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Pesnume Ha jesuky
pana:

[lwb oBe mokTopcke aucepTanyje je OMO Bajopu3alMja CEMEHa MaJHMHE ca
eHaokapnoM (y JajbeM TEKCTy: CeMe) Kao Hycmnpous3Bojaa (OTmam) u3
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arTunposudeparusauM (Ha henujcke muanje HeLa, MCF7 u MRC-5) in vitro
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literature review found that there is not optimization data for these methods
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extracted using four extraction methods, namely solid-liquid extraction with
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methods were optimized to obtain the extracts with highest ellagic acid
content, and the ultrasonic extraction method was optimized using Box-
Behnken experimental design and response surface methodology.
Furthermore, the fatty acid composition of extracted oils was examined, where
the presence of a significant amount of polyunsaturated fatty acids was
determined, as well as the optimal ratios of w—6/w—3 fatty acids for use in
human nutrition. The content of tocopherol was also examined, where the
presence of significant amounts in a, v, and &-tocopherol was determined,
while p-tocopherol was not detected in any of the samples. As for
polyphenols, the content of ellagic acid in all samples was examined, as well
as the phenolic profile of the extracts, where the presence of a large number of
flavonols, anthocyanins and phenolic acids was determined. Then, the
biological activities of the oil extracts were examined by antioxidant test on
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl-radical (DPPH) and antimicrobial (disk-
diffusion method) in vitro tests, where a significant antioxidant effect of the
oil was determined, while the antimicrobial effect was not proven. The
biological activity of the polyphenolic extract was examined by antioxidant
(DPPH, ABTS™ and FRAP), antimicrobial (disk diffusion method) and
antiproliferative (on HeLa, MCF7 and MRC-5 cell lines) in vitro tests, where
a significant effect of the extracts was found in all three test. Based on the
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Lista skra¢enica koriS¢enih u disertaciji

16:0 Palmitinska kiselina

18:0 Stearinska kiselina

18:1(9) Oleinska kiselina

18:2(6) Linolna kiselina

18:3(3) a-linolenska kiselina LNA; 18:3, -3

ABTS* Diamonijum-2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonatni)
katjon

Ac Apsorbancija kontrole

AdjR? Prilagodeni koeficijent determinacije

Al Indeks aterogenosti (Atherogenicity Index)

ANOVA Analiza varijanse (Analysis of variance)

A Apsorbancija test uzorka

BAP Krvni agar (Blood Agar Plates)

CFU Broj bakterijskih kolonija (Colony Forming Unit)

Ccv Koeficijent varijacije

DAD Detektor sa nizom dioda (Diode Array Detector)

DMEM Dulbekov modifikovani esencijalni medijum (Dulbeco’s
Modified Essential Medium)

DMSO Dimetil-sulfoksid

DPPH’ 1,1-difenil-pikril-hidrazil-radikal

EA Elaginska kiselina (Ellagic Acid)

ESCF Evropski nau¢ni komitet za hranu (European Scientific

Committee for Food)

FCS Fetalni tele¢i serum (Fetal Calf Serum)

FLD Fluorescentna detekcija (Fluorescence Detection)

FRAP Mo¢ redukcije jona gvozda Fe** (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

GAE Ekvivalent galne kiseline (Galic Acid Equivalent)

GC-FID Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom

(Gas Chromatography with Flame lonization Detector)

HeLa Celijska linija karcinoma grliéa materice (Henrietta Lacks)
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HHDP
H/H

HPLC

HSD

ICso
MBC

MCF7

MHB
MiIC

MRC-5

NCCLS

NIH
PUFA

RC
RSM

SFA
SFE

SRB
SZ0O

TE
Tl

Doktorska disertacija

Heksahidroksidifenilna kiselina (Hexahydroxydiphenic acid)
Odnos hipoholesterolskih i hiperholesterolskih masnih
kiselina

Tec¢na hromatografija visoke efikasnosti (High Performance
Liquid Chromatography)

Znacajna razlika prema Tukey-ovom testu (Honestly
Significant Difference)

Koncentracija koja inhibira rast ¢elija za 50 %

Minimalna baktericidna koncentracija (Minimum Bactericidal
Concentration)

Celijska linija adenokarcinoma dojke (Michigen Cancer
Foundation-7)

Mueller-Hinton bujon

Minimalna inhibitorna koncentracija (Minimum Inhibitory
Concentration)

Celijska linija humanih fetalnih fibroblasta pluéa (Medical
Research Council, cell strain 5)

Nacionalni komitet za klini¢ke laboratorijske standarde
(National Committee for Clinical Laboratory Standards)
Nacionalni zdravstveni Institut (National Institutes of Health)
Polinezasi¢ene masne kiseline (PolyUnsaturated Fatty Acids)
Koeficijent determinacije

Redukcioni kapacitet (Reducing capacity)

Metodologija odzivnih povrSina (Response Surface
Methodology)

Zasi¢ene masne kiseline (Saturated Fatty Acids)

Ekstrakcija superkriticnim fluidom (Supercritical Fluid
Extraction)

Sulforodamin B

Svetska zdravstvena organizacija (World Health
Organization)

Troloks ekvivalent

Indeks trombogenosti (Thrombogenicity Index)
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TTC Ukupni sadrzaj tokoferola (Total Tocopherols Content)
UAE Ultrazvuéna ekstrakcija (Ultrasound Assisted Extraction)
Y Prinos (Yield)

a-TOC a-tokoferol

B-TOC B-tokoferol

y-TOC y-tokoferol

3-TOC d-tokoferol
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1. Uvod

Nagli porast svetske populacije je doveo do potrebe za povecanjem proizvodnje
hrane. Koncept proizvodnje funkcionalne hrane koji podrazumeva proizvodnju prehrambenih
proizvoda koji mogu da poboljSaju opsSte zdravstveno stanje i smanje rizik od pojave
hroni¢nih bolesti sve viSe uzima maha na svetskom trziStu (Doyon i Labrecque, 2008). S
obzirom da povecanje proizvodnje funkcionalne hrane u velikoj meri moze reSiti ovaj
problem, neophodno je izgraditi veliki broj odrzivih sistema za proizvodnju funkcionalne
hrane i na taj nacin obezbediti dovoljnu koli¢inu funkcionalnih prehrambenih proizvoda
(Tripathi i dr., 2019). Zatim, nova istraZivanja u pogledu proizvodnje funkcionalne hrane su
zasnovana na tome da se u hranu uvode funkcionalni sastojci, a da se iz nje eliminiSu ili
smanje koli¢ine sastojaka koji imaju negativno dejstvo na zdravlje ljudi (Sari¢, 2016).
Takode, sve je vise istrazivanja koja upucuju na benefite upotrebe prehrambenih suplemenata
u ishrani, koji imaju ulogu da povecaju kvalitet i zdravstvene i nutritivne vrednosti hrane. U
suplemente po definiciji spadaju vitamini, minerali, aminokiseline i njihovi koncentrati,
metaboliti i ekstrakti (Dominguez Diaz i dr., 2020).

S razvojem prehrambene industrije, povecava se koli¢ina sporednih proizvoda i
otpada, koji ima veoma izrazen negativan uticaj na zZivotnu sredinu, a ¢ije se odlaganje ili
unistavanje ne sprovodi u potpunosti ispravno (Girotto i dr., 2015). Poslednjih godina, sve
veci broj istrazivanja ukazuje na mogucnosti valorizacije nusproizvoda u prehrambenoj
industriji u svrhu dobijanja funkcionalne hrane, koja pored nutritivnih, moze da poseduje 1
lekovite karakteristike. Prema tome, nusproizvod koji se dobija prilikom proizvodnje hrane
biljnog porekla, ima veliki potencijal za iskoriS¢enje u vidu dobijanja velikog broja

bioaktivnih jedinjenja, u zavisnosti od same sirovine.

Ekonomske analize koje se odnose na industrijsku preradu vo¢a u Republici Srbiji
nedvosmisleno ukazuju na porast proizvodnje voénih sokova, za razliku od ostalih vo¢énih
preradevina Cija se proizvodnja smanjuje. Republika Srbija je jedan od najvecih svetskih
proizvodaca i izvoznika maline (Faostat, 2021), a proizvodnja prehrambenih proizvoda od
maline (posebno kaSastih sokova) generiSe velike koli¢ine semena koje predstavlja

nusproizvod ili otpad. Istrazivanja su pokazala da je seme maline bogato znacajnom
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kolic¢inom ulja, koje u zavisnosti od sorte, moze da sadrzi znacajne koli¢ine tokoferola, kao i
zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina (Oomah i dr., 2000). Takode, seme maline sadrzi
najveéi procenat polifenolnih jedinjenja u odnosu na ostali deo ploda maline, poznatih po
svom bioloskom dejstvu (Daniel i dr., 1989). Imajuci to u vidu, ovako dobijeni nusproizvod
predstavlja znacajan izvor bioaktivnih jedinjenja koja bi potencijalno mogla da se iskoriste u

svrhu primene u funkcionalnoj hrani i dijetetskim suplementima.

Glavni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije jeste valorizacija semena maline sa
endokarpom (u daljem tekstu: seme) koji predstavlja nusproizvod, odnosno otpad pri
proizvodnji kase ili soka od maline ekstrakcijom visoko-kvalitetnog ulja, upotrebom razli¢itih
ekstrakcionih tehnika, kao i ekstrakcija elaginske kiseline, polifenolnog jedinjenja poznatog
po svojim bioloSkim aktivnostima. Takode, odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata
predstavlja jedan od ciljeva istrazivanja. Za ove svrhe kori$éeno je seme dobijeno od tri sorte

maline (Vilamet, Polka i Miker).

Odabranim ekstrakcionim tehnikama (ekstrakcija hladnim cedenjem, Cvrsto-te¢na
ekstrakcija hloroformom, smesom dihlormetana i metanola i etanolom, ekstrakcija n-
heksanom po Soxhlet-u i ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom) ekstrahovano je ulje iz
semena maline, od kojih je savremena tehnika ekstrakcije superkriti¢cnim ugljen-dioksidom
optimizovana pomoc¢u metodologije odzivnih povrsina (RSM) u vidu definisanja parametara
ekstrakcije, a u cilju dobijanja maksimalnog prinosa ekstrakcije, ciljnih jedinjenja i bioloske

aktivnosti.

Ostatak dobijen nakon ekstrakcije ulja, odnosno obezmas$¢eno seme, je takode
iskori§¢eno kao sirovina za ekstrakciju elaginske kiseline primenom razli¢itih ekstrakcionih
tehnika (Cvrsto-te¢na ekstrakcija etanolom, ultrazvucna ekstrakcija, mikrotalasna ekstrakcija i
ekstrakcija rastvaratem pod pritiskom), od kojih je ekstrakcija ultrazvukom optimizovana
pomo¢u RSM u cilju dobijanja najvece koncentracije elaginske kiseline u ekstraktu, dok je
ekstrakcija etanolom optimizovana u cilju odredivanja optimalne polarnosti rastvaraca radi
dobijanja najveceg prinosa elaginske kiseline (EA). Metoda ekstrakcije ultrazvukom je
posebno zanimljiva za optimizaciju, jer u literaturi nema podataka o optimizaciji ekstrakcije
EA iz semena maline mikrotalasnom ekstrakcijom, dok za ostale metode uglavnom postoje

podaci o optimalnim uslovima.

Testirana je antioksidativna, antimikrobna i antiproliferativna aktivnost ekstrakata

EA. Krajnji cilj istrazivanja predstavlja definisanje sastava i bioaktivnosti ekstrakata semena
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maline u cilju njihovog koris¢enja kao dodatka funkcionalnoj hrani ili dijetetskim

suplementima.
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2. Teorijski deo

2.1. Malina (Rubus idaeus L.)

Malina (Slika 1) je viSegodiSnja biljka,
zbunastog ili poluzbunastog rasta, koja pripada
familiji ruza (Rosaceae) i rodu Rubus, i moze
dosti¢i visinu 1 do 3,5 m. S obzirom na
moguénost prilagodavanja maline razlicitim

klimatskim uslovima i uslovima zemjista, moze

se gajiti na razli¢itim terenima i podruc¢jima. Za
ljudsku upotrebu, plod maline se obi¢no koristi u

svezem stanju, ali se moze koristiti 1 kao sirovina
Slika 1. Malina (Rubus idaeus L.)

za proizvodnju razli€itih proizvoda, kao §to su .
(Sari¢, 2016)

sokovi, kaSe, dZzemovi, sirupi i Vvino (Saric,

2016).

Malina ima dugu istoriju uzgoja i potrosnje u Evropi. Danas je svetska proizvodnja
maline fokusirana na isto¢nu Evropu i Rusiju, pri ¢emu je Rusija vodec¢i proizvoda¢ (Faostat,
2021). Plod maline moze imati nekoliko boja, ukljucujuci crvenu i Zutu (obe Rubus idaeus),
ljubicastu (Rubus neglectus) i crnu (Rubus occidentalis), ali crvena malina je
najrasprostranjenija vrsta, s obzirom na bolju otpornost na bolesti i ve¢u produktivnost u

odnosu na druge vrste (Sari¢, 2016).

Malina se samo u malom procentu konzumira sveza, dok se uglavnom proizvedene
maline smrzavaju ili preraduju u dzemove i druge proizvode. Takode, malina je izvor
osnovnih vitamina i minerala i drugih jedinjenja koja mogu biti zdravstveno korisna. Pored
upotrebe ploda maline kao hrane, mnogi delovi biljke maline, kao $to su list i koren, takode

se koriste u medicinske svrhe (Cho i dr., 2015; Ponder i Hallmann, 2019).

Republika Srbija je jedan od najvecih svetskih proizvodaca i izvoznika maline sa
proizvodnjom od 120.058 tona sveze maline u toku 2019. godine (Faostat, 2021) (Grafik 1).

Uzimajuc¢i u obzir klimatske uslove i uslove zemjista, u Republici Srbiji se najviSe uzgaja
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malina sorte Vilamet, i to na 95 % povrSine pod malinom, a preostalih 5 % pripada otalim

sortama poput Miker, Polka, Tjulamin itd.

Grafik 1. Godisnja proizvodnja maline u Republici Srbiji u periodu od 2010. - 2019. godine
(Faostat, 2021)

Sam plod maline je specifiCan po svojim bioloskim aktivnostima, kao $to su
antioksidativno i antiinflamatorno dejstvo, zbog svog specificnog hemijskog sastava. Razne
hranljive materije i druga potencijalno korisna jedinjenja nalaze se u plodu maline,
ukljucuju¢i vitamin E, vitamin C, minerale, pojedine aminokiseline, esencijalne masne
kiseline i dijetetska vlakna (Sari¢, 2016) (Tabela 1). Ove hranljive materije ne samo da
odreduju zdravstvena svojstva ploda ve¢ mogu uticati i na njegov ukus, teksturu i izgled. Kao
i kod drugog voéa, voda je glavni sastojak maline. Seceri, naroito glukoza i fruktoza,
predstavljaju glavne rastvorljive ¢vrste materije. Takode, plod maline sadrzi znacajan
procenat dijetetskih vlakana. Takode, malina je bogata i proteinima, u ¢iji sastav ulaze
aminokiseline lizin, arginin, alanin, leucin, izoleucin i tirozin (Jee Joo, 1978; Kim i dr.,
2015). Sto se tie mineralnog sastava, najzastupljeniji je kalijum, dok se fosfor, kalcijum,
magnezijum, mangan, cink i natrijum, takode nalaze u plodu maline u zna¢ajnim koli¢inama
(Nile i Park, 2014). Pored svog hranljivog sastava, maline su i odli¢an izvor neesencijalnih
fitohemikalija kao $to su lutein i zeksantin (Zhang i dr., 2019), koje nisu neophodne za Zivot,
ali mogu da poboljSaju sveukupno zdravstveno stanje ako se konzumiraju u odgovarajué¢im
koli¢inama. Osim toga, malina sadrzi razna monomerna i polimerna fenolna jedinjenja.
Monomerna jedinjenja koja se nalaze u malini ukljuuju flavonoide, fenolne kiseline i

karotenoide (Kim i dr., 2015).
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Tabela 1. Hemijski sastav ploda maline (Sari¢, 2016)

Proteini Masti Ugljeni Dijetetska Pepeo Energetska
(0/100g)  (9/100 g) hidrati vlakna (9/100 g) vrednost

(0/100g)  (9/100 g) (kcal/100 g)
1,20 0,65 11,94 6,50 / 52,00

Osim po bioloskim osobinama, malina je znacajna i sa ekonomskog aspekta. S
obzirom na to, intenziviranjem njene proizvodnje, u smislu visoke rodnosti na ovom
podneblju, kao i izvoza na inostrano trziste, malina je postala jedna od najrentabilnijih voénih

kultura u Republici Srbiji (Sari¢, 2016).

2.2.  Hemijski sastav semena maline

Uzimaju¢i u obzir da je malina jedna od najviSe gajenih vocnih kultura u Srbiji
(Radosavljevi¢, 2008), kao i da se prehrambeni proizvodi od maline u velikoj koli¢ini izvoze
na inostrano trziSte, porasla je proizvodnja istih. Nakon industrijske proizvodnje
prehrambenih proizvoda od ploda maline, kao §to su sokovi, dzemovi ili kase, zaostaje velika

koli¢ina semena Koje se smatra nusproizvodom ili otpadom.

Ovakvi sporedni proizvodi su poslednjih godina u sferi istrazivanja, iz razloga $to je
dokazano da upravo u njima zaostaje znacajna koli¢ina bioaktivnih komponenti koje sadrzi
plod. Osim toga, ovakav otpad predstavlja veliki ekonomski i ekoloski problem, te postoji
potreba da se pronadu adekvatni nacini da se sporedni proizvodi maline ponovo koriste kao
sirovina za dobijanje komponenata od kojih je moguée dobiti funkcionalnu hranu, ili dijetske
suplemente koje je dalje mogucée koristiti u ljudskoj ishrani. Koris¢enjem valorizovanih
komponenata se stvara nova vrednost nusproizvoda, a u isto vreme se smanjuje negativni

ekoloski uticaj.

Maseni udeo semena u plodu maline je oko 10 % i ono zaostaje nakon cedenja soka ili
kasSe. Istrazivanja koja su sproveli Kosmala i dr. (2015) ukazuju na to da najveéi maseni udeo
semena maline imaju dijetetska vlakna. Zatim, seme maline sadrzi visok procenat ulja,
proteina i SecCera. Takode, seme maline sadrzi znacajnu koli¢inu polifenola, od kojih su
najzastupljeniji elagitanini, koji su po istrazivanju Kosmala i dr. (2015) zastupljeni do 81 %

sadrzaja svih prisutnih polifenola.
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Ovakav hemijski sastav semena maline ukazuje na moguénost valorizacije istog, $to
upucuje na potencijalnu mogucnost iskori$¢enja ovog nusproizvoda u cilju dobijanja dodatka

funkcionalnoj hrani.

2.2.1. Ulje

S obzirom na hemijski sastav semena maline, moguce ga je iskoristiti kao sirovinu za
ekstrakciju znacajne koli¢ine ulja sa visokim sadrzajem esencijalnih masnih kiselina. Seme
maline sadrzi izmedu 10 % i 23 % ulja (Oomah i dr., 2000), u zavisnosti od sorte maline i
klimatskih uslova na kojima je gajena, dok prinos ulja zavisi od primenjene ekstrakcione
tehnike. Ulje semena maline je blago zamuéeno, zuto-zlatne boje, koja potice od karotenoida.
Ova nijansa zute boje ulja daje ulju karakteristican izgled poput maslaca, bez potrebe

dodavanja konvencionalne boje koja se Cesto koristi u prehrambenoj industriji (Dimi¢ i dr.,

2012).

Masne kiseline mogu biti zasi¢ene, mononezasicene ili polinezasi¢ene, u zavisnosti od
broja dvostrukih veza. Takode se razlikuju po duzini lanca, odnosno, imaju lanac od 4-28
atoma ugljenika. Dugolan¢ane masne kiseline su masne kiseline sa lancima od 16 ili vise
ugljenika (Beerman i dr., 2003). Ova grupa masnih kiselina uklju¢uje polinezasi¢ene masne
kiseline, koje sadrze dve ili viSe dvostrukih veza. Postoje dve glavne porodice
polinezasi¢enih masnih kiselina i t0 su ®-3 | ©—6 masne Kiseline. Budu¢i da ljudski
organizam ne moze da sintetise masne kiseline sa dvostrukom vezom u polozaju 6 ili nizem,
o—3 | -6 polinezasi¢ene masne kiseline su esencijalne masne kiseline neophodne za ljudsko
zdravlje i moraju se unositi putem ishrane. Istrazivanja pokazuju relativno visok sadrzaj m—3
masnih kiselina u ulju semena maline (Mazurek i dr., 2017; Parry i dr., 2005). Ulje semena
maline je bogato v—3 masnim kiselinama, jer sadrzi oko 30 % a-linolenske kiseline (Parry i
Yu, 2004). Isto tako, nadeno je da su linolna, a-linolenska, oleinska i palmitinska kiselina
uglavnom najzastupljenije masne kiseline iz semenskog ulja 22 vrste bobicastog voca
ukljucujuéi i malinu (Johansson i dr., 1997), a glavna -3 masna kiselina u biljkama je a-
linolenska kiselina ¢ija je strukturna formula prikazana na slici 2. Dalje, a-linolenska kiselina
je jedina @3 masna kiselina koja moze biti prisutna u biljnim materijalima, ukljucujuci i ulje
dobijeno iz semena razli¢itih biljnih vrsta (Parry i Yu, 2004). Osim ove masne kiseline, u ®—3
masne kiseline spadaju i dokozaheksaenska i ikozapentaenska kiselina koje se mogu pronaci
u ribljem ulju i ulju od algi. Prethodna istrazivanja pokazuju da se organski rastvaraci, npr. n-
heksan (Oomah i dr., 2000) ili ekstrakcija hladnim presovanjem moze koristiti za ekstrakciju

ulja iz semena maline prilikom ¢ega bi se dobila znac¢ajna koli¢ina ulja. Stoga se ulje semena
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maline moze koristiti kao znacajan, alternativni izvor -3 masnih kiselina. Ulje semena
maline pokazalo je dobre efekte na aktivnosti intracelijskih antioksidativnih enzima i ima
uticaj da stiti jetru od oksidativnog stresa inhibicijom proteinskih kinaza (Teng i dr., 2017).
Stoga bi ekstrakcija ulja iz semena maline, otpadnog materijala, mogla dovesti do
proizvodnje korisnog sastojka hrane, kao i pomo¢i u reSavanju ekoloSkih problema zastite

okoline i prosiriti trziSte maline.

HO — — =

Slika 2. Strukturna formula a-linolenske kiseline (Blondeau i dr., 2015)

Pored masnih kiselina, drugi znacajan sastojak ulja je vitamin E, koji se javlja u
obliku osam razli¢itih jedinjenja — a-, -, y- 1 d-tokoferol i a-, B-, y- i d-tokotrienol (Yang i
dr., 2020), pri ¢emu se u semenu maline mogu naci a-, y- i 8- izomeri tokoferola (Oomah i
dr., 2000). Tokoferoli se sastoje od dva prstena: jednog fenolnog i jednog heterocikli¢nog,
kao i zasi¢enog repa i razlikuju se samo po broju metil-supstituenata i obrascu supstitucije u

fenolni prsten (Kamal-Eldin i Appelqgvist, 1996).

Antioksidativna aktivnost predstavlja sposobnost odredenih jedinjenja da sprecavaju
Stetne efekte slobodnih radikala 1 drugih oksidanasa, odgovornih za pojavu razlicitih bolesti 1
stanja kao $to su kancer, kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza i poremecaji nervnog
sistema (Alam i dr., 2013). Relativna antioksidativna aktivnost tokoferola generalno zavisi od
sistema proizvodnje hrane. Rezultati istrazivanja o antioksidativnoj aktivnosti razli¢itih
tokoferola u prehrambenim proizvodima su razli¢iti jer su eksperimenti uglavnom bili
fokusirani na razli¢ite namirnice i metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti. U
zavisnosti od sistema proizvodnje hrane, u nekim sluc¢ajevima tokoferoli su ispoljili visu
antioksidativnu aktivnost od sintetickih antioksidanasa, dok su u nekim drugim sistemima
proizvodnje hrane sinteti¢ki antioksidansi bili efikasniji i time produzili stabilnost hrane u
odnosu na onu koja sadrzi tokoferole. a-Tokoferoli su pokazali mnogo visu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na y-tokoferole u uljima i mastima (Seppanen i dr., 2010). Takode,
vitamin E dobija sve veéu paznju u kozmetickoj industriji i klinickoj dermatologiji zbog

osobine fotoprotekcije i antioksidativnih svojstava (Thiele i dr., 2005). Za razliku od bilo kog
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drugog antioksidansa, evolutivni, genetski i biohemijski dokazi ukazuju na to da celijska
signalizacija predstavlja glavnu aktivnost a-tokoferola u ¢elijskom sistemu (Azzi, 2007). a-
Tokoferol (Slika 3) igra znacajnu ulogu u odrzavanju integriteta dugolancanih
polinezasi¢enih masnih kiselina u cCelijskim membranama (Saini i Keum, 2016). Dakle,
bioaktivni lipidi, kao $to su tokoferoli, su vazni signalni molekuli koji razli¢ito menjaju nivoe
kao odgovor na spoljno okruzenje, u zavisnosti od obima i vrste stimulacija. Ova pojava je
kljuéna za unutaréelijske interakcije kojima upravlja o-tokoferol (Traber, 2007). Ovim
mehanizmom a-tokoferol igra klju¢nu ulogu u toleranciji biljaka na stres. Pretpostavlja se da
povecani nivo o-tokoferola doprinosi toleranciji na stres, dok nizi nivo doprinosi

oksidativnom ostecenju biljaka (Munné-Bosch, 2005).

Istrazivanja su pokazala visok sadrzaj tokoferola u ulju semena maline (Oomah i dr.,
2000). Buduc¢i da tokoferole sintetiSu samo biljke, ova jedinjenja su veoma vazan hranljivi
sastojak za ljude i zivotinje. Tokoferoli su prisutni u uljima dobijenim iz semena, zatim u
liS¢u 1 drugim zelenim delovima viSeg nivoa biljaka. a-Tokoferol je prisutan uglavnom u
hloroplastima biljnih ¢elija, dok se B-, y- 1 d-izomeri obi¢no nalaze izvan ovih organela.
Sadrzaj tokoferola u hrani takode je vazan za zastitu lipida u hrani od autooksidacije i, samim
tim, za povecanje njihove duzine trajanja ili upotrebljivosti i njihove vrednosti kao zdrave
hrane. Poznato je da ,apsolutne" i ,relativne® in vitro aktivnosti tokoferola ne zavise
isklju¢ivo od njihove apsolutne hemijske reaktivnosti sa slobodnim radikalima, ve¢ i od

dejstva na mnoge druge moguce neZeljene reakcije.

Slika 3. Strukturna formula a-tokoferola (Cooney i dr., 1993)

2.2.2. Polifenolna jedinjenja
Polifenoli su grupa organskih jedinjenja koje karakteriSe prisustvo fenolnih jedinica.
Ova jedinjenja se ¢esto mogu naci u biljkama i znacajna su zbog svojih bioloskih svojstava.

Jedna od najznacajnijih bioloSkih osobina polifenola jeste antioksidativno dejstvo koje ova
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jedinjenja ispoljavaju sprecavanjem oksidativne degradacije lipida i na taj nacin poboljsavaju
nutritivna svojstva hrane (Kahkénen i dr., 1999). S obzirom da su polifenoli velika grupa
jedinjenja, mogu se podeliti na osnovu broja fenolnih prstenova i strukturnih elemenata koji
spajaju ove prstenove, $to dovodi do podele na fenolne kiseline, flavonoide, lignane i stilbene
(El Gharras, 2009). Generalno, glavna fenolna jedinjenja koja se nalaze u semenu maline su
elagitanini i antocijani, dok su hidroksicimetne kiseline i flavonoli sporedni fenolni sastojci
(Maatta-Riihinen i dr., 2004). Osim toga, seme maline sadrzi i male koli¢ine drugih
flavonoida kao $to su katehin, epikatehin, kvercetin i kemferol (Zafrilla i dr., 2001).
Koncentracija fenolnih kiselina u malinama je u opsegu 26-29 mg/100 g svezih malina.
Medutim, procenat slobodnih fenolnih kiselina je nizi od 10 % ukupnog sadrzaja fenolnih
kiselina (Bobinaite i dr., 2015).

Nakon ekstrakcije ulja iz semena maline zaostaje obezmas¢eno seme maline koje se
takode moze valorizovati na osnovu sadrzaja EA koja je poznata po svojim bioloskim
svojstvima (Puupponen-Pimia i dr., 2001), a koja su opisana u slede¢em poglavlju o
bioloskim dejstvu semena maline. Pored toga, studije pokazuju da se priblizno 88 % EA u
malini nalazi u samom semenu (Daniel i dr., 1989). Zatim, istrazivanja pokazuju da je u
semenu maline, EA prisutna u tri razli¢ita oblika, kao slobodna EA (Slika 4), glikozid
elaginske kiseline i u vidu elagitanina (Zafrilla i dr., 2001).

