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Sazetak. Cilj: Utvrditi mogudi sinergizam antioksidansa iz prirodnih uzoraka soka aronije i
crnog vina te ispitati kinetiku reakcija izmedu DPPH radikala i antioksidansa prisutnih u
uzorcima. Materijali i metode: Antioksidativna aktivnost u pet metanolnih uzoraka (ARONIJA,
VINO, MIX 1 (50 % soka aronije i 50 % crnog vina), MIX 2 (75 % soka aronije i 25 % crnog
vina), MIX 3 (25 % soka aronije i 75 % crnog vina)) odredena je pomoc¢u DPPH" i TEAC testova
i analizirana spektrofotometrijski, dok se kinetika kemijskih reakcija pratila trima monofaznim
i jednim bifaznim matematickim modelom. Rezultati: Prema kvantifikaciji TEAC testa, najjaci
antioksidacijski kapacitet smjesa, a ujedno i najbolji sinergizam antioksidansa, pokazuje MIX
1 (75 mmol/kg), zatim MIX 3 i MIX 2 (67 i 62 mmol/kg). Gubitak signala DPPH radikala najjaci
je u uzorku ARONIJA (81 %), dok je najslabiji u uzorku VINO (21 %). Kombinacijom napitaka,
kemijske reakcije s radikalom odvijaju se dvjema vrstama antioksidansa Ciji se mehanizam
djelovanja odvija u dvjema fazama brzine kemijske reakcije. Zaklju¢ak: Dodatak soka aronije
u crno vino uzrokuje porast njegove antioksidativne aktivnosti. Odnosno, ukoliko se priprema
smjesa aronijinog soka i crnog vina, komponente moraju biti u jednakim udjelima (50 : 50)
kako bi se postigao Sto bolji sinergizam ovih dviju vrsta antioksidansa, a time i ostvario jaci
zdravstveni ucinak.

Kljucne rijeci: antioksidansi; aronija; DPPH radikal; kinetika; TEAC test; vino

Abstract. Aim: To determine the synergism of antioxidants from natural samples of
chokeberry juice and red wine as well as to examine the reaction kinetics between DPPH
radical and antioxidants presented in the samples. Materials and Methods: Antioxidant
activity in five methanolic samples (ARONUA, VINO, MIX 1 (50% chokeberry juice and 50%
red wine), MIX 2 (75% chokeberry juice and 25% red wine), MIX 3 (25% chokeberry juice and
75% red wine)) was measured spectrophotometrically using DPPH* and TEAC assays, while
the chemical reaction of kinetics was analyzed with three monophasic and one biphasic
mathematical models. Results: TEAC test shows the best antioxidants synergism of, as well as
the strongest antioxidant capacity for mixture, MIX 1 (75 mmol/kg), followed by MIX 3 and
MIX 2 (67 and 62 mmol/kg). The inhibition of DPPH radical signal was the strongest in the
ARONIJA sample (81%), while it was the weakest in the VINO sample (21%). By combining
beverages, two different types of antioxidants inhibited the DPPH radical causing two phases
of reaction with different chemical reaction rates. Conclusion: The addition of chokeberry
juice to red wine causes an increase in its antioxidant activity. Furthermore, if the chokeberry
juice and red wine mixture is prepared, the samples should be in equal amount (50:50) in
order to achieve the best antioxidants synergism and also strengthened the health effect.

Key words: antioxidants; chokeberry; DPPH radical; kinetics; TEAC assay; wine
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Zdrava hrana ima sve vecu ulogu u prehrani po-
pulacije. Razli¢ite varijacije u pripremi obroka, si-
nergizmi namirnica poput voca i povréa ponekad
mogu ometati pojedinac¢nu ucinkovitost. U tom
slu¢aju, poznavanje kemijske pozadine hrane vaz-
no je zbog izbjegavanja nepozZeljnih mjesavina.
Sok aronije i crno vino idealni su napitci za pripre-
mu smjesa zbog zajednickih karakteristika. Osim
sto su dobiveni od plodova, prepoznatljivi su po
svojim sli¢nim pigmentacijama, antioksidansima te
po svom djelovanju u istim organskim sustavima.

