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1. UVOD

Slobodni radikali su molekule ili fragmenti molekula koji sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona. Ti su elektroni delokalizirani te daju znacajan stupanj reaktivnosti. Opcenito ih se u
literaturi, kemijskim formulama te u kraticama oznacava superskriptnom to¢kom s desne strane.
Dvije najzastupljenije skupine slobodnih radikala su ROS i RNS. Pod ROS spadaju superoksid
(O27), hidroksil (HO"), peroksil (ROO"), hidroperoksil (HOO"), alkoksil (RO"), dok pod RNS
spadaju dusikov oksid (NO") te dusikov dioksid ("NO2). Postoje i brojne druge vrste slobodnih
radikala poput vodika (He), metila (HC3e), glutatila (GS¢), halogenih radikala (X¢), ugljikova
triklorida (CC13¢) i feril iona (FeOO2+2+) (Sharma i sur., 2018; Valko i sur., 2007).

Njihova je uloga u organizmu dvojna. Ovisno o koncentraciji mogu biti korisni ili Stetni. S
obzirom da su produkti su normalnog metabolizma stanice u niskim, ali mjerljivim
koncentracijama, odredenim ravnotezom izmedu stupnja njihove proizvodnje i stupnja
uklanjanja antioksidansima, ispoljavaju svoje korisne u¢inke. Njihova proizvodnja strogo je
regulirana hormonima, citokinima i drugim mehanizmima. Djeluju kao sekundarni glasnici,
sudjeluju u stanicnom odgovoru na Stetne 1 infektivne agense te sudjeluju u nizu staniénih
signalnih puteva. Primjerice u pokretanju i odrzavanju puteva prijenosa signala ukljucenih u
stani¢ni rast i diferencijaciju (Valko i sur., 2007).

Svaka stanica okarakterizirana je redoks stanjem, odnosno koncentracijom elektrona
pohranjenih u stani¢nim odjeljcima. Redoks stanje stanice odreduje njezino funkcioniranje te
se pri normalnim uvjetima odrZava unutar uskog raspona. Reakcije oksidacije bitne su za zivot
budu¢i da pomazu u odrzavanju slozene strukture naseg tijela, medutim mogu biti 1 Stetne.
Opcenito govorec¢i, oksidacija je proces kemijske transformacije koji rezultira ekstremno
reaktivnim slobodnim radikalima. Za pravilno odvijanje fizioloskih funkcija neophodna je
ravnoteza izmedu slobodnih radikala i antioksidansa (Neha i sur., 2019; Sharma i sur., 2018;
Valko i sur., 2007).

Ukoliko dode do prekomjerne proizvodnje ROS 1 RNS te manjka enzimskih i neenzimskih
antioksidansa, pocinju Stetno djelovati na organizam. Te se procese naziva oksidativnim i
nitrozativnim stresom. Oksidativni je stres Stetan proces, koji nastaje kao posljedica
metabolickih procesa u kojima se koristi kisik pri ¢emu dolazi do poremecaja ravnoteze izmedu
prooksidativnih 1 antioksidativnih reakcija u organizmu. Ravnoteza izmedu korisnih 1 Stetnih
ucinaka slobodnih radikala vrlo je osjetljiva 1 vazno ju je oCuvati, a to se postize mehanizmima
redoks regulacije, koji organizam Stite od oksidativnog stresa te se na taj nacin odrzava redoks

homeostaza. U visokim koncentracijama ROS moze uzrokovati oStecenje stani¢nih struktura,

1



proteina, lipida i nukleinskih kiselina, pri ¢emu se inhibira njihova funkcija. S obzirom na to,
oksidativni stres povezan je s razli¢itim patoloskim stanjima organizma i ukljucen u niz bolesti
poput kardiovaskularnih bolesti, raka, neurodegenerativnih bolesti kao i u proces starenja (Neha
i sur., 2019; Sharma i sur., 2018; Valko i sur., 2007).

Uslijed izlozenosti slobodnim radikalima organizmi su razvili niz obrambenih mehanizama. Ti
zaStitni putevi protiv oksidativnog stresa izazvanog slobodnim radikalima iz raznih izvora
ukljucuju preventivne mehanizme, mehanizme popravka, fizicku obranu te antioksidativnu
obranu (Valko i sur., 2007).

Antioksidansi se dijele na endogene i egzogene. Endogeni se dalje dijele na enzimske i
neenzimske. Pod enzimske antioksidanse spadaju glutation peroksidaza, superoksid dismutaza
i katalaza, dok se u neenzimske antioksidanse ubrajaju mokra¢na kiselina, lipoi¢na kiselina,
bilirubin, glutation i melanin. Egzogeni antioksidansi su oni koje unosimo u organizam, a neki
od njih su vitamini A, C i E, karotenoidi te polifenoli. Ravnoteza aktivnosti antioksidansa i
njihovih vrijednosti u stanicama nuzna je za opstanak i zdravlje organizma (Neha i sur., 2019;
Valko i sur., 2007).

Adekvatan unos antioksidansa najdjelotvorniji je nacin kontrole oksidativnog stresa i
izbjegavanja nastanka oksidativnog o$tecenja. Stru¢njaci smatraju da bi terapije temeljene na
antioksidansima mogla imati klju¢nu ulogu u prevenciji ranije navedenih stanja (Sharma i sur.,
2018; Georgiev, i sur., 2014).



1.1. Polifenoli

Polifenoli ¢ine najvecu skupinu fitokemikalija. Veé¢inom ih se pronalazi u hrani biljnog
podrijetla (Tsao, 2010). Istrazivanja pokazuju kako su mnogi pozitivni u¢inci konzumacije
biljaka i funkcionalne hrane posljedica prisutnosti polifenola. lako se radi o najzastupljenijim
antioksidansima u prehrani, polifenoli su tek nedavno zaokupili pozornost stru¢njaka. Jedan od
glavnih razloga koji je oteZzavao proucavanje njihovih ucinaka je njihova znacajna raznolikost
i velik broj slozenih kemijskih struktura s razli¢itim bioloskim aktivnostima (Scalbert i sur.,
2005).

Siroko su zastupljeni u biljkama, a njihovi glavni izvori su vocée te pi¢a biljnog podrijetla poput
aja, kave, voénih sokova i crnog vina. Ukupnom unosu doprinose i povrée, mahunarke, zitarice
i ¢okolada. Prema procjenama, njihov ukupni unos hranom mogao bi biti i do 1 g/dan, $to je 10
puta viSe od unosa vitamina C i ¢ak 100 puta viSe od unosa vitamina E ili karotenoida (Scalbert
i sur., 2005).

U vecini slucajeva, u hrani se nalaze sloZzene mjeSavine polifenola. Na njihov sadrZaj u biljci,
osim sorte, mogu Utjecati i zrelost u vrijeme berbe, okoli$ni ¢imbenici te naéin prerade i
skladiStenja (Manach i sur., 2004).

Mnogi polifenoli, izravno su ukljueni u odgovor biljke na razliite stresore. Nastaju kao
sekundarni metaboliti u biljkama, koje ih stvaraju s ciljem obrane od ultraljubi¢astog zracenja
ili od napada patogena. PomaZzu zacjeljivanju oStec¢enih dijelova ili posjeduju antimikrobna
svojstva, a njihova koncentracija u tim slu¢ajevima moze dodatno porasti (Manach i sur., 2004).
Kemijski gledano, polifenoli ¢ine skupinu spojeva s fenolnim strukturnim znacajkama. To je
zapravo skupni naziv za nekoliko podskupina fenolnih spojeva. Brojne su studije pokazale kako
se te podskupine mogu znacajno razlikovati u stabilnosti, bioraspolozivosti te fizioloskim
funkcijama (Tsao, 2010). Mogu se klasificirati ovisno o broju fenolnih prstenova ili strukturnih
elemenata koji te prstenove medusobno povezuju (Manach i sur., 2004).

Svi polifenolni spojevi imaju zajednicku osnovnu kemijsku strukturu, a to je aromatski prsten
na koji su supstituirane jedna ili viSe hidroksilnih skupina i funkcionalni bo¢ni lanac. Dijele se
u 10 glavnih skupina, od kojih su najznacajnije skupine flavonoidi i1 izoflavonoidi, stilbeni,

lignani te neflavonoidni spojevi (Harborne, 1989).



Jedna od najbrojnijih skupina polifenola su flavonoidi. Uz njih, skupine koje se smatra vaznima
za ljudsko zdravlje su fenolne kiseline, fenolni amidi te neflavonoidni polifenoli, medu kojima
se istiCe resveratrol (Tsao, 2010).

Strukturu flavonoida ¢ine dva aromatska prstena (A i B) povezana preko tri ugljikova atoma
koji tvore oksigenirani heterociklicki prsten (C). Uz to, mogu se vezati i medusobno te s
ugljikohidratima i organskim kiselinama §to dodatno doprinosi njihovoj strukturnoj raznolikosti
Ovisno o vrsti heterociklickg prstena, se dijele na 6 podskupina: flavonoli, flavoni, izoflavoni,
flavanoni, antocijanidini i flavanoli u koje spadaju katehini i proantocijanidini (Manach i sur.,
2004).

