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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

e Pripraviti otopine odabranih fenolnih spojeva i ekvimolarnih fenolnih smjesa.

e Odrediti antioksidacijsku aktivnost predstavnika podgrupe flavan-3-ola (katehina,
epikatehina, epikatehin galata i epigalokatehin galata) metodom odredivanja
redukcijske snage (engl. Ferric Reducing/Antioxidant Power, FRAP).

e Odrediti antioksidacijsku aktivnost dvaju ili vise ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola
metodom FRAP.

e Odrediti mogu¢i sinergijski/ aditivni/ antagonisticki uéinak u smjesama flavan-3-

ola.



SAZETAK

Fenolni spojevi su izuzetno velike i kemijski raznolike skupine u rasponu od
jednostavnih spojeva do vrlo slozenih struktura poput katehina, flavanola, flavonola,

antocijana, proantocijanida, itd.

U ovom radu ispitivana je antioksidacijska aktivnost predstavnika podgrupe flavan-
3-ola (katehina, epikatehina, epikatehin galata i epigalokatehin galata), 2 ili vise
ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola, sinergijski, aditivni i antagonisticki u¢inak smjesa te

utjecaj struktura na aktivnost koriStenjem FRAP metode.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na razlike u bioloskoj aktivnosti testiranih
flavan-3-ola i ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola. Na temelju rezultata mozemo zakljuciti da
medusobna interakcija ispitivanih  fenolnih  spojeva rezultira  sinergijskim ili
antagonistickim ucinkom obzirom na antioksidacijski kapacitet. Ekvimolarne smjese
flavan-3-ola pokazale su izuzetno dobru redukcijsku snagu. FRAP metodom potvrden je

sinergijski u¢inak za sve smjese flavan-3-ola.

Kljuéne rije¢i: katehin, epikatehin, epigalokatehin galat, epikatehin galat, FRAP, sinergija



SUMMARY

Phenolic compounds are extremely large and chemically diverse groups ranging
from simple compounds to very complex structures such as catechins, flavanols, flavonols,

anthocyanins, proantocianides, etc.

In this paper, antioxidant activity of flavan-3-ol subgroup (catechin, epicatechin,
epicatechin gallate and epigalocatehin gallate), 2 or more equimolar mixtures of flavan-3,
synergistic, additive and antagonistic effect of the mixture was investigated and the
influence of structure on activity using FRAP Methods (Ferric Reducing / Antioxidant

Power).

The results of this study indicate differences in the biological activity of the
flavan-3-ol and the equimolar mixtures of flavan-3-ol. Based on the results we can
conclude that the mutual interaction of the investigated phenolic compounds results in a
synergistic or antagonistic effect considering to the antioxidant capacity. The equimolar
mixtures of flavan-3-ol showed an extremely good reduction power. FRAP method

confirmed the synergistic effect of all mixtures.

Keywords: catechin, epicatechin, epigalocatechin gallate, epicatechin gallate, FRAP,

synergy
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UuvoD

Fitokemikalije, odnosno fitonutrijenti, su skupina bioloSki aktivnih nehranjivih
spojeva iz bilja, za koje je dokazano da imaju funkcionalnu vrijednost za ljudski
organizam, djeluju¢i u smislu zastite ili prevencije nastanka razli¢itih bolesti. lako je do
danas identificirano na tisu¢e razli¢itih fitokemikalija velik broj nam je jo$ uvijek

nepoznat. Uobicajena podjela fitokemikalija prikazana je na slici 1.t

FITOKEMIKALIJE

Karotenoidi FENOLI Alkaloidi Spojevi sa dusikom Organosumporni
spojevi
Fenolne FLAVONOIDI Stilbeni Kumarini Tanini
kiseline
Flavonoli Flavoni Flavanoli Flavanoni o
(katehini) Antocijanidi
Derivati benzojeve Katehin
i cimetne kiseline Epikatehin Izoflavonoidi

Epigalokatehin
Epikatehin galat
Epioalokatehin aalat

Slika 1. Podjela fitokemikalija.!



Fenolni spojevi predstavljaju najvecu skupinu sekundarnih metabolita. Do sada ih
je otkriveno preko 8000, a obuhvacaju jednostavne spojeve poput fenolnih Kkiselina, ali i
velike polimerne spojeve kao $to su kondenzirani tanini. Fenolni spojevi su gradeni od
jednog ili vise aromatskih prstenova koji posjeduju jednu ili viSe hidroksilnih (-OH)
grupa.? Iako se fenolni spojevi najéesée spominju kao spojevi s fenolnim prstenom oni su
zapravo veoma raznolika skupina sekundarnih metabolita zbog ¢ega su u literaturi prisutni
i razli¢iti nacini njihove klasifikacije: prema strukturi (slika 1), na temelju broja ugljikovih
atoma u molekuli, na temelju bioloske aktivnosti, biosintetskog puta i s.3 lako su dugo
spominjani samo kao sekundarni produkti biljnog metabolizma, polifenoli se danas
ubrajaju medu najkorisnije fitokemikalije u hrani.

Za mnoge fenolne spojeve potvrdena su izuzetno dobra antioksidacijska i
antimikrobna svojstva. Potencijalni antioksidativni u¢inak fenolnih spojeva do sada je
najcescCe istrazivan testiranjem aktivnosti pojedinih spojeva, a razlike u njihovoj aktivnosti
prepisivale su se strukturnim razlikama medu molekulama (broju i polozaju -OH skupina i
dvostrukih veza). lako su u prirodi uvijek prisutni kao fenolne smjese, a ne samo kao jedan
izdvojeni sastojak, vrlo je malo informacija o mogucem zdruzenom (Sinergijskom/
aditivnom/ antagonistickom) djelovanju fenolnih spojeva.

Upravo iz tog razloga javlja se potreba za dodatnim istrazivanjima moguceg
interakcijskog dijelovanja bioaktivnih polifenola u cilju boljeg razumijevanja nacina

djelovanja sloZenih fenolnih smjesa.



