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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

1. Odvajanje i usitnjavanje razlicitih dijelova zrelog i nedozrelog ploda avokada
(kora, lupina sjemenke, sjemenka i pulpa) te liofilizacija dobivenih uzoraka.

2. Ekstrakcija liofiliziranih uzoraka metodom maceracije u 80%-tnom etanolu.

3. Filtracija ekstrakata, uklanjanje etanola koriste¢i rotacioni vakuum uparivac te
ponovna liofilizacija uzoraka.

4, Mjerenje kolicine fenola 1 flavonoida wu pripremljenim uzorcima
spektrofotometrijskim metodama.

5. Proracun i usporedba dobivenih rezultata.



SAZETAK

Avokado kao klimakterijsko voée dozrijeva nakon berbe te za posljedicu toga
sadrzi razliCite koncentracije antioksidativnih komponenti, klju¢nih u zastiti ljudskog
organizma od negativnog utjecaja slobodnih radikala, u zrelom i nedozrelom plodu. Cilj
ovog istrazivanja bio je usporediti koncentracije fenola i flavonoida u ispitivanim
uzorcima zrelog i nedozrelog ploda avokada. Nakon postupka ekstrakcije, uklanjanja
etanola i liofilizacije dobiveni su uzorci podvrgnuti spektrofotometrijskim metodama
pomocu kojih su koncentracije navedenih antioksidansa izmjerene. Najvec¢i udio fenola
pronaden je u sjemenci zrelog avokada, dok flavonoida u sjemenci nezrelog avokada.
Najmanje koncentracije fenola i flavonoida zabiljezene su upravo u pulpi, dijelu ploda

koji se najvise konzumira u ¢ovjekovoj prehrani.

Klju¢ne rije¢i: avokado, antioksidansi, fenoli, flavonoidi, spektrofotometrija



SUMMARY

Avocado, as a climacteric fruit ripens after harvest and therefore contains
different concentrations of antioxidant components in ripe and unripe fruits, which are
crucial for protecting the human body from the negative effects of free radicals. The aim
of this study was to compare the concentrations of phenols and flavonoids in the studied
samples of ripe and unripe avocado fruit. After the extraction process, ethanol removal
and freeze-drying, the obtained samples were subjected to spectrophotometric methods
that measured the concentrations of these antioxidants. The highest level of phenols was
found in ripe avocado seed, while flavonoids in unripe avocado seed. The lowest
concentrations of both antioxidants were found in the pulp, the part of the fruit most

consumed in the human diet.

Keywords: avocado, antioxidants, phenols, flavonoids, spectrophotometry
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uvOoD

Poznato je da vocée obiluje bogatstvom antioksidansa, dijetalnih vlakana i
fitokemikalija te da svojom bojom privla¢i pozornost, a teksturom, ugodnom aromom i
slatkim okusom pruza nutritivno bogat i ukusan obrok. No, ne obiluje svo voce
jednostavnim Secerima niti osobito odusevljava svojim mirisom i okusom, a primjer
toga upravo je avokado. Avokado svojom energetskom vrijednos¢u nadmasuje vecinu
voca, jer sadrzi pozamaSan udio masti (15,4%), dok ostalo voée prednjaci s udjelom
ugljikohidrata. Takoder, avokado nema karakteristican miris niti je posebno ukusan, ali
ovaj plod iako odstupa od prve asocijacije na rije¢ ,,voce“, pripada skupini voca.
Cijenjen je zbog svog kvalitetnog nutritivnog profila, jedinstvene teksture i brojnih
istraZzenih zdravstvenih dobrobiti koje posjeduje, a ¢ak mu je dodana i kategorija ,,super-
voca“. Zbog svega navedenog avokado je prepoznat diljem svijeta, stoga je njegova
konzumacija posljednjih godina u znathom porastu. Obzirom da predstavlja plod s
izrazenom bioloskom aktivnoS$¢u, osim u prehrambenoj industriji Kkoristi se i u
farmaceutskoj, kozmetic¢koj te brojnim drugim industrijama.

U ovom znanstvenom istrazivanju saznajemo kako se mijenjaju koli¢ine antioksidansa
(fenola i flavonoida) u plodu kada je on nedozreo i zreo te koji dijelovi avokada sadrze
najvece koli¢ine ovih bioloski vaznih tvari, $to nam daje uvid u potencijalna daljnja

ispitivanja.



1. OPCI DIO

1.1. VaZnost vo¢a u prehrani

Pracenje obrasca pravilne prehrane bogate fitokemikalijama, antioksidansima i
dijetalnim vlaknima iz cjelovite biljne hrane pokazuje blagotvorne ucinke na zdravlje
ljudskog organizma, koji ukljucuju: poboljSanje sastava crijevne mikroflore, snizavanje
povisenog LDL-kolesterola, smanjenje rizika prekomjernog debljanja i pretilosti,
smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti, koronarne bolesti srca i smrtnosti,
smanjenje rizika od nekih vrsta karcinoma, mozdanog udara i dijabetesa tipa 2 te
usporavanje simptoma starenja.! Najmanji rizik od smrtnosti zabiljezen je kod unosa =5
porcija dnevno voca i povrca, ali iznad te razine rizik se nije dalje smanjivao. Pragovi
smanjenja rizika od smrtnosti bili su dvije porcije dnevno za unos voca te tri porcije

dnevno za unos povréa.?