Aronija je ljekovita biljka koja pripada porodici
ruza Rosaceae te se danas sve vise koristi u proi-
zvodnji sokova, Cajeva, dzemova i kao prirodno
bojilo hrane!. Zbog visokog udjela polifenola u
svome sastavu pokazuje izrazito antioksidativno
djelovanje?, dok antocijaninima i niacinom ostva-
ruje svoju kardioprotektivnu ulogu direktnim po-
boljsanjem krvozilnih aktivnosti uslijed smanjenja
kolesterola, antiagregacije i krvnog tlaka®. Studije
su predstavile i A tip proantocijanidina koji djelu-
je antiadhezijski i time sprjecava vezanje S. epi-
dermiditis i uropatogene E. coli na povrSinama
katetera i le¢a®. U srediSnjem Zivéanom sustavu
aronija potice kognitivne mozdane funkcije cen-
tralnog kolinergi¢nog sustava (engl. central choli-
nergic system; CCS) koji regulira acetilkolin Cije je
smanjeno izlucivanje primijeéeno kod starijih
osoba i pacijenata s dijagnosticiranom Alzheime-
rovom bolesti®. Za vrijeme kemoterapija ovaj jaki
antioksidans uspijeva potaknuti sintezu antioksi-
dativnih enzima poput superoksid dismutaze,
glutation peroksidaze i glutation reduktaze u
krvi®. Uz aroniju, po svom antioksidacijskom dje-
lovanju poznato je takoder i crno vino. lako su ko-
lijevke njegovog uzgoja Italija i Francuska, u
Sredozemlju se isti¢e i Hrvatska, Cije se autohto-
ne vrste crnog vina uzgajaju na plodnom sjevero-
zapadnom podrucju Istre u kojem se izdvaja
lokacija Bujstine: Brtonigla, Buje i Oprtalj. U ke-
mijskom sastavu crnog vina, osim vode, alkohola,
organskih kiselina i Secera, nalaze se i tanini, ka-
tehini, terpeni, flavonoidi, merkaptani, esteri i
antocijanini koji, uslijed konzumacije, pospjesuju
cirkulaciju u tijelu. Nakon sto povecaju sistolicki i
dijastolicki tlak, smanjuju unutarnje sréane i ven-
trikularne polarizacijske intervale. Time se zaobi-

lazi rizik od ishemi¢nog miokarda, kardiopatije i,
opcenito, smrti”®, Uoceno je da dnevna konzu-
macija (do 3 dL) sprjecava inflamacije, bolesti ko-
ronarnih Zila i rizik od ateroskleroze®. Polifenoli,
kao dijelovi kemijskog sastava, oslobadaju hi-
droksilne radikale koji produciraju H,O, i time
ostecuju bakterijski DNA, remete strukturu sta-
nicne membrane i uzrokuju poremecaj u izmjeni
iona bakterija roda Streptococcus i subgingivalnih
biofilmova peridontalnih patogena poput P. gingi-
valis, A. actinomycetemcomitans i F. nucleatum™.

Zbog visokog udjela polifenola, aronija pokazuje izrazito
antioksidativno djelovanje, dok antocijaninima i niaci-
nom ostvaruje svoju kardioprotektivnu ulogu direktnim
poboljsanjem krvozilnih aktivnosti uslijed smanjenja
kolesterola, antiagregacije i krvnog tlaka. Crno vino,
nakon Sto poveca sistolicki i dijastoli¢ki tlak, smanjuje
unutarnje sréane i ventrikularne polarizacijske intervale
te rizik od ishemi¢nog miokarda i kardiopatije.

No, kada je rije¢ o borbi protiv brojnih karcinoma,
isticu se flavonoidi koji sprjecavaju proliferaciju i
nekontrolirano dijeljenje tumorskih stanica kod re-
nalnog, gastrointestinalnog i plu¢nog karcinoma te
kod karcinoma dojke i prostate®*.

