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Flavonoidi u posljednje vrijeme privlate puno pozornosti zbog svoje izvanredne antioksidacijske i
antiradikalske aktivnosti. Istrazivanja su pokazala da su flavonoidi dobri “hvataci” slobodnih radikala, a
time imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao lijekovi i antioksidansi. Flavonoidi
imaju i sirok niz drugih biokemijskih funkcija. Oni su mozda najkorisnije fitokemikalije pronadene u hrani.
Poznati su i sinergijski efekti kod antioksidacijskog djelovanja flavonoida. Pokazalo se da flavonoidi imaju
antibakterijsko, sedativno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i druga djelovanja.

KLJUCNE RIJECI: oksidativni stres, reakcije s DPPH kovinama, slobodni radikali, TEAC-vrijednost

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva
koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani
u sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca,
lis¢u i cvije¢u. Naravno da i velik broj ljekovitih
biljaka sadrzava flavonoide koji imaju izrazenu
antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost (1, 2). Zato
se flavonoidima pripisuju i mnoga terapijska djelovanja,
npr. antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko,
antimutageno, antiviralno i antikancerogeno (3-5), a
znatno utjecu na boju i okus hrane. U samim biljkama
flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao
fotoreceptori te kao agensi za privlacenje pozornosti,
odbijanje od prehrane i za zastitu od UV zracenja (3).
Do danas je identificirano vise od 6400 flavonoida (6).
Ocito su to spojevi koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju
i zastiti Zivotnih funkcija biljaka, a do$avsi u njih putem
hrane, imaju sli¢nu ulogu i za druga Ziva bica.

Zastitna uloga flavonoida u bioloskim sustavima
pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja
(“hvatanja”) elektrona slobodnog radikala, kelatnog
vezanja iona prijelaznih kovina (Fe?*, Cu?*, Zn?* i Mg**)
(7), aktiviranja antioksidacijskih enzima (8) i inhibiranja
oksidaza (9). To mnogostruko djelovanje vjerojatno je
odgovorno za ukupnu ucinkovitost tih spojeva, no u

odredenim eksperimentalnim uvjetima ono predstavlja
teSkocu u odredivanju odnosa struktura—aktivnost
(SAR). Istrazivanja SAR-a posljednjih 15 godina su
pokazala da postoji veza izmedu pojedinih strukturnih
komponenata i svojstva hvatanja radikala, stvaranja
kelatnih kompleksa i antioksidacijske aktivnosti. Ti
nalazi omogucujubolje razumijevanje antioksidacijskog
i prooksidacijskog djelovanja flavonoida i daju
prihvatljiva predvidanja utjecaja strukturne promjene
na dogadaje tijekom metabolizma. Daljnji napredak
tih istrazivanja vodi razvoju hranjivih produkata i
polusintetskih analoga bitnog antioksidacijskog i
minimalno $tetnog djelovanja. Mehanizam djelovanja
flavonoida na molekularnoj razini u bioloskim
sustavima nije potpuno razjasnjen, kako zbog velike
razlike u kemijskim svojstvima, tako i zbog njihove
velike strukturne heterogenosti.

U svakom organizmu postoji ravnoteza izmedu
oksidativnog stresa, tj. oSte¢enja koje radikali i
oksidansi izazivaju na povrsinskim membranama
i receptorima i antioksidativne reparacije. Ako
izostane antioksidacijska zastita protiv nastajucih
slobodnih radikala, moze do¢i do oksidativnog
stresa na nekoliko nacina zbog djelovanja odredenih
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toksina ili fizioloskim stresom (10). Slobodni radikali i
druge reaktivne vrste kisika koje uklju¢uju peroksidni
radikal-anion (O,™), hidroksilni radikal (OH*),
hidroperoksidni radikal (HO,®), vodikov peroksid
(H,0,) i lipidne peroksidne radikale, a spominje se
odnedavno i okoli$ni (11) i endogeni ozon (12,13)
uklju¢eni su u razvojne procese brojnih bolesti, kao sto
su: astma, tumori, kardiovaskularne bolesti, katarakta,
dijabetes, gastrointestinalne upalne bolesti, bolesti
jetre, makularna degeneracija, periodontalne bolesti
i drugi upalni procesi. Oni pridonose starenju stanica,
mutagenezi, karcinogenezi i koronarnim bolestima
srca putem destabilizacije membrana, ostecenja
DNA i oksidaciji lipoproteina niske gustoce (LDL). Te
reaktivne vrste kisika nastaju kao normalna posljedica
biokemijskih procesa u tijelu, ali i kao rezultat
povecanoga izlaganja okoli$nim i/ili prehrambenim
ksenobioticima. Opcenito, slobodni radikali vrlo
su reaktivni i mogu npr. ostetiti lipidnu membranu
stvarajudi ugljikov radikal koji reagira s kisikom i dajuci
peroksidni radikal dalje reagira s masnim kiselinama
stvarajuci nove ugljikove radikale. Te lan¢ane reakcije
daju peroksidacijske produkte lipida (10). To znaci da
pokretanjem lan¢anih reakcija peroksidacije lipida
jedan radikal moZe ostetiti mnoge molekule. Upravo
zbog potencijalno Stetne prirode slobodnih radikala
u tijelu postoje razli¢iti antioksidacijski mehanizmi
obrane ukljucujuci enzime, proteine, antioksidanse
topljive u vodi i u mastima te flavonoide u svojstvu
hvataca slobodnih radikala. Treba spomenuti
da reaktivne dusikove vrste (HOONO, NO, NO,
radikali i dr.) takoder pridonose oksidativnom stresu.
Znacenje antioksidansa u prehrani i njihova vrijednost
u intervenciji i prevenciji kardiovaskularnih bolesti u
posljednje su vrijeme posebno interesantni.