Cjelovito voce je znacajno zbog svoje vrlo niske do umjerene energetske gustoce,
sadrzaja vlakana te kao vazni izvor nutrijenata (npr. kalija i1 vitamina C) i fitokemikalija
(npr. polifenola i karotenoida) koji djeluju sinergijski kako bi se ostvario niz

zdravstvenih dobrobiti.!

Vocée je podijeljeno u dvije skupine prema regulatornim mehanizmima Koji su u
osnovi procesa zrenja. Klimakterijsko voce, kao $to su avokado, banana, jabuka, kruska,
raj¢ica 1 dinja, dozrijeva nakon $to je ubrano te je karakterizirano pove¢anom
respiracijom i proizvodnjom etilena. S druge strane, ne-klimakterijsko voée, kao $to su
grozde, limun, naranca 1 ananas, ne pokazuje znaajne varijacije u brzini respiracije
tijekom faze dozrijevanja, niti u sintezi etilena. To znac¢i da se nakon berbe ne-
klimakterijskom vo¢u ne poboljsavaju organolepticka svojstva (okus, miris, boja itd.),
dok klimakterijsko voce, kako dozrijeva nakon berbe, poprima bolja organolepticka

svojstva.’



1.2. Fitokemikalije iz vo¢a

Fitokemikalije su bioloski aktivne biljne tvari iz voéa, povréa, zitarica i druge biljne
hrane, koje pruzaju pozeljne zdravstvene benefite. Bioloski aktivna tvar se najéeSce
odnosi na spojeve koji nemaju nutritivnu vrijednost, ali imaju odredeni utjecaj na
zdravlje. MozZemo definirati bioloski aktivne tvari kao prirodne nenutritivne fizioloski
aktivne sastojke hrane koji imaju odredena funkcionalna svojstva u organizmu, djeluju
kao pomoc¢na sredstva u sprjeavanju i lijeCenju bolesti te poboljsavanju stanja

organizma opéenito.*

Fitokemikalije su od velikog interesa jer imaju veliki antioksidativni potencijal, a
epidemioloska ispitivanja i ispitivanja na zivotinjama pokazuju da redovita konzumacija
voca, povréa 1 cjelovitih zitarica smanjuje rizik od raznih bolesti povezanih s
oksidativnim oSteenjem. Medu fitokemikalijama koje se spominju kao potencijalno
korisne za zdravlje spadaju fenolne kiseline, flavonoidi, izoflavonoidi, antocijanidini,

fitoestrogeni, terpenoidi, karotenoidi, limonidi, fitosteroli, glukozinolati i vlakna.®

1.2.1. Fenolni spojevi iz vo¢a

Fenolne fitokemikalije najveéa su kategorija fitokemikalija 1 najSire
rasprostranjene u biljnom carstvu. Dvije najvaznije skupine fenola u ishrani su
flavonoidi 1 fenolne kiseline. Flavonoidi su najveca skupina biljnih fenola te ujedno 1
najviSe proucavana. Kvantificiranje unosa fenolnih fitokemikalija oteZano je zbog
velikog broja fenolnih fitokemikalija i ¢imbenika koji utjeCu na njihov sadrzaj, a to su:
sorta, zrelost, uvjeti uzgoja (gnojidba, temperatura, grabeZljivci, svjetlost 1 voda),

ispitivani dijelovi biljke, prerada i skladistenje.

1.2.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenoli biljnog podrijetla koji su medu najvaznijim spojevima u
ljudskoj prehrani zbog svoje rasprostranjenosti u hrani i pi¢ima. Mogu se pojaviti u

slobodnom obliku (aglikoni) i kao glikozidi, a razlikuju se po svojim supstituentima
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(vrsta, broj i polozaj) i po zasi¢enosti. Svi flavonoidi dijele osnovnu Cs-C3-Cs fenil-
benzopiransku  okosnicu.” Opéenito, hidroksil, metoksil, metil, izopentenil,
metilendioksil, benzil, nitro skupine itd., mogu biti supstituirani na prstenu A i/ili B
(slika 1).2 Najces¢i pripadnici su flavoni, flavonoli, flavanoni, katehini, izoflavoni i

antocijanidini, koji ¢ine oko 80% flavonoida.’

Fﬁ-F_;- Flr..‘

Slika 1. Osnovna struktura flavonoida®

Siroko su rasprostranjeni u korijenu, stabljici, lidéu, cvjetovima i plodovima
stablaSica 1 paprati. Zbog posebne kemijske strukture, flavonoidi imaju Sirok spektar
fiziolo8kih 1 biokemijskih u¢inaka na stanice sisavaca i drugih vrsta zivotinja. Takoder,
posjeduju jaku kemijsku reaktivnost. Na primjer, neki flavonoidi imaju antioksidativno
djelovanje jer brane organizam od slobodnih radikala. Nadalje, flavonoidi posjeduju
razli¢ita farmakoloska djelovanja: inhibicija aktivnosti enzima, antitumorska aktivnost,
antivirusna aktivnost, protuupalna aktivnost itd. Potencijalni u¢inci lijeGenja i prevencije
pokazali su se kod degenerativnih bolesti kao $to su tumori, starenje 1 kardiovaskularne
bolesti. Osim toga, neki spojevi flavonoida imaju potencijalne izglede za primjenu kao

slabi hormoni u lije¢enju menopauzalnog sindroma kod Zena.®



1.2.1.1.1. Antocijani

Antocijani su opcenito prihvaceni kao najveca i najvaznija skupina vodotopivih
pigmenata u prirodi. Pripadnici su obitelji spojeva poznatih kao flavonoidi, ali se
razlikuju od ostalih flavonoida zbog svoje sposobnosti da tvore flavijeve katione (slika
2). Oni su zasluzni za plavu, ljubicastu, crvenu i narancastu boju brojnog voca i povréa.
Glavni izvori antocijana su borovnice, treSnje, maline, jagode, crni ribiz, crveno grozde

i crno vino.?

