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SAZETAK

Rajéica (Solanum lycopersicum L.) zauzima vazno mjesto u prehrani. Cesto se koristi svjeZa,
ali 1 preradena. Tijekom industrijske prerade rajcica, kao nusprodukt zaostaje velika koli¢ina
sjemenki koja se uglavnom tretira kao biootpad. Sjemenke rajcica izuzetno su bogate razli¢itim
bioaktivnim spojevima kao primjerice likopenom, S-karotenom, polifenolima, askorbinskom
kiselinom (vitamin C) te tokoferolima (vitamin E) koji su dobro poznati antioksidansi. Cilj
istrazivanja bio je ispitati antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica ,,cherry i
,jabucar®. U istrazivanju su koriStene rajcice uzgojene na podrucju sjeverozapadne Istre, 2023.
godine. Mjerenja su provedena metodom elektronske spinske rezonancije (ESR), uporabom
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Ova spektroskopska tehnika omogucuje precizno
mjerenje koncentracije radikala u uzorku. Ispitan je utjecaj temperature skladiStenja sjemenki
na antioksidacijsku snagu (AP). Jedan dio sjemenki skladiSten je pri sobnoj temperaturi, a drugi
u hladnjaku pri +4 °C. Ispitan je i utjecaj zamrzavanja sjemenki pri —18 °C ¢ime se suzbija
nezeljena pojava insekata. Ekstrakti su pripremljeni mljevenjem sjemenki, a zatim su iz njih
ekstrahirane aktivne komponente mijeSanjem u etanolu tijekom 5 min. Uzorci su potom
centrifugirani 1 izdvojen je tekucinski dio. Etanolnoj otopini DPPH poznate koncentracije
dodani su ekstrakti te je mjeren gubitak signala tijekom 30 min. Rezultati su pokazali priblizno
jednaku AP vrijednost obje vrste rajcica prije skladiStenja. Tijekom skladistenja pri razlic¢itim
temperaturama 1 zamrzavanjem doslo je do znacajne promjene antioksidacijske aktivnosti i
antioksidacijskog kapaciteta Sto je utjecalo na promjenu AP vrijednosti. Pocetne razlike u
antioksidacijskoj snazi posljedica su razli¢itog kemijskog sastava sjemenki rajcice jabucara i
cherry rajCica. Sjemenke rajcice jabucara obiluju polifenolima, koji su osjetljivi na niske
temperature skladiStenja zbog ¢ega najvecu vrijednost antioksidacijske snage pokazuju upravo
sjemenke rajCice jabucara skladiStene pri sobnoj temperaturi (24 °C) tijekom 3 mjeseca, za
razliku od sjemenki cherry rajCica koje obiluju likopenom 1 askorbinskom kiselinom na ¢iji
sadrzaj pozitivno utjeCe niza temperatura skladiStenja zbog cega sjemenke cherry rajCica
skladiStene u hladnjaku pri +4 °C prednjace u antioksidacijskog snazi tijekom 6. i 9. mjeseca

skladistenja.

Kljuéne rijeci: antioksidacijska svojstva; antioksidacijska snaga; sjemenke rajcica;

skladiStenje; ESR spektroskopija; DPPH



SUMMARY

Tomato (Solanum lycopersicum L.) occupies an important place in the diet. It is often used
fresh, but also processed. During the industrial processing of tomatoes, a large amount of seeds
are left behind as a byproduct, which are mostly treated as biowaste. Tomato seeds are
extremely rich in various bioactive compounds such as lycopene, f-carotene, polyphenols,
ascorbic acid (vitamin C) and tocopherols (vitamin E), which are well-known antioxidants. The
aim of the research was to examine the antioxidant properties of the seeds of two varieties of
tomatoes "cherry" and "apple". Tomatoes grown in the area of northwestern Istria in 2023 were
used in the research. The measurements were carried out by the electron spin resonance (ESR)
method, using the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical. This spectroscopic technique
enables precise measurement of the concentration of radicals in the sample. The influence of
seed storage temperature on AP was examined. One part of the seeds was stored at room
temperature, and the other in a refrigerator at +4 °C. The impact of freezing seeds at —18 °C,
which suppresses the unwanted appearance of insects, was also tested. The extracts were
prepared by grinding the seeds, and then the active components were extracted from them by
stirring in ethanol for 5 min. The samples were then centrifuged and the liquid part was
separated. Extracts were added to an ethanolic solution of DPPH of known concentration, and
signal loss was measured for 30 min. The results showed an approximately equal AP value of
both types of tomatoes before storage. During storage at different temperatures and by freezing,
there was a significant change in antioxidant activity and antioxidant capacity, which affected
the change in AP value. Initial differences in antioxidant power are due to the different chemical
composition of apple and cherry tomato seeds. Apple seeds are rich in polyphenols, which are
sensitive to low storage temperatures, which is why apple seeds stored at room temperature
(24 °C) for 3 months show the highest antioxidant power, unlike cherry tomato seeds, which
are rich in lycopene and ascorbic acid, the content of which is positively affected by lower
storage temperatures which is why cherry tomato seeds stored in the refrigerator at +4 °C lead

in antioxidant power during the 6th and 9th months of storage.

Keywords: antioxidant properties; antioxidant power; tomato seeds; storage; ESR

spectroscopy; DPPH



1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJE

1.1 UVOD

Rajcica je jedna od najkonzumiranijih poljoprivrednih kultura u svijetu, nalazi se na drugome
mjestu odmah nakon krumpira. Konzumira se svjeza, ali i preradena u raznovrsnim
poluproizvodima i gotovim proizvodima kao $to su: umaci, koncentrati, pelati, ke¢ap, sokovi i
dr. Na svjetskoj razini godiSnje se proizvede oko 200 milijuna tona rajcice, od Cega se u
Europskoj Uniji proizvede oko 20 milijuna tona [1]. U Republici Hrvatskoj je prema
posljednjim podacima Drzavnog zavoda za statistiku u 2023. godini proizvedeno oko 26 tisuca
tona rajCice. Industrijska prerada rajCica stvara znacajne koli¢ine nusprodukata koji ¢ine od
10 % do 40 % proizvedene mase, a uglavnom se tretiraju kao biootpad. Nusprodukti prerade
raj¢ica su: komina, pulpa, pokoZzica, sjemenke i1 neiskoristeni dijelovi ploda. Medu navedenim
nusproduktima najzastupljenija je komina rajcice koja ¢ini (2-5) % mase sirove rajcice, a sastoji
se od pokozZice, sjemenki te neznatne koli¢ine pulpe raj¢ica. Plod raj¢ice graden je pretezito od
soka koji ¢ini (94-96) %, ostatak otpada na pokozicu i vlakna koji ¢ine (1,5-2,5) % te na
sjemenke koje ¢ine (1,0-1,5) % ploda [1]. Nusprodukti proizvodnje rajCica, osobito sjemenke
bile su dosta dugo smatrane isklju¢ivo otpadom, tek se u novije vrijeme uvidio njihov nutritivan
1 farmaceutski znac¢aj u vidu blagotvornog u¢inka na ljudsko zdravlje. Sjemenke rajCica bogate
su bioaktivnim spojevima kao $to su: karotenoidi, polifenoli, dijetetska vlakna (pektin) masne
kiseline, proteini, aminokiseline i drugim spojevima. Karotenoidi medu kojima je
najzastupljeniji likopen zasluzni su za sprjecavanje karcinogeneze kao i za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti. Polifenoli pokazuju antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje te
preveniraju razliite bolesti povezane s oksidativnim stresom, dok su aminokiseline neophodne
za rast stanice te bitne za proizvodnju antitijela. Valorizacija bioaktivnih spojeva iz
nusproizvoda prerade raj€ica je u posljednje vrijeme stekla znacajan interes zbog povecane
potraznje za prirodnim dodacima u proizvodnji hrane te u nutricionizmu. Ugradnja sjemenki
raj¢ica u funkcionalnu hranu nedavno je revidirana. Dobivene formulacije hrane su dobro
prihvacene od strane potroSaca. Ovi aspekti naglasavaju Cinjenicu da se revalorizacijom
nusproizvoda od raj¢ica ostvaruju brojne dobrobiti u vidu smanjenja prehrambenog otpada,
manje oneciS¢enje okoliSa, isplativa prerada raj¢ice i proizvoda s dodanom vrijednos$éu u

prehrambenoj industriji 1 tehnologiji [2].



1.1.1.  Sastav sjemenki rajica

Nutritivni sastav sjemenki rajéica obuhvaca bjelancevine (32 %), ukupne masti (27 %) i vlakna
(18 %). Upravo zbog visokog udjela bjelancevina sjemenki rajCica koriste se kao zamjena za
brasno u pekarskim proizvodima te kao dodatak u hrani za Zivotinje. Takoder, sjemenke se
mogu koristiti u proizvodnji biogoriva, enzima, bioaktivnih spojeva i ulja. Sjemenke obiluju 1
fitokemijskim spojevima poput kvercetina, galne kiseline, trans-cimetne kiseline, a- i
y-tokoferolima te demetilsterolima. Stoga i ne ¢udi da se sjemenke raj¢ica smatraju prirodnim
rezervoarima bioaktivnih fenolnih spojeva kao §to su flavonoidi i fenolne kiseline, karotenoidi
medu kojima su f-karoten i likopen te nukleozidima gvanidinom, inozinom i adenozinom.
Fenolni spojevi ostvaruju antimikrobna, protuupalna, antioksidacijska, antikancerogena,
antimutagena, antineurodegeneracijska, antitrombocitna 1 kardioprotektivna svojstva

moduliranjem puteva prijenosa stani¢nih signala [3].

Slika 1. Morfologija sjemena rajcice.

Izvor: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0753332221008015-gr1.jpg


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0753332221008015-gr1.jpg

Tablica 1. Bioaktivni spojevi iz sjemenki rajcice

Izvor: literaturni navod 3

Skupina

Sastav

Fenolni spojevi

Galna kiselina

(0,11-6,94) mg/100 g

Ferulinska kiselina

(1,67-9,08) mg/100 g

Kaempferol <(0,001-2,01) mg/100 g
Kvercetin < (0,001-0,900) mg/100 g
Rutin (0,065-3,53) mg/100 g
Kumarinska kiselina | 2,58 mg/100 g
Floridzin 1,35 mg/100 g
Floretin 26,72 mg/100 g

Procijanidin B2

76,62 mg/100 g

Apigenin-7-O- 0,196 mg/100 g
glukozid

Kemferol-3-O- 415,39 mg/100 g
glukozid

Luteolin-7-O-glukozid

55,77 mg/100 g

Genistein 0,196 mg/100 g
Daidzein 0,02 mg/100 g
Quercitrin 0,003 mg/100 g
Epikatehin 0,026 mg/100 g

Kvercetin-3- O -

soforozid

6030 mg/100 g

Izorhamnetin-3- O -

738 mg/100 g

gentiobiozid
Kvercetin-3- O - 840 mg/100 g
rutinozid
Kvercetin-3- O -f- (2,61-3,94) mg/100 g
glukozid

Izorhamnetin

(0,34-1,36) mg/100 g

Naringenin

(0,16-0,35) mg/100 g




Miricetin (0,34-0,88) mg/100 g
Kafeinska kiselina | (0,950-2,19) mg/100 g
Vanilinska kiselina | 2,01 mg/100 g