O
HO O

0 OH
)

Slika 4. Strukturna formula elaginske kiseline (Barch i dr., 1996)

Tanini koji se mogu podeliti na hidrolizujuce i kondenzovane, ¢ije se strukture mogu
videti na slici 5, su Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu i smatra se da se biosintetisu i
akumuliraju kao odbrambena jedinjenja protiv mikroorganizama, biljojeda i oksidativnog
stresa (Barbehenn i dr., 2006).
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a)

Slika 5. Primeri strukturnih formula: a) hidrolizujuéeg i b) kondenzovanog tanina (Alfei i dr.,
2019)

Elagitanini su Cesto identifikovani kao aktivne komponente lekovitih biljaka. Oni
spadaju u tzv. hidrolizuju¢e tanine, s obzirom da su podloZni hidrolizi. S druge strane, postoje
elagitanini koji se ne mogu hidrolizovati zbog C - C kuplovanja polifenolnog ostatka, ali se
ipak ubrajaju u hidrolizujuce iz istorijskih razloga (Landete, 2011). Nivo slobodne EA je
uglavnom nizak u plodovima maline, dok je glavni deo EA prisutan u obliku elagitanina
rastvorljivih u vodi, u vakuolama biljne ¢elije (M&atté-Riihinen i dr., 2004). Relativni sadrzaj
slobodne EA ¢ini samo 1-2 % ukupnog sadrzaja EA (Bobinaite i dr., 2012; Koponen i dr.,
2007). Hidrolizom elagitanina se oslobada heksahidroksidifenilna kiselina (HHDP) ¢ijom
spontanom laktonizacijom nastaje elaginska kiselina (Alfei i dr., 2019). Ova reakcija se
obi¢no koristi za detekciju i kvantifikaciju prehrambenih elagitanina (Koponen i dr., 2007).
Najzastupljeniji elagitanini u malini su sanguin H-6, sanguin H-10 (Slika 6a), kao i izomeri
bis-HHDP-glukoze, lambertianin C (Slika 6b) i lambertianin D (Landete, 2011; Majewski i
dr., 2020).
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a)

b)

Slika 6. Strukturne formule najzastupljenijih elagitanina u malini: a) sanguin H-10 i b)
lambertianin C (Landete, 2011)

Klasi¢na tehnika za ekstrakciju EA iz semena maline je ¢vrsto-teGna ekstrakcija
upotrebom metanola (MeOH) kao rastvarac¢a (Daniel i dr., 1989). Kako bi se ekstrahovala
ukupna EA iz semena maline, potrebno je primeniti hidrolizu hlorovodoni¢énom kiselinom
(HCI) (Slika 7). Koris¢enje MeOH i HCI kao sredstva za ekstrakciju EA, s obzirom na
njihovu izuzetnu toksi¢nost po ljudski organizam, kao i sa aspekta zastite Zivotne sredine,
Cini ekstrakte neupotrebljivim za ljudsku ishranu. U tom smislu, inovativne tehnike
ekstrakcije, poput ultrazvu¢ne, mikrotalasne 1 ekstrakcije rastvarac¢ima pod pritiskom, u
kombinaciji sa ,,zelenim” rastvarac¢ima, kao Sto je etanol, se pokazuju kao bolje u odnosu na
klasi¢nu Cvrsto-te¢nu ekstrakciju (Pavli¢, 2017). Sve ove tehnike ekstrakcije se koriste kako
bi se povecao prinos ciljnih jedinjenja, smanjila potro$nja energije, redukovalo trajanje

ekstrakcije 1 upotreba rastvaraca, kao i minimalizovao uticaj na zivotnu sredinu koris¢enjem
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,,Zzelenih” rastvaraca (Zekovic i dr., 2017). U novijim istrazivanjima, te tehnike su kori§¢ene
za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz razli¢itih biljnih materijala, poput mente, aronije i
pSeni¢nih klica (Pavli¢ i dr., 2019; Rami¢ i dr., 2015; Tesli¢ i dr., 2019).

OH

C=0
\ C, 0 on
c-
= Q
d
Wytat
Og Q
C;O
HO O-=C,
o
H HO HO Elaginska kiselina
OH H HO
Elagitanin

Slika 7. Hidroliza elagitanina do elaginske kiseline (Aguilera-Carbo i dr., 2008)

2.3. Biolosko dejstvo semena maline

Prirodna, bezbedna i lekovita hrana u poslednje vreme izuzetno dobija na znacaju u
redovnoj zdravstvenoj zastiti (Chen i dr., 2018; Vinayagam i dr., 2017). U novijim
istrazivanjima identifikovana su potencijalno korisna jedinjenja i hemijska svojstva maline 1
ispitani su njihovi efekti na zdravlje na celijskim kulturama, Zivotinjskim modelima i u
ograni¢enom stepenu kod ljudi. Na osnovu ovih studija, maline, zahvaljuju¢i jedinjenjima
koja sadrze, imaju Sirok spektar potencijalnih dejstava, ukljucujuéi antikancerogeno,
antidijabeticko,  antihipertenzivno, antikoagulantno, antiinflamatorno,  antivirusno,
antidepresivno i neuroprotektivno dejstvo (Yao i dr., 2021). Na ove efekte utice hemijski
sastav maline, koji je odreden sortom maline, Stepenom rasta, uslovima skladiStenja i prerade,

pa do individualnih razlika u genetici i crevnoj mikrobioti potrosaca (Kim i dr., 2015).

Sve ve¢i broj rezultata istrazivanja u vezi upotrebe ulja od semena maline kao
dijetetskog suplementa, pokazuje pozitivan uticaj na zdravlje ljudi (Pieszka i dr., 2013). S
obzirom na hemijski sastav semena maline, uklju¢ujué¢i masnokiselinski sastav i sadrzaj EA,

moze se govoriti o potencijalnom bioloskom dejstvu semena maline.

Prethodna istrazivanja objasnila su biolosko dejstvo masnih kiselina. Kada se unesu u
urganizam, najvece koli¢ine apsorbovanih masnih kiselina se inkorporiraju u triacilglicerole i

transportuju iz tankog creva hilomikronima i/ili lipoproteinima veoma niske gustine
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(Palmquist, 2009). Prethodna istrazivanja su se bavila ispitivanjem odnosa o—6/w—3 masnih
kiselina u ljudskoj ishrani i njegovim uticajem na zdravlje. Rezultati tih istrazivanja su
pokazala da je taj odnos 10:1, pa ¢ak i 25:1 (Simopoulos, 2002). Medutim, u velikom broju
istrazivanja je za objaSnjenje uticaja masnih kiselina na zdravlje umesto odnosa w—6/®—3,
posebno ispitivan uticaj koli¢ine unosa m—6 i posebno unosa ®w—3 masnih kiselina. Ovom
metodologijom se doslo do zakljucka da ve¢i uticaj na zdravlje ima unos polinezasi¢enih
masnih kiselina, posebno ®—3 masnih kiselina, nego odnos m—6/0w—3 (Palmquist, 2009). S
druge strane, povecani unos ®-3 masnih Kkiselina smanjuje uticaj ®—6 masnih kiselina u
organizmu, te je odnos w—6/w—3, ipak donekle znacajan (Goyens i dr., 2006). Poznato je da
polinezasi¢ene masne kiseline imaju uticaj na fluidnost ¢elijske membrane. Najveci efekat na
fluidnost ima konverzija prve dvostruke veze u zasi¢enu masnu kiselinu. Veéina celijskih
membrana se sastoji od oko 50 % zasi¢enih masnih kiselina, dok su polinezasi¢ene masne
kiseline koncentrisane u fosfolipidima unutrasnjeg sloja ¢elijske membrane. Zasi¢ene masne
kiseline, holesterol i sfingomijelin se nalaze u takozvanim celijskim “splavovima”, na
spoljasnjem membranskom sloju (Pike, 2006). Ovi celijski “splavovi” imaju ulogu u
regulaciji celijskih receptora (Li i dr., 2005). @6 i ®—3 masne kiseline su prekursori
ikozanoida i prostanoida, bioloski aktivnih lipidnih medijatora. To su velike grupe jedinjenja
koja imaju Sirok opseg bioaktivnosti (Palmquist, 2009). Ova jedinjenja imaju znacajnu ulogu
u regulaciji inflamatornih procesa i balansiranim unosom -6 i ®—3 masnih kiselina moguce
je uticati na razvoj i snagu odgovora organizma na inflamatorne procese (Simopoulos, 2002).
Povecéani unos a-linolenske kiseline povezan je sa smanjenjem nivoa holesterola u krvi,
smanjenjem rizika od sréanog udara i smanjenjem rasta karcinoma dojke, debelog creva i
prostate (Chavarro i dr., 2007; Menendez i dr., 2006; McEntee i dr., 2008; Tanaka i dr.,
2008). a-linolenska kiselina takode ima uticaj na snizavanje krvnog pritiska kao i nivoa
triglicerida u krvi (Oomah i Mazza, 1999). S druge strane, primena linolne kiseline postaje
sve popularnija u kozmetickoj industriji zbog svojih korisnih uticaja na kozu. IstraZivanje
ukazuje na efikasna svojstva linolne kiseline kada se lokalno nanosi na kozu, tj. ispoljava
antiinflamatorna svojstva (Zhao i dr., 2005). Takode je utvrdeno da linolna kiselina aktivno
uti¢e na snizavanje nivoa holesterola (Hegsted i dr., 1993). Na osnovu veze izmedu unosa
linolne kiseline i koncentracije holesterola u plazmi i veze izmedu koncentracije holesterola u
plazmi i incidence koronarnih bolesti, savetodavne agencije u zapadnim zemljama ve¢ dugo
preporucuju povecanje unosa linolne kiseline na 5-10 % dnevnog unosa energije (Raatz i dr.,
2018). Zatim, dugolancane ®—-3 masne kiseline imaju sposobnost sprecavanja i leCenja

hipertenzije, artritisa, zapaljenskih i autoimunih poremecaja, kao i raka (Berquin i dr., 2008;
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Chapkin i dr., 2008; Endres i dr., 1995; Judé i dr., 2006). Takode, karakteristi¢ni efekat ovih
masnih kiselina je smanjenje koncentracije triglicerida u plazmi i shodno tome — smanjenje
rizika od fatalnih koronarnih bolesti. Prema Evropskom nau¢nom komitetu za hranu (ESCF),
2 % od ukupnog broja dnevnog unosa energije treba da poti¢e od @6 1 0,5 % od ®-3
polinezasi¢enih masnih kiselina (European Scientific Committee on Food, 1993), Sto
odgovara dnevnom unosu od priblizno 6 g dnevno za Zene (5 g 6 i 1 g ®-3) i 8 g dnevno
za muskarce (6,4 g ©—6 11,6 g ®-3) (NIH, 2021). Takode, neumeren unos masnih kiselina, a
smanjen unos dijetetskih vlakana povecava rizik od gojaznosti, dijabetesa tipa 2,
kardiovaskularnih i mnogih drugih bolesti (Astrup i dr., 2011). S druge strane, Svetska
zdravstvena organizacija (SZO) preporucuje unos 2,5-9 % o6 i 0,52 % ®-3 masnih
kiselina u odnosu na ukupan dnevni unos energije. Ova razlika izmedu preporuka ESCF-a i
SZ0-a nastaje usled razli¢itih nutricionisti¢kih ciljeva, gde se ESCF preporuka zasniva na
koli¢inama potrebnim za ispravljanje klini¢ki o¢iglednih nedostataka, dok se preporuke SZO
zasnivaju na o¢uvanju kardiovaskularnog zdravlja i normalnog neurorazvoja (De Souza i dr.,
2015). Uzimajuéi u obzir prisustvo masnih kiselina u ulju semena maline, ono se moze

koristiti kao dodatak ishrani i ima pozitivan efekat u leCenju mnogih bolesti (Traber, 2007).

Osim masnih kiselina, ulje dobijeno iz semena maline je bogato tokoferolima (Oomah
i dr., 2000). Njihovo antioksidativno svojstvo poznato je jos od pocetka 1930-ih. Od tada su
klasifikovani kao glavni antioksidansi rastvorljivi u lipidima koji Stite lipide i membrane od
oksidativnog oStecenja in vitro i in vivo (Burton i Ingold, 1981). Tokoferoli se u ljudskom
organizmu apsorbuju u tankom crevu i ulaze u cirkulaciju preko limfnog sistema. Apsorbuju
se zajedno sa lipidima u vidu hilomikrona i tako transportuju do jetre (Traber, 2007). Ovaj
proces je slican za sve tokoferole, s tim Sto se a-tokoferol nakon prolaska kroz jetru moze
detektovati u plazmi (Ouahchi i dr., 1995). Funkcionalna grupa karakteristitna za sve
tokoferole, zbog koje svi oni mogu reagovati kao antioksidansi, je hidroksilna grupa
(Musialik i Litwinienko, 2005). Kada se testiraju sa organskim peroksilnim radikalima kao
oksidacionim partnerima, redosled antioksidativnog potencijala tokoferola je o->p->y->9-
tokoferol (Burton i Ingold, 1981). Za razliku od a-tokoferola, y-tokoferol je snazan nukleofil,
koji “hvata” elektrofilne mutagene i na taj nacin dopunjava dejstvo glutationa, koji spre¢ava
dejstvo elektrofilnih mutagena u vodenom delu ¢elije. Ovo znaci da y-tokoferol §titi lipide,
DNK i proteine od osStecenja izazvanim peroksinitritima (Brigelius-Flohé i Traber, 1999).
Takode, znacajan deficit vitamina E u ljudskom organizmu moZe dovesti do

neuromuskularnih poremecaja. Na primer, periferna neuropatija se javlja kao posledica
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oStecenja nerava slobodnim radikalima i dovodi do odumiranja senzornih neurona (Traber i
dr., 1978). Sli¢no, vitamin E smanjuje rizike od pojave hemoliticke anemije, najcesc¢e kod
novorodencadi, koja moze da bude posledica osStecenja izazvanog slobodnim radikalima
(Brigelius-Flohé 1 Traber, 1999). Imaju¢i u vidu biolosko dejstvo tokoferola, odnosno
vitamina E, bilo bi zna¢ajno unositi ga putem ishrane. Preporu¢ena dnevna doza vitamina E
je od 4 mg za decu do 15 mg za odrasle. To znaci da 3-5 g ulja dnevno u potpunosti
opskrbljuje ljudsko telo vitaminom E, koji pomaze u zastiti ¢elija od Stete koju izazivaju
slobodni radikali, zatim, poja¢ava imuni sistem, pomaze u spreavanju zgruSavanja krvi u
krvnim sudovima, a takode moze pomoc¢i u prevenciji Alchajmerove bolesti, odrzavanju
zdravlja mozga i sprovodenju mnogih drugih vaznih funkcija (Brown i Crowley, 2005;
Schagen i dr., 2012; Sen i dr., 2006).

Osim bioaktivnosti ulja, koje je posledica masnokiselinskog sastava i sadrzaja
tokoferola, poslednjih godina povecalo se interesovanje za biolosku aktivnost polifenola, u
koje spada i EA. EA ispoljava antioksidativna, antimikrobna, antiinflamatorna i

antikancerogena svojstva, $to potvrduju brojne studije.

Metabolizam elagitanina se odvija u gastrointestinalnom traktu. Samo mala koli¢ina
slobodne EA se apsorbuje u Zelucu, dok su elagitanini uglavnom stabilni u kiseloj sredini
Zeluca, te se ni ne raspadaju, niti hidrolizuju do EA, nego se hidroliza odvija u tankom crevu,
gde kao produkt hidrolize nastaju najvece koli¢ine EA. Kao §to je prethodno opisano, a §to se
moze videti na slici 7, hidroliza podrazumeva nastanak HHDP, jedinjenja koje spontano
prelazi u elaginsku kiselinu (Alfei i dr., 2019). EA ispoljava pozitivne efekte na poremecaje
centralnog nervnog sistema, na primer Parkinsonove bolesti (Tansey i Goldberg, 2010).
Farmakoloske strategije za leCenje Parkinsonove bolesti uglavnom se zasnivaju na povecanju
sadrzaja dopamina. U ovom slucaju, terapija podrazumeva unos prirodnih proizvoda koji
ispoljavaju antiradikalsko dejstvo, kao Sto to ¢ini EA, te se moze koristiti kao zastita neurona
od oksidativnog stresa i inflamacije (Obeso i dr., 2010). Takode, nedavna istrazivanja su
pokazala pozitivan uticaj EA na autoimune poremecaje. Unosom EA, klinicki simptomi
autoimunih poremecaja, na primer autoimunog encefalomijelitisa, znacajno mogu da se
smanje i/ili odloze (Busto i dr., 2018). Takode, EA se upotrebljava i u prevenciji gojaznosti
(Xiang i dr., 2008). Istrazivanja su takode pokazala da unos hrane koja je bogata elaginskom
kiselinom moze poboljsati zdravlje i spreiti hroni¢ne bolesti i stanja, kao §to su
kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti i rak (Erdman i dr., 2007; Scalbert i dr.,

2005). Antikancerogena aktivnost EA i njenih derivata povezana je sa sposobnosc¢u hvatanja
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slobodnih radikala. Na taj nacin se, upotrebom EA, sprecava ili smanjuje oksidativni stres,
koji bi u suprotnom mogao da indukuje karcinogenezu, i koji je glavni uzrok ateroskleroze i
kardiovaskularnih bolesti (Kaneto i dr., 2010). Zatim, istrazivanja su potvrdila postojanje
korelacije izmedu konzumacije hrane bogate polifenolima, narocito elaginskom kiselinom i
njenim derivatima, kao i poboljsanog kardiovaskularnog zdravlja (Beretta i dr., 2009; Larrosa
i dr., 2010). Trenutno na trziStu, postoji veliki broj komercijalno dostupnih ekstrakata

lekovitog bilja i prehrambenih proizvoda koji sadrze elaginsku kiselinu ili elagitanine.

2.4. Ekstrakcija ulja

Ciljevi ekstrakcije ulja su teznja da se saCuva struktura ulja tokom rada, smanjenje
sadrzaja necisto¢a, smanjenje koli¢ine ulja koja preostaje u ostatku i dobijanje najveceg
moguceg prinosa. Pomenuti ciljevi su zajednicki svim metodama ekstrakcije, iako su njihove
tehnologije razlic¢ite. S obzirom da konvencionalne tehnike ekstrakcije ulja iz razlicitog
biljnog materijala podrazumevaju upotrebu organskih rastvaraca, sve vise se tezi upotrebi
novih, savremenih ekstrakcionih tehnika pri kojima se ovi rastvaraci koriste u manjoj koli¢ini
ili se uopste ne koriste, a u svrhu dobijanja jeftinijih tehnika, ¢iji proizvodi nisu toksi¢ni i

koje nisu opasne po ¢oveka i Zivotnu sredinu.

2.4.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Prva ekstrakcija ulja iz biljnog materijala, uz upotrebu organskog rastvaraca je
obavljena u Francuskoj 1855. godine. lako su se u proteklom periodu za ekstrakciju ulja iz
biljnog materijala koristili razni rastvara€i, danas se n-heksan koristi kao najceSce
ekstrakciono sredstvo za pomenutu ekstrakciju. Princip ove tehnike ekstrakcije se zasniva na

selektivnoj raspodeli jedne ili vise komponenti izmedu Cvrste i tecne faze (OtaSevic i dr.,

2014).

Parametri koji uti¢u na prinos ekstrakcije su kontaktna povrsina ulja sa rastvaracem,
fizicko-hemijske osobine rastvaraca i biljnog materijala, odnos koli¢ina rastvaraca i biljnog
materijala, duzina trajanja i temperatura pri kojoj se izvodi ekstrakcija. U matriksima biljnog
porekla ulje se obi¢no nalazi izmedu ¢elija, te se mlevenje mora sprovoditi kao predtretman,
jer se na taj nacin povecava povrsina kontakta izmedu rastvaraca i biljnog matriksa (Pavlic,

2017).

Kako bi se rastvaraci lakse uklonili iz smeSe nakon zavrSene ekstrakcije, najcesce se

upotrebljavaju rastvaraci sa nizom tackom kljucanja. Zatim, upotrebom visih temperatura
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ekstrakcije, povecava se brzina difuzije rastvara¢a kroz matriks uzorka (Nikoli¢, 2019).
Prednosti konvencionalnih metoda ekstrakcije jesu jednostavna oprema i visoka efikasnost.
Medutim, kako bi se postigao maksimalni prinos ulja, odnosno postigla visoka efikasnost,
Cesto je neophodno upotrebiti veliku koli¢inu toksi¢nih rastvaraca stetnih po ljudsko zdravlje
i zivotnu sredinu, koji ekstrakte ¢ine gotovo neupotrebljivim u ljudskoj ishrani. Uzimajuéi u
obzir loSe strane upotrebe Stetnih organskih rastvaraca za ekstrakciju ulja, kao Sto su
toksicnost po ljudski organizam i Stetnost po zivotnu sredinu, kao i iz Zelje za dobijanjem
visoko kvalitetnog ulja bez uticaja na zivotnu sredinu, kao i smanjivanje cene ekstrakcije, sve
¢escée se koriste mehanicke tehnike ekstrakcije ulja (Subroto i dr., 2015), kao npr. hladno
cedenje. Prednosti mehani¢ke ekstrakcije ulja su jednostavna upotreba, brza realizacija
procesa §to dovodi do Kkratkog trajanja procesa, moguca primena kod Sirokog dijapazona
sirovina bez upotrebe Stetnih rastvaraca i niska cena. Jedna od negativnih strana ove tehnike
jeste relativno mali prinos ulja, manji nego kod cvrsto-tecnih ekstrakcionih tehnika uz
upotrebu organskih rastvaraca, jer prema literaturnim podacima, u zavisnosti od matriksa, u
semenu zaostaje oko 7 % ulja. Metoda mehanic¢ke prese se Cesto definiSe kao sistem za
odvajanje ¢vrste od tecne faze i koristi se za ekstrakciju ulja iz semena uljarica sa sadrzajem
ulja ispod 20 % (Cakaloglu i dr., 2018). Za separaciju faza ovom tehnikom Kkoristi se
mehani¢ki pritisak i u zavisnosti od toga da li se primenjuje visoka temperatura, naziva se
ekstrakcija toplim ili hladnim cedenjem. Tretman biljnog materijala pre samog cedenja ulja
moze da podrazumeva ljustenje, susenje, ili enzimatski tretman materijala, dok su parametri
koji uticu na proces ekstrakcije a u vezi su sa presom, unutraSnji pre¢nik otvora dizne,
temperatura, brzina cedenja koja zavisi od zadatog pritiska 1 brzina dodavanja materijala u
presu. U poslednje vreme, za laboratorijske potrebe i u pilot postrojenjima, najcesce se
koriste takozvane “twin-cold” prese (Uitterhaegen i Evon, 2017). Jo$ neke prednosti upotrebe
ove tehnike ekstrakcije u odnosu na konvencionalne tehnike su te da je ulje dobijeno hladnim
cedenjem odmah spremno za ljudsku upotrebu, bez potrebe za rafinisanjem. Takode, mnoga
termosenzitivna jedinjenja zaostaju u ulju ¢ime se povecava stepen kvaliteta gotovog
proizvoda (Cakaloglu i dr., 2018).

Uticaj temperature na kvalitet ulja dobijen iz razli¢itih sirovina ovom tehnikom je
istraZzen i opisan od strane mnogih autora (Kim i dr., 2002). Istrazivanja su pokazala da se
povecanjem temperature povecava i sadrzaj razliCitih bioaktivnih komponenti kao $to su
tokoferoli, a s druge strane smanjuje sadrzaj masnih kiselina i povecava kiselost ulja, §to

dovodi do zakljucka da se sa povecanjem temperature ekstrakcije smanjuje kvalitet ulja
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(Rabadéan i dr., 2018). S druge strane, S§to je i o¢ekivano, veliki uticaj na kvalitet i prinos ulja
ima i vrsta biljnog materijala (Rombaut i dr., 2015). Takode, istraZivanja su pokazala da se
povecanjem brzine rotacije smanjuje prinos ulja jer se na taj nacin smanjuje kapacitet prese,
te je bitno optimizovati sve ove parametre u svrhu dobijanja najvece koli¢ine ulja i najveceg
moguceg kvaliteta (Burg i dr., 2017). Takode, u svetu je povecana svest o zagadenju prirode i
zaStite ljudskog zdravlja, te se tezi razvijanju alternativnih, zelenih tehnika ekstrakcije ulja,

kao sto je ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom (Savi¢, 2014; Stanisic, 1987).

2.4.2. Ekstrakcija superkriti¢nim ugljen-dioksidom

Konvencionalne ekstrakcione tehnike, kao $to je klasi¢na ¢vrsto-te¢na ekstrakcija,
imaju svega nekoliko parametara na koje moze da se uti¢e kako bi se kontrolisala selektivnost
procesa. Stoga, razvoj alternativnih ekstrakcionih tehnika vise selektivnosti i efikasnosti
uzima maha. Jedna od tehnika koja se poslednjih decenija razvija je ekstrakcija
superkriti¢cnim ugljen-dioksidom (SFE), kao jedna od tehnika koja ne zagaduje zivotnu
sredinu i koja je veoma efikasna. Poslednjih godina SFE se razvila u potpunosti, te je postala
tehnika koja se koristi u mnogim oblastima. Jedno od najvaznijih podru¢ja primene SFE jeste

izolovanje aktivnih komponenti iz biljnog materijala (Lang i Wai, 2001).

Prednosti SFE u odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije jesu te da ova
ekstrakciona tehnika omogucava lakSe prodiranje ekstrakcionog sredstva u pore Cvrstog
biljnog materijala s obzirom na zanemarljivu viskoznost, i omoguc¢ava mnogo brzi transfer
mase, te ubrzava ekstrakciju. Takode, s obzirom na konstantni protok ugljen-dioksida kroz
uzorak, izazvan konstantnim pritiskom, ova ekstrakciona tehnika omogucava potpunu
ekstrakciju, odnosno da se sirovina u potpunosti iscrpi (Stashenko i dr., 1996). Ekstrakciona
mo¢ ugljen-dioksida se moze kontrolisati promenom pritiska i/ili temperature i na taj nacin se
moze posti¢i izuzetna selektivnost, §to je veoma znacajno kod ekstrakcije iz kompleksnih
matriksa, kao $to je biljni materijal. Kriticna temperatura za ugljen-dioksid je 31,3 °C, a
kritiCan pritisak 73,9 bar, tako da se SFE najces¢e izvodi na relativno niskim temperaturama
(Skoog i dr. 2007), tako da se moze koristiti za ekstrakciju termosenzitivnih jedninjenja
(Dron i dr., 1997; Pan i dr., 1995; Polesello i dr., 1993). Prednost ove tehnike je i Sto se
prilikom izvodenja ekstrakcije ne koriste toksi¢ni organski rastvaraci opasni po Zivotnu
sredinu. Takode, prednost ove ekstrakcione tehnike se ispoljava i u lakom odvajanju ugljen-
dioksida od ekstrakta koje se postize hladenjem i dovodenjem ekstrakta na atmosferski

pritisak. Dodatna prednost je Sto se razdvojeni ugljen-dioksid moze reciklirati i ponovo
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upotrebiti za ekstrakciju, ¢ime se dodatno smanjuje uticaj na zivotnu sredinu i process postaje

jeftiniji.

Parametri koji uti¢u na efikasnost procesa ekstrakcije su pritisak, temperatura, protok
ugljen-dioksida, kao i osobine matriksa. Pritisak na kojem se odvija ekstrakcija utice na
gustinu fluida, a samim tim i na mo¢ rastvaranja, §to zna¢i da se sa povecanjem pritiska
povecava 1 prinos ekstrakcije. S druge strane, na gustinu fluida uti¢e i temperatura, ¢ijim
povecanjem se gustina smanjuje, te se smanjuje i prinos ekstrakcije. Povecanje temperature,
takode uti¢e 1 na povecanje napona pare lako isparljivih jedinjenja i tako poveéava njihovu
rastvorljivost. Protok ugljen-dioksida je znacajan parametar za proces ekstrakcije bez obzira
§to ne utice direktno na fizicko-hemijske osobine superkriti¢cnog ugljen-dioksida, iz razloga
Sto znacajno uti€e na prenos mase. Povecanjem protoka povecava se prenos mase usled

pomeranja koncentracionog gradijenta dodavanjem nove koli¢ine rastvaraca (Pavli¢, 2017).