1. OPCI DIO

1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najbrojnija skupina fenolnih spojeva i nalaze u mnogim biljkama,
koncentrirani u sjemenkama, kozi ili kori drveca, lis¢u i cvijecu. Velik broj ljekovitih

biljaka sadrZava flavonoide koji imaju izraZzenu antioksidacijsku i antiradikalnu aktivnost.*

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida.®

Osnovnu strukturu molekule svih flavonoida ¢ini difenilpropan (CgC3Cs), a
medusobno se razlikuju po stupnju oksidacije sredi§njeg piranskog prstena (slika 2).°
Ovisno o supstituciji i stupnju nezasi¢enosti srediSnjeg prstena C, razlikujemo nekoliko
specificnih podskupina: flavoni, izo-flavoni, flavonoli i flavononoli, antocijani, flavanoli i
srodni spojevi (slika 3). Svi oni mogu biti hidroksilirani, metoksilirani ili glikozidirani s
monosaharidima 1ili oligosaharidima, a Cesto sadrzavaju 1 acilne skupine na razliitim

poloZajima osnovne flavonoidne strukture ili glikozidnog dijela.4
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Slika 3. Kemijske strukture razligitih podskupina flavonoida.’

1.1.1. Flavani

Flavani ¢ine podskupinu flavonoida koji u svom heterociklickom prstenu C nemaju
dvostruku vezu, te na polozaju C-3 ili polozaju C-3 i C-4, imaju vezanu -OH skupinu.
U ovu flavonoidnu podskupinu ubrajamo flavan-3,4-diole i flavan-3-ole, poznatije i kao
katehine (flavanol monomeri).?

Katehini su polifenoli s dobrim antioksidacijskim djelovanjem, a produkti su
metabolizma biljaka. Mogu se pronaci u Cajevima, kakaou, ¢okoladi i dr. U prirodi ih
najcesce nalazimo u slobodnom obliku ili medusobno povezane u obliku dimera, trimera ili

oligomera.®



Najéeséi spojevi iz ove grupe flavan-3-ola su (Slika 4):'°

e (+)-katehin i (-)-epikatehin (epimeri), spojevi koji imaju dvije hidroksilne grupe u

B prstenu;

e epigalokatehin i galokatehin, spojevi koji sadrze tri hidroksilne grupe u B prstenu;

o epikatehin galat i epigalokatehin galat, esteri epikatehina i epigalokatehina s

galnom kiselinom na prstenu C.

2’ 4
1
, O 5
’ 7 \OH
Flavan-3-oli 3 5 7 3 4 5

(+)-katehin BOH OH OH OH OH -
(-)-epikatehin aOH OH OH OH OH -
(+)-galokatehin BOH OH OH OH OH OH
(-)-epigalokatehin aOH OH OH OH OH OH
(+)-epikatehin galat Ga* OH OH OH OH -
(-)-epigalokatehin galat Ga* OH OH OH OH OH

*Ga- galna kiselina (ester)

Slika 4. Strukture najpoznatijih flavan-3-ola.*




1.2. Antioksidacijska aktivnost flavonoida

Vjerojatno najbolje opisana i1 proucena osobina flavonoida je upravo njihova
sposobnost da djeluju kao antioksidansi. Antioksidansi se definiraju kao tvari ili nutrijenti
u hrani koji mogu sprijeciti ili usporiti oksidativnu Stetu. Najpoznatiji antioksidansi su
vitamini A, C, E, selen i flavonoidi.™ Slobodni radikali su vrlo nestabilni oblici koje imaju
manjak elektrona te stoga reagiraju s najbliZzom molekulom uzrokujuéi ostecenje ili
degradaciju. Na$ organizam je izlozen napadu slobodnih radikala iz zagadenog zraka i
vode, zbog pusenja i prevelikog stresa, uslijed dugotrajne konzumacije lijekova ili uslijed
teSkih bolesti. U slobodne radikale ubrajamo 1 brojne toksine koji se nalaze u pesticidima,
umjetnim bojama, plasti¢noj i aluminijskoj ambalazi, itd.."*

Ukoliko u organizmu dode do nastanka ili nakupljanja slobodnih radikala u vecoj
koli¢ini nego $to ih nase tijelo moze neutralizirati i eliminirati nastupa Stanje koje se naziva
oksidativni stres. Srecom, kao pomo¢ postoje antioksidansi tj. spojevi koji unistavaju

slobodne radikale (slika 5).**

Slobodni radikali

' ; Ostecena stanicna Normalna stanic¢na
: membrana membrana

Slika 5. Djelovanje slobodnih radikala.*?



U svakom organizmu postoji ravnoteza izmedu oksidativnog stresa tj. oStecenja
koje radikali i oksidansi izazivaju na povrSinskim membranama i receptorima te
antioksidativne reparacije. Ako izostane antioksidativna zastita protiv nastalih slobodnih
radikala, moze do¢i do oksidativnog stresa Znacenje antioksidansa u prehrani i1 njihova
vrijednost u intervenciji 1 prevenciji kardiovaskularnih bolesti i ostalih patofizioloskih
stanja u posljednje su vrijeme posebno interesantni.*

Flavonoidi su nove zvijezde medu antioksidansima, najproucavanije molekule
posljednjih desetak godina. To su biljni pigmenti i polifenoli koji daju zivopisne boje vocu,
povréu i cvijecu te ih nalazimo u bobicastom vocéu, zelenom ¢aju, crvenom vinu i raznim
vrstama povrc’:a.11

Flavonoidima se pripisuju mnoga terapijska djelovanja, npr. antibakterijsko,
protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno. U samim
biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, sluze kao kao fotoreceptori,
agensi za privlacenje pozornosti, za odbijanje nametnika i kao zastita biljke od UV
zra¢enja. Do danas je identificirano vise od 6400 flavonoida. Ocito su to spojevi koji imaju
vaznu ulogu u odrzavanju i zastiti zivotnih funkcija biljaka, a njihovom konzumacijom

. . v . .- ., 4
imaju sli¢nu ulogu i za druga Ziva bica.



1.3. Odnos strukture i antioksidativne aktivnosti

Istrazivanja odnosa struktura-aktivnost (engl. Structure Activity Relationship, SAR)
posljednjih godina pokazala su da postoji veza izmedu pojedinih strukturnih komponenata
I svojstva hvatanja radikala, stvaranja kelatnih kompleksa i antioksidacijske aktivnosti.
Provedena istrazivanja 1 dobiveni rezultati omogucuju bolje razumijevanje
antioksidacijskog i prooksidacijskog djelovanja flavonoida te daju prihvatljiva predvidanja
utjecaja strukture spojeva na njihovu biolosku aktivnost.

