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Abstract 

ULETILOVI;, Snežana, Milada NALESNIK: The identification and isolation of polyphenols 
with a possible antioxidative and antiradical activity. Skup 3: 41-47. [The department of 
biochemistry and chemistry, Medical  Faculty University of Banjaluka].  
The purpose of this work was to come to the conclusion on basis of number of different kinds of 
polyphenols presence and its quantity in black currant fruits and grape about its antioxidative and 
antiradical activity. The isolation of flavonoids were carried out  extraction with ethyl acetate and than 
acid hydrolysis with hydrochloric acid. The identification of polyphenols and the structure 
characterization were carried out using techniques of  column  and  thin layer chromatography, 
defining Rf value and comparation with standards, recording UV- spectars, and defining melting point. 
Final results showed the presence of quercetin, and p-coumaric acid in both sort of fruit, while in 
grape there are gallic acid and catechin, epicatechin and luteolin and in black currant there are caffeic 
acid and myricetin.According to a sort of presence of polyphenols and its quantity of participation in 
fruits of grape, this fruit has an adventage in antioxidative and antiradical activity. Black currant has 
smaller amount of different sorts of flavonoides, but their structure characteristics are so good that 
they make safe antioxidative activity. 
Key words: polyphenols, chromatographic methods, antioxidative activity   

��=���	 
A�& ���� �	�	 �� !�� �	 �� �	 ������ �	����
�% ���
	 � ��������� �	�
��&����
� ���������	 
� ��������	 ���� ��!���� � ����� ���"6	 ������ �	�&��� � ��%���� 	�
������	
����� � 
	�
��	���	����� 	�
�����
�. ����	���	 �����������% �������	 �� ��*��	 ���
�	������ �	 �
�� 
	��
	
�� � �	��	���� %��������� �	 %������������� ���������. ����
����	���	 ������	��% 
�������	 ��*��	 �� 
�%���	�	 
	��������� � �������� %���	
���	����, ����6��	��� #� 
���������
� � ����6���� �	 Rf ���������
��	 �
	��	��	, ����	��� UV-����
	�	 
� 
����6��	��� 
	�� 
��&��	. =�!����� �����
	
� ���	�	�� �� ������
�� ������
��	 � �-
���	������ �������� � �!� ���
� ���	, ��� �� � ���"6� ��* �	�
��&��� �	��	 �������	, �	
�%��, 
����	
�%�� � ��
����� 	 � ����� ��!���� �	������	 �������	 � ������
��. ����	 ���
� 
�	�
��&����
� ���������	 
� ���������� ������ � ��������	 ���"6	, ���"6� !� ��	�� ���� 
	�
������	
���� � 	�
��	���	���� 	�
�����
 � ������ �	 ���� ��!����. A��	 ��!���	 ��	 �	�� 
�	��������
 ���������	 	�� �� ��%��� �
���
���� �	�	�
����
��� 
	��� �	 ������	�	�� ��!�� 
	�
������	
���� 	�
�����
. 
$>��
� �����: ����������, %���	
���	���� ��
���, 	�
������	�����	 	�
�����
. 
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�X'= 
�� ���� %�������� �	�
	��, ���� �� !��	
 ����� �	���% �������	���% 

�������
����	
	 �	� *
� �� ��
	���� � �����	��, 	�� � �	��� ������� ��� �� ��*� 
��
�� �	"���
 ���	 �	� !��	
�� �����	 �������	 ���� ���� �������	��� �	 &����� 
���	�&�, 	�� ���	���� !����*�� ������	�� � &������ ���	�����. +� �� �����	 ����	 
����������% �������	 (K a u r  et al.,2001.) ���	 �� �!�� ����� ���������� %������� ��	6� 
������&��	 � !����� ����� �� ����% �� �	��	"���� ��	�	������ � ������� ��������. 
/	*
�
�	 ����	 ��	������	 � !����*��� ���
����	 �����
�� �� ��%��� �	�� 
	�
������	������ � 	�
��	���	���� 	�
�����
� (R i c e -E v a n s , et al. 1997.). /	
� �� 
��	��������	 ��������� � ����	 
��	�����	 ������	�	, ���. 	�
�!	�
�������, 
���
���	���, 	�
�	���������, 	�
���
	����, 	�
����	��� � 	�
��	��������� (Rice-
E v a n s , et al. 1995., B o r s  et al. 1990., H a r b o r n e  et al 2000.). J�%��� 
	�
������	������ ������	�� ��������� �� ��%���� �����!���
� ��	���	�	 ("%�	
	�	") 
����
���	 ���!����� �	���	�	, %��	
��� �����	�	 ���	 ����	���% ��
	�	 (Fe2+, Cu2+, 
Zn2+ i Mg2+) (F e r r a l i  et al 1997.), 	�
����	�� 	�
������	������% �����	 (E l l i o t  et al. 
1992.) � ��%�!��	�	 �����	�	 (C o s  et al. 1998.). 