Medutim, promena ovih parametara moze imati i negativan uticaj na efikasnost
esktrakcije, pa tako poveéanjem pritiska, osim §to se povecava prinos, dolazi do koekstrakcije
nezeljenih jedinjenja. Takode, povecanje temperature ekstrakcije nema znacajan uticaj na
ekstrakciju slabo isparljivih jedinjenja, pa nije moguce uvek predvideti uticaj povecanja
temperature na ukupni prinos ekstrakcije. Osim toga, povecanje protoka ugljen-dioksida,
moze imati negativan uticaj na prinos ekstrakcije jer se skrac¢uje vreme kontakta ugljen-
dioksida i biljnog materijala. Izbor veli¢ine ovih parametara takode zavisi i od ulja koja se
ekstrahuju. Na primer, etarska ulja se ekstrahuju pri nizim vrednostima temperature i pritiska
(Goodarznia i Eikani, 1998), dok se masne kiseline ekstrahuju pri visim (Maheshwari i dr.,
1992). Superkriti¢ni ugljen-dioksid se koristi za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja poput
masnih Kiselina, ali koris¢enjem kosolvenata, npr. etanola, kao i promenom parametara
ekstrakcije, moguce je uticati kako na selektivnost ekstrakcije (menjanjem polarnosti
solventa), tako i na ukupan prinos i kvalitet ekstrakta (Pavli¢, 2017). Iz navedenih razloga

neophodno je posvetiti vecu paznju optimizciji ove metode ekstrakcije.

Shema uredaja za SFE sa glavnim delovima opreme su prikazani na shemi 1. Uredaj
se najcesce sastoji od boce sa ugljen-dioksidom i rezervoarom za kosolvent koji se pumpom
mesa sa ugljen-dioksidom i u kompresoru se zajedno komprimuju na odgovarajuci radni
pritisak. Ovaj radni pritisak se podesava sistemom ventila. Prilikom izvodenja eksperimenata
u ovoj disertaciji nije bilo potrebe za upotrebom kosolventa. Dalje, superkriti¢ni ugljen-

dioksid prolazi kroz ekstraktor i posle ekstrakcije se dovodi u prvi separator gde se
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promenom procesnih parametara menja mo¢ rastvaranja ugljen-dioksida i dobija se prvi
ekstrakt. Zatim se smesa sa jedinjenjima koja se nisu izdvojila u prvom separatoru uvode u
drugi separator gde se pritisak i temperatura spustaju ispod kriti¢nih uslova i ugljen-dioksid
se u obliku gasa oslobada u atmosferu, ili se vra¢a u proces do kompresora. Ekstrakti dobijeni

SFE su se ¢uvali u tamnim bocama, napunjenim do vrha, u frizideru do daljih analiza.

Uglje11fdioksid ; J:@]
C
6

5

Kosolvent

Shema 1. Shema aparature za ekstrakciju superkritiénim ugljen-dioksidom: 1) kompresor, 2)
pumpa, 3) ekstraktor, 4) prvi separator, 5) drugi separator, 6) sistem ventila (Herrero i dr.,
2006)

2.5. Ekstrakcija polifenola

Bioaktivne komponente iz biljnog materijala mogu biti ekstrahovane na razlicite
nacine. Najve¢i broj ovih ekstrakcionih tehnika se bazira na ekstrakcionoj moci razli¢itih
rastvaraCa uz zagrevanje i/ili meSanje (Azmir i dr., 2013). Konvencionalne tehnike koje
podrazumevaju upotrebu organskih rastvaraca kao $to su metanol, aceton, acetonitril, etil-
acetat, etanol, koje prati uparavanje rastvarac¢a pod vakuumom, se Cesto koriste za ekstrakciju
polifenola (Shi i dr., 2003). S obzirom na bezbednost ljudi i zivotne sredine koja je povezana

sa upotrebom Stetnih organskih rastvaraca, koji mogu zaostati u proizvodu i nakon
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uparavanja, tezi se razvijanju metoda za ekstrakciju polifenola koje podrazumevaju upotrebu

bezbednih, “zelenih” rastvaraca.

Najjednostavnija konvencionalna tehnika za ekstrakciju polifenola je ¢vrsto-te¢na
ekstrakcija metanolom ili etanolom. S obzirom da je upotreba metanola Stetna po zivotnu
sredinu, kao i da nakon ekstrakcije metanolom nije preporucljivo upotrebljavati ekstrakte u
ljudskoj ishrani, za ekstrakciju polifenola se sve ¢eS¢e Koristi Cvrsto-te¢na ekstrakcija
smeSom etanola i vode kao rastvaraca (Bonilla i dr., 1999; Shi i dr., 2003; Shrikhande, 2000).
Takode, upotrebom savremenih tehnika ekstrakcije, kao Sto su ultrazvucna ekstrakcija,
mikrotalasna ekstrakcija i1 ekstrakcija rastvaratem pod pritiskom, znacajno se povecava
prinos, a u zavisnosti od koris¢enog rastvaraca, bez opasnosti po zivotnu sredinu i zdravlje

ljudi.

2.5.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

Upotreba ultrazvuka za laboratorijsku ekstrakciju (UAE) bioaktivnih komponenti,
izmedu ostalog i1 polifenola, je ve¢ Siroko rasprostranjena kao alternativa konvencionalnim
ekstrakcionim tehnikama (Vilkhu i dr., 2008). Prednosti ekstrakcije pomoc¢u ultrazvuka su
veca reproduktivnost, ekstrahuje se na nizim temperaturama, krace trajanje ekstrakcije i Sto je
najvaznije veci prinos i manja toksi¢nost po zivotnu sredinu (Chemat i dr., 2011). Takode,
ova relativno jednostavna tehnika zahteva znacajno manja ulaganja od drugih ekstrakcionih
tehnika.

Ultrazvuk je definisan kao zvuk frekvencije iznad 15 kHz, $to je prag za ljudsku
slusnu detekciju (Sanderson, 2004). Izlazni izvor ultrazvuka je obic¢no telo koje vibrira, $to
¢ini da i okolni medijum vibrira, a zatim ultrazvuéni talas prenosi energiju na druge susedne
Cestice. Glavni fizicki parametri koji imaju ulogu u ultrazvuénom procesu SU Shaga,
frekvencija i amplituda. Nivo energije na kojoj se ultrazvuk S§iri kroz medijum moze se
izraziti kao snaga ultrazvuka (V), intenzitet ultrazvuka (V/cm?) ili gustina zvuéne energije
(V/cm®). Mehanizam ultrazvuéne ekstrakcije se zasniva na razliGitim fizikim i hemijskim
fenomenima koji dovode do ubrzanja prenosa mase u te¢nu fazu, kao Sto su Kkavitacija,
vibracije, drobljenje, meSanje, trenje, pritisak, dekompresija i formiranje slobodnih radikala
(Wen i dr., 2018). Kavitacioni, termicki i mehanicki efekti imaju znacajan uticaj na proces
ultrazvucne ekstrakcije. Akusti¢na kavitacija je jedinstveni fizicki fenomen izazvan Sirenjem
jakog ultrazvucnog talasa u te¢nostima, koji predstavlja glavnu pogonsku silu ultrazvucne
ekstrakcije. Zbog kontinuiranog ciklusa kompresije, mehuri¢i gasa u te¢noj fazi naizmeni¢no

se kompresuju i dekompresuju dok ne dostignu svoju kriti¢énu vrednost, nakon ¢ega dolazi do
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rasta i implozije mehurica, §to prouzrokuje povecanje lokalne temperature (oko 5000 K) i
pritiska (500 bar) u zoni kavitacije (Priego-Capote i Luque De Castro, 2004). Ovaj nagli
porast temperature i pritiska se deSava na povrsini biljnog materijala i dovodi do ostecenja
¢elijskog zida, razaranja Celija i povecanja brzine reakcije kroz transfer mase, ne uzrokujuéi
promene u kvalitetu ekstrakta i strukturi ekstrahovanih komponenti (Ashokkumar, 2015;
Ayim i dr., 2018; Rostagno i dr., 2003; Toma i dr., 2001). Pritisak, temperatura ili zapremina
ne mogu uticati na makroskopski sistem, ali mogu uticati na strukturu ¢elije i na proces
prenosa mase. Zatim, efekti kavitacije mogu promeniti hemijske procese u sistemu i povecati
brzinu reakcionog procesa ili pokrenuti nove reakcione mehanizme formiranjem razli¢itih
vrsta slobodnih radikala, koji takode mogu da ostete Celijski zid, ali istovremeno mogu da
izazovu i niz reakcija pri kojima dolazi do degradacije jedinjenja od znacaja (Kondo i Kano,
1988). Ovi radikali su uglavnom hidroksilni radikali koji nastaju kada se voda koristi kao
rastvaraC, a formiranje ovih slobodnih radikala zavisi od vrste rastvorenih gasova (Arzeni i
dr., 2012).

Primena veée snage ultrazvuka dovodi do veéeg intenziteta meSanja, intenzivnijeg
razaranja celijskog zida, medutim, isto tako moze da dovede i do degradacije osetljivih
jedinjenja, te se najces¢e optimizacija metode vrsi na taj nacin, da se sa $to manjom snagom
dobiju najbolji rezultati (Bermadez-Aguirre i dr., 2011). Takode, upotrebom nize frekvencije
se najCescée postize veéi prinos ekstrakcije, te se uglavnom koriste frekvencije od 20 do 100
kHz (Chemat i dr., 2017).

2.5.2. Mikrotalasna ekstrakcija

Upotreba ku¢nih mikrotalasnih peénica u laboratoriji se prvi put pominje 1975.
godine za tretman biljnog materijala u svrhu analize tragova metala (Abu-Samra i dr., 1975),
dok su prve ekstrakcije organskih jedinjenja upotrebom mikrotalasa obavljene 1986. godine
(Ganzler i dr., 1986). Od tada, mnoge laboratorije istrazuju moguénosti upotrebe mikrotalasa
u analiticke svrhe. Mikrotalasno zagrevanje se koristi za ekstrakciju organskih jedinjenja kao
Sto su pesticidi, polihlorovani bifenili, fenoli, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici, itd.
Glavne prednosti mikrotalasne ekstrakcije u odnosu na konvencionalne tehnike su skracenje
duzine trajanja ekstrakcije i smanjenje koli¢ine rastvaraca. Zatim, smanjenje otpada nastalog
od rastvaraca, smanjen uticaj na zivotnu sredinu 1 izloZenost ljudi Stetnom uticaju rastvaraca,

su takode prednosti ove ekstrakcione tehnike (Letellier i Budzinski, 1999).

Upotreba mikrotalasa kao energetskih vektora predstavlja direktno dejstvo

mikrotalasa na materijal koji je u stanju da apsorbuje deo elektromagnetne energije i
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transformise je u toplotnu. Mikrotalasne peénice koriste mikrotalase frekvencije od 2450
MHz, koja odgovara talasnoj duzini od 12,2 cm 1 energiji od 0,23 cal/mol. Elektri¢na
komponenta mikrotalasa se menja 4,9 x 10° puta u sekundi izazivaju¢i neorganizovano

kretanje polarnih molekula i na taj na¢in se postize zagrevanje (Letellier i Budzinski, 1999).

Transformacija elektromagnetne energije u toplotnu se izvodi preko dva mehanizma,
jonske provodljivosti i rotacije dipola. Jonska provodljivost generiSe toplotu usled otpora
matriksa protoku jona. Protok rastvorenih jona uzrokuje sudare medu molekulima jer se smer
jona menja onoliko puta koliko polje menja znak. Rotacija dipola je povezana sa
alternativnim kretanjem polarnih molekula koji pokusavaju da se izjednace sa elektri¢nim
poljem. Veliki broj sudara generi$e oslobadanje energije i samim tim i porast temperature
(Letellier i Budzinski, 1999).

Parametri koji uti¢u na ekstrakcionu mo¢ ove tehnike su duzina trajanja ekstrakcije,
temperatura ekstrakcije, priroda matriksa, odnos rastvaraca i supstance, snaga zracenja, kao i
njihove medusobne interakcije (Pavli¢, 2017). Duzina trajanja ekstrakcije predstavlja bitan
faktor koji uti¢e na efikasnost ekstrakcije, narocito u interakciji sa temperaturom i snagom
zraCenja. IstraZivanja su pokazala da produZeno trajanje ekstrakcije moze dovesti do raspada
odredenih, osetljivih jedinjenja, te hidrolize i oksidacije Sto znacajno uti¢e na kvalitet
ekstrakta (Chan i dr., 2011; Hao i dr., 2002). Uticaj snage zracenja je takode bitan parametar,
uzimajuéi u obzir moguénost degradacije jedinjenja koje se ekstrahuje. Povecanjem snage
mikrotalasnog zracenja, raste prinos ekstrakcije, s tim da je moguca koekstrakcija balastnih
jedinjenja, te je sadrzaj jedinjenja od interesa znatno manji. Uticaj temperature ekstrakcije na
proces direktno zavisi od snage mikrotalasnog zracenja. To implicira da izbor optimalne
snage mikrotalasnog zraCenja i temperature za proces ekstrakcije zavisi od stabilnosti ciljnih
jedinjenja koja se ekstrahuju. Takode, prednost mikrotalasne ekstrakcije u odnosu na klasi¢nu
cvrsto-tecnu ekstrakciju, jeste i uSteda toplotne energije koja se generiSe u ekstrakcionom
medijumu i koja je posledica kretanja dipola, te su gubici znatno manji (Letellier i Budzinski,
1999).

2.5.3. Ekstrakcija rastvara¢em pod pritiskom

Ekstrakcija rastvara¢em pod pritiskom se zasniva na smanjenju potrebne zapremine
rastvaraca, usled povecanja temperature i pritiska pod kojima se izvodi ekstrakcija, jer se sa
povecanjem ovih parametara povecava i rastvorljivost Zeljenih komponenti. Pri izvodenju

ove ekstrakcione tehnike, supstanca se postavlja u celiju za ekstrakciju koja se puni
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odgovaraju¢im rastvaracem 1 koristi za staticku ekstrakciju pod povisenom temperaturom
(50-200 °C) i pritiskom (35-206 bar), sa kracom duzinom trajanja ekstrakcije (5-10 min).
Komprimovani gas se Koristi za prenos ekstrakta iz ¢elija u posudu za skupljanje (Richter i
dr., 1996).

Dva su glavna razloga zasto upotreba poviSene temperature i pritiska daju bolje
rezultate u odnosu na ekstrakciju na sobnoj temperaturi i pri atmosferskom pritisku, a to su
povecana rastvorljivost i efekti prenosa mase, kao i narusavanje povrSinske ravnoteze.
Ukoliko je rastvaranje endotermno, $to je uglavnom slucaj, ekstrakcija na vi$oj temperaturi
povecava sposobnost rastvaraca da rastvori analit. Takode, smeSa vode i organskog
rastvara¢a ima vecu ekstrakcionu mo¢ na viSim temperaturama. Ovo je znacajno u
slucajevima kada pri nizim temperaturama i pritisku rastvaracem ne mogu da se ekstrahuju
zeljene komponente zbog vodom zapusSenih pora supstance. Povecanjem temperature i
pritiska se olakSava dostupnost ovih zapusenih pora i povecava ekstrakciona mo¢ rastvaraca.
Takode, povecanje temperature rezultuje brzom difuzijom rastvaraa u uzorak. Povecanje
temperature moze poremetiti jake interakcije rastvora i matriksa izazvane Van der Waals-
ovim silama i vodoni¢nom vezom. Toplotna energija moze da poremeti kohezivne i
adhezivne interakcije smanjenjem energije aktivacije potrebne za proces desorpcije. Pored
toga, viSe temperature dovode do smanjenja povrSinskog napona rastvarafa i supstance,

omogucavajuci na taj nacin bolje “kvasenje” supstance (Pavli¢, 2017).

Da bi se mogla Koristiti temperatura iznad tacke kljucanja rastvara¢a, mora Se
primeniti dovoljno visok pritisak tokom ekstrakcije. Upotreba poviSene temperature i
prednosti koje su povezane sa tim se ne bi mogle razmatrati bez upotrebe poviSenog pritiska
kako bi rastvara¢ ostao u te¢nom stanju. Upotreba povisenog pritiska omogucava ekstrakciju
zeljenih komponenti iz uzoraka u kojima su analiti “zarobljeni” u porama matriksa, na taj
nacin §to se rastvara¢ potiskuje u pore uzorka do kojih inace ne bi dosao pri atmosferskom
pritisku. S druge strane, povisen pritisak pomaZe u rastvaranju vazdu$nih mehuri¢a, tako da
veca koli¢ina rastvaraca brze dolazi u kontakt sa celokupnim matriksom (Richter i dr., 1996).
Kako bi se moglo uticati na selektivnost metode, kod ekstrakcije sa povisenim pritiskom se,
osim promene pritiska i temperature, koriste fluidi koji se nalaze u subkriti¢cnom stanju. Jedan
od najces¢e koriS¢enih subkritiénih fluida za ekstrakciju polifenola je subkriticna voda.
Glavna prednost koriS¢enja subkriti¢ne vode kao solventa se ogleda u tome $to se dielektri¢na
konstanta vode smanjuje sa povecanjem temperature ekstrakcije, Sto smanjuje njenu

polarnost i olaksava ekstrakciju nepolarnijih jedinjenja. Takode, upotrebom visokog pritiska
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moze se dodatno poboljsati ekstrakcija analita iz matriksa (Kanmaz, 2014). Nedostatak
ckstrakcije polifenola pri upotrebi viSih temperatura se ogleda u nestabilnosti nekih

polifenola na temperaturama iznad 35 °C.

2.6. Metode za optimizaciju ekstrakcije

Kako bi se metoda ekstrakcije optimizovala u cilju dobijanja Sto veéeg prinosa i §to
kvalitetnijeg ekstrakta, u optimizaciju moraju biti uklju¢eni matematicki modeli. Jedna od
metoda koja se koristi za optimizaciju ekstrakcije je RSM. RSM se sastoji iz grupe
matematickih 1 statistickih tehnika koje se koriste u razvoju odgovaraju¢eg funkcionalnog
odnosa izmedu odgovora proucavanog sistema I nekog broja povezanih parametara. Kako bi
se ustanovila zavisnost izmedu parametara, koris¢enjem ove metodologije, najéesée se koriste
dva modela, model prvog i drugog stepena. Kada se ustanovi zavisnost izmedu kontrolnih
varijabli i odziva, odnosno zavisnih varijabli moze da se koristi za predvidanje vrednosti koje
¢e se potencijalno dobiti promenom ulaznih parametara. Zatim, ova metodologija se Kkoristi,
kroz testiranje postavljene hipoteze, za odredivanje uticaja kontrolnih varijabli na zavisne
varijable. Takode, $§to je klju¢no, ova metodologija se koristi radi odredivanja vrednosti
kontrolnih varijabli, kako bi se dobili optimalni odzivi zavisnih varijabli (Khuri i
Mukhopadhyay, 2010). U cilju optimizacije ovom metodologijom, prvo se mora obaviti serija
eksperimenata, u kojima se meri svaki odziv u zavisnosti od kontrolnih varijabli, $to
predstavlja eksperimentalni dizajn. Veoma je vazno izabrati odgovarajuéi eksperimentalni
dizajn, zbog toga $to kvalitet predvidanja znacajno utiCe na zavisne varijable. Jedan od
najcesce koriS¢enih eksperimentalnih dizajna za optimizaciju ekstrakcionih uslova jeste Box-
Behnken eksperimentalni dizajn (Box i Behnken, 1960). Box-Behnken eksperimentalni
dizajn pruza tri nivoa za svaki faktor i sastoji se od kombinacija 3 faktorijalnog dizajna, gde
k predstavlja broj parametara i moze biti 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12 i 16. Ovaj dizajn se Cesto
koristi u industrijskom istrazivanju jer je ekonomican i zahteva samo tri nivoa za svaki faktor
(-1, 01 1). Jedan od najvaznijih razloga upotrebe RSM jeste odredivanje optimalnih vrednosti
kontrolnih varijabli koji rezultuju maksimalnim ili minimalnim odzivom zavisnih varijabli.
Ovo zahteva odgovaraju¢i model koji pruza adekvatan prikaz srednje vrednosti, jer se isti

model koristi za odredivanje optimalnih vrednosti (Myers i dr., 2004).
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3. Eksperimentalni deo

Eksperimentalni deo je obuhvatio ekstrakciju ulja iz semena maline upotrebom Sest
ekstrakcionih tehnika i to ekstrakciju hloroformom, smesom dihlormetana i metanola,
etanolom, hladno cedenje, ekstrakciju n-heksanom po Soxhlet-u i ekstrakciju superkritiénim
ugljen-dioksidom. Takode, ekstrakcija superkriti¢cnim ugljen-dioksidom je bila optimizovana
pomoc¢u RSM. Nakon ekstrakcija, utvrden je sadrzaj masnih kiselina i sadrZaj tokoferola, kao
I antioksidativno i antimikrobno delovanje ulja, kao i njegova oksidativna stabilnost koja je
ispitana Rancimatnim testom. Nakon obezmasS¢ivanja seme je valorizovano na o0snovu
sadrzaja EA, koja je ekstrahovana upotrebom cetiri ekstrakcione tehnike i to: ¢vrsto-tecnom
ektrakcijom etanolom, ekstrakcijom mikrotalasima, ekstrakcijom ultrazvukom i ekstrakcijom
rastvaraCem pod pritiskom. Nakon toga je metoda ultrazvuéne ekstrakcije optimizovana.
Takode, ispitana je bioloSka aktivnost ovih ekstrakata antioksidativnim, antimikrobnim i

antiproliferativnim in vitro testovima.

3.1. Hemikalije i rastvori

Za potrebe ekstrakcije ulja i polifenola koris¢ene su slede¢e hemikalije: hloroform (99
%) i etanol (96 %, 98 %) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka), dihlormetan (p.a.) (Carlo
Erba, Chaussée du Vexin, Francuska), metanol (99,9 %) (Fisher Scientific, Loughborough,
Velika Britanija) i n-heksan (HPLC) (Promochem, Bejrut, Liban).

Za odredivanje masnokiselinskog sastava ulja primenjeni su: natrijum-hlorid (99 %),
natrijum-hidroksid (98 %), natrijum-sulfat (anhidrovan) (99 %) (Lach-Ner, Neratovice,
Ceska), bor-trifluorid, izooktan (p.a.) i standard masnih kiselina Supelco GRAIN FAME
miks (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka).

Kako bi se ispitao sadrzaj tokoferola u ulju koriséeni su tetrahidrofuran (p.a.) (Carlo
Erba, Chaussée du Vexin, Francuska), o-tokoferol (analiticki standard), PB-tokoferol
(analiti€ki standard), y-tokoferol (analiticki standard) i o6-tokoferol (analiticki standard)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka). Za odredivanje sadrzaja EA koriS¢ena je mravlja
kiselina (p.a.), analiticki standard EA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka) i acetonitril
(HPLC) (Carlo Erba, Chaussée du Vexin, Francuska).
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Pri odredivanju redukcionog kapaciteta primenjeni su Folin-Ciocalteu reagens
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka) i natrijum-karbonat (99,5 %) (Lach-Ner, Neratovice,
Ceska).

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koris¢ene su sledece hemikalije: 1,1-difenil-
B-pikrilhidrazil (DPPH), diamonijumova so 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske
kiseline) (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), gvozde(Il)-hlorid (p.a.), trolox (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) (98 %) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemacka), kalijum-persulfat (99 %) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) i hlorovodoniéna kiselina
(Fisher Scientific, Loughborough, Velika Britanija). Acetatni pufer je napravljen upotrebom
natrijum-acetata (99 %) i glacijalne siréetne kiseline (98 %) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemacka).

Za procenu antimikrobne aktivnosti koris¢eni su propilen-glikol (p.a.) (Applichem,
Darmstadt, Nemacka) i resazurin (7-hidroksi-10-oksidofenoksazin-10-ijum-3-on) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemacka), krvni agar (Biomerieux, Marcy-1’Etoile, Francuska), Mueller-
Hinton bujon (MHB, LabM, Lancashire, Ujedinjeno Kraljevstvo) i propilen-glikol
(Applichem, Darmstadt, Nemacka).

Pri proceni antiproliferativnog delovanja polifenolnog ekstrakta primenjeni su: fetalni
tele¢i serum (FCS) i1 Dulbeco’s Modified Essential Medium (DMEM, PAA Laboratories
GmbH, Pashing, Austria), streptomicin (Galenika, Beograd), tripsin (Serva, Heidelberg,
Nemacka), EDTA (Laphoma, Skoplje), trihlorsiréetna kiselina (TCA),
tris(hidroksimetil)amino metan (TRIS), sulforodamin B (SRB) i dimetilsulfoksid (99,7 %)
(Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Nemacka).

3.2. Biljni materijal

Biljni materijal koji je koris¢en u eksperimentima, odnosno oko 100 kg semena tri
sorte maline (Vilamet, Miker i Polka), je ljubazno donirala kompanija Mondi Lamex d.o.o0.,
Kraljevo, Srbija. Seme je suseno u laboratorijskoj susnici (Sterimaric ST-11, Instrumentaria,
Zagreb, Hrvatska) na 40 °C u toku 12 h. Nakon suSenja, odredena je vlaga u semenu
primenom gravimetrijske AOAC metode 950.46/1990 (3,25 + 0,16 % za Vilamet, 5,13 + 0,02
% za Polku i 5,30 + 0,12 % za Miker) na laboratorijskom vlagomeru (MB45, Ohaus,
Parsippany, SAD). Seme je samleveno na laboratorijskom minu (Glen Mills, Clifton, NJ,
SAD) i takvo koris¢eno za sve metode ekstrakcije osim za hladno cedenje, pri ¢emu je

koris¢eno celo seme jer bi u suprotnom doslo do zapusenja prese.
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Sadrzaj dijetetskih vlakana je odreden primenom Megazyme AOAC metode
991.43/1995 (AOAC, 1995). Sadrzaj pepela je odreden metodom AOAC 923.03/2005
(AOAC, 2005), ulja AOAC 945.16/2000 (AOAC, 2000), proteina Kjeldahl-ovom metodom
(Kjeldahl, 1883), skroba Evers-ovom polarimetrijskom metodom (Ewers, 1908), a sadrzaj
Secera Luff-Schoorl metodom (Luff i Schoorl, 1929).

3.3. Metode za ekstrakciju ulja

Ekstrakcija ulja iz semena sve tri sorte maline izvedena je upotrebom ¢etiri tehnike
(Sest metoda) ekstrakcije i to: ¢vrsto-tecna ekstrakcija (ekstrakcija hloroformom, ekstrakcija
smes$om dihlormetana i metanola, ekstrakcija etanolom), hladno cedenje ulja, ekstrakcija ulja

n-heksanom po Soxhlet-u i ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom.

3.3.1. Cvrsto-te¢na ekstrakcija
Cvrsto-teéna ekstrakcija ulja iz semena sve tri sorte maline je izvedena pomocu

hloroforma, dihlormetana i metanola, kao i etanola.

3.3.1.1. Ekstrakcija hloroformom

Ekstrakcija ulja iz semena maline upotrebom hloroforma kao ekstrakcionog sredstva
je izvedena po metodi koju su opisali Gutiérrez i dr. (2008). Postupak je obuhvatao sledece
faze: osuSeno i sameveno seme maline je homogenizovano i u njega je dodat hloroform u
odnosu 1:5 (m/v) i smesa je ostavljena preko noci na laboratorijskom $ejkeru (Biosan, Riga,
Letonija) pri brzini rotacije od 120 min™. Nakon mesanja, smesa je profiltrirana kroz filter
papir (MN 751, Machery Nagel, Allentown, Pensilvanija, SAD) u levak za razdvajanje. U
¢vrsti ostatak nakon filtriranja je ponovo dodat hloroform u istoj proporciji, smesa je ponovo
profiltrirana i filtrati spojeni. Zatim je hloroform uparen na 40 °C na rotacionom vakuum
uparivacu (Buchi R-205, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, SAD). Ekstrakti su ¢uvani u tamnim

bocama, napunjenim do vrha, u frizideru do daljih analiza.

3.3.1.2. Ekstrakcija smesom dihlormetana i metanola

Ekstrakcija ulja upotrebom smese dihlormetana i metanola (MeOH) kao
ekstrakcionog sredstva je izvedena po metodi koju su opisali Cequier-Sanchez i dr. (2008). U
suve i samevene uzorke (50 g) dodato je po 200 cm® smese CH,Clo,/MeOH u odnosu 2:1
(V/v). Smesa je ostavljena preko noéi na laboratorijskom Sejkeru (Biosan, Riga, Letonija) ¢ija
brzina rotacije je bila pode$ena na 120 min™. Nakon toga, uzorci su profiltrirani kroz filter

papir (MN 751, Machery Nagel, Allentown, Pensilvanija, SAD) i rastvara¢ je uparen na 40
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°C na rotacionom vakuum uparivac¢u (Buchi R-205, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, SAD).