Medutim, potpuni mehanizam djelovanja flavonoida na molekularnoj razini u
bioloskim sustavima nije potpuno razjas$njen, kako zbog velike razlike u kemijskim
svojstvima, tako i zbog njihove velike strukturne heterogenosti.*

Flavonoidi koji su zastupljeni u hrani razlikuju se po polozaju hidroksilnih, metoksi
i glikozidnih skupina i u konjugaciji izmedu prstena A i B. Flavonoidi u biljkama
uglavnom su u obliku 3-O-glikozida ili polimera. Tanini ili galotanini su esteri 3,4,5-
trihidroksibenzojeve Kkiseline. Galoilna skupina tih tanina i monomernih katehina u
zelenom c¢aju djelomi¢no je odgovorna za svojstva kelatiranja i hvatanja slobodnih
radikala. Kondenzirani tanini ili proantocijanidini sastoje se od flavanolskih jedinica kojih
moze biti i do 17 u jednoj molekuli. Za ljudsku prehranu najvazniji od tih spojeva su
procijanidini koji se sastoje od monomera (+)- katehina i (-)-epikatehina. (-)-katehini i
(+)-epikatehini su fitotoksi¢ni i neke ih biljke sintetiziraju u korijenu da bi sprijecile rast

drugih biljaka na tom teritoriju.*



Glavne strukturne znacajke flavonoida vazne za sposobnost hvatanja radikala su:

1. o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i

omogucuje delokalizaciju elektrona

2. 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-ketoskupinom $to omogucuje delokalizaciju

elektrona iz B-prstena

3. hidroksilne skupine na polozaju 3- i 5- koje osiguravaju vodikovu vezu s keto-skupinom
(Slika 5).%

Slika 6. Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnih radikala.*

Opcenito se vjeruje da se antioksidacijsko svojstvo flavonoida temelji na njihovoj
sposobnosti doniranja vodikova atoma i na taj nacin hvatanja slobodnih radikala

generiranih u reakciji peroksidacije lipida (slika 7).*2

Pretpostavlja se da antioksidacijsku aktivnost flavonoida uglavnom odreduje
raspored supstituenata, a smatra se da antioksidacijska aktivnost vecine polifenolnih

antioksidansa ovisi o rasporedu i ukupnom broju hidroksilnih skupina.*



Nesparen elektron

Antioksidant

“Donacija”
elektrona

Slobodan radikal

Slika 7. Djelovanje antioksidansa.**

Na jacinu antioksidativne aktivnosti flavonoida najviSe utjeCe prostorni raspored
substituenata, medutim 1 konfiguracija i broj hidroksilnih grupa imaju utjecaj na
mehanizam antioksidativne aktivnosti.® Hidroksilne skupine u prstenu B posjeduju
najvecu sposobnost hvatanja reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta, na nacin da doniraju
vodik ili elektron hidroksilnim i peroksidnim radikalima i tako stabiliziraju slobodne
radikale pri &emu nastaje relativno stabilan flavonoidni radikal.*
3'4'-kateholna struktura B prstena pojacava inhibiciju oksidacije lipida jer je takva
struktura najznacajnija odlika potencijalnih hvataca peroksil, superoksid i peroksinitril
radikala.

Razlika u antioksidativnoj aktivnosti izmedu polihidroksiliranih flavonoida 1
polimetoksiliranih  flavonoida moze se pripisati njihovoj razlici u hidrofobnosti i
molekularnoj planarnosti. O-metiliranje narusava planarnost, stoga je antioksidativna
aktivnost manja u odnosu na polihidroksilirane flavonoide.*

Prisustvo odnosno odsustvo nezasi¢ene 2-3 dvostruke veze zajedno s 4-okso
funkcijom je od vrlo velikog znacaja. Flavonoidi kojima nedostaju ova dva obiljezja slabiji
su antioksidansi. Konjugacija izmedu prstena A i B omogucava rezonancijsku stabilizaciju

preko veéeg broja aromatskih jezgra, &Gime se povecava stabilnost flavonoidnih radikala.®
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1.4. Sinergija flavonoida

Polifenolni spojevi su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu i proucavani su zbog
svojih bioaktivnih svojstava, a posebno antioksidativne aktivnosti.'® Pretpostavlja se da
polifenolni antioksidansi, kao $to su flavonoidi u crnom vinu, zajedno s antioksidansima iz
maslinova ulja 1 svjezega voca i povréa kojim je bogata mediteranska kuhinja, mogu

osigurati zastitu protiv koronarnih bolesti srca te brojnih ostalih oboljenja (slika 8).*

Slika 8. Crno vino kao izvor flavonoida.!’

Hipoteza da antioksidansi smanjuju rizik kroni¢nih bolesti rezultat je brojnih
epidemioloskih istrazivanja. Pokazalo se da je konzumacija svjezih namirnica kao $to su
voce, povrée i cjelovite zitarice snazno povezana S smanjenim rizikom oboljenja od
kroni¢nih bolesti, osobito raka. Prema tome, znanstvenici istraZzuju bioaktivne tvari s ciljem
pronalaska komponenti koje bi prevenirale, sprijecavale i ublazavale pojavu i razvoj

kroni¢nih bolesti.
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Slika 9. Voée kao izvor polifenola.’®

Istrazivani bioaktivni spojevi prirodno su prisutni u ve¢im koli¢inama u razli¢itim
biljnim materijalima, a osobito voc¢u i povréu koje ima dokazane pozitivne ucinke na
ljudsko zdravlje. Kako se ti pozitivni ucinci pripisuju uglavnom bioaktivnim fenolnim
spojevima, njihova bioloska svojstva su vrlo dobro istrazena. Medutim, problem je u tome
Sto se fenolne komponente ne nalaze same u navedenim prirodnim izvorima ve¢ su prisutni
i brojni drugi spojevi koji imaju biolosku aktivnost. Stoga je vrlo vazno istraziti kakva je

njihova aktivnost u razli¢itim kombinacijama, a ne samo kao individualnih komponenti.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijal

U eksperimentalnom dijelu ovog rada korisSteni su standardi odabranih fenolnih
spojeva (tablica 1). Osnovne otopine fenolnih spojeva (flavan-3-ola) pripravljene su u istim
molarnim koncentracijama te su dalje koriStene za pripravu ekvimolarnih fenolnih smjesa.

Sve otopine fenolnih spojeva, kao i ekvimolarnih fenolnih smjesa, do provodenja analize

cuvane su u hladnjaku pri temperaturi +4°C.