Osim u imunoloSkom, spomenuti spojevi obavljaju
svoje zadace i u Zivcanom sustavu u obliku pobolj-
Sanja kognitivne sposobnosti, reduciranja neuroin-
flamacija te oksidativnog stresa. Navedene pato-
geneze najc¢esce su rezultat neravnoteza izmedu
oksidansa i antioksidansa, zbog pretjerane proiz-
vodnje i smanjenog uklanjanja reaktivnih kisikovih
vrsta (engl. reactive oxygen species; ROS) u orga-
nizmu*?. RijeC je o sloZzenim kemijskim reakcijama,
do Cijeg se mehanizma i kinetike mozZe doc¢i mate-
matickim modelima koji zahtijevaju unos rezultata
mjerenja dobivenih analitickim metodama.
Provedeno istrazivanje temeljilo se na odrediva-
nju moguceg sinergizma antioksidansa iz prirod-
nih uzoraka soka aronije i crnog vina. Mjerenjem
antioksidacijskih kapaciteta, a time i redukcije si-
gnala DPPH* antioksidansima u soku aronije, cr-
nom vinu, kao i u njihovim smjesama, nastojali su
se odrediti i kineticki parametri ne bi li se dobile
detaljnije informacije o mehanizmima ukljuc¢enim
u reakcije izmedu antioksidansa i radikala.
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MATERIJALI | METODE

Kemikalije

U pripremi uzoraka koristen je metanol (J.T. Baker,
Deventer, Nizozemska) kromatografske Cistoce, dok
su u provedbi testova antioksidacijskih kapaciteta
primijenjeni reagensi proizvodaca Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Njemacka): 2,2-Diphenyl-1-picrylhi-
drazyl (DPPH radikal) i (+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra-
methylchromane-2-carboxylic-acid (TROLOX).

Uzorci aronije i crnog vina

Kao ishodisni uzorci koriSteni su: 100-postotni ci-
jedeni sok aronije proizvodaca ,0OPG DEVALD
IGOR” Bilje, Hrvatska, kupljen na trznici grada
Umaga i domace crno vino proizvedeno od sorti
grozda terana, refoska s crvenom peteljkom i cr-
nog vranca s lokaliteta Bujstine.

Priprema uzoraka za DPPH* analizu

Za DPPH"* analizu pripremljeno je pet metanolnih
uzoraka: ARONIA (100-postotni aronijin sok),
VINO (100-postotno crno vino), MIX 1 (50 % soka
aronije i 50 % crnog vina), MIX 2 (75 % soka aro-
nije i 25 % crnog vina), MIX 3 (25 % soka aronije i
75 % crnog vina). Metanolni uzorci ARONIE i
VINA pripremljeni su razrjedivanjem 10 pL nativ-
nih otopina s metanolom kako bi se dobila
0,1-postotna otopina, dok su uzorci MIX 1 — MIX
3 pripremljeni mijeSanjem razli¢itih volumnih
udjela ishodisnih otopina ARONIJE i VINA te razr-
jedivani metanolom.

Primjena DPPH* testa za odredivanja
antioksidativne aktivnosti uzoraka
Antioksidativna aktivnost, redukcija signala radi-
kala u reakciji s antioksidansima uzoraka, odrede-
na je DPPH" testom prema metodi koju su uveli
Brand-Williams i suradnici'®. Na pocetku analize
pripremljena je slijepa proba te uzorci koji se do-
bivaju mijeSanjem otopina uzoraka i metanola u
omjerima 1 : 3 (V/V). Nastalim smjesama potom
su mjerene apsorbancije spektrofotometrom UV-
VIS Spectroquant® Pharo 100 (Merck, Darmstadt,
Njemacka) na 515 nm u vremenskim intervalima
od jedne minute. Postotak gubitka DPPH* signala
izracunat je sljede¢om jednadzbom (1):

DPPH" inhibicija = “enra= Aworia . 199 (1)

A uzorka

http://hrcak.srce.hr/medicina

gdje su:
. iA izmjerene apsorbancije kontrolne
ontrola uzorak

otopine DPPH radikala i metanola bez uzorka pri
t =0 otopina uzoraka pri t < 60 min.

Primjena TEAC testa za odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta uzoraka
Antioksidacijski kapacitet odreden je TEAC te-
stom i izrazen Trolox ekvivalentom. KoriSteni Tro-
lox standard ili hidrosolubilni analog vitamina E
razrijedio se na pet otopina koncentracija od
0,00; 0,03; 0,06; 0,09 i — 0,012 mM, a nakon mije-
$anja s DPPH radikalom (1 : 3; V/V), izmjerene su
apsorbancije dobivenih smjesa na 515 nm. Dobi-
veni postotak gubitka signala DPPH radikala u
Trolox otopinama posluzio je za kvantifikaciju an-
tioksidativne aktivnosti uzoraka cija je vrijednost
izrazena u mmol/kg te je izraCunat sljede¢om jed-
nadzbom (2):
( n(TE)

m (aronije/vina)
Prema jednadzbi, c(TE) predstavlja koncentraciju

¢(TE) - Votopine - 1000

m (aronije/vina)

(2)

) =

Troloxa iz bazdarenog pravca koja je ekvivalentna
postotku inhibicije DPPH radikala u otopinama
uzoraka, dok je V

otopine

ukupni volumen (10 mL) i
m masa (g) uzoraka.