Ekstrakti su ¢uvani u tamnim bocama, napunjenim do vrha, u frizideru do daljih analiza.

3.3.1.3. Ekstrakcija etanolom

Kako bi se odredio optimalni odnos uzorka i rastvaraca u smislu dobijanja najveceg
prinosa ulja, ekstrakcija ulja etanolom kao ekstrakcionim sredstvom je izvedena pri odnosima
etanola i uzorka od 50/1, 20/1 i 10/1 (v/m). Najveci prinos ekstrakcije je dobijen pri upotrebi
odnosa od 50/1 (v/m) i to 15,22 % za Vilamet, 15,07 % za Polku i 16,65 % za Miker, ali sa
ekonomskog i aspekta zelene hemije, odluceno je da se za ekstrakciju ulja etanolom upotrebi
odnos 20/1 (v/m) prilikom ¢ije upotrebe je prinos bio 14,41 % za Vilamet, 13,19 % za Polku i
14,68 % za Miker. S druge strane, pri upotrebi odnosa 10/1 (v/m), prinosi su znac¢ajno manji
(9,11 % za Vilamet, 8,89 % za Polku i 8,25 % za Miker). Ekstrakcija je izvedena tako §to je u
osuSene i samevene uzorke dodat etanol u navedenom odnosu. Zatim je smeSa ostavljena
preko no¢i na laboratorijskom Sejkeru (Biosan, Riga, Letonija), pri brzini rotacije od 120 min
! Nakon toga, smesa je profiltrirana kroz filter papir (MN 751, Machery Nagel, Allentown,
Pensilvanija, SAD) i etanol uparen na 40 °C na rotacionom vakuum uparivac¢u (Bichi R-205,
Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, SAD). Ekstrakti su ¢uvani u tamnim bocama, napunjenim do

vrha, u frizideru do daljih analiza.

3.3.2. Hladno cedenje

Hladno cedenje ulja iz semena maline je izvedeno upotrebom puzne prese (Oriental
Motor, Gearhead DY9 97575,Tokyo, Japan), kako su opisali Mari¢ i dr. (2020). Od svake
sorte maline je oko 5 kg semena koris§¢eno za hladno cedenje. Dobijena ulja su profiltrirana
vakuum filtracijom (Vacuumbrand, ME 2C, Wertheim, Nemacka) kako bi se uklonile fine
Cestice koje su zaostale u ulju nakon cedenja. Za ovu tehniku nije koris¢eno samleveno veé
celo seme, kako ne bi doslo do zapusenja prese. Ekstrakti su ¢uvani u tamnim bocama,

napunjenim do vrha, u frizideru do daljih analiza.

3.3.3. Ekstrakcija n-heksanom po Soxhlet-u

Ekstrakcija ulja po Soxhlet-u je izvedena po metodi opisanoj od strane Pavli¢ i dr.
(2015) uz modifikacije u smislu koris¢enja 20 g uzorka i n-heksana umesto dihlormetana.
Postupak ekstrakcije je obuhvatao sledece: iz 20 g osusenog, samlevenog i homogenizovanog
uzorka semena maline je pomoc¢u n-heksana ekstrahovano ulje metodom po Soxhlet-u. U
balon (500 cm®) sa okruglim dnom je sipano sameveno seme maline, na koje je dodato 100

cm® n-heksana. Sadrzaj balona je zagrevan na 60 °C. Kada se telo ekstraktora napuni
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ekstragensom, sadrzaj se preliva u balon i1 ovaj postupak je ponovljen 15 puta (oko 8 h).
Nakon toga, n-heksan je uparen na 40 °C na rotacionom vakuum uparivac¢u (Blchi R-205,
Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, SAD), a dobijeni ekstrakti su suseni 24 h na sobnoj
temperaturi. Ekstrakti su se ¢uvali u tamnim bocama, napunjenim do vrha, u frizideru do

daljih analiza.

3.3.4. Ekstrakcija superkriti¢nim ugljen-dioksidom

Ekstrakcija ulja iz semena tri sorte maline superkriticnim ugljen-dioksidom je
izvedena na laboratorijskom ekstraktoru (NOVA-Swiss, High-pressure extraction plant
565.0156; Nova Werke Ltd, Effertikon, Svajcarska). Za optimizaciju ekstrakcije i uvid u
uticaj uslova ekstrakcije na odabrane zavisne varijable, upotrebljen je Box-Behnken-ov
eksperimentalni dizajn sa metodom odzivne povrSine. Parametri koji su bili ispitivani su
pritisak (X1, 250-350 bar), temperatura (X, 40-60 °C) i protok CO, (X3, 0,2-0,4 kg/h).
Obradena su tri faktora na tri nivoa, sa tri ponavljanja na centralnim vrednostima kontrolnih
varijabli (pritisak 300 bar, temperatura 50 °C i protok CO, 0,3 kg/h), $to ¢ini ukupno 15
eksperimenata. Kako bi se postigao maksimalni prinos ulja i na osnovu ranijih istraZivanja
odluceno je da trajanje ekstrakcije bude konstantno i iznosi 4 h (Pavli¢ i dr., 2019). Kako bi
se stekao jasniji uvid u uticaj istrazivanih parametara, u plan su ukljuena jo§ dva
ponavljanja, $to dovodi do ukupnog broja od 17 eksperimenata. Varijable su kodirane

upotrebom sledece jednacine (Pavli¢ i dr., 2020):

Xi—Xo
X=— 1)
gde su: X kodirana vrednost nezavisno promenljive, X; odgovarajuca realna vrednost
nezavisno promenljive, X, realna vrednost u centru domena, dok AX predstavlja razliku

izmedu maksimalne i centralne vrednosti nezavisno promenljive (faktora).

Kako bi odnos kontrolnih i zavisnih varijabli bio adekvatno opisan, upotrebljena je

sledeca jednacina (Bezerra i dr., 2008):
Y = Bo+ T BiXi+ Xiii BuXi + T i BiyXiX, 2

gde Y predstavlja odredeni odgovor, dok Sy i (linearni), gii (kvadratni) i gij (interakcija)
predstavljaju regresione koeficijente modela. X; i Xjsu kodirane vrednosti nezavisnih varijabli
(Tabela 2).
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Tabela 2. Eksperimentalni uslovi primenjeni u Box-Behnken-ovom dizajnu sa realnim i
kodiranim vrednostima nezavisnih promenljivih kori$¢eni pri ekstrakciji ulja iz semena sorte
Vilamet superkriti¢nim ugljen-dioksidom

Eksperiment Pritisak (bar) Temperatura (°C) Protok CO, (kg/h)

1 300 (0) 40 (-1) 0,2 (-1)

250  (-1) 40 (-1) 0,3 0)
3 3% (1) 50 0) 0,2 (-1)
4 3% (1) 60 (1) 0,3 0)
5 250 (-1) 50 0) 0,2 (-1)
6 250 (1) 60 Q) 0,3 0)
7 300 (0) 60 Q) 0,4 Q)
8 350 (1) 50 0) 0,4 Q)
9 300 (0) 50 0) 0,3 0)
10 300 (0) 40 (-1) 0,4 1)
11 300 (0) 50 0) 0,3 0)
12 350 (1) 40 (-1) 0,3 0)
13 300 (0) 50 0) 0,3 0)
14 300 (0) 60 Q) 0,2 (-1)
15 250 (-1) 50 0) 0,4 Q)
16 350 (1) 50 0) 0,3 0)
17 250 (1) 50 0) 0,3 0)

3.4. Metode za ekstrakciju polifenola

Seme maline sve tri ispitivane sorte obezmaséeno optimizovanom metodom SFE je
koris¢eno za dalju ekstrakciju polifenola. U tu svrhu obradene su Cetiri ekstrakcione tehnike i
to ¢vrsto-tecna ekstrakcija, ekstrakcija mikrotalasima, ekstrakcija ultrazvukom i ekstrakcija
upotrebom rastvaraa pod pritiskom. Kao rastvara¢ u svim primenjenim ekstrakcionim
tehnikama je koriscen etanol. Zatim, kako bi se dobio uvid u ukupni sadrzaj EA, primenjena
je hidroliza sa hlorovodoni¢nom kiselinom. Takode, metoda ultrazvuéne ekstrakcije (UAE) je
optimizovana pomo¢u RSM, u cilju dobijanja najvece koli¢ine EA i najveéeg redukcionog
kapaciteta (RC).

3.4.1. Cvrsto-te¢na ekstrakcija etanolom

Ekstrakcija polifenola je izvedena etanolom kao ekstrakcionim sredstvom u cilju
odredivanja sadrzaja slobodne EA u obezmaséenom semenu maline. Ekstrakcija je izvedena
tako $to je u oko 1 g samevenog uzorka dodato 20 cm?® etanola/vode u odnosima 0 %, 20 %,
40 %, 60 %, 80 % i 100 % sadrzaja etanola, kako bi se metoda optimizovala u cilju postizanja
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najveceg prinosa EA. Smesa je ostavljena preko noé¢i na laboratorijskom Sejkeru (Biosan,
Riga, Letonija) pri brzini rotacije od 120 min™. Nakon toga je ekstrakt profiltriran kroz filter
papir (MN 751, Machery Nagel, Allentown, Pensilvanija, SAD) i tako dobijen uzorak je

¢uvan na 4 °C do analize.

3.4.2. Cvrsto-tena ekstrakcija kiselog hidrolizata metanolom

U cilju odredivanja ukupnog sadrzaja EA u ostatku nakon ekstrakcije ulja izvedena je
¢vrsto-tecna ekstrakcija kiselog hidrolizata metanolom po metodi koju su opisali Mé&atta-
Riihinen i dr. (2004). Hidroliza je izvedena upotrebom 2 mol/dm* HCI u MeOH, uz refluks, 2
h na 85 °C. Izmereno je 0,1 g uzorka u vijalu i u njega dodato 1 cm® 2 mol/dm® HCI u
MeOH. Nakon hidrolize, uzorak je kvantitativno prenet u laboratorijski sud i dopunjen do 20
cm?® rastvorom 2 mol/dm® HCI u MeOH. Zatim je uzorak postavljen u ultrazvucno kupatilo
(ATU, Valenisija, Spanija) 30 min i nakon toga filtriran u vijale kroz 0,45 pm membranski
filter (Amtast, Lakeland, Florida, SAD). Uzorak je ¢uvan na 4 °C do analize.

3.4.3. Ekstrakcija primenom rastvaraca pod pritiskom

Ova ekstrakcija je izvedena po metodi koju su opisali Nayak i dr. (2015). Postupak se
sastojao u slede¢em: 3,3 g obezmaséenog semena maline je odmereno u ¢eliju od nerdajuceg
celika ekstraktora Dionex ASE 350 (Dionex, Sunnyvale, CA, SAD). Kako bi se izbeglo
nakupljanje Cestica u vijali, u Celije su postavljeni filteri od celuloze (Amtast, Lakeland,
Florida, SAD). Ekstrakcija je izvedena pri slede¢im eksperimentalnim uslovima: kao
rastvara¢ je kori§éeno je 10 cm® 80 % etanola, pritisak je iznosio 103,42 bar, a temperatura
120 °C. Zagrevanje se vrSilo tokom 6 min, nakon ¢ega je sistem 5 min mirovao. Ovaj

postupak se ponovio tri puta. Uzorak je cuvan na 4 °C do analize.

3.4.4. Mikrotalasna ekstrakcija

Ekstrakcija polifenola mikrotalasima je izvedena pomocu Bosch-ove kuhinjske
mikrotalasne pec¢nice (MM817ASM, Bosch, Nemacka) i odgovarajuce staklene aparature
koja se sastoji od staklenog balona sa okruglim dnom od 500 cm® i kondenzatora koju su
opisali Zekovi¢ i dr. (2017). Postupak ekstrakcije je bio u skladu sa postupkom Tesli¢ i dr.
(2019) i sastojao se u sledeéem: 2,5 g uzorka je pomesano sa 50 cm® 80 % etanola u
staklenom balonu sa okruglim dnom zapremine 500 cm?®. Ekstrakcija je zatim izvedena pri
snazi od 600 W i u periodu od 10 min. Nakon zavrSetka ekstrakcije, ekstrakt je profiltriran

kroz filter papir (MN 751, Machery Nagel, Allentown, Pensilvanija, SAD) vakuumom i
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centrifugiran (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) 10 min pri brzini rotacije od 3000 min™ kako

bi se uklonile Cestice uzorka iz ekstrakta.

3.4.5. Ultrazvucna ekstrakcija

Ova tehnika ekstrakcije je izvedena uz upotrebu ultrazvu¢nog kupatila EUP540A
(Euinstruments, Francuska) (Shema 2), pri fiksnoj frekvenciji od 40 kHz kao Sto su opisali
Tesli¢ i dr. (2019). Postupak ekstrakcije se sastojao u slede¢em: 5 g obezmas¢enog semena
maline je u Erlenmajeru pomesano sa 100 cm® etanola (80 %). Erlenmajeri su se uvek nalazili
na istoj udaljenosti od sonde, pri ¢emu dodatno mesanje nije primenjeno. Etanolni ekstrakti
su odmah nakon ekstrakcije profiltrirani kroz filter papir (MN 751, Machery Nagel,
Allentown, Pensilvanija, SAD) uz vakuum. S obzirom da je ovom metodom ekstrakcije u
odnosu na prethodne dobijena najveéa koli¢ina EA 1 najveé¢i RC, odluceno je da se ista

optimizuje pomoc¢u RSM.

——> izlaz vode

kondenzator «—

«—— ulaz vode

ultrazvuéno
kupatilo

Erlenmajer —— J/

regultor regulator

% -é
temperature == frekvencije

Shema 2. Shema ultrazvu¢nog ekstraktora
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Kako bi se metoda optimizovala, kao i u svrhu istraZzivanja uticaja faktora ekstrakcije
na dobijenu koli¢inu EA, kao i RC, primenjen je Box-Behnken-ov dizajn sa metodom
odzivne povrsine. Istrazivani faktori su bili koncentracija etanola (60—100 %), duzina trajanja
ekstrakcije (5-15 min), odnos ekstrakcionog sredstva i uzorka (5-25 cm®/g) i temperatura
ekstrakcije (40-80 °C). U tabeli 3 su prikazani eksperimentalni uslovi primenjeni u Box-
Behnken-ovom dizajnu sa realnim i kodiranim nivoima nezavisnih promenljivih, u cilju

optimizacije ove metode.

Tabela 3. Eksperimentalni uslovi primenjeni u Box-Behnken-ovom dizajnu sa realnim i
kodiranim vrednostima nezavisnih promenljivih koris¢eni pri UAE polifenola iz semena sorte
Vilamet

Trajanje Odnos ¢vrsto-
Eksperiment Sadrzaj etanola ekstrakcije te¢no Temperatura
(%) (min) (cm®/g) (°C)
1 60 (-1) 15 (-1) 30 (1) 50 (-1)
2 100 (1) 45 (1) 30 (1) 50 (-1)
3 80 0) 30 0) 30 (1) 60 0)
4 100 (1) 45 (1) 10 (-1) 70 (1)
5 100 (1) 45 (1) 10 (-1) 50 (-1)
6 80 0) 30 0) 20 0) 60 0)
7 100 (1) 15 (-1) 10 (-1) 50 (-1)
8 60 (-1) 15 (-1) 30 (1) 70 (1)
9 80 0) 15 (-1) 20 0) 60 0)
10 80 0) 30 0) 20 0) 60 0)
11 100 (1) 15 (-1) 30 (1) 70 (1)
12 80 0) 30 0) 20 0) 50 (-1)
13 100 (1) 15 (-1) 10 (-1) 70 (1)
14 60 (-1) 15 (-1) 10 (-1) 50 (-1)
15 100 (1) 15 (-1) 30 (1) 50 (-1)
16 100 (1) 45 (1) 30 (1) 70 (1)
17 100 (1) 30 0) 20 0) 60 0)
18 60 (-1) 45 (1) 30 (1) 50 (-1)
19 80 0) 30 0) 20 0) 60 0)
20 80 0) 45 (1) 20 0) 60 0)
21 80 0) 30 0) 20 0) 70 (1)
22 60 (-1) 15 (-1) 10 (-1) 70 (1)
23 60 (-1) 45 (1) 10 (-1) 50 (-1)
24 60 (-1) 45 (1) 30 (1) 70 (1)
25 80 0) 30 0) 10 (-1) 60 0)
26 60 (-1) 30 0) 20 0) 60 0)
27 60 (-1) 45 (1) 10 (-1) 70 (1)
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Kako bi se §to tacnije utvrdio odnos ispitivanih faktora 1 odziva, ukupno je izvedeno
27 eksperimenata (Tabela 3). Za kodiranje varijabli kori$¢ena je jednacina (1), a kako bi se

opisao odnos faktora i odziva koris¢ena je jednacina (2).

3.5. Metode za karakterizaciju ulja
Kvalitet ekstrahovanog ulja je odreden na osnovu masnokiselinskog sastava i
funkcionalnog kvaliteta ulja, kao i sadrzaja tokoferola. Takode odredena je i1 oksidativna

stabilnost ulja Rancimatnim testom.

3.5.1. Odredivanje masnokiselinskog sastava ulja gasnom hromatografijom i

funkcionalni indeksi

Masnokiselinski sastav ulja je odreden po metodi Popovi¢ i dr. (2017) na sledeci
na¢in: 50 cm® uzorka ulja je odmereno u Erlenmajer od 100 cm® i pomesano sa 2 cm® 0,5
mol/dm® metanolnog natrijum-hidroksida. Zatim je sme$a zagrevana uz refluks na 70 °C uz
povremeno muckanje. Nakon toga, dodato je 2,5 cm® 14 % metanolnog rastvora bor-
trifluorida i zagrevanje je nastavljeno jo§ 10 min. Posle toga, u smesu je dodato 1,5 cm®
izooktana i nakon skidanja sa refluksa, dodato je jos 5 cm® zasi¢enog rastvora natrijum-
hlorida. Nakon dvominutnog muckanja i razdvajanja slojeva, pipetom je odvojen gornji sloj i
u njega dodat antidrovani natrijum-sulfat. Na taj nacin su pripremljeni metilestri masnih
kiselina koji su analizirani gasnim hromatografom sa plameno-jonizacionim detektorom (GC-
FID Agilent 7890A system, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), sa auto-
injektorom i kolonom (fused silica capillary column, SP-2560) dimenzija 100 m x 0,25 mm;
debljina filma stacionarne faze 0,20 um. Injektovana zapremina je bila 1 ul. S obzirom da se
pri nizim temperaturama kolone vreme trajanja analize produzava, a da pri visokim moze
do¢i do preranog eluiranja i loSeg razdvajanja, primenjen je slede¢i temperaturni program:
pocetna temperatura je iznosila 140 °C prvih 5 min. Zatim se linearno povecavala 5 °C/min
dok nije dostignuta temperatura od 150 °C na kojoj je sistem zadrzan 1 min. Nakon toga se
temperatura kolone linearno poveéavala 3 °C/min, dok nije dostignuto 240 °C i na toj
temperaturi je sistem zadrzan 10 min. Temperatura injektora i detektora su podesene na 250
°C. Kao gas nosac je koris¢en helijum cistoce 99,9999 % sa protokom od 1,26 cm*/min.
Jedinjenja su identifikovana pomocu standarda Supelco GRAIN FAME mix. Rezultati su
prikazani kao masa pojedine masne kiseline (g) na 100 g ukupnog sadrzaja masnih kiselina
(9/100 g; %).
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Funkcionalni kvalitet dobijenih ulja je odreden upotrebom odnosa hipoholesterolskih i

hiperholesterolskih masnih kiselina (H/H) pomocu jednac¢ine (Cunha i dr., 2019):

H/H = C18:1(9) T C18:2(6) T C20:4(6) T C18:3(3) T C20:5(3) T C22:5(3) T C22:6(3)

(3)

C14:0 T C16:0

zatim, indeksa aterogenosti (Al) i indeksa trombogenosti (T1) su izracunati pomocu sledecih
jednacina (Cunha i dr., 2019):

C12:0 T 4(C14:0) + Ci6:0

Al = 4
YMUFA+Yw—34+Yw—6 ®

I = C14:0 T C16:0 T C18:0 (5)
0,5(2MUFA)+32®—3+0,52w—6+(%)

gde je: ci2:0 koncentracija laurinske kiseline, ci14,0 koncentracija miristinske Kiseline, Cig:0
koncentracija palmitinske Kiseline, c1s.0 koncentracija stearinske kiseline, c1s:1(9) koncentracija
oleinske kiseline, cig2) koncentracija linolne kiseline, cig3i) koncentracija a-linolenske
kiseline, cz0:.4¢6) koncentracija arahidonske kiseline, czo:53) koncentracija eikozapentaenoinske
kiseline, Cx253 koncentracija dokozapentaenoinske Kiseline, Ca.3) Koncentracija
dokozaheksaenoinske kiseline, XMUFA suma koncentracija mononezasi¢enih masnih
kiselina, £®-3 suma koncentracija polinezasicenih ®-3 masnih kiselina i o6 suma

koncentracija polinezasi¢enih @6 masnih kiselina.

3.5.2. Odredivanje sadrzaja tokoferola u ulju teénom hromatografijom

Analiza tokoferola u dobijenom ulju je izvedena po metodi koju su opisali Butinar i
dr. (2011) na sledeéi nagin: oko 0,6 g ulja je rastvoreno u 5 cm® n-heksana. Zatim su uzorci
mesani na vorteks mikseru (Velp Scientifica, Usmate, Italija) i filtrirani kroz membranski
filter (0,45 um, Amtast, Lakeland, Florida, SAD) u vijale za analizu. Tako pripremljeni
uzorci su analizirani te€nom hromatografijom visoke efikasnosti sa fluorescentnim
detektorom (HPLC-FLD Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD), uz normalnofaznu
kolonu (Luna Silica, pre¢nik zrna 5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA,
SAD), sa 4 % tetrahidrofuranom u n-heksanu kao eluentom. Protok je podesen na 1 cm®/min.
Za ekscitaciju je primenjeno zracenje talasne duzine od 290 nm, a emisija je merena pri
talasnoj duzini od 330 nm. Kalibracione krive su konstruisane upotrebom standarda a-, -, y-
i -tokoferola (R?=0,9943 za a-tokoferol; R?=0,9998 za pB-tokoferol; R?*=0,9988 za y-
tokoferol; R?=0,9999 za &-tokoferol) (Slika 8). Koncentracija tokoferola je odredena
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upotrebom odgovaraju¢e kalibracione krive (Slika 8a-d), dok su izomeri tokoferola

identifikovani pomoc¢u odgovarajuéeg retencionog vremena, UV/Vis spektra i spajkovanjem

standardom.
a)
y=0,0502x +0,0119
R-=0,9943
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c) y = 0,0892x - 0,0046
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Slika 8. Kalibracione krive dobijene za odredivanje: a) a-TOC; b) B-TOC; ¢) y-TOC i d) 6-
TOC HPLC-FLD metodom

3.5.3. Rancimatni test

Po Rancimatnom testu, isparljivi proizvodi razgradnje zadrzavaju se u destilovanoj
vodi, sadrzaj se odreduje konduktometrijski, a indukcioni period se odreduje iz Krive
provodljivost u funkciji vremena. Shema aparature za Rancimatni test je prikazana na shemi
3 1 ona se sastoji iz grejaca, uzorka, reakcionog suda, priklju¢ka za vazduh, posude za
merenje, konduktometra i demineralizovane vode. Test oksidativne stabilnosti ulja —

Rancimatni test — je izveden u skladu sa 1SO 6886:2016, pri ¢emu je oksidativna stabilnost
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ulja izrazena kao indukcioni period (h) ispitivanih uzoraka, pri temperaturi od 100 °C i
protoku vazduha 18-20 dm?®/h. Koris¢eno je po 3 g uzorka, a eluent je sakupljan u posudu sa
60 cm® destilovane vode. Sva merenja su uradena u tri ponavljanja i rezultati su prikazani u

obliku srednje vrednosti + standardna devijacija.

3

- 1] <
U o

1

Shema 3. Shema aparature za Rancimatni test: 1) greja¢, 2) uzorak, 3) reakcioni sud, 4)
prikljucak za vazduh, 5) posuda za merenje, 6) konduktometar, 7) demineralizovana voda
(Jain i Sharma, 2011)

3.6. Metode za karakterizaciju ekstrahovanih polifenola

Nakon ekstrakcije ulja iz semena maline zaostaje obezmasceni prah semena maline
(200-400 pm) iz kog su zatim prethodno navedenim tehnikama (&vrsto-te¢na ekstrakcija
etanolom, mikrotalasna, ultrazvuéna i ekstrakcija rastvaracem pod pritiskom) ekstrahovani
polifenoli. Akcenat istrazivanja polifenola je bio na odredivanju sadrzaja EA, zatim RC i

odredivanje fenolnog profila ekstrakata.
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3.6.1. Odredivanje sadrzaja elaginske kiseline tecnom hromatografijom
Sadrzaj EA u svim ispitivanim uzorcima je odreden po metodi koju su opisali
Kryzeviciute i dr. (2016) te¢cnom hromatografijom visoke efikasnosti sa detektorom sa nizom
dioda - HPLC-DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) sa C18 kolonom
(Agilent, 4,6 mmx50 mm, 1,8 um veli¢ina Cestica). Injektovana zapremina je bila 5 pl, dok je
temperatura bila podesena na 30 °C. Kao eluent je koris¢ena smesa 1 % mravlje Kiseline i
acetonitrila. Dobro razdvajanje pikova je postignuto upotrebom sledeceg gradijenta: 0—6 min
15% acetonitrila, 6-28 min, 50 % acetonitrila. Kalibraciona kriva (Slika 9) je konstruisana
pomocu standarda EA (R°=0,9997). EA je detektovana na 254 nm i identifikovana na osnovu
odgovarajuceg retencionog vremena, UV/Vis spektra i potvrdena spajkovanjem standardom.
5000 - y = 89,682 - 8,6972
4500 - R2 =0,9997

4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

0

Povrsina pika

0 10 20 30 40 50 60
¢ (ppm)

Slika 9. Kalibraciona kriva za odredivanje elaginske kiseline HPLC-DAD metodom

3.6.2. Spektrofotometrijsko odredivanje redukcionog kapaciteta

Redukcioni kapacitet je odreden spektrofotometrijski Folin-Ciocalteu-ovom
procedurom, kako su opisali Ké&hkonen i dr. (1999). Folin-Ciocalteu reagens
(Na,WO4/Na;Mo0,) je pripremljen za analizu rastvaranjem reagensa u vodi u odnosu 1:2
(v/v), dok je 20 % Na,COj3 pripremljen rastvaranjem u vodi u odnosu 1:4 (m/m). Postupak se
sastojao u sledeéem: 0,1 cm® ekstrakta pomesen je sa 7,9 cm® destilovane vode, 0,5 cm?
pripremljenog Folin-Ciocalteau reagensa i 1,5 cm® 20 % Na,COs. Tako pripremljeni uzorci
su inkubirani u tamnom prostoru na sobnoj temperaturi 60 min. Nakon inkubiranja,
apsorbanca je izmerena na 750 nm na UV/Vis spektrofotometru (Shimadzu UV-1800, Kyoto,

Japan). Kalibraciona kriva je konstruisana upotrebom standardnog rastvora galne kiseline
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(R*=0,9991) (Slika 10). Rezultat je izraZen kao masa ekvivalenata galne kiseline (GAE) po
100 g uzorka.

0,8 y=108,97x - 0,0621
07 R< =10,9991
0.6

0,54

0 0,002 0,004 0,006 0,008
¢ (mg/cm3)

Slika 10. Kalibraciona kriva za spektrofotometrijsko odredivanje RC

3.6.3. Odredivanje fenolnog profila tecnom hromatografijom sa masenim

spektrometrom kao detektorom

Fenolni profil ckstrakata je odreden primenom sistema teénog hromatografa
ultravisoke efikasnosti Simbiosis Pico UHPLC (Spark Holland, Waanderweg, Holandija).
Koris¢eni detektor je bio SCIEX TripleTOF 5600+ DuoSpray Source SCIEX TripleTOF
5600+ (TurbolonSpray i APCI). Podaci su analizirani pomoc¢u softvera SCIEX
MarkerView™, KSCMSplus i MetaboAnalyst 4.0.