Sinapska kiselina (1,82-3,56) mg/100 g
Klorogenska kiselina | (0,050-1,41) mg/100 g
p-kumarna kiselina | (0,790-3,96) mg/100 g

Trans-cimetna (0,100-3,01) mg/100 g
kiselina
Karotenoidi
Likopen cis 1 (0,058-0,134) mg/100 g
Likopen cis 2 (0,106-0,302) mg/100 g
Likopen cis 3 (0,785-0,943) mg/100 ¢

Likopen all trans (0,7500-1,207) mg/100 g

Likopen (1,6-16,70) mg/100 g

p-karoten (0,0930-5,500) mg/100 g
Nukleozidi
Adenozin <0,001 ng/100 g

Inozin 42,21 nug/100 g
Gvanozin 7,44 ng/100 g

1.1.2. Sadrzaj fenolnih spojeva i nukleotida

Fenolni spojevi pripadaju skupini malih bioaktivnih molekula ¢ije je glavno obiljeZje kemijska
struktura koja ukljucuje najmanje jedan aromatski prsten s jednom ili viSe hidroksilnih skupina.
Najucestaliji oblici fenolnih spojeva u hrani su flavonoidi i fenolne kiseline [3]. Ferreres 1 sur.
[4] odredivali su fitokemijski sastav ekstrakta sjemenki rajCica te je identificirano 14 vrsta
flavonoida koji predstavljaju derivate kvercetina, kemferola i izorhamnetina. Od pronadenih
14 vrsta flavonoida njih ¢ak 13 je po prvi puta zabiljezeno u sjemenkama rajc¢ice. Ukupni
sadrzaj fenolnih spojeva iznosi 20,657 mg u 100 g ekstrakta sjemenki raj¢ice. Kvercetin-3-O-
soforozid, kaempferol-3-O-soforozid 1 izorhamnetin-3-O-soforozid zastupljeni su u najvisim

koncentracijama te pritom ¢ine 59,1 % odnosno 29,2 % sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva. Od



ukupnog sadrzaja flavonoida ¢ak 37 % cine derivati kvercetina. Fenolni spojevi poput
izorhamnetin-3-O-soforozid-7-O-ramnozida, izorhamnetin-3-O-soforozida, izoramnetin-3-O-
gentiobiozida, kaempferol-3-soforozid-7-O-glukozida, kaempferol-3-osoforozid-7-O-
ramnozida, kemferol-3-O-(2-soforozil) glukozida, kvercetin-3-O-(2-pentozil) rutinozida,
kemferol-3-O-soforozida, kemferol-3-O-(2-pentozil) glukozida, kvercetin-3-O-soforozid-7-O-
glukozida, kvercetin-30-soforozid-7-O-ramnosida, kvercetin-3-O-gentiobiozid-7-O-glukozida
1 kvercetin-3-O-soforozida detektirani su prvi put u sjemenkama rajCice, koriste¢i pritom
tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC). Kao detektor koriSten je niz fotodioda
koje su spregnute s elektrosprejnom ionizacijom spektrometrije mase (HPLC/UV-PAD/MSn-
ESI) [4]. Od fenolnih kiselina identificirane su ferulinska kiselina, sinapinska kiselina, p-
kumarinska kiselina te kafeinska kiselina u najvisSim koncentracijama. U neSto manjim
koncentracijama identificirane su galna kiselina, klorogenska kiselina, trans-cimetna kiselina
te vanilinska kiselina [5]. Od nukleotida detektirani su adenozin, gvanozin i inozin, takoder

bioaktivni spojevi koji pokazuju snazno antiagregacijsko djelovanje trombocita [6].

OH
OH

HO O

OH
OH O

Slika 2. Struktura molekule kvercetina.

Izvor: https://www.researchgate.net/publication/10841588/figure/fig13/AS:663497516011520@1535201543770/Chemical -

structure-of-quercetin.png

1.1.3. Sadrzaj karotenoida

Karotenoidi su prirodni biljni pigmenti Siroko rasprostranjeni u obliku raznovrsnih molekula.
Karotenoidi pokazuju znacajan antioksidacijski kapacitet zbog svoje sposobnosti sprje¢avanja
reakcija oksidacije u organizmu, a samim time i nastanak slobodnih radikala koji mogu

uzrokovati oste¢enje stanice ili ak stani¢nu smrt [7]. Karotenoidni dodaci u prehrani pokazali



su se izuzetno vaznima za onkoloske bolesnike upravo zbog njihovog inhibitornog djelovanja
na rast malignih stanica te zbog sposobnosti modulacije ekspresije gena 1 imunoloskog
odgovora organizma. Epidemioloske studije ukazale su na pozitivhu meduzavisnost prehrane
bogate karotenoidima sa smanjenim rizikom obolijevanja od kolorektalnog karcinoma, raka
vrata maternice, raka dojke, raka jajnika te od kardiovaskularnih i ocnih bolesti [8].
Karotenoidni profil sjemenki rajCica slian je profilu ploda raj¢ice. Medu karotenoidima
prisutnima u sjemenkama rajcice, najzastupljeniji je likopen te njegove izoforme kao §to su
likopen cis 1, likopen cis 2, likopen cis 3 i likopen all ¢trans. p-karoten je drugi najzastupljeniji
karotenoid nakon likopena te je ujedno i prekursor vitamina A [3]. Studija koju su proveli Stahl
1 sur. ukazala je da je S-karoten prevladavajuci karotenoid u jetri, bubrezima, nadbubreznoj
zlijezdi te jajnicima, dok likopen prevladava u testisima [9]. Jedna od studija istrazila je utjecaj
suplemenata likopena na oSteCenja koze odnosno nastanak eritema uzrokovanog
ultraljubicastim (UV) zracenjem. Dokazano je kako svakodnevni unos 10 mg likopena dovodi
do povecanja razine likopena i karotenoida kao $to su fitofluen i fitoen u serumu i kozi.
Navedena dva karotenoida postizu maksimum apsorpcije u UV podrucju te na taj nacin Stite

kozu od stetnog djelovanja UV zracenja [10].

Slika 3. Struktura molekule likopena.

Izvor: https://www.zaper-zaperino.com/wp-content/uploads/2021/08/LIKOPEN-za-zdrave-zile-in-srce-je-antioksidant-

karotenoid.jpg



1.1.4. Sadrzaj proteina

Proteini su prisutni u sjemenkama rajéice sa udjelom od 32 9% [3]. Najzastupljenije
aminokiseline u sadrzaju ukupnih aminokiselina su glutaminska kiselina i asparaginska
kiselina. Upravo su ove aminokiseline zasluZzene za umami okus zbog ¢ega se sjemenke rajéica
ugraduju u razli¢ite prehrambene proizvode radi poboljSanja okusa [11]. Od esencijalnih
aminokiselina u sjemenkama raj¢ice nalazimo arginin, treonin, lizin i leucin [12]. Sjemenke
raj¢ica sadrze 13 % viSe lizina od proteina soje $to je izuzetno korisno za poboljSanje kvalitete
proteina u proizvodima od zitarica [13,14]. Shao i sur. proveli su studiju u kojoj je dokazano
da odmascene sjemenke raj¢ica u plazmi hréaka smanjuju koncentraciju lipoproteina niske
gusto¢e (LDL) odnosno tzv. ,,1o08 kolesterol* 1 ukupni kolesterol [12]. U proteinskom izolatu iz
odmasc¢enih sjemenki rajCica identificirane su aromatske aminokiseline koje imaju sposobnost
doniranja protona slobodnim radikalima. Od aromatskih kiselina identificirane su triptofan,
fenilalanin 1 tirozin koje sudjeluju u van der Waalsovim interakcijama te pokazuju potencijal
primanja i doniranja protona Sto upucuje da su proteini sjemenki rajéica potencijalni izvor
antioksidansa [13]. Usporedujuci funkcionalna svojstva proteina soje i sjemenki raj¢ica, uo¢eno

je da proteini sjemenki raj¢ica pokazuju bolju apsorpciju vode te sposobnost emulgiranja [12].

1.1.5. Sadrzaj lipida

Sadrzaj lipida krece se u rasponu od 20 % do 37 %. U sastavu lipida prevladavaju nezasicene
masne kiseline s 82 %. Najzastupljenije masne kiseline su linolna (C18:2), oleinska (C18:1),
palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0) i linolenska (C18:3) [15]. Navedene masne kiseline
predstavljaju gradivne jedinice stani¢ne membrane te ujedno djeluju kao prekursori citokina
[16]. Giuffre i sur. odredili su fizikalno-kemijska svojstva 15 razlicitih vrsta ulja sjemenki
rajCica te je utvrden niski peroksidni broj i niska kiselost u ¢ijem sastavu prevladavaju fenoli
koji pokazuju izrazitu antioksidacijsku aktivnost. Zasi¢ene masne kiseline identificirane su u
izrazito niskim koncentracijama, dok je koncetracija kolesterola bila vec¢a usporedujuci s
ostalim biljnim uljima koja se koriste u svakodnevnoj prehrani [17]. Soxhlet-petrol eter

ekstrakcijom dobiveno je ulje sjemenki rajcica te je pronaden polikozanol. Polikozanol



predstavlja mjeSavinu alkohola vrlo dugackih ugljikovodi¢nih lanaca. Dokazano je sedam
masnih alkohola: oktakozanol (C28-ol), heptakozanol (C27-ol), heksakozanol (C26-ol),
pentakozanol (C25-ol), tetrakozanol (C24-ol), trikozanol (C23-ol) i dokozanol (C22-ol). Ovi se
alkoholi mogu koristiti kao ucinkovito sredstvo za snizavanja razine lipida [18]. U
neosapunjivoj frakciji ulja sjemenki rajcica pronadeni su S-sitosterol, stigmasterol, kampesterol
1 0-5-avenasterol kao najzastupljeniji steroli [19]. U ulju sjemenki raj¢ica prisutne su znacajne
koli¢ine esencijalnih masnih kiselina kao $§to su w-6 1 w-9 masne kiseline [13]. Omjer
polinezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina prisutnih u ulju sjemenki rajéica iznosio je 1,73.
Utvrdeno je da rezultat omjera iznad 0,45 potvrduje njegovu jestivost. Navedene studije
ukazuju da se sjemenke rajcica mogu koristiti za proizvodnju jestivog biljnog ulja. Takoder
konzumiranjem nezasi¢enih masnih kiselina koje potjeCu iz biljnih izvora postizu se
blagotvorni ucinci po ljudsko zdravlje, prevenirajuéi pritom koronarne bolesti srca, razlicite

vrste raka te dijabetes [16].

1.1.6. Sadrzaj minerala i vitamina

Minerali su kemijski elementi neophodni za normalno funkcioniranje organizma. Oni sudjeluju
u brojnim biokemijskim reakcijama kao §to su sinteza proteina, regulacija tjelesnih tekucina,
kontrakcija miSica, izgradnja kostiju te provodenje ziv€anih impulsa. Sa¢ma sjemenki rajcica
sadrzi 1074 mg/100 g P, 977 mg/100 g K, 504 mg/100 g Mg, 135 mg/100 g Ca, 24 mg/100
g Fe , 9,7 mg/100 g Zn, 7,8 mg/100 g Mn i 1,9 mg/100 g Cu [20]. Medu mikronutrijentima
vaznu ulogu za odrzavanje homeostaze imaju i vitamini. U sjemenkama rajcice identificirani
su u znacajnim koli¢inama vitamini topivi u mastima, a to su vitamin A, D, E 1 K [21]. Vitamin
C (askorbinska kiselina) prisutan u sjemenkama rajfica ima snazno imunomodulacijsko
djelovanje te posjeduje znacajna antioksidacijska svojstva. Vitamin E odnosno njegov bioloski
najaktivniji oblik a-tokoferol takoder pronaden u sjemenkama rajCica sprjecava Stetno
djelovanje slobodnih radikala na masne kiseline te omogucuje normalno funkcioniranje

sredi$njeg ziv€anog sustava [22].
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Slika 4. Struktura vitamina C.

