,
synapic, caffeic and rosemarinic acid), as well as their equimolar mixtures with two or
more acids, using the method of determining the reduction power of the sample (Ferric
Reducing / Antioxidant Power, FRAP). A possible interaction (synergistic / additive /
antagonistic) effects between the tested phenolic acids were also investigated.

The results of this study confirm the differences in antioxidant activity between
the tested phenolic acids as well as their equimolar mixtures. Based on the obtained
results, it can be concluded that the caffeic acid along with its esther rosmarinic acid
showed the best antioxidant activity among the selected cinnamic acid derivatives tested
while p-coumaric acid showed the weakest activity. The best and strongest synergistic
effect was confirmed at the lowest concentrations of the mixtures tested, while the
highest number of mixtures showed a synergistic effect at the highest concentrations

tested.

Keywords: phenolic acids, antioxidant activity, FRAP, synergy
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UvOD

Pojam "fitokemikalije" danas sve &e$¢e susreCemo u svakodnevnom Zivotu.
Nakon otkri¢a vitamina pocetkom pro$log stoljeca, danas se sve vide paZnje pridaje
nenutritivnim tvarima, fitokemikalijama, iz namirnica biljnog podrijetla. Ovi bioloski
aktivni spojevi se prirodno nalaze u biljkama, a odgovorni su za njihova organolepticka
svojstva. Osim $to voéu i povréu daju boju, u ljudskom organizmu igraju nezamjenjivu
ulogu §to potvrduju razli¢ite znanstvene studije koje su dokazale njihove brojne

povoljne udinke na ljudsko zdravlje.

Do danas je identificirano na tisuée razli¢itih fitokemikalija u razliCitim
biljkama, a njihovo otkrivanje i istraZivanje se i dalje nastavlja obzirom na bogatstvo i
raznolikost biljnog svijeta. Fitokemikalije se mogu podijeliti na: karotenoide, fenole,
alkaloide i spojeve koji sadrZe dugik.! Iako se Sesto spominju kao sekundarni produkti
metabolizma biljaka, zahvaljujuéi izuzetno dobroj antioksidacijskoj aktivnosti, fenoli se
danas sve &e$¢e smatraju najkorisnijim fitokemikalijama u hrani. Biljke ove spojeve
okoli¥nih uvjeta, a brojni znanstvenici nastoje identificirati i objasniti moguce koristi tih
istih spojeva, na ljudsko zdravlje, $to je ve¢ odavno poznato u tradicionalnoj medicini.

Ono $to fenole &ini tako zanimljivima jesu njihovi mnogobrojni i razli€iti
mehanizmi djelovanja u obrani od raznih oboljenja, a lista tih mehanizama svakim se
danom poveéava zahvaljujuéi novim otkri¢ima. Brojna ispitivanja su pokazala da fenoli
imaju brojne pozitivne udinke,izmedu kojih se istiéu antimutageno, antiviralno,

antibakterijsko?, antialergijsko, antikancerogeno i druga djelovanja. *

Pozitivni antioksidacijski u¢inci pojedinih fenolnih spojeva su dobro istrazeni i
razlike u njihovoj aktivnosti prepisuju su se razlikama u kemijskoj gradi molekula.
Ispitivanja fenolnog profila biljnih ekstrakata ili samog biljnog materijala uglavnom bi
izdvajala dominatni fenolni spoj kao glavnu komponentu zasluznu za dobro

antioksidacijsko svojstvo cijelog ekstrakta ili biljnog materijala.

Medutim, vaZno je istaknuti da se fenolni spojevi u biljkama ne pojavljuju kao
individualni spojevi, ve¢ u smjesama. Iz tog razloga je vaZno poznavati djelovanje

smjese fenola, a ne samo jednog dominantnog spoja.

1



Iako pojedini znanstvenici ukazuju na postojanje interakcijskog djelovanja
izmedu fenolnih spojeva u biljnim ekstraktima, vrlo je malo saznanja i dokaza o
navedenoj teoriji. Na osnovu navedenog, u ovom radu se istraZivala redukcijska snaga
(koristenjem metode FRAP) odabranih fenolnih kiselina iz podgrupe derivata

hidroksicimetne kiseline i njihovih ekvimolarnih smjesa.



1. OPCI DIO

1. 1. Fenolni spojevi

Jednu od najbrojnijih i najrairenijih grupa spojeva u biljnom svijetu ¢ine fenolni
spojevi. Iako se fenolni spojevi, s kemijskog stajaliSta, uglavnom definiraju kao spojevi
s fenolnim prstenom, na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina, oni su
zapravo veoma raznolika skupina sekundarnih metabolita u koje ubrajamo jednostavne
spojeve poput fenolnih kiselina, stilbena, polifenola, ali i velike polimerizirane spojeve
kao $to su kondezirani tanini.*

Jedna od najeséih i najjednostavnija podjela fenolnih spojeva, koja se temelji na
broju aromatskih jezgri u fenolnoj molekuli, jest podjela na monofenole (npr. fenolne
kiseline i njihovi derivati, fenolni alkoholi itd.) i polifenole (npr. flavonoidi, stilbeni).> ¢

Monofenoli su spojevi koji imaju jedan benzenski prsten na koji je vezana
najmanje jedna hidroksilna (-OH) skupina, dok polifenoli sadrZe ve¢i broj benzenskih
prstena unutar jedne molekule.’ Osim po svojoj kemijskoj strukturi razlikuju se i po
kemijskim svojstvima.

Polifenoli su jedna od najbrojnijih skupina fenola, a s kemijskog stajaliSta
moZemo ih definirati kao spojeve koji sadrze ve¢i broj fenolnih skupina unutar jedne
molekule. U polifenole ubrajamo najistraZivaniju podgrupu fenolnih spojeva flavonoide
i stilbene. Tako se dug niz godina istrazivadi bave strukturom i svojstvima flavonoida,
posljednjih godina sve vise paZnje se posveéuje stilbenima. Do danas je poznato preko
5000 razli¢itih flavonoida, a obzirom na razlike u kemijskoj gradi molekula dijele se na:

flavone, flavonole, flavan-3-ole i antocijane (slika 1).