� ��	��� ���	����� ���
��� �	���
�"	 ����6� �����	
����� �
���	, 
�. 
�*
����	 ���� �	���	�� � �����	��� ��	���	�� �	 ����*������ ���!�	�	�	 � 
�����
����	 � 	�
������	
���� ���	�	����. @�� ����
	�� 	�
������	�����	 �	*
�
	 
���
�� �	�
	��% ���!����% �	���	�	, ��"� ���� �� �����	
����� �
���	 �	 �������� 
�	��	 �!�� ������	�	 ����6���% 
�����	 ��� �������*��� �
����� (H a l l i w e l l  et 
al.1994.). ?��!���� �	���	�� �� �	��*�� ��	�
���� ���
� ��������	 (#'?) �	� *
� �� 
���������� �	���	� 	���� (O2

—•), %���������� �	���	� (OH•), %�������������� 
�	���	� (HO2

•), ������� �������� (H2O2) 	�� �� � �	��� ������� ��� �*�� ������� � 
��	�
���� ���
� 	��
	 (HONOO, NO, NO3 �	���	�� � ��.) �	� � �	���	�� �� ���&	*�� 
������� �	�
	�� ��� �
��	��� UV-��	��	, X-��	�	, ���	����� ���	 � �	�	6��	 �� 
��	�	 (Friedman et al.2000.). '�� �� ��&���� � �	������ ������� !�����% !����
�, �	� 
*
� ��: 
�����, �	�����	����	��� !����
�, �	
	�	�
	, ���	!�
�� ����
��, 
�	�
����
��
��	��� ��	��� !����
�, !����
� ��
��, �	���	��	 �������	���	 � ����� 
��	��� �������. '�� ��������� �
	���� �����	, ��
	������, �*
����� =$> � 
�����	���� �������
���	 ����� ���
��� (�=�). ?��!���� �	����� �� �	�� ��	�
���� 
(�!�� ���������� ����
���	) � �*
������ ������� ���!�	�� �	����� ����	 �	�	�	 
��	����	 ��������	���� �����	 ���	 �� ������� ����� 	
�����������. ���	�� �!�� 
��
�����	��� *
�
�� ������� ���!����% �	���	�	 � 
����� ���
��� �	����
� 
	�
������	������ ��%	����� ��!�	�� ��&������ ������, ���
����, ��
	���� 
� � 
��	������� �	� %�	
	� ���!����% �	���	�	. 

>������� ���������	 ��, ����6� �	����
�% ���
	 ���	, ����!�� ��
�� 
	��� 
�!����� !�!�	�
� �	���	�
� ���� �� �������	 Ericaceae (!��������), Rosaceae (�����	, 
�	���	, 
��*�	, ��*�	,���"6�, �	���	) te Caprifoliaceae (���	 ��!���	  � !�!��� !	���) 
(M ä ä t t ä -R i i h i n e n  et al. 2004.).$	��	"���� ���������� �����
�� � ���� ���� �� 
������� ��������, ��	������, ��	�	�-3-���, 	�
����	���� � ���	�
����	������. 
#������� ������	����� 
�� ���	 � ��%���% ��������	 ��	
�� �� ��	���� ����� �� 
�	�
	��	 �	����
�% !����
�  (B e r m u d e z -S o t o  et al.2007., O l s s o n  M.E. et al. 2004.,  
S e e r a m  N.P. et al. 2006.,  G a r c i a -A l o n s o  J. et al.2006.) *
� �� ��������� ������� 
�	��"	�� �����������% �������	 � ����.  



����
����	���	 � ����	���	 ���������	 �	 ��
�����	���� 	�
������	
����� � 	�
��	���	����� 	�
����*�� 
_____________________________________ 
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�@+G#�H@� � �G+'=G 
A��� ���"6� (?��
	 �����	��	) � ���	 ��!���	 (Ribes nigrum) �!�	�� �� �	 

������� !	�	���� ������ � �
	������ �������� ������
�, �	�����
� �	 -200C � ��	�� 
�� 	�	����. @�	���	 ����	�	 �	6��	 �� � �	�	���	�	. 