Izvor: https://media.lzmk.hr/he/slike/ ASKORBINSKA%20KISELINA jpg

1.2. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su izrazito nestabilne molekule koje nastaju nizom reakcija u organizmu, a
¢ijim se nakupljanjem prouzrokuje oksidativni stres. Oksidativni stres dovodi do razvoja niza
kroni¢nih 1 degenerativnih poremecaja poput neurodegenerativnih bolesti, kardiovaskularnih
bolesti, karcinoma, razli¢itih autoimunih poremecaja, artritisa i katarakte [23]. Poznato je da je
kisik nuzan za proizvodnju stani¢ne energije odnosno ATP-a (adenozin trifosfata) u
mitohondrijama prilikom ¢ega nastaju reaktivne vrste kisika (ROS), reaktivne vrste dusika
(RNS) 1 reaktivne vrste sumpora (RSS) [23, 24]. Skupini slobodnih radikala pripadaju
hidroksilni (HO-), superoksidni anionski (O2"), alkoksilni (RO-), duSikov oksid (NO-) i
peroksilni (ROO-) radikali, dok se u skupinu neradikalnih reaktivnih vrsta ubrajaju duSikov
monoksid (NO), singletni kisik (102), vodikov peroksid (H20), ozon (Os), dusikova kiselina
(HNO), dusikov oksid (N20), lipidni hidroperoksid (LOOH) i hipoklorna kiselina (HOCI)
[24]. Ukoliko su molekule slobodnih radikala prisutne u niskim koncentracijama one ostvaruju
pozitivan u¢inak na imunoloski sustav, dok u visokim koncentracijama uzrokuju oksidativni
stres. Ljudski organizam se sam bori protiv oksidativnog stresa tako Sto samostalno proizvodi
antioksidanse ili ih unosi putem hrane ili suplemenata, a zajednic¢ko im je da ,,hvataju‘ slobodne

radikale te na taj nacin sprjeCavaju njihovo Stetno djelovanje po zdravlje. Opcenito se
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slobodnim radikalima smatraju molekule koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u
valentnoj ljusci. Upravo ti nespareni elektroni stupaju u reakciju sa lipidima, proteinima i DNA
[23]. Nastanku oksidativnog stresa pridonose i vanjski ¢imbenici poput izlozenosti UV zracenju
i razli¢itim okoliSnim zagadivac¢ima, koji nedvojbeno negativno utjeCu na ljudsko zdravlje.
Najcesce slobodni radikali stupaju u reakciju sa lipidima te uzrokuju peroksidaciju lipida u
stanicnoj membrani [24]. Fritz Haber objasnjava kako su glavni izvori slobodnih radikala
Fentonove 1 Haber-Weissove reakcije. Fentonovom reakcijom u prisutnosti iona Zeljeza 1 kisika
koji reagiraju sa vodikovim peroksidom (H»O:) nastaje hidroksilni radikal (OH-). Osim
Fentonovom reakcijom hidroksilni radikal moze nastati 1 Haber-Weissovom reakcijom iz

02" " 1 H202 uz ione Zeljeza kao katalizator [25].

Fé*+HyO, » Fé*+ OH™ + OH® ( Fentonova reakcija )
0; "+ Hy0; - O; + HyO + OH® ( Haber-Weissova reakcija )

1.2.1. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje ve¢ pri niskim koncentracijama mogu odgoditi ili u potpunosti
sprijeciti oksidaciju molekula supstrata. Njihov mehanizam djelovanja podrazumijeva
doniranje elektrona slobodnim radikalima, koji postaju bezopasni te se pritom reducira
oSte¢enje nastalo oksidacijom u stanicama. Antioksidansi onemoguc¢uju nastanak slobodnih
radikala tako Sto ometaju reakcije oksidacije u fazi inicijacije, propagacije i terminacije, a koje
su potpomognute slobodnim radikalima. U¢inkovitost antioksidansa ovisi o viSe ¢imbenika
medu kojima su najznacajniji: fizikalno stanje sustava, temperatura, kemijska svojstva
antioksidansa, kemijska svojstva supstrata, osjetljivost supstrata prema oksidaciji,
koncentracija antioksidansa, sinergisticki u¢inak te prisutnost prooksidansa. Klju¢an ¢imbenik
koji direktno utjece na u¢inkovitost antioksidansa je njegova kemijska struktura koja odreduje
reaktivnost isposobnost molekule antioksidansa da ,,hvata“ slobodne radikale. Ono Sto takoder
treba uzeti u obzir je 1 kinetika reakcije koja podrazumijeva termodinamiku reakcije izmedu
antioksidansa i oksidansa, brzinu reakcije i sposobnost antioksidansa da reagira sa oksidansom.
Antioksidansi svojim djelovanjem odgadaju lipidnu peroksidaciju koja se dogada tijekom

obrade 1 skladiStenja hrane, stoga se naveliko primjenjuju kao konzervansi u prehrambenim
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proizvodima te se dodaju i farmaceutskim pripravcima kako bi se produZio rok trajanja.
Antioksidansi mogu biti sintetskog ili prirodnog podrijetla. Farmaceutska industrija najcesce
koristi upravo sintetske antioksidanse zbog njihove visoke Cistoce i niske cijene, no dokazano
je da ipak ostvaruju Stetne ucinke po zdravlje kao Sto su: karcinogeneza, atopijske bolesti koze
1 gastrointestinalne smetnje. Takoder sintetski antioksidansi koriste se 1 u prehrambenoj
industriji. NajceS¢e koristeni sintetski antioksidansi koji sprjecavaju oksidaciju lipida su:
butilirani hidroksitoluen (BHT), propil galat (PG), butilirani hidroksianizol (BHA) 1 tert-
butilhidrokinon (TBHQ), iako se nastoji smanjiti njihovo koristenje te zamijeniti sa prirodnim

antioksidansima [24].
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Slika 5. Kemijske strukture najkoriStenijih sintetskih antioksidansa.

Izvor: https://www.mdpi.com/processes/processes-11-02248/article _deploy/html/images/processes-11-02248-g001-550.jpg

Najdostupniji izvori prirodnih antioksidansa su voce, povrée, zacini i bilje. Najcesce koriStene
biljke su cimet, klin€i¢, lipa, komorac, anis i ruzmarin upravo iz razloga sto obiluju katehinima,
taninima, fenolima, teinima te flavonoidima, koji pokazuju znacajnu antioksidacijsku aktivnost.
Osim prirodnog izvora od kojeg potjece, na kvalitetu antioksidansa utjeCe 1 odabir postupka

izolacije i ekstrakcije [24].
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1.2.2. DPPH radikal

DPPH radikal punog naziva 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil otkrili su 1922. godine Goldschmidt i
Renn [26]. Ova se metoda zasniva na spektrofotometrijskom mjerenju antioksidacijskog
kapaciteta za eliminiranje DPPH radikala. Prvo svojstvo DPPH radikala je da se svaki pojedeni
elektron atoma dusika u DPPH reducira u hidrazin tako Sto uzima atom vodika iz molekule
antioksidansa. Drugo svojstvo takoder iznimno vazno da DPPH: radikal ima stabilnu i
intenzivnu ljubicastu boju. Upravo zbog ova dva navedena svojstva DPPH radikal se uvelike
upotrebljava. Ovaj se radikal cesto primjenjuje u kemiji polimera, a posebice u EPR
spektroskopiji te kod odredivanja antioksidacijskog kapaciteta [27]. Blois je 1958. godine prvi
otkrio da se DPPH radikal moze koristiti u odredivanju antioksidacijskog kapaciteta [26]. Za
stabilnost radikala odgovorna su steri¢ka zbijanja na dvovalentnom N atomu prvog reda i efekt
"push-pull" kojeg uzrokuju difenilamino skupina drugog reda kao donor elektrona te pikril kao
akceptor elektrona. Push-pull efekt znacajno stabilizira strukturu DPPH radikala. Elektronska
paramagnetska rezonancija (EPR) mjeri gustocu spina na dva atoma hidrazila N. Uocene su
dvije razlic¢ite vrpce koje su vidljive u UV-VIS spektru DPPH- radikala koje su posljedica n—n*
prijelaza, gdje je upravo nespareni elektron odgovoran za vrpcu u vidljivom podrucju spektra.
Kada se otopina potencijalnog antioksidansa odnosno tvari koja moze donirati vodik pomijesa
s otopinom DPPH, ljubicasta boja DPPH radikala nestaje, a kao posljedica prelaska DPPH
radikala u reducirani oblik DPPH-H. Prilikom nastanka hidrazina (DPPH-H) vidljiva traka
nestaje zbog promjene boje otopine iz ljubicaste u Zutu [28]. Ova promjena boje nastaje zbog
reakcije izmedu DPPH radikala i antioksidansa kod koje molekula antioksidansa donira atom
vodika DPPH radikalu. UV-VIS spektroskopijom moze se pratiti promjena intenziteta boje u
ovisnosti o apsorbanciji. DPPH metoda je jedna od najkoriStenijih metoda za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta posebno pogodna za biljne ekstrakte bogate fenolnim spojevima

[29].
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Slika 6. Reakcija DPPH radikala sa antioksidansom.

Izvor: https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcTVOTt2RvYjvEWXYDt8qi290Cel LRVV6RRm4HVATrM _thiXccyHbO4brWnTuN
3DGXmr3mQA&usqp=CAU

1.2.3. Reakcija DPPH radikala s fenolima kao antioksidansima

Odredene tvari vrlo lako stupaju u reakciju sa DPPH radikalima, donirajuéi pritom atom vodika
ili prijenosom elektrona. Fenolni spojevi su najreaktivniji upravo prema DPPH radikalima. U
prisutnosti fenolnih spojeva koji mogu donirati atom vodika, DPPH radikali apstrahiraju vodik.
Primjenom DPPH metode moze se dobiti informacija o ukupnom sadrzaju antioksidanasa
prisutnih u biljnim ekstraktima. Antioksidacijski u€inci fenolnih spojeva (Ar—-OH) ostvaruju se
pomoc¢u dva mehanizma. Prvi mehanizam tzv. HAT mehanizam podrazumijeva prijenos atoma
vodika te je dominantan u nepolarnom otapalu. Drugi mehanizam tzv. SET-PT mehanizam
podrazumijeva prijenos jednog elektrona nakon kojeg slijedi prijenos protona. Ponekad nije
mogucée u potpunosti prepoznati i odvojiti navedena dva mehanizma [24]. Postoji i treci
mehanizam koji se naziva mehanizam prijenosa elektrona sekvencijalnim gubitkom protona
(SPLET), a podrazumijeva dvostruki uzastopni prijenos protona i elektrona te je dominantan

mehanizam u polarnome otapalu [30].
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Slika 7. Reakcije izmedu DPPH radikala i kvercetina.