Slika 2. Flavijev kation®

Antocijanidini  (aglikoni) se naj¢eS¢e nalaze u prirodi kao soli njihovih
glikozidnih oblika, poznati kao antocijani.® U prirodi postoji oko 17 antocijanidina, ali
samo Sest (cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin i malvidin, pri ¢emu
je cijanidin najceséi) je Siroko rasprostranjeno i od velike je vaznosti u ljudskoj prehrani

(slika 3).10

Antocijanidini R, R,
Ry Pelargonidin H H
P :l:;\ H Cijanidin OH H
5.8 SR S ,l\,>]\ Delfinidin OH OH
I(; \J B i T Peonidin OCH, H
TS Petunidin OH  OCH,
OH Malvidin OCH, OCH,

Slika 3. Strukture glavnih antocijanidinal!



Zdravstvene dobrobiti antocijana dijelom su zakljuene iz njihovih
antioksidativnih svojstava. Nedavne studije provedene su kako bi se razjasnili dodatni
molekularni mehanizmi uklju¢eni u pozitivne benefite polifenola. Na primjer, francuski
paradoks povezuje nisku ucestalost koronarne bolesti srca kod Francuza unato¢ prehrani
bogatoj masno¢ama s redovitom konzumacijom crnog vina. Konacno, zdravstvene
dobrobiti koje potice konzumacija voca i povrcéa ne objas$njavaju se djelovanjem jednog
spoja ili molekule. Mjesavina fitokemikalija sadrzana u biljkama mozZe zajednicki

istovremeno djelovati kako bi se ostvarile zdravstvene dobrobiti.*2

1.2.1.2. Ne-flavonoidi

Fenolni spojevi mogu se podijeliti u dvije glavne grupe: flavonoide (antocijanini,
antoksantini) i ne-flavonoide (fenolne kiseline, stilbeni, lignani) (slika 4). Posjeduju
jednu ili vise hidroksilnih skupina (-OH) izravno povezanih s aromatskim sustavom
(npr. fenil, naftil).”® Ovi spojevi se nalaze u kombinaciji s mono- i polisaharidima,
povezani s jednom ili viSe fenolnih skupina, ili se mogu pojaviti kao derivati, poput
estera ili metil estera. Medu nekoliko klasa fenolnih spojeva, fenolne kiseline i
flavonoidi smatraju se glavnim prehrambenim fenolnim spojevima. Mnoga istrazivanja
pokazala su snaznu 1 pozitivhu korelaciju izmedu sadrZaja fenolnih spojeva i

antioksidativnog potencijala vo¢a i povréa.**

lako postoji veliki izbor biljnih fenola, veéina ovih spojeva potjece iz
zajedni¢kog podrijetla: aminokiseline fenilalanin ili tirozin. Najveci broj biljnih fenola
ukljucuju: cimetne kiseline (Cs-Cs), benzojeve kiseline (Cs-C1), flavonoidi (Ce-Cs-Ce),
proantocijanidini [(Ce-Cs-Cs)n], kumarini (Ce-C3), stilbeni (Cs-C2-Cs), lignani (Ce-Cs-
C3-Cs) i lignini [(Ce-Cs3)n].°
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Slika 4. Podjela polifenola na temelju njihovih kemijskih struktura i primjeri*®

Fenoli mogu djelovati kao antioksidansi na viSe nacina. Fenolne hidroksilne
skupine su dobri donatori vodika: antioksidansi koji daju vodik mogu reagirati s
reaktivnim kisikom i reaktivnim vrstama dusika u reakciji terminacije, koja prekida
ciklus stvaranja novih radikala. Antioksidativni kapacitet fenolnih spojeva takoder se
pripisuje njihovoj sposobnosti da keliraju metalne ione koji su ukljuceni u proizvodnju

slobodnih radikala.r

1.2.1.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne se kiseline mogu obilno pronac¢i u hrani 1 generalno se dijele na derivate
benzoicne te derivate cinaminske (ili cimetne) kiseline. Razina hidroksibenzoi¢ne
kiseline je u jestivim biljkama relativno niska (osim u odredenog crvenog voca, crne
rotkvice i luka, koji mogu imati koncentracije i do nekoliko desetina miligrama po

kilogramu svjeZe mase). Hidroksicinaminske su kiseline ¢eS¢e od hidroksibenzoi¢nih te
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se poglavito sastoje od p-kumarinske, kafeinske, feruli¢ne i sinapinske kiseline. One se
rijetko nalaze u slobodnom obliku (osim u procesiranoj hrani), a u vezanom su obliku
glikozilirani oblici ili esteri kviniske, Sikiminske i tartarne kiseline. Voce koje ih sadrzi

najvise su borovnice, kivi, §ljive, visnje i jabuke.’

1.2.1.2.2. Lignani

Lignani su difenolni spojevi koji sadrze 2,3-dibenzilbutansku strukturu nacinjenu
dimerizacijom dviju cinaminskih kiselina i za neke se smatra da su fitoestrogeni. Hrana
koja je najbogatija ligninima uljane su sjemenke (poglavito lanene, koje najvise sadrze
navedeni spoj). Ostale sjemenke, Zitarice, leguminoze (le¢a), voce (kruske, suhe Sljive) i
odredeno povrée (CeSnjak, Sparoge, mrkve) takoder sadrze lignine u tragovima, no oni
su minorni izvori lignina u prehrani jer je njihova koncentracija u lanenim sjemenkama

priblizno tisuéu puta veéa nego u ostalim izvorima hrane.’