POLIFENOLI
STILBENI
FLAVONOIDI
C6-C3-C6

FLAVONOLI FLAVANOLI  OSTALI (flavoni, antocijani,

/ \ flavanoni)

MONOMERI OLIGOMERI

Katehini Proantocijanidini
Galokatehini I S
Afzelehini Procijanidini Prodelfinidini

Slika 1. Podjela polifenola.®

1.1.1, Fenolne Kkiseline

Fenolne kiseline su veoma &esti spojevi u prirodi, a mogu se naci u razli¢itim
vrstama voda i razligitim biljkama, te u razli¢itim dijelovima biljka. Obi¢no se dijele u
dvije glavne skupine: derivati hidroksibenzojeve kiseline (Ce-C1) i derivati
hidroksicimetne kiseline (C¢-C3). Osnovna razlika izmedu ove dvije skupine je u
poloZaju karboksilne grupe u odnosu na aromatsku jezgru (slika 2), dok se ostale razlike
izmedu pojedinih kiselina o€ituju se kroz stupanj hidroksilacije i/ili metoksilacije
aromatskog prstena. Uglavnom su vezane za antocijane, Secere ili neke druge spojeve, a

nalazimo ih i kao sastavni dio tanina.>°



Rl R3

R1 R3 (b)

COOH COOH

Slika 2. Osnovne kemijske strukture derivata benzojeve kiseline (a) derivata cimetne
kiseline (b).!°

U skupinu derivata hidroksibenzojeve kiseline ubrajamo: vanilinsku, siriginsku,
galnu, protokatehinsku, m-hidroksibenzojevu, p-hidroksibenzojevu i gentisinsku
kiselinu. Oni su obi¢no prisutni u vezanom obliku i tipiéno su sastavni dio sloZenih
struktura poput lignina i hidroliziranih tanina. °

U derivate hidroksicimetne kiseline ubrajamo: p-kumarinsku, ferulinsku,
sinapinsku i kava kiselinu. I ove kiseline su uglavnom prisutne u vezanom obliku,
obi¢no povezane sa strukturnim komponentama stani¢ne stjenke, kao Sto su celuloza,

lignin i proteini esterskim vezama.'!

1.1.1.1. Derivati hidroksicimetne kiseline

Hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati (Slika 3.) znafajna su skupina
fenolnih spojeva prisutnih u voéu. U prirodi rijetko dolaze u slobodnom obliku i

uglavnom ih nalazimo u razli¢itim konjugiranim oblicima te kao estere.!?
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Slika3. Kemijske strukture predstavnika derivata cimetne kiseline.!> 131413

Kava, ferulinska i p-kumarinska kiselina, uz jo§ nekoliko predstavnika derivata

Najzastupljenija u prirodi, medu cimetnim kiselinama, je klorogenska kiselina

HO, COxH

¢] 5
™ /@m A
OH
HO HO

|
a)

benzojeve kiseline, prisutne su gotovo u svim biljkama.% ® Od njih, u vocu je najéesce
prisutna kava kiselina, koja &ini >75% udjela svih hidroksicimetnih kiselina nadenih u

$ljivama, jabukama, breskvama, borovnicama i raj&ici.!* 16

(slika 4), ester kava kiseline.> ° Drugi dobro poznati ester kava kiseline prisutan u

brojnim biljnim vrstama je ruZmarinska kiselina (slika 4).!”

OH
A OH

b)

Slika 4. Strukture a) klorogenske i b) ruzmarinske kiseline.'®



1.1.2. Svojstva fenola i fenolnih kiselina

Fenolni spojevi su najvazniji u vodi topivi antioksidansi prisutni u biljkama i u
hrani. Zahvaljujuéi svojoj specifiénoj gradi. Ova grupa sekundarnih aromatskih
metabolita posjeduje visestruko biolosko djelovanje kao $to je antioksidativna aktivnost
i antimikrobna aktivnost.? 1918

Fenolni spojevi mogu djelovati na razli¢ite nadine'®, no najées¢e djeluju kao
kelatori metala (poput Zeljeza i bakra) koji mogu sprije€iti njihovo sudjelovanje u
Fentonovim reakcijama i na taj nadin mogu generirati visoke koncentracije hidroksilnih
radikala. Osim toga fenoli mogu razbijati lanéane reakcije koje pokre¢u slobodni
radikali, te usporiti ili ubrzati enzimsku aktivnost. Za sve ove aktivnosti i svojstva
fenolnih spojeva zasluZna je njihova specifiéna kemijska grada, te broj i razmjeStaj
raznih supstituenata u osnovnoj strukturi molekule. NajvaZniji nadin djelovanja fenola
kao antioksidansa je hvatanje slobodnih radikala prilikom &ega dolazi do prekida
landanih reakcija slobodnih radikala.? !°

Biologka aktivnost fenolnih kiselina ovisi o broju i poloZaju hidroksilnih skupina
u molekuli.> 2° Upravo zbog hidroksilnih skupina i zbog nezasi¢enih dvostrukih veza,
ove molekule su osjetljive su na oksidaciju, $to ih ¢&ini dobrim antioksidansima.
Antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina povecava se sa stupnjem hidroksilacije
aromatskog fenilnog prstena, pa tako npr. derivati hidroksibenzojeve kiseline s
hidroksilnim skupinama u orto- ili para-poloZaju u odnosu na karboksilnu skupinu, ne
pokazuju antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s meta-hidroksibenzojevim kiselinama
koje pokazuju. Takoder treba istaknuti i sludaj kada supstitucija na poloZajima 3,4,5
koja je prisutna kod galne kiseline rezultira visokom antioksidacijskom aktivnodéu.?

Zahvaljujuéi dobrim antioksidacijskim i drugim svojstvima, fenolne kiseline
imaju kljuénu ulogu u prevenciji i/ili nastanku raznih oboljenja uzrokovanih
djelovanjem slobodnih radikala (kardiovaskularne i respiratorne bolesti,dermatoloska

oboljenja i bolesti probavnog sustava).?



1.2. Antioksidansi i slobodni radikali

Kao i fitokemikalije, antioksidansi su sastojci koje nalazimo u hrani, ali za
razliku od fitokemikalija nisu ograni¢eni samo na biljne namirnice. Izraz antioksidans
opisuje tvari ili nutrijente u naSoj hrani koji pomazu tijelu u oslobadanju od slobodnih
radikala, a time sprjeavaju i popravljaju $tetu koju oni nanose.

Antioksidansi su molekule koje mogu donirati jedan elektron ili vodikov atom
nekom reaktivnom, slobodnom radikalu. S ovom sposobno§¢u ovi spojevi neutraliziraju
slobodne radikale i na taj nadin §tite ljudski organizam, ali i usporavaju kvarenje hrane
bogate lipidima koji su skloni procesima oksidacije.>*!

Slobodni radikali su kemijski spojevi s jednim ili viSe nesparenih elektrona u
vanjskoj elektronskoj ljusci i imaju vrlo veliku kemijsku reaktivnost.?! Zbog toga se
mogu brzo i nepredvidivo spajati s molekulama u blizini, kao npr. proteinom, lipidom,
ugljikohidratom ili nukleinskom kiselinom, §to dovodi do nastajanja novih spojeva,
takoder sa svojstvima radikala te potencijalno do pokretanja novog niza neenzimskih
landanih reakcija. Najznadajniji slobodni radikali su reaktivni kisikovi i dusikovi
Spojevi.