Tablica 1. Odabrani polifenoli iz grupe flavonoida.

Polifenol

Ime po IUPAC-u

(+)- Katehin

2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihidro-3,5,7-
kromantriol

(-)- Epikatehin

(2R,3S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-
benzopiran-3,5,7-triol

(+)- Epikatehin galat

(—)-cis-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-1(2H)-
benzopiran-3,5,7-triol 3-galat, (—)-cis-3,3',4",5,7-
pentahidroksiflavan 3-galat

(-)- Epigalokatehin galat

[(2R,3R)-5,7-dihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil)kroman-
3-il] 3,4,5-trihidroksibenzoat
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2.1.1. Kemikalije

2.1.1.1 Odabrani fenolni spojevi

e (+)-katehin, Ci5H1406, Mr=290,30 g/mol, min 98% cistoce, 5% H,O (Sigma, Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka);

e (-)-epikatehin, CisH1406, Mr=290,28 g/mol, >90% HPLC <¢istoce (Fluka, Buchs,
Njemacka);

e (-)-epigalokatehin galat, CyH15011, Mr=458,4 g/mol, 95% C¢isto¢e (Sigma, Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka);

e (-)-epikatehin galat, C,,H15010, Mr=422,37 g/mol, (Extrasynthese, Genay, Francuska);

2.1.1.2. Kemikalije koriStene za odredivanje antioksidacijskih svojstava

e etanol, C,HsOH(Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e Troloks (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka);zeljezo (III) klorid heksahidrat,
FeCl3x6H,0 (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e klorovodi¢na kiselina, HCI (Panreac, Barcelona, Spanjolska);

e natrijev acetat trihidrat, CH3COONax3H,0 (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija);

e glacijalna octena kiselina, C,H,;O, (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija);

e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), CigH12Ng (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka)
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2.2. PRIPRAVA FENOLNIH OTOPINA

2.2.1. Priprava otopina odabranih fenolnih spojeva

Za testiranje antioksidacijskih svojstava, pripravljene su osnovne otopine svakog
pojedinog fenolnog spoja u koncentraciji od 1000 uM. Pri pripravi po¢etnih otopina uzeta

je u obzir Cisto¢a fenolnog spoja, a kao otapalo koristen je 80%-tni etanol.

Osnovna otopina svakog pojedinog fenolnog spoja je, dodatkom adekvatne koli¢ine

otapala, razrijedena do koncentracija 100, 300 i 500 uM.

2.2.2. Priprava ekvimolarnih fenolnih smjesa

Za pripravu ekvimolarnih fenolnih smjesa koristene su osnovne otopine fenolnih
spojeva, izvorne ili u odgovaraju¢em razrjedenju. Fenolne smjese su pripravljene
mijesanjem jednakih volumena otopina (iste koncentracije) dvaju ili vise fenolnih spoja.
Pregled fenolnih smjesa koriStenih u analizi antioksidacijskih svojstava naveden je u tablici
2.
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Tablica 2. Fenolni sastav testiranih smjesa.

Molarni Fenolne smjese Oznaka
omjer
(+)- Katehin + (-)- Epikatehin K+E
(+)- Katehin + Epikatehin galat K+ECG
(+)- Katehin + Epigalokatehin galat K+EGCG
H (-)- Epikatehin + Epikatehin galat E+ECG
(-)- Epikatehin + Epigalokatehin galat E+EGCG
Epikatehingalat + Epigalokatehin galat ECG+EGCG
(+)- Katehin + (-)- Epikatehin + Epikatehin galat K+E+ECG
1:1:1 (+)- Katehin + (-)- Epikatehin + Epigalokatehin galat K+E+ECG
(-)- Epikatehin + Epikatehin galat + Epigalokatehin galat | E+ECG+EGCG
Ly | (- Katehin-+ (- Epikatehin + Epikatehin galat + KH+E+ECG
Epigalokatehin galat +EGCG
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2.3. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKIH SVOJSTAVA

2.3.1. FRAP metoda

Antioksidacijski kapacitet odabranih fenolnih spojeva i ekvimolarnih fenolnih
smjesa odreden je metodom FRAP (engl. Ferric Reducing/Antioxidant Power). Izvorna
metoda koju su razvili Benzie i Strain (1996) je modificirana kako bi se testiranje provelo
U mikrotitarskim plo¢icama (Micro test plates, PS, Withoud lid, nesterilne, Sarsted,
Germany). U radu je korisSten spektrofotometar Tecan MicroPlates Reader, model Sunrise
(Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svicarska).Mehanizam FRAP reakcije zasniva se na
redukeiji Zuto obojenog kompleksa Fe''-TPTZ u Fe" oblik, dodatkom antioksidansa i pri
niskom pH, pri ¢emu dolazi do pojave plavog obojenja maksimalne apsorpcije pri 593
nm.® Brzina i intenzitet formiranja plavo obojenog Fe"-TPTZ kompleksa ovise o
redukcijskoj snazi i koncentraciji dodanog antioksidansa.

Osim za odredivanja redukcijske snage slozenih bioloskih tekuéina (plazma, serum,
urin, suze), ova metoda se danas veoma Cesto koristi u testiranju antioksidacijskih

svojstava biljnih ekstrakata, ¢istih spojeva ili njihovih smjesa.zo’ 21,22,23,24

Reagensi:

e acetatni pufer, ¢ (C,H3NaO,x3H,0) = 300 mmol/L; pH 3,6: 3,1 g natrijevog acetata i
16 mL glacijalne octene kiseline se pomijesa s vodom do volumena 1 litre;

e otopina klorovodicne kiseline, ¢ (HCl) = 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, ¢ (C1gH12Ng) = 10 mmol/L.:
159,4 mg TPTZ se otopi u 50 mL 40 mmol/L otopine klorovodicne kiseline;

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

e FRAP reagens se priprema mijesanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 ml otopine FeCls i
2,5 ml otopine TPTZ
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Postupak:

Svjeze pripravljena otopina FRAP reagensa (300 pL) se pipetira u otvore
mikrotitarske plocice, nakon ¢ega se ocita apsorbancija otopine pri 592 nm. U reagens se
potom doda 10 pL uzorka (pojedinog fenolnog spoja ili fenolne smjese) i prati se promjena
apsorbancije nakon 4 min. Testirana je aktivnost svih uzoraka i to u koncentracijama od
100, 300 i 500 puM. Promjena apsorbancije, izraCunata kao razlika izmedu konacne
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 Troloks. Rezultati za FRAP
fenolnih otopina usporedeni su s rezultatima za FRAP Troloksa i izrazeni kao uM Troloks
ekvivalenti (TE) (slika 10). Sva mjerenja uradena su u 4 ponavljanja, a rezultati svih

ispitivanja prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).