1.2.1.2.3. Stilbeni

Stilbeni sadrze dva fenilna dijela spojena metilenskim mostom od dva ugljikova
atoma. Njihova je pojavnost u ljudskoj prehrani prilicno niska. Veéina stilbena u
biljkama funkcioniraju kao antifungalni fitoaleksini, odnosno molekule koje se
sintetiziraju samo u odgovoru na ozljede ili infekcije. Najbolje proucavani stilben je
resveratrol, kojeg se najviSe moze pronaci u grozdu 1 crvenom vinu. Unato¢ tome §to su
mu dokazana antikarcinogena svojstva, resveratrol se u prehrani nalazi u toliko niskim

koli¢inama da je malo vjerojatno da on doista ima zastitni u¢inak na ljudsko zdravlje.!’

1.3. Avokado kao ,,super-voce*

Izraz ,,super-voce* u posljednje je vrijeme dobio sve vecu upotrebu i pozornost s
marketinSkom strategijom za promicanje izvanrednih zdravstvenih prednosti nekog
egzoticnog voca, koje mozda nema svjetsku popularnost. To je dovelo do mnogih
studija s identifikacijom i kvantificiranjem razlicitih skupina fitokemikalija. U ,,super-
voce* spadaju acai bobice, goji bobice, camu-Camu, a medu ostalim i avokado (slika 5).
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Ovo ,super-vo¢e“ s brojnim fitokemikalijama (fenolne kiseline, flavonoidi,
proantocijanidini, iridoidi, kumarini, tanini, karotenoidi i antocijanini) zajedno s
odgovarajuéim antioksidativnim djelovanjem, sve je viSe zastupljeno u ljudskoj
prehrani. Stoga, ovo ,,super-voc¢e™ se moze smatrati vrijednim izvorom funkcionalne
hrane zbog fitokemijskog sastava i odgovaraju¢ih antioksidativnih aktivnosti.
Fitokemikalije iz ,,super-voca“ bioraspolozive su ljudskom organizmu s obecavaju¢im

zdravstvenim dobrobitima.1®

Slika 5. Plod avokada®®

1.4. Grada avokada

Avokado (Persea americana Mill.) je tropsko i suptropsko vocée koje potjece iz
Meksika 1 Srednje Amerike. Meksiko uzgaja viSe od 30% avokada diljem svijeta,
predstavljaju¢i glavnog proizvodaca i izvoznika avokada, koji je postao usjev od

velikog interesa i ima veliki gospodarski utjecaj na Meksiko.?°

Avokado je najvaznije i jedino jestivo voce iz obitelji Lauraceae (lovorovke) i ima
veliku komercijalnu vrijednost. Rod Persea ima vise od 150 vrsta, od kojih 70 vrsta

raste u toplim podru¢jima Amerike.?°



Stablo avokada je zimzeleno i visoko te moze doseci visinu i do 20 m (slika 6).
Svako stablo moze proizvesti do milijun cvjetova, iako se samo jedan od tisu¢u cvjetova
pretvara u plod, a jedno stablo moze proizvesti do tisucu avokada u godini. Cvjetovi se
pojavljuju u grozdovima i imaju posebnost otvaranja u razli¢ito vrijeme: prvo kao
zenski cvijet, a kasnije kao muski, ¢ime se izbjegava samooplodnja. Stablo avokada
moze rasti u podru¢jima s razli¢itim uvjetima, ovisno o sorti; u blagim zimskim
uvjetima; suhim suptropskim i mediteranskim klimama; i u hladnim visinskim tropskim

podrugjima, ali ne u pustinjskim uvjetima.

Slika 6. Stablo avokada?*

Masa ploda avokada moze varirati od 120 g, pa sve do 2,5 kg. U svijetu postoje
brojne sorte avokada, prema podneblju u kojem rastu, razli¢itih oblika, okusa, teksture,

boje i mirisa, a najpoznatije i najprodavanije vrste su sorte Hass i Fuerte.?

Plod avokada je kruskolikog, ovalnog ili gotovo okruglog oblika, moze biti dug 7,5
— 33 cm i Sirok do 15 cm. Koza ili kora (egzokarp) moze biti zutozelene, tamnozelene,
crvenkasto ljubicaste boje ili toliko tamnoljubicasta da izgleda gotovo crno 1 ponekad je
prosarana sitnim zutim toc¢kicama. Sjemenka ploda sadrzi vrlo tanku ljusku, lupinu koja

obavija sjemenku. Endokarp je tanki unutarnji sloj ploda koji se nalazi izmedu pulpe i
10



sjemenke. Kada je sjemenka zrela, doima se kao da endokarp stvara film na njoj, dajuci
joj smrznuti ili bjelkasti izgled.?’ Pulpa (mezokarp) avokada izvrstan je izvor makro i
mikronutrijenata, a karakteriziran je po tome Sto sadrzi bioaktivne lipide koji su dobili

povecan znanstveni interes zbog njihove potencijalne zdravstvene primjene (slika 7).2

egzokarp

mezokarp perikarp

endokarp

~ sjemenka obavijena

lupinom

Slika 7. Sastav perikarpa ploda avokada®

1.5. Nutritivni sastav ploda avokada
Avokado je poznat po kvalitetnom nutritivnom sadrzaju (tablica 1) i zdravstvenim
prednostima, koje su u osnovi posljedica izvora hranjivih tvari topivih u mastima i