Izvor: https://www.mdpi.com/processes/processes-11-02248/article deploy/html/images/processes-11-02248-g006-550.jpg

Unutar prstenova 1 1 3 povecana je gustoca elektrona, Sto rezultira izrazito snaznim reakcijama
izmedu DPPH radikala 1 molekule kvercetina. Brzi prijenos elektrona s fenolatnog aniona
(CsHs0O") na DPPH radikal jos jedan je mogu¢i put reakcije. Prsten 1 ostvaruje pozitivan uc¢inak
na konjugaciju kao posljedica snaznog privlacenja elektrona u molekuli kvercetina. Kateholni
dio unutar prstena 2 predstavlja mjesto otklanjanja odnosno transfera protona (H"). Upravo
zahvaljuju¢i svojoj kemijskoj strukturi koja ukljucuje brojne — OH skupine molekule flavonoida
nalazimo u vodenoj fazi razliitih bioloskih sustava. Reakcije izmedu flavonoida 1 slobodnih
radikala, ¢ije je glavno obiljezje nedostatak elektrona, mogu se ubrzati SPLET mehanizmom, a
sve kako bi se smanjilo nakupljanje reaktivnih vrsta kisika unutar stanica [31]. Na uspjesnost
SPLET mehanizma izravno utjece izbor vrste otapala prilikom ekstrakcije razli¢itih bioaktivnih

spojeva. Metanol i etanol predstavljaju najpogodnija otapala medu organskim otapalima jer
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podrzavaju ionizaciju. SPLET mehanizam omogucuje da fenolni spojevi s niskom konstantom
disocijacije kiseline (pKa) reagiraju s radikalima koji pokazuju manju HAT aktivnost.
Dosadasnja su istrazivanja dokazala da DPPH radikal moze reagirati i s fenolnim kiselinama

[32].

1. 3. ZELENA KEMIJA

Zelena kemija ili odrziva kemija predstavlja koncept koji se znacajno razvija posljednjih
trideset godina, a podrazumijeva primjenu zelenih tehnika ekstrakcije za dobivanje bioaktivnih
komponenti. Zelena kemija se temelji na dvanaest nacela, Ciji su glavni ciljevi: sprjeCavanje
nastanka otpada, izbaciti iz upotrebe Stetne kemikalije u kemijskoj sintezi, smanjiti proizvodnju
Stetnih meduprodukata, koristenje obnovljivih biljnih izvora, smanjenje potrosnje energije,
ekonomska dobit 1 ono najvaznije ocuvanje okoliSa i zdravlja ljudi [33]. Upravo zelena kemija
pruza ucinkovita rjeSenja za prevladavanje postojecih industrijskih nedostataka. Prehrambena
industrija je rastuca industrija koja proizvodi velike koli¢ine biootpada zbog ¢ega znanstvenici

ulazu velike napore kako bi se dobiveni nusprodukti u¢inkovito iskoristili za boljitak ljudi [34].

Slika 8. Dvanaest temeljnih nacela zelene kemije.

Izvor:

https://encryptedtbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcTtkNqFeNyEpm y7eg4QEtJWZSZo1JPWPvAO03;jSit3g4Qé&s
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1.3.1. Ekoloski prihvatljiva uporaba nusprodukata industrijske prerade raj¢ica

Zbog sve vece akumulacije biootpada glavni cilj mnogih studija je osmisliti te testirati nove
sofisticirane procese i tehnologije za recikliranje i nadogradnju ovog otpada u svrhu oporabe
utrzivih materijala visoke dodane vrijednosti, a sve u skladu sa smjernicama Europske unije o
odrzivom gospodarenju otpadom i kruznom gospodarstvu. Komina raj¢ica koja podrazumijeva
1 sjemenke rajcica koristi se najceSce kao stocna hrana, kao gnojivo za tlo ili se odlaze kao ¢vrsti
otpad. Novija istrazivanja ukazuju na velik potencijal nusprodukata industrijske prerade rajcica
u proizvodnji mlijecne kiseline koja se ugraduje u hranu, zatim u proizvodnji lijekova,
kozmetici, tekstilnoj industriji te u proizvodnji polimlije¢ne kiseline koju nalazimo u
bioplasticnim materijalima. MlijeCna kiselina moze se proizvesti dvjema ekstrakcijskim
tehnologijama, a to su mikrobna fermentacija i kemijska sinteza. Manjkavost kemijske sinteze
mlijecne kiseline je dobivanje racemicne smjese iz koje je potrebno izdvojiti ¢istu mlije¢nu
kiselinu, za razliku od mikrobne fermentacije koja rezultira isklju¢ivo €istom mlije¢nom
kiselinom. Stoga i ne ¢udi da je upravo mikrobna fermentacija najces¢i nacin proizvodnje

mlijec¢ne kiseline [35].

1.3.2. Mikrobna fermentacija u proizvodnji mlijec¢ne kiseline

Ovisno o sojevima koristenih bakterija tijekom fermentacije kao kona¢ni produkt moze nastati
D(-) ili L(+) mlije¢na kiselina. L(+) mlije¢na kiselina moZe nastati iz fermentabilnih
ugljikohidrata kao supstrata koriStenjem bakterija roda Lactobacillus, Rhizopus, Escherichia,
Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Kluyveromyces 1 Saccharomyces koje provode
hemolakticku fermentaciju. D(—) mlije¢na kiselina nastaje koriStenjem sojeva kao §to su
Lactobacillus bulgaricus 1 Leuconostoc. Najcesce koriSteni fermentabilni ugljikohidrati su
glukoza, saharoza i laktoza. D(—) mlije¢na kiselina ne moze biti metabolizirana od strane
zivotinja zbog Cega se L(+) mlijecna kiselina primarno koristi u prehrambenoj industriji,
kozmetici te u proizvodnji bioplastike. Takoder €ista L(+) mlijecna kiselina moZe se koristiti u
proizvodnji polilakticke kiseline. Nakon dobivanja mlijecne kiselina potrebno ju je izdvojiti te
procistiti od fermentacijskog bujona, prilikom ¢ega se koriste tehnike poput ionske izmjene,

reaktivne ekstrakcije, destilacije, membranske tehnologije te elektrodijalize. Biootpad iz

16



industrijske prerade rajcica koji je pravilno predtretiran predstavlja zapravo izvor hrane za
mikroorganizme koji provode fermentaciju te se na taj nacin iskoriStavaju obnovljivi izvori
energije. Carillo i sur. proveli su istrazivanje u kojem je dokazano da se iz 1 kg otpada rajcice
moZe proizvesti priblizno oko 0,07 do 0,14 kg mlije¢ne kiseline. Sto bi zna¢ilo da od 152 kt
osuSenog otpada raj¢ice moze nastati od 10,6 kt do 21,2 kt mlije¢ne kiseline. Procijenjena
ekonomska dobit kretala bi se od 10,6 milijuna € do 21,2 milijuna €, ako se uzima u obzir cijena

mlije¢ne kiseline na trziStu koja iznosi oko 1000 €/t [35].

. . Oporavaki
- Mikrobna fermentacija
Pred-tretman J purifikacija
Obnovljivi i - - o )
vori ’ Al el Fermentacijski Lili D- mlije&na
ugljikohidrati bujon kiselina

Slika 9. Proizvodnja mlijecne kiseline mikrobnom fermentacijom.

Preuzeto (prilagodeno) s : https://doi.org/10.3303/CET1864038

1.3.3. Kemijska sinteza mlijecne kiseline

Kemijska proizvodnja mlije¢ne kiseline temelji se na proizvodnji laktonitrila. Laktonitril
nastaje u reakcijama izmedu acetaldehida koji se dobiva iz fosilnih izvora te cijanovodicne
kiseline u luznatom mediju. Navedene reakcije odvijaju se u uvjetima visokog tlaka u tekucoj
fazi. Tako dobiven laktonitril proc¢iS¢ava se destilacijom. Nakon $to je laktonitril procisc¢en
slijedi hidroliza laktonitrila u mlije¢nu kiselinu i amonijevu sol dodatkom sumporne kiseline
ili klorovodi¢ne kiseline. Mlijecna kiseline se takoder prociS€ava postupkom destilacije.
Oporavak tako dobivene mlije¢ne kiseline poprilicno je tezak zbog Cega se provodi
esterifikacija s metanolom $to rezultira nastankom metil laktata. Dodatkom vode iz metil laktata
nastaje laktat i metanol u reakciji hidrolize. Najve¢i nedostatak kemijske sinteze mlijecne
kiseline je nemoguc¢nost kontrole koli¢ine L 1 D mlijecne kiseline u nastaloj racemicnoj smjesi
[35].
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Dodatak HCN i

katalizatora Hidroliza sa
H,SO,4

Slika 10. Proizvodnja mlije¢ne kiseline kemijskom sintezom.
Preuzeto (prilagodeno) s: https://doi.org/10.3303/CET1864038
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati antioksidacijsku snagu nusprodukata prerade rajcica, specificno
sjemenki dviju vrsta raj¢ica izdvojenih iz plodova rajcice jabucara i1 cherry raj¢ica; utvrditi
razliku u kemijskom sastavu sjemenki te utjecaj vremenskog perioda i temperature skladistenja
na antioksidacijska svojstva. Takoder je ispitan i utjecaj zamrzavanja sjemenki pri temperaturi
od —18 °C kroz 24 h, postupka koji se koristi kako bi se suzbila nepozeljna pojava insekata, na
antioksidacijsku snagu. U radu je koriStena redukcijska metoda, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala te spektroskopska tehnika elektronska spinska rezonancija (ESR). U
dosadasnjim znanstvenim istrazivanjima antioksidacijskih svojstava sjemenki raj¢ica nije
zabiljezena zajednicka primjena DPPH metode 1 ESR spektroskopije. Stoga je glavni cilj ovoga
rada usporediti dobivene rezultate s dostupnim znanstvenim podacima o ispitivanim

sjemenkama.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

Kori$tene sjemenke izdvojene su iz plodova jabucara 1 cherry raj¢ica uzgojenih na OPG-u ANA
MANIN na podrucju sjeverozapadne Istre, 2023. godine (Umag, Hrvatska). Oznake ispitivanih
uzorka prikazane su u tablici 2. Pripremljena je koncentracija 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala, proizvodaca ,,Sigma‘“ (St. Louis. MO, SAD), otopljenog u etanolu (p. a.),

proizvodaca Kemika (Zagreb, Hrvatska), iznosila je ¢ = 0,10 mmol/L.

Slika 11. Jabucar. Slika 12. Cherry.
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Tablica 2. Oznake uzoraka.