U reaktivne oblike kisika (engl. reactive oxygen species — ROS) ubrajamo
superoksidni, hidroksilni, peroksilni radikal, te reaktivni neradikalne derivate kisika kao
§to su vodikov peroksid, hipokloritna kiselina, singletni kisik. Reaktivni oblici dusika
(engl. reactive nitrogen species — RNS) pak ukljuuju dusikov (II)-oksid i dusikov (IV)-
oksid radikal, te spojeve i molekule kao peroksinitrit, nitrozilni kation i dr. %%

U organizmu zdravih i oboljelih osoba slobodni se radikali stvaraju stalno, kao
produkti metabolizma, a neki od njih imaju i vaZne fizioloske funkcije. Obi¢no ljudski
organizam raspolaZe izvrsnim prirodnim mehanizmima obrane, koji sudjeluju ili u
prevenciji i prekidanju procesa oksidacije ili u obnavljanju o$te¢enih molekula, no kad
iz razli¢itih razloga (nedostatak prirodnih antioksidansa, egzogeni toksini, neispravne
mutacije DNA, kroni¢ne bolesti, nagomilavanje ofteéenih makromolekula, povecanje
koli¢ine prooksidansa,itd.) obrambeni mehanizmi zataje i kada stanice, tkiva ili katkad
cijeli organizam preplave slobodni radikali, nastaje patoloSko stanje koje nazivamo
oksidacijski stres.*' Kao rezultat tog stresa javlja se oStecenje stanice, nove mutacije

DNA, oksidacija lipidnih membrana, bolest, starenje i dr.



Iz ovakve definicije oksidacijskog stresa jasno je koliko je za Covjeka vazno
postojanje prirodne antiioksidacijske obrane. U prirodnom antioksidacijskome
mehanizmu obrane osim enzima (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-
peroksidaza, glutation-reduktaza), cisteina, cistamina ili glutationa sudjeluju i vitamini
A, C i E, te beta karoten.?? Prirodni izvor antioksidansa su uljarice, cjelovite Zitarice,
povrée, vole, lisée, korijen, zalini i zeljaste biljke.”® Obzirom na moguée razlicite
mehanizme djelovanja antioksidansa u reakcijama sa slobodnim radikalima, postoje i
razli&ite metode za procjenu antioksidacijske aktivnosti. Najéedéa podjela navedenih je
na metode koje se temelje na prijenosu vodikovog atoma (engl. Hydrogen Atom
Transfer- HAT) i metode temeljene na pojedina¢nom elektronskom prijenosu (engl.
Single Electron Transfer- SET). Metoda FRAP koja je koriStena u ovom radu temeljena
je na pojedinatnom prijenosu elektrona tj. spada u SETmetode.?

Korelaciju izmedu antioksidacijske aktivnosti i fenolnog sastava proucavali su
razli¢iti autori u raznim vrstama hrane i pi¢a, uklju€ujuéi vino i jagode, i na osnovu
dobivenih rezultata zakljuéili da razli¢ite podgrupe fenolnih spojeva pridonose razli¢ito;
jadini konaénog antioksidacijskog utinka. S druge pak strane, antioksidacijsko
djelovanje moZe se odrediti iz ukupne koli¢ine radikala koji su uklonjeni te prema brzini

kojom se reakcije odvijaju.?®



1.3. Interakcija fenola

Interakcija izmedu fenolnih spojeva je dobro poznata kao i injenica da ista
moZe utjecati na promjenu ukupnog antioksidacijskog kapaciteta ispitivanog uzorka.
Ono $to je vaZno istaknuti jest teSko predvidjeti antioksidacijsku aktivnost smjese i/ili
uzorka na temelju sposobnosti pojedina¢nih fenolnih antioksidansa.?”> 2 Na osnovu
dosadagnjih istrazivanja koja su provedena na velikom broju fenolnih spojeva, moze se
zakljuditi da postoji medusobno djelovanje izmedu flavonoida u smjesi, te da njihovo
interakcijsko djelovanje moZe utjecati na ukupni antioksidacijski kapacitet smjese.?*

Dokazana je takoder i interakcija izmedu polifenola i makromolekula poput
proteina, ugljikohidrata i lipida.2” %% Pokazano je i da ove interakcije mogu utjecati na
bioraspoloZivost polifenola. Ono $to je osobito zanimljivo je &injenica da interakcije
izmedu polifenola i lipida imaju pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje zbog smanjenja
adsorpcije masti u gastrointestinalnom traktu, te da ove interakcije mogu osigurati
prolazak polifenola do niZih dijelova gastrointestinalnog trakta.?

Jako postoje radovi o pozitivnom zdruZzenom u€inku nekih fenolnih spojeva, broj
ispitanih kombinacija je jako mali, kao i vrste antioksidacijskih metoda kojima je
ispitivanje provedeno. Studije takoder isti¢u veéu antioksidacijsku aktivnost polifenola
koji sadrZe kateholnu skupinu (aromatski prsten s dvije hidroksilne skupine u orto
poloZaju) u odnosu na polifenole jednostavnije fenolne grade.? Upravo iz tog razloga se
javlja potreba za ispitivanjem vedeg broja fenolnih spojeva iz razli¢itih podgrupa i

razli¢itih strukturnih karakteristika.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koristeni su standardi odabranih fenolnih

kiselina iz podgrupe hidroksicimetnih kiselina. Osnovne otopine fenolnih kiselina

pripravljene su pri istim molamim koncentracijama. Ovako pripravljene otopine

koristene su za pripravu ekvimolarnih fenolnih smjesa. Sve otopine fenolnih kiselina,

kao i njihovih ekvimolarnih smjesa do provodenja analize ¢uvane su u hladnjaku pri

temperaturi +4°C.

Tablica 1. Odabrani derivati hiroksicimetne kiseline.

