Bioaktivni spojevi u plodu, listu i sjemenci maline
(Rubus idaeus L.)

Maslov Bandic, Luna; Jenié, Milena; Duralija, Boris

Source / Izvornik: Glasnik Zastite Bilja, 2020, 43., 50 - 55

Journal article, Published version
Rad u casopisu, Objavljena verzija rada (izdavacev PDF)

https://doi.org/10.31727/9zb.43.5.6

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:239471

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-20

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of
Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://doi.org/10.31727/gzb.43.5.6
https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:239471
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:3370
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:3370

glasnik zastite bilja 64

godine

Luna Maslov Bandic?, Milena Jeni&?, B. Duralija* Izvorni znanstveni rad

Bioaktivni spojeviu plodu, listui sjemenci maline
(Rubusidaeus L.)

SaZetak

Malina (Rubus idaeus L.) jedna je od vocnih vrsta koje su bogate raznolikim kemijskim spojevima kao
Sto su vitamini, minerali i polifenoli. Polifenoli utjecu na senzorna i nutritivna svojstva biljke. Listovi
i siemenke maline, koje su vecinom nusprodukt proizvodnje imaju znacajan sadrZaj polifenola, te bi se
zajedno s plodovima mogli vise koristiti u ljudskoj prehrani kao alternativni izvor bioaktivnih spojeva. U
ovom radu odredivani su polifenolni spojevi, te je utvrden sadrZaj flavonoida, antocijana i ukupnih fenola
u plodu, sjemenci i listu maline sorte 'Himbo Top' Najveci maseni udio polifenola imale su sjemenke
maline, od kojih je izmjereno najvise flavonoida (2853,03 mg/100 g svjeZeg uzorka) i ukupnih fenola
(2369,44 mg/100 g svjeZeg ploda), a najmanji maseni udio polifenola kod maline imali su plodovi. Takoder,
odreden je i antioksidacijski kapacitet pomocu DPPH i ABTS metode, te nisu utvrdene znacajne razlike u
antioksidacijskom kapacitetu izmedu ploda, lista i sjemenke. Pomocu LC-MS metode identificirani su
pojedinacni antocijani i flavonoli u plodu maline.

Kljucne rijeci: Malina (Rubus idaeus L.), siemenka, list, polifenoli, antioksidacijski kapacitet

Uvod

Malinaje Siroko uzgajanavocénavrstate 2017. godine zauzima ukupno 118,219 ha svjetskih
povrsina (FAQ, 2019). Crvena malina potjece iz Turske, gdje su jos u doba Troje ljudi skupljali
plodove samonikle maline u podnozju planine Ida. Prema povijesnim podatcima Palladiusa,
rimskog botanicara, malina je domestificirana u 4. stoljecu (Nikoli¢ i sur., 2015). Malina koja
pripada skupini jagodastog voca prirodni je izvor bioaktivnih spojeva koji pogodno djeluju na
ljudsko zdravlje. Bogata je spojevima kao $to su vitamini, minerali te je jedan od najbogatijih
izvora prirodnih antioksidacijskih spojeva kao $to su polifenoli, posebice antocijani i flavonoli.
Maline se najce$ée konzumiraju u svjeZzem stanju kada je veéina bioaktivnih spojeva jos ak-
tivna ili kao preradevine. Upravo zbog svog kemijskog sastava malina se svrstava u funkcio-
nalno voce. Prema Beekwilderu i sur. (2005) utvrdeno je da malina ima vecu antioksidacijsku
aktivnost od ostalih istrazivanih voénih vrsta kao npr. jagode, kivija i jabuke, te znatno vecéu od
nekih povrtnih vrsta kao $to su brokula i raj¢ica. Prema Zlabur i sur. (2016) malina ima antiok-
sidacijsku aktivnost ve¢u od 50% u usporedbi s jagodom. Listovi i sjemenke maline, koje su
vec¢inom nusprodukt proizvodnje, su bogati polifenolima, te bi se zajedno s plodovima mogli
koristiti u ljudskoj prehrani kao alternativni izvor bioaktivnih spojeva. Listovi maline sadrze fe-
nolne kiseline poput klorogenske, galne, ferulinske, kafeinske te flavonoide poput kvercetina
i kempferol-3-O-glukozid (Kratchanova i sur., 2010). U Europi se vec stolje¢ima listovi koriste
u prirodnoj medicini za razne poremedaje. Sjemenke malina se najéesce koriste u obliku ulja.
Zadnjih godina povecana je potraznja za funkcionalnom hranom te ima vrlo malo podataka o
sadrZaju bioaktivnih komponenata u sjemenkamaiilistu malina.
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Materijali i metode