Francuski paradoks

Pojam “francuski paradoks” odnosi se na pojavu
da u stanovni$tvu juzne Francuske nalazimo manje
kardiovaskularnih bolesti premda prehrana, u
prosjeku, sadrzava veéu koli¢inu zasi¢enih masti
negoli prosjecna prehrana stanovnistva ostalih
razvijenih zemalja. PoCetna istrazivanja toga fenomena
pokazuju da konzumiranje umjerene koli¢ine alkohola,
posebice vina, moze smanijiti rizik od bolesti srca i do
40 % (14). Smatralo se da je sastojak alkohola ili neka
druga komponenta crnog vina odgovorna za tu zastitu.
Kasnija istrazivanja antioksidacijskih djelovanja crnog
vina pokazala su da crno vino i izolirani polifenoli crnog

vina inhibiraju oksidaciju LDL-kolesterola, prekidaju¢i
prvi korak stvaranja aterogeneze (15,16). Fuhrman
et al. (15) zabiljezili su da i bijelo vino, koje sadrzava
samo mali dio polifenola karakteristi¢nih za crno vino,
zapravo povec¢ava mogu¢nost izlaganja LDL-oksidaciji,
najvjerojatnije zbog mogu¢nosti da mala kolic¢ina
polifenola prevlada prooksidacijska svojstva alkohola.
Pretpostavlja se da polifenolni antioksidansi, kao $to
su flavonoidi u crnom vinu, zajedno s antioksidansima
iz maslinova ulja i svijezega voca i povréa, kojim je
bogata mediteranska kuhinja, mogu osigurati zastitu
protiv koronarnih bolesti srca. Odredivanja sadrzaja
flavonoida objavljena su za vina mnogih zemalja (17-
19) pa tako i hrvatskih (20, 21).

Podjela i kemijska struktura flavonoida

Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini difenilpropan
(C,C,C) odnosno 1-fenil-3-(2-hidroksifenil)propan-
1-ol iz kojeg gubitkom vode i zatvaranjem C-prstena
rezultira flavan od kojeg se odvodi odredeni broj
osnovnih struktura, flavanoni, flavan-3-oli (katehini),
flavoni, flavon-3-oli, antocijanidini i izoflavoni (slika
1). Neki se od njih mogu smatrati derivatima
benzo-y-pirona ili benzo-y-pirana. Svi oni mogu
biti hidroksilirani, metoksilirani i glikozidirani s
monosaharidima ili oligosaharidima, a cesto
sadrzavaju i acilne skupine na razlicitim polozajima
osnovne flavonoidne strukture ili glikozidnog dijela
(6). Konacno, kod flavonoida postoiji i velika sklonost
umrezavanju i polimerizaciji (npr. tanini). Na slici 2.
prikazana je biosinteza flavonoida (22).

osnovna struktura

flavanon flavan-3-ol flavon
o)
Zon
flavon-3-ol antocijanidin izoflavon

Slika 1 Osnouna struktura i skupine flavonoida



Kazazi¢ SP. ANTIOKSIDACIJSKA | ANTIRADIKALSKA AKTIVNOST FLAVONOIDA 2 8 1
Arh Hig Rada Toksikol 2004;55:279-290

OH COOH
/
‘ + 3 H,C
CoASOC COSCoA

4-kumaril-CoA malonil-CoA

calkon-smtaza/redus wn-smtaza

R
Ol O OH OH HOOH
'Y} O tetrahidroksi&alkon O R=H: apiferol

' trihidroksicalkon OHO OH OH R=OH: luteoferol
&alkon S ~~ calkon DER flavan- 4-011

U R

HO < o, {)-oH oM O . HOOH F3H HOOH
auroni . .
LS likviritigenin naringenin eriodiktiol

OH O OH O

flavanoni
. . flavon—sintaza/
l izoflavon-sintaza

R
HO O o, flavanon-3-hidroksilaza HO. O 2 ¢ )-oH
w\‘ R4 daidzein % 3-deoksiantocijanidini
R O st

on R=OH: genistein OHO
izoflavon flavoni flavanon-3-hidroksilaza

flavanon izoflavon-sintaza

l izoflavon-O-metiltransferaza

R
HO_~_O ¢ )-oH _F3H_ wo < o A -oH
dlhldrokempferol F3 5H oH g  R=H, R'=OH: dihidrokvercetin
RO OCH,