?
	��	���: �	��	 �������	, �	���	 �������	, �-���	�����	, ������
��, �	
�%��, 
��
����� � ������
�� �	!	�&��� �� � ����� Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD). 
?
	��	��� �� �������	�� � ������
�	���	�	 �� 125mg/L. 

����!�	 �	"�	 ��������	 �� ��!��� �������� �	�
�	�		 �	 ��
�	�����. >	� 
���
�	�����	 �����
�	 ����*
��� �� �
	���, 	��
�� � �
�� 	��
	
. $	�!�&� �����
	
� 
��!����� �� ��������� �
�� 	��
	
	 
	�� �	 ��  ���!���� � �������	�� ����� 
��	�����	 � �������% �������	 ���
�	%��	�� �� ���	 �
�� 	��
	
�� ����	 ���
���� 
��� �	���� ����	��� � ��
��	
��� (M ä ä t t ä -R i i h i n e n  et al. 2004.). ����� ���
�	����� 
������
� ���� �� %����������	��, ���
���� � �	 	�	���� �� ���	�	�� ~5g ���	. 
G��
�	����	 �	 �
�� 	��
	
�� (5 x 5mL) ��*��	 �� �� ����� ������	 �	 ���	�	��. ?�� 
���
�	�
� �� ������� � �����g��
� %�������� �	 !� �� �� g�������	 �����������% 
�������	 ��������� 	g������. E�������	 �� �������	 �	 ������
���	��� HCl 
��������� �� 0,6 mol/L ���	�� ����., �	g���	�	��� �	 ������� ����&� �	 
�����	
��� 
70-800C  � ������� �� 30 ����
	. $	��� �	��*��� %�������� �	����&��� ���
�	�
 �� 
��	��� �� ��%	 �	 ��
	������ �	��� ��	���	�, ���*�� � �� 	�	���� ��	� � ��!�� 
�	
������� 
	���� �������	�	 �	*
������ �� ����
���
�. 

����
����	���	 �����������% �������	 ��	6��	 �� �� ����� 
	��������� 
%���	
���	����.. >	� �
	��	���	 �	�	 �	 TLC %���	
���	���� ����*
��� �� ���� DC-
Fertigplatten RP-18F254s (10 x 20 cm) ����� Merc, �	 ������ �����	���	 ��!&��� 0,25��. 
>	� ��!���	 �	�	 ����*
��� �� �	����
� ���
��� �	�
�	�		: 

a) !����� : �
�� 	��
	
 : ��	�&	 �������	 = 30 :15 : 5 (�/�) 
b) �
�� 	��
	
 : ��	�&	 �������	 : ��
��	 �������	 : ���	  = 100 :11 : 11 : 27  

(�/�) 
c) !����� : �
�� 	��
	
 : ��
	��� = 5 :5,3 : 1,5  (�/�) 
d) �
�� 	��
	
 : ��	�&	 �������	 : �
����
�� ��
�� : ���	  = 50 :10 : 30 : 10  

(�/�) 
e) 
����� : ��
	��� = 9 : 1 (�/�) 

?�� ���
��!&��� �	�
�	�	� �� �.	. ��
���. =�!����� %���	
���	�� �� 
����	
�	�� ��� UV-����
��� �=254nm i �=360nm, � ��&� ����
����	���� 
�����������% �������	. 

/	 ����6��	�� ������� �����
��% ��	������	 � �������% �������	 
����*
��	 �� �������	 %���	
���	���	 (�
	����	 �����	  20x200cm, �����	 ������ 
�����	���	 Kiesielgur). >	� �����
�� �	 �����	�� ������ ����*
�� �� ���
�� 
�	�
�	�		; !����� : �
�� 	��
	
 : ��	�&	 �������	 = 30 :15 : 5 (�/�). ��������� ���	
� 
��
� Rf ���������
� �� �	���&	��, �
�	���� �	 �	��� ��	���	�, ��*��� �� ����
	�
�� 
�	�� � �	�	��. #	��	
� �� ������� �	 ��	�� ��������� ����������� ��������.  