Fenolna kiselina Ime po IUPAC-u
p-kumarinska 4-hidroksi cimetna kiselina
Kava 3,4-dihidroksi cimetna kiselina
Ferulinska 4-hidroksi-3-metoksi cimetna kiselina
Sinapinska 4-hidroksi-3,5-dimetoksi cimetna kiselina
BB R aEm (2R)-2-(2"E")-3-(3,4-dihidroksifenil)-1-okso-2-
propeniloksi]-3-(3,4-dihidroksifenil) propionska kiselina
2.1.1. Kemikalije

2.1.1.1. Odabrani fenolni spojevi

e ruzmarinska kiselina, C1sHi60s, Mr=360,31 g/mol, 97% C(istole (Sigma-Aldrich
Gmbh, Steinheim, Njemacka),

e 4-hidroksicimetna kiselina, CoHsO3, Mr=164,16 g/mol, 98% &istoce (Sigma, Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka),

e kava kiselina, CsHzO4, Mr=180,16 g/mol, > 95% Cdistoée (Sigma, Sigma-Aldrich
GmbH, Steinheim, Njemacka);

e 4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina, C10H1004, Mr=194,19 g/mol, >98% cistoce

(Fluka, Buchs, Njemacka);
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2.1.1.2. Kemikalije koriStene za odredivanje antioksidacijskih svojstava

e ectanol p.a., C;HsOH (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija),

o Zeljezo (III) klorid heksahidrat, FeCl3x6H20 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

e Kkloridna kiselina, 37 %, HCl (Paureac, Barcelona, Spanjolska);

e natrijev acetat trihidrat, CH3COONax3H2O (Alkaloid AD-Skopje, Skopje,
Makedonija);

¢ glacijalna octena kiselina, CoH4O: (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija),

o TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), C1sH12Nes (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)

2.2. Priprava fenolnih otopina

2.2.1. Priprava otopina fenolnih kiselina i ekvimolarnih smjesa

Za testiranje antioksidacijskih svojstava, pripravljene su otopine svakog pojedinog
fenolnog spoja u koncentraciji od 1000 uM. Pri pripravi pocetnih otopina uzeta je u
obzir &istoéa fenolnog spoja, a kao otapalo koristen je 80%-tni etanol. Osnovna otopina
svakog pojedinog fenolnog spoja je, dodatkom odredene koliCine otapala, razrijedena
do koncentracije 100, 500 1 1000 pM.

Za pripravu ekvimolarnih fenolnih smjesa koriStene su osnovne otopine fenolnih
spojeva, izvorne ili u odgovarajuéem razrjedenju. Fenolne smjese su pripravljene
mije$anjem jednakih volumena otopina (iste koncentracije) dvije ili viSe fenolnih
kiselina iz podskupine derivata hidroksicimetne kiseline (tablica 2). Koncentracije

testiranih smjesa fenolnih kiselina bile su 100, 500 1 1000 pM.
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Tablica 2. Fenolni sastav testiranih smjesa.

Molarni Fenolne smjese Oznaka
omjer
Sinapinska kiselina+RuZmarinska kiselina SK+RK
Kava kiselina+p-kumarinska kiselina KK+p-KK
Kava kiselina+Ferulinska kiselina KK+FK
Kava kiselina+sinapinska kiselina KK+SK
p-kumarinska kiselina+Ruzmarinska kiselina p-KK+RK
1:1 = — — —
p-kumarinska kiselina+Sinapinska kiselina p-KK+SK
Kava kiselina+RuZmarinska kiselina KK+RK
Ferulinska kiselina+Sinapinska kiselina FK+SK
Ferulinska kiselina+p-kumarinska kiselina FK+p-KK
Ferulinska kiselina+RuZmarinska kiselina FK+RK
Kava kiselina+Ferulinska kiselina+p-kumarinska kiselina KK+FK+p-KK
Kava kiselina+Sinapinska kiselina+RuZmarinska kiselina KK+SK+RK
Kava kiselina+p-kumarinska kiselina+Sinapinska kiselina KK+p-KK+SK
Kava kiselina+Ferulinska kiselina+RuZmarinska kiselina KK+FK+RK
Kava kiselina+p-kumarinska kiselina+RuZmarinska kiselina KK+p-KK+RK
1:1:1 Kava kiselina+Ferulinska kiselina+Sinapinska kiselina KK+FK+SK
p-kumarinska kiselina+Sinapinska kiselina+RuZmarinska p-KK+SK+RK
kiselina
p-kumarinska kiselina+Sinapinska kiselina+Ferulinska p-KK+SK+FK
kiselina
p-kumarinska kiselina+Ruzmarinska kiselina+Ferulinska p-KK+RK+FK
kiselina
RuZzmarinska kiselina+Ferulinska kiselina+Sinapinska RK+FK+SK
kiselina
Kava kiselina+p-kumarinska kiselina+Ferulinska KK+p-KK+FK+SK
kiselina+Sinapinska kiselina
Kava kiselina+Ferulinska kiselina+Sinapinska KK+FK+SK+RK
kiselina+RuZzmarinska kiselina
Kava kiselina+p-kumarinska kiselina+Sinapinska KK+p-KK+SK+RK
1:1:1:1 P I Po—!
kiselina+RuZmarinska kiselina
p-kumarinska kiselina+Ferulinska kiselina+Sinapinska p-KK+FK+SK+RK
kiselina+tRuZmarinska kiselina
Kava kiselina+Ferulinska kiselina+p-kumarinska KK+FK+p-KK+RK
kiselina+RuZmarinska kiselina
1:1:1:1:1 Kava kiselina+p-kumarinska kiselina+Sinapinska KK+p-KK+
*7*77* 7 | kiselina+Ferulinska kiselinatRuZmarinska kiselina SK+FK+RK
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2.3. Metode odredivanja antioksidacijskih svojstava

2.3.1. FRAP metoda

Antioksidacijski kapacitet odabranih fenolnih kiselina i bnjihovih ekvimolarnih
smjesa odreden je metodom FRAP (engl. Ferric Reducing/Antioxidant Power). Izvornu
metoda koju su razvili 3!, a ista je u ovo radu modificirana kako bi se testiranje moglo
izvoditi u mikrotitarskim plo¢icama (Micro test plates, PS, bez poklopca, nesterilne,
Sarsted, Njemacka). U radu je koristen spektrofotometar Tecan Micro Plate Reader,
model Sunrise (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svicarska)

Osim za odredivanja redukcijske snage plazme za koju je metoda i razvijena,
danas se ova metoda &esto koristi kod ispitivanja antioksidacijskih svojstava biljnih

ekstrakata, &istih spojeva ili njihovih smjesa.>*

Reagensi:

e acetatni pufer, ¢ (C;HaNaO2x3H,0) = 300 mmol/L; pH 3,6: 3,1 g natrijevog
acetata i 16 mL glacijalne octene kiseline se pomije$a s vodom do volumena 1 L

e otopina klorovodicne kiseline, ¢ (HC1) = 40 mmol/L: 400 mL 0,1 M klorovodi¢ne
kiseline u odmjerenoj tikvici od 1 L razrijedi se destiliranom vodom do oznake;

e otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI, ¢ (CisH12Ne) = 10
mmol/L: 159,4 mg TPTZ se otopi u 50 mL 40 mmol/L otopine klorovoditne
kiseline;

e otopina FeCls, ¢ (Fe*") = 20 mmol/L: 551,6 mg Zeljezova (III) klorida se otopi u
100 mL destilirane vode;

o FRAP reagens se priprema mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 ml otopine