C

Slika 1. Osnovna struktura flavonoida

(preuzeto s https://commons.wikimedia.org/)

Polifenoli su snazni antioksidansi koji nadopunjuju antioksidativna djelovanja vitamina i
enzima (Tsao, 2010). Antioksidativna aktivnost odredena je njihovim redukcijskim
potencijalom, sposobnosc¢u stabilizacije 1 delokalizacije nesparenih elektrona, reaktivnoSc¢u s
drugim antioksidansima te potencijalom keliranja metalnih kationa. Zahvaljuju¢i kemijskoj
strukturi koja im omogucuje bolju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, u in vitro
ispitivanjima pokazali su se kao u¢inkovitiji antioksidansi od vitamina C i E (Rice-Evans i sur.,
1997).

Stupaju u izravne reakcije s receptorima ili enzimima uklju€enim u prijenos signala. Na taj
nacin §tite stanice od oksidativnog stresa, a rezultat tih interakcija moze biti modifikacija redoks
stanja stanice ili poticanje reakcija ovisnih o redoks potencijalu (Scalbert i sur., 2005).

Jedan od nacina njihovog antioksidativnog djelovanja je indukcija ili inhibicija odredenih

enzima. Mogu inducirati aktivnost glutation peroksidaze, katalaze ili superoksid dismutaze,
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enzima koji razgraduju hiperoksid, vodikov peroksid te superoksidne anione. Uz to, imaju i
mogucnost inhibicije enzima poput ksantin oksidaze (Tsao, 2010).

Na stanice mogu djelovati kao antioksidansi i kao prooksidansi. Kao antioksidansi povecavaju
im Sansu prezivljavanja, dok kao prooksidansi sprjeavaju proliferaciju tumorskih stanica, a
mogu uzrokovati i njihovu apoptozu (Scalbert i sur., 2005). Kemijski gledano, molekule
polifenola, nakon Sto predaju elektron ili atom vodika, same postaju slobodni radikali. Stoga
potencijalno mogu izazvati prooksidativne u€inke. Medutim, pitanje je hoce li ti u€inci pojaviti
in vivo i uzrokovati Stetu. Iz tog su razloga potrebna daljnja istrazivanja (Tsao, 2010).
Utvrdeno je da mogu neutralizirati slobodne radikale doniranjem elektrona ili atoma vodika.
Suzbijaju stvaranje slobodnih radikala te time smanjuju brzinu oksidacije inhibicijom ili
deaktivacijom aktivnih vrsta ili prekursora slobodnih radikala. Mogu djelovati i kao hvataci
slobodnih radikala u lananim reakcijama peroksidacije. Razbijaci lanca slobodnom radikalu
doniraju elektron, pri tom neutraliziraju¢i radikal sami postaju stabilni radikali, ali manje
reaktivni, ¢ime zaustavljaju lancane reakcije (Tsao, 2010).

Takoder, mogu djelovati i kao kelatori metala. Kelacijom prijelaznim metala poput Fe?* izravno
smanjuju brzinu Fentonove reakcije. Time se sprjeCava oksidacija uzrokovana visoko
reaktivnim hidroksilnim radikalima (Tsao, 2010).

Vazno je naglasiti da nemaju svi polifenoli jednak stupanj apsorpcije, stoga se i njihova
biodostupnost znacajno razlikuje. Metaboliziraju se jetrenim i crijevnim enzimima te crijevnom
mikroflorom. Metaboliti se brzo eliminiraju iz plazme pa je nuZna svakodnevna konzumacija
biljnih proizvoda, kako bi se odrzale visoke koncentracije. Uz to, postoji moguc¢nost da sami
polifenoli, koje unosimo hranom i koje se istrazuje, zapravo nisu aktivne komponente, ve¢ da
su aktivni neki njihovi metaboliti, zbog ¢ega su potrebna daljnja istrazivanja (Scalbert i sur.,
2005; Manach i sur., 2004).

Ucinci polifenola na zdravlje ovise o unesenoj koli¢ini 1 njihovoj bioraspoloZivosti, §to uvelike
moze varirati (Manach i sur., 2004). Istrazivanja provedena posljednjih godina podupiru
preventivnu ulogu polifenola po pitanju degenerativnih bolesti, posebice kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti te karcinoma (Tsao, 2010).

Epidemioloskim studijama potvrden je preventivni u¢inak kod kardiovaskularnih bolesti, dok
se uvelike provode studije po pitanju neurodegenerativnih bolesti, karcinoma, osteoporoze i
Secerne bolesti. Veéina dokaza o preventivnim ucincima dobivena je pokusima pri kojima su
koristene puno vece doze od onih koje su prisutne u prehrani. 1z tog razloga i dalje nema
dovoljno podataka za formiranje smjernica koje bi vrijedile za opéu populaciju ili pojedine

rizi¢ne skupine. (Scalbert i sur., 2005). Medutim, iako se ve¢ina dokaza temelji na podacima
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dobivenim in vitro studijama, sve je viSe dokaza koji ukazuju na njihovo in vivo antioksidativno
djelovanje (Tsao, 2010).

Vode¢i uzrok smrtnosti u 21. stoljecu, uz karcinom, su kardiovaskularne bolesti. Iz tog razloga
nalaZenje nacina njihove prevencije jedan je od glavnih predmeta istrazivanja (Ramaa i sur.,
2006). Polifenoli se isticu kao jedni od najucinkovitijih. Djeluju¢i kao antioksidansi,
sprjecavaju oksidaciju LDL kolesterola, a uz to moduliraju i stani¢nu signalizaciju te Smanjuju
agregaciju trombocita (Arranz i sur., 2012).

Resveratrol, neflavonoidni polifenol, ima antiproliferativne ucinke djeluju¢i na nacin da
inducira apoptozu u stani¢nim linijama leukemije te karcinoma dojke, prostate, debelog crijeva

i guSterace (Aggarwal i sur., 2004).



1.1.1. Vinova loza

Vinova loza (Vitis spp.) jedna je od najstarijih i ekonomski najvaznijih biljnih kultura. Razlog
tome je njezina Siroka upotreba u proizvodnji vina, soka od grozda i raznih prehrambenih
proizvoda. Uzgaja se u umjerenim podrucjima s dovoljnom koli¢inom kise, gdje su ljeta topla

i suha, a zime relativno blage (Georgiev i sur., 2014).

Slika 2. Grozd vinove loze

(preuzeto s https://www.canva.com )

Jedinstvenu kombinaciju fitokemikalija u grozdu ¢ini niz bioaktivnih spojeva ukljucujuci
jednostavne fenole, flavonoide, antocijanine, stilbene, proantocijanidine i vitamin E.
Jednostavni fenoli prisutni u grozdu su derivati hidroksicimetne kiseline i hidroksibenzojeve
kiseline, ukljucujuci i galnu kiselinu. Postoje dokazi o raznim terapeutskim uéincima galne
kiseline poput antioksidativnih, protuupalnih, antikancerogenih, antifungalnih i antivirusnih
(Georgiev i sur., 2014).

Grozde je jedan od najbogatijih izvora polifenola. Polifenoli ukljucujuéi flavonoide, stilbene i
proantocijanidine najvaznija su skupina bioloski aktivnih spojeva u grozdu. Studije koje su
ispitivale u¢inke konzumacije grozda i proizvoda grozda na zdravlje, te ucinke pripisuju upravo
prisutnosti polifenola (Georgiev i sur., 2014).

Najzastupljeniji medu polifenolima grozda su flavonoidi. Raznolikost njihovih kemijskih
flavonoidi prisutni u grozdu su antocijanini, flavanoli, flavonoli, dihidroflavonoli i

proantocijanidini. Antocijanini su prisutni samo u crvenim sortama (Georgiev i sur., 2014).



Flavonoidi stite biljku od ultraljubicastog zracenja, odreduju boju cvijeta, privlace oprasivace
te stite tkiva u slucaju prisutnosti patogena ili oksidativnog ostecenja. U grozdu se prvenstveno
nalaze u epidermalnom sloju kozice i sjemenki bobica. Pokazalo se da imaju kardioprotektivna,
neuroprotektivna, antioksidativna, protuupalna, antikancerogena i antimikrobna svojstva i
svojstva protiv starenja (Georgiev i sur., 2014).

Kardioprotektivno djeluju pojacanjem funkcije endotela, smanjenjenjem oksidacije LDL-a,
poboljsanjem vaskularne funkcije, mijenjanjem lipida u krvi te moduliranjem upalnog procesa.
Jednom je studijom dokazano da konzumacija soka crnog grozdda bogatog flavonoidima
ublazava kardiovaskularne bolesti i inhibira trombozu. Neuroprotektivni u¢inak posljedica je
sprjecavanja neurodegenerativnih procesa inhibicijom neuro-upale i smanjenjem oksidativnog
stresa. Smatra se da poboljSavaju funkciju paméenja kod starijih osoba s blagim poteSko¢ama
pamcenja. Zbog protuupalnih i antioksidativnih svojstava imaju sposobnost zastite jetre djeluju
i hepatoprotektivno. Protuupalni u¢inak dogada se uslijed modulacije upalnih puteva ili
smanjenja razine ROS-a prilikom ¢ega smanjuju kroni¢nu upalu. Moduliranjem metabolicke
endotoksemije te poboljSanjem integriteta crijevne barijere Smanjuju pojavnost metabolickog
sindroma te razvoja pretilosti i DM tipa 2. Stoga, iako je ve¢ vrlo zastupljeno, grozde 1 njegove
proizvode treba i dalje promicati u svakodnevnoj prehrani, ne samo kao hranjivu, ve¢ 1 kao
zdravu hranu (Georgiev i sur., 2014).

