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1. UVOD

Poslednjih godina javlja se povecan interes za prouc¢avanjem prirodnih komponenata iz
sirovih 1 preciS¢enih ekstrakata biljnog materijala, prvenstveno zbog podizanja svesti sve veceg
broja potrosaca da su prirodni sastojci hrane bolji i sigurniji od sintetickih. Zanimanje za prirodne
ekstrakte i antioksidante dodatno uvecéava Cinjenica da mnogi od njih pokazuju antikancerogene,
antiaterogene, antitumorske, antimikrobne, imuno-stimulatorne i druge pozeljne osobine.
Istrazivanja se sve CeS¢e fokusiraju na biljne ekstrakte koji sadrZze polifenole kao $to su
flavonoidi, katehini i fenolne kiseline.

TrziSte prirodne, organske, minimalno preradene, funkcionalne ili drugacije nazvane
terapeutske hrane belezi uzlazni trend. Hladno cedena ulja od raznih vrsta uljarica, semena ili
plodova biljaka predstavljgju jedan segment proizvodnje takve hrane i suplemenata. Pored
tradicionalnih, pojavila su se 1 nova, atraktivna, bioloski aktivna hladno cedena ulja, u nasoj
sredini do sada malo poznata i koris¢ena. U sirovine za proizvodnju hladno cedenih ulja spadaju
pojedine vrste tradicionalnih uljarica (suncokret, soja, repica, uljanatikva, lan, sezami dr.), kao i
biljke ¢ije seme ili plod moze posluZiti za proizvodnju specijalnih ulja (crni kim, nar, noéurak,
crna ribizla, mak, orah, badem i dr.). Interesovanje za polifenolna jedinjenja iz ostataka u
industriji hladno presovanih ulja (pogace, ljuske, opne i kore), kao i semena biljnih vrsta od kojih
poti¢u je u stalnom porastu, s obzirom da ova jedinjenja u odredenoj koncentraciji povoljno
deluju na ljudsko zdravlje i imaju industrijsku primenu. U pogacama zaostalim nakon cedenja
ulja ostgje velik broj korisnih supstanci nerastvornih ili slabo rastvornih u uljima, kao $to su
proteini i fenolne kisdline. Ipak, fenolni potencijal uljanih pogaca, ali i drugih nusproizvoda
industrije hladno cedenih ulja jos uvek nije dovoljno istrazen. Uljane pogace se za sada uglavnom
upotrebljavaju u ishrani zivotinja. Kore, ljuske ili opne takode predstavljaju nusproizvode, ¢esto
bogate viaknima, ali ponekad i teSko svarljive. S obzirom da su to spoljni slojevi semena ili
ploda, oni sadrze mnogo veée koncentracije fenolnih jedinjenja nego unutrasnji. Jedan od ciljeva
valorizacije nusproizvoda prehrambene industrije je povrat finih hemikalija, u koje spadaju i
fenolne kiseline.

U skladu sa ekonomskim i ekoloskim trendovima, javlja se potreba za smanjenjem

koli¢ine nusproizvoda prehrambene i1 drugih industrija.
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Zbog ograni¢enosti bioloSkih resursa, porasta svetske populacije, produzenja zivotnog
veka, zadovoljenja sve viSih zahteva potrosaca i sprecavanja zagadenja zivotne sredine koje nosi
ispustanje ostataka prehrambene industrije, procesi valorizacije obnovljivih biomaterijala postgu
sve vazniji.

Uljana tikva (Cucurbita pepo L.), crni kim (Nigella sativa L.), lan (Linum usitatissimum
L.) i nar (Punica granatum L.) su u svetu poznati po svojim terapeutskim delovanjima. Alergije,
pad imuniteta i drugi zdravstveni problemi ne zaobilaze ni naSu sredinu. 1z tog razloga se hladno
presovana ulja dobijenaiz navedenih biljnih vrsta sve vise konzumiraju a samim tim se povecava
i koli¢ina nusproizvoda nastalih pri njihovoj proizvodnji. Stoga je predmet istraZivanja ove
doktorske disertacije izucavanje fenolnog sadrzaja ostataka, naroCito pogaca, nakon hladnog
presovanja ulja. Osim toga, od devedesetih godina proslog veka, usled prestruktuiranja privrede i
jacanja malih privatnih preduzeca, u nasoj zemlji se pojavljuje sve viSe mini uljara koje traze
svoje mesto na trziStu. Nove ideje za primenu ne samo sirovina, ve¢ i materijala ostalog nakon

hladnog presovanja ulja mogu dovesti do razvoja novih proizvodai doneti dodatni profit.

1.1. CILJDISERTACIJE

Cilj istrazivanja je valorizacija nusproizvoda (pogace, kore, ljuske ili opne) koji nastaju
tokom procesa hladnog presovanja ulja, kao i ispitivanje potencijala semena uljane tikve, crnog
kima, lana, naraiz kojih i poti¢u ovi nusproizvodi, radi procene mogu¢nosti njihove eksploatacije
kao izvora prirodnih fenolnih kiselina. Radi oslobadanja vezanih fenolnih kiselina i u cilju
procene njihovog ukupnog sadrzaja i distribucije u ¢vrstim uzorcima, primenjena je akalna
hidroliza. Da bi se sprecila degradacija fenolnih kiselina tokom akalne hidrolize dodata je L-
askorbinska kiselina kao snaZzan antioksidant i EDTA - etilen diamin tetra sir¢etna kiselina (metal
helator) i metoda je validisana. Radi kompletne valorizacije ispitan je sadrzaj metala i odredeni
parametri kvaliteta. Istrazivanja su vodena u cilju dobijanja ekstrakata bogatih fenolnim
jedinjenjima koji mogu duziti za proizvodnju bioaktivnih sastojaka hrane, kozmetike i
zdravstvenih suplemenata. Paralelno je ispitan sadrza) slobodnih fenolnih jedinjenja iz

odgovarajucih ulja, s obzirom nanjihovu upotrebu u narodnoj medicini i kozmetici.
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2. OPSTI DEO

2.1. POLIFENOLNA JEDINJENJA

Pod pojmom polifenoli postoji vise od 8000 jedinjenja sa razli¢itim strukturama
(Robbins, 2003). Voce, povrce, gljive i neke bakterije u okviru sekundarnog metabolizma
proizvode razna polifenolna jedinjenja. Neka od njih su veoma znaCajna za fiziolosko
funkcionisanje navedenih organizama, dok druga sluze u odbrani od stresnih situacija i radi
privlacenja/odbijanja drugih organizama. Ranih 60-tih godina proslog veka fenolna jedinjenja su
smatrana za metabolicki otpad smeSten u biljnim vakuolama. Medutim, do danas je utvrdeno da
ova jedinjenja mogu dluziti kao pigmenti, antioksidanti, prekursori aroma itd., a u ishrani
pokazuju zdravstveno povoljna delovanja kao $to su: snizavanje Secera u krvi, regulisanje telesne
tezine, antikancerogeno, antizapaljensko, antitrombotsko i podmladujuce dejstvo (L eopoldini i
sar., 2011). Istrazivanja vezana za flavonoide i druge polifenole, njihove antioksidantne osobine i
preventivno delovanje na razna oboljenja istinski pocinje nakon 1995. (Scalbert | sar., 2005).
Ipak, kao glavna aktivnost polifenola navodi se antioksidantno dejstvo. Osnovna razlika izmedu
bioaktivnih polifenola (koji se ponaSgju kao nutraceutici) i ostalih polifenolnih jedinjenja bez
primetne bioaktivnosti je njihovo metabolicko poreklo. Prvi nastaju iz dva biosintetska puta
Sikimski put i/ili poliacetatni put (Bernal, i sar., 2011).

Blagotvorno dejstvo voca, povréa i zitarica celog zrna se pripisuje bioaktvinim
jedinjenjima poznatim pod opStim nazivom — fitohemikalije. Medu njima su polifenolna
jedinjenja obimno izu¢avana zahvaljujuc¢i raznim po zdravlje povoljnim osobinama.

Naziv "fenoli ili polifenoli" obuhvata Sirok spektar biljnih supstanci koje imgu kao
zajednicku karakteristiku aromaticni prsten sa jednim ili viSe hidroksilnih supstituenata,
ukljucujuéi tu i funkcionalne derivate (estre, metil estre, glikozide, itd.). Termin "polifenoli” nije
potpuno precizan, jer neka jedinjenja nisu polihidroksilni derivati. Takode i termin "fenoli" je
ograni¢eno upotrebljiv jer mnoga jedinjenja nemaju fenolne grupe, pa ¢ak ni aromaticni prsten,
ali se zbog metabolickog porekla svrstavaju u ovu grupu jedinjenja (cimetna, elenoi¢na, Sikimska
i hinskakiselina- Robardsi sar., 1999). Polifenoli su sekundarni biomolekuli, tj. ne u¢estvuju u
primarnim biohemijskim aktivnostima. Ipak, ova jedinjenja su od izuzetne vaznosti za biljke,

ljude i Zivotinje (Bravo, 1998; King i Yang., 1999). Tako, polifenolna jedinjenja ucestvuju u

3



Doktorska disertacija — Vera Krimer Malesevié

raznim biohemijskim procesima koji su znacajni za fotosintezu, zastitu biljaka od gljiva, virusai
mehanickih o$tec¢enja, regulaciju metabolizma itd. Zbog svoje fizioloske aktivnosti fenolna
jedinjenja nalaze sve vecu primenu u farmaceutskoj industriji kao sirovine za proizvodnju lekova.
U prehrambenoj i farmaceutskoj industriji polifenolna jedinjenja su naSla primenu kao
antioksidanti (Fang i Bhandari, 2010; Ratz-kyko i sar., 2015), te se upotrebljavgju za
stabilizaciju raznih proizvoda (Munin i Edwards-Lévy, 2011; Madhan i sar., 2005; Shah i
sar., 2014).

Prirodni polifenoli se uglavnom sre¢u u konjugovanom obliku sa jednim ili viSe ostataka
Secera vezanim za hidroksilne grupe (Sto ih €ini rastvorljivim u vodi), premda se srecu i direktne
veze SeCera za aromatiéni prsten. Seéeri koji se vezuju su monosaharidi, disaharidi ili ¢ak i
oligosaharidi. Glukoza je najces¢i SeCerni ostatak, zatim galaktoza, ramnoza, ksiloza, arabinoza,
glukuronska i galakturonska kiselina. Cesta je i veza sa drugim jedinjenjima kao §to su organske
kiseline, amini, lipidi, kao i veza sa drugim fenolima.

Polifenol na jedinjenja nisu ravnomerno rasprostranjena u biljnim tkivima. Mesto njihovog
nalazenja nije znak da se biosinteza odigrala u istom delu biljke, jer se oni posle mogu
transportovati 1 u najudaljenije delove biljke. Od ukupne koli¢ine hranom unetih fenolnih
jedinjenja u organizam, jedna trecina su fenolne kiseline, a dve trecine su flavonoidi (Robbins,
2003). Polifenoli su ngjrasprostranjeniji antioksidanti u hrani. Njihov dnevni unos je znatno vis
nego unos svih ostalih fitohemikalija koje su poznati dijetalni antioksidanti (Scalbert | sar.,
2005).

2.1.1. BIOSINTETSKO POREKLO | KLASIFIKACIJA POLIFENOLA

Kao $to je ve¢ spomenuto, u prirodi postoje dva opsta biosintetska puta biljnih polifenola:
poliacetatni put i fenilpropanoidni put sa Sikimskom kiselinom kao intermedijerom (slika 1), dok
neki polifenoli nastaju kombinacijom ova dva puta (Har borne, 1989).

Fenilpropanoidni put je vazniji kod visih biljaka, dok je kod nizih biljaka, gljiva i bakterija
dominantan acetatno-malonatni put. Fenilpropanoidni put daje para hidroksi jedinjenja, a
acetatno-malonatni meta poloZzgj hidroksilne grupe. Bliska veza biosinteze polifenola sa
normalnim metabolizmom biljaka se ogleda u ¢injenici da ciklus Sikimske kiseline predstavlja

alternativni put sinteze aromati¢nih aminokiselina, L-fenilalaninai L-tirozina (Hakkinen, 2000).
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{(kondenzovani tanini)

Slika 1. Sematski prikaz klasabiljnih fenola nastalih razli¢itim biosintetskim putevima

Daljim transformacijama L-fenilalaninai L-tirozina dobijaju se razlicite klase polifenolnih
jedinjenja Sto je prikazano na dlici 2. Derivati i benzoevih i cimetnih kiselina imaju zajedni¢ko
biosintetsko poreklo od aromati¢ne aminokiseline L-fenilalanina, koja predstavlja i finalni
proizvod ciklusa Skimske kiseline. Dalje pretvaranje L-fenilalanina u razne hidroksicimetne
kiseline obuhvata sekvencu od tri koraka koja se naziva ,,opsti fenilpropanoidni metabolizam® s

obzirom da se pomenuta sekvenca univerzalno pojavljuje u sintezi aromaticnih sekundardnih

metabolita (Robbins, 2003).
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Slika 2. Sema biosinteze polifenolnih jedinjenja
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2.2. FENOLNE KISELINE

Fenolne kiseline su prosti polifenoli, fitohemikalije malih molekulskih masa, Siroko
rasprostranjene u biljnom carstvu. Sastoje se od fenolnog jezgra i bo¢nog niza koji sadrzi jedan
(derivati benzoeve kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma. Postojece i
novije analiticke metode za odredivanje fenolnih kiselina poti¢u od interesovanja za njihovu
bioloSku ulogu kao sekundarnih metabolita, njithovog uticaja na kvalitet hrane i organolepticke
osobine, ali i zastitne uloge koju ispoljavaju nakon unosa voca i povréa hranom ili putem

dijetetskih suplemenata.

221, KLASIFIKACIJA FENOLNIH KISELINA

Pojam ,,fenolne kiseline“ podrazumeva polifenolna jedinjenja sa karboksilnom grupom.

Medutim, kada se misli na biljne metabolite, pojam se odnoS na posebnu grupu organskih
kiselina. Fenolne kiseline obuhvatgju hidroksi i druge funkcionalne derivate benzoeve -
hidroksibenzoevei cimetne kiseline - hidroksicimetne kiseline (tabela 1).
Derivati se razlikuju u obrascima hidroksilacije i metoksilacije aromati¢nih prstenova. lako je
osnovni skelet isti, broj i pozicija —OH grupa na aromati¢nom prstenu stvara raznolikost
(Stalikas, 2007). U mnogim slucajevima, aldehidni analozi se takode svrstavaju u ovu grupu. U
biljkama se CeSCe srecu derivati hidroksicimetnih kiselina (EI Gharras, 2009; Mattila i
Hellstrom, 2007). Hidroksicimetne kiseline se retko srecu kao slobodne u neobradenom biljnom
materijalu, ai mogu biti analizirane nakon dekonjugacije i biti prijavlijene kao slobodne
(Clifford, 2000).

Najrasprostranjenije hidroksicimetne kiseline su: p-kumarinska, kafena, ferulna i
sinapinska kiselina (Razzaghi-Asl i sar., 2013). Ngpoznatiji konjugat hidroksicimetnih kiselina
je hlorogenska kiselina - estar kafene i hininske kiseline. Galna kiselina je trihidroksilni derivat
koji ucestvuje u stvaranju hidrolizujué¢ih tanina. Dimerni kondenzacioni produkt galne kiseline
(heksahidroksidifenska kiselina) i dilakton, elaginska kiselina (nastao kondenzacijom galne
kiseline) su Cesti metaboliti biljaka. Elaginska kiselina ulazi u sastav elagitanina gde je prisutna
kao estar analoga difenske kiselina sa glukozom.
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Tabela 1. Strukture fenolnih kiselina (preuzeto od Robbins, 2003)

@) @)
| M PN
R X Xa= n= OH Xp=><~ SOH
O
C T PR
Rq > H
R> Rs R4 Rs X Uobicajen naziv
H H H H a cimetnakiselina
-OH H H H a o-kumarinska kiselina
H H -OH H a p-kumarinska kiselina
H -OH H H a m-kumarinska kiselina
H -OCH; -OH H a ferulnakiselina
H -OCHj; -OH -OCH; a sinapinskakiselina
H -OH -OH H a kafena kisdlina
H H H H b benzoevakisalina
-OH H H H b sdlicilnakisaina
H H -OH H b p-hidroksibenzoevakiselina
H -OCHj; -OH H b vanilinska kisalina
H -OCH3 -OH -OCH3 b siringinska kiselina
H -OH -OH H b protokatehinska kiselina
-OH H H -OH b gentisinska kiselina
-OH -OH -OH -OH b ganakiselina
H -OCH; -OCH3; H b veratrinska kiselina
H -OCH3 -OH -OCH3 c siringaldehid
H -OCHj; -OH H C vanilin

X2 —hidroksicimetne kiseline; X, — hidroksibenzoeve kisdine; X . —adehidni analozi
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2.2.2. ANTIOKSIDANTNO DEJSTVO | OSTALI EFEKTI FENOLNIH KISELINA

Antioksidanti su supstance prisutne u mnogo nizim koncentracijama od supstrata koji lako
podlezu oksidaciji, kao Sto su lipidi, proteini, dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) ili ugljeni
hidrati. Oni znatgjno inhibirgu ili potpuno sprecavaju oksidaciju supstrata (Halliwell i
Gutteridge, 1989).