fitokemikalija.?°

Istrazivanja pokazuju da prehrambeni sastav pulpe avokada ima sadrzaj vlage u
rasponu od 67 do 78%, sadrzaj lipida u rasponu od 12 do 24%, sadrzaj ugljikohidrata u
rasponu od 0,8 do 4,8%, sadrzaj proteina u rasponu od 1,0 do 3,0%, udio pepela u
rasponu od 0,8 do 1,5%, sadrzaj vlakana u rasponu od 1,4 do 3,0% i energije izmedu
140 1 228 kcal po avokadu. Sastav avokada ili bilo kojeg drugog voca ovisi o sorti,

stupnju zrenja, klimi, sastavu tla i gnojiva.?°
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Tablica 1. Nutritivni sastav pulpe avokada

Nutrijent/fitokemikalija Mjera Vrijednostna 100 g
Voda g 72,3
Energija kcal 167
Proteini g 1,96
Ukupni lipidi g 15,4
Pepeo g 1,66
Ugljikohidrati g 8,64
Vlakna g 6,8
Seceri g 0,3

Sadrzaj lipida jedan je od najvaznijih faktora u avokadu buduéi da sadrzi veliku
koli¢inu ulja u odnosu na drugo voce i bogat je polarnim lipidima, kao $to su glikolipidi
i fosfolipidi, koji su vazni u razli¢itim stani¢nim procesima u stani¢noj membrani, kao i
mononezasi¢enim masnim kiselinama koje su ucinkovite u smanjenju razine
nepozeljnih lipoproteina niske gusto¢e (LDL) u krvi i povecanju razine korisnog

lipoproteina visoke gustoée (HDL).%°

Sadrzaj minerala u avokadu ukljucuje obilnu koli¢inu kalija, fosfora, magnezija,
kalcija 1 drugih minerala, ukljucujué¢i zeljezo i cink, koji se pojavljuju u koli¢inama
manjim od 1 mg po gramu svjeze mase avokada. Jo§ jedna bitna prednost avokada je
prisutnost vitamina, kao $to su vitamin E, askorbinska kiselina, tiamin, riboflavin,
niacin, piridoksin i folna kiselina, te prekursora vitamina A (B-karoten) koji su od velike

vaznosti za cjelokupno zdravlje.?°

Obicno se ostaci avokada (koza, lupina sjemenke 1 sjemenka) ne koriste 1 odlazu se
kao otpad, Sto predstavlja ozbiljan ekoloski problem. Ostaci avokada predstavljaju
potencijalan izvor bioaktivnih spojeva koji sadrze vise fenolnih spojeva i nekoliko puta
veci antioksidativni kapacitet od borovnica, koje su poznate po svom visokom

antioksidativnom kapacitetu. Druga primjena ostataka avokada je ekstrakcija ulja,
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etericnih ulja i vlakana, koji su trenutno vrlo traZeni sastojci za proizvodnju hrane i

drugih proizvoda.?°

Bioaktivni spojevi iz biljaka uglavnom potjecu iz sekundarnih metabolic¢kih procesa.
Koza, lupina sjemenke i sjemenka avokada su bogati slozenom mjeSavinom
polifenolnih spojeva, kao Sto je katehin, kao 1 visokopolimernih spojeva, poput
proantocijanidina. Pokazalo se da ostaci avokada sadrze fenolne spojeve, kao §to su

glikozidi kvercetina, procijanidini, katehin i drugi.®
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1.6. Proces dozrijevanja ploda

Razvoj ploda avokada moze se podijeliti u dva razli¢ita, lako prepoznatljiva
procesa: sazrijevanje ploda, Sto je proces rasta koji se odvija na stablu, od 20 do 60
tjedana nakon opraSivanja; 1 dozrijevanje nakon berbe, koje se sastoji od omekSavanja
mezokarpa i poboljSanja organoleptickih svojstava. Za razliku od veéine voca, kod kojih
postoji pocetna faza diobe stanica nakon Cega slijedi rast stanica, u plodu avokada dioba

stanica ostaje aktivna do posljednje faze sazrijevanja.??

Budu¢i da je avokado klimakterijsko voce, nakon branja, tijekom dozrijevanja,
opazena je povecCana respiracija, zajedno s proizvodnjom etilena, Sto signalizira
najdrasti¢nije fizikalno-kemijske promjene (slika 8). Naime, tijekom sazrijevanja ploda,
a ne tijekom dozrijevanja, sintetiziraju se lipidi, posebice masne kiseline i
triacilgliceroli, do te mjere da se sadrzaj ulja uzima kao mjera zrelosti ploda, ali ne i

faza zrenja.?

Slika 8. 1zgled avokada u razli¢itim fazama dozrijevanja®*

Stupanj zrelosti plodova uvelike utjece na koli¢inu fenolnih spojeva. Razgradnja

nekih fenolnih spojeva moze biti brza ili sporija od biosinteze drugih fenolnih spojeva.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijal, kemikalije i uredaji
Kao biljni materijal u ovom eksperimentalnom radu koriSten je zreli i nezreli
avokado (Persea americana Mill.) iz porodice Lauraceae. Zreli i nezreli plod kupljeni

su u dvjema razli¢itim trgovinama u gradu Splitu krajem veljace 2022. godine.