Uzorci su postavljeni u epruvete od 1,5 cm®, a zatim je dodato 800 pl 1:1 (v/v) smese
acetonitrila i metanola. Bo¢ice su muckane 15 min na vortex uredaju (Velp Scientifica,
Usmate, Italija) (brzina rotacije od 2000 min™) i centrifugirane (Eppendorf, Hamburg,
Nemacka) 15 min pri brzini rotacije od 13000 min™. Supernatant je prenet u staklene bocice
za autosempler, koje su zatim stavljene u autosempler na 4 °C. Uzorci (8,0 pl) su injektovani
direktno u LC-MS/MS. Hromatografsko razdvajanje je izvrSeno na Hypersil hromatografskoj
koloni, BDS C18, 150 mm x 4,6 mm X 5 pm sa zastitnom kolonom Hipersil C18 (10 mm x

2,1 mm x 5 um). Temperatura kolone je iznosila 40 °C. Mobilna faza se sastojala od dve
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komponente: komponenta A je bila MeOH i mravlja kiselina (99:1, v/v) i komponente B
koja je bila smesa vode i mravlje kiseline (99:1, v/v), protok je iznosio 500 pl/min. Primenjen
je sledec¢i gradijent: 0—1 min 100 % A, 1-40 min 0-100 % B, 40-55 min 100 % B i 55-60
min post time. Vreme izvodenja analize je bilo 60 min. Polifenolna jedinjenja su

identifikovana upotrebom standarda.

3.7. Metode za odredivanje bioaktivnosti ulja i ekstrahovanih polifenola

Bioaktivnost ulja i ekstrakata EA je ispitivana primenom in vitro testova

antioksidativne aktivnosti, antimikrobnog dejstva i antiproliferativnog delovanja.

3.7.1. Spektrofotometrijsko dredivanje antioksidativne aktivnosti primenom 1,1-
difenilpikrilhidrazil-radikala

Antioksidativna aktivnost ulja i ekstrakata EA primenom 1,1-difenilpikrilhidrazil-
radikala je ispitana testom koji je su opisali Brand-Williams i dr. (1995). Postupak se sastojao
u slede¢em: metanolni rastvor DPPH reagensa je pripremljen tako $to je u normalni sud od 1
dm?® dodato 26 mg reagensa, dopunjen do crte sa MeOH i podesen na apsorbanciju 0,70 +
0,02 na 517 nm razblazivanjem sa MeOH. Uzorci su pripremljeni tako 3to je 0,1 cm?
ekstrakta pomesan sa 2,9 cm® pripremljenog reagensa. Nakon toga, uzorci su inkubirani u
tamnoj prostoriji 1 h. Meranja su izvedena na 517 nm na UV-Vis spektrofotometru (6300
Spectrophotometer, Jenvai, Ujedinjeno Kraljevstvo). Rezultati su izrazeni kao pmol Trolox
ekvivalenata (TE) po g uzorka (umol/g). U cilju dobijanja kalibracionog dijagrama, koris¢en

je sveze pripremljen vodeni rastvor Trolox-a i kalibracioni dijagram je prikazan na slici 11.
Ol-.
¥ =-102,48x + 0,7633
0.6 \ R*=0,9988

0.1 ~

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
¢ (mg/cm3)

Slika 11. Kalibraciona kriva za odredivanje antioksidativne aktivnosti polifenolnih ekstrakata
iz semena maline na DPPH radikale
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3.7.2. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti na

diamonijum-2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata na ABTS koris¢ena je metoda
koju su opisali Uysal i dr. (2017). Rastvor ABTS reagensa je pripremljen meSanjem 7
mmol/dm?® vodenog rastvora ABTS i 2,45 mmol/dm?® kalijum-persulfata u odnosu 1:1 (V/v) i
inkubacijom izmedu 12 i 16 h u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, reagens je
razblaZzen acetatnim puferom (pH 3,3) kako bi se podesila apsorbancija na 0,700 + 0,02 na
734 nm. Ekstrakti (0,1 cm®) su pomesani sa reagensom (2,9 cm®). Zatim je smesa postavljena
da se inkubira u mra¢noj prostoriji, na sobnoj temperaturi u periodu od 1 h i nakon toga je
oCitavana apsorbancija na 734 nm na UV-Vis spektrofotometru (6300 Spectrophotometer,
Jenvai, Ujedinjeno Kraljevstvo). U cilju dobijanja kalibracionog dijagrama (slika 12),
kori$éen je sveze pripremljen vodeni rastvor Trolox-a. Rezultati su izraZzeni kao umol Trolox

ekvivalenata po gramu uzorka (umol/g ekstrakta).

y =-100,75x + 0,6785
R?=0,9992

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

c (mg/cm3)

Slika 12. Kalibraciona kriva za odredivanje antioksidativne aktivnosti polifenolnih ekstrakata
iz semena maline na ABTS" radikale
3.7.3. Sposobnost redukcije Fe**-jona
Sposobnost redukcije gvozde(Ill)-jona (eng. Ferric ion reducing antioxidant power,
FRAP) je odredena FRAP testom. Analiza FRAP aktivnosti sprovedena je kako su opisali
Benzie i Strain (1996). Rastvor polifenolnog ekstrakta (1 mg/cm®; 0,1 cm®) dodat je FRAP
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reagensu (2,9 cm®) koji sadrzi acetatni pufer (0,3 mol/dm?, pH 3,6), TPTZ (10 mmol/dm®) u
40 mmol/dm® HCI i gvozde(I11)-hlorid (20 mmol/dm®) u odnosu 10:1:1 (v/v/v). Nakon 1 h
inkubacije na sobnoj temperaturi ocitana je apsorbancija uzorka na 593 nm na UV-Vis
spektrofotometru (6300 Spectrophotometer, Jenvai, Ujedinjeno Kraljevstvo). Kalibraciona
kriva je pripremljena kori$¢enjem standardnih rastvora gvozde(IIl)-sulfata (Slika 13). FRAP

aktivnost izrazena je u pumol/dm® Fe?* po gramu ekstrakta (umol/dm?®/g ekstrakta).

02

vy =20,184x +0,0753

0.6 R*=109988

0,5

[} ¥
0 0005 0010 0015 0020 0,025 0,030 0,035 0,040
¢ (mg/cm3)

Slika 13. Kalibraciona kriva za odredivanje sposobnosti redukcije Fe**-jona polifenolnih
ekstrakata iz semena maline
3.7.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti
Za odredivanje antimikrobnog dejstva ulja i ekstrakata EA upotrebljene su sledece
bakterijske kulture: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes i
Salmonella Enteritidis (Microbiologics, MN, SAD). Ove kulture su ¢uvane u frizideru i
jednom nedeljno su subkultovane na svez hranljivi agar (bacteriological grade) (HiMedia,

Mumbai, Indija).

Antimikrobno delovanje ulja odredeno je Bujon mikro-dilucionom metodom (Ledina
i dr., 2018). Za pripremu inokuluma ispitivanih izolata koris¢en je sterilni fizioloski rastvor
(0,9 % NaCl u vodi). Priprema i standardizacija inokuluma je izvedena primenom 18 h
bakterijskih kultura. Svaki testirani izolat je kultivisan na krvnom agaru tokom 18 h na
temperaturi od 37 °C. Nekoliko identicnih kolonija ispitivane bakterijske kulture

resuspendovano je u 9 cm? fizioloSkog rastvora. Opticka gustina (OD) inokuluma je podeSena
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do gustine koja je odgovarala McFarland standardu 0,5 (~1 x 108 CFU/cm?®) koris¢enjem
denzitometra DEN-1 (Biosan, Riga, Latvia). Finalna koncentracija inokuluma kori$¢ena u
ispitivanjima antimikrobne aktivnosti iznosila je 10° CFU/cm®. Prilikom izvodenja ove
metode od posebne vaznosti je standardizacija inokuluma. Nakon pripreme inicijalne
suspenzije bakterija opticke gustine ekvivalentne McFarland standardu 0,5, finalni inokulum
se pripremao razblazivanjem sa Mueller-Hinton bujonom u odnosu 1:100 radi dobijanja
koncentracije bakterija u iznosu od 1x10° CFU/cm®. Koncentracija bakterija izraZena po
mililitru inokuluma zavisi od same zapremine tecnosti koja se unosi u medijum. Tokom ovog
ispitivanja primenjen je inokulum zapremine 20 pl koji je sadrzavao 2x10° CFU/cm?, kako bi
finalna koncentracija bakterija po bunari¢u iznosila 2x10° CFU/cm®. Dilucioni antibiogram je
izveden tako $to je napravljena serija koncentracija ulja u propilen-glikolu. MHB je
inokulisan u koli¢ini od 160 pl u test bunari¢e mikrotitar ploce, u koje je zatim dodato ulje
svake testirane koncentracije u koli¢ini od 20 pl i bakterijski inokulum, takode u koli¢ini od
20 pl. Konacna zapremina po bunari¢u u mikrotitar plo¢i je iznosila 200 pl. Uporedno su

postavljene slede¢e kontrole:

- pozitivna kontrola I - kontrola rasta mikroorganizama: MHB (160 pl), suspenzija

bakterija (20 pl) i rastvara¢ propilen-glikol (20 ul);

- negativna kontrola - kontrola sterilnosti: MHB (160 pl), ulje (20 pl) i rastvaraé¢
propilen-glikol (20 ul);

- pozitivna kontrola I1I: MHB (160 pl), suspenzija bakterija (20 pl) i rastvor
streptomicina (20 pl).

Mikrotitar plo¢e su inkubirane tokom 24 h na temperaturi od 37 °C. Postupak je
izveden u Cetiri ponavljanja. U cilju odredivanja minimalne inhibitorske koncentracije (MIC)
nakon 18 h inkubiranja u svaki otvor je dodato po 20 ul 0,01 % resazurina kao indikatora
bakterijskog rasta, mikrotitar ploce su obmotane aluminijumskom folijom, a zatim su
reinkubirane tokom narednih 6 h pri prethodno pomenutoj temperaturi. MIC je definisana kao
najniZza koncentracija ulja koja inhibira vidljivi rast test mikroorganizama, a odredena je na
osnovu redukcije resazurina i predstavlja onu koncentraciju ulja koja sprecava redukciju
resazurina. Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) je odredena zasejavanjem po 100 pl
iz svakog bunari¢a u kome nije doslo do promene boje na povrsini agara (PCA, LabM,

Lancashire, Ujedinjeno Kraljevstvo) za ukupan broj bakterija i njihovim inkubiranjem 24 h
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na prethodno pomenutim temperaturama. Najniza koncentracija ulja pri kojoj je zabelezeno

potpuno odsustvo bakterijskog rasta se smatrala kao MBC.

Antimikrobni test za ekstrakte EA je izveden u skladu sa NCCLS (1999). Posle
inkubacije preko no¢i na hranljivom agaru na 37 °C, dobro izolovane kolonije svakog
ispitivanog mikroorganizma inokulirane su u sterilni fizioloski rastvor (0,9 % NaCl u vodi) i
dobro promeSane. Gustina bakterijske suspenzije je prilagodena na 0,5 McFarland standarda
upotrebom prethodno pomenutog denzitometra DEN-1. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti
ispitivanih ekstrakata izvrSeno je disk-difuzionom metodom. Kontrola je bio etanol (80 %)
koji se koristio za ekstrakciju. Mueller-Hinton bujon u sterilne Petrijeve posude (90 mm)
inokulisan je sa 100 cm® bakterijske suspenzije koja sadrzi 1-2x10® CFU/cm® pomoéu
sterilnog tampona. Sterilni diskovi filter papira (6 mm) (Whatman, Maidstone, Velika
Britanija) impregnisani sa 10 cm® ekstrakata, stavljeni su na povr§inu agara. Posle 24 h
inkubacije na 37 °C, ploc¢e su ispitane na zone inhibicije. Sve analize su izvedene u Cetiri

ponavljanja.

3.7.5. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti polifenolnog ekstrakta

Za odredivanje antiproliferativne aktivnosti, ekstrakti su rastvoreni u 9 mg/cm3 NaCl,
sterilisani pomocu filtera za Spric, veli¢ine pora 0,22 pm (Sartorius, Nemacka) i ispitani u
opsegu koncentracija od 0,39-200 pg/cm®. Standard EA je rastvoren u DMSO i ispitan u
opsegu koncentracija od 0,244-62,5 pglcm®.

Ove analize su izvedene in vitro upotrebom humanih ¢elijskih linija: Hela
(epitelioidni karcinom grlica materice, ECACC 93021013), MCF7 (adenokarcinom dojke,
ECACC 86012803) i MRC-5 (fetalni fibroblasti plu¢a, ECACC 84101801).

Celijske linije su prikupljene i zasejane u mikrotitarske ploge (Sarstedt, Nevton, SAD)
pri gustini sejanja 4 x 10°, u zapremini od 180 pl (ekstrakti) ili 199 ul (standard), i pre-
inkubirane u DMEM dopunjenom sa 5 % FCS, na 37 °C tokom 24 h. Nakon toga, dodata su
serijska, dvostruka razblazenja ekstrakata (20 ul) i standarda (1 ul) da bi se postigle potrebne
koncentracije. U kontrolne otvore dodate su jednake zapremine rastvaraca, pri ¢emu je
koncentracija DMSO u ¢elijskoj kulturi bila < 0,05 % (v/v). Zatim su mikroploce inkubirane
na 37 °C, tokom 48 sati. Rast celija je odreden kolorimetrijskim testom SRB koji su opisali
Skehan i dr. (1990), a modifikovali Cetojevié-Simin i dr. (2009). Apsorbancija je merena na
Citacu mikroplo¢a (Multiscan Ascent, Labsystems; Helsinki, Finska) na 540/620 nm. Efekat
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na rast Celija izraCunat je kao 100 x (A/Ac) (%), gde je A:; apsorbancija test uzorka i Ac
apsorbancija kontrole. Krive zavisnosti ¢elijskog rasta u odnosu na koncentraciju (efekat
doze) su prikazane za svaki tretman. Vrednosti 1Csy (koncentracija koja inhibira rast ¢elija za
50 %) odredene su upotrebom OriginPro 8 PRO (Origin-Lab Corporation, Northampton,
USA) softvera.

3.8. Statisticka analiza

Sva merenja su vrSena u najmanje tri ponavljanja i rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija. Analiza varijanse (ANOVA) i post-hoc Tukey test (p <
0,05) su kori$¢eni da bi se utvrdile znacajne razlike izmedu rezultata. Koris¢en softver je bio
STATISTICA 13.0 (StatSoft, Palo Alto, SAD). Takode, korisc¢eni su i softveri Design Expert
12 (Stat-Ease, Inc. Minesota, SAD) i OriginPro 8 PRO (Origin-Lab Corporation,
Northampton, USA).
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4. Rezultati 1 diskusija

4.1. Karakterizacija ekstrahovanog ulja
Ekstrahovano ulje karakterizovano je odredivanjem masnokiselinskog sastava,
sadrzaja tokoferola, kao i odredivanjem okstidativne stabilnosti. Takode, odredena je i

bioaktivnost ulja pomocu antioksidativnih i antimikrobnih in vitro testova.

4.1.1. Odredivanje hemijskog sastava semena maline

Hemijski sastav semena maline sorte Vilamet je odreden prethodno navedenim
metodama, u cilju odredivanja potencijalno korisnih komponenti radi dalje valorizacije.
Dobijeni rezultati (Tabela 4) koji prikazuju masene udele u semenu maline ove sorte
impliciraju da najveci sadrzaj imaju dijetetska vlakna (65,79 %), dok znacajne masene udele
imaju jo$ i ulje (14,90 %), proteini (6,9 %), voda (5,71 %) i Seceri (3,27 %). Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja koja su sproveli Kosmala i dr. (2015).
Takode, slican sadrzaj ulja u semenu maline su nasli i Oomah i dr. (2000) koji su utvrdili da

se u semenu maline u zavisnosti od sorte nalazi izmedu 10 i 23 % ulja.

Tabela 4. Hemijski sastav semena maline sorte Vilamet

Voda (%) Proteini (%) Pepeo (%) Skrob (%) Ulje (%) Seceri (%) Dijetetska
vlakna (%)

5,71+0,19 6,9+0,91 1,38+0,10 1,04+0,43 14,90+0,90 3,27+1,18 65,79+2,16

4.1.2. Prinos ulja primenom razli¢itih ekstrakcionih tehnika

Kako se u biljnom materijalu (Slika 14) ulje obi¢no nalazi izmedu celija, da bi se
postigao Sto veci prinos ulja, potrebno je da se poveca povrsina kontakta izmedu rastvaraca i
biljnog materijala kao $to je re¢eno u teorijskom delu. To je postignuto tako S$to je osuSeno
seme maline sameveno i prosejano na tri granulacije, na 400-800 pm, 200-400 pm i na
manje od 200 um. Seme maline sve tri sorte sameveno na granulaciju 200-400 pm je dalo
najveéi prinos ulja (Slika 15) upotrebom SFE, te je odlu¢eno da se ono koristi u daljim
eksperimentima. Bilo je ofekivano da se smanjenjem veli¢ine Cestica poveca prinos ulja S
obzirom na vecu povrSinu, medutim, ovo smanjenje prinosa s€¢ moze objasniti kanalisanjem

unutar ekstrakcionog sloja i povecanjem unutrasnjeg otpora prenosenju mase.
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Slika 14. Izgled semena maline sorte Vilamet (a), Polka (b) i Miker (c) i presek semena maline sorte Vilamet (d), Polka (e) i Miker (f)
snimjene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
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Slika 15. Uticaj granulacije semena maline na prinos ulja iz semena maline sorte Vilamet
dobijen pomocu SFE pri srednjim uslovima (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h)

Rezultati prinosa ulja (Y) nakon ekstrakcije svim ispitivanim metodama prikazani su u
tabeli 5 i na slici 16. Kao $to se moze videti iz priloZzene tabele, najvisi prinos ulja dobijen je
nakon ekstrakcija n-heksanom po Soxhlet-u i SFE, dok je najnizi prinos ulja dobijen nakon
hladnog cedenja. Takode, znacajno visok prinos ulja se dobija nakon ekstrakcije
hloroformom i dihlormetanom sa MeOH. Medutim, iako se rastvaraCi uparavaju nakon
ekstrakcije postoji moguénost da u ulju ostanu u tragovima i na taj na¢in negativno uticu na
ljudski organizam pri upotrebi u ljudskoj ishrani. 1z tog razloga, ekstrakcije ovim
rastvara¢ima su razmatrane iskljuivo radi poredenja rezultata analiza sa rezultatima
dobijenim nakon ekstrakcija takozvanim ,zelenim” rastvara¢ima. Na osnovu metode
ekstrakcije ulja po Soxhlet-u, zakljuceno je da je prinos ulja iz sorte Polka (18,42 £+ 0,07) %
bio znatno veéi od prinosa ulja sorti Vilamet (17,52 + 0,02) % i Miker (17,52 = 0,05) %, koji
su bili vrlo sli¢ni. Pored toga, prinos ulja iz sorte Polka, dobijen metodom ekstrakcije po
Soxhlet-u, bio je nizi od prinosa ulja dobijenom nakon SFE koriste¢i centralne vrednosti
parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h). Naime, ekstrakcijom superkriticnim ugljen-dioksidom
se ekstrahovala znacajna koli¢ina ulja, sli¢na koli¢ini dobijenoj metodom po Soxhlet-u, kao
Sto se moze videti u tabeli 5 i na slici 16. Ovo dobija na znacaju jer SFE spada u ,,zelene”

ekstrakcione tehnike. Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima sadrzaja ulja u
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semenima maline (Johansson i dr., 1997). Ovi autori su ulje iz semena maline ekstrahovali
¢vrsto-te¢nom ekstrakcionom tehnikom pri ¢emu su kao rastvara¢ koristili smestu hloroforma

i MeOH u odnosu 2:1 (v:v).

Tabela 5. Uticaj ispitivanih metoda ekstrakcije i sorte maline na prinos ulja (Y)

Metoda ekstrakcije Sorta Y (%)

Vilamet 14,61 + 0,19
Miker 14,87 + 0,43%°
Polka 13,86 + 0,21

Ekstrakcija hloroformom

Vilamet 15,77 +0,12%°
Ekstrakcija smesom dihlormetana i Miker 13,38 +0,17%°

MeOH Polka 13,37 £ 0,16%

Vilamet 14,41 + 0,30%
Miker 14,68 + 0,05

Ekstrakcija etanolom b
Polka 13,19+ 0,31

Vilamet 13,25 + 0,64
Miker 10,12 + 0,27%

Hladno cedenje 1
Polka 6,07 £ 0,32

Vilamet 17,52 + 0,02
Miker 17,52 + 0,05

Ekstrakcija n-heksanom po Soxhlet-u o
Polka 18,42 + 0,07

Vilamet 16,27 +0,26™

Miker 17,40 + 0,30*

Polka 16,11+ 0,15™

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD, n = 3. Razli¢ita slova ukazuju na
znacajne razlike u prinosu ulja izmedu primenjenih tehnika ekstrakcije (sorta = konst.).
Razli¢iti brojevi ukazuju na znacajne razlike u prinosu ulja izmedu sorti (metoda ekstrakcije
= konst.) prema Tukey-ovom HSD testu (p <0,05).

Ekstrakcija superkritiénim ugljen-
dioksidom*

* Ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom je izvrSena pri srednjim vrednostima
parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h).

Razlike izmedu prinosa ulja dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije se verovatno
mogu objasniti time §to se u zavisnosti od polarnosti koris¢enih rastvara¢a koekstrahuju
razli¢ita jedinjenja slicne poslarnosti (Dunford i1 Zhang, 2003). Uzimaju¢i u obzir
rasprostranjenost sorti u Srbiji, kao i1 izbor najsavremenije “zelene” tehnike ekstrakcije,

odluceno je da se SFE optimizuje koris¢enjem semena maline Vilamet i pomo¢u RSM.
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Slika 16. Prinosi ulja dobijeni razli¢itim metodama ekstrakcije za sve tri sorte maline

Prinosi ulja iz semena maline sorte Vilamet dobijeni postupkom optimizacije SFE
prikazani su u tabeli 6. Najnizi prinos (6,77 %) postignut je pri uslovima od 250 bar, 50 °C i
protok CO, 0d 0,2 kg/h (eksperiment 5), dok je najvisi prinos (18,29 %) dobijen pri uslovima
350 bar, 50 °C i protok CO, od 0,4 kg/h (eksperiment 8) (Tabela 6). U poredenju sa
prethodnim istrazivanjima (Kryzevi¢iute i dr., 2016), ¢iji su optimalni uslovi bili 450 bar, 60
°C i vreme trajanja ekstrakcije 120 min sa prinosom ulja 14,61 %, rezultati iz tabele 6
sugeriSu veci prinos ulja dobijen pri optimalnim uslovima primenom RSM. S obzirom da u
navedenoj literaturi nije navedena sorta maline, koja takode moze biti razlog neSto nizeg
prinosa ulja, razlog ovome moze biti i sam uzorak, odnosno nacin pripreme, relativno kratka
duzina trajanja ekstrakcije (dva puta kraca), kao i to Sto jedan od parametara nije bio protok
CO,, kao ni veli¢ina Cestica, koji takode znacajno uticu na prinos ulja. Vazno je napomenuti
da je Y dobijen ekstrakcijom po Soxhlet-u bio nesto nizi u poredenju sa eksperimentom Sa
najve¢im Y zbog moguce koekstrakcije drugih jedinjenja sa uljanom fazom tokom SFE

procesa.
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Tabela 6. Uticaj procesnih parametara SFE na prinos ekstrakcije (Y) i masnokiselinski sastav
semena maline sorte Vilamet

Y 160 180 181(9) 18:2(6) 18:3(3)

Eksperiment* (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 9,83 2,716 0,68 12,08 49,43 35,03
2 1155 2,75 0,68 12,19 49,47 34,88
3 14,13 3,05 0,98 12,91 50,00 33,03
4 15,70 251 0,75 12,97 49,58 34,17
5 6,77 290 0,73 12,36 49,71 34,28
6 8,21 3,03 0,78 12,72 49,80 33,63
7 17,05 2,75 0,70 12,40 49,79 34,34
8 18,29 2,47 0,69 12,56 49,40 34,86
9 16,07 2,71 0,73 12,17 49,22 34,32
10 1743 256 0,71 12,67 49,48 34,56
11 16,11 2,69 0,68 11,82 49,08 34,94
12 15,61 2,48 0,67 12,35 49,36 35,11
13 16,65 2,81 0,72 11,90 49,55 35,01
14 8,67 288 0,74 12,42 49,77 34,16
15 13,29 2,72 0,65 12,17 49,53 34,90
16 16,30 2,61 0,89 13,37 49,58 33,53
17 9,85 292 0,72 12,47 49,62 34,25

*Eksperimentalni uslovi su prikazani u tabeli 2

Procenjeni koeficijenti prilagodenog polinomnog modela drugog reda za Y su
prikazani u tabeli 7. Rezultati eksperimentalno dobijenih prinosa ulja fitovani su kvadratnim
polinomnim modelom (jednacina (6)). Za proveru slaganja modela sa eksperimentalnim
podacima koris¢ena je ANOVA i deskriptivna statistika (koeficijent determinacije i
koeficijent varijacije), a rezultati su prikazani u tabeli 8. Kao Sto se moze videti, izraCunata je
visoka vrednost za koeficijent determinacije (R?) koji je iznosio 0,9692, dok je prilagodeni

koeficijent determinacije (AdjR%) bio 0,9296, §to ukazuje da je matemati¢ki model dobra
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aproksimacija eksperimentalnih rezultata. Relativno nizak koeficijent varijacije (CV, 7,21 %)
ukazuje na relativno male varijacije srednje vrednosti i na dobru ponovljivost rezultata. Da bi
se potvrdila adekvatnost modela, neophodno je da se primeni ANOVA. Nedostatak fitovanja
(Lack of fit) bio je znacajan (p>0,05), $to sugeriSe da primenjeni polinomski model drugog

reda predstavlja dobru aproksimaciju eksperimentalnih rezultata.

Tabela 7. Procenjeni koeficijenti fitovanja polinomskog modela drugog reda za prinos ulja i
TOC pri optimizaciji SFE semena maline sorte Vilamet

Clanovi Y a-TOC y-TOC &-TOC  TTC

Bo 15,97 55,39 120,36 7,54 183,29
Linearni

B 3,04* -8,19* -17,75%  -1,81* -27,75*
Bo -0,60 -4,69** 0,27 0,58**  -3,83
B3 3,33* -6,33* -10,08* -1,18* -17,59*
Interakcija

B 0,86 3,86%** 3,05 -0,59*** 6,32
P -0,59 4,84** 3,20 0,36 8,41
B3 0,19 4,79** 6,01 -0,08 10,72%**
Kvadratni

B -2,00* 5,12%* 9,16** 0,36 14,65**
B -1,43** 361 10,17** 1,19* 14,96**
B33 -1,08*** 1,79 3,31 1,05* 6,15
R 0,9692 0,9340 0,9326  0,9652  0,9462
AdjR? 0,9296 0,8493 0,8460 0,9205  0,8770
CV® 7,21 6,50 5,36 6,27 5,05
Pm- vrednost® 0,0002 0,0023 0,0024  0,0003  0,0012
pir- vrednost® 0,0760 0,9641 0,8553  0,5394  0,9711

Visko znacajan *p<0,01.

Znacajan **0,01< p<0,05.

Umereno znacajan ***0,05< p<0,1.

K oeficijent determinacije.

®Prilagodeni koeficijent determinacije.
°Koeficijent varijanse ( %).

%Verovatnoca F-vrednosti za model.
®*Verovatnoca F-vrednosti za nedostatak fitovanja.