Blagotvorno djelovanje flavonoida grozda na zdravlje povezuje se s pojmom "francuski
paradoks". Pojam se odnosi na epidemiolosku opservaciju relativno niske pojavnosti koronarne
bolesti srca u mediteranskoj populaciji, unato¢ lokalnoj prehrani bogatoj zasi¢enim mastima.
Kao glavni ¢imbenik koji je tome pridonio navodi se redovita konzumacija crnog vina koje
smanjuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti. Flavonoidi u crnom vinu smatra se
odgovornima za ovaj fenomen (Georgiev i sur., 2014).

Pokazalo se da i nusproizvodi, dobiveni kao rezultat prerade grozda imaju visoke nutritivne
vrijednosti te se proizvode u raznim oblicima poput praskova, granulata ili koncentriranih

ekstrakata (Georgiev i sur., 2014).



1.1.2. Japanski dvornik

Japanski dvornik (Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc.) je visegodi$nja zeljasta trajnica,
podrijetlom iz istoéne Azije. Osuseni korijen japanskog dvornika koristi se kao tradicionalni
biljni lijek u Kini i1 Japanu. Kineskoj narodnoj medicini koristi se za lijeCenje gonoreje,

dermatitisa i hiperlipidemije (Xiao i sur., 2002).

Slika 3. Japanski dvornik

(preuzeto s https://commons.wikimedia.org/)

Po kemijskom sastavu bogat je antrakinonima, stilbenima te flavonoidima, bioloski visoko
aktivnim spojevima s pozitivnim u¢incima na ljudsko zdravlje. Po svojoj bioloskoj aktivnosti
posebno su se istaknuli resveratrol, emodin te polidatin (Cucu i sur., 2021; Xiao i sur., 2002).
Zbog svojih antioksidativnih, antimikrobnih, protuupalnih i antikancerogenih uc¢inaka koristi se
u alternativnoj medicini za prevenciju i lije¢enje brojnih stanja (Cucu i sur., 2021).

Biljka je poznata i po svom negativnom ekoloskom utjecaju. Smatra se jednom od
najinvazivnijih vrsta, s obzirom da vrlo brzo raste i $iri se te time ugrozava okolnu vegetaciju

(Cucu i sur., 2021).



1.1.3. Resveratrol

Resveratrol ili trans-3,5,4'-trihidroksistilben znacajan je nutraceutik, fitoaleksin, prisutan u
mnogim biljnim vrstama. Prvi je put izoliran 1940. godine iz korijena bijelog kukurijeka
(Veratrum grandiflorum O. Loes), a nakon toga je pronaden i u raznim drugim biljkama, poput
grozda, borovnica, brusnica, kikirikija te japanskog dvornika. Poznato je da spojevi stilbena
biljkama pruzaju otpornost na mikrobne i gljivicne infekcije. U biljkama djeluje primarno
protektivno, odnosno biljke ga stvaraju kao odgovorna stresne ¢imbenike poput fizickih
ozljeda, ultraljubicastog zracenja i gljivi¢nih infekcija (Aggarwal i sur., 2004; Berman i sur.,
2017).

OH

HO N

OH

Slika 4. Struktura resveratrola

(preuzeto s https://commons.wikimedia.org/)

lako su rezultati do sada provedenih znanstvenih istraZivanja varijabilni, uofeno je da
resveratrol smanjuje rezistenciju tkiva na inzulin te da ima pozitivno djelovanje na snizavanje
krvnog tlaka i popravak endotelne funkcije. Takoder, moze prolaziti krvno-mozdanu barijeru
te ispoljavati svoje u€inke u srediSnjem Ziv€anom sustavu S$to je potaklo znanstvenike na
proucavanje ucinaka resveratrola kod pacijenata s Alzheimerovom bolesti. Pronadeno je da
smanjuje aktivnost MMP-9, ¢ija je povecana aktivnost biomarker Alzheimerove bolesti
(Berman i sur., 2017).

Uz navedene ucinke, pokazalo se da ima i potencijalno antikancerogeno djelovanje. Utjece na
sve tri faze kancerogeneze, inicijaciju, promociju i progresiju. Suzbija proliferaciju Sirokog
spektra tumorskih stanica na nacin da inhibira angiogenezu te pojacava apoptoticke ucinke

citokina, lijekova te gama-zracenja Kao fitonutrijent najucinkovitiji je protiv raka koze i
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gastrointestinalnog trakta (Berman i sur., 2017; Giovinazzo i Grieco, 2015; Aggarwal i sur.,
2004).

Inhibira COX enzime, zaduzene za pretvorbu arahidonske kiseline u prostaglandine, zbog ¢ega
se njegovo djelovanje povezuje s moguc¢im protuupalnim ucincima (Berman i sur., 2017).
Provedene su i studije koje su pokazale da inhibira agregaciju trombocita, zbog cega bi mogao
biti u¢inkovit u sprjecavaju stvaranja ugruSaka i u konacnici u prevenciji infarkta miokarda i
mozdanog udara (Berman i sur., 2017).

lako pokazuje znac¢ajan terapeutski potencijal, njegova je ucinkovitost djelomi¢na zbog slabe
bioraspolozivosti. Farmakokineticki, resveratrol se pokazao ucinkovitijim prilikom lokalne
primjene, nego oralno zbog brzog metabolizma i eliminacije. Ova slaba bioraspolozivost moze
se pripisati brzoj konjugaciji s glukuronskom kiselinom i sulfatima pri ¢emu nastaju glukuronidi
i sulfatni konjugati koji se nakupljaju u plazmi i urinu (Berman i sur., 2017; Giovinazzo i
Grieco, 2015).

U tijeku su brojna ispitivanja kako bi se odredila odgovarajucéa oralna doza s obzirom na brzi
metabolizam resveratrola, a postoji i potreba za dodatnim klinickim ispitivanjima koja
proucavaju razli¢ite mehanizme djelovanja resveratrola. Prilikom toga, potrebno je proucavati
i metabolite resveratrola jer se pokazalo da neki od njih takoder imaju znacajan potencijal

terapeutskog djelovanja (Berman i sur., 2017).
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1.2. Biodostupnost i bioraspoloZivost polifenola

Biodostupnost daje podatak o koli¢ini nutrijenta/bioaktivne sastavnice hrane koja je nakon
procesa probave raspoloziva za apsorpciju. Ovisi o topljivosti nutrijenta, njegovim
interakcijama s matriksom hrane te stabilnosti u uvjetima probavnog trakta. Pojam
bioraspolozivost odnosi se na koli¢inu hranjivih nutrijenata apsorbiranih iz crijeva, odnosno
kvantificira koli¢inu koja dospije u krvotok. Daje informaciju o tome koliko organizam moze
iskoristiti za normalne fizioloske funkcije ili skladiStenje, u odnosu na ukupnu koli¢inu unesene
tvari. Vrlo je promjenjiva te varira ovisno o brojnim ¢imbenicima, a neki od njih su zdravstveno
stanje, stanje uhranjenosti, fizioloSki ¢imbenici poput izluc¢ivanja zelucane kiseline, sastav
obroka, fizikalno-kemijska svojstva te moguce interakcije medu nutrijentima (Schonfeldt i sur.,
2016; Davidsson i Tanumihardjo, 2013).

Podaci o biodostupnosti, bioraspolozivosti i metabolizmu polifenola klju¢ni su kako bi se mogla
procijeniti njihova biolo§ka aktivnost u ciljnim tkivima (Manach i sur., 2004).

Mnoge komponente hrane imaju nisku bioraspolozivost zbog niske stabilnosti u probavnim
sokovima, niske biodostupnosti, slabe apsorpcije kroz intestinalni epitel ili brzog metabolizma
i/ili eliminacije. 1z tog je razloga, u posljednje vrijeme, veéa paznja posvecena proucavanju
moguénosti poboljSanja oralne bioraspolozivosti raznih bioaktivnih sastavnica (Dima i sur.,
2020).

Vazno je za naglasiti da oni polifenoli koji su najzastupljeniji u prehrani, nisu nuzno i bioloski
najaktivniji. Razlog tome mogu biti njihova slaba biodostupnost, slaba apsorpcija, brz
metabolizam ili eliminacija. Takoder, njihovi metaboliti koji dospiju u krv ili ciljna tkiva mogu
imati razli¢itu biolosku aktivnost od izvornih molekula (Manach i sur., 2004).

U vecini studija vr$ne koncentracije polifenola grozda u plazmi variraju od srednjih do vrlo
niskih razina. Jedan od glavnih uzro¢nika niske bioraspolozivost polifenola je njihova kemijska
struktura te posljedi¢no slaba apsorpcija. Smatra se da je uzrok slabe apsorpcije flavonoida taj
§to se u prirodi uglavnom nalaze u visoko hidrofilnim glikoziliranim oblicima, a samo aglikoni
mogu ucinkovito pro¢i kroz stijenku crijeva. Vecina polifenola nakon konzumacije ne moze se
odmah apsorbirati, ve¢ se moraju modificirati pomocu crijevnih enzima ili mikroflore debelog
crijeva. Apsorpcija nekih dogada se u tankom crijevu, prije ¢ega dolazi do hidrolizacije
glikozida. Dio polifenola koji se ne apsorbira u tankom crijevu dolazi u debelo crijevo, gdje
mikroflora debelog crijeva hidrolizira glikozide u aglikone i razgraduje ih na jednostavne

fenolne kiseline. To je od velike vaznosti za bioloSko djelovanje polifenola jer dolazi do
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stvaranja niza specifiénih aktivnih metabolita, ¢iji se ucinci mogu razlikovati od izvornih
spojeva (Giovinazzo i Grieco, 2015; Georgiev i sur., 2014).