1,600

1,200 /
0,800
‘/

0,400

Abs (592 nm)

0,000 T T T T )
0 200 400 600 800 1000

c (k™)

Slika 10. Ovisnost koncentracije Troloksa o apsorbanciji FRAP reakcijske smjese.
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2.4. Interakcijsko djelovanje fenolnih spojeva

2.4.1. Odredivanje interakcijskog djelovanja

Interakcija izmedu testiranih flavan-3-ola, odredena FRAP metodom, opisana je

kao razlika u antioksidacijskoj aktivnosti i izracunata je preko jednadzbe:

Razlika (%) = [Eksperimentalna vrijednost smjese x 100 / Ocekivana vrijednost

smjese] — 100

gdje je:

Eksperimentalna vrijednost- eksperimentalno dobiveni rezultat za smjesu dva ili viSe

testiranih flavan-3-ola

Ocekivana 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 ili 4 ovisno o broju spojeva

u kombinaciji )

Dobivene pozitivne vrijednosti razlike (%) ukazuju na potencijalno sinergijsko
djelovanje, negativne vrijednosti na antagonisticko djelovanje, a za vrijednosti nula ili oko

nule moze se smatrati da nema interakcije (aditivno djelovanje).
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati antioksidacijske aktivnosti flavan-3-ola odredene metodom FRAP
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ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat

Slika 11. Graficki prikaz utjecaja koncentracije flavan-3-ola na apsorbanciju FRAP

reakcijske smjese



Tablica 3. Antioksidacijska aktivnost testiranih flavan-3-ola odredena FRAPmetodom (¢ =

100, 300 1 500 pM).
FRAP (uM TE)
Spoj Koncentracija spoja (uM)
100 300 500
K 96,34 £2,21 278,65 £ 6,84 511,54 +£2.81
E 99,23 + 5,69 297,12 £ 9,62 519,62 + 5,98
ECG 230,77 £9,10 461,15 £4,72 756,15+ 53,94
EGCG 126,15 £ 6,62 526,54 + 4,89 855,96 + 25,55

K — katehin; E — epikatehin; ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat
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3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijskih svojstava ekvimolarnih fenolnih smjesa

odredene metodom FRAP
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K - katehin, E - epikatehin, ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat

Slika 12. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije ekvimolarne smjese flavan-3-ola na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.
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Tablica 4. Antioksidacijska aktivnost (WM TE) testiranih ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola

odredena FRAP metodom (¢ = 100, 300 i 500 uM).

FRAP (uM)
Smjesa Koncentracija spoja (uM)
100 300 500
K+E 197,89 + 6,81 315,77+ 2,84 469,62 + 8,44
K+ECG 218,46 £5,40 291,15+ 3,69 805,96 + 12,89
K+EGCG 204,81 +£2,12 578,85+ 13,14 1308,46 + 6,62
E+ECG 288,27 £ 8,59 524,23 + 5,81 892,88 + 31,82
E+EGCG 278,08 £ 7,04 608,65+ 9,78 1106,92 + 33,22
ECG+EGCG 271,35+3,94 563,46 + 9,68 1151,15+ 33,98
K — katehin; E — epikatehin; ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat
K+E+ECG K+E+EGCG
12 16
L4 *
09 12
é 0,6 ? 3 08 .
03 * 04 .
0 , 0 "
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¢ (M) c(uM)

E+ECG+EGCG
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1
600

K - katehin, E - epikatehin, ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat

Slika 13. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije ekvimolarnih smjesa triju flavan-3-ola na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.
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Tablica 5. Antioksidacijska aktivnost (WM TE) testiranih ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola
odredena FRAP metodom (¢ = 100, 300 i 500 uM).

Koncentracija (uM)

Smjesa Koncentracija spoja (uM)
100 300 500
K+E+ECG 229,81+ 1,59 471,73 +£ 14,97 768,27 £12,22
K+E+EGCG 225,58 £2,97 530,38 £ 11,69 1005,58 + 19,20
E+ECG+EGCG 240,58 + 2,97 562,12 +£10,90 1042,89 £ 9,26

K — katehin; E — epikatehin; ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat

1,6

12

Abs

0,8

04
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T T
100 200

T T T
300 400 500
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600

K - katehin, E - epikatehin, ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat

Slika 14. Graficki prikaz utjecaja koncentracijeekvimolarnih smjesa cetiri flavan-3-ola na

apsorbanciju FRAP reakcijske smjese.

Tablica 6. Antioksidacijska aktivnost (uM TE) testiranih ekvimolarnih smjesa flavan-3-ola
odredena FRAP metodom (c = 100, 300 i 500 pM).

Koncentracija (uM)

Smjesa Koncentracija spoja (nM)
100 300 500
K+E+ECG+EGCG 272,12 £ 3,10 536,15+ 8,54 898,08 + 17,11

K — katehin; E — epikatehin; ECG - epikatehin galat; EGCG - epigalokatehin galat
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3.3. Rezultati odredivanja interakcijskog djelovanja ekvimolarnih fenolnih smjesa

odredene metodom FRAP

Tablica 7. Usporedba ocekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

djelovanje ekvimolarnih fenolnih smjesa (% razlike) pri koncentraciji smjese 100 pM.

Eksperim_entalna Oéekiy_ana FRAP Razlika
FRAP vrijednost vrijednost
(WM TE) (uM TE) (%)

2 kombinacije
K+E 197,88 97,785 102,37
K+ECG 218,46 163,555 33,57
K+EGCG 204,81 111,245 84,11
E+ECG 288,27 165 74,71
E+EGCG 278,08 112,69 146,77
ECG+EGCG 271,35 178,46 52,05
3 kombinacije
K+E+ECG 229,81 142,1133 61,71
K+E+EGCG 225,58 107,24 110,35
E+ECG+EGCG 240,58 152,05 58,22
4 kombinacije
K+E+ECG+ EGCG 272,12 138,1225 97,01

Razlike (%)> 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje, razlika (%)< 0 na antagonisticko
djelovanje, a razlika (%) = 0 moZe se smatrati da nema interakcije (aditivno djelovanje).
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Tablica 8. Usporedba ocekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

djelovanje ekvimolarnih fenolnih smjesa (% razlike) pri koncentraciji smjese 300 pM.