OH O R=0OH, R'=OH: dihidromiricetin
3—hldroks-ﬂavanom (dihidroflavonoli)

\flavonol-sintaz;/

l izoflavon-2'-hidroksilaza

HO. O o‘
HO 3 R=H, R'=H: kempferol

. R=H, R'=OH: kvercetin
l izoflavon-reduktaza R=OH, R'=OH: miricetin

HO O o
OCH dihidroflavonol-4-reduktaza
HO 5

2 -hidroksiizoflavanon

l vestiton-reduktaza HOOH HOOH
l 7,2'-dihidroksi-4'-metoksiizoflavanol-dehidrataza

OH OH

dihidroflavonol 4-reduktaza

Rha-O o O OH
RT O

Gl & O Gle-O-Rha

flavonoli flavonolil-glikozidi

flavan-3,4-dioli flavan-3-oll

HO. O.
(leukoantocijanidini)
R O O OcH,

leukoantocijanidin-dioksigenaza l

medikarpin
izoflavonoidi . 8
HOOH
A OH R’
OH
3-hidroksi-antocijanidini
O-metiltransferaza l
UDP flavonoid-glukozil -transferaza l
ramnozil-transferaza l proantocijanidini
CI - kalkon-izomeraza OCH; (kondenzirani tanini)
F3'H - flavonoid-3'-hidroksilaza Gle-O o O OH
F3'5'H - flavonoid-3',5'-hidroksilaza - ocH,
IFS - izoflavon-sintaza O-Gle  O-Gle-O-Rhm
LKR - leukoantocijanidin-reduktaza antodijanini

Slika 2 Shema biosinteze flavonoida (22)
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U gotovo svakoj biljci (6) pronadeni su flavonoli
i u manjoj mjeri flavoni. Flavanoni i flavoni ¢esto se
nalaze zajedno, npr. u agrumima i povezani su sa
specifi¢nim enzimima za razliku od flavona i flavonola
koji se medusobno isklju¢uju u mnogim biljkama.
Antocijanini su pak gotovo odsutni u biljikama bogatim
flavanonima. Razlike izmedu pojedinih flavonoidnih
podgrupa proizlaze iz varijacija u broju i rasporedu
hidroksilnih skupina, kao i iz prirode i stupnja njihove
alkilacije ¥/ili glikozidacije. NajceSce se javljaju flavoni
i flavonoli s hidroksilnim skupinama u poloZajima 3’- i
4’- u prstenu B, a rjede oni s hidroksilnom grupom
samo u polozaju 4’-. Glikozidacija kod flavonoida
dogada se najcesce u polozaju 3-, a manje u polozaju
7-. Secer koji se naj¢esce javlja jest glukoza, no javljaju
se i galaktoza, ramnoza i ksiloza. Glikozidirani cijanidini
zovu se cijanini.

Flavonoidi koji su zastupljeni u hrani razlikuju se
po polozaju hidroksilnih, metoksi i glikozidnih skupina
i u konjugaciji izmedu prstena A i B. Flavonoidi u
biljkama uglavnom su u obliku 3-O-glikozida ili
polimera. Do polimerizacije flavanola u tanin i ostale
sloZene spojeve dolazi npr. prilikom fermentacije
enzimskom oksidacijom li§¢a zelenog u crni ¢aj.
Tanini ili galotanini su esteri 3,4,5-trihidroksibenzojeve
kiseline. Galoilna skupina tih tanina i monomernih
katehina u zelenom c¢aju djelomic¢no je odgovorna
za svojstva kelatiranja i hvatanja slobodnih radikala.
Kondenzirani tanini ili proantocijanidini sastoje se od
flavanolskih jedinica kojih moze biti i do 17 u jednoj
molekuli. Za ljudsku prehranu najvazniji od tih spojeva
su procijanidini koji se sastoje od monomera (+)-
katehina i (-)-epikatehina. (-)-katehini i (+)-epikatehini
su fitotoksicni i neke ih biljke sintetiziraju u korijenu
da bi sprijecile naseljavanje drugih biljaka na tom
teritoriju (23) (slika 3). B,  (veza izmedu atoma C6
krajnje molekule i atoma C4 pocetne molekule) i B, .
(veza izmedu atoma C8 krajnje molekule i atoma C4
pocetne molekule) vezani procijanidni dimeri, trimeri
i oligomeri nalaze se u crnim vinima, sjemenkama
grozda, jabukama i sjemenkama kakaovca.