U oblasti bezbednosti hrane antioksidanti se definisu kao supstance koje produzavaju rok
trgjanja namirnica Stite¢i ih od kvarenja prouzrokovanog procesima oksidacije, kao $to su
uzeglost masti, promenaboje i gubitak nutritivne vrednosti (\Watson, 2002). Americka uprava za
hranu i lekove (FDA) definiSe antioksidante kao prehrambene aditive, konzervanse, Kkoji
sprecavaju kvarenje hrane, odnosno uzeglost masti i diskoloracije izazvane oksidacijom. Kvalitet
hrane (izuzimajuci bakterijsko i enzimsko kvarenje) opada stgjanjem zahvaljuju¢i oksidativnim
procesima indukovanim i propagiranim atmosferskim kiseonikom. Na izgled, teksturu, ukus i
miris hrane uti¢u oksidativni procesi. Lipidna oksidacija ima i pozitivne i negativne efekte. Pri
niskim koncentracijama, proizvodi lipidne oksidacije doprinose pozeljnoj aromi przene hrane,
kuvanog mesa, przenih oraSastih plodova itd. S druge strane, lipidna oksidacija izaziva uzeglost i
negativno uti¢e na ljudsko zdravlje (Pilas i sar., 2002).

U prooksidante se ubrajaju razli¢ite hemijske vrste koje u bioloskim i hemijskim
sistemima uzrokuju ili ubrzavaju reakcije oksidacije. Reaktivne prooksidativne vrste (tabela 2.,
Halliwell i Whiteman, 2004) se dele na reaktivne slobodne radikale i neradikalske vrste
(oksidaciona sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Slobodni radikali su atomi, joni ili
molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj strukturi koji su uprkos tome
sposobni za nezavisno postojanje (Pilas i sar., 2002). Nespareni elektroni su uzrok njihove
visoke i neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti. Slobodni radikali mogu biti neutralni, pozitivno
(radikal katjon) ili negativno (radikal anjon) naelektrisani. Oni spadaju u najreaktivnije hemijske
vrste i lako stupaju u reakciju, medusobno ili sa drugim molekulima (Halliwell i Gutteridge,
1989). Reaktivni slobodni radikali mogu nastati brojnim reakcijama koje se uglavhom svode na

Cetiri osnovna tipa: termolizu, fotolizu, oksido-redukcione procese i iradijaciju visoke energije.
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Tabela 2. Ngjvaznije reaktivne vrste

REAKTIVNE KISEONICNE VRSTE (ROS)*

Slobodni radikali Neradikalske vrste
Superoksid anjon, Oy~ Vodonik peroksid, H,O;
Hidroksil, ‘OH Hipobromnakiselina, HOBr
Hidroperoksil, HO,' Hipohloritna kiselina, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, RO’ Singlet kiseonik, 'O
Karbonatni, CO3"~ Organski peroksidi, ROOH
Ugljendioksidni, CO,"~ Peroksinitrit, ONOO™

Peroksinitritna kiselina, ONOOH

REAKTIVNE AZOTOVE VRSTE (RNS)**

Slobodni radikali Neradikalske vrste
Azot oksid, NO’ Azotasta kiseling, HNO,
Azot dioksid, NO," Nitrozil katjon, NO*

Nitroksil anjon, NO~
Dinitrogen tetroksid, N,O,4
Dinitrogen trioksid, N2O3
Peroksinitrit, ONOO™
Nitronijum katjon, NO,"
Nitril hlorid, NO,ClI

Alkil peroksinitriti, ROONO™

REAKTIVNE HLORNE VRSTE (RCS)***

Slobodni radikali Neradikalske vrste
Nitril hlorid, NO,Cl
Atomski hlor, CI° Hipohlornakiselina, HOCI
Hloramini

*ROS je zajedni¢ki naziv koji obuhvata i kiseoni¢ne radikale i neradikalske vrste koje su oksidacioni
agens i/ili lako prelaze u slobodne radikale; ** RNS obuhvatai slobodne radikale i neradikalske vrste koje
sadrZe azot. Peroksinitrit se moze smatrati i ROS-omi RNS-om; ***neke vrste, npr. HOCI sui ROSi RCS.

10
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Postoji nekoliko podela antioksidanata:

prirodni (slika 3) i sintetski

endogeni (proizvedeni u telu) i egzogeni (uneti hranom)
enzimski i neenzimski

antioksidanti rastvorljivi u vodi ili mastima.

Antioksidanti

Neenzimski
Kofaktori Vitamini i derivati
Primarni enzimi Sekundarni enzimi Koenszim Q10 A (Retinol)
Superoksid dismutaza Glutation reduktaza c {Askurhi.r.ts.lm kis'e.li.na].
Katolaza Glukora-6-fosfat-dehidrogenazo Minerali E (Tokoferoli _”‘:'k':'t“m':'m
Glutation peroksidaza K
Cink
Selen Karotenoidi
f-karoten
Organosumporna Likopen
jedinjenja Lutein
idi Zeaksanti
Flavonoidi 1 emid eaksantin
Grh‘d”l,‘ Azotova neproteinska
Iutation e v x .
Flavonoli Flavanoli Antocijani jedinjenja
Evercetin Katehin Cijanidin Urinska Kiselina
Kemferol Pelagodinin Pelargonidin
Fenolne kiseline
Izoflavon oidi Flavanoni Flavoni
Genistein Hesperidin Erizin [ |
Hidroksicimetne Hidroksibenzoeve
Liseline Liseline

Fernlna kiselina
p-kumarinska kis.

Galna kiselina
Elaginska kiselina

Slika 3. Prirodni antioksidanti podeljeni u klase (preuzeto od Carochoi Ferreira, 2013)

11
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Smatra se da je antioksidativna aktivnost polifenola prvenstveno rezultat njihove

sposobnosti da budu donori vodonika, nakon ¢ega nastaju manje reaktivni fenoksil

radikali (Robbins, 2003):
Ph-OH + ROO" — Ph-O" + ROOH

Relativno velika stabilnost fenoksil radikala se objasnjava delokalizacijom elektrona, uz
postojanje vise rezonantnih formi (slika 4).

| 3 ES“EB“&“{J

Slika 4. Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala

Osim pomenutog mehanizma, biljni fenoli mogu i heliranjem jona metala spreciti njihovo
kataliticko dejstvo u produkciji reaktivnih kiseonic¢nih vrsta (ROS). Kafena i hlorogenska
kiselina (estar kafene sa hinskom kiselinom) pokazuju veéu helatnu aktivnost od
hidroksibenzoevih kiselina (Razzaghi-Adl i sar., 2013).

U slucaju kada imaju iste hidroksilne i metoksi grupe, hidroksicimetne kiseline su
efikasniji antioksidanti od hidroksibenzoevih kiselina (Cai i sar., 2006; Rice-Evans i
sar., 1996). -CH=CH—-COOH grupa, koja je vezana za fenil prsten hidroksicimetnih
kiselina ima vec¢u sposobnost doniranja vodonika i stabilizacije radikala rezonancijom
zbog prisustva dvostruke veze, u odnosu na —COOH grupu u hidroksibenzoevim
kiselinama. Elektrofilna karboksilna grupa u benzoevim kiselinama ima negativan uticg
na njihovu sposobnost doniranja vodonika. Stoga su kafena, sinapinska, ferulna i p-
kumarinska kiselina aktivnije od protokatehulinske, sirindzinske, vanilinske i p-
hidroksibenzoeve kiseline, naro¢ito u lipidnim sistemima. UopSteno posmatrano,
antioksidativna sposobnost fenolnih kiselina zavisi od brojai polozaga hidroksil (-OH) i

metoks (-OCH3) supstituenata na molekulu.

12
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Monohidroksibenzoeve kiseline u orto- i para- poloZzau ne pokazuju
antioksidantnu aktivnost u smislu doniranja vodonikovog atoma u vodenoj fazi, ai m-
hidroksibenzoeva kiselina pokazuje antioksidantnu aktivhost od 0.84 + 0.05 mM.
Monohidroksibenzoati su ipak, efektivni hvataci radikala, zahvaljujuéi njihovoj tendenciji
ka hidroksilaciji i visokoj reaktivnosti hidroksil radikala (Rice-Evansi sar., 1996).

Galna kiselina (3,4,5-trihidroksi-benzoeva kiselina) sa najvise hidroksilnih grupa,
ima najvecu antioksidantnu aktivnost. Benzoeve i cimetne kiseline bez —OH grupa ne
pokazuju antioksidantnu aktivnost. Sposobnost hvatanja radikala hidroksibenzoevih
kiselina opada po slede¢em redosledu: galna kiselina > dihidroksibenzoati >
monohidroksibenzoati (0-, m-, p- hidroksi; izuzev siringinske kiselinu sa p-hidroksil i
metoksi grupama). Monohidroksibenzoeve kiseline pokazuju slabu antiradikalsku
aktivnost, mada je metoksi grupe povecavaju (Rice-Evans i sar., 1996). Siringinska
kiselina (4-OH, 3,5-OCH3) pokazuje vecu aktivnost od monohidroksibenzoata bez
metoksi grupa. To ukazuje da metoksi grupe u hidroksibenzoevim kiselinama mogu
povecati sposobnost doniranja vodonika i antiradikalsku sposobnost (Karamac i sar.,
2005), s obzirom da dodatno stabilizuju fenoksil radikal (Natella i sar., 1999).

Kod hidroksicimetnih kiselina, dihidroksicinamati (kafenai hlorogenska kiselina)
su aktivniji hvata¢i slobodnih radikala od nekih monohidroksicinamata (m-, o-
kumarinska kiselina) ali i manje efikasni od ostalih monohidroksicinamata (p-
kumarinske, ferulne i izoferulne kiseline). To se deSava zahvaljujuéi uticaju pozicije
hidroksilnih i metoksilnih grupa. Prisustvo druge hidroksiine grupe u orto- poloZaju
(kafena kiselina) povecava antioksidantnu aktivnost zahvaljuju¢i dodatnoj stabilizaciji
putem formiranja o-hinona. Zamena 3- ili 4-hidroksilne grupe kafene kiseline sa metoksi
grupama, kao u slucaju ferulne kiseline i izoferulne kiseline, povecava antioksidantnu
aktivnost. Metoksi grupe, dakle, mogu znacajno pojacati antiradikalsku sposobnost
hidroksicimetnih kiselina. Hidroksilne grupe u p-polozaju (4-OH) na hidroksicimetnim
kiselinama (p-kumarinska kiselina) znacajno povecavaju antiradikalski kapacitet u
poredenju sa ekvivalentnim 0- i m- polozgima (o- ili m-kumarinska kiselina). Para-
supstituisana hidroksilna grupa omogucava delokalizaciju preko celog molekula i time 1
stabilizaciju fenoksil radikala. Zbog efekta p-(-4-) hidroksilne grupe, ferulna kiselina je
aktivnijaod izomera, izoferulne kiseline (Leei sar., 2003).

13
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Razzaghi-Adl i sar. (2013) su u svom revijalnom radu izneli opSirno razmatranje
o uticaju esterifikacije na antioksidantnu aktivnost hidroksicimetnih kiselina. Estarski
derivati kafene kiseline poseduju snazniju bioloSku aktivnost u poredenju sa kafenom i
ferulnom kiselinom, pa ¢ak i u odnosu na sintetsko jedinjenje Trolox u 2,2'-azobis(2-
amidin-propan)dihidrohlorid (AAPH) indukovanoj lipidnoj peroksidaciji Tween-
emulgovane linoleinske kiseline. Sugerisano je da su oksidacioni produkti etil kafeata (o-
hinon) stabilniji nego oksidacioni produkti neesterifikovanih hidroksicimetnih kiselina
(fenoksi radikal). Stabilniji intermedijeri estara mogu objasniti  njihovu visu
antioksidantnu aktivnost u mnogim test sistemima. Estarska veza povecava rastvorljivost
hidroksicimetnih kiselina u uljima. Esterifikacija kratkim lancima (metil-, etil-, propil- i
butil-) blago snizava antioksidantnu aktivnost singpinske kiseline u DPPH i FRAP
probama, ai ima pozitivan uticg na koeficijent raspodele. To moze povecati
upotrebljivost ovog jedinjenja u lipofilnim sistemima. Sli¢ni rezultati su dobijeni i1 za
ferulnu kiselinu, gde je saopSteno da je DPPH antiradikalski efekat od metil- do dodecil-
estara manji u odnosu na samu ferulnu kiselinu, ali je njihova aktivnost u lipofilnim
sistemima znatno povecana. Sugerisano je i da se estarski derivati hidroksicimetnih
kiselina mogu koristiti kao efikasni hvataci radikala u uljima, zahvaljuju¢i njihovoj
povecéanoj lipofilnosti. To je naroCito znacajno ako se uzme u obzir da je jedno od
glavnih  ogranicenja  prilikom prehrambenih 1 kozmetickih formulacija sa
hidroksicimetnim kiselinama njihov hidrofilni karakter, koji ¢ini njihovu integraciju u
uljane ili masne matrikse zahtevnim.

Fenolne kiseline privlate znatnu nau¢hu paZznju kao sastojci ishrane sa
antioksidantnim dejstvom i kao prirodni konzervansi. Antioksidanti sprecavaju uzeglost
hrane, nutritivne gubitke, nastanak nepozeljnih organolepti¢kih osobina i gubitak boje.
Pored produzenja roka trgjanja prehrambenih proizvoda, odlazu nastanak mnogih bolesti
izazvanih stresom.

Interes za prirodnim polifenolnim antioksidantima je pojac¢an usled saznanja da
mnoga od tih jedinjenja pokazuju antimutageno, antimikrobno, hemopreventivno,
antitumorsko, antihepatotoksi¢no, protivupalno, apoptoti¢no, neuroza&titno i mnoga
druga dejstva (Khadem | Marles, 2010; Robbins 2003). Dijetalni antioksidanti imaju

vaznu ulogu i kao nutraceutici zahvaljuju¢i zastitnoj ulozi organizma od slobodnih
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radikala koji mogu biti proizvod normalnog metabolizmaili poticati iz spoljnih izvora. S
obzirom da nafenolne kiseline otpada 30% od polifenola unetih putem ishrane, oneimaju
vaznu ulogu u odrzanju ljudskog zdravlja.

Postoje razni dokazani  apsorpcioni  putevi vezanih  polifenola u
gastrointestinalnom traktu, u kojima ucestvuju mikroorganizmi, enzimi, pa cak i
transporteri glukoze. U ljudskom organizmu u debelom crevu dolazi do enzimskog
oslobadanja (pod dejstvom esteraza i ksilanaza koje otpusta postoje¢a mikroflora) 95%
od ukupno prisutnih feruloil grupa iz pSeni¢nih vlakana. Samo mala koli¢ina ferulne
kiseline (2,6%) se oslobada u Zelucu i tankom crevu. Nerastvorne-vezane fitohemikalije
netaknute varenjem u Zelucu i tankom crevu dospevaju do debelog creva, s obzirom da je
vlaknasti materijal ¢elijskog zida tezak za varenje. Prilikom digestije ¢elijskih zidova sa
inkorporiranim fenolnim jedinjenjima se oslobadaju fitohemikalije koje ispoljavaju
zdravstveno povoljno delovanje (Adom i Liu, 2002). Iz tog su razloga nerastvorne-
vezane fitohemikalije zdravstveno efikasnije u debelom crevu i preventivho deluju na
karcinom debelog crevai ostale digestivne kancere. Hidroliza intestinalnim esterazama je
najverovatnije glavni put oslobadanja i in vivo apsorpcije hidroksicimetnih kiselina. U
tankom crevu aktivnost ovih enzima uglavnom poti¢e od mukoznih epitelnih Celija, a u
debelom crevu vecina esteraza je mikrobioloSkog porekla. Konzumiranje slobodnih ili
vezanih fenolnih jedinjenja zavisi od zeljenog zdravstvenog efekta. Kao $to je veé receno,
dijetalni unos vezanih oblika ima hemopreventivhu ulogu kod kancera debelog creva
Unos slobodnih 1 rastvorljivih konjugovanih oblika omogucava lakSu apsorpciju u zelucu
i tankom crevu i pokazuje zdravstveno povoljno delovanje na ceo organizam —
sprecavanje oksidacije LDL holesterola i lipozoma. Stoga je neophodno oslobadanje
vezanih polifenola pre unosa ishranom, ukoliko se ocekuju i druge koristi osim

prevencije kancera debelog creva (Acosta-Estrada i sar. 2014).

