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IZvOD

U radu je prikazan uticaj nadmorske visine na sadrzaj polifenolnih
jedinjenja u jagodastom vocu. Jagodasto voce je poznato kao dobar
izvorpolifenola, koji doprinosevisokoj antioksidativnoj aktivnosti.
Epidemiloloske studije su pokazale korelaciju izmedu visokog
unosapolifenolnih  jedinjenja 1  smanjenog  rizika  od
kardiovaskularnih oboljenja, kao i povoljno delovanje na neke
tipove kancera i neurodegerativna oboljenja kao §to su Alcheimer-
ova 1 Parkinsonova bolest.Tokom istrazivanjaanalizirane su tri
vrste Sumskih plodova (malina, kupina i jagoda), sakupljenih sa
razli¢itihnadmorskihvisinaplanine Bjelasice u Crnoj
Gori.Odredivani su sadrzaji ukupnih fenola,ukupnih antocijana,
cijanidina i1 elagne kiseline. Najveéi sadrzaj ukupnih fenola,
ukupnih antocijana i cijanidina detektovan je u plodovima
samonikle kupine, jagode i maline, koji su sakupljeni sa visih
nadmorskih visina, dok je u slucaju elagne kiseline, odreden veci
sadrzaj u plodovima koji rastu na nizim nadmorskim visinama.
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Lekovita svojstva biljaka poznata su od najranijih vremenaljudske civilizacije. Od
tada pa sve do danasnjih dana biljke su se upotrebljavale kao hrana, lekovi,
konzervansi, u religiozne svrhe, za ukras, itd. Sve do razvoja hemije, a narocito
sinteze organskih molekula u XIX veku, izvor farmakoloski aktivnih supstanci bile
su iskljucivo biljke. Poslednjih godina povecano je interesovanje za vocei povrée
koje sadrzi visoke koncentracije polifenola zbog njihovih potencijalnih bioloskih i
po zdravlje povoljih efekata.

Ovibioloski efekti su delom uslovljeni njihovim antioksidativnim
kapacitetom.Medu uobi¢ajnim voéem i povréem u dijeti, po najveéem
antioksidativnom kapacitetu se posebno istiCe jagodasto vocée tamno-plave ili
crvene boje [1].

Jagodasto vocée je poznato kao dobar izvor polifenolnih jedinjenja koja
doprinose visokoj antioksidativnoj aktivnosti. Od polifenola a u najve¢em procentu
zastupljeni su antocijani, i to u vidu glikozida i1 flavonoidi od kojih su
najzastupljeniji derivati kvercetina i kemferola[2,3].

Epidemiloloske studije su pokazale korelaciju izmedu visokog unosa
polifenola i smanjenog rizika od kardiovaskularnih oboljenja kao i povoljno
delovanje na neke tipove kancera i neurodegerativna oboljenja kao S$to su
Alcheimer-ova i Parkinsonova bolest [4,5].

U cilju hemijske karakterizacije plodovasamoniklog voca, cilj ovog rada je
procena uticaja nadmorske visine staniSta, na sadrzaj ukupnihfenola, ukupnih
antocijana, sadrzaj cijanidina i elagne kiseline, u plodovima maline, kupine i
jagode, sakupljenih na podrucju planine Bjelasica.

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal

Na podrucju planine Bjelasica, sakupljeni su uzorci plodova divlje maline
(700 i 1250 m nadmorske visine), divlje kupine (1500 m) i divlje jagode (700 i
1250 m). Uzorci su brani ruéno i istog dana zamrzavani na -18 °C do analize.

Sadrzaj ukupnih fenola:

Sadrzaj ukupnih fenolaraden je metodom uz koris¢enje Folin-Ciocalteu
reagensa [6].

Postupak: 200 plekstrakta (koncentracija zavisiod aktivnosti ekstrakta)
pomesati sa 1 ml 1:10 razblazenog Folin-Ciocalteu reagensa (FCR). Posle 4 minuta
dodati 800 pl natrijum-karbonata (75 g/l). Nakon 2 h inkubacije na sobnoj
temperaturi, meriti absorbancu na 765 nm. Galna kiselina (0-100 mg/1) je koriS¢ena
za izradu kalibracione krive.
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Rezultati su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline po gramu svezeg ploda
(mg GAE/g). Analize su uradene u tri ponavljanja a rezultati izraZeni kao srednja
vrednost sa standardnom devijacijom.

Odredivanje ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijanaradenje po modifikovanoj metodi koju propisuje
Evropska farmakopeja (Ph Eur 6.0) [7].