Eksperim(_entalna Oéekiy_ana FRAP Razlika
FRAP vrijednost vrijednost
(1M TE) (uM TE) (%)

2 kombinacije
K+E 315,77 287,885 9,69
K+ECG 291,15 369,9 -21,29
K EGCG 578,85 402,595 43,78
E+ECG 524,23 379,135 38,27
E+EGCG 608,65 411,83 47,79
ECG+EGCG 563,46 493,845 14,10
3 kombinacije
K+E+ECG 471,73 345,64 36,48
K+E+EGCG 530,38 367,4367 44,35
E+ECG+EGCG 562,12 428,27 31,25
4 kombinacije
K+E+ECG+ EGCG 536,15 390,865 37,17

Razlike (%)> 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje, razlika (%)< 0 na antagonisticko
djelovanje, a razlika (%) = 0 moZe se smatrati da nema interakcije (aditivno djelovanje).
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Tablica 9. Usporedba ocekivanih i eksperimentalnih FRAP vrijednosti i interakcijsko

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

Eksperim(_entalna Oéekiy_ana FRAP Razlika
FRAP vrijednost vrijednost
(1M TE) (WM TE) (%)

2 kombinacije
K+E 469,62 + 8,44 515,58 -8,91
K+ECG 805,96 + 12,89 633,845 27,15
K EGCG 1308,46 + 6,62 683,75 91,37
E+ECG 892,88 + 31,82 637,885 39,98
E+EGCG 1106,92 + 33,22 687,79 60,90
ECG+EGCG 1151,15+33,98 806,055 42,81
3 kombinacije
K+E+ECG 768,27 £12,22 595,77 28,95
K+E+EGCG 1005,577 + 19,20 629,04 59,86
E+ECG+EGCG 1042,89 + 9,26 710,5767 46,77
4 kombinacije
K+E+ECG+ EGCG 898,08 + 17,11 660,8175 35,90

Razlike (%)> 0 ukazuju na potencijalno sinergijsko djelovanje, razlika (%)< 0 na antagonisticko
djelovanje, a razlika (%) = 0 moZe se smatrati da nema interakcije (aditivno djelovanje).
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4. RASPRAVA

Zbog nepostojanja univerzalne metode kojom bi se u potpunosti mogla opisati
antioksidacijska svojstva nekog uzorka (spoja, smjese spojeva, ekstrakta, ...), najcesce se, u
cilju §to potpunijeg opisivanja antioksidacijskog profila testiranog uzorka, primjenjuje vise
razli¢itih metoda koje se temelje na razli¢itim reakcijskim mehanizmima, ¢ime se dobiva
vise informacija o antioksidacijskim svojstvima odabranih fenolnih spojeva i/ili fenolnih
smjesa (npr. metode FRAP, DPPH, BR, i dr.)

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ¢istih fenolnih spojeva i fenolnih smjesa,
u ovom radu koristena je metoda FRAP. FRAP metoda je jedna od najcesce koristenih
metoda za mjerenje redukcijske snage uzoraka i ubraja se u brze metode odredivanja
antioksidacijske aktivnost. Metoda se temelji na redukciji Fe** iona u Fe?* ion (doniranjem
jednog elektrona) u prisutnosti antioksidansa. Nastali Fe?* ion u prisutnosti TPZT reagensa
formira intenzivno obojeni kompleks koji pokazuje maksimum apsorpcije pri 592 nm.%

U ovom radu analizirana je antioksidacijska aktivnost predstavnika podgrupe
flavan-3-ola (katehina, epikatehina, epikatehin galata i epigalokatehin galata). Osim za
pojedine flavan-3-ole, odredena je i redukcijska snaga ekvimolarnih smjesa dvaju ili vise
flavan-3-ola. Na osnovu dobivenih eksperimentalnih i teoretskih FRAP vrijednosti smjesa
doneseni su zakljucci o sinergijskom, aditivnom i/ili antagonistickom ucinku testiranih
spojeva u smjesi, kao i na utjecaj strukture spoja na njegovu aktivnost te aktivnost smjese.
Dobiveni rezultati su prikazani u tablicama 3-9 i na slikama 11-14.

Utjecaj koncentracije odabranih flavonoida na njihovu antioksidacijsku aktivnost,
odredenu FRAP metodom, bio je o¢ekivan. Svi spojevi testirani su u koncentraciji od 100,
300 i 500.uM, a krivulje ovisnosti koncentracija-absorbancija odredene su za reakcijsko
vrijeme od 4 min. Slika 11 grafi¢ki prikazuje utjecaje koncentracija flavan-3-ola na
apsorbanciju FRAP reakcijske smjese nakon 4 min. Kao $to se vidi iz prikazanih rezultata,
linearna ovisnost koncentracije testiranog fenolnog spoja i njegove redukcijske snage je
jasno uocljiva i potvrdena za sva 4 testirana spoja (slika 11, tablica 3). Najvecu FRAP
vrijednost pokazao je epigalokatehin galat, a najnizu FRAP vrijednost katehin pri svim
testiranim koncentracijama (tablica 3).
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Pri tome treba istaknuti da su uo¢ene jako male razlike u redukcijskoj snazi izmedu
strukturno istih molekula, katehina i epikatehina, tj. za epikatehin su zabiljezene tek oko 3-
18 uM TE vec¢e FRAP vrijednosti u odnosu na njegov stereoizomer (epimer) katehin.
Flavanoli s tri -OH skupine u prstenu B su galokatehini, a katehini esterificirani galnom
kiselinom na polozaju 3-OH u prstenu C su katehin galati.?® Esteri flavanola s galnom
kiselinom, epikatehin galat i epigalokatehin galat, bili su znatno ucinkovitiji antioksidansi
od epikatehina. Dobivene ve¢e FRAP vrijednosti ukazuju na doprinos esterifikacije s
galnom kiselinom, ali ne i doprinos trece -OH skupine u B prstenu kod epigalokatehin
galata, §to je u skladu s istraZivanjima drugih autora.’®?’

lako pojedini autori u svojim radovima navode mogucnost Sinergijskog, aditivnog
ili ¢ak antagonistickog ucinka fenolnih spojeva, istrazivanje potencijalne interakcije nekog
fenolnog spoja s drugim fenolima provedeno je za veoma mali broj spojeva.’®?° |z tog
razloga je u radu ispitana interakcijska aktivnost odabranih predstavnika flavan-3-ola kao i
njihov zdruzen (sinergijski/ aditivni/ antagonisti¢ki) uc¢inak u testiranim ekvimolarnim
fenolnim smjesama (2 ili viSe spojeva).