2.2.3. ZNACAJ I PRIMENA FENOLNIH KISELINA

Osm u smeSama, fenolne kiseline imaju primenu i kao zasebne supstance.

Hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti

ukljucujuéi antitumorsku, antimikrobnu i neuroprotektivnu (Razzaghi-Asdl i sar., 2013).
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Ferulna kiselina je u Japanu odobrena kao prehrambeni aditiv. U USA i veéini evropskih
zemalja brojni prirodni ekstrakti sa visokim sadrZzajem ferulne kiseline se dodaju hrani
kao FDA -odobrene antioksidantne smeSe (Ou i Kwok, 2004).

U domenu dermatologije i nege koze ve¢ postoje komercijani preparati za zastitu
od prevremenog starenja i kancera koze, zasnovani na nau¢nim istrazivanjima (Lin i sar.,
2005; http://www.skinceuticals.com/c-e-fer ulic-635494263008.html, 2016). Ferulna
kiselina predstavlja prekursor vanilinske kiseline i vanilina (Benoit i sar., 2008). Kumar
I Pruthi, 2014 su u svom revijalnom radu detaljno prikazali 8 razlicitih industrijskih i
bioloSkih primena ferulne kiseline, medu kojima je i odrzanje boje zelenog graska,
zelenog cCaja, spreCavanje oksidacije 1 tamnjenja banana, spreCavanje bakterijske
kontaminacije i dr. Sli¢no vazi i za ostale fenolne kiseline ¢ija moguénost primene raste
iz godine u godinu. Tako su npr. Hsu i Yen (2008) dokazali da p-kumarinska i galna
kiselina deluju protiv gojaznosti i predlozili njihovu novu primenu u vidu zdravstvenih
suplemenata. p-Kumarinska kiselina smanjuje rizik od raka zeluca smanjenjem stvaranja
kancerogenih nitrozamina i u¢estvuje u odbrani od biljnih patogena (Sytar | sar., 2012).
p-Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati nalaze primenu kao dijetalni antioksidanti,
prirodne arome i konzervansi (Sachan i sar., 2006); p-hidroksibenzoeva kiselina je
pokazala inhibitorno dejstvo (ICsp) na veéinu gram pozitivnih i neke gram negativne
bakterije pri koncentracijama 100 - 170 i 160 pg/ml, redom (Cho i sar., 1998).
Siringinska i vanilinska kisdina poseduju  antimikrobna,  antikancerogena,
hepatoprotektivna i preventivna svojstva protiv oksidacije DNA (Itoh i sar., 2009).
Protokatehinska kiselina pokazuje antifungalna, antibakterijska, hepatoprotektivna, anti-
inflamatorna, neuroprotektivna dejstva (Hur i sar., 2003; Khadem i Marles, 2010).
Poznato je da kafena kiselina selektivno blokira biosintezu leukotriena koji ucestvuju u
autoimunim bolestima kao $to su astmai alergijske reakcije (Robbins, 2003). Pored toga
&to ima snazno antioksidantno dejstvo, kafena kiselina se ponasa kao metal helator s
obzirom na dve susedne hidroksilne grupe (Naz i sar., 2004). U Rancimat testu dodatak
kafene kiseline svinjskoj masti znatno je produzio vreme lipidne oksidacije (Sytar | sar .,
2012).

Benfeito 1 sar., (2013) pregledno navode modifikacije hidroksicimetnih i

hidroksibenzoevih kiselina koje su dovele do poboljsanja njihovih fizi¢ko-hemijskih
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osobina u smislu lipofilnosti i sposobnosti stvaranja mo¢nih i efikasnih antioksidanata
koji se mogu koristiti za formulaciju nove generacije lekova. Naime, esterifikacija
hidrofilnih polifenolnih antioksidanata je opisana kao efikasan pristup za poboljSanje
njihove rastvorljivosti u nepolarnim sredinama. Pri tome, kafena kiselina i njeni derivati
pokazali su se aktivnijim od ferulne kiseline i njenih derivata, a akil estri kafene kiseline
imali su visu antioksidantnu aktivnost i lipofilnost u odnosu na samu kafenu kiselinu. U
odnosu na prekursore, amidni derivati pokazali su povecanu lipofilnost i sli¢nu
antioksidantnu aktivnost. Kombinacijom prirodnih peptida (karnozin i glutation) sa
kafenom kiselinom dobijen je derivat slican kafenoj kiselini ali sa ve€éom sposobnocu
inhibicije lipidne peroksidacije. Ovi konjugati imali su hidrofobne i hidrofilne grupe koje
su im omogucile da budu efikasni i u vodenim i u hidrofobnim sredinama. Hibrid takrin-
ferulne kiseline prediozen je kao lek kandidat za Alchaimerovu bolest (Benfeito i sar .,
2013). Tu se ne zavrSava formulacija nove generacije antioksidanata sa poboljSanom
lipofilno$¢u baziranih na fenolnim kiselinama. Novi hibridni antioksidant dobijen
kombinacijom galnei ferulne kiseline po antioksidantnom kapacitetu je prevaziSao smesu
gane i ferulne kiseline. Esterifikacija karboksilne grupe dovela je do poboljsanja
lipofilnosti. Dobijeno jedinjenje moZe da ima ulogu antioksidanta u biomembranama i
drugim lipidnim sistemima i predloZzeno je kao potencijalni lek za leCenje

neurodegenerativnih, inflamatornih procesai kancera (Teixerai sar., 2013).

2.2.4. RASPODELA FENOLNIH KISELINA

Polifenoli se u prirodi srecu u slobodnom i vezanom obliku. Pomocu estarskih,
etarskih ili acetanih veza fenolne kiseline se vezuju sa strukturnim komponentama
biljaka (celuloza, hemiceluloza, proteini, lignin) i ¢ine sastavni deo celijskog zida
(Stalikas, 2007), pri ¢emu unakrsno povezivanje ligninskih komponenti preko fenolnih
kiselina ima veliki uticaj na rast Celijskog zida, njegove mehanicke osobine i
biorazgradljivost. Polifenoli u ¢elijskom zidu imgu vaznu ulogu ponasaju¢i se kao
fizicka i hemijska barijera i $tite¢i biljku od invazije patogena; a zatim delujuéi i kao
astringent Cime odbijaju insekte 1 zivotinje. Oni takode deluju antibakterijski,

antifungalno i antioksidantno, ¢ime dodatno Stite biljku (Acosta-Estrada i sar., 2014,
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Zhou i sar., 2004). Polifenolna jedinjenja se akumuliraju uglavnom u ¢elijskim zidovima
(Guern i sar., 1987; Monties, 1989) najve¢im delom na povrsini ploda (epidermalni i
subepidermalni dlojevi), s obzirom da biosinteza ovih jedinjenja zavis od svetlosti
(Wollenweber, 1994). Akumulacija polifenolnih jedinjenja varira i u zavisnosti od
fizioloSkog stanja biljke, kao rezultat ravnoteze izmedu biosinteze i1 daljeg metabolizma
(Macheix i sar., 1990). Istrazivanja potvrduju da je koncentracija polifenolnih jedinjenja
manja u zrelom plodu, osim kod crvenih plodova kod kojih se flavonoidi i antocijani
akumulirgju tokom sazrevanja (Britton, 1983; Macheix | sar., 1990). Polifenolna
jedinjenja su od velike vaznosti za biljke jer grade integralni deo strukture ¢elijskog zida,
uglavnom kao polimeri (lignini). Ove strukture sluze kao mehanicka barijera u odbrani
od mikroorganizama. Lignini su, posle celuloze, najzastupljenije organske strukture na
Zemlji (Wallacei Fry, 1994; Strack, 1997).

Fenolne kiseline mogu biti vezane za vecée polifenole (flavonoide) ili za manje
organske molekule (glukozu, hininsku, malei¢nu, vinsku kiselinu), ai i za druga
jedinjenja (npr. terpene). Derivati cimetnih i benzoevih Kiselina se sre¢u u svim vrstama
biljne hrane (u vocu, povréu, zrnevlju) i prisutne su u svim delovima biljke (semenu,
lis¢u, korenu, stabljici, plodu). Osim toga, fenolne kiseline nisu ravnomerno rasporedene
u biljnom tkivu, a njihov sadrza zavis od faze sazrevanja hiljke, uslova gajenja
(temperature, vliage i dl.), sorte, a kasnije i od uslova skladistenja. U prirodi, fenolne
kiseline se uglavnhom pojavljuju u nerastvornom ili vezanom obliku (Acosta-Estrada i
sar., 2014; Nardini i Ghiselli, 2004, Stalikas, 2007). Ovakva raznolikost hemijskih
veza, derivata i raspodele je jedan od faktora sloZenosti andlitike fenolnih kiselina
(Robbins 2003). U mnogobrojnim in vitro antioksidantnim testovima vezana nerastvorna
fenolna jedinjenja su pokazala znatno visi antioksidantni kapacitet u poredenju sa

slobodnim i rastvorljivim konjugovanim polifenolima (Acosta-Estrada i sar., 2014).
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2.25. EKSTRAKCIJA | HIDROLIZA

Na uspesSnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala uti¢e njihova
hemijska priroda, ekstrakciona metoda, veli¢ina Cestica uzorka, vreme, temperatura i
uslovi skladistenja, kao i prisustvo interferiraju¢ih supstanci. Hemijska priroda biljnih
polifenola varira od jednostavnih do visokopolimerizovanih supstanci. Oni takode mogu
postojati u vidu kompleksa sa ugljenim hidratima, proteinima i drugim biljnim
komponentama, a uz to su polifenoli i njihovi kompleksi velikih molekulskih masa ¢esto
nerastvorni (Naczk i Shahidi, 2004). Ekstrakcione tehnike moraju uzeti u obzir lokaciju
fenolnih kiselina u biljkama. Rastvorljive fenolne kiseline prisutne u biljnom matriksu se
nal aze uskladistene u vakuolama. Nerastvorni derivati su pak vezani za ugljene hidrate ili
proteine éelijskog zida. Cesto je neophodna saponifikacija pre ekstrakcije da bi se
pocepale estarske veze sa ¢elijskim zidom (Robbins 2003, Stalikas, 2007).

Uopsteno, ¢vrsti uzorci se pre ekstrakcije melju i homogenizuju, ¢emu moze da
prethodi susenje ili liofilizacija. Te¢ni uzorci se prvo filtriraju i zatim direktno injektuju u
separacioni sistem ili podlezu tehnikama opisanim u tekstu ispod (Dai i Mumper, 2010;
Tsao. 2010; Khoddami i sar., 2013).

Fenolni ekstrakti biljnih materijala su uvek sme3a razlicitih klasa polifenola
rastvorljivih u upotrebljenom rastvaracu. Cesto su potrebni dodatni koraci za uklanjanje
nezeljenih supstanci kao $to su: voskovi, masnoce, terpeni i hlorofil ali i za razdvajanje
prostih od sloZenih polifenola. U tu svrhu se ¢esto koriste tehnike ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (SPE) i frakcionisanja baziranog na kiselosti. Npr. flavonoidi se mogu izdvojiti sa
etil-acetatom podeSavanjem na pH = 7, a fenolne kiseline na pH = 2. Eluiranjem sa
rastvaracima pri visSim pH vrednostima polifenoli vecih molekulskih masa i Seceri se
odvajgu od polifenola manjih molekulskih masa. Rastvorljivost polifenolnih jedinjenja
zavis od tipa (polarnosti) rastvaraca, stepena polimerizacije polifenola, njihove
interakcije sa ostalim sastojcima hrane kao i formiranja nerastvornih kompleksa. Zbog
toga, ne postoji uniformnaiili potpuno zadovoljava u¢a procedura pogodna za ekstrakciju
svih, ili tatno odredene klase polifenola. Najces¢e se koriste metanol, etanol, aceton,
voda, etilacetat i u manjoj meri propanol, dimetilformamid i njihove smeSe. Izrazito

polarne fenolne kiseline nije moguce ekstrahovati Cistim organskim rastvara¢ima pa se
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preporucuje koris¢enje smesa alkohol-vodaili aceton-voda (Acosta-Estrada i sar. 2014).
Ekstrakcija se moze izvoditi u mraku, u prisustvu antioksidanta (npr. 1% BHT {j.
butilovanog hidroksitoluena). Vreme ekstrakcije se kre¢e od 1 minut do 24 Ccasa.
Vremena duza od tog povecavaju oksidaciju polifenola, osim ako se redukujuéi agensi ne
dodaju rastvaracu. Na povrat (eng. recovery) polifenola takode utice odnos uzorak-
rastvarac, ali 1 veli¢ina Cestica uzorka.

U pojedinim slu¢gjevima, upotrebljavaju su mehanicka sredstva da bi se pospesila
molekularna interakcija: vorteks muckanje praceno centrifugiranjem, ultrazvuéna
ekstrakcija, mehanicko meSanje, a poslednjih godina i mikrotalasno zracenje. Ekstrakcija
se gotovo u svim slucgevima ponavlja 2 do 3 puta a ekstrakti se spajaju. Mnoga
istrazivanja se fokusirgju na identifikaciju estarskih derivata iz hrane biljnog porekla. To
je zahtevan zadatak, s obzirom da postoje brojni varijeteti ovih jedinjenja, koji mogu
imati medusobno veoma dlicne spektre. Alkoholni ostatak za koji je fenolna kiselina
vezana ¢esto ne sadrzi hromoforu. U takvom slucgju zadrZavanje na koloni zavisi od
polarnosti jedinjenja, ali su UV spektri gotovo identi¢ni. Da bi se analiza pojednostavila
primenjuje se hidroliza estara u karboksilne kiseline ¢ime se dobija specifi¢nija slika
profila fenolnih kiselina u hrani. Postoje dva najcesce koris¢ena nacina za oslobadanje
vezanih fenolnih kiselina: kisela hidroliza i saponifikacija, iako tom prilikom moZze doci
do njihove degradacije. Enzimsko oslobadanje (Andreasen i sar., 1999) je aternativna,
ali manje zastupljena tehnika (Stalikas, 2007). Premda se reakciona vremena i
temperature pri kiseloj hidrolizi znatno razlikuju, uopsteni metod obuhvata tretman
biljnog esktraktaili uzorka hrane neorganskom kiselinom (ngj¢esée hlorovodoniénom) na
temperaturama refluksa ili viSim u vodenom ili alkoholnom rastvaracu (ngvise se
upotrebljava metanol). Koncentracija se kreée od 1 do 2 N vodenog rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline, a reakciona vremena od 30 min do 1 h. Autori Gao | Mazza
(1994) su u svojim istrazivanjima pokusali da nadu uslove pod kojima se, pri Kiseloj
hidrolizi, obezbeduje maksimalno o¢uvanje fenolnih kiselina. SmeSa 2 N HCI i metanola
(2:1 v/v) na 100 °C tokom 1 h je dala ngvis povrat fenolnih kiselina (30-65%).
Rastvara¢i kao $to su etanol, terc-butil akohol i 2-propanol su dali niZze vrednosti, a

vodeni rastvor HCI je unistio hidroksicimetne kiseline. Gubitak pri kiseloj hidrolizi varira
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izmedu fenolnih kiselina krecuéi se od 15 do 95% za o-kumarinsku i sinapinsku kiselinu,
redom (Krygier i sar., 1982).

Saponifikacija podrazumeva tretman uzorka rastvorom NaOH u opsegu
koncentracijaod 1 do 4 M. Ve¢inom se reakcije odigravgju na sobnoj temperaturi i traju
od 15 min do 24 h. U cilju ocuvanja andita reakcije se mogu izvoditi u mraku i pod
inertnom atmosferom kao npr. u atmosferi argona ili azota. U redim slu¢gevima se
saponifikacijaizvodi uz stalno muckanje.

Enzimske reakcije mogu osloboditi fenolne kiseline (uglavhom ferulnu, i p-
kumarinsku kiselinu). Enzimi koji oslobadaju ove kiseline (pektinaze, celulaze, amilaze)
deluju cepanjem ugljenohidratnih veza, a mehanizam njihovog dejstva je cepanje
acetalnih ili hemiacetanih veza izmedu ugljenohidratnog ostatka i hidroksilne grupe
aromaticnog prstena, a ne cepanje estarskih veza. Drugim recima, derivati fenolnih
kiselina se oslobadaju ovim putem iz ¢elijskih zidova, ane iz estarske veze.