Kineticka analiza inhibicije signala DPPH
radikala pomocu matematickih modela

Kako bi se detaljnije prouc¢io mehanizam nestaja-
nja DPPH radikala u reakcijama, primijenjeni su
sljedeci matematicki modeli:

1) kineticki model nultog reda
DPPH; = DPPH: + k x t (3)

2) kineti¢ki model prvog reda
DPPH; = DPPH: x ™! (4)

3) logaritamski kineticki model
DPPH: = DPPH: x e t + ¢ (5)

4) bifazni kineti¢ki model prvog reda
DPPH = DPPH; x e*:"* + DPPH x ™"+ DPPH’ (6)

U formulama DPPH;, DPPH;, DPPH:, DPPH:,
DPPH: predstavljaju koli¢inu radikala na pocetku
eksperimenta, u vremenu t, u prvoj i drugoj fazi
reakcije gdje je t = 0 i preostalu koli¢inu radikala
na kraju kemijske reakcije Cije su konstante brzine
k, k, ik, ivrijemet.
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Statisticka analiza podataka

Analize antioksidativne aktivnosti provedene su
na nacin da su od svakoga uzorka pripremljena
dva poduzorka te su oni analizirani u duplikatu.
Rezultati izrazeni kao medijan s minimalnom i
maksimalnom vrijednoscu, statisticki su obradeni
softverom Statistica” v. 13.0%, gdje su se ispitivale
razlike medu uzorcima neparametrijskim Mann-
Whitney U testom na razini znacajnosti P < 0,05
zbog malog broja uzoraka obuhvacenih analizom.
Matematic¢ki modeli kinetike analizirani su u racu-
nalnom programu Wolfram Research Matematica®
9 (WolframResearch Co, SAD), a za odredivanje
podudaranosti modelnih rezultata i eksperimen-
talnih mjerenja koristili su se Pearsonov koefici-
jent korelacije (R?), standardna pogreska modela
(engl. Scaled Root Mean Squared Error; SRMSE) i
pogreska hi-kvadrat testa (y? test pogreska (%)).

REZULTATI

Antioksidativna aktivnost uzoraka dobivena
DPPH* testom

Prema grafickom prikazu (Slika 1) koji obuhvaca
cjelokupno vrijeme reakcije svakog uzorka s radi-
kalom, najjacu antioksidativnu aktivnost pokazao

100

gubitak signala / [%]

0 10 20 30

je uzorak ARONIJA, a najslabiju uzorak VINO. U pr-
voj minuti gubitak signala radikala za ARONIU
iznosio je 22 %, dok je u 60. minuti rastao iznad
81 %. Uzorak VINO u prvoj minuti pokazao je gubi-
tak signala od 14 %, s nepromijenjenom apsorban-
cijom nakon desete minute i gubitkom od 21 %.

U prvih deset minuta reakcije svi su uzorci poka-
zali pojacanu inhibiciju signala radikala, pri ¢emu
je od mjesavina uzoraka najjacu antioksidativnu
aktivnost predstavljao uzorak MIX 1, a slijedili su
ga MIX 2 i MIX 3. Na kraju ispitivanog perioda in-
hibicija radikala za sve tri mjesavine bila je pribliz-
no ista i iznosila je = 53 %.