Matematicka zavisnost izmedu eksperimentalno dobijenih rezultata i modela pokazala
je visoko znacajne p-vrednosti (<0,0001) za model. Jednacina prediktivnog modela za prinos

ekstrakcije sa izostavljenim koeficijentima c¢iji uticaj nije znacajan (p>0,05) bila je sledeca:

Y (%) = 15,97 + 3,04X, + 3,33X5 — 2,00X7 — 1,43X2 — 1,08X2 (6)
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Uticaj parametara na prinos SFE prikazan je na slikama 17 i 18. Dobijeni rezultati
sugeri$u da linearni parametri pritiska i protoka CO, imaju znac¢ajan uticaj (p<0,05) na prinos
ulja, dok je linearni parametar temperature moguce zanemariti. Znacajno povecanje prinosa
ulja je dobijeno poviSenjem pritiska, najverovatnije usled poboljSanja rastvorljivosti koje je
rezultat povecane gustine rastvaraca (Liu i dr., 2009), dok bi se porast prinosa ulja
povecanjem protoka CO, mogao objasniti smanjenjem otpora prenosa mase sa povecanjem

protoka (Yin i dr., 2005).
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Slika 17. Uticaj linearnih ¢lanova jednacine 6 na prinos ulja iz semena sorte Vilamet: a)
uticaj pritiska, b) uticaj protoka CO, i ¢) uticaj temperature

Interakcije parametara nisu imale znacajan uticaj na prinos ulja (p>0,05). Kvadratni
izrazi sva tri parametra pokazali su znacajan uticaj na prinos ekstrakcije. U slucaju pritiska 1
protoka CO,, pozitivni linearni koeficijent ukazuje da se najveci prinos ekstrakcije postize pri

njihovim gornjim nivoima (350 bar i 0,4 kg/h).
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Slika 18. Uticaj parametara SFE na prinos ulja semena sorte Vilamet: a) temperatura (pritisak
300 bar, protok CO, 0,3 kg/h), b) pritiska (temperatura 50 °C, protok CO, 0,3 kg/h) i c)
protok CO; (temperatura 50 °C, pritisak 300 bar)
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4.1.3. Masnokiselinski sastav i indeksi funkcionalnosti

Rezultati odredivanja sadrzaja masnih kiselina u ulju dobijeni Svim ispitivanim
ekstrakcionim metodama sve tri ispitivane sorte maline, prikazani su u tabeli 8. 1z prikazanih
rezultata se moze zakljuc¢iti da je u svim uljima poreklom iz semena sve tri sorte najveci
sadrzaj 18:2(6), 18:3(3) i 18:1(9). Takode, 16:0 i 18:0 su prisutne u znacajnoj koli¢ini (Slika
19a-1). Sve ostale masne kiseline su detektovane samo u tragovima. Analizom
masnokiselinskog sastava svih dobijenih ulja doslo se do zakljucka da sva ulja sadrze visok
sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina, koje se svrstavaju u grupu funkcionalnih jedinjenja,
s obzirom na njihove pozitivne efekte na zdravlje. Sto se biologkog dejstva ti¢e, ove masne
kiseline imaju uticaj na nivo HDL-holesterola, te se istrazivanja usmeravaju u pravcu
upotrebe sirovina bogatih istim u svrhu kreiranja funkcionalne hrane (Gambus i dr., 2009;
Gouveia i dr., 2008). Rezultati prikazani u tabeli 8 ukazuju da je 18:2(6) najzastupljenija
masna kiselina u uljima dobijenim svim metodama ekstrakcije, iz semena sve tri ispitivane
sorte. Najvisi sadrzaj ove masne kiseline (55,49 %) je dobijen iz semena sorte Polka,
primenom SFE, dok je najnizi sadrzaj (43,69 %) dobijen nakon ekstrakcije smeSom

dihlormetana i MeOH iz semena sorte Miker.
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Slika 19a. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog SFE sa ugljen-dioksidom pri srednjim
vrednostima parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h)

64



Bosko Mari¢ Doktorska disertacija

pA | ¥
;4_
g
400 - 5
&
L]
350 -
300 -
250
200 2
E
[&]
150
(=]
o
100 ?
S g 2 g2 g 8.2 2
50 o) = = e - O =« o e o et ¥ oded &
2 > 2 e £Y s =l = 8 KR R I§= 8 S
o e 9 b 8 LE{J_,I..UJ.\.. ] o g O o 3]
4 I I I I I
20 25 30 35 40 45  min

Slika 19b. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog ekstrakcijom po Soxhlet-u
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Slika 19c. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog ekstrakcijom hloroformom
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Slika 19d. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet ekstakcijom smesom dihlormetana i MeOH
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Slika 19e. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog ekstrakcijom etanolom
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Slika 19f. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog hladnim cedenjem
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Slika 19g. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Vilamet dobijenog SFE sa ugljen-dioksidom pri
optimalnim uslovima (340 bar, 51 °C i 0,4 kg/h)
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Slika 19h. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Polka dobijenog SFE sa ugljen-dioksidom pri optimalnim

uslovima (340 bar, 51 °C i 0,4 kg/h)
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Slika 19i. GC-FID hromatogram masnokiselinskog sastava ulja semena maline sorte Miker dobijenog SFE sa ugljen-dioksidom pri optimalnim
uslovima (340 bar, 51 °C i 0,4 kg/h)
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Tabela 8. Uticaj metode ekstrakcije i sorte maline na masnokiselinski sastav ulja

Doktorska disertacija

Metoda ekstrakcije Sorta 16:0 (%) 18:0 (%) 18:1(9) (%) 18:2(6) (%) 18:3(3) (%)
Vilamet 5,18 +0,02™ 1,78 +0,02"° 15,39 + 0,25 46,22 +0,90"® 30,42 + 0,257
Ekstrakcija hloroformom Polka  4,96+0,02"  1,47+0,03"° 14,89+0,37""  46,63+0,12"° 29,89 +0,71*
Miker 5,22 +0,03*°  1,66+0,02% 15,22 + 0,22 4598 +0,81'° 30,35 +0,44'°
3 ) Vilamet 5,96 +0,01* 1,94 +0,01" 15,37 + 0,56™ 43,96 + 0,55 30,42 + 0,20
Ekstrakcija smeSom Polka 514+0,01 1,87 +0,02° 15,19 + 0,88 4371+0,65% 30,31+0,17%
dihlormetana i MeOH Miker ~ 565+0,01%%  191+0,01% 1526+ 045  4369+034" 30,27 £ 0,44
Vilamet 2,75+0,09% 0,96 +0,13% 13,63 + 0,33% 49,13 +0,09'° 33,44 +0,28%°
Ekstrakcija etanolom Polka  3,28+0,06® 1,29 +0,04" 13,26 + 0,20™ 55,11 £0,13° 27,04 +0,35™
Miker 3,29+0,33%% 1,18 +0,08% 13,67 £ 0,32%2 55,01 +0,88%° 27,18 + 0,02
Vilamet 4,91+0,01* 1,91 +0,02% 16,32 + 0,53 47,36 + 0,55 28,48 +0,66°°
Hladno cedenje Polka  4,74+0,01"  1,88+0,01" 16,82 +0,41" 46,12 +0,43"° 24,80 +0,61"
Miker 4,98 +0,01%° 1,94 +0,01% 15,71 + 0,91 44,33 +0,86% 26,15 + 0,74%
Ekstrakcija n-heksanom po ~ Vilamet 2,49 +0,01** 0,75+ 0,01™ 12,84 + 0,08 49,15 + 0,25 34,15+ 0,21%°
Soxhlet-u Polka  3,25+0,04%  1,23+0,02% 12,62 + 0,03% 55,06 + 0,14°° 26,49 + 0,09'°
Miker 3,25+ 0,05% 1,19 + 0,01'% 12,99 + 0,03'# 5547 +0,13°° 2571 +0,14%
Vilamet 3,25+0,05® 1,19 +0,01% 12,99 + 0,03% 5547 +0,13'Y 2571 +0,14%
SFE sa ugljen-dioksidom*  Polka 3,41 +0,05  1,08+0,01" 11,82 +0,08" 55,49 + 0,08 27,30 +0,17*
Miker  3,55+0,29% 1,10+ 0,02% 12,91 + 0,15% 54,76 + 0,341 27,27 +0,28%°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razli¢ita slova ukazuju na znacajne razlike izmedu primenjenih tehnika ekstrakcije
(sorta = konst.). Razli¢iti brojevi ukazuju na znacajne razlike izmedu sorti (metoda ekstrakcije = konst.) prema Tukey-ovom HSD testu (p

<0,05).

*Ekstrakcija superkritiénim ugljen-dioksidom je izvrSena na srednjim vrednostima parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h)
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Osim 18:2(6) masne kiseline, rezultati iz tabele 8 pokazuju visok sadrzaj i 18:3(3) masne
kiseline u svim ispitivanim uzorcima. Najvisi sadrzaj ove masne kiseline (34,15 %) je dobijen
iz semena sorte Vilamet, nakon ekstrakcije n-heksanom po Soxhlet-u, dok je najnizi sadrzaj
(24,80 %) dobijen nakon hladnog cedenja iz semena sorte Polka. Ovako dobijeni rezultati su
u skladu sa prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da ulje semena maline, ekstrahovano
superkritiénim ugljen-dioksidom pri uslovima temperature od 35 °C i pritiska od 200 bar
sadrzi 47,14 % 18:2(6), 35,82 % 18:3(3), 8,87 % 18:1(9) i 3,38 % 16:0 masne kiseline
(Mazurek i dr., 2017). Takode, rezultati su u skladu sa prethodnom studijom, prema kojoj ulje
semena maline sadrzi 53,0 % 18:2(6), 32,4 % 18:3(3), 12,4 % 18:1(9) i 1,3 % 16:0 masne
kiseline (Parry i dr., 2005). Izuzetan kvalitet ovih ulja u pogledu funkcionalnosti potvrduju i
rezultati dobijeni izraCunavanjem indeksa funkcionalnosti (Tabela 9). Odnos polinezasi¢enih
i zasi¢enih masnih kiselina (PUFA/SFA) je znacajno veci u odnosu na preporuc¢eni odnos
“balansirane ishrane”, definisan od strane SZO koji iznosi minimalno 0,4, kao i na preporuku
da ulja u kojima je ovaj odnos manji od 0,45 ne bi trebalo koristiti u ljudskoj ishrani (Cunha i
dr., 2019; HMSO, 1994). Rezultati su pokazali da su najvece vrednosti odnosa PUFA/SFA u
ulju dobijenom pomoéu ekstrakcije po Soxhlet-u za sortu Vilamet (25,60 %). Sto se tice ulja
iz semena sorte Polka, odnos PUFA/SFA je najveéi u ulju dobijenom SFE (18,39 %), dok je
ovaj odnos najve¢i u ulju semena sorte Miker dobijenom c¢vrsto-te€nom ekstrakcijom sa
etanolom kao rastvaratem (18,44 %). Sveukupno gledano, ulja dobijena iz semena malina
sorti Polka i Miker nemaju znacajnih razlika u odnosu PUFA/SFA uzimajuéu u obzir sve

primenjene tehnike ekstrakcije.

Takode, kada je re¢ o funkcionalnosti ulja, odnos ®-6/®w-3 masnih Kiselina
predstavlja znacajnu karakteristiku ulja. Rezultati u tabeli 9 pokazuju da se odnos o—6/®—3
masnih kiselina kre¢e od 1,44 pa do 2,16. Istrazivanja sprovedena od strane Simopoulos
(2002), ukazuju na to da je optimalan odnos w—6/w—3 masnih kiselina iznosi 1-4, kao i to da
prekomerni unos ®—6 masnih kiselina u odnosu na ®—3 stimuliSe hroni¢ne inflamatorne
procese. Ovako dobijena ulja semena sve tri ispitivane sorte imaju znacajno nizi navedeni
odnos u poredenju sa uljima dobijenim iz suncokretovog semena (71), kukuruza (57), masline
(9) ili soje (6,75) (Bhardwaj i dr., 2016). Drugi dobijeni parametri indeksa funkcionalnosti
takode pokazuju znacaj upotrebe ulja od semena maline u ljudskoj ishrani. Na osnovu
rezultata prikazanih u tabeli 9, moze se uociti da je odnos H/H vrlo visok, narocito u uljima
dobijenim nakon ekstrakcije po Soxhlet-u, gde se krece i do 38,65 u ulju iz semena sorte

Vilamet. U poredenju sa prethodnim istrazivanjima o funkcionalnom kvalitetu ulja, dobijeni
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rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju znatno bolji funkcionalni kvalitet ulja
dobijenog iz semena sve tri sorte maline, koriS¢enjem svih navedenih metoda ekstrakcije
(Pinto i dr., 2020). Istrazivanje koje su sproveli Pinto i dr. (2020) na ulju biljke Endopleura
uchi pokazuje da je H/H odnos od 2,36 do 2,66, §to je znacajno nize. Dobijeni rezultati
prikazani u tabeli 9 pokazuju visok odnos H/H, §to u skladu sa prethodnim istrazivanjima
znaci da su ovako visoke vrednosti direktno povezane sa benefitima metabolizma holesterola,
dok su Al i TI znacajno nizi od maksimalnih vrednosti preporucenih za ljudsku ishranu koje
prema ranijim istrazivanjima iznose 1 (Pinto i dr., 2018; Valfré i dr., 2003). Kao $to se moze
videti iz rezultata prikazanih u tabeli 9, najniZze vrednosti Al su dobijene u uljima
ekstrahovanim hloroformom (0,0648-0,0683), smeSom dihlometana i MeOH (0,0694-
0,0801) 1 hladnim cedenjem (0,0647-0,0707) i medu njima ne postoje statistiCki znacajne

3

razlike. Ovo dobija na znacaju jer je hladno cedenje “zelena” ekstrakciona tehnika i ne
zahteva upotrebu rastvaraca, te je ulje odmah primenljivo u ljudskoj ishrani. Osim toga, u
poredenju sa ostalim primenjenim tehnikama najve¢i Al je kod ulja dobijenih pomoc¢u SFE
(0,1383-0,1498), ali je znacajno manji od maksimalne preporucene vrednosti za ljudsku
ishranu (<1) (Pinto i dr., 2018). Sto se ti¢e TI, prema rezultatima prikazanim u tabeli 9 ne
postoje statisticki znacajne razlike izmedu ulja razlicitih sorti. NajniZe vrednosti su dobijene
ekstrakcijom etanolom (0,028-0,039) i ekstrakcijom po Soxhlet-u (0,024-0,039). Takode, u
uljima dobijenim ostalim tehnikama ekstrakcije TI je znacajno manji od 1, pa je tako najveci
Tl dobijen u uljima ekstrahovanim dihlormetanom i MeOH (0,062-0,069) i hladnim
cedenjem (0,062-0,068). Prema istrazivanjima koja su sproveli Cunha i dr. (2019), na ulju
biljke Oenocarpus distichus Mart. vrednosti Al se kre¢u od 0,22-0,25, §to je oko dva puta
vece u odnosu na ovaj indeks dobijen iz ulja semena maline, dok su vrednosti TI znac¢ajno
vise i krecu se od 0,47-0,52 (Cunha i dr., 2019). Sumirajuéi ove rezultate, moze se doci do
zakljucka da ulje iz semena maline u pogledu masnokiselinskog sastava u potpunosti
odgovara preporukama strucnjaka i samim tim se moZe upotrebljavati u ljudskoj ishrani u
vidu dodatka funkcionalnoj hrani. Uticaj procesnih parametara optimizacije SFE ugljen-
dioksidom na masnokiselinski sastav, kao i na indekse funkcionalnosti ulja prikazani su u
tabelama 6 i 10. Prema primenjenoj metodologiji optimizacije nije utvrden znacajan uticaj
procesnih parametara na masnokiselinski sastav, te nije uziman u obzir prilikom optimizacije.
Iz tabele 7 se moZze zakljuciti da je masnokiselinski sastav uglavnom slican pri svim
ispitivanim uslovima ekstrakcije, odnosno, da je u svakom ekstrahovanom ulju najvisi sadrzaj
18:2(6), zatim 18:3(3) i 18:1(9) masne kiseline, a da su jo§ u znacajnoj koncentraciji
odredene 16:0 i 18:0 masne kiseline.
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Tabela 9. Indeksi funkcionalnosti ulja dobijenih nakon svih metoda ekstrakcije

Doktorska disertacija

Metoda Sorta  PUFAJ/SFA H/H Al TI o—6/0-3
ekstrakcije
. Vilamet 11,06 +0,04™° 17,87 +0,57  0,0672+0,001" 0,060 £0,004°  1,52+0,017°
Ekstrakcija Polka 11,90 +0,07* 18,43 + 0,64™ 0,0648 + 0,002" 0,057 +0,003" 1,56 +0,01"
hloroformom Miker 11,09 +0,12" 17,54 +0,88™ 0,0683 + 0,001™ 0,059 + 0,004 1,51 +0,02"
Ekstrakcija Vilamet 9,42 +0,09" 15,06 +0,13"*  0,0801 + 0,002 0,069 + 0,004  1,45+0,02"
dihlormetanomi Polka 10,56 +0,15% 17,36 £ 0,49 0,0694 + 0,002™ 0,062 +0,003" 1,44 +0,01"
metanolom Miker 9,78 +0,03" 15,79+ 0,41"*  0,0764 + 0,001™ 0,067 £0,002" 1,44 +0,01"
) Vilamet 22,26 +1,03* 3497 +1,16*  0,1144 +0,004" 0,028 £0,001"* 1,47 +0,02"
Ekstrakcija Polka 17,93 +0,28" 29,03 + 0,48™ 0,1378 + 0,002%° 0,039 +0,001" 2,04 +£0,03*°
etanolom Miker 18,44 +1,78" 29,26 + 2,96 0,1374 + 0,015%° 0,038 £ 0,004 2,02 +0,03"
Vilamet 11,12 +0,87% 18,77 +0,76% 0,0647 +0,001" 0,062 + 0,003 1,66 +0,02"
Hladno cedenje ~ Polka  10,71+0,72'* 18,51+ 0,92  0,0668 + 0,001" 0,068 + 0,004 1,86 +0,03"
Miker 10,18 b+ 0,41% 17,31+ 0,61™ 0,0707 + 0,002" 0,068 + 0,004 1,69 +0,01"
Ekstrakcija n- Vilamet 25,60 + 0,16 38,65 + 0,117 0,1038 + 0,001"° 0,024 +0,001"*  144+0,01"
heksanom po Polka 18,17 +0,25"° 29,11 + 0,36 0,1383 + 0,002%° 0,039 +0,001"* 2,08 +0,01*
Soxhlet-u Miker 18,22 +0,18" 29,12 + 0,46™ 0,1383 + 0,002%° 0,039 +0,001"* 2,16 £ 0,02%°
SFE sauglien.  Vilamet 18,22+0,38 ¢ 29,12+0,46°  0,1383 + 0,002 0,039+0,001" 2,16 +0,02%°
dioksi dor?]i Polka 18,39 +0,22"° 27,82 + 0,43 0,1445 + 0,002%° 0,038 + 0,001 2,03 +0,01'°
Miker 17,62 +1,04"° 26,87 + 2,19% 0,1498 + 0,012%° 0,041 +0,002"* 2,01 +0,03"

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razli¢ita slova ukazuju na znacajne razlike izmedu primenjenih tehnika ekstrakcije
(sorta = konst.). Razli¢iti brojevi ukazuju na znacajne razlike izmedu sorti (metoda ekstrakcije = konst.) prema Tukey-ovom HSD testu (p
<0,05).

*Ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom je izvrSena na srednjim vrednostima parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h)
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Najveci sadrzaj 18:2(6) (50,00 %), 16:0 (3,05 %) i 18:0 (0,98 %) masne kiseline je
dobijen pri uslovima 350 bar, 50 °C i protoku CO, od 0,2 kg/h (eksperiment 3), dok je pri
ovim uslovima dobijena najmanja koli¢ina 18:3(3) masne kiseline (33,03 %) (Tabela 6).
Najveci sadrzaj ove masne kiseline (35,11 %) je dobijen pri uslovima 350 bar, 40 °C i protok
CO;0d 0,3 kg/h (eksperiment 12). Najnizi sadrzaj 16:0 masne Kiseline (2,47 %) dobijen je pri
uslovima od 350 bar, 50 °C i protoka CO; od 0,4 kg/h (eksperiment 8). Zatim, najniZi sadrzaj
18:0 masne kiseline (0,65 %) je dobijen pri uslovima od 250 bar, 50 °C i protoku CO, od 0,4
kg/h (eksperiment 15), dok su najnize vrednosti za C18:1(9) (11,82 %) i 18:2(6) (49,08 %)
masne kiseline dobijene pri uslovima od 300 bar, 50 °C i protoka CO, od 0,3 kg/h (srednje

vrednosti ekstrakcije, eksperiment 11).

Tabela 10. Uticaj procesnih parametara SFE na indekse funkcionalnosti ulja dobijenih iz
semena sorte Vilamet

Eksperiment* PUFA/SFA  H/H Al TI o—6/0-3
1 24,51 34,94 0,1145 0,0252 141
2 24,55 35,09 0,1140 0,0252 1,42
3 20,52 31,36 0,1275 0,0308 1,51
4 25,58 38,43 0,1041 0,0243 1,45
5 23,08 33,18 0,1205 0,0270 1,45
6 21,81 31,64 0,1264 0,0288 1,48
7 24,29 34,98 0,1143 0,0257 1,45
8 26,57 39,09  0,1023 0,0233 1,42
9 24,19 35,34 0,1136 0,0256 1,43
10 25,65 37,77 0,1059 0,0242 1,43
11 24,85 35,72 0,1124 0,0248 1,40
12 26,74 39,04 0,1024 0,0231 141
13 23,92 34,29  0,1166 0,0259 1,42
14 23,12 33,36 0,1199 0,0270 1,46
15 24,94 35,42 0,1129 0,0248 1,42
16 23,71 36,94 0,1083 0,0264 1,48
17 22,97 32,97 0,1213 0,0271 1,45

*Eksperimentalni uslovi su prikazani u tabeli 2
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Sli¢no kao kod masnokiselinskog sastava, nije utvrden uticaj procesnih parametara na
indekse funkcionalnosti (Tabela 10), te ni ovi indeksi nisu razmatrani prilikom optimizacije
SFE. Medutim, kao $to je prethodno opisano, moze se videti da je ulje iz semena maline
visokokvalitetno u pogledu odnosa PUFA/SFA, kao i ostalih parametara funkcionalnosti. Kao
$to se moze videti iz rezultata prikazanih u tabeli 10, najvisi odnos PUFA/SFA (26,74) je
dobijen pri uslovima od 300 bar, 40 °C i protoka CO, od 0,4 kg/h (eksperiment 12), dok je
najnizi odnos PUFA/SFA (20,52) dobijen pri uslovima od 350 bar, 50 °C i protoka CO, od
0,2 kg/h (eksperiment 3). Zatim, najvise vrednosti Al (0,1275), TI (0,0308) i najniza vrednost
odnosa H/H (31,36) su dobijene pri uslovima od 350 bar, 50 °C i protoka CO, od 0,2 kg/h
(eksperiment 3). Najniza vrednost Al (0,1023) i najviSa vrednost odnosa H/H (39,09) su
dobijene pri uslovima od 350 bar, 50 °C i protoka CO; od 0,4 kg/h (eksperiment 8), dok je
najniza vrednost TI (0,0231) dobijena pri uslovima od 350 bar, 40 °C i protoka CO; od 0,3
kg/h (eksperiment 12).

Iz prikazanih rezultata se vidi da je ulje iz semena maline visoko kvalitetno u pogledu
odnosa PUFA/SFA, kao i ostalih parametara funkcionalnosti, te se ovako dobijeno ulje moze

upotrebljavati u ljudskoj ishrani u vidu dodatka funkcionalnoj hrani.

4.1.4. Sadrzaj tokoferola

Ulje dobijeno iz semena maline je veoma znacajan izvor tokoferola, znacajnih
bioaktivnih jedinjenja, poznatih po antioksidativnim svojstvima (Koztowska i dr., 2016;
Oomah i dr., 2000). Sadrzaj a-, y- i 6-izomera tokoferola, kao i ukupni sadrzaj tokoferola
(TTC) odredeni u uljima sve tri sorte maline, prikazan je u tabeli 11. Prema prikazanim
rezultatima, y-TOC je najzastupljeniji izomer u svim uzorcima. Najvisi sadrzaj ovog izomera
naden je u ulju dobijenom ekstrakcijom etanolom iz sorte Miker (156,62 mg/100 g), dok je
najniza vrednost dobijena iz sorte Polka ekstrakcijom dihlormetanom i MeOH (11,17 mg/100
g). Sli¢no u poredenju sa uljima iz semena sorti Vilamet i Polka, najvisi sadrzaj a-TOC je
dobijen u uzorcima ulja iz semena sorte Miker (14,93-128,72 mg/100 g), svim metodama
ekstrakcije. U poredenju sa sadrzajem o- i y-tokoferola, sadrzaj 6-izomera (5-TOC) bio je
najnizi u svim uljima dobijenim svim primenjenim metodama ekstrakcije osim u uljima
dobijenim ekstrakcijom hloroformom i ekstrakcijom smeSom dihlormetana i MeOH. Takode,
ulja ekstrahovana iz semena sorte Miker su imala najvisi sadrzaj tokoferola, u poredenju sa
uljima ekstrahovanim iz semena druge dve ispitivane sorte (Tabela 11). Koli¢ine svih
identifikovanih tokoferola u ovoj doktorskoj disertaciji bile su vise u poredenju sa drugim

istrazivanjima (Bushman i dr., 2004), dok B-izomer nije otkriven ni u jednom uzorku, sto je u
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skladu sa prethodnim istrazivanjima (Oomah i dr., 2000). Razlike izmedu sadrzaja tokoferola
u zavisnosti od primenjene metode ekstrakcije se verovatno mogu objasniti prisustvom
nelipidnih materija u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom hloroformom 1 smeSom
dihlormetana i MeOH koje smanjuju koncentracije tokoferola u uzorcima (Oomah i dr.,
2000).

Sadrzaj a-, y- 1 6-TOC, kao i1 ukupni sadrzaj tokoferola, dobijen optimizacijom SFE sa
ugljen-dioksidom prikazani su u tabeli 12. Najnizi sadrzaj a-TOC (48,92 mg/100 g) je
dobijen pri srednjim uslovima, dakle 300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h (eksperiment 13), dok je
najnizi sadrzaj y-TOC (108,82 mg/100 g) i 6-TOC (6,43 mg/100 g) dobijen pri uslovima od
350 bar, 50 °C i protoku CO, od 0,4 kg/h (eksperiment 8). Najvisa koli¢ina a-TOC (83,34
mg/100 g) i y-TOC (162,99 mg/100 g) je dobijena pri uslovima od 250 bar, 50 °C i protoku
CO; od 0,2 kg/h (eksperiment 5). Najvisa vrednost za 6-izomer (12,22 mg/100 g) dobijena je
pri uslovima od 250 bar, 60 °C i protoku CO, od 0,3 kg/h (eksperiment 6). Istrazivanje koje
su sproveli Yang i dr. (2011) pri uslovima od 350 bar, 50 °C i protoku CO, od 0,4 kg/h
pokazuje znacajno visi sadrzaj o-TOC (70 mg/100 g) i y-TOC (320 mg/100 g) od sadrzaja
prikazanih u tabeli 12. Takode, ovo istrazivanje je pokazalo da je sadrzaj 6-TOC (10 mg/100
g) slican sa sadrzajem ovog izomera prikazanom u tabeli 12.Rezultati eksperimentalno
dobijenih vrednosti za a-, y- i 8-TOC, kao i za TTC, fitovani su kvadratnim polinomskim
modelom (jednacine (7)-(10)). Procenjeni koeficijenti polinomskog modela drugog reda za
sadrzaj tokoferola predstavljeni su u tabeli 7. Izraunati koeficijent odredivanja (R?) iznosio
je 0,9340 za 0-TOC, 0,9326 za y-TOC i 0,9652 za 8-TOC, dok je R? za TTC iznosio 0,9462.
Prilagodeni koeficijent odredivanja (AdjR?) iznosio je 0,8492 za a-TOC, 0,8460 za y-TOC,
0,9205 za 6-TOC i 0,8770 za TTC. Nedostatak fitovanja nije bio signifikantan (p>0,05), sto
sugeriSe da primenjeni polinomski model drugog reda predstavlja dobru aproksimaciju
eksperimentalnih rezultata. S obzirom na relativno nizak CV (6,50 % za a-TOC, 5,36 % za vy-
TOC, 6,27 % za 6-TOC i 5,05 % za TTC), potvrdena je dobra ponovljivost ispitivanih
sistema. JednaCine prediktivnog modela za a-TOC, y-TOC i 6-TOC kao i za TTC sa

zanemarenim koeficijentima koji nisu statisti¢ki znacajni bile su sledece:

a-TOC = 55,39 — 8,19X; — 4,69X, — 6,33X; + 3,86Xy, + 4,84X,5 + 4,79X,5 +

5,12X? (7

y-TOC = 120,36 — 17,75X; — 10,08X; + 9,16X% + 10,17X2 8)
5-TOC = 7,54 — 1,81X; + 0,58X, — 1,18X; — 0,59X,, + 1,19X2 + 1,05X2  (9)
TTC = 183,29 — 27,75X; — 17,59X;3 + 10,72X,3 + 14,65X? + 14,96X? (10)
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Tabela 11. Uticaj metoda ekstrakcije i sorte maline na sadrzaj tokoferola u uljima

Doktorska disertacija

Metoda ekstrakcije Sorta a-TOC (mg/100 g) y-TOC (mg/100 g) 8-TOC(mg/100 g) TTC (mg/100 g)
. Vilamet 9,11 + 0,44% 28,67 +2,18%° 18,65 + 0,57 56,40 + 2,307
Ekstrakcija 1a 1a 1b 1b
Hloroformonn Polka  8,24+0,91 26,74 + 1,45 15,28 + 0,47 50,26 + 3,73
Miker 17,98 +1,12% 33,81 + 4,19%° 27,52 +2,11% 79,22 + 4,12
Ekstrakcija Vilamet 6,79 +0,19" 12,15 + 0,15™ 12,90 + 0,22*° 31,84 +0,33"
dihlormetanom i Polka 7,95+ 0,35% 11,17 £ 0,53 12,22 +1,81%%® 31,34 + 1,05
metanolom Miker 14,93 +0,87% 21,37 + 0,12% 18,96 + 1,67 55,26 + 2,12%
Vilamet 37,22 + 15,15 121,39 + 20,89 8,82 + 1,09 167,43 + 37,09%
Ekstrakcija etanolom  Polka 49,50 + 3,69%° 129,59 + 10,85% 10,95 + 0,75 190,06 + 15,25%
Miker 128,72 + 36,90% 156,62 + 56,57 29,90 + 12,09% 315,25 + 105,55%
Vilamet 63,01 + 3,98% 01,41 + 3,74°° 26,11 + 1,12 180,53 + 5,58%
Hladno cedenje Polka 55,14 + 8,33 84,19 + 351%™ 26,38 + 1,07%° 165,71 + 12,81%
Miker 88,49 + 12,71% 112,62 +21,73% 31,21 + 4,48%° 232,32 + 28,12%¢
Ekstrakeiia n. Vilamet 63,70 + 0,22° 128,71 +3,72% 6,76 £0,11" 199,18 + 3,68”
Heksano n’} o Soxhlet.u Polka 56,57 + 0,50%¢ 118,21 + 1,44% 8,72 + 0,28 183,51 + 1,32%
P Miker 107,33 +1,12% 117,42 + 2,81% 17,88 + 0,43% 242 63 + 2,72%¢
Ekstrakcija Vilamet 55,82 + 6,36'° 120,18 + 9,72% 7,36 + 0,53™ 183,37 + 16,60
superkritiénim ugljen ~ Polka 57,79 5,58 115,11 + 10,33 8,47 +0,60™ 181,38 + 16,49
dioksidom* Miker 89,60 + 13,73% 104,20 + 16,06 18,96 + 1,71% 212,77 + 28,09%

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razli¢ita slova ukazuju na znacajne razlike izmedu primenjenih tehnika ekstrakcije
(sorta = konst.), dok razli¢iti brojevi ukazuju na znacajne razlike izmedu sorti (metoda ekstrakcije = konst.) prema Tukey-ovom HSD testu (p

<0,05).

* Ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom je izvrSena na srednjim vrednostima parametara (300 bar, 50 °C i 0,3 kg/h)
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Tabela 12. Uticaj procesnih parametara SFE na sadrzaj tokoferola i antioksidativnu aktivnost
ulja dobijenog iz semena sorte Vilamet

Eksperiment* a-TOC y-TOC 3-TOC TTC DPPH’
(mg/100 g) (mg/100 Q) (mg/100g)  (mg/100 g) (umol/g)

1 76,78 152,95 10,39 240,13 9,66

2 80,28 158,99 9,78 249,05 10,75
3 53,75 123,66 8,20 185,63 7,21

4 56,32 126,22 6,95 189,50 8,82

5 83,34 162,99 11,92 258,26 11,96
6 63,39 160,85 12,22 236,47 11,45
7 53,71 127,01 9,26 189,99 9,50

8 51,59 108,82 6,43 166,85 7,98

9 61,43 128,43 7,86 197,74 8,81
10 53,72 121,87 8,33 183,93 11,28
11 57,10 122,63 7,42 187,17 8,59
12 57,75 112,15 6,88 176,80 8,26
13 48,92 109,47 6,80 165,19 8,55
14 57,60 134,04 11,64 203,29 10,20
15 61,80 135,33 8,71 205,85 10,58
16 52,94 114,98 6,45 174,38 9,46
17 65,46 145,12 10,41 221,00 10,75

*Eksperimentalni uslovi su prikazani u tabeli 2

Sto se ti¢e TTC, najveéi sadrzaj (258,26 mg/100 g) je dobijen pri uslovima od 250 bar,
50 °C i protoku CO, od 0,2 kg/h (eksperiment 5), dok je najniza vrednost (165,19 mg/100 g)
dobijena pri uslovima od 300 bar, 50 °C i protoku CO, od 0,3 kg/h (srednji uslovi, eksperiment
13), sto je prikazano u tabeli 12.

Na osnovu rezultata RSM moze se zakljuciti da su linearni faktori pritiska i protoka
CO, imali veliki uticaj na sadrzaj a-TOC, y-TOC i 6-TOC, kao i na TTC, linearni faktor
temperature imao je znacajan uticaj na sadrzaj a-TOC i 8-TOC, dok na y-TOC i TTC nije imao

znaCajan uticaj (Slike 20-23).

Rezultati pokazuju da su najvise koncentracije svakog izomera tokoferola, kao i sadrzaj
ukupnih tokoferola, dobijene pri nizoj vrednosti pritiska, dok povecanje pritiska dovodi do
nizih prinosa tokoferola. Ovo se moze objasniti pretpostavkom da je ekstrakcija tokoferola
povezana sa ekstrakcijom drugih jedinjenja sadrzanih u matriksu, $to je verovatna posledica
koekstrakcije nekih drugih jedinjenja slicne polarnosti zajedno sa tokoferolima (de Lucas i dr.,

2002).
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Interakcija sva tri faktora ima znacajan uticaj na ekstrahovanu koli¢inu a-TOC (Slika

Doktorska disertacija

21), interakcija pritiska i temperature ima umereno znac¢ajan uticaj na efikasnost SFE 8-TOC

(Slika 23), sli¢no kao interakcija temperature i protoka CO, na TTC (Slika 24), dok nijedna

interakcija parametara nema uticaj na sadrzaj y-TOC (jednacina 8).

sadrzaja ukupnih tokoferola, izuzev 6-TOC, dok kvadratni ¢lanovi temperature imaju znacajan

Kvadratni ¢lanovi pritiska dovode do znacajnih promena sadrzaja svih tokoferola i

uticaj nay-i6-TOC i TTC, ali u slu¢aju a-TOC ne dovode do zna¢ajnih promena.

Sadrzaj alfa tokoferola (mg/100 g)

Slika 20. Uticaj linearnih ¢lanova jednacine 7 na sadrzaj a-TOC u ekstraktu ulja semena
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Sadrzaj alfa tokoferola (mg/100 g)

C: Protok ugljen-dioksida _

C: Protok ugljen-dioksida  -0-30

0,00

Doktorska disertacija

Sadrzaj alfa tokoferola (mg/100 g)
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Slika 21. Uticaj interakcije parametara (pritisak, temperatura i protok) na sadrzaj a-TOC u
ekstraktu ulja semena maline sorte Vilamet dobijenom pomocu SFE
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Slika 22. Uticaj linearnih ¢lanova jednacina 8 (pritisak i protok ugljen-dioksida) na sadrzaj y-
TOC: a) pritisak i b) protok ugljen-dioksida u ekstraktu ulja semena maline sorte Vilamet
dobijenom pomoc¢u SFE
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Slika 23. Uticaj linearnih ¢lanova jednacina 9 i interakcije ¢lanova na sadrzaj 6-TOC u
ekstraktu ulja semena maline sorte Vilamet dobijenom pomocu SFE
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Slika 24. Uticaj linearnih ¢lanova i interakcije ¢lanova jednacine 10 (protok CO; i temperatura)
na sadrzaj ukupnih tokoferola u ekstraktu ulja semena maline sorte Vilamet dobijenom pomocu
SFE

Kvadratni ¢lan protoka CO, ispoljio je znafajan uticaj samo na sadrzaj 3-TOC
(jednacina 9).

Hromatogram tokoferola u ulju semena maline sorte Vilamet dobijen SFE ugljen-
dioksidom pri optimalnim uslovima prikazan na slici 25.
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Slika 25. HPLC-DAD hromatogram tokoferola u ulju semena maline sorte Vilamet dobijen
SFE ugljen-dioksidom pri optimalnim uslovima (340 bar, 51 °C i 0,4 kg/h)

4.1.5. Antioksidativna aktivnost ulja

Antioksidativna aktivnost ulja odredena je primenom in vitro testa antioksidativne
aktivnosti na DPPH’. S obzirom da se ulja dobijena ekstrakcijom n-heksanom i smeSom
dihlormetana i MeOH ne mogu koristiti u ljudskoj ishrani, ovaj test je raden na uljima
dobijenim preostalim tehnikama ekstrakcije. Rezultati ovog testa prikazani su u tabeli 13 i na
slici 26.

Tabela 13. Uticaj metoda ekstrakcije i sorte maline na antioksidativnu aktivnost na DDPH
radikale u dobijenim uljima.

Metoda Sorta DPPH’ (umol/g)
Vilamet 21,06 + 4,79'
Ekstrakcija etanolom Polka 21,33 + 2,50%°

Miker 35,95 + 5,96%
Vilamet 10,20 + 1,26
Hladno cedenje Polka 11,16 +0,08%°
Miker 10,32 +0,64"
Vilamet 11,12 + 0,24
Ekstrakcija metodom po Soxhlet-u Polka 11,16 + 0,24%
Miker 12,29 +0,51%
Vilamet 8,65 + 0,14
SFE* Polka 8,99 +0,69"
Miker 8,62 +1,43"
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = SD, n = 3. Razli¢ita slova ukazuju na
znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata dobijenih primenom razli¢itih tehnika
ekstrakcije (sorta = konst.). Razli¢iti brojevi ukazuju na znacajne razlike izmedu sorti (metoda
ekstrakcije = konst.) prema Tukey-ovom HSD testu (p <0,05).
* SFE ugljen-dioksidom je izvrSena pri srednjim vrednostima parametara (300 bar, 50 °C i 0,3
kg/h)
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Slobodni radikali su uklju¢eni u nekoliko metabolickih poremecaja odgovornih za
bolesti ¢elija, $to dalje implicira na njihov uticaj na izazivanje mnogih bolesti kao $to su rak,
kardiovaskularne bolesti, stvaranje katarakte, pa ¢ak i na normalan proces starenja (Miguel,
2010). Hrana ima primarnu ulogu u prevenciji proizvodnje slobodnih radikala koji uzrokuju
oksidativni stres. Optimalnim unosom antioksidanasa kroz hranu, moguce je spreciti pojavu
oksidativnog stresa i njegove posledice. Poznate su prednosti ishrane bogate vo¢em i povréem,
zbog relativno visokog sadrzaja antioksidanasa. Prema tome, ishrana bogata antioksidativnim i
drugim komplementarnim mikronutrijentima smanjuju ucestalost pojave karcinoma,

kardiovaskularnih i degenerativnih bolesti (Hu, 2003).
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Slika 26. Antioksidativna aktivnost ulja dobijenih primenom razli¢itih ekstrakcionih tehnika

Rezultati prikazani u tabeli 13 i na slici 26 ukazuju na to da najjace antioksidativno
dejstvo imaju ulja dobijena ekstrakcijom sa etanolom kao ekstrakcionim sredstvom, uzimajuci
u obzir ulja dobijena iz semena sve tri ispitivane sorte maline. Takode, najvecu antioksidativnu
aktivnost je pokazalo ulje dobijeno iz semena sorte Miker (35,95 pumol/g) ekstrahovano
etanolom. Ovakvi rezultati su i ocekivani, S obzirom da su osim tokoferola, nosioci
antioksidativnog delovanja i polifenolna jedinjenja. Uzimaju¢i u obzir polarnost etanola kao
rastvaraCa 1 polarnost polifenolnih jedinjenja sadrzanih u semenu maline, najveca koli¢ina
polifenola je ekstrahovana sa uljem, za razliku od drugih ekstrakcionih sredstava, te je stoga

ovo ulje pokazalo najjace antioksidativno dejstvo.
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Poredenjem sa antioksidativnom aktivno$¢u ulja koja su u naSoj zemlji najcesc¢e u
upotrebi, suncokretovog i maslinovog, koja imaju antioksidativnu aktivnost 2,16 umol/g, ulje
semena maline je pokazalo znacajno vecu antioksidativnu aktivnost (Tijan, 2018). U poredenju
sa antioksidativnom aktivno$¢u ulja drugih biljaka, na primer uljem muskatnog orasci¢a
(16,46-31,69 umol/g), uljem bele slacice (4,21-7,39 umol/g), uljem anisa (3,44-12,52 umol/g)
i uljem korijandera (2,24-4,96 umol/g), ulje dobijeno ekstrakcijom iz semena sve tri ispitivane
sorte maline je pokazalo sli¢nu ili vecu aktivnost (Koztowska i dr., 2016).

Antioksidativna aktivnost merena DPPH testom nije obuhvacena optimizacijom zato
Sto nema slaganja izmedu rezultata dobijenih polinomom drugog reda i eksperimentalno
dobijenih podataka. U tabeli 12 prikazana je antioksidativna aktivnost ulja dobijenog SFE
ugljen-dioksidom, pri razli¢itim vrednostima pritiska, temperature i protoka ugljen-dioksida.
Najvisa vrednost je dobijena pri uslovima od 250 bar, 50 °C i protoku ugljen-dioksida od 0,2
kg/h (eksperiment 5), dok je najniza vrednost dobijena pri uslovima od 350 bar, 50 °C i
protoku ugljen-dioksida od 0,2 kg/h (eksperiment 3).

4.1.6. Optimizacija ekstrakcije ulja pomocu metode odzivne povrsine i
eksperimentalna validacija

Kako je prethodno navedeno, optimizacija ekstrakcije je izvrSena pomocu Box-
Behnken eksperimentalnog dizajna sa RSM. Rezultati su pokazali da bi optimizacija na osnovu
sadrzaja tokoferola dovela do znatno nizeg prinosa ulja. Stoga je, bez obzira na njihovu
saglasnost sa kvadratnim polinomskim modelom (jednacine (7)-(10)), kao i u pogledu
zadovoljavanja saglasnosti prinosa ulja sa ovim modelom i sa ekonomske tacke gledista,
odluceno da se SFE ugljen-dioksidom optimizuje prema maksimalnom prinosu ulja. Dobijeni
optimalni uslovi za ekstrakciju ulja su sledec¢i: pritisak od 340 bar, temperatura od 51 °C i
protok CO; 0,4 kg/h. Da bi se uporedili eksperimentalni rezultati sa predvidenim rezultatima na
osnovu polinomnog modela drugog reda, ulju dobijenom pri optimalnim uslovima ekstrakcije
su odredeni prinos, sadrzaj individualnih i ukupnih tokoferola, masnokiselinski sastav, indeksi
funkcionalnosti i antioksidativna aktivnost (Tabela 14). Dobijene vrednosti svih zavisno
promenljivih su u predvidenim intervalima pri 95 % nivou poverenja i prema tome se moze

zakljuciti da je optimizacija uspeSno obavljena.
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Tabela 14. Predvidene vrednosti RSM i eksperimentalno dobijene vrednosti za Y, sadrzaj
TOC, antioksidativno delovanje na DPPH radikale, masnokiselinski sastav i indekse
funkcionalnosti ulja dobijene iz semena maline sorte Vilamet

Zavisno promenljiva Predvidena Dobijena Ir]terval pri 95_%
vrednost vrednost nivou poverenja
Y (%) 18,85 18,64+0,23 15,80 - 20,64
a-TOC (mg/100g) 51,70 49,65+3,35 41,63 — 57,70
y-TOC (mg/100g) 108,84 110,42+13,64 91,16 — 119,22
3-TOC (mg/100g) 6,33 6,26+0,54 5,04 -7,12
TTC (mg/100 g) 166,84 166,34+17,54 140,87 — 182,04
DPPH (umol/g) 8,63 9,12+1,21 6,46 — 9,96
16:0 (%) 2,49 2,48+0,03 2,19 -2,67
18:0 (%) 0,72 0,68+0,001 0,53-0,84
18:1(9) (%) 12,63 12,92+0,03 11,59 - 13,23
18:2(6) (%) 49,42 48,61+0,16 48,87 — 49,73
18:3(3) (%) 34,62 35,12+0,14 32,95 — 35,56
PUFA/SFA 26,11 26,46+0,33 22,42 — 28,26
H/H 38,75 38,97+0,48 34,45 - 41,23
Al 0,103 0,102+0,001 0,090 - 0,110
TI 0,024 0,023+0,0003 0,020 - 0,026

4.1.7. Oksidativna stabilnost ulja

Oksidativna stabilnost ulja je odredena Rancimatnim testom i dobijene vrednosti su
prikazane u tabeli 15. Test se temelji na ubrzanom kvarenju ulja pri poviSenim temperaturama
uz konstantan dovod vazduha, pri ¢emu se indukcioni period odreduje na osnovu koli¢ine
izdvojenih kratkolanclanih isparljivih organskih kiselina. Indukcioni period daje informaciju o
otpornosti ulja ka oksidovanju, Sto znaci da $to je indukcioni period duzi ulje se moze smatrati
stabilnijim. Da bi se smatralo da je ulje stabilno ovaj indukcioni period mora biti duzi od 3 h
(Sarin i dr., 2009). Iz rezultata prikazanih u tabeli 15 se vidi da sorta maline nema znac¢ajan
uticaj na oksidativnu stabilnost ulja dobijenog SFE ugljen-dioksidom, pri optimalnim
uslovima. Takode, u poredenju sa uljima drugih kultura, kao $to su suncokretovo ulje (2,54 h),
ulje kukuruzne klice (4,79 h), ulje semena grozda (2,64 h), ulje uljane repice (4,30 h) i sojino

ulje (3,27 h) (Volmut i dr., 2009), moze se videti slicnost u oksidativnoj stabilnosti.
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Tabela 15. Oksidativna stabilnost ulja ekstrahovanih superkritiénim ugljen-dioksidom pri
optimalnim uslovima

Sorta Oksidativna stabilnost (h)

Vilamet 3,73 +0,25°
Polka 3,71 +0,22%
Miker 3,78 £ 0,19%

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD, n = 3. Ista slova ukazuju da razlike u
oksidativnoj stabilnosti statisti¢ki nisu znacajne prema Tukey-ovom HSD testu (p <0,05).

4.1.8. Antimikrobna aktivnost ulja

Testovi na antimikrobnu aktivnost ulja su radeni na Gram+ i Gram- bakterijama.
Medutim, upotrebom navedene metodologije, ni u jednom slucaju nije utvrdena antimikrobna
aktivnost ulja semena nijedne ispitivane sorte maline. Razlog tome moze biti slaba
rastvorljivost u vodi, medutim u ovom slucaju postoji prostor za eventualna buduca istrazivanja

koja bi se prosirila na veci broj testiranih mikroorganizama.

4.2. Karakterizacija polifenolnih ekstrakata

Tokom proteklih godina velika paZnja istraZzivaca je posvecena polifenolima koji su
sadrzani u biljnim vrstama. Ovi sekundarni biljni metaboliti, prirodno prisutni u vocu i1 povréu,
deo su naSe svakodnevne ishrane. Fenoli su jedinjenja sa Sirokim spektrom struktura, od
jednostavnih, koje sadrze jedan hidroksilovani aromati¢ni prsten do visoko sloZenih polimernih
supstanci. Stoga je poznavanje polifenolnog profila ekstrakta veoma znacajno u smislu

upotrebe ekstrakta kao potencijalnog funkcionalnog dodatka hrani.

Polifenoli i medu njima EA su, kako je ve¢ navedeno, ekstrahovani upotrebom cetiri
razlicite metode ekstrakcije. S obzirom da je metodom UAE dobijena najveca koli¢ina EA i
najve¢i RC ekstrakata, ova metoda je optimizovana u cilju dobijanja najvece koli¢ine EA i
najveceg RC ekstrakata. Ekstrakti su podvrgnuti analizama odredivanja sadrzaja EA, RC i
polifenolnog profila pomoc¢u LC-MS/MS. Bioaktivnost polifenolnih ekstrakata je odredena

antioksidativnim, antimikrobnim i antiproliferativnim testovima.

4.2.1. Sadrzaj elaginske Kkiseline
Sve je vece interesovanje za prirodne izvore jedinjenja koja bi se mogla koristiti za
prevenciju i leGenje razli¢itih bolesti. Izvesno je da hrana koja sadrzi elaginsku kiselinu pored

ostalih bioloskih aktivnosti, poseduje i antiproliferativna svojstva. Prethodne studije sugeriSu
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da je antiproliferativna aktivnost maline pretezno povezana Sa elaginskom Kiselinom i
elagitaninima (Jurani¢ i dr., 2005). Zbog toga je sadrzaj EA i elagitanina jedan od glavnih
parametara kvaliteta maline, a odabir sorti sa veéim koli¢inama ovih jedinjenja vazan je
zadatak. Takode, ranija istrazivanja koja su sproveli Daniel i dr. (1989) ukazuju na to da je
sadrzaj slobodne EA u semenu maline izrazito mali u odnosu na sadrzaj elagitanina, te je, kako
bi se povecao sadrzaj EA bilo neophodno izvrSiti hidrolizu elagitanina. S obzirom da je
polifenolni ekstrakt dobijen nakon hidrolize neupotrebljiv za ljudsku upotrebu, zadatak je bio
da se dobije sto veca koli¢ina slobodne EA iz semena maline navedene tri sorte, upotrebom

,,zelenth” ekstrakcionih tehnika.

Kako bi se doslo do optimalne polarnosti rastvaraca, odnosno odnosa etanola i vode,
uradena je serija eksperimenata. Prethodno je izvedena ekstrakcija polifenola i metanolom kao
ekstrakcionim sredstvom, ali s obzirom da je sadrzaj EA u oba sluc¢aja bio sli¢an (48,54 mg/100
upotrebljavati ukoliko je cilj dobijanje jestivog proizvoda, odlu¢eno je da se kao ekstrakciono
sredstvo Koristi etanol. Sadrzaj EA dobijen ¢vrsto-tecnom ekstrakcijom razli¢itim odnosima
etanola i vode je prikazan na slici 27. S obzirom da je etanol kori$¢en kao rastvara¢ u svim
ekstrakcionim metodama, Cvrsto-teCna ekstrakcija je imala za cilj odredivanje optimalnog
odnosa etanola i vode, kako bi se nakon ostalih ekstrakcija (MAE, UAE i ASE) dobila najveca
koli¢ina EA. Iz prilozenih rezultata se vidi da se sa povecanjem sadrzaja etanola, odnosno
smanjenjem polarnosti rastvaraca, povecava sadrzaj EA u ekstraktima. Medutim, sa ekonomske

tacke gledista, za ostale ekstrakcije, koriS¢en je rastvara¢ koji sadrzi 80 % etanola i 20 % vode.

Sadrzaj EA u ekstraktima primenom svih ispitanih metoda ekstrakcije prikazan je u
tabeli 16. Kao $to je i o¢ekivano, najveca koli¢ina ekstrahovane EA je dobijena nakon ¢vrsto-
tecne ekstrakcije kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH. Razlog tome je znacajno manja koli¢ina
slobodne EA, u odnosu na vezanu, u poredenju sa rezultatima dobijenim nakon ostalih metoda
ekstrakcije. Iz prikazanih rezultata se vidi da postoje znacajne razlike izmedu ekstrakata EA
dobijenih ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom u odnosu na koncentraciju EA dobijene alternativnim
metodama. Upotreba niske frekvencije kod UAE doprinela je vec¢em prinosu EA u odnosu na

konvencionalnu metodu.
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Slika 27. Sadrzaj elaginske kiseline (a) i redukcioni kapacitet (b) dobijeni ¢vrsto-te¢nom
ekstrakcijom pri razli¢itim odnosima etanola i vode u obezmas¢enom semenu maline sorte
Vilamet

Tabela 16. Redukcioni kapacitet i sadrzaj elaginske Kkiseline u ekstraktima obezmasc¢enog
semena maline sorte Vilamet dobijenim svim ispitivanim metodama ekstrakcije

Metoda ekstrakcije Redukcioni kapacitet ~ Sadrzaj elaginske

(9/100 g uzorka) kiseline (mg/100 g
uzorka)

Mikrotalasna ekstrakcija 2,49 + 0,03° 35,36 + 0,99"

80 % etanolom

Ekstrakcija rastvaratem 2,58 + 0,07° 32,83 +1,56"

pod pritiskom 80 %

etanolom

Ultrazvuéna ekstrakcija 2,62 + 0,02° 36,36 + 0,63"

80 % etanolom™*

Cvrsto-tecna ekstrakcija 0,38 +0,14° 831,42 + 88,18°

kiselog hidrolizata

pomoc¢u MeOH

Cvrsto-te¢na ekstrakcija 0,39 +0,09% 20,96 + 1,48°

80 % etanolom

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razlicita slova u istoj koloni ukazuju
na znacajne razlike izmedu primenjene tehnike ekstrakcije prema Tukey-ovom HSD testu (p
<0,05).

* UAE je izvedena na centralnoj tacki (80 % etanol, 10 min, 15 cm®/g, 60 °C)
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Takode, primenom mikrotalasne ekstrakcije znacajno je povec¢an prinos EA u odnosu
na klasi¢nu ¢vrsto-te¢nu ekstrakciju uz upotrebu 80 % etanola. Isto tako, poveéanjem pritiska i
temperature, u slucaju ekstrakcije rastvaraCem pod pritiskom, povecava se rastvorljivost
supstanci, te je prinos EA zbog toga veci nego kod konvencionalne metode. Uzimajuci u obzir
da upotreba MeOH i HCI za ekstrakciju daje ekstrakte koji kao takvi nisu pogodni za ljudsku
upotrebu, kao i rezultate dobijene nakon ostalih metoda ekstrakcije (Tabela 16), UAE se
pokazala kao najpogodnija za ekstrakciju slobodne EA, s obzirom da je tom ekstrakcionom
metodom dobijena najveca koli¢ina EA (36,36 mg/100 g).

Svi dobijeni rezultati su bili znacajno visi u poredenju sa rezultatima koji su
prezentovani u prethodnim istrazivanjima Bobinaite i dr. (2012), koji su ekstrahovali slobodnu
elaginsku kiselinu upotrebom MeOH i u kojima se sadrzaj EA kretao u rasponu od 2,0 do 5,5

mg/100 g. Hromatogram EA dobijene UAE pri optimalnim uslovima je prikazan na slici 28.
mAU .

15 -

Elaginska kiselina

5 10 15 min

Slika 28. HPLC-DAD hromatogram elaginske kiseline ekstrakta obezmasc¢enog semena maline
sorte Vilamet, dobijenog UAE pri optimalnim uslovima (58 °C, 15 min, 17,8 mg/dm?® i 80 %
EtOH)

4.2.2. Redukcioni kapacitet

Redukcioni kapacitet ekstrakata dobijenih ¢vrsto-tecnom ekstrakcijom sa razli¢itim
odnosima etanola i vode je prikazan na slici 27. Rezultati ukazuju na to da menjanje polarnosti
rastvaraca dovodi do razli¢itog RC u ekstraktima. S druge strane, rezultati istrazivanja

Bobinaite i dr. (2015) su pokazala da postoje znacajne razlike u RC u zavisnosti od sorte
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maline. Zatim, utvrdeno je da razli¢ita podneblja na kojima su gajene maline, uzimajuci u obzir
brojne faktore koji mogu uticati na RC, nemaju znac¢ajan uticaj na RC kada su iste sorte maline
u pitanju (Bobinaite i dr., 2015).

RC u ekstraktima za sve koris¢ene metode ekstrakcije je prikazan u tabeli 16. Jasno se
vidi da znacajno veéi RC imaju ekstrakti dobijeni ultrazvu¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom,
kao i primenom rastvaraca pod pritiskom, u poredenju sa Cvrsto-te¢nom ekstrakcijom kiselog
hidrolizata pomoéu MeOH i c¢&vrsto-tecnom ekstrakcijom pomoc¢u EtOH. Istrazivanja
sprovedena od strane Park i dr. (2014) koji su seme obezmasé¢ivali n-heksanom a potom
fenolnu frakciju ekstrahovali upotrebom MeOH pokazuju znacajno veé¢i RC u semenu maline
(27,1-78,8 /100 g). Sto se ti¢e rezultata prikazanih u tabeli 16, najveéi RC je dobijen UAE
(2,62 g/100 g), dok je najmanji RC dobijen ¢vrsto-teénom ekstrakcijom Kiselog hidrolizata
pomoc¢u MeOH (0,38 g/100 g) i Cvrsto-teCnom ekstrakcijom uz upotrebu 80 % EtOH kao
rastvaraca (0,39 g/100 g). Imaj¢i to u vidu, kao i rezultate sadrzaja EA, odluceno je da se

metoda UAE optimizuje primenom RSM u cilju dobijanja najvece koli¢ine EA i najveceg RC.