Neke od veza izmedu hidroksilnih grupa aromati¢nog prstena i Secera ili drugih
polifenola su etarske veze. Ove veze se takode najceSce sreu u strukturnim
komponentama biljaka.

Procedure pripreme uzoraka za analizu fenolnih kiselina znatno variraju — od
“filter and shoot“ pripreme koja se primenjuje kod napitaka, do komplikovanijih
priprema koje obuhvatgju hidrolizu glikozida i ekstrakciju/prec¢is¢avanje pre analize.
S obzirom na veliki asortiman polifenolnih jedinjenja u smislu raznolikosti, polarnosti,
kiselosti, broja hidroksilnih grupa i aromati¢nih prstenova, nivoa koncentracija i
slozenosti matriksa, ne postoji koherentnost u izboru procedure pretretmana.

Takode, ne postoji definitivna, kona¢na metoda hidrolize. lako dodatni koraci koji
ukljucuju hidrolizu otvaraju nova pitanja vezana za pripremu uzorka, stabilnost i povrat
analita, cepanje estarske veze u znatnoj meri pojednostavljuje analizu smanjenjem broja
derivata. Potrebno je mnogo istraZivanja da bi se povecala selektivnost i osetljivost
metode, uz istovremeno izbegavanje interferenci i smanjenja povrata analita prilikom
prcedure kvantitativnog oslobadanja fenolnih kiselina iz biljnog matriksa i pripreme
uzorka za hromatografsku analizu (Stalikas, 2007).
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2.2.5.1. Uticaj dodatka antioksidanta i metal helatora tokom hidrolize

Kao §to je ve¢ navedeno, poznato je da su fenolne kiseline retko prisutne u
biljkama u slobodnom obliku. Cesée se sreéu kao estri, glikozidi i vezani kompleksi. 1z
tog razloga se, radi odredivanja njihovog ukupnog sadrzaja, primenjuju hidroliticke
procedure. Medutim, uocen je gubitak fenolnih kiselina tokom akalne hidrolize sa 4N
NaOH, pri inkubacionom vremenu od 4h, u aimosferi N, koji za neke fenolne kiseline
(o-kumarinsku, p- kumarinsku, izoferunu, ferulnu) nije prelazio 10% od inicijanih
koncentracija, dok je za kafenu i sinapinsku kiselinu iznosio 67% i 36,5% redom. Tokom
izlozenosti kiseloj hidrolizi, gubitak derivata hidroksicimetnih kiselina se pokazao kao

Spontana oksidacija kafene kiseline, narocito pri alkalnim pH vrednostima je jos
mnogo ranije saopstena u literaturi (Cilliers i Singleton, 1989; Cilliers i Singleton,
1991). Sprecavanje oksidacije kafene kiseline (Cilliers i Singleton, 1990), kao i
regeneracija kafene kiseline od fenoksil radikala pod uticagem askorbinske kiseline
(Laranjinha, 2001; Laranjinha i Cadenas, 1999) su takode navedeni u literaturi, dok je
pokazano da kupri joni Cu** katalizuju oksidaciju kafene kiseline pri neutralnom pH
(Nardini i sar., 1995).

U sprecavanju degradacije fenolnih kiselina tokom alkalne hidrolize ispitan je
uticgj dodatka L-askorbinske kiseline kao snaznog antioksidanta i EDTA (etilen diamin
tetra sircetna kiselina) kao metal helatora (Nardini i Ghiselli, 2004; Nardini i sar.,
2002). Prisustvo 10 mM EDTA tokom alkalne hidrolize je rezultiralo ve¢im povratom
(eng. recovery) kafene kiseline (55.4 + 6.0% od pocetne vrednosti). Medutim, EDTA
samostalno nije uspela da spreci gubitak kafene kiseline ¢ak ni u ve¢im koncentracijama
(100 mM). Prisustvo 1% L-askorbinske kiseline bilo samostalno, bilo zajedno sa EDTA,
potpuno je sprecilo degradaciju kafene kiseline. Cak ni nakon 2-¢asovne inkubacije u
prisustvu 1% askorbinske kiseline i 10 mM EDTA, nije ustanovljen njen znacajniji
gubitak. Ispitano je degstvo kombinacije 10 mM EDTA — 1% askorbata na povrat
nekoliko fenolnih kiselina podvrgnutih alkalnoj hidrolizi. Medu njima su dihidrokafena
kiselina i homogentisinska kiselina (uz ve¢ pomenutu kafenu kiselinu) gotovo sasvim

nestale tokom akalne hidrolize. Gubitak tih jedinjenja potpuno je sprecen dodavanjem
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kombinacije EDTA + askorbat. Dihidroferulna kiselina i sinapska kiselina su pokazale
delimic¢an gubitak nakon akalne hidrolize, koji je u potpunosti izbegnut dodavanjem
EDTA i askorbinske kiseline (Nardini i Ghiselli, 2004; Nardini i sar., 2002). U tim
uslovima (10 mM EDTA, 1% askorbinske kiseline), alkalna hidroliza hlorogenske
kiseline je rezultirala potpunim povratom oslobodene kafene kiseline (97.0 - 2.8% od
oc¢ekivane vrednosti u poredenju sa 22.0 - 11.5% u odsustvu EDTA - askorbata).

2.2.6. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE | DETEKCIJA

Teéna hromatografija visokih performansi (HPLC tj. LC) je trenutno analiti¢ka
metoda izbora za razdvajanje polifenola. Osim HPLC-a, koriste se i druge separacione
tehnike, kao Sto su: gasna hromatografija (GC), tankoslojna hromatografija (TLC),
kapilarna elektroforeza (CE) i spektrometrijske tehnike (Bernal, | sar., 2011; Robards,
2003). Klasi¢na kolorimetrijska (spektrofotometrijska) metoda za analizu ukupnog
sadrzgja polifenola je Folin-Ciocalteu kojom se meri ukupna koncentracija fenolnih
hidroksiinih grupa u biljnom ekstraktu. Polifenoli iz ekstrakta reaguju sa specificnim
redoks reagensom (Folin-Ciocalteu reagens) i stvargju plavi kompleks koji se moze
kvantifikovati UV/VIS spektrofotometrijom. Reakcija stvara plavu hromoforu, a
maksimum absorpcije hromofore zavisi od akanosti rastvora i koncentracije fenolnih
jedinjenja. Glavni nedostatak spektrofotometrijskih metoda je u tome $to daju samo
procenu ukupnog sadrzaja polifenola, bez razdvajanja i1 kvantifikacije pojedinacnih
jedinjenja (Blainski et al., 2013). Osim toga spektrofotometrijske metode precenjuju
sadrZgj polifenolnih jedinjenja (Escarpai Gonzalez, 2001).

Rana hromatografska razdvajanja su koristila papirnu (PC) ili tankoslojnu (TLC)
hromatografiju. Papirna hromatografija kao stacionarnu fazu koristi Whatman filter papir,
a tankoslojna silika gel, celulozu i poliamid. TLC je brza, jeftina metoda koja omogucuje
istovremeno ispitivanje nekoliko uzoraka. Jos uvek se koristi za odredivanje fenolnih
kiselina u biljnom materijalu u analizi prirodnih proizvoda. Njen glavni nedostatek je
ogranicena kvantifikacija.

Kao $to je ve¢ re¢eno, HPLC je najc¢esce upotrebljavana tehnika za razdvajanje i

kvantifikaciju polifenola. Polifenoli nizih molekulskih masa se mogu andlizirati HPLC-
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om na reverzno-faznim ili normalno-faznim kolonama. Pri tome se dominantno koriste
obrnuto-fazne (eng. reversed-phase) C18 kolone promera 2.1 —5 mm, veli¢ine Cestica 3 —
S5 UM i binarni sistem rastvaraca sa zakiSeljenom vodom (rastvara¢ A) i polarnim
organskim rastvaracem, takode najceSce zakiSeljenim (rastvara¢ B). Kiseline koje se
koriste su: siréetna, perhlorna ili mravlja. Trifluorsiréetna kiselina u oba rastvaraca
poboljSavarezoluciju i eliminiSe tegljenje pikova katehina. 1ako postoji velika raznolikost
u procentualnom sastavu Sistema rastvaraca, izbor organskih rastvaraca je uglavnom
stalan: metanol i acetonitril, rede propanol, butanol, tetrahidrofuran i etil-acetat. Vremena
analize varirgiu od 30 do 150 min pri ¢emu istovremeno odredivanje flavonoida —
polifenola vec¢ih molekulskih masa sa fenolnim kiselinama produzava vreme analize.
Protoci se kre¢u 0,15 — 1,8 ml/min, najéesée 1 ml/min. Injekcione zapremine se rede
pominju (10 — 20 ul), kao i temperature kolone (20 - 45 °C). Ipak, bitno je pomenuti da
duga vremena analize zahtevaju konstantnu temperaturu radi reproduktivnosti retencionih
vremena..

U separaciji i odredivanju polifenola HPLC na obrnutim fazama koristi razlicite

sisteme detekcije kao Sto su UV-VIS, PDA detektor, masena ili tandem masena
spektrometrija. Hidroksibenzoeve kiseline imgju imau Ay U opsegu 200 — 290 nm.
Jedini izuzetak je gentisinska kiselina sa apsorbancijom koja se kre¢e do 355 nm.
Kompleksnija polifenolna jedinjenja (flavonoidi) pokazuju drugu apsorpcionu traku sa
maksimumom u opsegu 300-550 nm koju izaziva B prsten. Hidroksicimetne kiseline
zahvaljuju¢i dodatnoj konjugaciji pokazuju jo$ jedan opseg apsorbancije 270 — 360 nm.
S obzirom da apsorpcioni spektri raznih fenolnih kiselina mogu biti veoma sli¢ni, njihova
identifikacija se vrsi poredenjem UV-VIS spektara sa spektrima kupovnih standarda, ai i
retencionih vremena (Abad-Garcia i sar., 2007; Bernal, i sar., 2011; Robbins, 2003;
Escarpai Gonzalez, 2000).

U kompleksnim matriksima prekoncentracija i pre€iS¢avanje polifenola je
neophodan korak pre instrumentalne analize HPLC-om, da bi se postigli zadovoljavajuci
detekcioni limiti i osetljivost. Cilj prekoncentracije je pojednostavljenje hromatograma,
da bi se pouzdano mogli identifikovati i kvantifikovati pikovi. Pre¢iS¢avanje je kriti¢an
korak metode, a uklanjanje potencijalno ometajucih supstanci zavisi od analiziranog

biljnog matriksa. Cak iako se primeni efikasno pre¢is¢avanje, biljni ekstrakt i dalje moze
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da sadrzi nekoliko interferiraju¢ih komponenti. Na primer, pri odredivanju derivata
hidroksicimetnih kiselina u vodeno-alkoholnom rastvoru bobicastog voca mogu biti
prisutni strukturno sli¢ni antocijani. Visoka koncentracija antocijana ometa razoluciju
HPLC-DAD analize s obzirom da antocijani imaju visoku apsorbanciju na uobi¢ajenoj
talasnoj duzini koja se koristi za detekciju hidroksicimetnih kiseling, t.j. na 320 nm.

Tokom poslednje dekade intenzivan razvoj teCne hromatografije doveo je do
,kvantnog skoka“ u performansama komercijalnih LC instrumenata. Najznacajniji razvoj
predstavlja pojava teéne hromatografije ultra visokog pritiska (UHPLC), tecne
hromatografije na visokim temperaturama (HTLC), multidimenzionane LC (MDLC),
kao i razvoj novih stacionarnih faza za HPLC kolone (monoliti¢kih, zatim potpuno
poroznih (eng. core-shell) i faza zasnovanih na cirkonijumu (Zr)) kao i kolona sa dobrom
termalnom stabilno$¢u (do 80 °C). Ove tehnologije su primenjene i na odredivanje
polifenola (Kalili i de Villiers, 2011).

Masena spektrometrija je analiticka tehnika koja se izmedu ostalog koristi i za
razjasnjavanje hemijske strukture molekula kao sto su peptidi, polifenoli itd. Masena
spektrometrija ima veoma znac¢ajnu ulogu u istraZivanju i njena analiticka mo¢ je vazna
za izuCavanje strukture polifenolnih jedinjenja. Steinmann i Ganzera (2011) u svom
revijalnom radu daju pregled aplikacija spregnutih tehnika (eng. hyphenated) -
visokoefikasne tecne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-MS) u analizi
biljaka koje se koriste u medicinske svrhe, sa navedenim analitima, matriksma, LC
uslovima (odabrana kolona, rastvaraci), masenim izvorima i navodom da li je metoda
validisana. Medu analitima su navedene i fenolne kiseline i flavonoidi. Kalili i de
Villiers (2011) u svom revijalnom radu navode studije gde su poredene UHPLC i HPLC
analize polifenolnih jedinjenja, kao i kombinacije UHPLC ili HPLC tehnika sa tandem
masenom spektrometrijom (MS/MS) u istovremenom odredivanju velikog broja fenolnih
kiselinai flavonoida.

Gasna hromatografija je joS jedna tehnika koja se koristi za razdvaganje i
identifikaciju raznih fenolnih kiselina. Gasnohromatografske metode zahtevaju
derivatizaciju do isparljivih jedinjenja metilacijom, trifluoroacetilacijom i detekciju
masenom spektrometrijom u SIM (selective ion monitoring) modu (GC/MS-SIM). GC u

kombinaciji sa masenom spektrometrijom ima odli¢an separacioni kapacitet i visoku
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osetljivost 1 selektivnost. Medutim, priprema uzoraka za GC je veoma problemati¢na,
ukljucujuci tu uklanjanje lipida iz ekstrakta, oslobadanje fenolnih jedinjenja iz estarskih 1
glikozidnih veza, kao i derivatizaciju slabo isparljivih polifenola koja ¢esto zna biti
nekompletnai sa dosta nusprodukata koji komplikuju analizu hromatograma.
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2.3. SIROVINE ZA DOBIJANJE ULJA KAO 1ZVORI POLIFENOLA

Semena sa visokim sadrzgem ulja su jedan od nabogatijih izvora
mikrokonstituenata, kao Sto su masne kiseline, karotenoidi, tokoferoli, polifenali,
fitosteroli i drugih jedinjenja sa bioloSkom aktivno$¢u. Poslednjih godina primecen je
pojacan interes za dobijanje ulja iz nekonvencionalnih semena (Gérnas i sar., 2013).
Sirovine za dobijanje ulja u koje spadaju tradicionalne uljarice kao i biljke ¢ije seme ili
plod moze posluziti za proizvodnju specijalnih, lekovitih ulja, pored manje polarnih
antioksidanata rastvornih u uljanoj fazi, sadrze i polarnije, antioksidante rastvorne u
vodenoj fazi. Liposolubilni antioksidanti se ekstrahuju zajedno sa uljem tokom
presovanja, dok polarniji ostaju u pogacama. Uljana pogaca ili pogaca (eng. oil cake, oil
press-cake, seed cake, meal) je Cesto neselektivho koris¢en izraz s obzirom da se
upotrebljava za opisivanje ostatka nakon presovanja ulja, bez obzira da li on poti¢e od
semena uljarica ili od uljanih semena koja sluze za proizvodnju lekovitih odnosno
bioloski aktivnih ulja. Takode, pomenuta semena koja se koriste u proizvodnji ulja na
engleskom jeziku cCesto dele isti naziv (oilseed) iako je bitno napraviti razliku.
Adekvatniji naziv je semena bogata uljem (eng. oil-bearing seeds).

S obzirom na ,koncentrisanje” polarnih antioksidanata u pogacama, njihov
sadrzaj je veéi nego u odgovarajuéim semenima. Tako i veéina polifenolnih jedinjenja
ostaje u uljanoj pogaci (Zago i sar., 2015). Semena bogata uljem su céesto zastiCena
opnom ili ljuskom koja se uglavhom uklanja pre proizvodnje ulja, s obzirom da ne
doprinose sadrzagju ulja. Ljuske, opne, kore i drugi nusproizvodi sadrze relativno visoku
koncentraciju polifenola, uglavnom vecu od semena biljnih vrsta od kojih poti¢u, te se i
oni mogu koristiti kao izvori antioksidanata. Nusproizvodi industrije hladno presovanih
ulja - uljane pogace koje poticu od tradicionalnih uljarica, kao i drugi ostaci nakon

presovanja bioloski aktivnih uljasu i dalje nedovoljno istrazeni i iskori$¢eni.