Nakon apsorpcije, zbog procesa, konjugacije prolaze kroz strukturne modifikacije koje
uglavnom ukljucuju metilaciju, sulfataciju i glukuronidaciju, koje uvelike mogu utjecati na
bioraspolozivost polifenola i, posljedi¢no, na njihovu biolosku aktivnost. Sve to uzrok je niske
apsorpcije polifenola. Vazno je napomenuti da polifenoli grozda mogu ostvarivati pozitivne
lokalne ucinke na crijevnu sluznicu (Giovinazzo i Grieco, 2015; Georgiev i sur., 2014).

Kako bi se povecao terapeutski ucinak, trenutno se istrazuju mogucénosti povecanja
bioraspolozivosti per 0s primijenjenog resveratrola. Njegov intenzivni metabolizam u crijevima
i jetri rezultira oralnom bioraspolozivos¢u manjom od 1%, a ¢ini da ni povecanje doze i ucestala
primjena to ne mijenjaju. Trenutno se na to pokusava djelovati ispitivanjima primjene s
inhibitorima metabolizma kako bi se produzila prisutnost in vivo ili upotrebe analoga s boljom
biodostupnosc¢u, primjerice formulacijom sustava za dostavu lijeka koji koriste nanotehnologiju
te drugih formulacija koje bi se mogle u¢inkovitije apsorbirati (Giovinazzo i Grieco, 2015;
Walle, 2011).

No, trenutno je i dalje nedovoljno konkretnih podataka o bioraspolozivosti i metabolizmu

polifenola, zbog ¢ega su potrebna daljnja istraZivanja.
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1.3. Metode za istraZivanje biodostupnosti i bioraspoloZivosti

Podaci o oralnoj bioraspolozivosti, dobiveni in vitro studijama, proizvoda¢ima hrane i lijekova
daju informacije kako bi proizvodili Sto ucinkovitije formulacije, s ciljem povecanja
zdravstvenih dobrobiti te smanjenja rizika od toksiénosti. Iz tog je razloga, posljednjih godina,
paznja istrazivaCa usmjerena na proucavanje procesa 1 mehanizama uklju¢enih u
bioraspolozivost nutraceutika (Dima i sur., 2020).

Prvi i najucinkovitiji pokusi, provedeni su na ljudima i zivotinjama, in vivo. Prilikom in vivo
odredivanja bioraspolozivosti nutrijenata, koriste se poznate kolicine hranjivih tvari u razli¢itim
sustavima dostave ili oblicima hrane koji se daju ili dobrovoljcima ili Zivotinjama ¢iji su organi
i fizioloske funkcije sli¢ne ljudskima (svinje, Stakori, psi). U odredenim intervalima mjeri se
koncentracija hranjivih tvari u krvi ili urinu iz ¢ega se dobivaju parametri bioraspolozivosti . In
vivo metode smatra se zlatnim standardom za procjenu farmakokinetickih parametara,
medutim, njihovi nedostaci su dugotrajnost, teSka kontrola okoliSnih ¢imbenika, niska
ponovljivost rezultata, visoka cijena te eticka ograni¢enja (Dima i sur., 2020).

Kako bi se izbjeglo nedostatke in vivo metoda, razvijen je niz in vitro metoda za istrazivanje
biodostupnosti i bioraspolozivosti pri ¢emu se pokuSava Sto to¢nije simulirati fizikalno-
kemijske, bioloske te mehani¢ke uvjete ljudskog probavnog sustava. lako su ograni¢ene u
moguénostima reproduciranja slozenih uvjeta zivog organizma, u velikom broju sluc¢ajeva daju
dovoljno potrebnih informacija te mogu zamijeniti in vivo metode. Prednosti in vitro metoda su
kratko vrijeme istrazivanja, mogucnosti uzorkovanja i analize veceg broja uzoraka, prouc¢avanja
cijelog GIT-a li samo pojedinog segmenta, proucavanja interakcija nutraceutika s razli¢itim
komponentama, kontrole faktora poput pH, temperature, koncentracije ili prisutnosti enzima,
ponovljivost rezultata, metode su relativno jeftine, tehnoloski jednostavne te bez etickih
ograni¢enja (Dima i sur., 2020; Carbonell-Capella i sur., 2014).

In vitro metodama moguce je procijeniti ponaSanje nutraceutika u probavnom sustavu te
analizirati tri glavna c¢imbenika koji utjeCu na bioraspolozivost, a to su biodostupnost,
apsorpcija i metabolizam (Dima i sur., 2020). Zbog slozenog sastava probavnih sokova, ve¢ina
se probave odvija u tankom crijevu. Manji dio probavlja se u debelom crijevu. Pokazalo se da
su distalni segmenti probavnog sustava klju¢ni za bioraspolozivost polifenola (van Duynhoven
i sur., 2010).

In vitro metode za istrazivanje biodostupnosti medusobno se razlikuju po broju i vrsti faza iz
procesa probave (usta, Zeludac, crijeva), sastavu tekuc¢ina u pojedinoj fazi (elektroliti, enzimi,

puferi), primjeni mehanickih sila koje oponasaju peristaltiku i motilitet probavnog sustava te
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karakteristikama probave u specificnim dobnim skupinama (Shani-Levi i sur., 2017; Havenaar
I sur., 2013; Hur i sur., 2011). In vitro modeli za prou¢avanje biodostupnosti nutraceutika
klasificiraju se u staticke i dinamicke in vitro modele (Dima i sur., 2020).

In vitro modeli staticke probave vrlo su jednostavni za rukovanje i izradu. Njima se moze
reproducirati uvjete jednog dijela probavnog trakta neovisno o ostalima, pojedina¢ni stadij
probave, ili sve stadije probave kroz koje uzorci prolaze postupno. Kako bi se ujednacilo
provodenje In vitro ispitivanja biodostupnosti razlicitih istrazivackih skupina donesen je
konsenzus o uvjetima stati¢ke in vitro probave koji najto¢nije oponasaju uvjete in vivo sto je
sazeto u INFOGEST metodi koja je koristena prilikom izrade ovog rada (Brodkorb i sur., 2019).
Glavne prednosti statickih in vitro metoda su njihova obnovljivost, robusnost, jednostavnost,
relativno niska cijena te laka procjena svake pojedine faze probave. Glavni nedostatak ovih
modela je nemoguénost oponaSanja dinamike slozenih probavnih procesa ili fizioloSkih
interakcije s organizmom (Dima i sur., 2020; Brodkorb i sur., 2019). pH se odrzava konstantnim
za pojedinu fazu, nema postupnog, naknadnog dodavanja zelucane tekucine, kao Sto se to u
organizmu dogada prilikom dolaska hrane. Konstantna je i aktivnost enzima, ne uzima se u
obzir vrsta hrane. Intestinalna faza tretira se kao jedna, ne uzimajuc¢i u obzir njezine pojedine
faze, duodenalnu, jejunalnu i ilealnu, koje se medusobno razlikuju. Iz tih razloga, in vitro
modeli staticke probave nisu prikladni za kineti¢ku analizu razlicitih faza probave. INFOGEST
metoda pokazuje dobru korelaciju na krajnjim toCkama svake faze probave u usporedbi
rezultatima dobivenima in vivo. Dakle, staticki modeli korisni su za procjenu krajnjih tocaka
probave, ali ne nuzno za procjenu kinetike (Brodkorb i sur., 2019).

Kako bi se nadoknadili nedostaci in vitro statickih modela, razvijeni su dinamicki in vitro
modeli probave koji bolje oponasaju uvjete u probavnom traktu (Minekus, 2015). Dinamicki in
vitro modeli koriste se za istrazivanje biodostupnosti uz simulaciju dinamike transformacije
hrane 1 lijekova tijekom probave, za $to su osmiSljeni razli¢iti uredaji. Dinamic¢ke metode
omogucéuju racunalnu kontrolu fizioloskih uvjeta za svaki odjeljak probavnog sustava.
Relevantnije su jer u obzir uzimaju ¢imbenike poput gradijenta pH, postupnog dodavanja
enzima i zelu€ane tekucine te kontinuiranog praznjenja Zeluca. NajceS¢e koriSten model jer
TNO gastrointestinalni model koji se sastoji od ¢etiri odjeljka u kojima se oponasaju zeludac,
dvanaesnik, jejunum 1 ileum. Prijenos iz jednog u drugi odjeljak pod kontrolom je peristaltickih
pumpi (Dima i sur., 2020; Brodkorb i sur., 2019).

lako in vitro metode imaju viSestruke prednosti i vrlo su korisne za brojna istrazivanja,
najtocnije spoznaje o bioloskim ucincima nutraceutika dobivaju se in vivo metodama, a osobito

tijekom klinickih ispitivanja na skupinama dobrovoljaca (Dima i sur., 2020).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kompleksni biljni ekstrakti bogati polifenolima sve ¢esce se koriste kao bioaktivne komponente
u kreiranju nove/funkcionalne hrane i dodataka prehrani, najvise zbog Sirokog spektra njihovih
bioloskih ucinaka, ponajprije antioksidativnog. Kako bi se u potpunosti sagledao njihov
potencijal kao nutraceutika potrebno je istraziti utjecaj njihovog sastava na antioksidativni
potencijal te ispitati gastrointestinalnu stabilnost (biodostupnost) polifenola kao glavnih

nositelja bioloske aktivnosti.