#G/��+@+� � =�?>�?�H@ 
� ���� �	�� �	 ����	�	�� �����������% �������	 �� ����	�	 ����� ���"6	 � 

���� ��!���� ����*
��	 �� 
�� �	����
	 ���
�	�����	 �����
�	 �
	���, 	��
�� � �
�� 
	��
	
. $	�!�&� �����
	
� �� ��!����� ���������  �
�� 	��
	
	 ���� �� � ��	� � 
��
��	
��� �	��*�� �����	�	� (Jakobek et al. 2008.).  

#	���	�	�� ���������	 � ��%��	 ����
����	���	 ��*��	 �� ��
���� 

	��������� %���	
���	����. $	����� ���!��� � %���	
���	����� 	�	���� �� 
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�������	�� ����	����
� �����
��% �	�	 �	� � ��!�� ��%��� ��
��	��� ���!��	���� �	 
���	���	�� ����6��� ����� �������	. $	�!�&	 ���!��	���	 �����
�� �	�� �� ��	 ���	 
��������� �	����� �	����� � Rf ���������
��	. � ���%� ��	��
	
���� 	�	���� 
���������	 � ���
�	�
��	 ����� ���"6	 � ���� ��!���� ����
	�	 �� ����	����
 ��
 
�����
��% �	�	 	 �	 �	������	����� �� ��	!�	�	  ���!��	���	 !����� : �
�� 	��
	
 : 
��	�&	 �������	 = 30 :15 : 5 (�/�). $	��� ��������� %���	
���	���� 
�%���� 	 �� ����� 
�
	��	����% ����
	��� � ���	��	
�% Rf ���������
� ���	�	�	 �� �����
���
 
������
��	 � �-���	������ �������� � �!� ���
� ���	 ��� �� � ���"6� ��* �����
�� 
�	��	 �������	, �	
�%�� � ��
����� 	 � ����� ��!���� �	���	 �������	 � ������
��. 

/	 ��	�
�
	
���� ����6��	�� �����������% �������	 � ������ �	
����	�� 
����*
��	 �� 
�%���	 �������� %���	
���	����. $	��� ��	��	�	 � ��*��	 ���������% 
���	
	 ��!����� �� �����
	
� ���� �� ����	�	�� � +	!��� 1. 

 
+	!. 1: >�����	 �����������% �������	 � ����� ���"6� � ����� ��!���� ���	"���� � ������
��	 

����������� �������� ���� ���"6� ���	 ��!���	 
������
�� 40 14 
�-���	�����	 �������	 10 19 
�	��	 �������	 20 - 
�	
�%�� 1 - 
����	
�%�� 1 - 
��
����� 2 - 
�	������	 �������	 - 10 
������
�� - 35 

 
�� ���% �����
	
	 ��"� �� �����
� �	 ������
��	 ��	 �	 65% ��*� � ���"6�  

���� � ����� ��!����, ��� ������
��	 ����� ��	 ��� 35% � ����� ��!���� � ������ 
���"6	 ���� !��� �� � 
�	�����	. X��� ������	
 �	��� �������� 20% �	6�� �� � ���"6� 
( �	��	 �������	 �� �������� ����� �� ��������� �	����	 	�
������	
��	 	�
�����
 �� 
���% �����������% �������	) 	 � ����� ��!���� ���� �	6��	.  

$	 ������ ��!�����% ���������
� �	  ������� �����������% �������	 � ����� 
���"6� � ����� ��!���� ��"� �� �	�&��
� �	 �� ���������� �	�
��&����
� � ���
� 
����������% �������	 �����	� ���"6�. /	 �����	
� �� �	 !� ���"6� ��	�� � ���� 
	�
������	
���� 	�
�����
 � ������ �	 ���� ��!���� �!�� ����� ������
�	���� �����	 
������
��	 ���� �� �	��	� 	�
������	�� �� ���% ��	������	 *
� �� � ���	�	�� � 
������ �	�����	 (B u r d a  et al. 2001.). >�����
�� ��	 %���������� ����� � ����"	�� 3, 
����
���� ���� ����6� ������ � 
����� C 	
��	 � �	
�%���� �
���
��� ���
��	 B 
� ��
� 
����� �	 �
��
�� C 	
��� *
� �	 ��� �	���� �	�� "%�	
	��" ���!����% �	���	�	. 
?����������
 ������
��	 � ��%�!����� �����	
����% �*
����	  � ������ �	 
������
�� ��������� �� ���
��	�� ����
���� ���� ����6� ������ � 
����� C 	
��	. 
>����	���	 ����
����% ���	 ����6� ���
��	 @ � B ������	�	 �����	������� 
�
	!����	���� ����� ����� !���	 	���	
���% ����	�	, *
� �����	�	 �
	!�����
 