2.3.1. ULJANA TIKVA (CucurbitapepoL.)

Uljana tikva (Cucurbita pepo L.) je plemeniti varijetet obi¢ne tikve (Berenji i

Sikora, 2011) i spada u tradicionalne uljarice. Uzgajanje uljane tikve je Sroko
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rasprostranjeno na prostorima Austrije, Slovenije, Madarske, Hrvatske 1 Vojvodine. Za
razliku od sto¢ne, uljana tikva se gaji radi proizvodnje ulja, a meso ploda je sporedni
proizvod. 1 obi¢na sto¢na tikva se moze ubrajati medu uljane tikve, s obzirom da se i
seme stocne tikve moze iskoristiti za dobijanje ulja. Semena uljane tikve su elipti¢na ili
zaobljena i malo spljostena. Mogu imati Zuto-bele ljuske, dok su semena nekih bundeva
bez ljuske (tikva golica) i imaju samo vrlo tanku tamno-zelenu opnu. 1zdvojena mutacija
sejavilau XIX veku i dovela do nastanka tamno zelenih semena sa zakrzljalom spoljnom
[juskom. Ova mutacija je olakSala proizvodnju ulja koje je postalo regionalni specijalitet
U juzno-istoénom delu Evrope (Fruhwirth i Hermetter, 2008). Danas dva poznata
varijeteta C. pepo L. semenasu prikazananaSlici 5 (a, b).

a) saljuskom b) semegolice

Slika 5. Semenauljanetikve

Prisustvo mnostva bioloski aktivnih jedinjenja u visokim koncentracijama kao Sto
Su a- i B-karoten, B-kriptoksantin, lutein i zeaksantin, polisaharidi, fitosteroli, nezasi¢ene
masne kiseline, proteini i peptidi ¢ini Cucurbita vrstu izuzetno interesantnom za
industriju fitohemikalija (Durantei sar., 2014).

Semena uljane tikve su opisana u pozitivnoj monografiji nemacke E komisije kao
lek. Golica je, u odnosu na semena sa ljuskom, bogatija A’-sterolima. Seme tikve, kao i
ekstrakti dobijeni iz njega, sadrze kompleksnu smeSu supstanci i njihovo dejstvo se
najverovatnije ne moZe pripisati samo jednom sastojku.A "-Steroli su znatajni u tretmanu
benignog uvetanja prostate (BHP), patoloskog stanja koje ngj¢esce pogada muskarce
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starije od 50 godina (Gutierrez, 2016; Strobl, 2004). Osim toga, semena tikve sadrze
citrulin kom se pripisuju anti-edematozni efekat, karotenoide, selen, cink, linolnu,
oleinsku, palmitinsku, stearinsku kiselinu i magnezijumove soli. Bogata su vitaminima
rastvorljivim u ulju, naroéito y-tokoferolom (Murkovic i sar., 1996) i karotenoidima.
Seme se u narodnoj medicini upotrebljava za leCenje iritabilne beSike, oboljenja slezine i
pluca, gastritisa, glavobolje, malokrvnosti, ¢ira na Zelucu itd. (Gutierrez, 2016).

Seme tikve se odlikuje ve¢om hranljivom vredno$cu u odnosu na mezokarp.
Sadrzi visok procenat ulja (22 - 46%) koji zavis od sorte, visok procenat proteina (25 -
45%), a sadrzag vlage i pepela je oko 5% (Gohari Ardabili | sar., 2011; Idouraine i
sar., 1996; Lazos, 1986; Younisi sar., 2000). Istrazivanjain vitro su dokazala da glavni
rezervni protein, kukurbitin, iz uljane tikve pokazuje antiparazitsku aktivnost, sto
potvrduje preporuku narodne medicine za upotrebu semena uljane tikve kao
antihelmintika pri pojavi decijih glista i pantljicare. Seme uljane tikve sadrzi svih 9
esencijanih aminokiselina (Kim i sar., 2012). Takode je dobar izvor magnezijuma,
mangana, fosforai fitosterola (Rabrenovié, 2011).

Nusproizvodi nastali prilikom hladnog presovanja tikvinog ulja su joS uvek
nedovoljno iskoris¢eni. Nakon ljustenja semena varijeteta s ljuskom, samo jezgra bivaju
iskoristena, dok se ljuske odbacuju. Nyam i sar. (2013) su saopstili da je sadrZaj sirovih
vlakana u semenu i ljusci 31,48% i 14,83%, redom. Uljana pogaca tikve se uglavnom
koristi u sto¢noj ishrani, iako se polako povecava broj njenih primena u prehrambenoj
industriji. Zbog visokog sadrZzaja proteina ~ 61% i odredenih funkcionalnih osobina,
brasno dobijeno mlevenjem uljane pogace moze potencijalno predstavljati hranu (Bavec i
sar., 2007). Sokoto i sar. (2013) su saopstili dauljana pogaca tikve sadrzi 2,76 % vlagei
5,35% pepela.

Uljana tikva ima visoku hranjivu i nisku kalorijsku vrednost. lako je njen sastav
Cesto proucavan, broj studija o razdvaanju i identifikaciji fenolnih i drugih polarnih
jedinjenja u raznim delovima (seme, meso, ulje) je ograni¢en (Iswaldi i sar., 2013).
Prisustvo malih koli¢ina fenolnih kiselina (Dragovic-Uzelac i sar., 2005, Tuberoso i
sar., 2007) je nadeno u ljusci (vanilinska, p-kumarinska i singpinska kiselina), u pireu
(hlorogenska, siringinska i kafena kisdlina) i u ulju (p-kumarinska i trans-cimetna
kiseling). Iswaldi | sar. (2013) su ispitali sadrza] fenolnih kiselina i njihovih derivata,
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flavonoidai organskih kiselina u celom plodu tikve (Cucurbita pepo L.), u dva varijeteta.
Od fenolnih kiselina detektovane su p-kumarinska, ferulna, kaftarinska kiselina (estar
kafene i vinske kiseline), hlorogenska (estar kafene i hininske kiseline), kafena,
sinapinska, protokatehinska, p-hidroksibenzoeva kiselina, p-hidroksibenzaldehid,
benzoeva, vanilinska kiselina i joS neki derivati. Od flavonoida, identifikovani su:

luteolin, kvercetin, izoramnetin, robinin, kempferol, uglavnom u glikozidnom obliku.

2.3.2. NAR (PunicagranatumL.)

Nar je egzoti¢no tropsko voce sa Bliskog istoka (Ayala-Zavala i sar., 2011),
poslednje decenije intenzivno izucavano. Autori Lansky i Newman (2007) su u
revijalnom radu dali opSiran pregled hemijskog sastava nara (sok, list, cvet, seme, kora
drveta, kora korena). Plod nara se sastoji iz perikarpa (kore i opne) i jestivog semena
(Slika 6). Seme se sastoji iz spoljnog mesnatog crvenog dela (pulpe) i smedeg sitnog
¢vrstog jezgra u unutrasnjosti. Oko 50% ukupne mase ploda ¢ini perikarp, u kom se kriju
mnoga bioaktivna jedinjenja kao $to su flavonoidi, elagitanini, proantocijanidini. Jestivo
seme ¢ini preostalih 50% mase ploda, dok se sadrzaj ulja krece 12 - 27% od ukupne mase

semena (L ansky i Newman, 2007; EI-Nemr i sar., 1990; Viuda-Martosi sar., 2010).

Slika 6. Delovi ploda nara

U Tabeli 3. su prikazana glavna jedinjenja prisutna u raznim delovima biljke nara
I soka dobijenog iz semena (Sreekumar | sar. 2014; Shaban i sar., 2013; Viuda-
Martosi sar., 2010).
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Tabela 3. Sastojci razli¢itih delova drveta i ploda nara

Deo biljke Punica
granatum L. ili proizvod

Jedinjenja

Sok

Ulje

Perikarp

Lisc¢e

Cvet

Seme

Korenjei koradrveta

Antocijani, glukoza, alifati¢ne organske kiseline, askorbinska,
elaginska, galna, kafena, hininska kiselina, elagitanini, katehin,
kvercetin, rutin, flavonoli, Seceri, aminokiseline, minerali

Konjugovanalinoleinska, linolna, oleinska, stearinska, punicinska,
eleostearinska, katal pinska, galna, hlorogenska, kafenakiselina

Luteolin, kvercetin, kempferol, galaginska, elaginskakiselina,
glikozidi elaginske kiseline, punikaagin, punikalin, pedunkulagin,
gana, kafena kiselina, peletierinski alkal oidi
Elaginska kiselina, masne kiseline, ugljeni hidrati, redukujuci Seceri,
steroli, saponini, flavanoidi, tanini, piperidinski alkaloidi, flavoni,
glikozidi, elagitanini
Polifenali, punikalagin, punikalin, elaginska, galna kiselina,
triterpenoidi, masne kiseline
3,3'- di- O -metilelaginska, 3,3',4' -tri-O-metilelaginska kiselina,
punicinska, oleinska, pamitinska, stearinska, linolnakisdlina, sterali,
tokoferoli, gonadalni steroidi
Elagitanini, akaloidi (piperidinski, pirolidinski, peletierinski), galna,
hlorogenska, kafenakiselina

U plodu nara nalazi se 124 razlicitih fitohemikalija. U razli¢itim delovima ploda

identifikovano je ukupno 48 polifenola. Kora nara sadrzi uglavnom hidrolizabilne tanine
(medu kojima dominiraju monomerni polifenoli) ¢ija je koncentracija znatno veca nego u
ostalim delovima ploda (Akhtar i sar., 2015).

Ayala-Zavala | sar. (2011) su u svom revijanom radu analizirali agro-
industrijski potencijal nusproizvoda prerade egzoti¢nog voca kao izvora prehrambenih
aditiva i pri tom saopstili da sadrZzg polifenola u kori nara iznosi 24,99%, a sadrZzg
askorbinske kiseline 0,12%; dok ovi sadrzgji za pulpu iznose 2,44% i 10,2% redom.
Crveni mesnati deo semena sadrzi antocijane koji su zasluzni za njegovu jarko crvenu
boju, kao i druge polifenole. Zdravstveno povoljna dejstva se pripisuju Sirokom opsegu
prisutnih fitohemikalija, medu kojima dominiraju polifenoli, prvenstveno hidrolizabilni

elagitanini, antocijani kao i masne kiseline jedinstvenog profila (Johanningsmeier |
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Harris, 2011). In vitro i in vivo studije su pokazale da nar ima antioksidantno,
antidijabeticno, hipolipidemijsko, antibakterijsko, antiinflamatorno, antivirano,
hemopreventivno i hemoterapeutsko (kancer prostate i dojki) dejstvo (Costantini i sar.,
2014; Kimi sar., 2002; Mehta i Lansky, 2004; Sreekumar i sar. 2014; Viuda-Martos
| sar., 2010). Esktrakti kore i ulja nara pokazali su protektivno dejstvo na promene na
jetri indukovane dietilnitrozaminom i fenolbarbitalom (Shaban i sar., 2013) i ugljen
tetrahloridom (Ashoush i sar., 2013). Plod nara takode poboljsava kardiovaskularno i
oralno zdravlje. Sok, kora i ulje pokazuju blagu estrogensku aktivnost (Boroushaki i
sar., 2016). Seme nara sadrZi ulje sa visokim procentom konjugovanih masnih kiselina
koje imagju ulogu u normalizovanju metabolizma masti kod gojaznih i hiperlipidemic¢nih
pacijenata (Mirmiran i sar., 2010) i smanjuju masno tkivo (McFarlin i sar., 2009).
Najvaznija, sa sadrzajem vecim od 60% je punicinska kiselina, konjugovana linoleinska
kiselina (CLnA). Na proteine, nerastvorna vlakna i pepeo otpada priblizno 13, 351 2%,
redom (EI-Nemr i sar., 1990).

2.3.3. CRNI KIM (Nigella sativaL.)

Islamskom proroku Muhamedu se pripisuju re¢i da crni kim le¢i sve osim smrti.
U drevnom Egiptu ulje crnog kima je smatrano za lek za sve bolesti i sva zla. U grobnici
faraona Tutankamona nadena je boca ulja crnog kima, koja je trebalo da mu obezbedi
savrseno zdravlje u zagrobnom Zivotu. Semena crnog kima se u mnogim zemljama
koriste kao zaCin; u pripremi tradicionalnog slatkog jela koje se sastoji od paste crnog
kima zasladene medom ili sirupom; u aromatizovanju pekarskih proizvodai sireva. Ulje
crnog kima se smatra za jedno od novijih jestivih ulja koje, kao i seme, ima vaznu ulogu
u ljudskoj ishrani i odrzanju zdravlja (Ali i sar., 2012).

U islamskoj kulturi crni kim (Slika 7.) se smatra za jednu od biljaka sa najveéim
isceliteljskim mocima. Njegovo dejstvo je antihipertenzivno, diureti¢no, karminativno,
digestivno-stimulatorno, analgeti¢no, antimikrobno, antizapaljensko, hepatoprotektivno,
bronhodilatorno, antioksidantno itd. (Al-Jassir, 1992). Veéina terapeutskih dejstava se
pripisuje prisustvu timokinona koji je glavna bioaktivna komponenta esencijalnog ulja

(Ahmad i sar., 2013). Popularnost ove biljke dodatno je pojacana narodnim uverenjem
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da predstavlja lek za mnoge bolesti. Nauc¢na istrazivanja su opravdala ovo uverenje, s
obzirom na slozeni hemijski sastav semena. Seme crnog kima sadrzi preko 100 razliitih

hemijskih sastojaka, ukljucujuci i sve esencijalne masne kiseline (Ramadan, 2007).

Slika 7. Semei ulje crnog kima

Sadrzg] uljau semenu je 28 - 35,5%, proteina 20 - 27%, vlage 5,4 - 7,0 % i pepela
oko 3,70 - 6,72% (Cheikh-Rouhou i sar., 2007; Nergiz, C. i Otles, 1993; Khoddami i
sar., 2011). Gharby i sar. (2015) navode da je sadrzaj ulja u vecini ispitivanih semena
crnog kima ve¢i od 30%, a moze da se kre¢e i do 40%, medutim, fenoloSki uticaji
(nedostatak vode, sadrzagj soli u zemljistu, niske temperature) mogu smanjiti ova
procenat na 13 — 23%.

Mariod i sar. (2009) su istrazili antioksidantnu aktivnost i sadrzagj polifenola
metanolnog ekstrakta i njegovih etil-acetatnih, heksanskih i vodenih frakcija dobijenih iz
pogaca semena crnog kima. Dominantna fenolna jedinjenja identifikovana HPLC-DAD
tehnikom u metanolnom ekstraktu bila su: p-hidroksibenzoeva, siringinska i p-

kumarinska kiselina. Mimo toga, sadrzgj polifenolau crnom kimu je vrlo retko istrazivan,

33



Doktorska disertacija — Vera Krimer Malesevié

uglavnom kao ukupan sadrzgy polifenola (Nogala-Kalucka 1 sar., 2010), dok je

identifikacija pojedina¢nih komponenata izuzetno retka.

2.3.4. LAN (Linum usitatissmum L)

Lan je poznat jo§ od kamenog doba. Potice iz Mesopotamije i ima dugu istoriju
upotrebe. Danas se lan uzgaja zbog dve primene: radi proizvodnje prediva i radi
proizvodnje ulja. Laneno seme (Slika 8) je Siroko poznato po svom zdravstveno
povoljnom degjstvu zbog sadrZzgja vlakana, fitoestrogena, proteina i minerala (fosfor,
magnezijum, kalcijum, sumpor, cink). Osim toga, laneno seme je jedinstveno po visokoj
koncentraciji omega 3 masnih kiselina (M adhusudhan, 2009), prvenstveno a-linolenske
kiseline, koje su deficitarne u zapadnjatkom nacinu ishrane, a neophodne u zastiti
organizma od tromboze, odredenih tipova kancera, kao i radi adekvatnog imunog i

antiinflamatornog odgovora.

Slika 8. Semelana

Zbog visokog sadrZaja vlakana laneno seme umanjuje rizik od koronarnih bolesti,
raka debelog creva i gojaznosti. Fitoestrogeni deluju zastitno na zdravlje kostiju i
sprecavaju nastanak hormonski zavisnih kancera kod Zena. Laneno seme je takode
odli¢an izvor arginina, glutamina i histidina, tri aminokiseline za koje je poznato daimaju

jak uticgj naimuni odgovor organizma (M adhusudhan, 2009; Oomah, 2001). Hussain i
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sar. (2008) i Coskuner | Karababa (2007) su saopstili da je sadrZzg) vlage, proteina, ulja,
pepela i vliakana u semenu 4 - 8 %, 20 - 25%, 30 - 40%, 3 — 4 % i oko 8%, redom.
Nutritivna vrednost i niska alergenost proteina semena lana i njihov aminokiselinski
profil su sli¢ni sojinom zbog ¢ega su predlozene njegove brojne primene (Kaushik i
sar., 2016; Rabetafika i sar., 2011; Yang i sar., 2004). Laneno seme je i bogat izvor
razli¢itih polifenola kao Sto su lignani, fenolne kiseline, flavonoidi, fenilpropanoidi i
tanini (Kasote, 2013, Oomah 1 sar., 1995). Biljni lignani su bioloski vazna klasa
polifenola, anjihov najbogatiji izvor je lan.