Svi koriSteni reagensi i otapala bili su potrebne analiticke Cistoce, a oni su: Folin-
Ciocalteu reagens (BHD Prolabo, Ujedinjeno Kraljevstvo), natrijev karbonat (GRAM-
MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska), galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD),
natrijev nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska), aluminijev klorid (Alfa Aesar GmbH & Co
KG, Karlsruhe, Njemacka), natrijev hidroksid (T.T.T. d.0.0., Sv. Nedjelja, Hrvatska),
rutin (Sigma Aldrich GmbH, St. Louis, Missouri, SAD), metanol (AnalaR
NORMAPUR, Leuven, Belgija) i etanol (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska).

U ovom eksperimentalnom radu koriSteni su sljedeci uredaji: Stapni mikser (Philips
ProMix, Kina), liofilizator (Labconco, SAD), kuhinjski blender (Gorenje, Slovenija),
treskalica (Orbital Shaker, model ES-20, BioSan, Njemacka), centrifuga (model NF
1200R, Nuve, Turska), rotacioni vakuum upariva¢ (model Laborota 4000 efficient,
Heidolph, Njemacka) te spektrofotometar (model SPECORD 200 Plus, Edition 2010,
AnalytikJena AG, Jena, Njemacka).

2.2. Priprema uzoraka i liofilizacija pripremljenih uzoraka avokada
Koristeni biljni materijal (zreli i nezreli avokado) odvoji se u zasebne dijelove (koza,
pulpa, lupina sjemenke i sjemenka) (slika 9) te usitni Stapnim mikserom i stavi u

zamrzivaC na temperaturu od -20 °C.
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Slika 9. Odvojeni dijelovi avokada

Naknadno se pripremljeni uzorci stavljaju na liofilizaciju, prije postupka ekstrakcije.
Liofilizacijom (slika 10) se uklanja voda procesom sublimacije kristala leda iz
smrznutog materijala. Liofilizacija se primjenjuje kod uzoraka koji su termolabilni,
odnosno osjetljivi na visoke temperature. Liofilizacija ili suSenje zamrzavanjem je
proces u kojem se voda zamrzava, nakon ¢ega slijedi njezino uklanjanje iz uzorka, prvo
sublimacijom (primarno susenje), a zatim desorpcijom (sekundarno susenje).?® Uvjeti

liofilizacije u ovom radu bili su temperatura od -50 °C i tlak od 0,122 mbar.
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Slika 10. Uzorci na liofilizaciji

Nakon liofilizacije, dobiveni materijali se homogeniziraju uz pomo¢ kuhinjskog

blendera kako bi se dobio prah koze, pulpe, lupine sjemenke i sjemenke (slika 11).

Slika 11. Osuseni prah kozZe nezrelog avokada
17



2.3. Ekstrakecija liofiliziranih uzoraka avokada

Homogenizirani dijelovi avokada koriSteni su za dobivanje ekstrakata bogatih
fenolnim spojevima maceracijom s 80%-tnom otopinom etanola (1:15) (slika 12),
inkubirani 20 h na 40 °C pomocu treskalice, a zatim centrifugirani na 7500 o/min

tijekom 10 minuta na 4 °C.?®

Ekstrakcija ukljucuje odvajanje bioloski aktivnih komponenti iz uzoraka avokada
koriStenjem selektivnih otapala. Maceracija je jedna od metoda ekstrakcije u kojoj se
cijela ili grubo usitnjena tvar stavlja u posudu s otapalom, zatvori te ostavi stajati na
sobnoj temperaturi tijekom razdoblja od najmanje tri dana uz Cesto mijeSanje dok se

topiva komponenta ne otopi.?’

Slika 12. Etanolne otopine prije stavljanja na inkubaciju

Centrifugiranje se koristi za odvajanje svih vrsta Cestica na temelju njihovih brzina
taloZzenja (slika 13). Brzina sedimentacije Cestica ovisi o nizu razliitih ¢imbenika
ukljucujuéi velicinu, gustocu i oblik Cestica. Medutim, 1 gustoca i oblik znacajno

variraju ovisno o sastavu otopine u kojoj su &estice suspendirane.?®
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Slika 13. Uzorci nakon centrifugiranja

Nakon centrifugiranja ekstrakti se filtriraju (slika 14) kako bi se odvojila
teku¢ina od istalozenih Cestica (slika 15), a etanol se uklanja pomocu rotacionog
uparivaca pod vakuumom na 45 °C (slike 16 1 17). Princip rada rotacionog uparivaca
jest da se vreliSte teku¢ina sniZzava smanjenjem njihovog tlaka. To omogucuje brze
isparavanje otapala na nizim temperaturama nego $to bi se to odvilo u normalnoj

atmosferi.

Slika 14. Filtracija uzorka nakon centrifugiranja
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Slika 15. Uzorci nakon filtracije

Slika 17. Uzorci nakon uparavanja vakuumom (uklanjanje etanola iz uzoraka)
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Konacno, uzorci se ponovno podvrgavaju postupku liofilizacije (uvjeti -50 °C i
tlak od 0,122 mbar) nakon kojeg su spremni za ostale postupke odredivanja fenola i

flavonoida spektrofotometrijskim metodama.