Antioksidativni kapacitet uzoraka dobiven TEAC
testom

Koncentracija TEAC za uzorak ARONIJA iznosila je
100 mmol/kg, a za uzorak VINO 30 mmol/kg. Kao
i kod DPPH* metode, spomenuti uzorci predstav-
ljali su najveéu i najmanju antioksidativnu aktiv-
nost. Za MIX 1 TEAC iznosio je 76 mmol/kg, a
odmah nakon slijedili su MIX 3 i MIX 2 s vrijedno-
stima od 68 mmol/kg i 62 mmol/kg. Odnosno,
najveci antioksidativni kapacitet pokazao je, po-
slije ARONIJE, MIX 1 pa potom MIX 3 i MIX 2 (Sli-
ka 2). Razlike u navedenim TEAC rezultatima

40 50 60 70

vrijeme / [min]

——ARONIJA —@—VINO —e—MIX1 —@-MIX2 —@—MIX3

Slika 1. Gubitak signala DPPH radikala u uzorcima ARONIJA, VINO, MIX 1, MIX 2 i MIX 3 tijekom cijelog vremena
reakcija. Rezultati su prikazani kao medijan s minimalnom i maksimalnom vrijednosti (N = 4).
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100

a,b

a,b
ab :
—1

TEAC / [mmol/kg]

ARONLIA VINO MIX 1 MIX 2 MIX 3

Slika 2. Antioksidativni kapacitet uzoraka prikazan TEAC testom. Rezultati su izraZzeni kao medijan s minimalnom i
maksimalnom vrijednosti (N = 4) TEAC (mmol/kg uzorka).

Statisti¢ki znacajne razlike (P < 0,05) izmedu analiziranih skupina uzoraka prikazane su malim tiskanim slovima: a
— ARONIJA i ostali uzorci, b — VINO i ostali uzorci.

testirane su statisticki te je utvrdeno da postoji Rezultati kinetike nestajanja DPPH radikala u
statisticki znacajna razlika antioksidativne aktiv- reakciji s antioksidansima uzoraka

nosti izmedu uzoraka ARONIJA i preostalih uzora- Na temelju usporedbe statistickih pokazatelja koji
ka (P < 0,05) te izmedu uzoraka VINA i otopina predstavljaju podudaranje eksperimentalnih i
MIX1 - MIX3 (P < 0,05). modelnih podataka, bifazni model kinetike prvog

Tablica 1. Kineticki i statisticki parametri dobiveni u analizi matematickih modela nultog i bifaznog modela kinetike prvog reda za
uzorke ARONIJA, VINO, MIX 1, MIX 2 i MIX 3.

Uzorci soka aronije i crnog vina
Model/parametar
ARONLA VINO MIX 1 MIX 2 MIX 3

Model kinetike nultog reda
k, -1,0210 -1,3190 -0,4898 -0,8812 -0,8951
R? 0,9592 0,9982 0,9799 0,9820 0,9855
SRMSE 0,2155 0,0415 0,1423 0,1340 0,1207
x>-pogreska (%) 17,70 3,35 11,70 10,50 9,93
Bifazni model kinetike prvog reda
k, 2,3790 -0,0144 0,7555 1,2500 1,9510
k, 0,5091 -0,0148 0,6074 0,9888 0,0970
DPPH® (%) 19,88 170,70 47,91 46,83 47,59
R? 0,9985 0,9981 0,9994 0,9999 0,9999
SRMSE 0,0188 0,0415 0,0101 0,0083 0,0078
x’-pogreska (%) 1,70 3,88 0,91 0,75 0,70

k, k., k,—konstante brzine kemijske reakcije; R>— Pearsonov koeficijent korelacije; SRMSE — standardna pogreska modela (engl. ,Scaled Root Mean
Squared Error”); x> pogreSka — hi-kvadrat test; DPPH® — neizreagirani DPPH" radikal bifaznog modela kinetike prvog reda.
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Slika 3. Graficki prikaz ovisnosti eksperimentalnih podataka i teorijskih vrijednosti dobivenih matematickim
modelima za reakciju nestajanja DPPH radikala u uzorku MIX 1.

Na slici: EXP — eksperimentalni podatci, BMPR — teorijski podatci dobiveni najboljom kinetikom bifaznog modela
prvog reda. Rezultati su prikazani kao medijan s minimalnom i maksimalnom vrijednosti (N = 4).

reda prikazao je najbolji opis reakcija radikala i
uzoraka, dok je model kinetike nultog reda bio
odgovoran za najlosiji prikaz kinetike (Tablica 1).
Buduci da je TEAC test pokazao da je mjeSavina
aronije i vina MIX 1 imala najjace antioksidativno
djelovanje te je ona odabrana za detaljnije objas-
njenje kineticke reakcije izmedu DPPH radikala i
antioksidansa prisutnih u mjesavini.