OH OH
"
OH

OH OH
(+)-katehin (-)-katehin

“IOH

Slika 3 (+) katehin i () epikatehin

Strukturna svojstva i antioksidacijska aktivnost

Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na
nekoliko mogucih nacina. Najvazniji je kada djeluju
kao hvataci slobodnih radikala i tako prekidaju
lan¢anu reakciju slobodnog radikala. Flavonoid kao
antioksidans mora zadovoljiti dva uvjeta:

1. kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu
na tvar podloznu oksidaciji, mora bitno usporiti ili
sprijeciti reakciju oksidacije,

2. iz njega nastali radikal mora biti stabilan da ne bi
poticao lanc¢anu reakciju (24).

Radikali se obi¢no stabiliziraju delokalizacijom
elektrona, stvaranjem intramolekularnih vodikovih
veza ili daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom
(25). Glavne strukturne znacajke flavonoida vazne za
sposobnost hvatanja radikala jesu:

1. o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu
koja daje stabilnost radikalu i omogucuje
delokalizaciju elektrona;

2. 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto-
skupinom, $to omogucuje delokalizaciju elektrona
iz B-prstena;

3. hidroksilne skupine na polozaju 3- i 5- koje osigu-
ravaju vodikovu vezu s keto-skupinom (slika 4).

Slika 4 Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnih radikala

OH OH
OH OH
HO O O. O HO. \@OJ o
OH “I0H
OH

OH
(+)-epikatehin (-)-epikatehin
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Sljede¢i mogudi nacin antioksidacijskog djelovanja
je interakcija flavonoida s drugim fizioloskim
antioksidansima, npr. vitaminom C ili vitaminom E.
Sinergijski efekt medudijelovanjem tih antioksidansa
vidi se iz primjera povecanja antiproliferativnog u¢inka
kvercetina u interakciji s askorbinskom kiselinom.
Taj povecani ucinak povezan je s moguénoscu
askorbinske kiseline da zastiti polifenol od oksidativne
degeneracije (26). Unato¢ brojnim istraZivanjima
mehanizma zastitnog djelovanja flavonoida on je i dalje
predmetom mnogih rasprava. Flavonoidi (Fl) djeluju
kao antioksidansi mehanizmom hvatanja slobodnih

radikala (27-30) zbog ¢ega nastaje manje reaktivni
flavonoidni fenoksidni radikal (reakcije 1 i 2).

ROO*+FI-RO—0OH+FI-O* (1)
HO®+FI-OH—H,0+FI-O* (2)

Opcenito se vjeruje da se antioksidacijsko svojstvo
(AO) flavonoida temelji na njihovoj sposobnosti
doniranja vodikova atoma i na taj nacin hvatanja
slobodnih radikala generiranih u reakciji peroksidacije
lipida. AO se danas najc¢e$¢e mjeri TEAC-vrijednoséu
(Trolox equivalent antioxidant activity) koja je definirana
kao mmol/dm3 koncentracija otopine, u vodi topljivog
analoga vitamina E, troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-

Tablica 1 Antioksidacijska i antiradikalska aktivnost flavonoida ovisno o strukturnim svgjstvima

Polozaj grupa OH 23- Antioksi-  Antiradikalska
o d’o- dacijska aktivnost DPPH %
Spoj Grupa . gl'k(?z'flf' V0" aktivnost . -
slobodnih ranihili struka TEAC (35) iz vlastiti
metiliranih veza mmol dm? literature rezultati
epikatehin galat flavanol 3,5,7,3,4,3",4" 5" 49
epigalokatehin galat flavanol 3,5,7,3',4',5',37,4" 5" 48
kvercetin flavonol 3,5,7,3,4 + 47 89,8 (36) 94,2
delfinidin antocijanidin 35,73,4 5 4,44
cijanidin antocijanidin 3,5,7,3,4 44
epigalokatehin flavanol 3,5,7,3,4 5 3,8
miricetin flavonol 3,5,7,3,45 + 3,1 72,8 (36) 68,5
morin flavonol 3,5,7,3,45 + 2,55 96,5 (36)
epikatehin flavanol 3,5,7,3,4 2,5 90,3
katehin flavanol 3,5,7,3,4 2,4 94,1
rutin flavonol 5134 3-rut + 2,4 90,9 (36)
peonidin antocijanidin 3,5,7,4 3’-OMe 2,2
luteolin flavon 5,73,4 + 2,1 88,1
malvidin antocijanidin 3,5,7,4 3',5’-di-OMe 2,06
taksifolin flavanon 3,573 4 1,9 94,8 (36) 92,4
luteolin-4'-glukozid flavon 5,73 4'-glu 1,74
naringenin flavanon 57,4 1,53 6,3 (36) 6,05
apigenin flavon 57,4 + 1,45 0,7 (36)
krisin flavon 5,7 + 1,43 1,1 (36)
hesperetin flavanon 57,3 4’-OMe 1,37 30,0 (36)
kempferol flavonol 3,5,7,4 + 1,34 93,5 (36) 93,7
pelargonidin antocijanidin 3,5,7,4 1,3
galangin flavonol 3,5,7 + 1,22 91,8 (36)
hesperidin flavanon 3,53 4’-OMe-7-rut 1,08
luteolin-3’,7-diglukozid flavon 5,4 3',7-di-glu 0,79
narirutin flavanon 5,4 7-rut 0,76
kvercetagetin flavonol 3,5,6,7,3,4 + 92,48
luteolin-7-O-glukozid flavon 53,4 7-glu + 87,6 (36)
laricitrin flavonol 3,5,7,3,4 5'-OMe + 84,6 (36)
laricitrin-3’-O-glukozid flavonol 3,5,7,4 3’-glu-5-OMe + 83,8 (36)
robinetin flavonol 3,73,4,5 + 82,3 (36) 82,0
fisetin flavonol 3,7,3,4 + 79,0 (36)
kempferol-3,7-O-diramnozid  flavonol 54 3,7-di-ram + 70,6 (36)
apigenin 7-O-glukozid flavon 54 7-glu + 34,8 (36)
viteksin flavon 5,74 8-glu + 21,0 (36)