Uzorci

U istrazivanju koriSteni su plodovi, listovi i sjemenke dvogodisnjih sadnica sorte 'Himbo
Top' (Rubus idaeus L.). Himbo-Top® je jesenska sorta selekcionirana u Svicarskoj, te je na trzi-
Stu predstavljena 2008. godine. Zastitni je znak tvrtke Promo-Fruit Ltd (2019) koja promovira,
distribuira i izdaje licencirane sadnice i plodove ove sorte poznate i pod nazivom 'Rafzaqu’'.
Nastala je krizanjem americke sorte 'Autumn Bliss' (U.S. Plant Pat. No. 6,597) i 'Raftazer' (nije
licencirana u SAD-u i prodaje se pod nazivom 'Himbo Queen'). Sortu 'Himbo Top' karakteri-
ziraju veliki plodovi i otpornost prema Phytophtora fragariae var. rubi. Ima snazan rast i manji
broj stolona. Cvjetovi su bijele boje i cvatu od travnja do svibnja. Plodovi su veli¢ine 6 do 8 g,
svijetlo crvene boje. Dozrijevaju od srpnja do rujna, berba traje 6-8 tjedana. Od drugih sorata
ima za oko 50% vedi prinos. Biljni materijal dopremljen je iz komercijalnog proizvodnog nasada
proizvodaca Fragaria d.o.o. u listopadu 2018. godine. Plodovi su prikupljeni u punoj fiziolos-
koj zrelosti. Zdravi, neoStec¢eni mladi i stariji listovi prikupljeni su s istih jedinki kao i plodovi.
Zaprimljeni plodovi i listovi, Cuvali su se u zamrzivacu na -40 °C do pocetka kemijske analize.
Sjemenke su ekstrahirane iz prikupljenih plodova.

Priprema ekstrakata

Uzorak od 5 g ploda maline usitnjen je u tarioniku te kvantitativno prenesen u Erlenmeye-
rovu tikvicu u koju je potom dodano 30 mL 50 % vodene otopine etanola (% v/v). Smjesa se
promijesala te ostavila 24 h u mraku i na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smjesa se stavila u
ultrazvuénu kupelj na 35 min pri 70 °C. Ekstrakt je potom filtriran kroz filtar papir u odmjernu
tikvicu od 50 mL te nadopunjen s ekstrakcijskim otapalom do oznake.

Uzorak od 2 g listova maline usitnjen je u tarioniku i kvantitativno prenesen u Erlenmeye-
rovu tikvicu u koju je potom dodano 30 mL 50 % vodene otopine etanola (% v/v). Nakon toga,
smjesa se stavila u ultrazvuénu kupelj na 35 min pri 70 °C. Ekstrakt je potom filtriran kroz filtar
papir u odmjernu tikvicu od 50 mL te nadopunjen s ekstrakcijskim otapalom do oznake.

Sjemenke su iz plodova ekstrahirane pomodéu miksera te su stavljene u 5% otopinu izbje-
liivaca na 30 min. Potom je 0,2 g sjemenki usitnjeno je u tarioniku i kvantitativno preneseno
u Erlenmeyerovu tikvicu u koju je potom dodano 30 mL destilirane vode. Nakon toga, smjesa
se stavila u ultrazvuénu kupelj na 35 min pri 70 °C. Ekstrakt je potom filtriran kroz filtar papir u
odmijernu tikvicu od 50 mL te nadopunjen s ekstrakcijskim otapalom do oznake.

Analiticke metode
Ukupni fenoli, ukupni flavonoidi i flavan-3-oli odredivani su prema lvanova i sur. (2010).

Antioksidacijski kapacitet odredivani su pomo¢u DPPH (1,1-difenil-2—pikrilhidrazil) radikala
prema Brand-Williams i sur. (1995) i ABTS (2,2'-azinobis (etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline))
prema Re i sur. (1999).