Statisticki pokazatelji i kineticki parametri

najbolje i najlosije opisane kinetike uzorka MIX 1
Bifazni model prvog reda za uzorak MIX 1 prika-
zao je najvedi koeficijent determinacije (R? =
0,9994), a najmanji SRMSE (0,0101) i najmanju
x>-pogresku (0,91 %) (Tablica 1). Koeficijent de-
terminacije R? modela nultog reda za uzorak MIX
1 dobiven je u vrijednostima od 0,9799, dok su
SRMSE (0,1423) i y* pogreska (11,70 %) bili naj-
vecih iznosa u odnosu na ostale uzorke. U bifa-
znom modelu prvog reda dobivene su vrijednosti
dviju konstanti kinetike (k,, k,) za prvu i drugu
fazu kemijske reakcije. Konstante, odnosno brzi-
ne kemijskih reakcija, veée su u prvoj nego u dru-
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goj fazi reakcije, Sto potvrduje prisutnost ,,brzih“i
,sporih“ antioksidansa. U prvom susretu radikala
i antioksidansa vrijednost konstante za MIX 1
iznosila je 0,7555, dok je u drugom dijelu kemij-
ske reakcije rezultat konstante pao na 0,0970.
Promatrajudi preostalu koli¢inu radikala na kraju
kemijske reakcije DPPH® kao krajnju tocku grafic-
kog prikaza (Slika 3), uocena je druga po redu
preostala koli¢ina radikala od 47,15 % za uzorak
MIX 1.

RASPRAVA

Na osnovi teorijskog znanja, analizirani uzorci
soka aronije, crnog vina i njihovih mjesavina sa-
drZe visoke udjele polifenola u svom kemijskom
sastavu. Interakcije izmedu polifenola razlicitih i
istovrsnih komponenti mogu dovesti do promje-
na u antioksidacijskom kapacitetu uzoraka.

Upravo takvi odnosi uzrokuju sinergisticki, anta-
gonisticki ili adicijski efekt. Pojedine studije poka-
zale su sinergisticki porast antioksidativne aktiv-
nosti u reakciji izmedu soka aronije i a-tokoferola,
a za crno vino potvrdile su sinergisticku ovisnost
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vlastitih polifenola te aditivni efekt u slu¢aju mje-
Savina'®, Prema istraZivanju Pinela i suradnika?®,
dokazano je kako katehini, resveratrol i kvercetin
pokazuju negativnu sinergisticku interakciju (pad
antioksidacijskog kapaciteta), dok su Hidalgo i su-
radnici®® proucavali antioksidativnu aktivnost 11
flavonoidnih molekula, koriste¢i DPPH radikal za
testiranje flavonoid-flavonoid interakcija te njiho-
vih utjecaja na ukupnu antioksidativnu aktivnost.
U istrazivanju su pronadene razlic¢ite kombinacije
flavonoida koje pokazuju nisku inhibiciju DPPH

Radi jaCe antioksidativne aktivnosti, u bifaznu kinetiku
antioksidansi soka aronije uvode i antioksidanse crnog
vina. Pod njihovim utjecajem, ,brzi“ i ,spori“ antioksi-
dansi crnog vina raspodjeljuju se izmedu ,brzih“ i
»sporih antioksidansa soka aronije koji time uzrokuju
porast antioksidativne aktivnosti crnog vina.

radikala ili antagonisticki efekt. Takve varijacije
nazvali su i kopigmentacijskim reakcijama u koji-
ma antocijanini mogu reagirati s ostalim moleku-
lama (kopigmentima) flavonoida, metala i
organskih kiselina uz stvaranje kompleksnijih mo-
lekula. Navedene formacije najées¢e dovode do
polimerizacijskih reakcija koje remete primarnu
antioksidativnu aktivnost te mogucnost hidroksli-
nih skupina antioksidansa u redukciji slobodnih
radikala. Postoji mogucnost stvaranja i vodikovih
veza izmedu fenolnih komponenti koje jednako
ometaju hidroksilnu skupinu i time uzrokuju pad
antioksidativne aktivnosti. Ovakve pojave cesce
se javljaju u koncentriranijim smjesama nego u
jednostavnijima kod kojih se ne ometa ucinkovi-
tost pojedinacnih molekula antioksidansa u reak-
ciji sa slobodnim radikalom. U ovom istraZivanju
uzorak sa 100-postotnim aronijinim sokom poka-
zivao je najveci antioksidacijski kapacitet u oba-
ma testovima (DPPH* i TEAC). Medutim, razli¢ite
smjese soka aronije i crnog vina pokazale su nize
antioksidativne aktivnosti, pri ¢emu se potvrduje
antagonizam aronije u mjesavini s crnim vinom.
U istrazivanju Toli¢ i suradnika?’ ispitivao se anti-
oksidacijski kapacitet 11 sokova aronije razli¢itih
proizvodaca i drzava podrijetla, ali istog udjela
aronije u soku (100 %). Rezultati, inhibicije signa-
la DPPH radikala, izrazeni su u mmol TE/kg i pre-