Me - metilna grupa, glu - glukoza, ram - ramnoza, rut - rutinoza (glukoza + ramnoza)
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tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), ekvivalentne
antioksidacijske aktivnosti kao i 1 mmol dm? otopina
ispitivanog flavonoida (31, 32). Antiradikalska aktivnost
(AR) flavonoida odreduje se njihovom sposobnosc¢u
reagiranja s odredenim radikalima, npr. mjerenjem
obezbojenja stabilnog 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilnog
radikala (DPPH) (33, 34).

Na tablici 1. prikazane su antioksidacijska (AO)
i antiradikalska aktivnost (AR) flavonoida ovisno o
strukturnim svojstvima.

Metode odredivanja antioksidacijske i antiradikalske
aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske i antiradikalske
aktivnosti flavonoida do sada su razvijene mnoge
metode kao $to su odredivanje sposobnosti hvatanja
aktivnih vrsta kisika (28, 37-40), odredivanje
sposobnosti hvatanja neprirodnih radikala, npr.
1,1-difenil-2-pikrilhidrazilnih radikala (DPPH) i 2,2’-
azinobis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonatnih radikal-
kationa (ABTS**) (35) te enzimsko i neenzimsko
mjerenje inhibicije lipidne peroksidacije (41, 42). Te su
metode uglavnom ogranicene na relativnu usporedbu
s referentnim spojem.

TEAC-vrijednost

Za neki antioksidans ona predstavlja sposobnost
sparivanja slobodnog elektrona plavo-zelenog ABTS
radikal-kationa, koji apsorbira u bliskom IR-podrucju
na 734, 645 i 815 nm u odnosu na tu sposobnost
troloxa. Antioksidansi smanjuju apsorpciju na 734
nm i to se smanjenje iskoriStava za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti.

Realkecije s DPPH

Ova metoda daje informaciju o reaktivnosti
ispitivanog spoja sa stabilnim slobodnim radikalom.
Zbog svog nesparenog elektrona DPPH jako apsorbira
u vidljivu dijelu spektra (ljubi¢asta boja) pri valnoj
duljini 517 nm. U novije vrijeme umjesto dosta
nesigurnog odredivanja koncentracije flavonoida pri
kojoj se pocetna koncentracija DPPH smanji na 50 %
(EC,/IC,, vrijednost) odreduju se konstante brzine i
ostali kineticki parametri te reakcije.

Hidroksilna skupina

Pretpostavlja se da antioksidacijsku aktivnost
flavonoida uglavnom odreduje raspored supstituenata.
Antioksidacijska aktivnost veéine polifenolnih

antioksidansa ovisi o rasporedu i ukupnom broju
hidroksilnih skupina (36, 43).

Na sposobnost hvatanja reaktivnih vrsta kisika i
dusika flavonoida najviSe utje¢u hidroksilne skupine
prstena B. Doniranjem vodikova atoma i elektrona
hidroksilnim i peroksidnim radikalima te ih hidroksilne
skupine stabiliziraju, a ujedno nastaje i relativno
stabilni flavonoidni radikal. Hvatanje peroksidnih
i hidroksilnih radikala kod strukturno homolognih
flavona i flavanona povecava se linearno za flavone,
odnosno teZi zasi¢enju za flavanone ovisno o ukupnom
broju hidroksilnih skupina (43). Poveéanju inhibicije
peroksidacije lipida pridonosi postojanje hidroksilnih
grupa u polozajima 3'- i 4’- (kateholna struktura)
u prstenu B (41,44). Takav je raspored je osobina
najjacih hvataca radikala.