Cilj ovog rada je istraziti antioksidativhu aktivnost te gastrointestinalnu stabilnost
(biodostupnost) polifenola iz razli¢itih formulacija ekstrakata sjemenki grozda (Vitis spp.) i
ekstrakata japanskog dvornika (Polygonum Cuspidatum, Siebold &Zucc.), kako bi se odabrali

ekstrakti pogodni za daljnju primjenu u kreiranju funkcionalne hrane obogacene polifenolima.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci za analizu

e  Ekstrakt sjemenki grozda — smjesa polifenola
o MegaNatural BP Grape seed extract — GSE1
o Grape seed extract N20105877 — GSE2

e Ekstrakt japanskog dvornika — standardiziran na resveratrol
o 90% Polygonum Cuspidatum extract 11560 — PC1
o 98% Polygonum Cuspidatum Sibe.Et.Zucc extract 2347 — PC2

Skladistenje moze znac¢ajno utjecati na sadrzaj polifenola. Utvrdeno je da je hladno skladistenje
najprikladniji nacin, s obzirom da je tada najmanji utjecaj na promjenu sadrzaja polifenola

(Manach i sur., 2004). 1z tog razloga, uzorci se prije koristenja ¢uvaju u zamrzivacu na -20 °C.

3.1.2. Kemikalije

e 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) - ABTS tablete (Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD)

e Amonijev karbonat - (NH4).COs3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Kalcijev klorid — CaCl. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Kalijev dihidrogen fosfat — KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Kalijev klorid — KCI (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

o Kalijev persulfat — K2S20s (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Klorovodi¢na kiselina — HCI (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e Magnezijev klorid heksahidrat — MgCl2(H20)s (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e Natrijev hidrogenkarbonat — NaHCOj3 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e Natrijev hidroksid — NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Natrijev karbonat — Na,COs (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e  Ultracista voda

17



3.1.3. Reagensi

e ABTS " radikal

7 mM otopinu ABTS pripremiti otapanjem 10 mg tablete ABTS u 2,604 mL ultraciste vode.
1,63 mM otopinu K2S,0g pripremiti u odmjernoj tikvici od 10 mL. 6,62 mg K2S,Og otopiti u
otprilike 5 mL ultradiste vode i potom nadopuniti ultra¢istom vodom do oznake. ABTS * radikal
dobiti mijesanjem jednakih volumena otopina ABTS i K2S,Og, iskoristiti svu otopinu ABTS te
dodati istu koli¢inu otopine K2S>0g.

Dolazi do reakcije deprotonacije sulfatnih skupina ABTS-a kalijevim persulfatom te nastaje
plavo-zeleni ABTS * kation. S obzirom da reakcija nije stehiometrijski potpuna (1:0,5) kation
je u pocetku nestabilan, odnosno reagens nije odmah spreman za uporabu ve¢ ga je potrebno

ostaviti zasticenog od svijetlosti 12 do 16 sati kako bi se stabilizirao.

e Na)COs
700 mM otopina Na;COs priprema se otapanjem 7,4192 g Na2COz u 100 mL ultraciste vode.

Po potrebi zagrijavati na magnetskoj mijesalici na 40°C dok se u potpunosti ne otopi.

e Simulirane probavne teku¢ine — SGF (eng. simulated gastric fluid) i SIF (eng. simulated
intestinal fluid) otopine

Za pripremu otopina reagensa SGF i SIF potrebno je pripremiti stock otopine soli. Stock otopine

dobiva se otapanjem soli u ultradistoj vodi (Tablica 1). Otopinu HClI 6M pripremi se

razrjedivanjem koncentrirane otopine.

Tablica 1. Priprema stock otopina soli za pripremu SGF i SIF otopina

(OKSCI\I/I) otopiti 746 mg soli u ultra¢istoj vodi u odmjernoj tikvici od 20 mL
I(<0H52 ITVIO; otopiti 340 mg soli u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 5 mL
N?1H '\(il)Og otopiti 8400 mg soli u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL
(Nzal\(zl) otopiti 2925 mg soli u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 25 mL
M%(C)Z IlzéH'\i)O )s otopiti 152,5 mg soli u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 5 mL
(I\égl g)zl\%) 3 otopiti 96 mg soli u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 2 mL
HCI razrijediti 9,9368 mL 37% HCI ultrac¢istom vodom u odmjernoj tikvici
(6 M) od 20 mL
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Za pripremu 500 mL otopina (1x razrjedenja) koristiti staklenu ¢aSu od 600 mL. Izracunate

volumene stock otopina (Tablica 2.) pipetom prenesti u ¢asu te dodati ultracistu vodu do

otprilike 400 mL. Dobivene otopine promijesati staklenim Stapi¢em.

Tablica 2. Volumeni stock otopina za pripremu SGF i SIF otopina

SGF SIF
Koncentracija Volurrllen Volurrll(en
Otopina soli stock otopine SIS Konaé¢na SIE Konac¢na
otopine za .| otopine za .
(M) pr e koncentracija T koncentracija
500 mL (mM) 500 mL (mM)
(mL) (mL)

KCI 0,50 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO4 0,50 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO3 1,00 12,5 25 42,5 85

NaCl 2,00 11,8 47,2 9,6 38,4

MgCl2(H20)s 0,15 0,4 0,12 1,1 0,33
(NH4)2COs 0,50 0,5 0,5 ; ;
HCI 6,00 1,3 15,6 0,7 8,4

Potrebno je izmjeriti i podesiti pH na ciljne vrijednost, pH=7 za SGF te pH=3 za SIF, pomocu
1 M otopine HCI i 1 M otopine NaOH.
1 M otopinu NaOH priprema se otapanjem 4000 mg NaOH u ultracistoj vodi u odmjernoj

tikvici od 100 mL.

Nakon §to su podesene pH vrijednosti, otopine se kvantitativno prenesu u odmjernu tikvicu od

500 mL te nadopune ultrac¢istom vodom do oznake.

Visak pripremljenih reagensa, koji se ne iskoristi prilikom pokusa, prenese se u Falcon kivete

od 50 mL te ¢uva u zamrzivacu na -20 °C. Pri takvim uvjetima skladiStenja, osigurava se njihova

stabilnost te se mogu upotrijebiti u razdoblju od godinu dana.
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3.1.4. Pribor

e Case

e Eppendorf epruvete

e Falcon epruvete

o Kapaljke

o Kivete

e Mikropipete

e  Mikrotitarska plocCica
e Multikanalna pipeta
e  Odmjerne tikvice

e Staklene epruvete

3.1.5. Instrumenti

e Analiti¢ka vaga, AB265-S (Meter, Toledo, Indija)

e Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica — Victor X3 (PerkinElmer, SAD)

e Lisa MultiLab centrifuga (AFI group, Chateau-Gontier, Francuska)

e Multi Bio RS-24 rotator (BioSan, Riga, Latvija)

e Orbital Shaker-Incubator ES-20/60 (BioSan, Riga, Latvija)

e pH-metar s kombiniranom staklenom elektrodom (Methrom, Svicarska)
e Spektrofotometar Cecil Ce7200 (Cecil Instruments, Cambridge, UK)

e Vortex mjesalica, tip VTX-3000L (Mixer UZUSIO, Japan)
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3.2. Metode

Koli¢inu aktivnih sastavnica u uzorcima biljnih ekstrakata (GSE1, GSE2, PC1, PC2) prati se
mjerenjem ukupnog redukcijskog potencijala te odredivanjem koncentracija ukupnih
flavonoida (GSE1, GSE2), odnosno resveratrola (PC1, PC2).

Gastrointestinalnu stabilnost prati se podvrgavanjem uzoraka in vitro statickoj simulaciji

probave.

3.2.1. Folin-Ciocalteu metoda za odredivanje ukupnih fenola

Folin-Ciocalteu metoda je metoda kvantifikacije sadrzaja ukupnih fenola. Koristena je prema
protokolu Procjena ukupnog sadrzaja fenola i drugih oksidacijskih supstrata u biljnim tkivima
pomocu Folin-Ciocalteu reagensa autora Ainsworth i Gillespie (2007).

Temelji se na reakciji fenolnih spojeva s kolorimetrijskim reagensom Folin-Ciocalteu. To¢na
kemijska struktura reagensa nije jasno definirana, ali pretpostavka je da sadrzi komplekse
fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline koji u alkalnom mediju primaju elektron od
fenolnih spojeva prilikom ¢ega se oboji u plavo. Promjena boje dokaz je prisutnosti
reducirajucih tvari, odnosno polifenola, u uzorku.