2.4. Mjerenje koncentracija fitokemikalija spektrofotometrijskim metodama
Spektrofotometrija je eksperimentalna tehnika koja se koristi za mjerenje
koncentracije otopljenih tvari u specifi¢noj otopini izraCunavanjem koliCine svjetlosti
koju apsorbiraju te otopljene tvari. Odredeni ¢e spojevi apsorbirati razliCite valne
duljine svjetlosti pri razli¢itim intenzitetima. Analizirajuéi svjetlost koja prolazi kroz
otopinu, mozemo identificirati odredene otopljene tvari u otopini te odrediti kolika je

njihova koncentracija.?®

2.4.1. Metoda odredivanja ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteu.

Metoda se temelji na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa, pri

¢emu nastaje plavo obojenje €iji je intenzitet direktno proporcionalan udjelu fenolnih

spojeva uzorku. Mjerenja se provode na valnoj duljini od 765 nm.%°

Reagensi:
* Folin-Ciocalteu reagens
« Otopina natrijeva karbonata, w (Na.COs3) = 20%

* Mati¢na otopina galne kiseline, ¢ = 5000 mg/L
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Postupak:

U kivetu se otpipetira 25 pL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 125 pL Folin -

Ciocalteu reagensa te se smjesi nakon 5 minuta doda 375 pL otopine natrijevog

karbonata. Otopina se ostavi stajati 2 h u mraku nakon ¢ega joj se ocita absorbancija.

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u biljnim uzorcima se izraunaju preko jednadZzbe

bazdarnog pravca, a rezultati se izrazavaju u mg ekvivalenata galne kiseline po 1 L

ekstrakta (mg GAEI/L).

Za izradu bazdarnog pravca testiraju se otopine galne kiseline koncentracija od

50 do 1000 mg/L. (tablica 2)

Tablica 2. Odnos koncentracije galne kiseline i apsorbancije pri 765 nm

koriSten za izradu bazdarnog pravca za odredivanje ukupnih fenola

Koncentracija galne kiseline Apsorbancija
(mg/L) (765 nm)
1000 1,0139 + 0,0403
500 0,52188 + 0,0389
250 0,29722 + 0,0244
100 0,1351 +0,0091
50 0,0715 £ 0,0042
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Slika 18. Bazdarni pravac galne kiseline koristen za odredivanje ukupnih fenola

2.4.2. Metoda odredivanja ukupnih flavonoida

Koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktima odredena je Kkoristenjem
kolorimetrijske metode kod koje su kao reagensi koriSteni aluminijev klorid i natrijev

nitrit. Intenzitet nastalog Zutog obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 510 nm.3!

Reagensi:
« otopina natrijeva nitrita, w (NaNOz) = 5%:
* otopina aluminijeva klorida, w (AICl3z) = 10%

« otopina NaOH, ¢ (NaOH) = 1 mol/L
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Postupak:

U kivetu se otpipetira 250 pL uzorka, 1,525 mL vode i 75 pL otopine NaNOx.

Otopina se ostavi 6 minuta nakon ¢ega se doda 150 uL AIClz i ponovno ostavi da

odstoji 5 minuta. Zatim se doda 500 pL otopine NaOH 1 775 pL destilirane vode kako

bi ukupni volumen smjese bio 3 mL. Apsorbancija uzoraka se mjeri odmah po dodatku

vode. Koli¢ina flavonoida u uzorcima se izracuna preko jednadzbe bazdarnog pravca, a

rezultati se izrazavaju u mg rutina po 1 L ekstrakta (mg RE/L).

Za izradu bazdarnog pravca testiraju se otopine rutina razlicitih koncentracija, od

25 do 500 mg/L prema opisanom postupku. (tablica 3)

Tablica 3. Odnos koncentracije rutina i apsorbancije pri 510 nm koristen za

izradu bazdarnog pravca za odredivanje ukupnih flavonoida

Koncentracija rutina Apsorbancija
(mg/L) (510 nm)
500 0,32414 + 0,002788
250 0,1581 = 0,002794
100 0,05574 + 0,003562
50 0,02812 + 0,000785
25 0,01214 = 0,000462
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Slika 19. Bazdarni pravac za rutin koriSten za odredivanje ukupnih flavonoida



3. REZULTATI

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Tablica 4. Rezultati odredivanja koli¢ine ukupnih fenola u razli¢itim dijelovima

nezrelog i zrelog avokada

Dijelovi nezrelog i zrelog Koncentracija ukupnih fenola
avokada (mg GAE/L ekstrakta)
kora nezrelog avokada 1018,6+12,8797
kora zrelog avokada 1333,63+30,5837
lupina sjemenke nezrelog avokada 61,33+3,6882
lupina sjemenke zrelog avokada 352+11,6095
sjemenka nezrelog avokada 1331,98+28,1405
sjemenka zrelog avokada 1712,654+32,4972
pulpa nezrelog avokada 9,08+4,3745
pulpa zrelog avokada 27,35+0,8888
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Slika 20. Usporedni grafi¢ki prikaz rezultata sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima

razli¢itih dijelova nezrelog i zrelog avokada
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3.2. Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida

Tablica 5. Rezultati odredivanja koli¢ine ukupnih flavonoida u razli¢itim

dijelovima nezrelog i zrelog avokada

Dijelovi nezrelog i zrelog Koncentracija ukupnih flavonoida
avokada (mg RE/L ekstrakta)

kora nezrelog avokada 1451,34+11,0601
kora zrelog avokada 1825,48+27,4547
lupina sjemenke nezrelog avokada 142,4+3,6563

lupina sjemenke zrelog avokada 780,57+28,9147
sjemenka nezrelog avokada 3522,67+42,8198
sjemenka zrelog avokada 2785,89+40,2498
pulpa nezrelog avokada 44,29+3,7897

pulpa zrelog avokada 184,89+5,3288
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Slika 21. Usporedni graficki prikaz rezultata sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima

razli¢itih dijelova nezrelog 1 zrelog avokada
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4. RASPRAVA

Zadatak ovog zavr$nog rada bio je odrediti sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u
ekstraktima razli¢itih dijelova ploda nezrelog i zrelog avokada (Persea americana
Mill.).