Na slici 5. prikazana je vaznost susjedstva dviju
hidroksilnih skupina na prstenu B za antioksidacijsku
aktivnost. Kvercetin s o-dihidroksilnim rasporedom
ima najvisu TEAC-vrijednost, 4,7 mmol dm™, dok je
za morin s m-dihidroksilnim rasporedom u prstenu
B TEAC-vrijednost 2,5 mmol dm?. Kempferol ima
samo jednu hidroksilnu skupinu u B-prstenu i TEAC-
vrijednost iznosi 1,3 mmol dm=. To upucuje na to da
prsten B sa samo jednom hidroksilnom skupinom
nije efikasan donor vodika. Takoder prisutnost trece
hidroksilne skupine na prstenu B, miricetin, ne
povecava antioksidacijsku aktivnost. Kada je u strukturi
flavonoida prisutan katehol, tada se on oksidira na
prstenu B dajuci delokalizacijom elektrona stabilizirani
o-semikinonski radikal. Flavoni koji nemaju kateholnu
ili vic-trihidroksilnu (pirogalolnu) strukturu stvaraju
relativno nestabilne radikale i slabi su hvataci.

OH
HO O O Hi
OH
OH O

kempferol
(1,3 mmol dm?)

OH OH
O OH O OH
(@) 0]
HO O OH HO O OH
OH OH
OH O OH O

miricetin
(3,1 mmol dm?)

@)

OH

kvercetin
(4,7 mmol dm”)

morin
(2,5 mmol dm™)

Slika 5 Utjecaj broja i rasporeda hidroksilnih skupina na prstenu B na
antioksidacijsku aktivnost
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Utjecaj na aktivnost rasporeda hidroksilnih skupina
na prstenu A manje je poznat. Ipak, u usporedbi s
rasporedom hidroksilnih skupina na prstenu B
utjecaj rasporeda pojedinih skupina na prstenu A na
antioksidacijsku aktivnost dosta je upitan.

Prsten C pridonosi antioksidacijskoj aktivnosti u
nekoliko slucajeva:

1. prisutno$éu slobodne hidroksilne skupine u

polozaju 3- i
2. omogucivanjem konjugacije izmedu aromatskih

prstenova.

Sam prsten C nije presudan za aktivnost flavonoida,
npr. ¢alkoni aktivni su antioksidansi.

Hvatanje slobodnih radikala jako je ovisno o
prisutnosti slobodne hidroksilne skupine u polozaju
3- (36). Pokazano je da su flavonoidi s hidroksilnom
skupinom u polozaju 3- i katehol strukturom visestruko
jaci hvataci peroksinitrita nego ebselen, poznati hvata¢
reaktivnih vrsta dusika (45). Superiornost kvercetina
u inhibiciji oksidativnih o$tecenja djelomi¢no se
pripisuje njegovoj slobodnoj hidroksilnoj skupini u
polozaju 3- za koju se pretpostavlja da povecava
stabilnost flavonoidnog radikala. Torzijski kut prstena
B u odnosu na ostali dio molekule jako utjece na
sposobnost hvatanja slobodnih radikala. Flavonoli i
flavanoli koji imaju hidroksilnu skupinu u polozaju
3- su planarni, a flavoni i flavanoni koji je nemaju

rutin
(2,4 mmol dm?)

OH/

luteolin
(2,1 mmol dm?)

kvercetin
(4,7 mmol dm?)

nisu. Planarnost dopusta konjugaciju, delokalizaciju
elektrona i povecava stabilnost flavonoidnih
fenoksilnih radikala. Uklanjanje hidroksilne skupine
s poloZaja 3- ukida koplanarnost i konjugativnost, a
time i sposobnost stabilizacije radikala (46). Uloga
hidroksilne skupine u polozaju 3- moze se vidjeti na
slici 6 (35). Glikozidacija flavonoida u usporedbi s
odgovaraju¢im aglikonom snizava njihovu aktivnost.
Tako se u rutinu, glikozidiranjem skupine 3-OH i
zadrzavanjem kateholne strukture TEAC-vrijednost
smanjuje na vrijednost 2,4 mmol dm?, a u luteolinu
koji nema skupinu 3-OH ¢ak na 2,1 mmol dm? (35).
Maksimum ucinka za hvatanje radikala ocito zahtijeva
hidroksilnu skupinu u poloZaju 3- na 2,3-dvostrukoj
vezi zajedno s 4-keto-skupinom u susjedstvu. Taksifolin
(dihidrokvercetin) za razliku od kvercetina nema 2,3-
dvostruku vezu $to sprjecava delokalizaciju elektrona
ariloksilnih radikala s prstena B na prsten A i rezultira
snizenjem TEAC-vrijednosti na 1,9 mmol dm?. Ta
usporedba kvercetina i luteolina i rutina pokazuje
vaznost interakcije skupine 3-OH s dvostrukom vezom
u prstenu C bez koje dolazi do gubitka antioksidacijske
aktivnosti.

U usporedbi s flavonolima kvercetinom,
miricetinom i kempferolom flavon luteolin je slab
hvata¢ DPPH-radikala. Pokazano je da metiliranje ili
glikozidiranje grupe 3-OH kod kempferola i kvercetina

kempferol
(1,3 mmol dm?)

taksifolin
(1,9 mmol dm?)