Uzorak Oznaka
sjemenke jabucara pri sobnoj temperaturi, JO
0. mjesec
sjemenke jabuCara zamrznute, 0. mjesec 170
sjemenke cherry rajcice pri sobnoj temperaturi, 0. Co
mjesec
sjemenke cherry rajéice zamrznute, 0. mjesec Cz0
sjemenke jabucara pri sobnoj temperaturi, nakon J3
3 mjeseca skladistenja
sjemenke jabucara iz hladnjaka, nakon 3 mjeseca | JH3
skladiStenja
sjemenke cherry rajice pri sobnoj temperaturi, C3
nakon 3 mjeseca skladiStenja
sjemenke cherry raj¢ice iz hladnjaka, nakon CH3
3 mjeseca skladiStenja
sjemenke jabucara pri sobnoj temperaturi, nakon J6
6 mjeseci skladistenja
sjemenke jabucara iz hladnjaka, nakon 6 mjeseci | JH6
skladiStenja
sjemenke cherry rajéice pri sobnoj temperaturi, Co6
nakon 6 mjeseci skladiStenja
sjemenke cherry rajcice iz hladnjaka, nakon CH6
6 mjeseci skladistenja
sjemenke jabucara pri sobnoj temperaturi, nakon J9
9 mjeseci skladiStenja
sjemenke jabucara iz hladnjaka, nakon 9 mjeseci | JH9
skladiStenja
sjemenke cherry raj¢ice pri sobnoj temperaturi, C9
nakon 9 mjeseci skladiStenja
sjemenke cherry raj¢ice iz hladnjaka, nakon CHO

9 mjeseci skladiStenja
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3.2. Metoda

3.2.1. Izdvajanje i suSenje sjemenki

Sjemenke su izdvojene ru¢no iz plodova raj¢ice jabucara i cherry raj¢ica nakon ¢ega je uslijedila
fermentacija. Fermentacija sjemenki se odvijala u vlastitom soku raj¢ica u trajanju od tri dana,
sa ciljem poticanja razgradnje vanjske opne koja obavija sjemenke te da bi se eliminirali moguci

prisutni patogeni .

a)

Slika 13. Prikaz fermentacija: a) sjemenki jabucara b) sjemenki cherry rajcica.

Nakon provedene fermentacije uslijedilo je ispiranje fermentiranih sjemenki pod mlazom vode.
Potom su sjemenke stavljene na susenje pri sobnoj temperaturi od 24 °C u kartonske kutije, ¢ije
je dno prekriveno papirom koje upija zaostalu vodu iz sjemenki te se redovito mijenja. Susenje
sjemenki trajalo je 15 dana. ZavrSetak procesa susenja oznacilo je postizanje konstante mase
sjemenki. Osusene sjemenke odjeljenje su na nacin da je jedan dio zamrznut na —18 °C kako bi

se suzbila neZeljena pojava Stetnika, dok je ostatak pohranjen pri sobnoj temperaturi od 24 °C.
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Slika 14. Prikaz osuSenih 1 odijeljenih sjemenki jabucara i1 cherry rajcica.

3.2.2. Priprema ekstrakta sjemenki

Ekstrakti sjemenki rajcica pripremljeni su u laboratoriju na Zavodu za medicinsku kemiju,

biokemiju i klinicku kemiju pri Medicinskom fakultetu Sveucilista u Rijeci.
Priprema ekstrakata:

1. odvagano po 3 g sjemenki od svake vrste (zamrznute i sobne temp.) na tehnickoj vagi,

2. sjemenke su usitnjene u mlincu BOSCH FD0104 (20 s mljevene uz potresanje + 10 s

pauze + 20 s mljevene uz protresanje),

3. odvagano je 2 g mljevenih sjemenki u Erlenmeyerovu tikvicu od 25 mL + dodano

10 mL EtOH (96 %),

4. tako pripremljeni uzorak stavljen je na magnetsku mijesalicu TechnoKartell (500

okretaja/min) na 5 min,

5. po 1 mL supernatanta iz Erlenmeyerove tikvice preneseno je u svaku od 6 Eppendorf

epruveta,
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6. Eppendorf epruvete su smjestene u centrifugu na 5 min,

7. iz svake Eppendorf epruvete 0,80 mL preneseno je u svaku od 4 Falcon epruvete (JZ0,

CZ0, J0,C0).

Ostatak sjemenki raj¢ice jabucara i cherry raj¢ica koje su bile pri sobnoj temperaturi
razdijeljene su na nacin da je polovica stavljena u hladnjak na +4 °C, dok je ostala polovica
ostavljena pri sobnoj temperaturi. Navedeni postupci pripreme ekstrakata sjemenki ponovljeni

su za svako pojedino mjerenje.

3.2.3. Elektronska spinska rezonancija (ESR)

ESR (Electron Spin Resonance) ili starijeg nazivlja EPR (Electron Paramagnetic Resonance) je
metoda koja se koristi u svrhu detekcije nesparenih elektrona odnosno njihovih prijelaza unutar
magnetskog polja. Spin elektrona je njegovo temeljno kvantno-mehanicko svojstvo koje dolazi
do izrazaja kad se elektron nade u magnetskom polju. Stoga se nespareni elektroni smjesteni u
vanjskom magnetskom polju usmjeravaju paralelno ili antiparalelno u odnosu na smjer
magnetskog polja. Tijekom usmjeravanja nesparenih elektrona dolazi do razdvajanja
energijskih razina. Uporabom mikrovalnog zracenja odredene frekvencije nastupa pobudivanje
elektrona te oni prelaze iz nize u visu energijsku razinu, $to se detektira u obliku prve derivacije
apsorpcijskih linija. Kako bi se navedeni prijelaz mogao ostvariti, jakost magnetskog polja
mora biti takva da energijska razlika izmedu dviju energijskih razina odgovara energiji fotona
mikrovalnog zraCenja. Navedeni uvjet postize se posmicanjem magnetskog polja za vrijeme

trajanja izloZenosti uzorka mikrovalnom polju konstantne frekvencije [36, 37].

Mjerenja su napravljena u Laboratoriju za magnetske rezonancije Instituta ,,Ruder Boskovi¢*
u Zagrebu na Bruker EMX spektrometru opremljenim mikrovalnim mostom Bruker ER 041

XG.
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Slika 15. Prikaz odredenih dijelova ESR spektrometra: a) magnetsko polje b) kontrola

mikrovalnog polja.

Za pracenje antioksidacijske aktivnosti uzoraka sjemenki rajcica koristen je prethodno opisan
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal. DPPH se prema IUPAC-ovoj nomenklaturi naziva
2,2-difenil-1-(2,4,6)-trinitrofenil) hidrazin-1-il, kemijske formule CisH12N5Os.

Priprema uzoraka za ESR mjerenja:

1.

pripravljena je otopina DPPH radikala u 96 % etanolu koncentracije 0,20 mmol/dm?,
snimljen je spektar DPPH otopine radikala koncentracije 0,10 mmol/ dm?,

Volumenu od 0,5 mL otopine radikala dodan je odredeni volumen ekstrakta sjemenki
rajCica tako da je udio sjemenki rajéica u uzorku 0,2 %, 0,5 % i 0,7 % te EtOH do
ukupnog volumena od 1,0 mL,

zabiljezeno je vrijeme kada je radikalnoj otopini dodan ekstrakt sjemenki rajéica (¢ = 0),

nakon §to je otopina mijeSana u trajanju od 3 s na vortex mijesalici, dio otopine stavljen

je u kapilaru te je kapilara stavljena u ESR cjev¢icu,
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6. spektri reakcijske otopine snimani su u periodu od 30 minuta, svake minute tijekom
prvih 6 minuta, svake 2 minute izmedu 6. 1 15. minute te svakih 5 minuta izmedu 15. i

30. minute.

ESR spektri snimani su pri srediSnjem polju od 331 mT (3310 G), koriStenjem magnetskog
posmaka od 10 mT (100 G), snage mikrovalnog polja od 10 mW, amplitudne modulacije od
0,1 mT (1 G), pojacanja 800 te vremenskog posmaka od 20 s. Za pohranu i obradu snimljenih
spektara koriStena je WinEPR programska podrska. Za graficko prikazivanje dobivenih
rezultata koriSten je program SigmaPlot. ESR spektrometar snima spektre u vidu prve derivacije
apsorpcijskih linija pri ¢emu koriSteni WinEPR programski paket raCuna iznos dvostrukih

integrala ESR spektra DPPH radikala.

Vrijednosti dobivene dvostrukim integriranjem ESR spektara korigirane su za snagu
mikrovalnog polja od 10 mW te za iznos pojacanja 800. Tako izracunate vrijednosti dvostrukih

integrala proporcionalne su broju DPPH radikala u uzorcima.

Tijekom mjerenja pracen je pad intenziteta spektralnih linija u ovisnosti o vremenu koje je
proteklo od dodatka ekstrakta sjemenki raj€ica otopini DPPH radikala. Svi dobiveni rezultati
normirani su na iznos dvostrukog integrala ishodne otopine (slijepe probe). Takoder valja
istaknuti da je pracena stabilnost otopine DPPH radikala u ovisnosti o vremenu te je prije
mjerenja svakog pojedinog uzorka s ekstraktom sjemenki rajcica izmjeren signal slijepe probe.
Dobivene vrijednosti su na kraju svakog mjerenja normirane upravo za intenzitet signala slijepe
probe u trenutku # = 0. Vrijednosti relativnog intenziteta signala u ovisnosti o vremenu iskazane

su u postotcima.
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4. REZULTATI

Mjerena je antioksidacijska snaga (AP) ekstrakata raj¢ica koja se temelji na redukcijskoj
aktivnosti prema stabilnom radikalu. KoriStene su metode ESR spektroskopije i DPPH radikala,
no s temeljnom razlikom u odredivanju antioksidacijskih svojstava gdje se koriste
antioksidacijski kapacitet 1 antioksidacijska aktivnost sukladno izra€unu koji su predlozili Jung
i suradnici. Antioksidacijska snaga (AP) izrazava se u antioksidacijskim jedinicama (AU) pri
¢emu 1 AU odgovara antioksidacijskoj snazi otopine vitamina C koncentracije 1 ppm.

Antioksidacijska snaga izracunava se kako slijedi:

_ RA X Nspinovi

AP = (AU)

we X t,

gdje je R4 konstanta redukcijske amplitude (1/e?), Nypinovi koli¢ina reduciranih radikala, w,
karakteristicna masa antioksidacijskog produkta iskazana u mg/ml te # redukcijsko vrijeme
iskazano u minutama. Redukcijsko vrijeme (#) odgovara zapravo antioksidacijskoj aktivnosti

te je prikazano slijede¢om formulom:

kwn

gdje je kwn konstanta reakcije monoeksponencijalnog raspada, dok karakteristicna teZina (w )

odgovara antioksidacijskom kapacitetu kako je dano slijede¢om formulom:

_ —Iln(1-1/e)

Cc
Ker

(mg/ml)
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gdje je kv konstanta brzine monoeksponencijalnog opadanja [38]. Takoder prikazan je i relativni
intenzitet (/) kao omjer intenziteta DPPH radikalne otopine u odredenom vremenu t po dodatku

uzorka ( /;) 1 intenziteta slijepe probe ( Ip) kako je prikazano slijede¢om jednadzbom:

I;
I=— Xx100%
Iy

gdje je I; iznos dvostrukog integrala spektra koji je snimljen po dodatku uzorka, a /piznos

dvostrukog integrala spektra slijepe probe. Relativni intenzitet izrazava se u postotcima [36].