Za identifikaciju pojedinacnih polifenola u ekstraktu ploda maline pomocu vezanog su-
stava tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti-spektrometar masa (LC-MS) koristen je
instrument Shimadzu Nexera X2-LCMS-8050. Pokretna faza A sastojala se od 1 % -tne otopine
mravlje kiseline u vodi (v/v), a pokretna faza B sastojala se od acetonitrila. Gradijentno eluiranje
bilo je sljedece: od 0 do 7 min, 30 % B, od 7 do 27 min 50 % B, od 27 do 30 min 33 % B. Protok
pokretne faze bio je 0,2 mL/min, a volumen injektirano uzorka bio je 10 pL. Koristena je kolona
Shimpack XR ODS Il (1,6 um, 50 x 2,0 mm). Spektrometri masa dobiveni su u pozitivnom modu
uz elektrosprej ionizaciju (engl. ESI-Electron Spray lonization).
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Statistickaanaliza

Sve analize radene su u triplikatu. Podaci istraZivanja statisticki su obradeni u Excel progra-
mu (Microsoft Office, 2019) i programskom paketu SAS, verzija 9.3 (SAS, 2010). Srednje vrijed-
nosti usporedene su Tukey-evim testom, a smatraju se znacajno razli¢itima kod p<0,05.

Rezultatiirasprava
Iz Tablice 1. vidljivo je kako su najviSu masenu koncentraciju flavonoida po gramu svjeze
tvari imale sjemenke maline, dok su najnizu imali plodovi maline.

Tablica 1. Maseni udjeli (mg/100 g svjeze tvari) ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, uku-
pnih antocijana te ukupnih flavan-3-ola u plodu, listu i sjemenci maline

Table 1. Mass fractions (mg/100 g of FW ) of total phenols, total flavonoids, total anthocya-
nins and total flavan-3-ols in fruit, leaf and raspberry seeds

Plod/Fruit List/Leaf Sjemenka/Seed

Ukupnifenoli
(mg GAE/ 100 g svjeze tvari)/ 255,70°+12,08 848,89°+77,73 2369,44°+138,6
Total phenols (mg GAE/ 100 g FW)
Ukupni flavonoidi
mg QE/100 g svjeze tvari/ 142,81°+13,64 807,29°+39,04 2853,01°+81,97
Total flavonoids (mg QE/100 g FW)
Ukupniantocijani
(mg Cyn-3-glueq/100 g

svjeze tvari)/ 38,74+2,10 n.d. 105,5°+1,5
Total anthocyanins (mg Cyn-3-glu eq/100
gFW)
Ukupniflavan-3-oli
(mg CATeq/ 100 g svjeze tvari)/ 12,92°+1,94 n.d. 713,64°+28,61

Total flavan-3-ols (mg CATeq/ 100 g FW)

Prikazane srednje vrijednosti sa razlicitim slovima u istom retku znacajno se medusobno razli-
kuju prema Tukey-evom testu (p < 0,05) /Means with different letters in the same row are different
according to Tukey test (p <0,05), n.d. — nije detektirano/n.d.-not detected

Rezultati ANOVA-e pokazali su kako postoji znacajna razlika u sadrzaju polifenola u plo-
dovima, sjemenci i listu. U listu maline maseni udio ukupnih fenola iznosio je 848,89 mg/100
g. Od svih analiziranih polifenola, utvrden je najvisi maseni udio flavonoida i ukupnih fenola
kod svih analiziranih uzoraka. Najvise flavonoida imale su sjemenke maline 2853,03 mg/100
g svjezeg uzorka, a list maline 807,29 mg/100 g svjezeg uzorka, dok su plodovi maline imali
142,81 mg/100 g svjezeg uzorka. Takoder, najvisi maseni udio ukupnih fenola imale su sjemen-
ke u iznosu 2369,44 mg/100 g svjezeg uzorka. Utvrdeno je kako sjemenke sorte 'Himbo Top'
imaju visi maseni udio ukupnih fenola od plodova sorte 'Heritage' (od 1208 do 1905 mg/100
g), te plodova sorata kupine 'Chester Thronless' (2008 mg/100 g), 'Thornless Evergreen' (2061
mg/100 g), te 'Hull Thornless' (2349 mg/100 g). U usporedbi s drugim sortama maline koje su
imale maseni udio fenola u plodu od 274 do 714 mg/100 g svjeZe tvari, analizirani plod sorte
Himbo Top ima znacajno nizi maseni udio ukupnih fenola (Bobinaite i sur., 2012). Ukupni fenoli
u listovima maline iznosili su 8,5 mg/ g svjeze tvari (848,89 mg/100 g svjeZe tvari) $to je manje
od drugih sorata maline ('Summit' 32,3 mg/g, 'Sentry' 11,8 mg/g, 'Canby' 16,9 mg/g i 'Autumn
Bliss' 30,1 mg/g svjeze tvari), kupine ('Chester Thronless' 20,7 mg/g, 'Hull Thornless' 18,5 mg/g
svjeze tvari) i jagode (‘Allstar' 13,8 mg/g svjeze tvari) (Wang i Lin, 2000).
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Od ukupnih flavan-3-ola sjemenke su imale vi$i maseni udio (713,63 mg/100 g svjezeg
uzorka), u odnosu na plod maline koji je iznosio 12,91 mg/100 g svjezeg uzroka (Slika 1). Prema
Arts i sur. (2000) prosjecne vrijednosti za katehin i epikatehin u plodu maline su 0,97 mg/100 g
svjeze tvari odnosno 0,83 mg/100 g svjeze tvari.
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Slika 1. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i flavan-3-ola u plodu, listu i sjemen-
ki maline sorte Himbo Top