Postupak: Izgnjeciti 50 g ploda ex tempore. U oko 5,00 g zdrobljenog
ploda, tacno odmerenog, dodati 95 ml MeOH i mesati na magnetnoj mesalici 30
minuta. Filtrirati direktno u normalni sud od 100 ml. Isprati filter MeOH i dopuniti
istim do 100 ml. Dobijeni rastvor razblaziti 50 puta sa 0,1 % V/V HCIl u
metanolu.Meriti apsorbancu rastvora na 528 nm. Slepa proba predstavlja metanolni
rastvor 0,1 % V/V HCIL

Sadrzaj antocijana u % (izraZennacijanidin-3-glukozid hlorid) racuna se
prema formuli: A x 5000

718 x m

718 = specificna apsorbanca cijanidin-3-glukozid hlorida na 528 nm
A = apsorbanca na 528 nm
m = masa droge u gramima

Analize su uradene u tri ponavljanja a rezultati izrazeni kao srednja
vrednost sa standardnom devijacijom.

Sadrzaj cijanidina

Sadrzaj cijanidina je raden metodom koju su opisali Zhang i saradnici[8].

Postupak: 5 g smrznutog ploda usitniti i ekstrahovati smeSom rastvaraca
voda:metanol (1+1 v/v) na ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 20
minuta.Rastavarac za ekstrakciju pripremiti na sledeé¢i nacin: 50 ml metanola+33ml
vode+17ml 37% HCI. Posle ekstrakcije rastvor profiltrirati kroz teflonski filter od
0,45um, filtrat (3ml) prebaciti u teflonsku vijalicu i ostaviti 60 minuta na 100°C da
se hidrolizuje. Posle brzog hladenja do sobne temperature injektirati u tecni
hromatograf.

Analizesu uradene u tri ponavljanja a rezultati izraZzeni kao srednja
vrednostsastandardnom  devijacijom. Za analiziranje je koriSéen tecni
hromatogramHewlett Packard serije 1090 sa DAD detektorom. Injekciona
zapremina uzorka je 20ul. Kolona je Li Chrospher 100 Rp -18e, dimenzije 250 x
4,6 mm, veliCina Cestice Sum.Mobilnu fazu A ¢ini 10% (V/V) HCOOH u H,0, a B
MeCN. Ekstrakti su odvojeni gradijentom prema sledec¢oj Semi: start B 1%, 1-
4minuta B 7%, 7,5 minuta B 10% , 11,5-15,5 B 14%, 18,5-22 minuta B 18%.
Protok je 1.0 ml/min , a detekcija je na 290, 350 1 520 nm, a temperatura 35°C.
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Sadrzaj elagne Kkiseline

Sadrzaj elagne kiseline raden je metodom koju su dali Hékkinen i sar. [9].

Postupak: 5 g usitnjenih svezih plodova pomesati sa 15 ml destilovane
vode i 25 ml metanola. U tu sme$u dodati jo§ 10 ml 6 mol/l HCI. Mesavinu kuvati
na vodenom kupatilu uz povratni hladnjak 20h na 85+5°C. Nakon hladenja ekstrakt
profiltrirati. 10ml ovog rastvora upariti do suva na vakuum uparivaéu na 35°C.
Suvi ostatak rastvoriti u 2 ml metanola i filtrirati kroz filter (0,45 pum) pre analize.

Identifikacija i kvantifikacija sadrzaja elagne kiseline vrsena je tecnom
hromatografijom (HPLC)uz kalibracionu krivu.Analize su uradene u tri ponavljanja
a rezultati izrazeni kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom.
Analize su uradene na te¢nom hromatogramu Hewlett Packard serije 1090 sa DAD
detektorom serije. Injekciona zapremina uzorka je 20ul. Kolona je Li Chrospher
100 Rp -18e, dimenzije 250 x 4,6 mm, veli¢ine cestice Sum.Mobilnu fazu A ¢ini
MeCN, a B 1% (V/V) H;PO4 u H,0.Ekstrakti su odvojeni gradijentom prema
slede¢oj Semi 0-3 minuta 95% B,20 minuta 0% B. Protok je 1,0 ml/min, detekcija
jena 2551350 nm, a temperatura 35°C.

REZULTATI I DISKUSIJA

Tokom istrazivanja sakupljeno je i analizirano tri vrste Sumskih plodova
(malina, kupina i jagoda) kroz pet uzoraka, sa razli¢itih nadmorskih visina planine
Bjelasice u Crnoj Gori. Odredivani su sadrzaji ukupnih fenola, ukupnih antocijana,
cijanidina 1 elagne kiselinekoja je jedan od znacajnih sekundarnih metabolita
ispitivanih vrsta, a rezultati su prikazani u tabeli 1.

Najveci sadrzaj fenola (izrazenih u mg ekvivalenta galne kiseline) pokazao
je plod kupine, zatim jagode koja raste na 1250 m nadmorske visine. Plod kupine je
pokazao veci sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na plod jagode koja raste na visini
oko 700 m. Plod maline koja raste na 1250 m nadmorske visine ima veci sadrzaj
ukupnih fenola od ploda maline koja raste na 700 m.