4.1. Antioksidacijska svojstva zamrznutih sjemenki dviju sorti raj¢ica, 0. mjesec

Prethodno osusene sjemenke rajcice jabucara i cherry raj¢ica do konstantne mase bile su
pohranjene u zamrzivacu pri temperaturi od —18 °C tijekom 24 h, nakon ¢ega je uslijedila ve¢
opisana priprema ekstrakata i uzoraka za ESR mjerenje. Slike 16 a) i 17 a) prikazuju pad
relativnog intenziteta ESR signala odnosno smanjenje broja DPPH radikala tijekom 30 min
snimanja spektara pripravljenih uzoraka (JZ0, CZ0) razli¢itih koncentracija. Uzorak zamrznutih
sjemenki rajcice jabucara (JZ0) na slici 16 a) pokazuje pad intenziteta signala po dodatku
ekstrakta sjemenki. Preostali relativni intenziteti signala nakon 30 min, u odnosu na pocetni
intenzitet signala (/o), iznosili su 57,1 % pri koncentraciji ekstrakta od 15,8 mg/ml; 55,8 % pri
koncetraciji ekstrakta od 20 mg/ml te 48,7 % pri koncentraciji ekstrakta od 25 mg/ml. Najveci
pad intenziteta ESR signala zabiljezen je pri najviSoj koncetraciji ekstrakta zamrznutih
sjemenki jabucara od 25 mg/ml. Na temelju gubitka signala u funkciji vremena za tri razlicite
koncentracije ekstrakta, izracunato je redukcijsko vrijeme # koje iznosi 0,84 min. Slika 16 b)
prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi 1 izra¢un karakteristicne mase we, koja za ovaj

uzorak iznosi 18,2 mg/mL.
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Slika 16. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ 1 b) masi w za razlicite koncentracije
ekstrakta zamrznutih sjemenki jabucara (JZ0).

Slika 17 a) prikazuje relativni gubitak signala tijekom 30 min snimanja uzoraka zamrznutih
sjemenki cherry raj¢ica. Relativni intenziteti preostali nakon 30 min iznose 49,1 % pri
koncetraciji ekstrakta od 15 mg/ml, 25,4 % pri koncentraciji ekstrakta od 25 mg/ml te 10,2 %
pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Najveci pad intenziteta ESR signala vidljiv je pri
najvisoj koncetraciji ekstrakta zamrznutih sjemenki cherry raj¢ica od 35 mg/ml. Slika 17 b)
prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi. Na temelju eksperimentalnih podataka za

uzorak CZ0 izracunate su vrijednosti # = 0,50 min i we = 10,9 mg/mL.
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Slika 17. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razliite

koncentracije ekstrakta zamrznutih sjemenki cherry rajéica (CZ0).
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4.2. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti rajcica skladiStenih pri sobnoj temperaturi,
0. mjesec

Prethodno osusene sjemenke rajCice jabucara i cherry raj¢ica bile su do pocetka prvog mjerenja
(0. mjesec) spremljene pri sobnoj temperaturi od 24 °C. Nakon toga su pripremljeni njihovi
alkoholni ekstrakti i uzorci za ESR mjerenja. Slike 18 a) i 19 a) prikazuju pad relativnog
intenziteta ESR signala tijekom 30 minuta za uzorke JO i CO razli¢itih koncentracija. Nakon 30
minuta, za uzorak sjemenki raj¢ice jabucara skladiStenih pri sobnoj temperaturi (JO) na slici 18
a) preostali relativni intenziteti iznosili su 44,8 % pri koncentraciji ekstrakta od 15 mg/ml; 43,6
% pri koncetraciji ekstrakta od 20 mg/ml te 38,3 % pri koncentraciji ekstrakta od 25 mg/ml.
Najveci pad intenziteta signala uocava se pri najviSoj koncetraciji od 25 mg/ml. Racunski
dobivena vrijednost # za uzorak JO iznosi 0,45 min. Slika 18 b) prikazuje ovisnost relativnog

intenziteta o masi, iz koje je ra¢unski dobivena vrijednost we od 11,9 mg/ml.
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Slika 18. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ 1 b) masi w za razli¢ite koncentracije
ekstrakta sjemenki jabucara skladiStenih pri sobnoj temperaturi (JO).

Slika 19 a) prikazuje gubitak signala u ovisnosti o vremenu tijekom 30 min za razliCite
koncentracije ekstrakta sjemenki cherry rajcica skladiStenih pri sobnoj temperaturi. Preostali
signal nakon 30 min iznosi 53,8 % pri koncetraciji 15 mg/ml, 29,9 % pri koncentraciji 25 mg/ml

te 17,5 % pri koncetraciji 35 mg/ml. Izracunato vrijeme redukcije (#;) iznosi 0,67 min. Slika 19

30



b) prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi. Odredena je i kriti¢éna masa (w¢) koja iznosi

12,1 mg/mL.
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Slika 19. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razli¢ite koncentracije
ekstrakta sjemenki cherry raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi (CO).

4.3. Antioksidacijska snaga sjemenki dviju sorti raj¢ica, 0. mjesec

Dobivena je antioksidacijska snaga sjemenki raj¢ice jabucara i cherry raj€ica na temelju
izraCunate karakteristicne mase i vremena redukcije, Sto je prikazano u tablici 3. Jedan dio
navedenih sjemenki bio je zamrznut na 24 h dok je drugi dio tijekom tog vremena bio pri sobnoj
temperaturi. Na slici 20 graficki je prikazana antioksidacijska snaga (AP) sjemenki dviju sorti
raj¢ica. Najvecu vrijednost AP (61+ 18 AU) pokazuju sjemenke jabucara skladiStene pri sobnoj
temperaturi (JO), dok zamrznute sjemenke jabucara pokazuju najmanju vrijednost (22 + 8 AU).
AP uuzorcima zamrznutih sjemenki cherry rajcica iznosi 60 + 10 AU, dok kod sjemenki cherry

raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi iznosi 40 + 2 AU.
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Uzorak | tr (min) | we (mg/ml) | AP (AU)
JZ0 10,84+0,18 | 182+5,1 | 2248
CZ0 |0,50+0,04 | 109+1,6 | 60+ 10
Jo 0,45+0,06 | 11,9+32 | 61+18
CO 10,67+0,03] 12,1+0,3 | 40+2

Tablica 3. Vrijednosti #, w. 1 AP za dvije sorte rajCica Cije su sjemenke bile
zamrznute i ostavljene pri sobnoj temperaturi.
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Slika 20. Graficki prikaz antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti rajica
zamrznutih te ostavljenih pri sobnoj temperaturi.

4.4. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica skladiStenih u hladnjaku tijekom 3
mjeseca

Dio sjemenki jabucara i cherry rajCica koje su skladiStene pri sobnoj temperaturi izdvojene su
te stavljene u hladnjak pri temperaturi od + 4 °C, nakon ¢ega je poslije 3 mjeseca uslijedila ve¢
opisana priprema ekstrakata i uzoraka za ESR snimanje. Slike 21 a) i 22 a) prikazuju pad
relativnog intenziteta ESR signala, odnosno smanjenje broja DPPH radikala, tijekom 30 min za
razli¢ite koncentracije ekstrakata uzoraka JH3 1 CH3. Nakon 30 min, preostali signal uzorka
JH3 iznosi 58,6 % pri koncentraciji ekstrakta od 15,8 mg/ml; 36,3 % pri koncetraciji ekstrakta
od 25 mg/ml te 22,7 % pri koncentraciji ekstrakta od 35 mg/ml, slika 21 a). Slika 21 b) prikazuje
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ovisnost relativnog intenziteta o masi. Racunski dobivena vrijednost redukcijskog vremena #

iznosi 1,02 min, a vrijednost karakteristicne mase w. 13,2 mg/mL.
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Slika 21. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razlicite

koncentracije ekstrakta sjemenki rajcice jabucara skladistenih u hladnjaku
tijekom 3 mjeseca (JH3).

Slika 22 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakta

sjemenki cherry rajcica skladiStenih u hladnjaku. Udio preostalog signala nakon 30 min iznosi

62,3 % pri koncetraciji od 10 mg/ml, 33,0 % pri koncentraciji od 23 mg/ml te 13,4 % pri

koncetraciji od 35 mg/ml. Na slici 22 b) prikazana je ovisnost relativnog intenziteta o masi.

Analizom rezultata dobivene su vrijednosti # = 0,92 min i we = 11,0 mg/mL.
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Slika 22. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w pri razli¢itim
koncentracijama ekstrakta sjemenki cherry raj¢ica skladistenih u hladnjaku tijekom
3 mjeseca (CH3).

4.5. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi
tijekom 3 mjeseca

Sjemenke raj¢ice jabucara i cherry raj¢ica skladiStene su pri sobnoj temperaturi od 24 °C, nakon
¢ega je poslije 3 mjeseca uslijedila priprema ekstrakata 1 uzoraka za ESR mjerenja. Slike 23 a)
1 24 a) prikazuju pad relativnog intenziteta ESR signala DPPH radikala tijekom 30 min za
uzorke J3 i1 C3 razli¢itih koncentracija. Udio preostalog signala za uzorak J3 nakon 30 min
iznosi 56,7 % za koncentraciju 13 mg/ml; 45,0 % za koncentraciju 18 mg/ml te
28,7 % za koncentraciju 30 mg/ml. Za uzorak J3, #; iznosi 0,74 min. Na slici 23 b) prikazana je
ovisnost relativnog intenziteta o masi. Odredena je kriticna masa koja za ovaj uzorak iznosi

12,0 mg/mL.
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Slika 23. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razliite koncentracije
ekstrakta sjemenki raj¢ice jabucara skladiStenih pri sobnoj temperaturi tijekom 3
mjeseca (J3).

Slika 24 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 minuta za razli¢ite koncentracije
ekstrakata sjemenki cherry raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi. Udio preostalog signala
nakon 30 min iznosi 64,2 % pri koncetraciji ekstrakta od 10 mg/ml, 33,7 % pri koncentraciji

ekstrakta od 23 mg/ml te 15,0 % pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Na slici 24 b) prikazana
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je ovisnost relativnog intenziteta o masi. Analizom rezultata dobivene su vrijednosti #-= 1,00

min i we= 11,4 mg/ml.
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Slika 23. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razliite koncentracije
ekstrakta sjemenki cherry rajCica skladiStenih pri sobnoj temperaturi tijekom 3
mjeseca (C3).

4.6. Antioksidacijska snaga sjemenki dviju sorti rajéica tijekom 3 mjeseca skladistenja

Dobivena je antioksidacijska snaga sjemenki rajcice jabucara i cherry raj¢ica tijekom 3 mjeseca
na temelju izraCunate karakteristicne mase 1 vremena redukcije, Sto je prikazano u tablici 4.
Nakon prvog mjerenja jedan je dio sjemenki izdvojen te skladisten u hladnjaku, dok je preostali

dio skladiSten pri sobnoj temperaturi.

Na slici 25. grafic¢ki je prikazana antioksidacijske snage (AP) sjemenki dviju sorti rajcica
tijekom 3 mjeseca skladiStenja. Najvecu vrijednost AP (36 + 8 AU) pokazuju sjemenke
jabucara skladistene pri sobnoj temperaturi (J3), dok sjemenke jabucara skladistene u hladnjaku
pokazuju najmanju vrijednost (24 + 3 AU). AP u uzorcima sjemenki cherry raj¢ica skladistenih
u hladnjaku iznosi 32 + 7 AU, dok kod sjemenki cherry rajcica pri sobnoj temperaturi ona
iznosi 29 + 6 AU.
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Uzorak | tr(min) | we (mg/ml) | AP (AU)
JH3 [1,02+£0,10 | 132+11| 24+3
CH3 [092+0,12| 11,019 | 32+7

J3 0,74+0,10 | 12,0+22| 36+8
C3 1,00+£0,15| 11,4+1,7| 29+6

Tablica 4. Vrijednosti #, we 1 AP za dvije sorte rajCica Cije su sjemenke ostavljene
u hladnjaku i pri sobnoj temperaturi.
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Slika 25. Graficki prikaz antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti raj¢ica
ostavljenih u hladnjaku i pri sobnoj temperaturi.