Mjerenje se vrsi spektrofotometrijski na valnoj duljini 765 nm. Na taj nacin odreduje se koli¢ina
antioksidansa, odnosno ukupni reduktivni potencijal biljnih ekstrakata. Rezultate se izrazava
kao ekvivalente galne kiseline (GA), koja se koristi kao standard (Munteanu i Apetrei, 2021;
Ainsworth i Gillespie, 2007).
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Slika 5. Bazdarni dijagram za odredivanje ukupnog reduktivnog potencijala
preko ekvivalenta GA
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S obzirom da je metoda vrlo jednostavna, reproducibilna i robusna, predloZzena je kao
standardizirana metoda za upotrebu u rutinskoj kontroli kvalitete prehrambenih proizvoda te u
mjerenju antioksidativnog kapaciteta (Munteanu i Apetrei, 2021; Ainsworth i Gillespie, 2007).
Konac¢ni rezultati odnose se na ukupan sadrzaj reducirajucih tvari u uzorku, a ne samo
polifenola, sto je jedan od nedostataka ove metode te prilikom provodenja to treba uzeti u obzir.
Uz to, vrlo je osjetljiva na pH medija, temperaturu i vrijeme reakcije te nije prikladna za

lipofilne tvari jer se vrsi u hidrofilnom mediju (Munteanu i Apetrei, 2021).

Priprema uzoraka
Sva Cetiri ispitivana uzorka pripremaju se u ciljanoj koncentraciji od 400 pg/mL. U odmjerne

tikvice od 20 mL odvaze se 8 mg svakog uzorka te se nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake.

Opis postupka

Za provodenje pokusa potrebne su dvije mikrotitarske ploce. Na prvoj plo¢i rade se razrjedenja
uzoraka. U svakom sljede¢em stupcu duplo je vece razrjedenje, dok je u zadnjem stupcu blank
(voda). Druga je ploca reakcijska ploca. Na nju se dodaje po 20 pL svakog uzorka u
kvadriplikatu te 50 pL razrijedenog Folin-Ciocalteu reagensa. Reagens je potrebno razrijediti
10x ultracistom vodom. Mikrotitarsku plocu inkubira se, uz istovremeno protresanje, 5 min na
37 °C. Nakon toga, u jazice se dodaje 160 uL NaxCOs, plocu se poklopi, inkubira se uz
protresanje pri temperaturi od 37 °C 30 min. Vazno je da se reagens doda prije luzine kako bi
se izbjegla oksidacija fenola sa zrakom.

LuZina se koristi kako bi se povecalo pH na oko 10, jer u alkalnim uvjetima dolazi do
deprotonacije fenolnih spojeva koji onda brze reagiraju s kiselim reagensom. Na kraju se
izmjeri apsorbancija na 750 nm. Prihvatljive vrijednosti su u rasponu izmedu 0,2 i 1,8 + 0,02

AU. U suprotnom, uzorke je potrebno koncentrirati ili razrijediti.
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3.2.2. Odredivanje ukupnog antiradikalnog potencijala TEAC metodom

TEAC metoda ili ABTS test hvatanja radikala koristi se u svrhu mjerenja koli¢ine radikalnog
kationa ABTS *. Ova je metoda koriStena prema protokolu za mjerenje antioksidativne
aktivnosti poboljsanim ABTS testom dekolorizacije radikalnih kationa autora Re i sur. (1999),
kojom se mjeri smanjenje apsorbancije otopine ABTS ™ u prisutnosti antioksidansa pri 734 nm.
Iako radikal ima niz apsorpcijskih maksimuma, zbog ¢ega se moze mjeriti na valnim duljinama
od 415, 645, 734 i 825 nm, preferirani apsorpcijski maksimum za mjerenje je na 734 nm, zbog
vjerojatnosti interferiranja ekstrakata pri nizim valnim duljinama. ABTS * radikal, nastao
reakcijom ABTS i K>S:0g, plavo-zelene je boje te u prisutnosti antioksidansa dolazi do
obezbojenja. Na taj se nacin prati koli¢inu antioksidansa, iz ¢ega se dobiva podatke o
antiradikalnoj aktivnosti.

Prednost ove metode je u tome $to je ABTS * kation topljiv i u hidrofilnim i u lipofilnim
otapalima, stoga je metodu moguce koristiti za mjerenje i hidrofilnih i lipofilnih ekstrakata.
Kao otapala se najcesce koriste diklormetan za nepolarne ekstrakte, etanol za ekstrakte srednje
polarnosti te voda za polarne ekstrakte. Takoder, ionska jakost ne utje¢e na ABTS * kation pa
se moze koristiti u Sirokom pH rasponu. Rezultate se izrazava u ekvivalentima Trolox-a (T).

(Reisur., 1999).
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Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje antiradikalnog potencijala

preko Trolox ekvivalenta (T)
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Priprema uzoraka
Sva Cetiri ispitivana uzorka pripremaju se u ciljanoj koncentraciji od 400 pg/mL. U odmjerne

tikvice od 20 mL odvaze se 8 mg svakog uzorka te se nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake.

Opis postupka

Za provodenje pokusa potrebne su dvije mikrotitarske ploce. Na prvoj ploci rade se razrjedenja
uzoraka. U svakom sljede¢em stupcu duplo je vece razrjedenje, dok je u zadnjem stupcu blank
(voda). Razrjedivanje ekstrakata je bitno kako bi se stvorio odgovarajuci raspon koncentracija
i potom osigurala koncentracija koja smanjuje apsorbanciju radikala ispod 50%. Druga je ploca
reakcijska plo¢a. Na nju se dodaje po 20 pL svakog uzorka u kvadriplikatu te 200 pL razrijedene
otopine ABTS ' radikala. ABTS * radikal razrjeduje se 20 puta, na naéin da se 1 mL
pripremljene ABTS otopine razrijedi s 19 mL ultraciste vode. Plocu se stavlja u uredaj na 3 min
pri ¢emu se smjesa inkubira na 30 °C 1 mjeri se apsorbancija na 750 nm. Prilikom reakcije
ekstrakta i otopine reagensa, radikal se obezboji uslijed primanja elektrona. Odabiru se uzorci
s vrijednostima apsorbancija u rasponu 0,3 - 0,5, odnosno sa smanjenjem apsorbancije od oko
50% u odnosu na kontrolu. Antioksidacijski kapacitet uzorka izrauna se kao postotak inhibicije

(19) ABTS radikala.
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3.2.3. Staticka metoda za odredivanje biodostupnosti in vitro

Za ispitivanje gastrointestinalne stabilnosti polifenola simulacijom gastrointestinalnih uvjeta
pracen je INFOGEST protokol za stani¢nu in vitro simulaciju gastrointestinalne probave autora
Brodkorb i sur. (2019). Staticki model digestije oponasa gastrointestinalne uvjete u dva koraka.
Prvi korak je simulacija gastri¢nih uvjeta, dok su u drugom koraku simulirani intestinalni uvjeti,
preciznije uvjeti tankog crijeva. Za to se koriste otopine reagensa SGF i SIF koje se pripremaju
kao $to je ranije navedeno.

Za simulaciju probave potrebno je inkubirati uzorke 4 sata na 37 °C te ih tijekom inkubacije
rotirati na rotatoru. Inkubacija se provodi 2 sata nakon dodatka SGF-a, zatim se doda SIF te se

inkubira jo$ 2 sata.

Priprema uzoraka

Svaki uzorak priprema se u dva seta duplikata (Tablica 3). Uzorci oba seta duplikata otope se
u SGF-u i inkubiraju 2 sata. Drugom setu duplikata (XI, XI'), nakon 2 sata, dodaje se SIF te se
inkubiraju jo$ 2 sata. Apsorbancija se mjeri prije inkubacije, nakon 2 sata inkubacije (prva

inkubacija) te nakon 4 sata inkubacije (druga inkubacija).

Tablica 3. Oznake uzoraka s obzirom na fazu digestije

Uzorak Otapalo | Fazadigestije | Oznaka uzorka

1G
GSE1 SGF Gastri¢na e
(MegaNatural BP 1
Grape seed extract) SGF+SIF | Intestinalna M
2G
GSE2 SGF Gastri¢na e

(Grape seed extract ol
N20105877) SGF+SIF | Intestinalna or
PC1 SGF Gastri¢na BG,

: 3G

(Polygonum Cuspidatum 3l
extract 11560) SGF+SIF | Intestinalna 3

4G
PC2 SGF Gastri¢na ,

_ 4G

(Polygonum Cuspidatum T
Sibe.Et.Zucc extract 2347) SGF+SIF | Intestinalna A
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GSE1 | GSE2

Priprema uzoraka

Falcon kivete od 10 ml oznaci se oznakama uzoraka (1G, 1G’, 11, 1T, 2G, 2G’, 21, 2I’). U prve
cetiri kivete od vagnuti 1,0 mg GSEI, a u druge cetiri 1,0 mg GSE2. U sve kivete s uzorcima

dodati 5 mL SGF-a te vorteksirati kako bi se uzorak u potpunosti otopio.

Opis postupka

Nakon pripreme homogene otopine iz svakog uzorka pipetom uzeti 500 puL otopine i1 prebaciti
u Eppendorf epruvete. Falcon kivete s otopinama su staviti na rotator, uz recipro¢no mijesanje
na 85°, i u inkubator na 37°C na 2 sata. Uzorcima uzetim u Eppendorf epruvete izmjeriti je
ukupni redukcijski potencijal pomocu Folin-Ciocalteu metode. Nakon 2 sata iz otopina uzoraka
u Falcon kivetama uzeti ponovno 500 pL otopine i prebaciti u Eppendorf epruvete. Zatim kivete
s uzorcima 11, 1I', 21 i 2I' dodati 4 mL SIF-a, kako bi omjer SGF i SIF bio 1:1. Uzorke
vorteksirati kako bi se otopine homogenizirale, vratiti na rotator i u inkubator na 37 °C 2 sata.
Uzorcima u Eppendorf epruvetama izmjeriti ukupni redukcijski potencijal pomoc¢u Folin-

Ciocalteu metode prije i nakon druge inkubacije.