Sekoizolaricirezinol diglukozid (SDG) je lignanski makromolekul, estarski vezan
hidroksimetil-glutarnom kiselinom (HMGA) ili drugim polifenolima kao $to su glukozidi
hidroksicimetnih kisdlina: p-kumarinske i ferulne. Sadrzgj SDG iznos 6 — 29 g/kg u
odmascenom samlevenom semenu, a njegov sadrzaj takode zavisi od mesta gajenja i
godine. SDG se uz pomo¢ bakterija debelog creva pretvara u lignane sisara: enterodiol i
enterolakton (Kasote, 2013; Struijsi sar., 2008), koji uravnotezuju polne hormone, $to
se manifestuje ublazavanjem teskoca u menopauzi, ofuvanjem zdravlja kostiju i
smanjenjem gubitka kose. Osim SDG, manje koli¢ine ostalih tipova lignana:
matairezinol, izolaricirezinol, laricirezinol i pinorezinol su takode identifikovane u
lanenom semenu. Takode, u lignanskom makromolekulu lanenog semena potvrdeno je i
prisustvo kafene kiseline i njenog glukozida (Dabrowski i Sosulski, 1984; Kosinska i
sar., 2011). Prisutne slobodne fenolne kiseline nadene u semenu lana su: p-
hidroksibenzoeva, vanilinska, o- i p-kumarinska i sinapinska (Kasote, 2013). Terpinc i
sar. (2012) tabelarno navode fenolne kiseline, njihove derivate i flavonoide nadene u
uljanim pogacama kameline (divljeg lana), lana, uljane repice i belog senfa. U uljanoj
pogaci lana od fenolnih kiselina su bile prisutne: protokatehinska, galna, vanilinska,
gentisinska, p-hidroksibenzoeva, siringinska, o- i p-kumarinska, ferulna, sinapinska,
kafenai hlorogenska kiselina.

2.3.5. HLADNO PRESOVANA ULJA

Postoje dve osnovne kategorije jestivih ulja, ato su: rafinisana i nerafinisana ulja.

U jestiva nerafinisana ulja spadaju hladno presovana (¢iji je drugi naziv hladno cedena
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ulja) 1 devicanska ulja. Usled odsustva rafinacije, jestiva nerafinisana ulja imaju
specifi¢na senzorska svojstva - mirisi ukus naizvornu sirovinu (Dimi¢, 2005). Na naSem
trzistu npr. tikvino ulje se pojavljuje kao devicansko i hladno presovano ulje. Osnovna
razlika u tehnoloskom procesu proizvodnje je u pripremi semena. Kod devi¢anskog ulja
dozvoljeno je zagrevanje (kondicioniranje) materijala pre presovanja, a kod hladno
presovanog nije. 1ako ne postoji zakonska regulativa za visinu temperature pri hladnom
presovanju, smatra se da je 50° C gornja granica procesa (Haumann, 1997). Najvecéa
prednost presovanja toplim pogonom je dobijanje vece koli¢ina ulja nego pri hladnoj
tehnologiji, $to znaci da u uljanim poga¢ama dobijenim hladnim presovanjem ostaje vise
rezidualnog ulja.

Razlika izmedu ulja semene tikve dobijena na jedan od dva pomenuta nacina
ogleda se u senzorskom i hemijsko-nutritivnom kvalitetu, kao i u odrzivosti ulja
(Vujasinovi¢ i sar., 2010; Dimi¢, 2000). Mnogi antioksidanti u uljanim semenima nisu
rastvorljivi u uljima (zbog konjugacije sa molekulima Secera), ili je njihova ekstrakcija u
ulje mala. Sadrzg] polifenola je blisko vezan sa ekstrakcionim procesom ulja, s obzirom
da on uti¢e na raspodelu polifenola izmedu ulja i uljane pogace. Poznato je da se veci
sadrzaj polifenola oslobada iz semena kada se ulje ekstrahuje na visokim temperaturama 1
pod visokim pritiskom (Terpinc i sar., 2012). Statisticki znatno ve¢i sadrZzg ukupnih
fenolnih jedinjenja naden je kod devicanskih ulja u odnosu na hladno cedena ulja tikve
(Vujasinovi¢, 2011). Zbog toga, u uljanim pogacama preostalim nakon hladnog
presovanja ulja zaostaje veci sadrzaj polifenolnih jedinjenja u odnosu na devicanska i
rafinisana. U odnosu na rafinisana ulja, devi¢ansko i hladno presovano ulje imaju brojne
prednosti: ne sadrze aditive, konzervanse, nisu proSla procese rafinisanja, tretmana
hemijskim sredstvima (VuksSa i sar., 2003). Osim toga, ovakvi nacini proizvodnje su i
ekoloski prihvatljivi. Puzna presa je pogodna za presovanje, odnosno cedenje ne samo

Aktuelno je verovanje potrosaca da su manje preradene namirnicei zdravije, kao i
da se postupkom rafinacije uklanjgju korisni sastojci ulja. Usled svega toga, poslednjih
godina raste interesovanje potro$aca za devicanska i hladno cedena ulja, koja zadrZzavaju
svoj prirodan sastav usled blagog proizvodnog procesa, kao i karakteristican ukus i miris

naizvornu sirovinu od koje su nastali. Ona se prodaju kao visoko cenjena specijalna ulja,
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¢ija cena varira u zavisnosti od vrste, a uslovljena je cenom sirovine. Njihovo trziste
premdajoS uvek malo i neznatno u poredenju satrzistem devicanskog maslinovog ulja ili
rafinisanih jestivih ulja, je u stalnom porastu.

Tikvino ulje se, pored toga $to je poznato kao salatno ulje, tradicionalno koristi u
prevenciji i leCenju problema sa prostatom i mokra¢nim putevima. Hladno cedeno tikvino
ulje pomazei u regulisanju povisenog holesterola.

Za hladno cedena ulja crnog kima, lana i nara se veruje da poseduju terapeutska
dejstva protiv poremecaja rada imunog sistema — bolesti 21. veka, te se koriste kao
dijetetski suplementi protiv navedenih stanja, ili kao sastojci u proizvodima za negu koze
(Tolkachev i Zhuchenko, 2000; Lansky i Newman, 2007; Ramadan, 2007, Ramadan
| sar., 2012). 1z navedenih razloga godisnja potraznja za navedenim uljima je takode u
porastu.

Laneno ulje je nerafinisano ulje dobijeno postupkom hladnog cedenja
neoljustenih, sirovih semenki lana na savremenim puznim presama. Ulju lanenog semena
se pripisuje poboljSanje nutritivnog i zdravstvenog statusa zahvaljujuéi preventivhom
delovanju na koronarne bolesti srca, neke tipove raka, neuroloske i hormonske
poremecaje. Laneno ulje je bogato lignanima i omega-3 masnim kiselinama (Herchi i
sar., 2011). Omega 3 masne kiseline smatrgu se posebno deficitarnim u ishrani
savremenog ¢oveka (Choo i sar., 2007), a neophodne su za pravilno funkcionisanje
mozga, mreznjace, Zuci, srca i krvnih sudova. Sadrzi visok procenat esencijalnih masnih
kiselina (Kamal-Eldin, 2006) i koristi se isklju¢ivo kao salatno ulje, za pravljenje
umaka, kao dodatak jelima za negu koZe i kose, ali i u lekovite svrhe. Kako je osetljivo
na svetlost 1 poviSenu temperaturu, preporucuje se njegovo cuvanje u frizideru nakon
otvaranja.

Uljacrnog kimai nara spadaju u lekovita ulja. Koriste se kao suplementi, odnosno
dodaci ishrani i ne preporucuje se prekoracenje njihove propisane dnevne doze. Fiksno
ulje (eng. fixed oil) crnog kima, kao i ulje nara se takode dobijaju postupkom hladnog
cedenja. Kao izuzetan imunomodulator (Salem, 2005), hladno cedeno ulje crnog kima
pomaze pri leCenju ne samo onih bolesti koje nastaju kao posledica oslabljenog

imunoloskog sistema, ve¢ i onih kod kojih je uzrok preteranaimunoloska reakcija
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Hladno cedeno ulje nara je bogato raznim mineralima i vitaminima, posebno
gama-tokoferolom, te ima regenerativno i podmladujuc¢e dejstvo. U dermalnim
primenama stimuliSe proliferaciju keratinocita (glavni tip ¢elija u epidermu), sto dovodi
do blagog debljanja koze. Kako je starenje koZe povezano sa smanjenjem debljine
epidermisa, ulje podmladuje koZu i sprecava njeno prerano starenje. Punicinska kiselina
inhibira biosintezu pro-inflamatornih prostaglandina, sto takode pogoduje zreloj kozi, s
obzirom na njen visS inflamatorni potencijal (Aslam i sar., 2006; Hora i sar., 2003;
Lansky i Newman, 2007).
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24. VALORIZACIJA AGRO-INDUSTRIJSKIH OSTATAKA

U razvijenim zemljama 42% ostataka hrane poti¢e od domacinstava, 39% iz
prehrambene industrije, 14% iz sektora prehrambenih usluga, a preostalih 5% iz prodaje i
distribucije, to ukazuje na povec¢ano opterecenje zivotne sredine. Npr., procenjeno je da
na svaku tonu otpada hrane dolazi emisija od otprilike 2 tone CO,. Na Slici 9. je

prikazana prioritizacija rukovanja agro-industrijskim ostacima:

Slika 9. Hijerarhija procesuiranja agro-industrijskih ostataka
(preuzetood Lin i sar., 2013)

Svetska godisnja proizvodnja hrane u 2015. godini je iznosila priblizno 1 bilion
tona, pri ¢emu je dosSlo do stvaranja 309 miliona tona ostataka. U Evropskoj Uniji se
promoviSe prevencija stvaranja takvih ostataka eko-inovativnim konceptima koji streme
drustvu sa ,, nultim otpadom“ ( eng. ““zero waste™ society) i ekonomiji u kojoj se ostaci

nakon industrijske proizvodnje/nusproizvodi koriste kao sirovina za nove proizvode
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(Kammerer i sar., 2014). To su zatvoreni sistemi industrijske simbioze, u kojoj se
nusproizvodi iz jedne industrije koristi kao ulaz u drugim industrijama.

Ajilai sar. (2012) definiSu 6 glavnih upotreba agro-industrijskih ostataka:

e kao sastojci hrane/hraniva

e kao izvor ugljenika za rast mikroorganizama pri proizvodnji vrednih

hemikalijai enzima

e U proizvodnji dubriva

e U proizvodnji energije

e povrat proizvoda sa dodatnom vrednoscu

e kao adsorbenti metala (zagadivaca zivotne sredine).
Velika koli¢ina nusproizvoda koji poti¢u iz prehrambene industrije pored toga &to
predstavlja gubitak dragocenih materija, izazivai probleme u ekonomskom i ekoloskom
smislu, kao 1 u pogledu rukovanja njime (Mirabella i sar., 2014). Hladno presovanje
ulja ne dae visok ekstrakcioni prinos. Nusproizvodi koji zaostgju nakon takve
proizvodnje ¢ine 10-30% ulazne sirovine drugih industrijskih procesa. Na kraju, ne treba
zanemariti ni izazov prehranjivanja rastuce svetske populacije u 21. veku.

Pored strategija kao $to su kompostiranje ili anaerobna digestija, za upravljanje
rastu¢om koli¢inom ostataka ove vrste, u zavisnosti od hemijskog sastavai funkcionalnih
osobina vrSi se povrat znacajnih jedinjenja. Na taj naCin se moze odrediti njihova
potencijalna upotreba, npr. za obogacivanje raznih prehrambenih proizvoda (Karaman i
sar., 2015).

Ostaci nakon proizvodnje biljnih ulja su bogati jedinjenjima kao Sto su polifenali,
fitosteroli, karotenoidi, tokoferoli, masne kiseline, proteini, koja mogu imati tehnolosku
(teksurisanje, bojenje), nutritivnu (vitamini, proteini) ili zdravstveno povoljnu (bioaktivna
jedinjenja, antioksidanti) ulogu (Puértolas i sar., 2016). Takode, oni mogu biti dobar
izvor antimikrobnih agenasa Sto je sve od znacaja za prehrambenu, kozmeticku i
farmaceutsku industriju.

Vaorizacija je relativno nov koncept upravljanja nusproizvodima prehrambene
industrije. Jedan od ciljeva valorizacije je povrat fitohemikalija iz nusproizvoda industrije

ulja (pogace, ljuske itd.), s obzirom da se oni samo delimi¢no iskori§tavaju kao sto¢na
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hrana ili kompost, ai nemaju Siroku primenu u humanoj ishrani niti su dovoljno

komercijalno eksploatisani.

2.4.1. Primenaagro-industrijskih ostataka i njihovih ekstrakata u funkcionalnoj

hrani, nutraceuticima, prirodnoj kozmetici

Izraz “nusproizvod” je u sve ¢eS€oj upotrebi s obzirom da se ostaci nakon
proizvodnje u prehrambenoj industriji u skladu sa novim trendovima posmatrgju kao
supstrati za proizvodnju funkcionalnih jedinjenjai dobijanje novih proizvoda sa dodatom
trziSnom vrednoscu. Iskoristljivi nusproizvodi prehrambene industrije se prema poreklu
mogu podeliti na dve glavne kategorije (biljnog ili Zzivotinjskog porekla) i sedam
podkategorija (Galanakis, 2012). Jednu od tih sedam podkategorija Cine uljarice i
mahunarke. U ciljana jedinjenja dobijena iz izvora kao $to su: seme sunkcokreta, seme
soje, otpadno ulje soje, otpadna voda pri obradi sojinog zrna, komina masline, otpadna
voda pri proizvodnji maslinovog ulja navedeni su: fitosteroli, albumin, polifenoli i pektin.
U istom radu medu navedenim patentiranim proizvodima sa komercijalnom primenom,
korai opna ploda nara su predstavljene kao izvor elagitaninai punikalagina sa primenom
u vidu antioksidanata u hrani i kozmetici.

Porast oboljenja vezanih za izmenjen zivotni il (dijabetes, gojaznost, bolesti
krvnog sistema itd.) ¢ini osnovu za razvoj novih proizvoda koji zadovoljavaju ciljne
grupe potroSaca. Demografsko starenje i pomeranje fokusa sa leCenja na prevencciju
bolesti takode su uticali na razvoj nutraceutika i funkcionalne hrane. Njihova proizvodnja
moze doprineti ekonomskom razvoju ruralnih zaednica, a njihova redovna upotreba
duzem i zdravijem zivotnom veku.

Nutraceutici su prec¢is¢eni ili izolovani iz hrane. ,Nutraceutical" predstavlja
kovanicu od rec¢i nutrition i pharmaceuticals §to znaci ishrana i farmaceutski proizvodi.
Naziv poti¢e iz koncepta da ekstrakt iz namirnica moZze biti upotrebljen kao lek.
Nutraceutici su dijetetski suplementi koji imaju povoljno ili zastitno fiziolosko dejstvo
dokazano u klini¢kim studijama.

Funkcionana hrana se dobija ugradnjom bioloski aktivnih jedinjenja u

prehrambene proizvode (Reichert, 2002). Funkcionalna hrana je izgledom sli¢na ili ista
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kao konvencionalna hrana i deo je uobicajenog rezima ishrane. Pored nutritivnih dejstava
ima i fiziolosku korist i umanjuje rizik od hroni¢nih bolesti. Moze biti dobijena
modifikovanjem jednog ili viSe sastojka, ili njihovom eliminacijom. Primer funkcionalne
hrane su konzumna jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama iz lana (Oomah, 2001).
Trziste funkcionalne hrane i nutraceutika je jedno od najbrze rastucih trziSta, sa
proizvodima koji predstavljaju dodatnu vrednost (eng. added economic value) ukoliko
poticu od industrijskih nusproizvoda. Biljke se sve viSe koriste i u kozmetickim
proizvodima, naro€ito prirodnim. Primeri ukljucuju losione sa biljnim puterima, zatim
kreme i Sampone sa esencijalnim masnim kiselinamaitd.