ma kojima najveéi antioksidacijski kapacitet
pokazuje uzorak ,Voelkel GmbH", Njemacka, s vri-
jednostima od 40,2 mmol TE/kg. Promatrajudi re-
zultat najvece antioksidativne aktivnosti ovog
istrazivanja (100 mmol TE/kg za sok aronije),
prethodno spomenuti rezultat 2,5 puta je manjih
vrijednosti. Razlog tome je vjerojatno razlicita
priprema uzoraka, valna duljina mjerenja (517
nm), razli¢ito vrijeme analize i geografsko podri-
jetlo aronije, kao i razliciti klimatski uvjeti uzgoja
te ekstrakcijske metode u dobivanju soka. Osim
navedenog, u istrazivanju je istaknuto kako pa-
sterizacija i skladistenje imaju isto bitnu ulogu u
antioksidativnoj aktivnosti sokova aronije. Najve-
¢i utjecaj posebno imaju reakcije oksidacije za vri-
jeme procesa pasterizacije i temperatura
skladistenja. Stratil i suradnici® odredivali su anti-
oksidativnu aktivnost 29 vrsta vina spektrofoto-
metrijskim metodama. Crna vina cinila su 21
uzorak, a proizvedena su u Ceskoj Republici ili
uvezena iz drugih drzava. Najveée Trolox vrijed-
nosti crnih vina, odnosno antioksidacijski kapaci-
tet, pokazali su jedno vino iz ltalije i dva vina,
Cabernet Sauvignon i Syrah, iz Argentine s vrijed-
nostima TE od 34,3 do 34,7 mmol/kg. Dobiveni
rezultati gotovo se podudaraju s rezultatom anti-
oksidacijskog kapaciteta (30 mmol/kg) crnog vina
ovog istrazivanja. Za male varijacije u rezultatima
odgovorne su razliite sorte grozda, izloZenost
suncu, berbe grozda te procedure u proizvodnji
vina. Bifazna kinetika modela prvog reda uocena
je i u prijasnjim studijama koje su ukljucivale
uzorke aronije. Jakobek i suradnici'® bavili su se
utjecajem i interakcijom fenola u antiradikalnoj
aktivnosti vrste Aronia melanocarpa. Na grafic-
kim prikazima ovoga istraZivanja primijecena su
dva perioda kemijskih reakcija fenolnih kompo-
nenti razli¢itih masa. U prvom periodu, od 10 do
30 minuta, uocena je brza redukcija signala DPPH
radikala, dok nakon tog vremena gubitak signala
sporije je reakcije. Ovakvi rezultati doveli su do
pretpostavke o bifaznoj interakciji fenolnih kom-
ponenti aronije i DPPH" u kojoj se javljaju ,brzi“ i
,spori“ antioksidansi. Van den Beg i suradnici®
opisali su spori period bifazne reakcije kao vrije-
me nastajanja produkta koji sporije reagira sa slo-
bodnim radikalom. To ujedno moZe oznacavati
period u kojem se mijenja molekulska struktura
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fenolnih komponenti koje predstavljaju jake anti-
oksidativne komponente aronije. U slicnom tipu
istrazivanja, Broznic¢ i suradnici** opisali su dva ko-
raka bifazne kinetike, gdje u prvom dolazi do pri-
jenosa vodikovog atoma s antioksidansa na
slobodni radikal, a u drugom koraku manje reak-
tivni formirani radikal A* moze ponovno reagirati
s ostalim molekulama DPPH" ili A* u reakcijama
disproporcioniranja radikala. Espin i suradnici?
iznijeli su slicno objasnjenje, ali stavili su naglasak
na kompleksnost reakcija dviju vrsta antioksidan-
sa koje koriste dva razli¢ita reakcijska puta. U ta-
kvoj interakciji javljaju se dvije konstante kemijske
reakcije, k, i k, , koje predstavljaju dvije faze
nestanka DPPH radikala. Navedene Ccinjenice
opravdavaju postojanost ,brzih“ i ,sporih” anti-
oksidansa, odnosno postojanost bifazne kinetike
prvog reda u uzorcima soka aronije te mjesavina
soka aronije i crnog vina. Radi jace antioksidativ-
ne aktivnosti, u bifaznu kinetiku antioksidansi
soka aronije uvode i antioksidanse crnog vina.
Pod njihovim utjecajem ,brzi“ i ,,spori“ antioksi-
dansi crnog vina raspodjeljuju se izmedu , brzih“i
»sporih® antioksidansa soka aronije. Zbog takvog
rasporeda, u susretu s radikalom pojavljuju se
dvije faze brzine kemijskih reakcija. U prvim faza-
ma javljaju se vece vrijednosti konstanti kinetike,
a time i brzine kemijskih reakcija, dok u drugim
fazama opadaju vrijednosti konstanti, kao i brzina
kemijskih reakcija zbog pojave ,sporih” antioksi-
dansa. Za uzorak MIX 1, od svih mjeSavina soka
aronije i crnog vina, dobiven je najveci antioksi-
dacijski kapacitet. To potvrduje Cinjenicu kako je
spomenuta smjesa pokazatelj najboljeg sinergiz-
ma izmedu antioksidansa ovih komponenti. Bifa-
zni model kinetike, nakon primjene antiradikalnih
testova, dodatno je potvrdio sinergisticku vezu u
uzorku MIX 1 pomocu konstanti Cije vrijednosti
nisu visoke, a znacajno se niti ne mijenjaju. Takvi
rezultati pokazuju kako se brzina djelovanja anti-
oksidansa previse ne razlikuje u prvoj i drugoj fazi
reakcije, Sto znadi da iako postoje ,brzi“ i ,spori”
antioksidansi u mjesavini, brzina njihovog djelo-
vanja u inhibiranju slobodnog radikala gotovo je
identi¢na i bez promjena. Odnosno, isti efekt si-
nergizma antioksidansa uocava se tijekom Ccitave
kemijske reakcije. Upravo zbog toga bi se ovakva
smjesa (50 % soka aronije, 50 % crnog vina) pre-