TPTZ reagensa i 2,5 ml otopine FeCls.
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Postupak:

SvjeZe pripravljena otopina FRAP reagensa (300 pL) se pipetira u otvore

mikrotitarske plogice, nakon ega se o€ita apsorbancija otopine pri 592 nm. U reagens

se potom doda 10 pL uzorka (pojedine fenolne kiseline ili fenolne smjese) i prati se

promjena apsorbancije nakon 4 min. Testirana je aktivnost fenolnih kiselina pri tri

razligite koncentracije: 100, 500 i 1000 uM. Promjena apsorbancije, izracunata kao

razlika izmedu kona¢ne vrijednosti apsorbancije reakcijske smjese nakon odredenog

reakcijskog vremena (4 min) i apsorbancije FRAP reagensa prije dodatka uzorka,

usporedena je s vrijednostima dobivenim za otopinu standarda.*® Kao standard koristen

je FeSOsxTH20, a rezultati su izrazeni kao pM Fe?*. Sva mjerenja uradena su u 6

ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

0,7
0,6
0,5

é 0,4
0,3
0,2
0,1

0

y = 0,0006x - 0,0031
RZ = 0,9991

»

/

.

-

pe

0

200 400 600
¢ (um)

800 1000

1200

Slika 5. Ovisnost koncentracije FeSO4x7H20 o apsorbanciji FRAP reakcijske smjese.
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2.4. Interakcijsko djelovanje fenolnih spojeva

2.4.1. Odredivanje interakcijskog djelovanja

Interakcija izmedu odabranih fenolnih kiselina, odredena FRAP metodom,

opisana je kao razlika u antioksidacijskoj aktivnosti i izra¢unata je preko jednadZbe:

Razlika (%) = [Eksperimentalna vrijednost smjese x 100 / O¢ekivana vrijednost

smjese] — 100

gdje je:
Eksperimentalna vrijednost- eksperimentalno dobiveni rezultat za smjesu dva

ili vise testiranih derivata hidroksicimetnih kiselina

Odekivana vrijednost - vrijednost za smjese dobivena racunski zbrajanjem
teoretskih FRAP vrijednosti za pojedini spoj iz smjese (teoretska vrijednost
pojedinog spoja predstavlja eksperimentalnu FRAP vrijednost podijeljenu s 2, 3,

4 ili 5 ovisno o broju spojeva u kombinaciji)

Pozitivne vrijednosti razlike ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje,
negativne vrijednosti na antagonisti¢ko djelovanje, a za vrijednosti razlike ,,0%
odnosno ,+5%*“ moZe se smatrati da nema interakcije odnosno da postoji aditivno

djelovanje.®
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati antioksidacijske aktivnosti derivata hidroksicimetne kiseline

odredene metodom FRAP
Kava kiselina y=0,0011x+0,1948 | Ferulinska kiselina ¥=0,001x+0,0503
Ri=0,9955 R?=0,9999
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Slika 6. Grafi¢ki prikaz ovisnosti koncentracije testirane hidroksicimetne kiseline na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.
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Tablica 3. FRAP vrijednosti testiranih hidroksicimetnih kiselina izraZena u pM Fe**.

FRAP(uUM Fe??
Koncentracija spoja (nM)
SPOJ 100 500 1000
Kava kiselina 476,4+ 16,63 | 1321,0+18,48 | 2124,8+17,71
Ferulinska kiselina 259,6 + 5,64 885,3 + 22,63 1705,6 + 38,4
p-Kumarinska kiselina 23,9+ 1,60 61,8+ 0,96 113,1+£2,5
Sinapinska kiselina 235,3 £8,15 1200,8 £ 0,17 2186,0 £+ 24,25
RuZmarinska kiselina | 413,0+ 13,65 | 1802,9+ 50,44 | 3656,0 + 147,6
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3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijskih svojstava smjesa fenolnih kiselina

odredene metodom FRAP
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz utjecaja koncentracije smjese dvije hidroksicimetne kiseline na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.

Tablica 4. FRAP vrijednosti smjese dvije hidroksicimetne kiseline izraZena u uM Fe?*.

Oznaka smjesa AT ENEeD
Koncentracija spoja (nM)
100 500 1000
SK + RK 307,3 £ 2,85 1673,5 £ 56,0 3393,9 £ 55,26
KK + p-KK 161,0+9,86 778,5+ 17,85 1479,3 + 41,92
KK +FK 314,08 £ 1,66 1226,8 + 27,52 2048,5 + 27,86
KK + SK 341,8 + 20,32 1362,3 + 14,17 2541,8 + 86,81
p-KK + RK 196,8 + 10,41 1356,8 + 25,86 2635,2 +404,4
p-KK + SK 223,1£9,94 655,2 + 31,7 1320,6 + 38,52
KK + RK 427,7 + 43,99 1750,6 + 155,0 3347,3+121,5
FK + SK 500,6 + 5,34 1233,5 + 24,65 2302, 7+61,9
FK + p-KK 95,17 + 1,67 536,8 + 30,87 1046 + 8,77
FK + RK 322,3 + 6,99 1466,8 + 18,61 2812,3 + 56,5
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Slika 8. Graficki prikaz utjecaja koncentracije smjese tri hidroksicimetne kiseline na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese om.

Tablica 5. FRAP vrijednosti za smjese tri hidroksicimetne kiseline izraZena u pM Fe?*.

Oznaka smjesa HRIFGIVEESS)
Koncentracija spoja (M)
100 500 1000
KK + FK + p-KK 181,4+2,1 716,4+ 17,81 | 1472,3 £ 26,05
KK + SK + RK 327,7+9,48 | 1617,3+21,79 | 3214,3+196,5
KK + p-KK + SK 189,8 + 9,37 849,3+ 19,2 1558,9 + 20,47
KK + FK +RK 337,3+9,27 | 1102,3+23,27 | 2428,5 + 54,31
KK +p-KK+RK | 691,42 +839,2 | 1566,8 32,09 | 2177,9+ 19,18
KK + FK + SK 256,8+ 4,91 | 1044,3 +30,81 | 2240,6 £ 29,17
p-KK +SK + RK 216,0 + 6,38 947,3 £ 6,0 1925,2 +£ 50,9
p-KK + SK + FK 171,4+2,5 736,8 £ 59,81 | 1436,0 £ 57,63
p-KK +RK + FK 62,62 + 6,85 953,5 + 8,39 1780,2 + 54,44
RK + FK + SK 314,3+£3,04 | 1331,4+70,64 | 2809,8+425
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz utjecaja koncentracije smjese &etiri hidroksicimetne kiseline na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.
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Tablica 6. FRAP vrijednosti za smjesu &etiri hidroksicimetne kiseline izraZena u uM