��	��������% �	���	�	. +	�� ������
�� ���� ��	 � ���
��� C 2,3 ����
���� ���� � 4-
��
� ����� ���	���� � �	���*� 	�
������	
���� 	�
�����
 (+G@C-���������
 4,7 
mmol/L), ��� ������
�� ���� � ���
��� C ���	 ����
���� ���� (*
� �������� �	�� 
�
	!�����
 ��	��������� �	���	�	) ��	 	�
������	������ 	�
�����
 3,1 mmol/L 
(R o b a k   et al. 1988.). 
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HO
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OHOHOHOH
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C
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C

O

OOH

OHOHOHOH

OH

OH

HO

 
                 ������
�� (4,7 mmol/L)                                               ������
�� (3,1 mmol/L) 

� �������� 	������� �� ����� ��	"���� 	�
������	��� �� �����	�	����% 
��������	, 	 	�
������	
���	 	�
�����
 ��	���������% ��������	 �� ��	���� � 
���	�
�� ����������% ����	. '��� �	�� �����
���
� � � ������� !���	 ����������% 
����	 �	"�� ����� ��	 � ����"	� � ��� �� �	�	�� ���������	 ����	 �	� � �
���
��	 
*����	 (R a t t y   et al.1988.).  

�����
���
 ��������% ��	������	 ���	���	�	 �� �� �	�� 
	���������� 
%���	
���	����� ������� ����6���� Rf ���������
� ������	��% �������	 �	 Rf 
���������
��	 �
	��	���% ����
	��� ���� � ����6��	��� 
	�� 
��&��	 
� ����	��� 
UV- ����
	�	 �	
�% �������	. $	�!�&� ��	�	�� �	 �������
��� ��������� ��	� �� 
������
�� ���� �� ��	�  +.+. 150-1600C ��� �� ��� ��
�����	 +.+. !��	 ���	 �� 3000C 
(���� ��	�	 
	�� �������	� ��
���	�) *
� �� ��"� ������	
� �����
��� 
����*���� ���� �� �������� ��!���� ���� 
�%����� ����	���� ��� !� �� ��*��
����� 
�������
	���	����� ��!��� �	 ������� ��	�����. ���
����
	 �� ��!�	 �	��	����
 
����6�  UV-����
�	 ������
��	 ������	��� �� ���"6	 � �
	��	��	 ������
��	. '!	 
����
�	 ��	�� 	���������� ����� � ������� 250-270 nm  (
�	�	 I) � � ������� 320-390 
nm (
�	�	 II).   

/@>���@> 
� ���%� ���	�	����, ����
����	���� � ��	�
����	���� ���������	 � ���� 

�	������� �� !����� %���	
���	���� ��
���, 	 ��!�� 
�%���� �	���*� �	���� �� ���
� 
��
�	"��	�	, ����� ���������	 ���	 �� "��� 	�	�����	
� 
� �����&����
� 
�	!��	
����	. 

+	��������	 � �������	 %���	
���	���	 �� �	�������
	����� � �	����
����� 

�%���� ���� �� !��� ��������� ��
����
� �� �������� �!�� ���
����� ���6��	 HPLC-
��
��� (
��	 %���	
���	���	 ��� ������� ���
�����). =	�	� �� ��� 
�%���� ���� 
���
	 �����*�� �����
�
� �	� ��������� ��
��� (����.���������) 	�	���� ���������	 
� ����. � ���� �	�� 
�� 
�%���	�	 ����
������	�	 �� �
���  ��	������	 � 3 ������� 
��������. ��
��	 �� �!��!�����	 ��!�� ��������
�����
 �����
	
	.  

���
��!	 ����� ���"6	  � ���� ��!���� � ���%�	�� �� ����	 ��		��	. 
=��	�	*�	 �	��	�	 ��	���� �	 ����
���� � �	*
�
�� ������	�� ��� ���
� ���	 �	 
&����� ���	�&� �!�� ������ ������� ��������% 	�
������	
����% ��������	
	 ��6� 
�����	 �� ����������	 �������	. � ���� �	�� ���	�	�� �� �	 � ���"6� � ���	 ��!���	 
��	�� ��		��� �������  	�
������	
����% �����������% �������	, 	�� �	 �� 
�������� � �	��������*�� ��	
�� !��	
��� ���"6�.   
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