Rezultati odredivanja ukupnih fenola ukazuju na razli¢itosti u koli¢ini ekstrahiranih
fenolnih spojeva medu istrazivanim ekstraktima. Ukupni fenoli odredeni su metodom
po Folin-Ciocalteu, a izrazeni su u miligramima ckvivalenata galne kiseline po litri

ekstrakta (mg GAE/L) (slika 19).

Najveca koli¢ina ukupnih fenola u ekstraktima razlicitih dijelova nezrelog i zrelog
avokada, pod ¢ime se misli na pulpu, kozu, lupinu sjemenke i sjemenku, pronadena je u
ekstraktu sjemenke zrelog avokada (1712,65 mg GAE/L). Ne$to niZze koncentracije
zabiljezene su ekstraktima sjemenke nezrelog te kore zrelog i nezrelog avokada, a jos
nize u ekstraktima lupine sjemenke zrelog i nezrelog avokada. Najniza koncentracija
ukupnih fenola zabiljezena je u pulpi avokada, i to nezrelog (9,08 mg GAE/L). Ono §to
se moze primijetiti kod svakog zasebno odvojenog dijela avokada jest to da su ekstrakti

zrelih dijelova bogatiji ukupnim fenolima od nezrelih.

Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida takoder ukazuju na razli¢itosti u koli¢ini
ekstrahiranih flavonoidnih spojeva. Koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktima

izraZena je u miligramima ekvivalenata rutina po litri ekstrakta (mg RE/L) (slika 20).

Dobiveni rezultati ukazuju na to da je najviSa koncentracija ukupnih flavonoida
pronadena u sjemenki nezrelog avokada (3522,67 mg RE/L). Malo niza koncentracija
zabiljeZzena je kod sjemenke zrelog avokada. ViSe od dvostruko nize vrijednosti
pronadene su u kori te lupini sjemenke zrelog i nezrelog avokada, a najniZa vrijednost je
ponovno pronadena u pulpi nezrelog avokada (44,29 mg RE/L). Ovdje ne moZemo reci
da su svi ekstrakti zrelih dijelova avokada bogatiji ukupnim flavonoidima od nezrelih,

kao Sto je to bio slucaj za ukupne fenole.

Trenutno nedostaje komparativnih studija Sto se tie proucavanja razlika izmedu

zrelog 1 nedozrelog ploda avokada ispitivanih na nacin kao u ovom radu, stoga kao
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usporedna studija koristi se rad koji je mjerio koncentracije fenola i flavonoida na sli¢an

nacin, ali nije usporedivao njihove koncentracije u zrelom i nedozrelom plodu.

U studiji koja je proucavala koncentracije felnolnih spojeva u razli¢itim dijelovima
avokada najveca koncentracija ukupnih fenola zabiljezena je u kori (kozi) avokada, no 1
u sjemenki su zabiljezene visoke vrijednosti.?® U ovom eksperimentalnom radu kora
avokada nalazi se odmah iza sjemenke avokada, kada se gleda koncentracija ukupnih

fenola.

U usporednoj studiji, najveéi sadrzaj ukupnih flavonoida ponovno je zabiljezen u
kori avokada.?® Takoder, i u ovom eksperimentalnom radu vidimo zabiljezene visoke
koli¢ine ukupnih flavonoida u kori avokada, u odnosu na pulpu i lupinu sjemenke

avokada.

Iz ovih rezultata vidi se da koncentracija fitokemikalija sadrzanih u plodu avokada u
veéini slucajeva raste, dozrijevanjem ploda, §to bi znacilo da je avokado poZeljnije
konzumirati kada je zreo, odnosno optimalne konzumne zrelosti, nego kada je jo$
nedozreo. Takoder uocavamo da dijelovi ploda avokada koji se uglavnom ne
konzumiraju u prehrani (koza, lupina sjemenke i sjemenka) sadrze znatno vece koli¢ine
fitokemikalija od pulpe ploda, $to potencijalno otvara prostor za ideje prehrambenim
tehnolozima pri izradi novih proizvoda, bogatih antioksidansima koji imaju dokazano

pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da plod avokada obiluje
fitokemikalijama s vaznim antioksidativnim svojstvima koja su iznimno bitna za

covjekovo zdravlje. Rezultati pokazuju:

e faza dozrijevanja ploda avokada, nakon berbe, uvelike utjeCe na
koli¢inu fitokemikalija (u ovom radu fenola i flavonoida) sadrzanih u
njemu

e kod svakog zasebno odvojenog dijela avokada ekstrakti zrelih
dijelova bogatiji su ukupnim fenolima od nedozrelih dijelova,
odnosno, dozrijevanjem koli¢ina ukupnih fenola u plodu avokada
raste

e sjemenka avokada najvise obiluje ukupnim fenolima i flavonoidima u
odnosu na ostale ispitivane dijelove

e pulpa avokada, kao dio koji se najviSe konzumira u ljudskoj prehrani,
je najsiromasnija ukupnim fenolima i flavonoidima

e dijelovi avokada koji se uglavnom ne konzumiraju u ¢ovjekovoj
prehrani (koza, lupina sjemenke i sjemenka) sadrze vrijedne koli¢ine
fitokemikalija te mogu posluziti kao obecavaju¢i izvor za

funkcionalnu hranu i nutraceutike
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