Najveéi sadrzaj ukupnih antocijana imao je plod divlje kupine, zatim
maline koja raste na nadmorskoj visini od 1250 m, pa maline sa visine od 700 m.
Plod jagode prikupljene sa 1250 m nadmorske visine, sadrzi viSe antocijana u
odnosu na plod jagode sa 700 m.

Rezultati odredivanja cijanidina kao dominantnog antocijanskog aglikona
pokazuju, da je najveéi sadrzaj utvrden u svezem plodu kupine, zatim plodu
malinesa 1250 m, maline sa 700 m, jagode sa 1250 m, pa jagode sa 700 m
nadmorske visine.

Najveci sadrzaj elagne kiseline ima plod maline prikupljen sa 1250 m,
zatim kupine pa maline sa 700 m. Sledi plod jagode ubrane sa 700 m pa jagode sa
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1250 m. Rezultati pokazuju da malina koja raste na vec¢oj nadmorskoj visini sadrzi
viSe elagne kiseline, dok kod jagode to nije slucaj, jer plod jagode koja raste na

nizoj nadmorskoj visini ima veci sadrzaj elagne kiseline.

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih antocijana, cijanidina i elagne kiseline

u ispitivanim uzorcima.

Table 1.The contentof total phenolics, total anthocyanins, cyanidine and elagicacid

inthe investigated samples

Ukupni fenoli Ukupni Cijanidin Elagna kiselina
Uzorci (mgGAE/g antocijani (mg/g svezeg (mg/100 g
svezeg ploda) (%) ploda) svezeg ploda)
1. Kupina 2.744+0.02 0.119+£0.007 | 0.41+0.02 216.2+10.2
2. Jagoda 2.24+0.06 0.009+0.002 | 0.03+0.01 114.3£7.1
3. Jagoda 2.37+0.08 0.012+0.002 | 0.04+0.01 111.9+£8.6
4. Malina 1.3940.04 0.024+0.004 | 0.14+0.02 144.5£5.9
5. Malina 1.724+0.07 0.041+£0.003 | 0.21£0.02 222.6£12.1

Uzorak 1. kupina (1500 m); uzorak 2. jagoda (700 m); uzorak 3. jagoda (1250 m); uzorak 4.
malina (700 m); uzorak 5. malina (1250 m)

Nasi rezultati pokazuju uticaj nadmorske visine na sadrzaj polifenolnih
jedinjenja u Sumskim plodovima, Sto je u skladu sa podacima iz literature[10,11].
Nasa prethodna proucavanja uticaja nadmorske visine na sadrzaj ukupnih fenola i
antocijana u plodovima borovnice su pokazala, da je u uzorcima prikupljenim sa
stanista iznad 1500 m nadmorske visine, odreden veci sadrzaj pomenutih biolosko
vrednih sastojaka [12]. Planinska staniSta su posebno osetljiva nasuncevozracenje,
posebno UV-B, zbog velike nadmorske visine. Sposobnost biljaka da sintetisu
razlicita polifenolna jedinjenja je evolutivni odgovor na visoku izlozenost UV-B
zraCenju.Poznato je da solarna radijacija stimuliSe sintezu polifenolnih jedinjenja,
koja pokazuju apsorbuju u UV-B spektru, pa sluze kao UV-B filteri i stite biljku od
Stetnog suncevog zracenja [13].

ZAKLJUCAK

Najveci sadrzaji ukupnih fenola, antocijana i cijanidina detektovani su u plodu
divlje kupine, a plodovi jagode i maline koji su sakupljeni sa viSih nadmorskih
visina pokazuju veéi sadrzaj aktivnih materija u odnosu na plodove koji rastu na
nizim nadmorsim visinama, osim u slucaju odredivane elagne kiseline, koje vise
ima u plodovima sa podneblja nize nadmorske visine.
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SUMMARY

This paper describes the effects of altitude on the content of polyphenolic
compounds in the wild berry fruits. Berries are known as a good source of
polyphenols, which contribute to the high antioxidant activity. Epidemiological
studies have shown a correlation between a high intake of polyphenolic compounds
and reduced risk of cardiovascular diseases, as well as beneficial effects on some
types of cancer and neurodegenerative diseases like Alcheimer's and Parkinson's
diseases. During the research three types of berries (raspberries, blackberries and
strawberries), collected at different altitudes in the Montenegro’smountain
Bjelasica, were analyzed. The contents of total phenolics, total anthocyanins,
cyanidine and elagic acid were determined. The highest content of total phenolics,
total anthocyanins and cyanidine was detected in fruits of wild blackberries,
raspberries and strawberries, which were collected from higher elevations, while in
the case of elagicacid, certain higher content of the fruits that grow at lower
altitudes.

Keywords: blackberry, strawberry, raspberry, polyphenols, anthocyanins,
cyanidine, elagic acid
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