PC11PC2

Priprema uzoraka

Falcon kivete od 10 ml oznaci se oznakama uzoraka (3G, 3G’, 31, 31, 4G, 4G’, 41, 4I’). U prve
cetiri kivete od vagnuti 0,5 mg PC1, a u druge ¢etiri 0,5 mg PC2. U sve kivete s uzorcima dodati

5 mL SGF-a te vorteksirati kako bi se uzorak u potpunosti otopio.

Opis postupka

Nakon pripreme homogene otopine iz svakog uzorka pipetom uzeti 500 pL otopine 1 prebaciti
u Eppendorf epruvete. Falcon kivete s otopinama su staviti na rotator, uz recipro¢no mijeSanje
na 85°, 1 u inkubator na 37°C na 2 sata. Uzorcima uzetim u Eppendorf epruvete izmjeriti je
ukupni redukcijski potencijal pomocu Folin-Ciocalteu metode. Nakon 2 sata iz otopina uzoraka
u Falcon kivetama uzeti ponovno 500 pL otopine i prebaciti u Eppendorf epruvete. Zatim u
kivete s uzorcima 31, 3I', 41 i 4I' dodati 4 mL SIF-a, kako bi omjer SGF i SIF bio 1:1. Uzorke
vorteksirati kako bi se otopine homogenizirale, vratiti na rotator i u inkubator na 37 °C 2 sata.
Uzorcima u Eppendorf epruvetama izmjeriti ukupni redukcijski potencijal pomocu Folin-

Ciocalteu metode prije i nakon druge inkubacije.
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3.3. Plan eksperimenta

U prvom dijelu eksperimenta odreduje se udio ukupnih fenola i antiradikalna ucinkovitost
analiziranih ekstrakata.

U drugom dijelu ekstrakti se podvrgavaju simulaciji probave in vitro te se udio ukupnih fenola
1 antiradikalna u¢inkovitost odreduju u biodostupnim frakcijama ekstrakata kako bi se odredila

njihova stabilnost tijekom probave i biodostupnost.
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Odredivanje gastrointestinalne stabilnosti
i biodostupnosti

Slika 7. Shema provodenja eksperimenta

3.4. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka te izradu grafova i tablica koriSten je programski paket Microsoft
Office Excel (proizvoda¢ Microsoft).

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuc¢e standardne devijacije te su
medusobno usporedeni koriStenjem Studentova T-testa i jednosmjerne analize varijance uz

razinu znacajnosti p< 0.05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Antioksidativni potencijal analiziranih ekstrakata

Antioksidativni potencijal kompleksnih biljnih ekstrakata odreden je mjerenjem antiradikalnog

potencijala TEAC metodom i mjerenjem ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom.

4.1.1. Antiradikalni potencijal analiziranih ekstrakata

Tablica 4. Antiradikalni potencijal biljnih ekstrakata.

Uzorak mg/g TE stdev RSD
GSE1 1156,23% 48,89 4,23
GSE2 1193,58? 28,23 2,37

PC1 441,39° 6,60 1,50
PC2 141,33° 3,39 2,40

*Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti Trolox-a (TE). Uzorci oznaceni istim slovom
pripadaju istom statistickom skupu (p>0.05)

Usporedbom antiradikalnog potencijala ekstrakta sjemenki grozda zakljuceno je da nema
statistiCki znaCajne razlike izmedu dvije ispitivane sirovine, GSE1 i GSE2. Ekstrakt japanskog
dvornika ima znafajno nizi antiradikalni potencijal u odnosu na ekstrakt sjemenki grozda.
Utvrdena je 1 statisticki znacajna razlika izmedu dvije testirane sirovine, PC1 1 PC2. Uzorak
PC1 ima znacajno veci antiradikalni potencijal od uzorka PC2, iako, prema deklaraciji, sadrzi
manje resveratrola.

Visok antiradikalni potencijal ekstrakta sjemenki grozda, u kojem se nalazi mjeSavina
polifenola, moZe se objasniti raznolikim kemijskim sastavom polifenola. Zbog kemijske
slozenosti polifenola te nacina ekstrakcije uzoraka, analize polifenolnih uzoraka i dalje su vrlo

izazovne te rezultati mogu biti vrlo raznoliki (Tsao, 2010).
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Slika 8. Antiradikalni potencijal biljnih ekstrakata.

Rezultati su izraZeni kao ekvivalenti Trolox-a (TE). Skupovi podataka oznaceni istim

slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0.05).
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4.1.2. Reduktivni potencijal analiziranih ekstrakata

Tablica 5. Ukupni reduktivni potencijal biljnih ekstrakata.

Uzorak mg/g GAE stdev RSD
GSE1 707,06% 45,05 6,37
GSE2 649,64% 51,17 7,88

PC1 352,43° 4,24 1,20
PC2 105,75°¢ 11,53 10,91

*Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (GAE). Uzorci oznaceni istim
slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0.05)

Usporedbom ukupnog reduktivnog potencijala ekstrakta sjemenki grozda zakljuceno je da
nema statisticki znacajne razlike izmedu dvije ispitivane sirovine, GSE1 i GSE2. Ekstrakt
japanskog dvornika ima znacajno nizi ukupni reduktivni potencijal u odnosu na ekstrakt
sjemenki grozda. Utvrdena je 1 statisticki znacajna razlika izmedu dvije testirane sirovine, PC1
1 PC2. Uzorak PC1 ima znacajno ve¢i reduktivni potencijal od uzorka PC2, iako sadrzi manje
resveratrola.

lako su obje sirovine bogate antioksidansima, ekstrakt sjemenki grozda pokazao se boljim od
ekstrakta japanskog dvornika. Razlozi ovakvih rezultata mogu biti razni, s obzirom da konacan
antioksidativni potencijal ovisi 0 metodama ekstrakcije, stabilnosti polifenola u ekstraktima te
uvjetima u kojima su skladisteni (Tsao, 2010). Neslaganje rezultata antioksidativnog
potencijala resveratrola s deklariranim sadrzajem moze se objasniti mogu¢noSc¢u da su uzorci
bogati i drugim polifenolnim sastavnicama koje mogu biti nositelji antioksidativnog potencijala

ili deklarirani udio resveratrola nije odgovarao stvarnom stanju, moguce da se dio raspao.
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Slika 9. Ukupni reduktivni potencijal biljnih ekstrakata.

Rezultati su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline (GAE). Skupovi podataka oznaceni istim

slovom pripadaju istom statistiCkom skupu (p>0.05).
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4.2. Gastrointestinalna stabilnost polifenola

Gastrointestinalna stabilnost uzoraka prati se podvrgavanjem uzoraka in vitro statickoj

simulaciji probave prema standardiziranoj metodi. Stabilnost polifenolnih komponenti (glavnih

aktivnih sastavnica) u analiziranim ekstraktima prati se odredivanjem ukupnih polifenola i

ukupnog antiradikalnog potencijala biodostupnim frakcijama ekstrakata dobivenim nakon

simulacije probave.

Tablica 6. In vitro biodostupnost polifenola iz analiziranih ekstrakata

Biodostupnost polifenola (%)

Na pocetku gastricne
digestije (t=0 h)

Nakon gastri¢ne
digestije (t=2 h)

Nakon intestinalne
digestije (t=4 h)

Uzorak % | stdev | RSD % | stdev | RSD2 % | stdev | RSD
GSE1 108,62 6,32 582 | 96,67 422 4,37 89,8° 9,21 10,26
GSE2 113,92 11,85 10,4 | 110,36* 12,15 11,01 | 107,83* 9,99 9,27
PC1 115,61 18,68 16,16 | 117,22® 45,48 38,8 126,85 16,73 13,19
PC2 103,44 16,73 16,18 | 118,64* 26,43 22,27 | 107,36 24,73 23,04

Skupovi podataka u istom redu, oznaceni istim slovom, pripadaju istom statistiCkom skupu (p>0.05)

Rezultati su prikazani kao postotak biodostupne frakcije u odnosu na ukupnu koncentraciju

uzorka, inkubiranog u istim uvjetima u vodi. Uzorci su analizirani na pocetku simulacije

gastri¢ne probave (t=0 h), nakon 2 sata simulacije gastri¢ne probave (t=2 h) te nakon zavrSetka

simulacije intestinalne probave (t=4 h). Simulacija intestinalne probave odnosi se na uvjete u

tankom crijevu.
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Slika 10. In vitro biodostupnost (%) ukupnih fenola u analiziranim ekstraktima
“Uzorak u kojem je biodostupnost (%) zna¢ajno smanjena u odnosu na pocetnu

vrijednost (p<0.05).