4.7. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica skladiStenih u hladnjaku tijekom 6
mjeseci

Sjemenke raj¢ice jabucara i cherry rajCica skladiStene su u hladnjak pri temperaturi od + 4 °C,
nakon ¢ega je poslije 6 mjeseci uslijedila ve¢ opisana priprema ekstrakata 1 uzoraka za ESR
snimanje. Slike 26 a) 1 27 a) prikazuju pad relativnog intenziteta ESR signala, odnosno
smanjenje broja DPPH radikala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakata uzoraka
JH6 1 CH6. Nakon 30 min, preostali signal uzoraka JH6 iznosi 76,4 % pri koncentraciji
ekstrakta od 10,0 mg/ml; 48,0 % pri koncetraciji ekstrakta od 15 mg/ml te 22,7 % pri
koncentraciji ekstrakta od 35 mg/ml, slika 26 a). Slika 26 b) prikazuje ovisnost relativnog
intenziteta o masi. Racunski dobivena vrijednost redukcijskog vremena ¢ iznosi 0,86 min, a

vrijednost karakteristicne mase w. 17,2 mg/ml.
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Slika 26. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w pri razliitim
koncentracijama ekstrakta sjemenki jabuCara skladiStenih u hladnjaku tijekom 6

mjeseci (JHO6).

Slika 27 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 min za razlicite koncentracije ekstrakata

sjemenki cherry rajica skladiStenih u hladnjaku. Udio preostalog signala nakon 30 min iznosi

59,4 % pri koncetraciji ekstrakta od 12 mg/ml; 27,5 % pri koncentraciji ekstrakta od 25 mg/ml

te 16,2 % pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Na slici 27 b) prikazana je ovisnost relativnog

intenziteta o masi. Analizom rezultata dobivene su vrijednosti #: = 0,71 min i we= 11,6 mg/ml.
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koncentracijama ekstrakta sjemenki cherry raj¢ica skladistenih u hladnjaku tijekom

6 mjeseci (CH6).
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4.8. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti rajcica skladiStenih pri sobnoj temperaturi
tijekom 6 mjeseci

Sjemenke rajCice jabucara i cherry raj¢ica skladiStene su pri sobnoj temperaturi od 24 °C, nakon
cega je poslije 6 mjeseci uslijedila ve¢ opisana priprema ekstrakata i uzoraka za ESR snimanje.
Slike 28 a) i 29 a) prikazuju pad relativnog intenziteta ESR signala, odnosno smanjenje broja
DPPH radikala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakata uzoraka J6 i C6. Nakon 30
min preostali signal uzorka J6 iznosi 72,0 % pri koncentraciji ekstrakta od 10 mg/ml; 62,1 %
pri koncetraciji ekstrakta od 15 mg/ml te 25,9 % pri koncentraciji ekstrakta od 35 mg/ml, slika
28 a). Slika 28 b) prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi. Racunski je dobiven
vrijednost redukcijskog vremena # iznosi 0,61 min, a vrijednost karakteristicne mase we 16,5

mg/ml.
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Slika 28. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razliite koncentracije
ekstrakta sjemenki jabucara skladistenih pri sobnoj temperaturi tijekom 6 mjeseci
(Jo).

Slika 29 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 min za razlicite koncentracije ekstrakata
sjemenki cherry raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi. Udio preostalog signala nakon 30
min iznosi 58,2 % pri koncetraciji ekstrakta od 15 mg/ml; 30,7 % pri koncentraciji ekstrakta od
25 mg/ml te 11,5 % pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Na slici 29 b) prikazana je ovisnost
relativnog intenziteta o masi. Analizom rezultata dobivene su vrijednosti # = 0,76 min i

we = 12,9 mg/ml.
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Slika 29. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w za razliite koncentracije
ekstrakta sjemenki cherry raj¢ica skladiStenih pri sobnoj temperaturi tijekom
6 mjeseci (C6).

4.9. Antioksidacijska snaga sjemenki dviju sorti raj¢ica tijekom 6 mjeseci skladistenja

Dobivena je antioksidacijska snaga sjemenki jabucara i cherry raj¢ica na temelju izracunate
karakteristicne mase i vremena redukcije, $to je prikazano u tablici 5. Navedene sjemenke
prethodno su skladiStene pri razliCitim uvjetima. Na slici 30 graficki je prikazana
antioksidacijska snaga (AP) sjemenki dviju sorti raj¢ica. Najvecu vrijednost AP (40 + 6 AU)
pokazuju sjemenke cherry rajcica skladiStene u hladnjaku (CH6), dok sjemenke jabucara
takoder skladiStene u hladnjaku pokazuju najmanju vrijednost (22 + 10 AU). AP u uzorcima
sjemenki cherry raj¢ica skladisStenih pri sobnoj temperaturi iznosi 33 + 6 AU, dok kod sjemenki

jabucara skladistenih pri sobnoj temperaturi ona iznosi 32 + 7 AU.

Uzorak | t:(min) | we (mg/ml) | AP (AU)
C6 10,76+0,06| 129+22 | 33+6
CH6 [0,71+0,08| 11,6+13 | 40+6
J6 0,61+0,09 | 16,5+2,7 | 32+7
JH6 1 0,86+0,18 | 17,2+6,6 | 22+ 10

Tablica S. Vrijednosti #, we 1 AP za dvije sorte raj¢ica Cije su sjemenke ostavljene

u hladnjaku i pri sobnoj temperaturi.
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Slika 30. Graficki prikaz antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti raj¢ica ostavljenih u
hladnjaku i pri sobnoj temperaturi.

4.10. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica skladistenih u hladnjaku tijekom 9
mjeseci

Sjemenke jabucara 1 cherry raj€ica skladiStene su u hladnjak pri temperaturi od + 4 °C, nakon
cega je poslije 9 mjeseci uslijedila ve¢ opisana priprema ekstrakata i uzoraka za ESR snimanje.
Slike 31 a) 1 32 a) prikazuju pad relativnog intenziteta ESR signala, odnosno smanjenje broja
molekula DPPH radikala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakata uzoraka JH9 i
CHO. Nakon 30 min, preostali signal uzorka JH9 iznosi 63,0 % pri koncentraciji ekstrakta od
10,0 mg/ml; 46,0 % pri koncetraciji ekstrakta od 20 mg/ml te 20,5 % pri koncentraciji ekstrakta
od 35 mg/ml, slika 31 a) Slika 31 b) prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi. Racunski
je dobivena vrijednost redukcijskog vremena ¢ iznosi 0,81 min, a vrijednost karakteristicne

mase w. 12,8 mg/ml.
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Slika 31. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ i b) masi w pri razliitim
koncentracijama ekstrakta sjemenki jabuCara skladiStenih u hladnjaku tijekom 9

mjeseci (JHY).

Slika 32 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakata

sjemenki cherry rajéica skladiStenih u hladnjaku. Udio preostalog signala nakon 30 min iznosi

72,1 % pri koncetraciji ekstrakta od 8 mg/ml; 44,4 % pri koncentraciji ekstrakta od 20 mg/ml

te 24,2 % pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Na slici 32 b) prikazana je ovisnost relativnog

intenziteta o masi. Analizom rezultata dobivene su vrijednosti - =0,69 min i we = 12,3 mg/ml.
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4.11. Antioksidacijska svojstva sjemenki dviju sorti raj¢ica skladistenih pri sobnoj temperaturi
tijekom 9 mjeseci

Sjemenke rajc¢ice jabucara i cherry raj¢ica skladiStene su pri sobnoj temperaturi od 24 °C, nakon
cega je poslije 9 mjeseci uslijedila ve¢ opisana priprema ekstrakata i uzoraka za ESR snimanje.
Slike 33 a) 1 34 a) prikazuju pad relativnog intenziteta ESR signala, odnosno smanjenje broja
molekula DPPH radikala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracija uzoraka J9 i C9. Nakon
30 min, preostali signal uzorak J9 iznosi 67,7 % pri koncentraciji ekstrakta od 10 mg/ml;
44,0 % pri koncetraciji ekstrakta od 20 mg/ml te 19,5 % pri koncentraciji ekstrakta od 35 mg/ml,
slika 33 a). Slika 33 b) prikazuje ovisnost relativnog intenziteta o masi. Racunski dobivena
vrijednost redukcijskog vremena # iznosi 0,93 min, a vrijednost karakteristicne mase w.

12,5 mg/ml.
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Slika 33. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ 1 b) masi w za razli¢ite koncentracije
ekstrakta sjemenki jabucara skladistenih pri sobnoj temperaturi tijekom 9 mjeseci
(J9).

Slika 34 a) prikazuje pad intenziteta signala tijekom 30 min za razli¢ite koncentracije ekstrakata
sjemenki cherry rajcica skladiStenih pri sobnoj temperaturi za. Udio preostalog signala nakon
30 min 67,0 % pri koncetraciji ekstrakta od 10 mg/ml; 41,0 % pri koncentraciji ekstrakta od 20
mg/ml te 14,9 % pri koncetraciji ekstrakta od 35 mg/ml. Na slici 34 b) prikazuje ovisnost
relativnog intenziteta o masi. Analizom rezultata dobivene su vrijednosti # = 0,85 min i

we = 12,2 mg/ml.
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Slika 34. Ovisnost relativnog intenziteta o: a) vremenu ¢ 1 b) masi w za razli¢ite koncentracije
ekstrakta sjemenki cherry rajica skladiStenith pri sobnoj temperaturi tijekom 9
mjeseci (C9).

4.12. Antioksidacijska snaga sjemenki dviju sorti raj¢ica tijekom 9 mjeseci skladiStenja

Dobivena je antioksidacijska snaga sjemenki jabucara i cherry raj¢ica na temelju izracunate
karakteristicne mase i vremena redukcije, $to je prikazano u tablici 6. Navedene sjemenke
prethodno su skladiStene pri razliCitim uvjetima. Na slici 35 graficki je prikazana
antioksidacijske snage (AP) sjemenki dviju sorti raj¢ica. Najvecu vrijednost AP (39 + 17 AU)
pokazuju sjemenke cherry raj¢ica skladistene u hladnjaku (CH9), dok sjemenke jabucara
skladiStene pri sobnoj temperaturi pokazuju najmanju vrijednost (28 + 6 AU). AP u uzorcima

sjemenki cherry raj¢ica skladisStenih pri sobnoj temperaturi iznosi 32 + 8 AU, dok kod sjemenki

jabucara skladistenih u hladnjaku ona iznosi 31 + 15 AU.