Figure 1. Content of total phenols, flavonoids, anthocyanins and flavan-3-ols in the fruit,
leaves and seeds of the raspberry variety Himbo Top

Od analiziranih polifenola najmanje je bilo antocijana, od kojih su sjemenke imale 105,5
mg/100 g svjezeg ploda, a plodovi su imali 38,74 mg/100 g svjezeg uzorka. Maseni udio antoci-
jana u plodu maline sorte Himbo Top (38,74 mg/100 g svjeze tvari) nije se znacajno razlikovao
od masenih udjela antocijana vodenih ekstrakata sorata 'Aksu Kirimizisi' (49,3 mg/100 g svje-
Zeg uzorka) i 'Hollanda Boduru' (45,6 mg/100 g svjezeg uzorka) dok su vise vrijednosti antocija-
na imale sorte 'Newburgh' (69,5 mg/100 g) i 'Rubin' (60,3 mg/100 g) (Sariburun, 2010). Takoder,
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sadrzaj antocijana podudara se sa sadrzajem antocijana roditeljske sorte 'Autumn Bliss'. Prema
istrazivanju Pantelidis i sur. (2010), sadrzaj antocijana u sorti 'Autumn Bliss' bio je u rasponu od
35,1 do 39,1 mg/100 g svjezeg uzorka. Sorta 'Himbo Top' ima znacajno manji sadrzaj antocija-
na u usporedbi sa sortama kupine 'Thornless Evergreen' (146,8 mg/100 g), 'Chester Thronless'
(134,6 mg/100 g), 'Hull Thornless' (152,2 mg/100 g) te znacajno viSe vrijednosti od Zute sorte
maline 'Fallgold' (od 1,3 do3,4 mg/100 g) (Pantelidis, 2010). U usporedbi sa krizancima izmedu
crvene maline i kupine (Rubus idaeus x Rubus fruticosus) sorta 'Himbo Top' imala je znadajno
manji sadrzaj antocijana u odnosu na krizance 'Tayberry' (103,5 mg/100 g), 'Sunberry' (175,8
mg/100 g), 'Silvan' (197,8 mg/100 g). Vise vrijednosti ukupnih antocijana kod krizanaca izme-
du kupine i maline posljedica su genetskog utjecaja. Takoder, imala je znacajno manji sadrzaj
antocijana u usporedbi sa sortama crvenog ribiza 'Rovada' (7,5 mg/100 g) i 'White Versailles'
(1,4 mg/100 g). Nadalje, utvrden je vedi sadrzaj antocijana u odnosu na jagodu (31,9 mg/100 g
svjeze tvari) (Wang i Lin, 2000). Razlicite vrijednosti antocijana izmedu istrazivanja posljedica
su razlicitih analiziranih sorata te stupnja zrelosti (Jenié¢, M., 2019).