Slika 6 Utjecaj hidroksilne skupine u poloZaju 3- na antioksidacijsku aktivnost (35)
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uklanja aktivnost protiv oksidacije p-karotenom u

linoleinskoj kiselini (36). Eksperimenti peroksidacije

lipida daju ogranicene informacije o odnosu izmedu

strukture i antioksidacijskog mehanizma. Zastita lipida

od oksidativnog osteéenja moze biti pripisana:

1. hvatanju hidroksilnih, peroksidnih ili sintetiziranih
radikala,

2. zaustavljanju lanc¢ane reakcije u lipidnoj fazi,
uklju€ujudi peroksidne radikale i hidroperokside,

3. kelatnom vezanju divalentnih kationa koji iniciraju
oksidativne procese in vitro i/ili

4. interakciji s drugim inicijatorima, npr. askorbatom.
Usprkos razlicitosti metoda odredivanja

aktivnosti, postoji slaganje da hidroksilne skupine

daju flavonoidima znacajnu sposobnost hvatanja

radikala.

2,3-dvostruka veza i 4-keto-skupina

Potvrdeno je da postojanje 2,3-dvostruke veze
zajedno s 4-keto-skupinom povecava sposobnost
hvatanja slobodnih radikala. Konjugacija dvostrukih
veza izmedu prstena A i B omogucuje rezonancijsku
stabilizaciju preko vec¢eg broja aromatskih jezgara,
Sto povecava stabilnost flavonoidnih radikala.
Pretpostavka da su flavanoli jaci hvataci slobodnih
radikala nego flavoni (35, 42) moze se pripisati ve¢em
broju hidroksilnih skupina i hidroksilnoj skupini u
polozaju 3-. Premda se u obzir moraju uzeti i drugi
strukturni elementi, sposobnost hvatanja slobodnih
radikala flavonoidima je povecana kada su prisutna
oba elementa.

Slika 7 pokazuje tri flavonoida s jednakim brojem
hidroksilnih skupina i njihovim rasporedom, ali
razlikom u prstenu C. Kvercetin u prstenu C ima 2,3-

OH

OH
HO O (@) O
OH

OH

katehin
(2,4 mmol dm”)

kvercetin
(4,7 mmol dm?)

o
HO N
Z 0H
OH

cijanidin
(4,4 mmol dm”?)

Slika 7 Usporedba strukture i antioksidacijske aktivnosti

dvostruku vezu i 4-keto-skupinu i pokazuje najvisu
TEAC-vrijednost (4,7 mmol dm?), dok katehin
sa zasi¢enim prstenom C ima upola nizu TEAC-
vrijednost (2,4 mmol dm?) (1). Cijanidin sa svojim
antocijanidinskim prstenom C koji omogucava
konjugaciju pokazuje gotovo jednaku TEAC-vrijednost
kao i kvercetin. Ovo dokazuje da su postojanje
nezasicenosti prstena C i moguénost delokalizacije
elektrona vazni za stabilnost radikala.

O-metiliranje

Razlika u antioksidacijskoj aktivnosti izmedu
polihidroksiliranih i polimetoksiliranih flavonoida
uglavnom je zbog razlike u hidrofobnosti i molekularnoj
planarnosti. Kvercetin je snazni hvata¢ peroksidnih
radikala, a zatim slijede njegovi O-metilirani i O-
glikozidirani derivati (44). Smanjenje antioksidacijske
aktivnosti O-metiliranjem (36, 39, 44) moze se
objasniti efektom naru$avanja planarnosti. lako se
odnosom metoksilnih i hidroksilnih supstituenata ne
moze predvidjeti flavonoidna sposobnost hvatanja
radikala, prsten B je djelomic¢no osjetljiv na polozaje
metoksilnih skupina. Stericke smetnje kateholne
strukture s 4’-O-metiliranjem znadajno smanjuju
antioksidacijsku sposobnost (44). Opcenito, utjecaj O-
metiliranja ovisi 0 metodi odredivanja antioksidacijske
aktivnosti, tipu radikala koji se rabi i slu¢aju kada tvar
koja se oksidira ima strukturu lipida jer tada lipofilnost
pridonosi ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti.

Glikozidacija

Aglikoni su snazniji antioksidansi od odgovarajucih
glikozida (48, 49). Usporedba luteolina (TEAC-

OH
HO. O O O HO
OH

OH O

luteolin-4'-glukozid
(1,7 mmol dm”)

luteolin
(2,1 mmol dm”)

OH O

luteolin-3'-7-glukozid
(0,8 mmol dm?)

Slika 8 Utjecaj glikozidacije na antioksidacijsku aktivnost
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vrijednost 2,1 mmol dm?) s njegovim 4’-mono
(TEAC-vrijednost 1,7 mmol dm? i 3’,7-diglukozidom
(TEAC-vrijednost 0,8 mmol dm?) pokazuje da se
antioksidacijska svojstva flavonskih glikozida smanjuju
s porastom broja glikozidnih skupina (slika 8). Osim
same prisutnosti i ukupnog broja glikozidnih skupina
vaznu ulogu ima i poloZaj u kojem se nalazi pojedina
skupina, kao i struktura Secera.