Udio biodostupnih fenola u ekstraktu sjemenku grozda malo se smanjuje tijekom intestinalne
digestije s tim da se statisticki znafajno smanjenje uo¢ava samo kod uzorka GSE1. Ono je
najvjerojatnije posljedica razgradnje kompleksnih polifenolnih spojeva na jednostavnije, koji
imaju nizi reduktivni potencijal. Reduktivna aktivnost ekstrakta japanskog dvornika i
koncentracije resveratrola tijekom probave se ne mijenjaju. Na temelju dobivenih vrijednosti,

zakljucuje se da su polifenolni biljni ekstrakti stabilni u uvjetima probavnog trakta.
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Rezultati dobiveni za GSE u skladu su dostupnim literaturnim podacima. Prou¢avajuéi in vitro
biodostupnost i antioksidativnu aktivnost polifenola iz grozda Tagliazucci i sur. (2010) utvrdili
su da su flavonoidi stabilni tijekom gastri¢ne i intestinalne digestije. U istom se radu pokazalo
da su antocijani stabilni u gastricnoj fazi uslijed niskog pH, dok su u luznatom mediju
intestinalne faze nestabilni. S obzirom da su sjemenke grozda bogate antocijanima, ocekivano
smanjenje redukcijskog potencijala u ovom radu trebalo je biti veée. Zadrzavanje reduktivne
aktivnosti objasnjava se konstatacijom da dolazi do raspada antocijana na produkte koji
zadrzavaju reduktivnu aktivnost. S obzirom da je antioksidativna aktivnost polifenola povezana
s pH medija te s poviSenjem pH povecava antioksidativni potencijal, moguce je da je relativno
visok intestinalni pH doveo do laznog povecanja rezultata. Istrazivanjem digestije ekstrakta
sjemenki grozda Laurent i sur. (2007) zakljucili su da su katehin, epikatehin i proantocijanidini
stabilni tijekom probate te tijekom in vitro digestije u mediju bez proteina u cijelosti ostaju
nepromijenjeni. S obzirom na ove informacije, moZe se zakljuciti da je u uzorku GSE1 sadrZaj
antocijana bio nesto veci, nego u uzorku GSE2.

Stabilnost resveratrola tijekom in vitro digestije manje je proucena te je znatno manje dostupnih
literaturnih podataka. Literaturni se podaci u slucaju resveratrola ne slazu s dobivenim
rezultatima u ovom radu, zbog ¢ega su potrebne dodatne studije kako bi se doslo do konacnog
zakljucka. Iako se u ovom radu pokazalo da reduktivni potencijal biljke Polygonum cuspidatum
nakon provedene simulacije probave ostaje gotovo nepromijenjen, u ranije provedenim
studijama rezultati su bili drugaciji. Zakljucak studije koju su proveli Tagliazucci i sur. (2010)
bio je da je resveratrol stabilan u gastri¢noj fazi, medutim nakon intestinalne faze znacajno mu
se smanjuju udio 1 antioksidativna aktivnost. Tome vrlo sli¢ne rezltate dobili su i1 Ferreyra 1 sur.
(2021) proucavajuéi in vitro biodostupnost i antioksidacijski kapacitet polifenola iz stabljika i
trski.
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5. ZAKLJUCCI

e Antiradikalni potencijal ekstrakta japanskog dvornika znafajno je nizi u odnosu na

antiradikalni potencijal ekstrakta sjemenki grozda.

©)

Vrijednosti antiradikalnog potencijala ekstrakta sjemenki grejpa kretale su se od
1156,23 do 1193,58 mg/g TE. Izmedu dvije ispitivane, GSE1 i GSE2, nema
statisticki znacajne razlike u vrijednostima antiradikalnog potencijala

Vrijednosti antiradikalnog potencijala ekstrakta japanskog dvornika kretale su se od
141,33 do 441,39 mg/g TE. Izmedu dvije ispitivane, PC1 i PC,2 utvrdena je statisticki
znacajna razlika. lako s deklarirano manjim sadrzajem resveratrola, uzorak PC1 ima

znacajno veci antiradikalni potencijal.

e  Ekstrakt japanskog dvornika ima zna¢ajno nizi ukupni reduktivni potencijal u odnosu na

ekstrakt sjemenki grozda.

o

Vrijednosti ukupnog reduktivnog potencijala ekstrakta sjemenki grozda kretale su se
od 649,64 do 707,06 mg/g GAE. Izmedu dvije ispitivane sirovine, GSE1 i GSEZ2,
nema statisticki znacajne razlike.

Vrijednosti ukupnog reduktivnog potencijala ekstrakta japanskog dvornika kretale su
se od 105,75 do 352,43 mg/g GAE.. Izmedu dvije ispitivane sirovine, PC1 i PC2,
utvrdena je statisticki znacajna razlika. Uzorak PC1 ima znacajno ve¢i reduktivni

potencijal u odnosu na PC2

e Udio ukupnih fenola u ekstraktima sjemenki grozda (GSE) i ekstraktima japanskog

dvornika (PC) tijekom probave ostaje nepromijenjen ili se vrlo malo smanjuje. Postotne

vrijednosti biodostupnih frakcija, u odnosu na ukupnu koncentraciju uzorka, kretale su se
0d108,6 do 89,8 % za GSE1, od 113,92 do 107,83 % za GSE2, od 115,61 do 126,85 % za
PC1liod 103, 44 do 107,36 % za PC2. Malo, ali statisticki zna¢ajno, smanjenje utvrdeno

je kod GSE1, dok kod ostalih uzoraka nisu utvrdene znac¢ajne promjene. Analizirani biljni

ekstrakti bogati polifenolima pokazali su se stabilnima u uvjetima probavnog trakta.
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6. POPIS KRATICA

e ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

e COX - ciklooksigenaza

e GA —galna kiselina (eng. gallic acid)

e GIT — gastrointestinalni trakt

e LDL - lipoprotein niske gustoce (eng. low-density lipoprotein)

e MMP — metaloproteinaze matriksa

e RNS —reaktivne dusikove vrste (eng. reactive nitrogen species)

e ROS - reaktivne kisikove vrste (eng. reactive oxygene species)

e SIF — simulirana intestinalna tekucina (eng. simulated intestinal fluid)
e SGF — simulirana gastri¢na tekuc¢ina (eng. simulated gastric fluid)

e TEAC - antioksidativni kapacitet Trolox ekvivalenata (eng. Trolox equivalent antioxidant

capacity)
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8. SAZETAK

U kreiranju funkcionalne hrane i dodataka prehrani, sve se ¢eS¢e koriste kompleksni biljni
ekstrakti bogati polifenolima koji pokazuju Sirok spektar pozeljnih bioloskih ucinaka,
ponajprije antioksidativnog.

U ovom radu ispitana je antioksidativna ucinkovitost 1  gastrointestinalna
stabilnost/biodostupnost polifenola iz razliCitih formulacija ekstrakata sjemenki grozda i
ekstrakata japanskog dvornika. Cilj istrazivanja bio je odabrati ekstrakte koji su pogodni za
daljnju primjenu u kreiranju funkcionalne hrane obogacene polifenolima. Kako bi se odredio
potencijal analiziranih ekstrakata kao nutraceutika potrebno je uzeti u obzir njihovu
antioksidativnu aktivnost i gastrointestinalnu stabilnost.

Antioksidativna aktivnost analiziranih uzoraka istrazena je Folin-Ciocalteu (ukupni redukcijski
potencijal) i TEAC metodom (antiradikalna ucinkovitost). Gastrointestinalna stabilnost
(biodostupnost) polifenola u analiziranim ekstraktima odredena je in vitro statickom
simulacijom probave prema optimiranom INFOGEST protokolu.

Razli¢ite formulacije ekstrakata sjemenki grozda bile su medusobno usporedive po
vrijednostima antioksidativnog potencijala dok su se analizirani ekstrakti japanskog dvornika
znacajno razlikovali. Antioksidativni potencijal ekstrakta japanskog dvornika znacajno je nizi
od antiradikalnog potencijala ekstrakta sjemenki grozda. Polifenolni biljni ekstrakti bili su
uglavnom stabilni u simuliranim uvjetima probavnog trakta te je malo smanjenje biodostupnosti

polifenola primije¢eno samo u jednoj formulaciji ekstrakta sjemenki grozda.
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SUMMARY

Complex plant extracts rich in polyphenols are being increasingly used as bioactive ingredients
in the formulation of functional food and nutritional supplements, due to the wide spectrum of
their biological effects, primarily, antioxidant. .

In this paper, antioxidant activity and gastrointestinal stability of polyphenols from different
formulations of grape seed extract and Polygonum Cuspidatum extract were investigated. The
goal was to establish which extracts were suitable for the further use in designing polyphenol-
enriched functional foods. To determine the potential of analysed extracts as nutraceuticals,
both, their antioxidant activity and gastrointestinal stability need to be taken into account.
Antioxidant activity of analysed samples was investigated by Folin-Ciocalteu (total reduction
potential) and TEAC method (antiradical efficiency). Gastrointestinal stability/bioaccessibility
of polyphenols in analysed extracts was determined by in vitro static simulation of digestion
according to the optimized INFOGEST protocol

Different formulations of grape seed extracts were comparable to each other in terms of
antioxidant potential, while the analysed Polygonum cuspidatum extracts differed significantly.
The antioxidant potential of the Polygonum cuspidatum extract was significantly lower in
comparison to antiradical potential of the grape seed extract. It was determined that
polyphenolic plant extracts were stable under simulated conditions of the digestive tract; the
small decrease of the polyphenolic bioaccessibility was observed only in one analysed

formulation of grape seed extract.
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