Fe?*,
FRAP(uM Fe?*
Oznaka smjesa s .
Koncentracija spoja (nM)
100 500 1000

KK + p-KK + FK + SK 186,8 + 8,44 740,6 £ 22,21 1596,0 + 44,37

KK + FK + SK +RK 247,7+10,76 | 1163,5+ 11,59 | 2575,6 + 112,7

KK + p-KK + SK +RK 2452 +£43 1120,2+ 11,63 | 2175,6 + 24,17

p-KK + FK + SK + RK 201,0+ 10,67 | 1063,5+20,55 | 1946,8 + 35,82

KK + FK + p-KK + RK 2243 £2,15 967,3 £ 41,46 1916,8 = 10,41

KK + p-KK +SK +FK + RK
14
12 *
1
u 08
06 ¢
04 |
0,2 ‘ @
0
0 500 1000 1500
. ¢ (M)

Slika 10. Grafi¢ki prikaz utjecaja koncentracije smjese pet hidroksicimetnih kiselina na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.

Tablica 7. FRAP vrijednosti za smjesu pet hidroksicimetnih kiselina izrazena u pM

Fe?**

FRAP(uM Fe?*
Oznaka smjesa o it

Koncentracija spoja (uM)
100 500 1000

KK + p-KK + SK + FK + RK 246,8 £ 0,96 | 1106,8 + 38,90 | 2077,3 £ 35,02
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3.3. Rezultati odredivanja interakcijskog djelovanja fenolnih smjesa

Tablica 8. Usporedba o&ekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

djelovanje ekvimolarnih smjesa fenolnih kiselina (% razlike) pri koncentraciji 100 uM.

Eksperimentalna Ocekivana Razlika
FRAP vrijednost | FRAP vrijednost (%)
(nM) (nM)
2 kombinacije
SK + RK 307,3 324,17 -5,20
KK + p-KK 161 250,17 -35,64
KK +FK 314,1 368.00 -14,65
KK + SK 341,8 355,88 -3,96
p-KK + RK 196,8 218,46 -9.91
p-KK + SK 223,1 129,63 72,11
KK + RK 427,7 444,71 -3,82
FK + SK 500,6 247,46 102,30
FK + p-KK 95,2 141,75 -32,84
FK + RK 3223 336,29 -4,16
3 kombinacije
KK + FK + p-KK 181.,4 253,31 -28,39
KK + SK + RK 327,17 374,92 -12,59
KK + p-KK + SK 189.8 245,22 -22.60
KK + FK + RK 337.3 383,00 -11,93
KK + p-KK + RK 691.4 304,45 127,10
KK + FK + SK 256,8 323,78 -20,69
p-KK + SK + RK 216 224,08 -3,61
p-KK + SK + FK 171,4 172,94 -0,89
p-KK + RK + FK 62.6 232,17 -73,04
RK + FK + SK 3143 302,64 3.85
4 kombinacije
KK + p-KK + FK + SK 186,8 248,81 -24,92
KK + FK + SK + RK 2477 346,08 -28.,43
KK + p-KK + SK + RK 245,2 287,17 -14.,61
p-KK + FK + SK + RK 201 232,96 -13,72
KK + FK + p-KK + RK 2243 293,23 -23,51
5 kombinacije
KK + p-KK + SK + FK
L ¥ 246,8 281,65 -12,37

Razlika (%) > 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje; Razlika (%) < 0 na
antagonisticko djelovanje, Razlika (%) =0, tj. £5% moZe se smatrati da nema interakcije
odnosno da postoji aditivno djelovanje
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Tablica 9. Usporedba o&ekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

djelovanje ekvimolarnih smjesa fenolnih kiselina (% razlike) pri koncentraciji 500 pM.

Eksperimentalna Ocdekivana Razlika
FRAP vrijednost | FRAP vrijednost (%)
(nM) (nM)
2 kombinacije
SK + RK 1673,5 1501,85 11,43
KK +p-KK 778,5 691,42 12,59
KK + FK 1226,8 5103,42 -75,96
KK + SK 1362,3 1260,92 8,04
p-KK + RK 1356,8 932,35 45,53
p-KK + SK 655,2 631,34 3,78
KK + RK 1750,6 1561,93 12,08
FK + SK 1233,5 5043,34 -75.54
FK + p-KK 536,8 4473,83 -88,00
FK + RK 1466,8 5344,35 -72.,55
3 kombinacije
KK + FK + p-KK 716,4 3422,89 -79,07
KK + SK + RK 1617,3 1441,57 12,19
KK + p-KK + SK 849.3 861,23 -1,38
KK + FK + RK 1102,3 4003,23 -72,46
KK + p-KK + RK 1566,8 1061,90 47,55
KK + FK + SK 10443 3802,56 -72,54
p-KK + SK + RK 9473 1021,84 -7,30
p-KK + SK + FK 736,8 3382,84 -78.,22
p-KK + RK + FK 953,5 3583,51 -73,39
RK + FK + SK 13314 3963,18 -66,41
4 kombinacije
KK + p-KK + FK + SK 740,6 2867,38 -74,17
KK + FK + SK + RK 1163,5 3302,63 -64,77
KK + p-KK + SK + RK 1120,2 1096,63 2,15
p-KK + FK + SK + RK 1063.,5 2987,84 -64.41
KK + FK + p-KK + RK 967,3 3017,88 -67,95
5 kombinacije
KK + p-KK + SK + FK
P R 1106,8 2654,47 -58,30

Razlika (%) > 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje; Razlika (%) < 0 na
antagonisticko djelovanje; Razlika (%) =0, tj. £5% moZe se smatrati da nema interakcije
odnosno da postoji aditivno djelovanje
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Tablica 10. Usporedba o&ekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

djelovanje ekvimolarnih smjesa fenolnih kiselina (% razlike) pri koncentraciji 1000 pM.