medicina fluminensis 2021, Vol. 57, No. 3, p. 290-298

porucila za konzumaciju jer bi proces antioksida-
cije, bez izmjenjivanja perioda stagnacije i rasta
brzina, jednako trajao u organizmu sve dok se ne
potrose svi antioksidansi u krvi.

ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na odgovara-
judi sinergizam uzoraka soka aronije i crnog vina.
Oslanjajuci se na metodu kvantifikacije, utvrdeno
je kako smjesa s 50-postotnim udjelom ovih kom-
ponenti pokazuje najveci antioksidacijski kapaci-
tet. Time je dokazano kako dodatak soka aronije
u crno vino pospjesuje njegovu antioksidativnu
aktivnost. Bududi da je uzorak soka aronije u
objema primijenjenim metodama pokazao najve-
¢i antioksidacijski kapacitet, preporucuje ga se
koristiti pojedinacno. Na temelju usporedbe ek-
sperimentalnih i matematickih modelnih podata-
ka, dokazano je da bifazni model prvog reda
najbolje opisuje kinetiku kemijskih reakcija izme-
du DPPH radikala i antioksidansa uzoraka, dok je
najlosije opisuje model nultog reda. Potvrdeno je
kako se kineticka reakcija ostvaruje u dvjema fa-
zama (brzinama), odnosno prisustvom ,brzih“ i
,Sporih“ antioksidanasa. Kako bi se mogle identi-
ficirati komponente uzoraka koje predstavljaju
,brze“ i ,spore” antioksidanse, potrebna su do-
datna istrazivanja koja uklju¢uju mehanizam ke-
mijskih reakcija zbog kojeg dolazi do sinergizma
antioksidansa iz soka aronije i crnog vina.
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