Rezultati odredivanja antioksidacijskih svojstava ekvimolarnih fenolnih smjesa
prikazani su na slikama 12, 13 i 14, te u tablicama 4, 5 i 6. Slike graficki prikazuju utjecaj
koncentracije ekvimolarne smjese od dvije, tri ili Cetiri kombinacije flavan-3-ola na
apsorbanciju FRAP reakcijske smjese nakon 4 min. Za razliku od ¢istih spojeva u ovom
slucaju se iz grafova ne moze uoditi linearna ovisnost koncentracija-absorbancija za
testirane smjese. Kod kombinacija 3 i 4 flavan-3-ola uo¢ava se bolja linearnosti u odnosu
na kombinacije dvaju flavan-3-ola §to se ocituje i kasnije u rezultatima potencijalnog
zdruZenog ucinka (% razlike se mijenja ovisno o koncentraciji) Najvecu antioksidacijsku
aktivnost (uM TE) testiranih ekvimolarnih smjesa kombinacije dvaju flavan-3-ola
pokazala je smjesa epikatehina i epikatehin galata pri c=100 uM (288,27 + 8,59 uM TE),
epikatehina i epigalokatehin galata pri ¢=300 uM (608,65 + 9,78 uM TE) te smjesa
katehina i epigalokatehin galata pri ¢c=500 uM (1308,46 + 6,62 uM TE). Smjesa katehina i
epikatehina je imala najslabiju redukcijsku snagu pri koncentracijama od 100 i 500 uM,
dok je pri koncentraciji 300 pM najnizu FRAP vrijednost imala smjesa katehina i
epikatehin galata.

Tablica 5 prikazuje antioksidacijsku aktivnost (uM TE) testiranih ekvimolarnih
smjesa od kombinacije tri flavan-3-ola, i sli¢no kao i kod kombinacije dvaju flavan-3-ola
postoji razlika u FRAP vrijednostima izmedu testiranih smjesa u razli¢itim

koncentracijama.
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Kod testiranja koncentracija 300 i 500 uM najve¢u FRAP vrijednost imala je
ekvimolarna smjesa epikatehina, epikatehin galata i epigalokatehin galata (562,12 + 10,90
odnosno 1042,89 + 9,26 uM TE), a najmanju smjesa katehina, epikatehina i epigalokatehin
galata pri 100 uM (225,58 + 2,97 uM TE). Antioksidacijska aktivnost smjese sva Cetiri
testirana flavan-3-ola nije se znatno istaknula. Redukcijska snaga ove smjese je bila
brojcano gotovo jednaka smjesi epikatehina i epikatehin galata (Tablica 4 1 6).
Usporedbom svih testiranih smjesa mozemo uociti da su najbolju redukcijsku snagu
pokazale binarne smjese (pri 500 uM) i to smjese katehina i epigalokatehin galata (1308,46
+ 6,62 uM TE), epikatehina i epigalokatehin galata (1106,92 + 33,22 uM TE) te epikatehin
galata i epigalokatehin galata (1151,15 £ 33,98 uM TE).

Unato¢ sve veem zanimanju za pojaSnjenje mehanizma interakcijskog djelovanja
fenolnih spojeva, veoma mali broj dosada$njih istrazivanja obuhvaéa i interakciju
pojedinih flavan-3-ola. Rezultati odredivanja potencijalnog interakcijskog djelovanja
ekvimolarnih fenolnih smjesa FRAP metodom prikazani su u tablicama 7-9. Konacni
ucinak interakcijskog djelovanja izrazeni je kao razlika u antioksidacijskoj aktivnosti (%),
pri ¢emu su pozitivne vrijednosti upucivale na sinergijski, a negativne na antagonisticki
ucinak izmedu dva fenolna spoja u testiranoj binarnoj smjesi. Iz prikazanih rezultata jasno
se moze zakljuciti da velik broj testiranih smjesa pokazuje vecu redukcijsku snagu u
odnosu na ocekivanu teoretsku vrijednost §to ukazuje na sinergiju. Medutim, samo dvije
fenolne smjese pokazuju slabiju redukcijsku snagu u odnosu na ocekivane vrijednosti, $to

U tablicama 7, 8 1 9 prikazane su usporedbe o¢ekivanih i eksperimentalnih FRAP
vrijednosti i interakcijsko djelovanje ekvimolarnih fenolnih smjesa (% razlike) pri
koncentracijama smjesa 100, 300 i 500 uM. U tablici 7 prikazani su rezultati interakcijskog
djelovanja pri koncentraciji smjese od 100 uM. Kod kombinacije dvaju spojeva sve
ispitivane smjese imale su eksperimentalnu FRAP vrijednost ve¢u od oc¢ekivane $to ujedno
I ukazuje na sinergijsko djelovanje spojeva u tim smjesama. Najjace sinergijsko djelovanje
imala je smjesa epikatehina i epigalokatehin galata (146,77 % razlike) a najslabije smjesa
katehina i epikatehin galata (33,57 % razlike). Kod kombinacije tri spoja, sve smjese
pokazuju sinergijsku ucinak, ali najjacu sinergiju pokazala je smjesa katehina, epikatehina
i epigalokatehin galata (110,35 % razlike), a najslabiju smjesa epikatehina, epikatehin
galata i epigalokatehin galata (58,22 % razlike). Kod kombinacije cetiri spoja ocekivana
FRAP vrijednost je gotovo dva puta manja od eksperimentalne vrijednosti stoga se i u

ovom slucaju moze govoriti o sinergijskom djelovanju (97,01 % razlike).
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Pri koncentraciji smjese 300 uM (tablica 8) sinergijski u¢inak je potvrden za sve
smjese osim za smjesu katehina i epikatehin galata koja je imala antagonisticko djelovanje
(-21,29 % razlike) pri testiranoj koncentraciji. Iako je za gotovo sve smjese potvrden
sinergijski uc¢inak uocCavaju se 1 znatno manje razlike izmedu ocekivanih i
eksperimentalnin FRAP vrijednosti. Najjace sinergijsko djelovanje imala je ponovno
smjesa epikatehina i epigalokatehin galata (47,79 % razlike) s tim da je sinergijski u¢inak
tri puta manji u odnosu na smjesu koncentracije 100 uM. Najveci pad sinergijskog uc¢inka
u odnosu na prethodno testiranu koncentraciju smjese zabiljeZen je za smjesu katehina i
epikatehina (10,6 puta manja sinergija). Ostaje smjese testirane pri koncentraciji 300 uM
imale su dva do tri pta manji sinergijski u¢inak u odnosu na smjese koncentracije 100 uM.