Eksperimentalna Ocekivana Razlika
FRAP vrijednost | FRAP vrijednost (%)
(nM) (M)
2 kombinacije
SK + RK 3393,9 2921,00 16,19
KK +p-KK 1479,3 1118,92 32,21
KK + FK 2048,5 1915,17 6,96
KK + SK 2541,8 2155,38 17.93
p-KK + RK 2635,2 1884,54 39,83
p-KK + SK 1320,6 1149,54 14,88
KK + RK 1320,6 2890,38 -54,31
FK + SK 2302,7 1945,79 18,34
FK + p-KK 1046 909,33 15,03
FK + RK 2812,3 2680,79 4,91
3 kombinacije
KK + FK + p-KK 1472,3 1314,47 12,01
KK + SK + RK 32143 2655.,58 21,04
KK + p-KK + SK 1558,9 1474.,61 5,72
KK + FK + RK 2428.5 2495,44 -2,68
KK + p-KK + RK 2177,9 1964,61 10,86
KK + FK + SK 2240,6 2005,44 11,73
p-KK + SK +RK 1925,2 1985.,03 -3,01
p-KK + SK + FK 1436 1334,89 7,57
p-KK + RK + FK 1780,2 1824.89 -2,45
RK + FK + SK 2809,8 2515,86 11,68
4 kombinacije
KK + p-KK + FK + SK 1596 1532,35 4,15
KK +FK + SK + RK 2575,6 2418,08 6,51
KK + p-KK + SK +RK 2175,6 2019,96 7,71
p-KK + FK + SK + RK 1946,8 1915,17 1,65
KK + FK + p-KK + RK 1916,8 1899,85 0.89
5 kombinacije
KK + p-KK + SK + FK
L RK 2077,3 1957,08 6,14

Razlika (%) > 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje; Razlika (%) < 0 na
antagonisticko djelovanje; Razlika (%) =0, tj. £5% moze se smatrati da nema interakcije
odnosno da postoji aditivno djelovanje
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4. RASPRAVA

Redukcijska snaga fenolnih kiselina i njihovih ekvimolarnih smjesa odredena je
FRAP metodom. Ova brza metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka
temelji se na redukciji Fe** iona u Fe?* ion uz prisustvo antioksidansa, u naSem slucaju
individualnih fenolnih kiselina i/ili njihovih smjesa, pri ¢emu nastaje plavo obojen

kompleks.

U radu je odredena antioksidacijska aktivnost pet derivata hidroksicimetne
kiseline: kava, sinapinske, ferulinske, p-kumarinske i ruZmarinske kiseline, te njihovih
ekvimolarnih smjesa (dvije, tri, Setiri ili svih pet fenolnih kiselina). Sve kiseline i
smjese fenolnih kiselina su testirane pri koncentracijama 100, 500 i 1000 pM.
Usporedbom eksperimentalnih i oéekivanih FRAP vrijednosti testiranih fenolnih smjesa
odreden je potencijalni interakcijski (sinergijski/ aditivni/ antagonisticki) ucinak
fenolnih kiselina u smjesi. Rezultati ovog rada prikazani su u tablicama 3-10 i slikama
6-10.

Iz grafitkog prikaza utjecaja koncentracije derivata hidroksicimetne kiseline na
apsorbanciju reakcijske smjese s FRAP reagensom (slika 6) uoCava se linearnost za sve
testirane hidroksicimetne kiseline kao i postojanje razlika u jadini njihova djelovanja.
Medu testiranim kiselinama najslabiju redukcijsku snagu, pri svim koncentracijama,
pokazala je p-kumarinska kiselina (pri koncentraciji 100 uM iznosila je 23,9 pM Fe?*,
pri 500 pM 61,8 uM Fe*', a pri 1000 pM 113,1 pM Fe*"). U odnosu na p-kumarinsku
kiselinu kava kiselina je imala gotovo 20 puta ve¢e FRAP vrijednosti (pri koncentraciji
100 pM 476,4 pM Fe?*, pri 500 pM 1321,0 pM Fe*', a pri 1000 uM 214,8 uM Fe*").
Dobra redukcijska snaga kava kiseline moZe se pripisati kateholnoj skupini (dvije OH
skupine na benzenskom prstenu) za koju je dokazano da utjece na bolja antioksidacijska
svojstva fenolnih spojeva u odnosu na druge supstituente. Iznimno dobru redukcijsku
snagu pokazale su i sinapinska kiselina i ferulinska kiselina (tablica 3) koja uz jednu
hidroksilnu skupinu ima i dvije (sinapinska) ili jednu (ferulinska) metoksilne skupine u
molekuli. Medu svim testiranim fenolnim Kiselinama osobito se istie ruZzmarinska
kiselina, ester kava kiseline, &ije su FRAP vrijednosti pri koncentraciji 1000 pM bile

dva puta veée u odnosu na kava kiselinu (FRAP = 3656,0 uM Fe?"). U ovom slutaju su
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etiri prisutne -OH skupine bile zasluZzne za dobru antioksidacijsku aktivnost

ruzmarinske kiseline.

Utjecaj koncentracije smjesa dvaju ili vie derivata hidroksicimetnih kiselina na
apsorbanciju reakcijske smjese s FRAP reagensom je takoder odreden i prikazan na
slikama 7-10. I kod testiranih smjesa se moZe uoditi u svim slu¢ajevima jako dobra

linearna ovisnosti koncentracije o apsorbanciji.

Rezultati redukcijske aktivnosti ekvimolarnih smjesa dviju fenolnih kiselina
prikazani su u tablici 4. Najveéu redukcijsku aktivnost analiziranih smjesa pokazale su
smijesa ferulinske i sinapinske kiseline pri koncentraciji 100 pM (500,6 pM Fe**), te
kombinacija sinapinske i ruzmarinske kiseline pri koncentracijama 500 i 1000 uM
(1673,5 i 3393,3 pM Fe?*). Kombinacija ferulinske i p-kumarinske kiseline pokazala je
najslabiju antioksidacijsku aktivnost pri svim testiranim koncentracijama. MozZe se jo$
istaknuti da kombinacije koje su kao drugu komponentu smjese sadrZavale p-
kumarinsku kiselinu uglavnom imaju nize FRAP vrijednosti u odnosu na smjese u

kojima se nalazi ruzmarinska kiselina.

Kod kombinacija tri hidroksicimetne kiseline, pri koncentraciji 100 pM najveca
redukcijska aktivnost dokazana je za smjesu kava, p-kumarinske i ruzmarinske kiseline
(691,42 pM Fe*"), dok je pri visim koncentracijama (500 i 1000 pM) najucinkovitija
bila smjesa kava kiseline, sinapinske i ruZzmarinske kiseline (1617,3 i 3214,3 uM Fe?").
Upravo ova kombinacija kiselina sadrZi najveéi broj hidroksilnih (dvije kod kava
kiseline, jedna kod sinapinske i &etiri kod ruzmarinske kiseline) i metoksilnih (dvije kod
sinapinske kiseline) skupina. Kod smjesa koje su pokazale slabiju redukcijsku snagu
(npr. p-kumarinska, sinapinska i ferulinska kiselina pri 1000 uM) ponovno se Cesto
javlja p-kumarinska kiselina kao jedan od €lanova, no uz prisustvu ruzmarinske kiseline
u smjesi pri pojedinim testiranim koncentracijama FRAP vrijednosti ipak bivaju nesto

veée (npr. p-kumarinska, sinapinska i ruZmarinska kiselina) (tablica 5).