Na sgtu http://www.europages.co.uk/, pretrazivanje putem kljuénih reci
rezultira listom od 78 kompanija koje se bave proizvodnjom ili snabdevanjem
funkcionane hrane, 37 kompanija koje se bave proizvodnjom ili snabdevanjem
nutraceutika i 334 kompanije koje se bave proizvodnjom ili snabdevanjem prirodnom
kozmetikom.

Npr. kompanija Parodi Nutra (https://www.linkedin.com/company/parodi-
nutra) pored proizvodnje hladno cedenih i rafinisanih ulja za potrebe kozmeticke
industrije, prodgje i organsko odmasceno ,,brasno*“ dobijeno iz uljanih semena nakon
proizvodnje ulja (izmedu ostalog od tikve, lana i1 nara), za upotrebu u vidu nutraceutika ili
u kozmetickim preparatima. Sli¢no, kompanija Oil Seed Extractions Ltd. prodaje
mlevenu pogacu lana kao izvor rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana, kvalitetnih proteina
i biljnih lignana radi upotrebe u funkcionalnoj hrani
(http://www.osel.co.nz/products/functional-food-ingr edients).

Na sgjtu http://www.mnextract.it/products/polyphenol-extracts.html mogu se kupiti
polifenolni ekstrakti rogaca, grozda, ploda i lista masline, bosiljka, zafije, ruzmarina,
majorana, lovora, liS¢éa musmule, narandze, limuna i mandarine koje kompanijareklamira
kao prirodne antioksidante sa upotrebom u prehrambenoj, kozmetickoj, farmaceutskoj 1
nutraceutskoj industriji. Izmedu ostalog, za svaki ekstrakt je naveden ukupan sadrZg
polifenola odreden Folin-Ciocalteu metodom, kao i sadrzaj jedinjenja specifi¢nih za dati
uzorak kao &to su kafena i galna kiselina npr. u ekstraktu rogaca, koji je odreden HPLC
metodom. Na sgtu http://www.greenwellness.my/gr ace-ginseng-ener gy-essence-

toner-mist/product-823445.html kao jedan od sastojaka tonika za negu zrele koze lica
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navodi se ekstrakt semena uljane tikve, sa navodima da stimuliSe sintezu kolagena i
izravnavafine bore.

Sa povecanjem dostupnosti informacija, kod potroSaca se javlja sve manje
interesovanja prema sintetskim antioksidantima zbog njihove toksi¢nosti. Nasuprot tome,
ekstrakte bogate polifenolima, sa antioksidantnim delovanjem, potrosaci dozivljavaju kao
prirodne 1 radije ih prihvataju kao sastojak hrane ili kozmetickog proizvoda. U toku
poslednje decenije javljgu se novi pokusgi implementacije fenolnih jedinjenja u
komercijane proizvode. Nedavno je objavljena upotreba mikorenkapsuliranih polifenola
iz kore nara radi obogacivanja sladoleda prirodnim antioksidantima (Cam | sar., 2014),
kao i obogacivanje hleba prahom dobijenim od kore nara (Altunkaya i sar., 2013).
Ekstrakt nara ulazi u sastav dijetetskog suplementa Proxana koji sluzi ocuvanju i
oporavku funkcije prostate (http://apotekaonline.rs/vidapharm). Obezmaséeno seme
crnog kima je in-vitro ispitano kao funkcionalna hrana sa insulinskim antidijabetskim
dejstvom (Kazeem i Davies, 2016).

Pored primene praha, dobijenog mlevenjem nusproizvoda (uljane pogace, opne), u
industriji funkcionalne hrane i nutraceutika, u upotrebi su i1 prirodni ekstrakti ili Ciste
supstance. Npr. materijal za pakovanje od polipropilenskog filma sa imobilisanim
antioksidantima iz ruzmarina kori$¢en je za pakovanje govedeg mesa (Nerin i sar.,
2006). Autori Makris i sar. (2014) su dali tabelarni pregled sa preko 30 prirodnih
ekstrakata koji ispoljavaju stabilizujuce destvo protiv oksidacije mesa i mesnih
proizvoda. 1z literature su poznati primeri obogacivanja i stabilizacije jestivih ulja
ckstraktima pogaca ili ¢istim fenolnim kiselinama (Thiyam i sar., 2004; Szydowska-
Czerniak i sar., 2010; Sun-Waterhousei sar., 2011). Autori Taghvae i Jafari (2015)
su tabelarno predstavili prirodne biljne ekstrakate (medu kojima su i kafena i ferulna

kiselina), koji su dodati raznim jestivim uljima kao antioksidanti.
2.4.2. Prednosti i nedostaci upotrebe ekstrakata biljnog porekla
Zamena sintetskih aditiva prirodnim predstavljatrend zahvaljujuci promeni svesti

potrosata 0 zdravstvenoj bezbednosti proizvoda. Industrijski proizvodaéi su izlozeni

pritisku da ponude efikasne i inovativhe proizvode po prihvatljivoj ceni. Pri tom,
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potrosaci i ekoloSke grupe zahtevaju da proizvodi budu ekoloski bezbedni, jednakih ili
boljih karakteristika kao i proizvodi prethodne generacije. Sintetski antioksidanti i
konzervansi su Ciste, lako dostupne supstance, konstantne aktivnosti, bez negativnog
dejstva na karakteristike proizvoda. Medutim, s obzirom na vesStacko poreklo kod
potrosaca izazivaju odbojnost, a u visokim koncentracijama mogu biti toksi¢ne. Ekstrakti
bogati prirodnim antioksidantima i1 konzervansi su prijemciviji potroSaima, jer ih ne
dozivljavaju kao hemikalije. Ipak, obi¢no ih je potrebno dodati u vecoj koncentraciji da
bi se obezbedilo Zeljeno dejstvo, pri ¢emu mogu da imaju negativan uticaj na osobine
stabilizovanih proizvoda (aromu, boju, viskoznost, pH vrednost).

Delovanje vecine hvataca slobodnih radikala zasniva se na reverzibilnim oksido-
redukcionim reakcijama, zbog ¢ega oni mogu da ispolje i antioksidantnu i prooksidantnu
ulogu u zavisnosti od koncentracije reaktanata i uslova reakcije. Zbog toga antioksidanti,
s jedne strane mogu delovati preventivno hvataju¢i ROS, a s druge strane produkcijom
ROS mogu &tetno delovati na DNK. Snazni antioksidanti se mogu auto-oksidovati,
generisati reaktivne supstance i ponasati se kao pro-oksidanti, §to je primeceno u slucaju
gane kisdline, njenih derivata i kafene kiseline (Moure i sar., 2001). Galna kiselina
prisutna u velikoj koncentraciji, produkuje H,O,. Zbog toga njena upotreba kao
dijetetskog suplementa u relativno visokoj koncentraciji moze rezultovati toksi¢nim i
kancerogenim efektom (Leei L ee, 2006). Medutim, neki rezultati podrzavaju hipotezu da
antikancerogeni efekat biljnih polifenola ukljucuje mobilizaciju endogenog bakra i
prooksidantno dejstvo koje iz toga proizilazi (Razzaghi-Adl i sar., 2013).

Osim toga, ekstrakti bogati prirodnim antioksidantima cesto predstavljaju
kompleksnu smeSu nekoliko sekundarnih metabolita od kojih ne moragju svi hiti
identifikovani. Jedan od dodatnih izazova vezanih za prirodne ekstrakte, predstavlja
njihova varijabilnost u kvalitetu i sastavu, koja moze biti uslovljena uticagjima prirode
(biljni varijetet, klimatski uslovi, stepen zrelosti) ili je posledica razli¢itih metoda Zetve,
skladistenjai ekstrakcije. Zbog toga je potrebno ispitati sastav ekstrakata iz svake serije i
ukoliko je potrebno, prilagoditi koli¢inu koja se dodaje proizvodu (Sehwag i Das, 2013).
Da bi se umanjio negativan utica prirodnih ekstrakata, a ipak iskoristile sve njihove
prednosti, Yanishlieva i Marinova (2001) su prediozile kombinovanje prirodnih i

vestackih antioksidanata, radi sinergistickog dejstva.
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Milionima godina, biljke su razvijale sofisticirane odbrambene mehanizme u
kojima sekundarni metaboliti igraju vaznu ulogu. Medutim, nakon ekstrakcije iz biljaka,
ovajedinjenjamogu biti izlozeni oksidativnom ostecenju, hemijskim transformacijama ili
polimerizaciji kao posledica destruktivnih ekstrakcija. Sa starenjem biljnog ekstrakta,
njegova stabilnost dodatno opada, §to ga moze Ciniti neodgovaraju¢im za dugotrajniju
primenu. Snabdevanje trzista ekstraktima prirodnog porekla je za razliku od
konvencionanih antioksidanasa i konzervanasa ograniceno. Dodatni problem predstavlja
zakonodavstsvo vezano za biljne ekstrakte, s obzirom da se oni ne mogu smatrati defakto
bezbednim u hemijskom i mikrobiolo§kom smislu. Iako mnogi potrosaci smatraju da su
biljni ekstrakti bezbedni, neki od njih izazivaju alergijske reakcije kod ljudi koje dodatno
mogu biti pojacane koncentracijom neophodnom za postizanje antimikrobnog dejstva
(obicno 1-10%), a za neke je jasno ustanovljeno da izazivaju hepatotoksi¢nost zbog cega
su povuceni iz prodaje. Razlog za zabrinutost predstavlja i podatak da biljni ekstrakti
mogu sadrZati potencijalno opasne kontaminente, kao npr. teske metale (Seeff, 2009) ili
aflatoksine (Sivaramakrishnan i Gangadharan, 2009). U okviru provere bezbednosti
koris¢enja nekog biljnog ekstrakta ili izolovanog jedinjenja kao dijetetskog suplementa,
potrebno je proveriti njegovu genotoksicnost za koncentracije pri kojima ispoljava
biolosku aktivnost.

Dodatno, da bi ranije pomenuta filozofija drustva sa ,nultim otpadom“ bila
isposStovana, potrebno je primeniti pravila, zelene ekstrakcije* (engl. “ Green extraction®)
koja se zasniva na dizajniranju ekstrakcionih procesa koji redukuju upotrebu energije,
koriste agro (voda, etanol) ili alternativne rastvarace i obnovljive biljne izvore i1 koji
omogucavaju dobijanje bezbednog i kvalitetnog biodegradabilnog ekstrakta/proizvoda
bez kontaminenata (Chemat i sar., 2012).
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2.5. ZNACAJ ULJANIH POGACA | DRUGIH NUSPROIZVODA
HLADNO PRESOVANIH ULJA

Poslednje dekade posvecena je narodita paznja primeni uljanih pogaca, kao
sirovina u bioprocesima i srodnim industrijama, zahvaljujuéi njihovoj visokoj nutritivnoj
vrednosti, stalnoj dostupnosti i kompetitivnoj ceni. Uljane pogace koje nastaju od semena
bogatih uljem i koje se koriste u ljudskoj ili zivotinjskoj ishrani se nazivgu jestivim
uljanim pogacama, a one koje se zbog prisustva toksi¢nih jedinjenja i necistoa ne mogu
korisiti za ishranu, ngjestivim (Sharma i sar., 2013; Mitra i Misra, 1967). Svetskim
trziStem uljanih pogaca dominira 8 jestivih uljanih pogaca kao §to Su: pogaca soje, uljane
repice, pamuka, kikirikija, suncokreta, palmina, kokosovai lana. U Tabeli 4. prikazana je
svetska godiSnja proizvodnja najces¢ih uljanih semena i1 pogaca za 2012/2013 godinu
(Koutinasi sar., 2014). Izgled uljanih pogacéa pojedinih biljnih vrsta prikazan je na Slici
10.

Tabela 4. Godisnja proizvodnja nekih uljanih semena i pogaca

za 2012/2013. godinu

Biljnavrsta Proizvodnja semena Proizvodnja uljanih pogaca
u hiljadamatona u hiljadamatona

soja 267 606 181 075

uljanarepica 61 130 35 806

pamuk 45 320 15780

suncokret 36 360 14933

Ocekuje se da ¢e se do 2021. godine godi$nja proizvodnja uljanih pogaca povecati za
23%, &o iznosi 315 x 10° tona Zbog nedavne naftne krize ispitan je potencijal
proizvodnje biodizela iz semena soje, kikirikija, suncokreta, susama, Safranike, uljane

repice, pamuka, lana, konoplje i maka (Eryilmaz i1 sar., 2016; Razon, 2009), kao i
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semena lanai uljane tikve (Schinasi sar., 2009), usled ¢ega se moze ocekivati jo§ veca

proizvodnja njihovih pogaca.

Slika 10. Izgled uljanih pogaca: A - uljanetikve; B - soje; C - uljane repice;

D - suncokreta; E - crnog kima— peleti

Sastav ostatka dobijenog nakon ekstrakcije ulja iz semena zavisi od biljne vrste,

oblasti i uslova gaenja, kao i od procesa prerade. Npr., ljustenje semena i potpuno
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uklanjanje ulja ekstrakcijom mogu znatno uticati na sastav i kona¢nu primenu uljane
pogace. Generalno, one su bogati izvori proteina, ugljenih hidrata, mineralai polifenola.
Pogaca uljane repice sadrzi priblizno 5,3 — 6,9 mg ukupnih polifenola (Koutinasi sar.,
2014). Uljane pogace se mogu koristiti za proizvodnju antioksidanata, enzima, vitamina,
antibiotika, pecuraka, kao 1 za proizvodnju nutritivno bogatih suplemenata, dobijenih
fermentacijom, koji mogu zameniti komercijalne preparate (Koutinas i sar., 2014).
Puértolas i sar. (2016) u preglednom radu vezanom za primenu elektrotehnologija za
povrat jedinjenja sa dodatnom vrednosScu, iz odredenih matriksa industrije biljnih ulja,
navode pogacu i ljusku uljane repice 1 pogacu sezama kao izvore polifenola i proteina.

Iz uljane pogace suncokreta mogu se dobiti frakcije bogate antioksidantima,
proteinski izolati i nutritivno bogati fermentacioni suplementi. Polifenoli iz uljane pogace
suncokreta mogu se Kkoristiti za poboljSanje stabilnosti suncokretovog ulja. Od
polifenolnih jedinjenja u pogaCi suncokreta u najviSoj koncentraciji je prisutna
hlorogenska kiselina, au manjim i kafena, p-kumarinska, ferulna galna, protokatehinskai
siringinska kiselina (Kachrimanidou i sar., 2015). Odmaséena pogaca suncokreta se
moze upotrebiti kao organsko dubrivo i znacajan izvor azota, sa smanjenim rizikom
otpustanja nitrata u odnosu na mineralna dubriva (M azzoncini i sar., 2015).

Primenjene u ishrani Zivine, svinja i riba, uljane pogace smanjuju proizvodne
troskove. Pogaca od semena crnog kima se prodaje kao suplement u ishrani trkackih
konja (http://www.amigo-konie.pl/en/pro-linen-black-cumin-oil-cake-2kg.html).
Medutim, upotreba uljanih pogaca je ograniena zbog prisustva antinutritijenata
(antinutritivnih faktora). Antinutritijenti su hemijska jedinjenja koja ogranicavaju unos
hrane 1 iskoristljivost nutrijenata menjanjem fizicke dostupnosti ili hemijskih
karakteristika, ili ograni¢avaju brzinu enzimske konverzije unete hrane. Cesto hemijska
jedinjenja proizvedena od strane biljaka u sklopu odbrambenog mehanizma inhibirgu
delovanje digestivnih enzima insekata koji pokuSavaju da ih pojedu, ali takode mogu
inhibirati digestivhe enzime ljudi i stoke. Predtretmani kojima bi bila otklanjana toksi¢na
jedinjenja iz uljanih pogaca povecavaju operativne troskove (Sivaramakrishnan i
Gangadharan, 2009). Prisustvo antinutrijentnih faktora je varijabla koja uti¢e na
nutritivnu vrednost hrane i hraniva. Tako, nutritivni kvalitet predstavlja ravnotezu izmedu

nutrijenata i antinutrijenata. lako prisutni ¢esto samo u tragovima ovi faktori imaju veliki
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uticg) (Duffey i Stout, 1996). U antinutritijente spadaju i neka polifenolna jedinjenja, npr.
tanini, ai i neki proteini. Procesne metode kao Sto su: potapanje, klijanje, kuvanje,
ekstruzija, ljustenje i sl. mogu da smanje njihov sadrzaj. Uprkos €injenici da spada u 8
uljanih pogaca koje dominiraju svetskim trziStem sa udelom proteina od 32%, uljana
pogaca lana ima ograni¢enu nutritivhu upotrebu kao sto¢na hrana, zbog: nedostatka
lizing, prisustva antipiridoksin faktora (antivitamina B6), cijanogenog glikozida
linamarina i slabe svarljivosti. Zbog toga se njena primena okrece ka npr. ekstrakciji
flavonola herbacetin diglukozida (Sivaramakrishnan i Gangadharan, 2009), koji
ispoljava bioloSku aktivnost u vidu poboljSanja bubrezne funkcionalnosti, leCenja
otkazivanja bubrega, poboljSanja formiranja kostiju i antiviralnih aktivnosti protiv gripa
(Fliniaux i sar., 2014).