Povecanjem testirane koncentracije smjese i dalje dolazi do razlike u zdruZzenom
ucinku pojedinih smjesa. Tako pri koncentraciji smjese od 500 uM, kombinacije dvaju
flavan-3-ola uglavnom pokazuju sinergijski ucinak, uz iznimku smjese katehina i
epikatehina. Ekvimolarna smjesa katehina 1 epikatehina pokazala je manju
eksperimentalnu FRAP vrijednost od ocekivane pri ¢emu smo zakljucili da je dosSlo do
antagonistickog djelovanja. Ovo je iznenadujuc¢e obzirom na cinjenicu da je navedena
smjesa imala u prethodnim koncentracijama dobro, pa ¢ak i iznimno sinergijsko
djelovanje. Iznimku ¢ine i smjesa katehina i1 epikatehin galata kod koje se ponovno javlja
sinergijski ¢inak (27,15 % razlike). Ostale smjese flavan-3-ola pri testiranoj koncentraciji
pokazuju manju ili vecu sinergijsku aktivnost u odnosu na prethodno testiranu
koncentraciju. Kod kombinacije svih testiranih spojeva ocekivana FRAP vrijednost je
ponovno manja od eksperimentalne §to je jo$ jednom potvrdilo da zdruZeni ucinak svih
testiranih flavan-3-ola, iako povecanjem koncentracije smjese slabi, pokazuje sinergijski
ucinak (35,90% razlike; tablica 9).

Prva saznanja i teorije o sinergijskom djelovanju pojedinih spojeva potjecu od
pretpostavke da postoji sinergijski u¢inak flavonoida s vitaminom C.*' Nakon toga,
pojedine studije su potvrdile postojanje interakcije izmedu flavonoida i pojedinih vitamina.
Broj provedenih ispitivanja sinergijskog ucinka flavan-3-ola s drugim spojevima i/ili
fenolima postoji, ali je znatno malen i nedostatan. Tako je na primjer sinergijsko
djelovanje potvrdeno izmedu katehina i a-tokoferola®, s-tokoferola i epikatehina i
epigalokatehin galata®, a Frank i sur.®® (2006) su potvrdili interakcijski uginak kvercetina,
katehina i epikatehina u kombinaciji s a-tokoferolom, a Skroza i sur.*® (2015) sinergiju

katehina s resveratrolom.
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Usprkos navedenim istrazivanjima, sam mehanizam interakcijskog djelovanja jo$
uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Razvijeno je tek nekoliko hipoteza koje objasnjavaju
moguéi antagonisticki ili sinergijski u¢inak smjese antioksidansa. Peyrat-Maillard i sur.*
(2003) su opisali interakcijsko djelovanje smjese slabog antioksidansa s jakim
antioksidansom, u kojoj slabi antioksidans moze regenerirati jaki antioksidans i tako
povecati ukupnu anti-radikalnu aktivnost kombinacije.

Slicno se moze objasniti 1 antagonizam, tj. mogucnost da jaki antioksidans
regenerira slabi antioksidnas, §to zauzvrat zna¢i smanjenje sposobnosti hvatanja slobodnih
radikala. U kombinaciji dva jaka antioksidansa, obje komponente mogu regenerirati jedna
drugu i na taj nain poboljsati ukupnu antioksidacijsku snagu smjese.***% Rezultati ovog
istrazivanja potvrduju navedene hipoteze o pojacavanju djelovanja jednog spoja prisutvom
drugim, ako i prisustvo odredenih skupina u smjesi (broj i polozaj -OH skupina). Iz
navedenog se moze zakljuciti da rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti fenolnih
smjesa podupiru nacelo da strukture s vise slobodnih -OH skupina imaju bolju aktivnost,
kao i u slu¢aju pojedinih fenolnih spojeva. No ni ovo pravilo nije uvijek potvrdeno
obzirom na razlike u zdruZenom ucinku pri razli¢itim koncentracijama smjese. Ono §to se
moze istaknuti jest da prisustvo galata u smjesi (npr. kateholna skupina iz katehina ili
epikatehina i esterigicirana galna kiselina u prstenu C) znatno poboljSava ucinak smjese u

odnosu na prisustvo samo 2 kateholne skupine (katehin + epikatehin).
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem postignutih rezultata i provedene rasprave, mogu se izdvojiti sljedeci zakljucci:

e Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na razlike u antioksidacijskoj aktivnosti

testiranih fenolnih spojeva i ekvimolarnih fenolnih smjesa.

e Antioksidacijska aktivnost testiranih flavonoida ovisi o njihovoj strukturi, te broju,

vrsti 1 rasporedu funkcionalnih skupina u molekuli.
e Ekvimolarne smjese flavan-3-ola pokazale su izuzetno dobru redukcijsku snagu.

e Pojedine smjese pokazale su gubitak redukcijske snage u odnosu na ocekivanu
vrijednost, dok je ipak veci broj fenolnih smjesa pokazao redukcijsku snagu vecu
od ocekivane, $to upuéuje na sinergijski ucinak dvaju ili vise fenolnih spojeva u

testiranoj smjesi.
e FRAP metodom potvrden je sinergijski u¢inak kod svih smjesa flavan-3-ola.

e Rezultati istrazivanja ukazuju na moguéi utjecaj strukture molekula na aktivnost

smjesa.

Na osnovu rezultata dobivenih ovom studijom, moze se zakljuciti da postoji interakcija
izmedu flavan-3-ola, te da njihovo zajedni¢ko djelovanje u smjesama rezultira sinergijskim

uc¢inkom, obzirom na redukcijsku snagu smjese.
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