Iz tablice 6 i FRAP vrijednosti za kombinacije &etiri kiseline vidljiva je najslabija
redukcijska aktivnost za smjesu kava, p-kumarinske, ferulinske i sinapinske kiseline pri
svim testiranim koncentracijama. Sve ostale smjese se pokazale dobru i sliénu
antioksidacijsku aktivnost no posebno se moZe izdvojiti smjesa kava, ferulinske,

ruZmarinske i sinapinske kiseline koja je imala najve¢e FRAP vrijednosti pri svim
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koncentracijama (pri 100 uM FRAP je iznosio 247,4 uyM Fe**, pri koncentraciji 500 pM
FRAP je iznosio 1163,5 uM Fe?*i pri 1000 uM FRAP je iznosio 2575,6 pM Fe?").

Vrijednosti FRAP-a za otopine istraZivanih ekvimolarnih smjesa pet fenolnih kiselina
pri razli¢itim koncentracijama prikazani su u tablici 7 i u odnosu na sve prethodno

spomenute smjese ne isti¢u se s nesto znacajnijim ili boljim vrijednostima.

Rezultati ispitivanja potencijalnog interakcijskog (sinergijsko/ aditivno/
antagonisti¢ko) djelovanja fenolnih kiselina prikazani su u tablicama 8, 9 i 10.
Interakcijsko djelovanje je iskazano kao % razlike izmedu eksperimentalne
antioksidacijske aktivnosti fenolnih smjesa i ogekivanih FRAP vrijednosti. Pozitivne
vrijednosti ukazivale su na sinergijski, a negativne vrijednosti na antagonisti¢ki u¢inak
fenolnih kiselina u testiranim smjesama, dok se aditivnim djelovanjem smatrala
interakcija kod kojih je razlika bila + 5%. Usporedba ocekivanih i eksperimentalnih
FRAP vrijednosti ekvimolarnih smjesa fenolnih kiselina pri koncentraciji 100 pM
prikazani su u tablici 8. Sve smjese s Cetiri i pet fenolnih kiselina pokazale su
antagonistitko djelovanje, dok je kod ostalih smjesa osim antagonizma prisutno i
aditivno i sinergijsko djelovanje. Najvecu razliku izmedu o¢ekivanih i eksperimentalnih
FRAP vrijednosti, a time i najznadajniji sinergijski u¢inak, pokazale su smjese kava, p-
kumarinske i ruZmarinske kiseline (127,10 % razlike), ferulinske i sinapinske kiseline
(102,30 % razlike) i smjesa p-kumarinske i sinapinske kiseline (72,11 % razlike).
Aditivno djelovanje pokazale su smjese kava i sinapinske kiseline, kava i ruzmarinske
kiseline, ferulinske i ruZmarinske kiseline, p-kumarinske, sinapinske i ruZmarinske
kiseline, p-kumarinske, sinapinske i ferulinske kiseline, te smjesa ruZmarinske,
ferulinske i sinapinske kiseline. Iako je velina smjesa pri najniZoj koncentraciji
pokazala antagonisticko djelovanje, pri koncentraciji smjese 500 uM situacija je nesto
drugagija (tablica 9). Kod pojedinih smjesa interakcijsko djelovanje iz antagonistickog
prelazi u sinergijsko i obratno ili postaje aditivno. Tako npr. smjesa p-kumarinske i
sinapinske kiseline iz iznimno dobrog sinergijskog djelovanja prelazi u aditivno (3,78 %
razlike), a smjesa ferulinske i sinapinske kiseline iz sinergijskog u izrazito
antagonisti¢ko djelovanje (-75,54 % razlike). Osobito zanimljivi rezultati uo€eni su kod
smjesa testiranih pri koncentraciji 1000 uM (tablica 10). U ovom slucaju su kod gotovo
svih smjesa eksperimentalne FRAP vrijednosti bile ve¢e u odnosu na o¢ekivane, pa tako

imamo 16 smjesa koje su pokazale sinergijsko djelovanje. Samo jedna smjesa i to
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smjesa kava 1 ruzmarinske kiseline pokazala je antagonisti¢ko djelovanje s -54,31 %

razlike, dok je preostalih 7 smjesa imalo aditivno djelovanje.

koncentracijama ukazivali uglavnom na negativnu interakciju fenolnih kiselina u
smjesi, a pri koncentraciji smjese od 100 uM javlja se sinergija i/ili antagonizam.
Poveéanjem testirane koncentracije smjesa javlja se povecani sinergijski ucinak kod
pojedinih smjesa. Ova promjena se jako dobro uo¢ava kod smjese kava, p-kumarinske i
sinapinske kiseline kod koje je pri koncentraciji smjese 100 uM zabiljeZen
antagonisti¢ki uéinak (-22,60 % razlike), zatim pri koncentraciji smjese 500 uM
aditivno djelovanje (-1,38% razlike) da bi u konaénici pri koncentraciji smjese 1000 pM
zabiljezeno sinergijsko djelovanje (5,72 % razlike). Sli¢no povecanje interakcijskog
uéinka fenolnih kiselina u smjesama ovisno o koncentraciji zabiljeZeno je i za jo$
poneke smijese (npr. smjesa sinapinske i ruZmarinske kiseline, smjesa kava i p-

kumarinske kiseline...).

31



5. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobivenih rezultata moZemo izvesti nekoliko zakljucaka:

e Najbolju antioksidacijsku  aktivnost medu  testiranim  derivatima
hidroksicimetnih kiselina pokazala je kava kiselina i njen ester ruZmarinska

kiselina, a najslabiju p-kumarinska kiselina.

e Razlike u redukcijskoj snazi testiranih fenolnih kiselina mogu se prepisati
razlikama u strukturi molekula, tj. vrsti i broju i rasporedu supstituenata na

osnovnoj molekuli.

e Smjese dviju fenolnih kiselina su pokazale dobru redukcijsku snagu, osobito
one koje su u smjesi sadrZavale ruzmarinsku kiselinu u odnosu na one s p-

kumarinskom kiselinom kao ¢lanom fenolne smjese.

e Smjese tri, Setiri ili svih pet fenolnih kiselina pokazuju razli¢itu antioksidacijsku
aktivnost pri ¢emu se ne moZe izdvojiti jedan spoj iz smjese kojem bi se

pripisala zasluznost za dobru aktivnost smjese.

o Interakcijski u¢inak, bilo antagonisti¢ki, aditivni ili sinergijski potvrden je kod
svih testiranih smjesa fenolnih kiselina i ovisan je o spojevima prisutnim u

smjesama te njihovim koncentracijama.

Najbolji i najjadi sinergijski uéinak potvrden je pri najniZoj testiranoj koncentraciji
smjese, dok je najve¢i broj smjesa pokazao sinergijski ucinak pri najvecoj testiranoj

koncentraciji.
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