Strukturna svojstva flavonoida vezanih na kovinu

Jo$ jedan nacin antioksidacijskog djelovanja
flavonoida je stvaranje kelatnih kompleksa s ionima
kovine, npr. Cu ili Fe. Kelatno vezanje katalitickog iona
kovine mofZe sprijeciti njihovo uklju¢ivanje u Fentonove
reakcije koje mogu generirati visokoreaktivne
hidroksilne radikale (reakcije 1 i 2) (24).

H,0,+Cu*—OH*+OH +Cu** @)
Cu*'+0,"—Cu’+0, (6)
Sposobnost polifenola da reagiraju u

oksidoredukcijskim reakcijama s ionima kovine ¢ini
ih prooksidansima. Npr. Cao et al. (43) koristedi se
trima razli¢itim oksidacijskim sistemima pokazali su
da flavonoidi pokazuju znacajnu antioksidacijsku
aktivnost u odnosu na peroksidni radikal nastao iz
2,2’-azobis(2-amidino-propan)dihidroklorida (AAPH)
i u odnosu na hidroksilni radikal, ali su u isto vrijeme
bili prooksidansi s Cu?*. Flavonoidi mogu reducirati
Cu?* u Cu* i time dopustaju formiranje inicijalnih
radikala. Mogu¢i prooksidansni efekt flavonoida moze
biti vazan in vivo u slucaju kada su u oksidacijske
procese ukljuceni slobodni ioni prijelaznih kovina. d
zdravome ljudskom tijelu ioni kovine se uglavnom
javljaju u oblicima nesposobnim da kataliziraju reakcije
slobodnih radikala (50). Ako dode do ozljede, moze se
osloboditi zeljezo ili bakar (51) i kataliticki ion kovine
moze biti opazen u aterosklerotskim lezijama (52).
Tada se ne moze ignorirati djelovanje flavonoida kao
prooksidansa.

Preko svojstva kelatnog vezanja prijelaznih kovina
(42,53-56) flavonoidi mogu inaktivirati Zeljezov ion
kompleksiranjem i na taj nacin potisnuti superoksidom
vodene Fentonove reakcije (reakcije 7 i 8) za koje se
vjeruje da su najvazniji put do aktivnih vrsta kisika
(53).

0, +Fe(ll)—O0, +Fe(ll) )
Fe(ll)+H,0,—Fe(lll) + HO*+HO" ®8)

Odredivanje odnosa struktura—aktivnost pokazuje
da su za kelatno vezanje iona kovina vazne 4-keto-
skupina i skupina 3-OH prstena C (39). Opcenito,
pretpostavlja se da je kelatiranje Fe?* flavonoidima
znacajno za njihovu antioksidacijsku aktivnost jer
omogucuje hvatanje na odredenom polozaju (“site-
specific scavenging”) (57). To znaci da Ce radikali
koji se stvaraju u blizini flavonoida koji je okruzen
s Fe?* biti trenutno uhvaceni, ako je Fe** jo$ uvijek
kataliticki aktivan. U tom slucaju flavonoidi ¢e imati
dvostruko, sinergijsko djelovanje, Sto ih ¢ini vrlo
snaznim antioksidansima.

Prooksidacijska aktivnost

Flavonoidi osim vrlo korisne antioksidacijske
aktivnosti pokazuju i negativhu prooksidacijsku
aktivnost u prisutnosti Cu?*. Prooksidacijska aktivnost
izazvana ionom Cu?* proporcionalna je ukupnom
broju hidroksilnih skupina. Glikozidacija i metiliranje
hidroksilnih skupina smanjuju prooksidacijsko
svojstvo flavonoida (43). Istrazivanja (43,58) pokazuju
da strukturna svojstva koja optimiraju antioksidacijsku
aktivnost takoder mogu pogorsati oksidativni stres i
ostecenja vaznih stani¢nih molekula. Bors i suradnici
(59) pokazali su da vaznu ulogu u stabiliziranju
flavonoidnih radikala kod prooksidacijskog djelovanja
imaju strukturne komponente koje pojacavaju
antioksidacijsku aktivnost. Tako u ovom slucaju
kateholna struktura u prstenu B, hidroksilna skupina
u polozaju 3- te konjugacija izmedu prstena A i B
smanjuju oksidacijsko djelovanje flavonoida.
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Summary
ANTIOXIDATIVE AND ANTIRADICAL ACTIVITY OF FLAVONOIDS

Flavonoids are a major group of phenolic compounds which are important in flavouring and colouring of
many fruits and vegetables and derived products such as wine, tea preparations and chocolate. Recently,
flavonoids are given much attention due to their excellent antioxidative and antiradical activity. Studies have
revealed that flavonoids are good scavengers of free radicals, and consequently, they are much used in
pharmaceutical and food industries. Flavonoids also have a gamut of other biochemical activities; some
have been found to possess significant anti-cardiovascular disease, anti-inflammatory, anti-allergic, anti-
mutagenic, antiviral, anti-tumour and activities.
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