Ipak, neki proteini iz uljanih pogaca se smatraju idealnim suplementima u
ljudskoj ishrani. Proteini iz semena tikve imagu dobre nutritivhe osobine i mogu se
koristiti u mesnim preradevinama (Caramez i sar., 2008). Tako se npr., bolonjskim
kobasicama moze dodati proteinski izolat semena tikve, radi poboljSanja nutritivnog
kvaliteta i smanjenja troskova proizvodnje. Poslednjih godina objavljen je veliki broj
naucnih radova koji se bave izuCavanjem proteina u uljanoj pogaci tikve 1 njthovom
mogucom primenom. Npr. ispitana je i optimizovana enzimska hidroliza proteinskog
izolata i globulina (kukurbitina) iz uljane pogace golice (Popovi¢ i sar., 2013; Pericin i
sar., 2009; Peric¢in i sar., 2008). Podvrgavanje enzimskoj hidrolizi ovih proteina u
znaajnoj meri izaziva promenu njihove strukture $to na krgju menja i njihove
funkcionalne osobine (rastvorljivost, disperzibilnost, emulziona aktivnost, stabilnost,
penivost). Enzimatskim umrezavanjem (transglutaminazom) kukurbitina, poboljSana je
njegova rastvorljivost i sposobnost zeliranja (Popovi¢ i sar., 2013). Radi dobijanja
bioaktivih sastojaka hrane - proteinskih hidrolizata sa antioksidantnom i ACE
(angiotenzin I konvertuju¢eg enzima) inhibitorskom aktivnoS¢u primenjena je enzimska
hidroliza proteinskog izolata uljane pogace tikve (Vastag i sar., 2013; Vastag i sar.,
2011; Vastag | sar., 2010). Ispitan je potencijal primene ove pogace u dobijanju
biodegradabilnih filmova, kao aternative konvencionalnim materijalima za pakovanjei
ambalazu (Popovi¢ i sar., 2011), koji su pokazali odlicne karakteristike: poboljSanu

rastegljivost i barijernu sposobnost premaO,, N2, CO, i vazduhu (Popovié i sar., 2012).
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Pogaca uljane tikve je koriS¢ena i kao supstrat za mikrobioloSku proizvodnju karboksil-
metil-celulaze (CMC) — Pericin i sar. (2008). lako su proteini obimno izu¢avani, fenolni
potencijal uljanih pogaca je ostao slabo istrazen.

Uljane pogace poCinju da dobijaju drugaciju primenu od dosadasnje i u nasoj
zemlji. U pekarskoj industriji se koriste za fortifikaciju (Behera i sar., 2013). Npr.
brasno od semena tikve golice koje se dobija u procesu proizvodnje hladno cedenog ulja
je proglaseno za nagjbolju tehnolosku inovaciju u Srbiji za 2012. godinu. Namenjeno je
pekarskoj industriji kao dodatak pekarskim proizvodima. Zahvaljujuéi istrazivanjima i
naprednom tehnoloskom reSenju, iz navedene pogace se dobija brasno visoke nutritivne
vrednosti, bogato organskim i mineralnim materijama, koje ima aromati¢an, nov ukus i
zelenkastu boju (http://bif.r5/2013/02/pan-union-oil-inovativno-brasno-sit-po-ceni-
jedne-kifle/). Uljana pogaca golice je uspesno iskoris¢ena u pripremi namaza koji
izgledom 1 teksturom podse¢a na kikiriki puter, ali sa superiornijim nutritivnim
osobinama (Radocaj i sar., 2011; Radocaj i sar., 2012). Caramez i sar. (2008) su
primenili alkalnu maceraciju da bi omeksali ljusku tikvinog semena, kako bi ga zajedno
sa ljuskom pretvorili u grickalicu bogatu viaknima i drugim funkcionalnim jedinjenjima.
Nyam i sar. (2013) su sa dodatkom semena i ljuske tikve u iznosu od 5% pekarskim
proizvodima postigli veéi sadrzaj ukupnih vlakana, ukupnih polifenola 1 vecu
antiradikalsku aktivnost, uz zadovoljavajuée rezultate senzorne procene. Pogaca dobijena
presovanjem semena konoplje, brasno smedeg pirinca i dekafeinisani listi¢i zelenog ¢aja
su koris¢eni za dobijanje funkcionalnih bezglutenskih krekera poboljSanih karakteristika
(Radocaj i sar., 2014). Takode, uljane pogace predstavljaju odli¢an izvor sirovog
materijala sa potencijalnom primenom kao nutraceutika ili sastojaka funkcionalne hrane
(Terpinc i sar., 2012). U kozmeti¢kim proizvodima, uljane pogace deluju hidrantno i
odrZzavaju epidermalnu barijeru (Ratz- Lyko i sar., 2015), $to je znacajno u prevenciji
nastanka ekcema (Taieb, 1999). Uljana pogaca crnog kima ima ve¢ utvrden status u
farmaceutskim, medicinskim, kozmetickim i nutritivnim primenama (Ratz- Lyko i sar.,
2014). Zatim, mogu podluziti i kao supstrati za razne biotehnoloske procese:
fermentativnu proizvodnju enzima, antibiotika, vitamina, antioksidanata, ali i kao dubrivo
ili za uzgoj pe€uraka (Lomascolo i sar., 2012; Ramachandran i sar., 2007), a takode i

kao biosorbenti u uklanjanju kiselih boja prilikom preci§¢avanja otpadne vode (Safa,
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2016). Kora nara, ljuske i opne raznih semena mogu da se upotrebe kao prekursori za
proizvodnju aktivnog uglja koji sluzi za uklanjanje toksi¢nih boja, metalnih jona iz
otpadnih voda raznih industrija, npr. tekstilne (Yahya i sar., 2015). Na osnovu pretrage
literature (Ramachandran i sar., 2007; Koutinasi sar., 2014; Kachrimanidou i sar.,
2015) i svega prethodno navedenog mogu se Sematski prikazati moguce primene uljanih

pogaca (Slika 11).

Hrana za Zivotinje

Dubriva

Enzimi

Antibiotici i biopesticidi

Uzgoj peCuraka

Funkcionalna hranainutraceutici
Sastojci prirodne kozmetike

Proteini, funkcionalni proteinski derivati, biodegradabilnaambalaza

Polifenoli

Uljane pogace

Ugljeni hidrati
Vlakna

Biosorbent

Slika 11. Sematski prikaz primene uljanih pogaca

Sve navedeno vodi ka razvoju novih biotehnoloskih procesa koje u usnovi imgu
uljane pogace i druge nusproizvode industrije ulja, kao I proSirenju asortimana prirodnih
ingredijenata u novim prehrambenim, kozmetickim i1 farmaceutskim proizvodima. U
prehrambenoj industriji postoji trend zamene sintetickih antioksidanata prirodnim — kao
&to su polifenoli, zbog njihovog uticagja na zdravlje. Interesovanje za prirodne polifenolne
antioksidante je dodatno pojac¢ano ¢injenicom da mnoga od tih jedinjenja ispoljavaju
antimutageno, antimikrobno, hemopreventivno, antitumorsko, antihepatotoksi¢no,

antizapaljensko, apopti¢no, neuroprotektivno, antiparazitno i mnoga druga dejstva
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(Khadem i Marles, 2010). 1z tog razloga, inkorporiranje takvih jedinjenja u prehrambene
1 kozmeticke proizvode doprisnosi ne samo njihovoj stabilizaciji, ve¢ i pozitivnom uticaju

nazdravlje.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJALI

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Zavoda
za javno zdravlje Subotica, u Centru za higijenu i humanu ekologiju. Kao biljni materijal
korisc¢eno je seme uljane tikve golice (Cucurbita pepo cv. Olinka), kao i pogaca, opna i
ulje koji su dobijeni od lokalnog proizvodaca ,,Pan Union“ iz Novog Sada. Seme sa
[juskom je nabavljeno u lokalnoj prodavnici zdrave hrane. Ruc¢no je ¢is¢eno lomljenjem
ljuske dzepnim nozi¢em i vadenjem jezgra. Ostali uzorci: seme i pogaca crnog kima
(Nigella sativa L.), lana (Linum usitatissimum L.), seme, pogaca i kora nara (Punica
granatum L.), kao i sva hladno presovana ulja od navedenih biljnih vrsta dobijeni su od
lokalnog proizvoda¢a ,,Suncokret” iz Hajdukova. Cvrsti uzorci su ¢uvani na temperaturi
od +4 °C i pre eksperimentalne upotrebe samleveni su u mlinu za kafu, pri ¢emu su

dobijene Cestice manje od 2 mm.

3.1.1. HEMIKALIJE KORISCENE PRI ODREPIVANJIMA TECNOM
HROMATOGRAFIJOM VISOKIH PERFORMANSI | DRUGIM METODAMA

U odredivanju polifenolnih jedinjenja koris¢eni su reagensi i hemikalije
anditicke, GC ili HPLC c¢cistoce. Protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, kafena,
siringinska, p-kumarinska 1 singpinska kisdina su proizvodi kompanije Sigma
(Deisenhofen, Nemacka); vanilinska i ferulna kiselina su proizvedene u Fluka
(Milwaukee, WI, SAD); monohidrat galne kiseline, p-hidroksibenzaldehid i L-
askorbinska kiselina su proizvedene u kompaniji Aldrich (Steinheim, Nemacka). EDTA
je nabavljena od firme Superlab (Beograd, Srbija). Rastvaraci acetonitril, dietil-etar, etil-
acetat n-heksan, metanol, su proizvedeni u Merck-u, Darmstadt, Nemacka. Korisc¢ena je
ultracista voda tip I (ELGA). Natrijum hidroksid i hlorovodoni¢na kiselina su proizvedeni
u Zorka (Sabac, Srbija), a bezvodni natrijum sulfat i glacijalna siréetna kiselina u

kompaniji Lachema (Brno, Ceska).
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Svi reagensi koriS¢eni pri odredivanju sadrzaja metala su bili najmanje p.a
Cistoce. Pojedinacni matic¢ni standardi koncentracije (¢ = 1 mg/ml) Cu, Zn, Fe, Mn, Pb,
Cd i1 As su kupljeni od prizvodaca Carlo Erba (Italija). U radu su koriS¢ene sledece
hemikalije: dejonizovana voda sa provodljivos¢u do najvise 1 uSCm'l, 65% azotna
kiselina, 96% etanol, magnezijum-nitrat-heksahidrat, 37% hlorovodoni¢na kiselina,
kalijum-jodid, natrijum-hidroksid, natrijum-borhidrid, askorbinska kiselina.

Pri odredivanju parametara kvaliteta u radu su koriS¢ene sledece supstance,
najmanje p.a. Cisto¢e ili kvaliteta propisanog u standardnim SRPS ISO metodama:
koncentrovana sumporna kiselina, Kjeltabs Cu 3.5 (aternativno 7 g kalijum-sulfat i 0,8 g
bakar-sulfat, pentahidrat), borna kiselina, indikatori: bromkrezol zeleno i metil crveno,
fenoftalein ili akano plavo, metanol, etanol, natrijum-hidroksid, kalijum-hidroksid,
hlorovodoni¢na kiselina, amonijum-sulfat, destilovana voda, azotna kiselina, glacijana
sirCetna kiselina, dietiletar, tehnic¢ki n-heksan ili petroletar, aluminijum-tercijalni butilat,
kalijum-jodid, rastvorljivi skrob, natrijum-tiosulfat, cikloheksan, Vijsov reagens (jod

monohlorid u sir¢etnoj kiselini), izooktan, etil-laureat.

3.2. METODE ISPITIVANJA

3.2.1. EKSTRAKCIJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA, HIDROLIZA |
PRECISCAVANJE

Procedura za izolaciju fenolnih kiselina iz ¢vrstih uzoraka je preuzeta od autora
Kryger | sar. (1982) i kombinovana sa procedurom koju su opisali Nardini i sar.,
(2002). Odmasceno seme (1 g) se prenese u tubu za centrifugiranje i ekstrahuje na
ultrazvu¢nom kupatilu 30 min sa 20 ml 70% metanola, na sobnoj temperaturi. Ekstrakt se
centrifugira 10 min na 3000 o/min (stona centrifuga Centurion Scientific), supernatant se
odvoji za dalju analizu, a sa Cvrstim ostatkom postupak se ponovi jo§ 2 x. Dobijeni
supernatanti se spajaju, a ¢vrst ostatak ¢uva za dalju analizu (Slika 12).

(I +11) Kombinovani supernatanti se upare na45°C radi koncentrovanja. Podes se pH

saHCI, azatim centrifugira.
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ODMASCENI UZORAK

Ekstrakcija sa 70% metanolom
Centrifugiranje

SUPERNATANT CVRSTOSTATAK
Koncentrisanje Alkalna hidroliza + Cvit. + EDTA
Zakiseljavanje ZakiSeljavanje
Centrifugiranje _ Centrifugiranje
SUPERNATANT Cvrst ostatak SUPERNATANT Cvrst ostatak
Ekstrakcija sa heksanom Ekstrakcija sa heksanom
Hek ki i
=3 yODENA FAZA VODENA FAZA | eksansky
ekstrakti ekstrakti
Ekstrakcija sa DE/EA
| Ekstrakcija sa DE/EA
VODENA FAZA =
Alkalna hidroliza + Cwit. + EDTA
Zakiseljavanje
Ekstrakcija sa heksanom
VODENA FAZA | 1oKSansk
ekstrakti
Ekstrakcija sa DE/EA
DE/EA EKSTRAKTI DE/EA EKSTRAKTI M DE/EA EKSTRAKTI Mv
faza faza
¥ h 4 ¥
SLOBODNE RASTVORLJIVI ESTRI NERASTVORMNE-VEZANE
FENOLNE KIS. FENOLNIH KIS. FENOLNE KIS.

Slika 12. Procedura za ekstrakciju slobodnih, esterifikovanih i nerastvornih vezanih
fenolnih kiselina iz ¢vrstih uzoraka

Supernatant se 3x ekstrahuje sa hexanom u odnosu 1:1 svaki put po 15 min da bi
se uklonile slobodne masne kiseline i drugi lipidni kontaminenti. Heksanski (gornji) sloj
se odbacuje. Kod tre¢e ekstrakcije, donji Sloj (vodena faza) se hvata preko levka za
filtraciju gde se slobodne fenolne kiseline iz vodene faze 4 x ekstrahuju sa smesom
dietiletar/etilacetat (DE/EA) = 1:1.

Donjavodenafaza (11) se hvata u erlenmajer, agornja DE/EA (1) direktno iz levka preko
bezvodnog Na,SO4 u balonéi¢ sa okruglim dnom u kome se uparava pod vakuumom na

30°C. Suvi ostatak se rastvori u 500 uL metanolai 500 pL startne mobilne faze (2% sir¢.
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kis. : metanol : acetonitril = 38:1:1) 1 nakon 3 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu, bez
filtriranja se prebacuje u amber HPLC vialu.

(1) Samokrog Na, SO, se spirgu estri fenolnih kiselina sa 10 ml 70% metanola i

eluat se spaja sa vodenom fazom koja je preostala nakon ekstrakcije se DE/EA = 1:1.
Toj fazi se dodajei talog. Estri iz vodene faze se hidrolizuju preko no¢i sa 20 ml rastvora
4 M NaOH koji sadrzi 1% w/v askorbinske kiseline i 10 mM EDTA pod azotom na
sobnoj temperaturi. Hidrolizat se zakiSeljava do pH = 2 pre uklanjanja slobodnih masnih
kiselina sa heksanom (kao pod (I)). Heksanski sloj (gornji) se odbacuje. Oslobodene
fenolne kiseline se zatim ekstrahuju sa DE/EA kao §to je ve¢ opisano.

(I11) Rezidue (Cvrst ostatak nakon centrifugiranja) iz metanolno-acetonskih
ekstrakata se hidrolizuju sa 10 ml rastvora 4 M NaOH koji sadrzi i 1 % w/v askorbinske
kiselinei 10 mM EDTA pod istim uslovimakao i estri. Nakon zakiSeljavanjado pH = 2
centrifugiranja, Cisti supernatanti se ekstrahuju sa heksanom i zatim sa DE/EA kao §to je
prethodno vec¢ opisano.

Dalji postupak za (1) i (I11) jeisti kaoi zafazu (1).

P