Uzorak | tr (min) | we (mg/ml) | AP (AU)
J9 0,93+0,14 | 12,5+2,0 28+ 6
C9 0,85+0,15| 122+23 32+ 8

JH9 1081 +£022| 128+50 | 31+15
CH9 [0,69+0,18] 123+44 | 39+17

Tablica 6. Vrijednosti #, we 1 AP za dvije sorte raj¢ica ¢ije su sjemenke ostavljene
u hladnjaku i pri sobnoj temperaturi.
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hladnjaku 1 pri sobnoj temperaturi tijekom 9 mjeseci.
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5. RASPRAVA

Provedbom ovog istrazivanja odredena su antioksidacijska svojstva sjemenki izdvojenih iz
dviju sorti rajica, jabucar i cherry rajcice. Ispitane su razlike medu dvjema koriStenim sortama
sjemenki skladistenih u razli¢itim uvjetima tijekom razli¢itth vremenskih razdoblja na
antioksidacijsku snagu sjemenki. U istrazivanju je koriStena redukcijska metoda DPPH radikala
u kombinaciji s tehnikom elektronske spinske rezonancije (ESR). Potrebno je napomenuti da
su sjemenke izdvojene iz rajCica te osuSene na tradicionalan naCin pri sobnoj temperaturi.
Takoder, svi uzorci za ESR snimanja pripremljeni su na jednak nacin sukladno ve¢ opisanom

postupku, a u svrhu usporedbe dobivenih rezultata.

Ispitani uzorci sjemenki jabucara i cherry raj¢ica pokazali su znac¢ajnu antioksidacijsku snagu,

Sto samim time ukazuje na sposobnost redukcije odnosno inhibiranja DPPH radikala.

5.1. Usporedba antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti raj¢ica nakon susenja obzirom na
uvjete skladistenja, 0. mjesec

Sukladno rezultatima, pocevsi od najjace antioksidacijske snage prema najslabijoj, uzorci
sjemenki dviju sorti raj¢ica poredani su kako slijedi: JO, CZ0, C0, JZ0. Dobiveni rezultati mogu
se pripisati razli¢itim sortama sjemenki rajéica te njihovu sastavu koji direktno utjeCe na
koli¢inu antioksidanasa. Takoder na dobivenu antioksidacijsku snagu utjecu i koriSteni uvjeti

skladiStenja.

Antioksidacijska svojstva sjemenki rajcica kao nusprodukata prerade rajCica, potjecu od
fenolnih spojeva (fenolnih kiselina i flavonoida), likopena, vitamina E i askorbinske kiseline
[39,40]. 1z istraZzivanja Abdel-Gawad-a 1 suradnika dokazano je da su koncentracije ukupnih
fenola, ukupnih flavonoida te vitamina E vece kod sjemenki raj¢ice jabucara suSenih zrakom
(50 °C) tijekom 24h u odnosu na zamrznute sjemenke jabucara. Takav bi se trend mogao
odnositi i na sjemenke raj¢ice jabucara koje su prethodno susene 14 dana pri sobnoj temperaturi
te skladistene takoder pri sobnoj temperaturi u odnosu na zamrznute. Skladistenje pri sobnoj
temperaturi uzrokuje jo$ vece vezanje polifenolnih spojeva koji se oslobadaju prilikom
razgradnje stani¢nih komponenti. Prevladavajuce fenolne kiseline su protokatehinska,
katehinska, kofeinska, galna i klorogenska kiselina. Koncentracija likopena se lagano povecava

u sjemenkama raj¢ice jabucara skladiStenih pri sobnoj temperaturi te zamrznutih u odnosu na

45



svjeze sjemenke, za razliku od koncentracije askorbinske kiseline koja se smanjuje pri sobnoj

temperaturi te raste zamrzavanjem [40].

Sadrzaj ukupnih polifenola te ukupnih flavonoida u sjemenkama raj¢ice jabucara iskazan je kao
maseni omjer u mg taninske kiseline na 100 g mokre mase sjemenki, odnosno kao maseni omjer
u mg katehina na 100 g mokre mase prema istrazivanju Abdel-Gawad-a [40]. Kod sjemenki
cherry rajcica odreden je sadrzaj hidrofilnih polifenola te sadrzaj lipofilnih polifenola koji su
iskazani u mg galne kiseline nal00 g mokre mase [41]. Zbog navedenih razlika u prikazivanju
sadrzaja polifenola nemoguce ih je usporediti. Stoga bi se u budu¢im istrazivanjima trebao
odrediti sadrzaj polifenola u sjemenkama raj¢ice jabucara. Moze se pretpostaviti da je sadrzaj
polifenola ve¢i kod sjemenki jabucara u odnosu na sjemenke cherry rajéica. U prilog tome
govori veca antioksidacijska snaga sjemenki raj¢ice jabucara skladiStenih pri sobnoj

temperaturi u odnosu na sjemenke cherry rajcica takoder skladistenih pri sobnoj temperaturi.

Kada usporedujemo sastav sjemenki raj¢ice jabucara i cherry rajéica moramo uzeti u obzir da
je dokazano da sjemenke cherry raj¢ica imaju vec¢i pocetni sadrzaj likopena te askorbinske
kiseline ¢iji se sadrzaji prilikom zamrzavanja povecavaju [40, 41, 42]. Porast sadrzaja tih
komponenata primije¢en je i kod sjemenki rajCice jabucara. Medutim, sjemenke rajcice
jabucara sadrze manje koli¢ine likopena i askorbinske kiseline u odnosu na sjemenke cherry
rajcica, a prisutni polifenoli u sjemenkama raj¢ice jabucara se razgraduju prilikom zamrzavanja
(—18 °C) [40, 41, 42]. Na temelju ovih ¢injenica, jasno je zaSto zamrznute sjemenke cherry

rajcica pokazuju veéu antioksidacijsku snagu.

5.2. Usporedba antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti rajéica tijekom 3 mjeseca
skladiStenja

Nakon tri mjeseca skladiStenja, pocevsi od najjace antioksidacijske snage prema najslabijoj,
glasi kako slijedi: J3, CH3, C3, JH3. Nakon 3 mjeseca, vidljiv je pad antioksidacijske snage
kod svih uzoraka, §to se moze objasniti kao posljedica znacajnog gubitka bioaktivnih spojeva
[43]. Najvecu antioksidacijsku snagu pokazuju ponovo sjemenke rajCice jabucara skladistene
pri sobnoj temperaturi upravo zahvaljuju¢i ve¢em sadrzaju polifenola u odnosu na sjemenke
cherry rajcica. Uzorak sjemenki cherry raj¢ica koje su skladistene u hladnjaku pri +4 °C
pokazuju vecu antioksidacijsku snagu u odnosu na sjemenke iste vrste skladiStene pri sobnoj

temperaturi §to mozemo pripisati porastu sadrzaja likopena [44]. Najnizu antioksidacijsku
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snagu pokazuje uzorak sjemenki rajice jabuCara koje su skladiStene u hladnjaku zbog
degradacije polifenola te poCetno niZzeg sadrzaja likopena i askorbinske kiseline [40]. PoCetna
koncentracija polifenola u sjemenkama raj¢ice jabucara koje su skladistene u hladnjaku (+4 °C)
s vremenom se smanjuje Sto je posljedica oSte¢enja uzrokovanog niskim temperaturama u
vakuolama stanica koje predstavljaju glavni odjeljak u kojem se nakupljaju polifenolni spojevi

[44].

5.3. Usporedba antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti raj¢ica tijekom 6 mjeseci
skladiStenja

Nakon 6 mjeseci skladistenja, krenuvsi od najjace antioksidacijske snage prema najslabijoj,
glasi kako slijedi : CH6, C6, J6, JH6. Nakon 6 mjeseci, u antioksidacijskoj snazi prednjaci
uzorak sjemenki cherry rajCica koje su skladiStene u hladnjaku u odnosu na uzorak sjemenki
rajCice jabucara pri sobnoj temperaturi. Uzrok ovakvog rezultata nalazi se u ¢injenici da period
skladiStenja od Sest mjeseci pri sobnoj temperaturi uzrokuje jo§ znacajniji gubitak bioaktivnih
spojeva prisutnih u sjemenkama u odnosu na tri mjeseca skladiStenja [43]. Sjemenke rajCice
jabucara i cherry raj¢ica skladistene pri sobnoj temperaturi pokazuju gotovo neznatnu razliku u
antioksidacijskoj snazi u korist sjemenki cherry raj¢ica. Najnizu antioksidacijsku snagu ponovo
ostvaruje uzorak sjemenki rajcice jabucara koje su skladistene u hladnjaku zbog ve¢ spomenute

degradacije polifenola te poCetnog manjeg sadrzaja likopena 1 askorbinske kiseline [40,44].

5.4. Usporedba antioksidacijske snage sjemenki dviju sorti raj¢ica tijekom 9 mjeseci
skladiStenja

Nakon 9 mjeseci skladiStenja, pocevsi od najjace antioksidacijske snage prema najslabijoj glasi
kako slijedi: CH9, C9, JH9, J9. Nakon 9 mjeseci, u antioksidacijskoj snazi i dalje prednjaci
uzorak sjemenki cherry raj¢ica koje su skladiStene u hladnjaku. Sjemenke cherry rajcica
skladiStene pri sobnoj temperaturi pokazuju vecu antioksidacijsku snagu u odnosu na sjemenke
jabucara skladiStene u istim uvjetima, $to se moze pripisati izraZenoj degradaciji polifenola kod
jabucara pri sobnoj temperaturi [44]. Upravo zbog izrazene degradacije polifenola kod
sjemenki rajéice jabucara nakon 9 mjeseci skladistenja pri sobnoj temperaturi, one pokazuju
neznatno manju antioksidacijsku snagu u odnosu na sjemenke rajCice jabucara koje su

skladiStene u hladnjaku (+4 °C).

47



6. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem potvrdeno je da sjemenke obiju sorti rajCica, raj¢ice jabucara te cherry
raj¢ica pokazuju znaCajna antioksidacijska svojstva koja preveniraju karcinogenezu,
kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti te bolesti koze. Utvrdene su razlike u

antioksidacijskoj snazi kod ispitivanih uzoraka sjemenki koje su u korelaciji sa sortom.

Prac¢en je utjecaj vremenskog razdoblja te uvjeta skladiStenja na antioksidacijska svojstva
sjemenki dviju sorti raj¢ica. Uoceno je da tijekom prva 3 mjeseca skladiStenja najvecu
antioksidacijsku snagu pokazuju sjemenke rajCice jabucara skladiStene pri sobnoj temperaturi
(24 °C) zahvaljuju¢i vjerojatno ve¢em sadrzaju polifenola te njihovoj prvotnoj vecoj stabilnosti
pri sobnoj temperaturi (24 °C) u odnosu na temperaturu hladnjaka (+4 °C) te zamrzavanje

(—18 °C).

Nakon perioda od 3 mjeseca nastupa znacajna razgradnja bioaktivnih spojeva u prvom redu
polifenola, koji su u najvecoj mjeri zasluzni za antioksidacijska svojstva sjemenki rajcice
jabucara, kako pri temperaturi hladnjaka (+4 °C) tako i pri sobnoj temperaturi (24 °C).
Navedeno rezultira najve¢om antioksidacijskom snagom sjemenki cherry raj¢ica, kako nakon
6 mjeseci tako 1 nakon 9 myjeseci skladiStenja, pri temperaturi hladnjaka (+4 °C), Sto je

uzrokovano pocetno ve¢em sadrzaju likopena i askorbinske kiseline.

Koristene metode DPPH radikala i ESR spektroskopije pokazale su se izuzetno efikasnim,

kvalitetnim te preciznim u odredivanju antioksidacijske snage sjemenki rajCica.

Na temelju svega navedenog, bitno je naglasiti kako su sjemenke rajcica ¢esto zanemarene kao
nusprodukti industrijske prerade raj¢ica, a zapravo predstavljaju izuzetan izvor antioksidansa

koji bi mogao imati viSestruku primjenu.
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