Tablica 2. Antioksidacijski kapacitet u plodu, listu i siemenki maline sorte Himbo Top odre-
deni pomodéu DPPH i ABTS ( izrazeni u umol Trolox/g svjezeg uzorka)

Table 2. Antioxidant capacityinfruit, leafand seeds of Himbo Top raspberry determined by
DPPH and ABTS (in pmol Trolox / g fresh weight)

DPPH ABTS

Plod/Fruit 0,01+0 0,01+0
List/Leaf 0,03+0,01 0,04+0,01
Sjemenka/Seed 0,14+0,02 0,12+0,03

U sorti 'Himbo Top' flavonoli su potvrdeni pomocu vezanog sustava tekucinska kromato-
grafija visoke djelotvornosti-spektrometar masa (LC-MS) i to sljedeci spojevi: kvercetin-3-O-ga-
laktozilramnozid, kempferol-3-O-glukozid, kempferol-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-glukozid,
kvercetin-3-O-galaktozid, kvercetin-3-O-rutinozid. Odreden je i antioksidacijski kapacitet po-
mocu DPPH i ABTS metode, te nisu utvrdene znacajne razlike izmedu ploda, lista i sjemenke
(Tablica 2). Metodom DPPH utvrdeno je kako su sjemenke imale 0,14 umol/g svjezeg uzorka
antioksidacijski kapacitet, a listovi su imali 0,03 umol/g svjezeg uzorka, dok su plodovi imali
najmanji antioksidacijski kapacitet (0,01 umol/g svjezeg uzorka). Pomoc¢u ABTS metode u sje-
menkama je odredeno 0,12 umol/g svjezeg uzorka antioksidacijskog kapaciteta, u listovima
0,043 umol/g svjezeg uzorka, dok su plodovi imali najmanji antioksidacijski kapacitet 0,013
umol/g svjezeg uzorka.

Zakljucak

Rezultatima ovog rada utvrdeno je kako postoji znacajna razlika u sadrzaju polifenola u
svim analiziranim uzorcima. Najveéi maseni udio polifenola imale su sjemenke maline, od kojih
je izmjereno najvise flavonoida (2853,03 mg/100 g svjeZzeg uzorka) i ukupnih fenola (2369,44
mg/100 g svjezeg ploda), dok su listovi imali 807,01 mg/100 g svjeze tvari flavonoida i 848,89
mg/100 g svjeze tvari ukupnih fenola. Najmanji maseni udio polifenola kod maline imali su
plodovi, u usporedbi s listovima i siemenkama. Nije utvrdena znacajna razlika izmedu antiok-
sidacijskog kapaciteta u analiziranim uzorcima. Utvrdeno je kako su listovi i siemenke bogatiji
polifenolima nego plodovi maline te ¢ine vrijedan alternativni prirodniizvor polifenola. Bududi
da su bioaktivni spojevi tesko dostupni ljudima i u biljkama se nalaze u malim koli¢cinama po-
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trebna su daljnjaistrazivanja njihove biodostupnosti koja bi mogla dati novi pristup u medicini
iliprehrambenojindustriji poput ekstrakcije i inkapsulacije bioaktivnih spojevaiz maline.

Napomena

Ovaj znanstveni rad napisan je na temelju rezultata diplomskog rada Milene Jeni¢ pod na-
slovom Bioaktivne komponente u plodu, listuisjemenci maline (RubusidaeusL.). Zahvaljujemo
tvrtki Shimadzu na ustupanju LC-MS instrumenta na koristenje!
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Bioactive compounds in the fruit, leaves and seeds of raspberry
(Rubus idaeus L.)

Abstract

Raspberry (Rubus idaeus L.) is one of the fruit species that is rich in a variety of chemical compounds
such as vitamins, minerals and polyphenols. Polyphenols affect the sensory and nutritional properties of
the plant. Raspberry leaves and seeds, which are mostly a by-product of production, have a significant
polyphenol content and, together with the fruits, could be used more in the human diet as an alternative
source of bioactive compounds. In this work, polyphenolic compounds were determined, and the content
of flavonoids, anthocyanins and total phenols in the fruit, seeds and leaves of raspberry cultivar 'Himbo
Top' was determined. Raspberry seeds had the highest mass fraction of polyphenols, of which the most
flavonoids (2853.03 mg / 100 g of fresh sample) and total phenols (2369.44 mg / 100 g of fresh fruit) were
measured, and the lowest mass fraction of polyphenols in raspberries had fruits. Also, antioxidant capacity
was determined using DPPH and ABTS methods, and no significant differences in antioxidant capacity were
found between fruit, leaves and seeds. Using the LC-MS method, individual anthocyanins and flavonols in
raspberryfruit wereidentified.
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