4.2.3. Optimizacija ultrazvucne ekstrakcije pomoéu metode odzivne povrsine i
eksperimentalna validacija

Uticaj parametara procesa optimizacije UAE (Tabela 3) na sadrzaj EA i RC u
ekstraktima dobijenim iz obezmaséenog semena maline sorte Vilamet, prikazani su u tabeli 17.
Kao $to se moze videti, najvisi sadrzaj EA (45,62 mg/100 g; eksperiment 8) dobijen je pri
slede¢im eksperimentalnim uslovima: temperatura 80 °C, trajanje ekstrakcije 5 min, odnos
rastvara&/&vrsta supstanca 25 cm/g, 60 % etanol, dok je najnizi sadrzaj EA (22,52 mg/100 g;
eksperiment 15) dobijen pri eksperimentalnim uslovima: temperatura 40 °C, trajanje

ekstrakcije 5 min, odnos rastvara¢/¢vrsta supstanca 25 Cm3/g, 100 % EtOH.
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Tabela 17. Efekti procesnih parametara UAE na RC i sadrzaj EA u ekstraktima dobijenim iz
obezmas¢enog semena maline sorte Vilamet

Eksperiment*  Redukcioni kapacitet Sadrzaj EA
(9/100 g) (mg/100 g)
1 0,67 33,01
2 1,21 23,56
3 1,08 39,05
4 1,18 29,12
5 1,12 42,12
6 1,39 40,74
7 1,42 35,34
8 0,85 45,62
9 1,39 44,19
10 1,42 37,48
11 1,20 42,18
12 1,19 41,11
13 1,53 31,94
14 1,02 40,37
15 1,16 22,52
16 1,13 31,73
17 1,54 34,07
18 1,30 24,61
19 1,35 40,99
20 1,44 38,83
21 1,15 44,14
22 0,93 36,54
23 1,03 35,41
24 1,26 29,92
25 1,40 34,18
26 1,65 38,74
27 1,39 28,49

*Eksperimentalni uslovi su prikazani u tabeli 3

Kao $to je prikazano u tabeli 18, izraCunati koeficijent determinacije iznosio je 0,8589,

dok je prilagodeni koeficijent determinacije iznosio 0,6382. Nedostatak fitovanja nije bio
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znaCajan  (p>0,05), pa primenjeni model predstavlja prihvatljivu aproksimaciju
eksperimentalnih rezultata. Na osnovu relativno niske vrednosti koeficijenta varijacije (6,76),
potvrdena je dobra ponovljivost proucavanih sistema. Iz tabele 19 se takode moze videti da
linearni Clanovi sva Cetiri parametra imaju znacajan uticaj na sadrzaj EA i njihov uticaj je

prikazan naslici 29.

Tabela 18. Procenjeni koeficijenti fitovanja polinomskog drugog reda za sadrzaj RC i EA u
ekstraktima dobijenim iz obezmascenog semena maline sorte Vilamet

Clanovi RC (g/100 g uzorka) EA (mg/100 g
uzorka)

Bo 1,42 40,66

Linearni

b 0,077** -1,12%%*

)7 0,050%*** -2,66*

3 -0,064** -1,18%**

Ba 0,028 1,20%**

Interakcija

P12 -0,14* 1,98*

f13 -0,016 -0,68

Pa -0,018 0,27

B3 0,074** -1,53%*

iz 0,003 -1,97*

P -0,021 4,56*

Kvadratni

P 0,17** -4,71*

)i -0,004 0,39

f33 -0,18** -4,50%*

im -0,25* 1,51

R% 0,8915 0,8589

AdjR? 0,7650 0,6382

CcV® 8,72 6,76

pm- vrednost”  0,0008 0,0001

pir- vrednost®  0,0961 0,4391

Visko znacajan *p<0,01.

Znacajan **0,01< p<0,05.

Umereno znacajan ***(,05< p<0,1.

®Koeficijent determinacije.

®Prilagodeni koeficijent determinacije.
‘Koeficijent varijanse ( %).

%Verovatnoca F-vrednosti za model.
*Verovatno¢a F-vrednosti za nedostatak fitovanja.
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Slika 29. Uticaj linearnih ¢lanova jednacine 11 na sadrzaj elaginske kiseline
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Slika 30. Uticaj interakcije ¢lanova jednacdine 11 na sadrzaj elaginske kiseline

Na sadrzaj EA u ekstraktu, znacajan uticaj ima linearni faktor temperature (Slika 29),
Sto znaci da se sa povecanjem temperature povecava prinos EA, iz razloga sto se povecava
pristup ekstrakcionog sredstva u pore matriksa, te je lakSe ekstrahovati zeljeno jedinjenje.
Takode, interakcija koncentracije i trajanja ekstrakcije etanolom, trajanja ekstrakcije i odnosa
rastvarac/Cvrsta supstanca, trajanja ekstrakcije i temperature i odnosa rastvaraé/Cvrsta
supstanca i temperature imaju znacajan uticaj na sadrzaj EA (Slika 30). Zatim, kvadratni
¢lanovi koncentracije etanola i odnosa rastvara¢/Cvrsta supstanca imaju znaéajan uticaj na
sadrzaj EA, dok ostali parametri nemaju signifikantni uticaj na sadrzaj EA u ekstraktima.

Rezultati pokazuju znaCajan uticaj duzine trajanja ekstrakcije na sadrzaj EA, odnosno
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smanjenjem duzine trajanja ekstrakcije povecava se koncentracija EA u ekstraktima. Jednac¢ina
prediktivnog modela (jedna¢ina (11)) za EA sa zanemarenim koeficijentima koji nisu bili

signifikantni bila je sledeca:

EA = 40,66 — 1,12X, — 2,66X, — 1,18X5 + 1,20X, + 1,98X;, — 1,53X,5 —
1,97 X4 + 4,56X3, — 4,71X% — 4,50X2 (11)

Uticaj parametara procesa optimizacije UAE (Tabela 3) na RC u uzorcima, prikazani su
takode u tabeli 17. Kao $to je prikazano, najve¢i RC (1,65 g/100 g uzorka, eksperiment 26)
postignut je nakon ekstrakcije na 60 °C, u trajanju ekstrakcije od 30 min, odnosa
rastvarata/Svrste supstance 20 cm®/g i upotrebom 60 % etanola. S druge strane, najmanji RC
(0,67 g/100 g uzorka, eksperiment 1) dobijen je nakon ekstrakcije na 40 °C, u trajanju
ekstrakcije od 15 min, odnosa rastvarad/Svrsta supstanca od 30 cm®/g i upotrebom 60 %
etanola. Eksperimentalno dobijeni RC fitovan je kvadratnim polinomskim modelom (jednacina
(12)), a procenjeni koeficijenti su prikazani u tabeli 18. Imajuc¢i u vidu da je EA stabilna na
visim temperaturama, moze se zakljuciti da sa pove¢anjem temperature raste i prinos EA. Isto
tako, polarnost ekstrakcionog sredstva ima znacajan uticaj na prinos EA. Nadeno je da je

optimalan odnos etanol/voda 4:1 (v/v).

Izracunati koeficijent determinacije iznosio je 0,8915, dok je prilagodeni koeficijent
determinacije bio 0,7650 (Tabela 18). Nedostatak fitovanja nije bio signifikantan (p>0,05), pa
primenjeni model predstavlja dobru aproksimaciju eksperimentalnih rezultata. Prema RSM
moze se videti da linearni ¢lanovi koncentracije etanola, trajanje ekstrakcije i odnosa
rastvara¢/¢vrsta supstanca imaju znacajan uticaj, dok temperature na kojoj se izvodi ekstrakcija
nema znacajan uticaj na RC. Rezultati ukazuju da upotreba rastvaraca sa 60 % etanola dovodi
do veéeg RC. Ovo se moze objasniti slicnom polarnoséu rastvaraca i ciljnih jedinjenja.
Interakcija koncentracije etanola i trajanja ekstrakcije, kao i interakcija trajanja ekstrakcije i
odnosa rastvara¢/Cvrsta supstanca, dovodi do znacajnih promena RC za razliku od preostale
dve interakcije (Slika 31). Kvadratni ¢lanovi sadrZaja etanola, odnosa rastvara¢/¢vrsta

supstanca i temperature imali su znacajan uticaj na RC.

RC = 1,42 + 0,077X, + 0,050X, — 0,064X5 — 0,14X,, + 0,074X,5 + 0,17X? — 0,18X2 —
0,25X2 (12)
Za razliku od prinosa EA, temperatura ekstrakcije nema znacajan uticaj na RC. S druge

strane, podeSavanjem polarnosti rastvaraca, odnosno odnosa etanol/voda moze se znacajno
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uticati na povecanje njihovog sadrzaja, pa rezultati pokazuju da se povecanjem sadrzaja

etanola, povecava i RC.

20 2.0
B
18 o LE -
g . g
5 7 B 16
o — —— * =  ——
g 14 — § e
] -
E 1.2 9 El |'1 -
a .
% 1.0 _g 1.0 4
8
M 0s B038 -
06 0.4
T T T T T T T T T
1.0 0,5 0,0 05 1,0 10 05 00 05 10
Sadrizj EtOH Trajanje ekstrakeie
20 4 )
W18 - oy
g 5
S-;- 16 - B o6
i : 3 3 1
14 * e —_ 14 L —
% l - - H § - - -
g 12 S g1 '/ \\.
! * &
=10 % 10 -
o
SENTE TR
06 06
T T T T T T T T T T
=10 0.5 a0 05 1.0 =10 <05 o0 s 1.0
Odnos teéno-Svrsto Temperanra
1.8
) \ o 1.8
g 16 8 16
® ’li B 14
g 8 12
g W g 10
g‘ 08 é 038
a5 E o6
-s -s
1 1
& 1,00 o 1,00
i 0,50 ?
B Voo 0.50 C:Odnos 0.00 .0.50 ¥ -0,50 B:Vreme
-1.00 -1.00 tecno-Evrsto "V
’ ’ -1,00 -1,00

Slika 31. Uticaj linearnih ¢lanova i interakcije ¢lanova jednacine 12 na RC
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Parametri optimalnih uslova UAE elaginske kiseline i RC bili su temperatura od 58 °C,
trajanje ekstrakcije od 15 min, odnos rastvarad/dvrsta supstanca od 17,8 cm®/g i upotreba 80 %
etanola. Da bi se optimizacija eksperimentalno validovala, ekstrakti dobijeni pri optimalnim
uslovima su testirani na RC i sadrzaj EA. Usled dobrog poklapanja eksperimentalno dobijenih i
metodologijom predvidenih vrednosti RC i EA, moze se zakljuciti da je optimizacija izvrSena

uspesno (Tabela 19).

Tabela 19. Predvidene vrednosti RSM i eksperimentalno dobijene vrednosti RC i sadrzaja
elaginske Kiseline u ekstraktu obezmas$¢enog semena maline sorte Vilamet dobijenom
primenom UAE

Zavisno promenljiva Predvidena Dobijena  Interval pri 95 %
vrednost vrednost nivou poverenja

RC (g/100 g uzorka) 1,415 1,367 1,33-1,50

Sadrzaj EA (mg/100 40,66 43,05 38,72 - 42,60

g uzorka)

Nakon uspe$no sprovedene optimizacije pomocu RSM, odreden je sadrzaj EA i u
ekstraktima dobijenim UAE pri optimalnim uslovima iz preostale 2 sorte. Objedinjeni rezultati

sadrzaja EA u ekstraktima sve tri sorte su prikazani u tabeli 20.

Tabela 20. Sadrzaj elaginske kiseline u ekstraktima sve tri sorte dobijenim pomoc¢u UAE pri
optimalnim uslovima

Sorta Sadrzaj EA (mg/100 g)
Vilamet 43,05 + 0,59°
Polka 44,29 +0,17°
Miker 46,76 + 1,03°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razlicita slova ukazuju na znacajne
razlike u sadrzaju EA u ekstraktima razli¢itih sorti semena maline prema Tukey-ovom HSD
testu (p <0,05).

Kao sto se moze videti iz rezultata prikazanih u tabeli 20, sadrzaj EA se kretao od 43,05
mg/100 g, do 46,76 mg/100 g u zavisnosti od sorte. Najveci sadrzaj EA dobijen pomo¢u UAE
pri optimalnim uslovima je sadrzao ekstrakt sorte Miker, dok izmedu ekstrakata sorti Vilamet 1

Polka ne postoje statisti¢ki znacajne razlike.
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4.2.4. Fenolni profil ekstrakta

Fenolini profil ekstrakata dobijenih iz sve tri sorte odreden je pomoc¢u LC-MS/MS. U
tabelama 21 a-c prikazani su fenolni profili ekstrakata semena maline sve tri sorte. U semenima
sve tri ispitivane sorte je detektovan veliki broj fenolnih jedinjenja za koje je poznato da imaju
niz bioloskih jedinjenja (Li i dr. 2014). U uzorcima je detektovano ukupno 41 razli¢ito fenolno
jedinjenje i u tabelama 21 a-c je prikazano koja su jedinjenja detektovana u kojim ekstraktima

dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije i u razli¢itim sortama maline.

Iz tabele 21a se vidi da je detektovano 6 fenolnih kiselina u koje spadaju elaginska,
ferulna, galna, hlorogenska, kafena i kumarna kiselina. Fenolne kiseline su prisutne u nasoj
ishrani u razli¢itim namirnicama i1 zbog svojih bioaktivnih svojstava, detaljno se proucavaju i
postoje dokazi o njihovoj ulozi u prevenciji autoimunih bolesti (Rashmi i Negi, 2020). Osim
toga, fenolne kiseline se istrazuju zbog antialergijskih, antimikrobnih, kardioprotektivnih,

antikancerogenih i antidijabetickih svojstava (Anantharaju i dr., 2016; Kumar i Goel, 2019).

Zatim, iz tabele 21b se vidi da se u ekstraktima nalaze razli¢iti flavonoidi, kao $to su
katehin i epikatehin, kemferol i kvercetin, kao i katehin dimer, poznat i kao procijanidin B.
Sadrzaj flavonoida je direktno povezan sa ekstrakcionom metodom, odnosno pH-vrednoséu
sredine. Prisustvo flavonoida u hrani uti¢e na parametre kvaliteta hrane, kao Sto su goréina,
kiselost, slatko¢a, aroma i boja. Uticaj flavonoida na funkcionalnost hrane se ogleda u vidu
pozitivnog dejstva na zdravlje, odnosno flavonoidi imaju antioksidativno i antikarcinogeno
dejstvo, a takode ispoljavaju i kardiopreventivno, antimikrobno, antivirusno i neuro-zastitno

delovanje (Aron i Kennedy, 2008).

Takode, prisutan je i veliki broj antocijana i antocijanidina (Tabela 21c). Znacaj
antocijana u ljudskoj ishrani se ogleda u tome §to ljudi koji konzumiraju vece koliine hrane
bogate antocijaninima imaju smanjen rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti (Kay i dr.,
2009). Hromatogram na kome je prikazan polifenolni profil ekstrakta dobijenog UAE pri

optimalnim uslovima iz semena maline sorte Vilamet je prikazan na slici 31.

102



Bosko Mari¢ Doktorska disertacija

Tabela 21a. Detektovane fenolne kiseline u ispitivanim ekstraktima primenom LC-MS/MS

Uzorak
Retenciono
vreme Prekursor Produkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Jedinjenje (min) jon (m/z) jon (m/z)

Elaginska kiselina 18,63 165,1013 101,304 d d d d d d d d d d
Ferulna kiselina 9,56 1495521 139,21481 d d d nd nd d d d d d
Galna kiselina 13,32 1275114 109,1745 d nd nd d d d d d d d
Hlorogenska kiselina 15,65 355,2802 1639814 d d d nd nd d d d d d
Kafena kiselina 36,32 1818385 1639882 d d d d d d d d d nd
Kumarna kiselina 16,32 103,0878 1233232 d nd nd nd nd nd nd d d d

d - detektovan, nd - nije detektovan, 1 - Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH, 2
- Ekstrakt semena sorte Polka dobijen ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH, 3 - Ekstrakt semena sorte Miker dobijen
¢vrsto-tecnom ekstrakcijom kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH, 4 - Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen UAE pri optimalnim uslovima, 5 -
Ekstrakt semena sorte Polka dobijen UAE pri optimalnim uslovima, 6 - Ekstrakt semena sorte Miker dobijen UAE pri optimalnim uslovima, 7 -
Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen ASE, 8 - Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen MAE, 9 - Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen ¢vrsto-
te¢nom ekstrakcijom, 10 - Ekstrakt semena sorte Vilamet dobijen UAE pri srednjim uslovima
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Tabela 21b. Detektovani flavonoidi u ispitivanim ekstraktima primenom LC-MS/MS

Uzorak
Retenciono
vreme Prekursor Produkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Jedinjenje (min) jon (m/z) jon (m/z)

Epikatehin 10,32 289,5685 245,0842 d d nd d d d d d
Fizetin 18,65 213,4379 139,0087 d d d d d d d d
Katehin 25,30 139,0792 1231212 d nd nd d d d nd d d d
Katehin dimer 26,32 289,0438 1256281 d d d d d d d d d d
Kemferol 16,32 4872653 287,1222 d d d nd d d d nd d nd
Kemferol-3-glukurozid-7,4-diramnozid 15,56 588,8521 2155251 d d d d d d d d d d
Kemferol-glukuronid 14,32 593,4080 2853694 d d nd d d d d d d nd
Kemferol-malonil-heksozid 16,56 515,0803 2740121 d d d nd d d d d d d
Kemferol-ramnozil-diheksozid 17,01 515,1379 325,3231 d nd nd d d nd nd nd nd
Kemferol-diheksozid 16,44 518,1514 2872852 d d nd d d d d d d
Kemferol-ramnozid 15,32 5752322 2520191 d d d nd d d d nd d nd
Kvercetin 36,39 3016185 1518237 d d d d d d d d d nd
Kvercetin-arabinozid 36,85 3553487 1473417 d d d d d d d d d d
Kvercetin-diheksozid 35,63 3451283 1751474 d d d d d d d d d d
Kvercetin-3-(6-0-galoilgalaktozid) 34,52 365,1364 1853449 d d d d d d d d d d
Kvercetin-glukuronozid 33,32 385,0433 2010062 d d d d d d d nd d d
Kvercetin-heksozid 36,35 3552776 198,1954 d d d d d d d d d d
Kvercetin-malonil-heksozid 34,52 365,0222 187,7822 nd d d nd d d d d d d
Miricetin 19,65 151,2469 108,3229 d d d d d d nd d nd
Naringenin 21,32 235,4685 124,5924 d nd d d d d d d d
Ramnetil-glukuronozid 45,12 420,1541 179,6961 d d d d d d d d d
Ramnetil-malonil-heksozid 44,36 485,0097 198,0891 nd nd d d d d d d nd

Legenda ista kao u tabeli 21a.
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Tabela 21c. Detektovani antocijani i antocijanidini u ispitivanim ekstraktima primenom LC-MS/MS

Doktorska disertacija

Uzorak
Retenciono
vreme Prekursor Produkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Jedinjenje (min) jon (m/z) jon (m/z)

Cijanidin-heksozil-pentozid 32,52 3025345 1255156 d d d d d nd d d d d
Cijanidin-pentozid 33,61 315,6191 136,571 d nd nd nd nd nd d d d nd
Cijanidin-ramnetin-diheksozid 36,32 356,1842 1091251 d nd d d d d d nd d nd
Delfinidin-heksozid 19,65 303,1252 2299954 d d d d d d d d d d
Delfinidin-pentozid 24,32 300,2325 1572322 nd nd d nd d d d d d d
Delfinidin-ramnetin-heksozid 26,52 356,5632 2412312 d d d d d d d d d d
Hrizantemin 50,25 4491253 1286344 d d d d d d d d d d
Malvidin-acetilheksozid 24,25 271,1625 1051242 d nd nd d d d d d d d
Malvidin-arabinozid 24,53 296,6325 1025206 d d d d d nd d d nd nd
Malvidin 25,36 3286618 1525254 d d nd d d d d d d d
Pelargonidin 23,25 356,0011 2412268 nd d d d d d d nd d nd
Petunidin 46,33 386,2563 1651452 d nd nd d d d nd nd d d
Petunidin-pentozid 45,55 402,0451 1255948 d d d d d d d nd d nd

Legenda ista kao u tabeli 21a.
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Slika 32. LC-MS/MS TIC hromatogram ekstrakta obezmasc¢enog semena maline sorte Vilamet dobijenog UAE pri optimalnim uslovima (58 °C,
15 min, 17,8 cm*/g i 80 % EtOH)
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Sa hromatograma prikazanog na slici 32 se vidi da se pikovi mnogih detektovanih
jedinjenja ne isti¢u previse u odnosu na Sum bazne linije, te se moze zakljuciti da su prisutni
samo u tragovima. To moze znaciti da bioloska aktivnost ekstrakta poti¢e od polifenola sa

retencionim vremenima izmedu 30,87 do 51,49 min.

4.2.5. Antioksidativna aktivnost ekstrakta

Visok unos voca, povréa i integralnih zitarica, bogatih polifenolima, direktno je
povezan sa smanjenjem rizika od mnogih hroni¢nih bolesti, ukljucujuéi rak, kardiovaskularne
bolesti, hroni¢nu upalu i mnoge degenerativne bolesti (Tsao, 2010). Istrazivanja koja su
sproveli Wang i dr. (1996) su pokazala da su mnoge od ovih bolesti povezane sa
oksidativnim stresom. Fitohemikalije, posebno polifenoli, prevashodno doprinose ukupnim
antioksidativnim aktivnostima vocéa. Utvrdeno je da su polifenoli snazni antioksidansi koji
mogu neutralisati slobodne radikale doniraju¢i elektron ili atom vodonika. Visoko
konjugovani sistem i odredeni obrasci hidroksilacije, poput 3-hidroksi grupe u flavonolima,
smatraju se vaznim u antioksidativnim aktivnostima. Antioksidativna aktivnost polifenola se
ogleda u tome S$to sprecavaju stvaranje slobodnih radikala inhibirajuéi stvaranje ili
intenzivirajuci deaktiviranje prekursora slobodnih radikala, §to doprinosi Smanjenju brzine
oksidacije. Najces¢e deluju kao hvataci slobodnih radikala lanc¢anih reakcija peroksidacije
lipida (prekidaci lanca). Prekidaci lanca doniraju elektron slobodnom radikalu, neutraliSuci
radikale 1 sami postajuci stabilni (manje reaktivni) radikali, zaustavljaju¢i tako lanCane

reakcije (Slika 33) (Pietta, 2000; Tsao, 2010).

OH .

Slika 33. Reakcija antioksidativne aktivnosti polifenola na slobodne radikale (Pietta, 2000)
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U svrhu procene ukupne antioksidativne aktivnosti, razvijeno je nekoliko in vitro
antioksidativnih testova. Medutim, mora se biti oprezan kada se antioksidativna aktivnosti
procenjuje na in vitro modelima. Sa stanovi$ta hemije, molekuli polifenola, nakon S$to
doniraju atom vodonika ili elektron, sami postaju slobodni radikali i ako su prisutni u
dovoljnoj koli¢ini mogu potencijalno da izazovu prooksidativne aktivnosti. Medutim, S
obzirom da su ovi nastali radikali mnogo manje reaktivni, pitanje je da li ¢e se takva
prooksidativna aktivnost javiti u in vivo sistemima i naneti Stetu ¢oveku, $to upucuje na

potrebu za daljim istrazivanjima (Halliwell, 2008).

U tabeli 22 i na slici 34 prikazani su rezultati in vitro antioksidativnih testova
dobijenih na uzorcima koji su ekstrahovani pri optimalnim uslovima UAE iz semena sve tri

ispitivane sorte maline.

Tabela 22. Rezultati in vitro antioksidativnih testova polifenolnih ekstrakata tri sorte semena
maline dobijeni primenom UAE pri optimalnim uslovima

Sorta/Test DPPH (umol/dm®/g)  ABTS' (umol/dm®g) FRAP (umol/dm®/g)
Vilamet 359,8 + 17,6 2174 + 3,0° 71,9 + 3,0%

Polka 330,8 * 25,9 4349 +18,7° 117,1+1,9°

Miker 336,4+3,7° 430,3 +4,6° 118,3 +2,0°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razli¢ita slova u istoj koloni ukazuju
na znacajne razlike izmedu sorti prema Tukey-ovom HSD testu (p <0,05).

Na osnovu rezultata DPPH testa, se moze zakljuciti da najvise antioksidativno dejstvo
ima polifenolni ekstrakt iz semena sorte Vilamet, dok su dejstva ekstrakata iz semena druge
dve ispitivane sorte znacCajno manja. S druge strane, uporedujuci rezultate druga dva testa,
ekstrakti iz semena maline sorte Vilamet imaju znacajno niZu antioksidativnu aktivnost U
odnosu na druge dve ispitivane sorte. Prema istrazivanjima Del Bo i dr. (2015) koji su
ispitivali ulogu polifenolnih jedinjenja kao antioksidanasa koji Stite od najcesc¢ih bolesti
povezanih sa oksidativnim stresom, poput kardiovaskularnih bolesti, upala, raka i
neurodegenerativnih bolesti, pokazala su da bobicasto voée i njihovi proizvodi igraju korisnu
ulogu kao antioksidansi kod ljudi i u in vitro i in vivo modelima koriste¢i ih kao dodatak
ishrani. S druge strane, rezultati nekih istrazivanja su pokazali da fenolna jedinjenja imaju i
prooksidativnu aktivnost. Medutim, nijedan neZeljeni ili toksi¢ni efekat nije povezan sa
konzumacijom ovih ekstrakata, $to moze sugerisati da su fenolni antioksidansi koji se nalaze
u bobicama prirodni pokloni za ljudsko zdravlje (Kulling i Rawel, 2008). U odnosu na

rezultate DPPH testa kojim je testirano antioksidativno delovanje ulja (Tabela 13),
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polifenolni ekstrakti imaju mnogo vise antioksidativno dejstvo, §to se moze objasniti visSom
antioksidativnom aktivnoS¢u polifenola u poredenju sa tokoferolima, kao i koncentracijom
istih u ekstraktima ulja. Takode, poredenjem rezultata sa rezultatima istrazivanja koje su
sproveli Koca i Karadeniz (2009), ekstrakti dobijeni iz kupine i borovnice imaju sli¢nu ili
nizu antioksidativnu aktivnost od ekstrakata semena maline dobijenu FRAP testom (35,05—
70,41 pmol/g za kupine i 7,41-57,92 pmol/g za borovnice). Jedan od dokaza
antioksidativnog dejstva polifenola iz razli¢itog voca jeste i ranije istrazivanje sprovedeno od
strane Mertens-Talcott i dr. (2006), koji su ispitivali antioksidativno dejstvo polifenola
poreklom iz nara i koje je pokazalo znacajnu antioksidativnu aktivnost polifenola iz ovog

izvora.

Palka
Pallka
Pallka
Miker

Milker
Vilamet
Milcen
Vilamet

—
bl
=
=]
=

=

DPPH (umol/dm3/g) | ABTS (umol'dm3/g) | FRAP (umol/dm>/g)

Slika 34. Antioksidativna aktivnost ekstrakata semena tri sorte maline dobijene primenom
UAE pri optimalnim uslovima (58 °C, 15 min, 17,8 mL/g i 80% EtOH)

Takode, veoma je vazno napomenuti da se potencijalno antioksidativno dejstvo
biljnih ekstrakata koji sadrze polifenolna jedinjenja in vivo, ne moze sa sigurnoséu povezati
sa rezultatima in vitro eksperimenata, jer oni ne uzimaju u obzir apsorpciju, metabolicke
transformacije 1 interakcije za koje je poznato da utiCu na bioloska svojstva polifenolnih

jedinjenja (Lotito i Frei, 2004).

4.2.6. Antimikrobna aktivnost ekstrakta
Fenolne kiseline, u koje spada i EA, su slabe kiseline koje mogu da disosuju na

¢elijskoj membrani pri bioloskoj pH-vrednosti od 6,8—-7,2. Ova disocijacija fenola se predlaze
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kao vazan mehanizam pomocu kojeg EA ispoljava svoju antimikrobnu aktivnost (Vattem i
Shetty, 2005). EA svoju antimikrobnu aktivnost moze ispoljiti inhibicijom rasta
mikroorganizama, heliranjem metalnih jona koji su kriti¢ni za rast i metabolizam mikroba ili
inhibicijom kriti¢nih funkcija bakterijske membrane, kao §to su jonski kanali i proteoliticka
aktivnost (Vattem i Shetty, 2005). Stoga je potencijalno antimikrobno delovanje polifenolnog
ekstrakta bio vazan segment istrazivanja.  Ekstrakti EA dobijeni UAE pri optimalnim
uslovima, iz ostatka semena sve tri ispitivane sorte su podvrgnuti testovima kako bi se
utvrdila potencijalna antimikrobna aktivnost. Antimikrobno dejstvo je odredeno na Cetiri

bakterijska soja i rezultati su prikazani u tabeli 23 i na slici 35.

Tabela 23. Antimikrobno delovanje polifenolnih ekstrakata ekstrahovanog pri optimalnim

uslovima UAE

Zona inhibicije rasta Cetiri bakterijska soja (mm)

Sorta S. aureus E. coli L. monocytogenes  S. Enteritidis
Vilamet 9,00+2,00% 10,00+0,00° 9,33+0,578" 9,00+0,00°

Miker 7,33+0,58° 7,00+0,00 7,33+0,58° 7,33+0,58°

Polka 8,67+0,58° 7,00+0,00? 7,33+1,52° 8,50+0,71°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 3. Razli¢ita slova u istoj koloni ukazuju
na znacajne razlike izmedu sorti prema Tukey-ovom HSD testu (p <0,05).

Zona inhibicije rasta ¢etiri bakterijska soja (mm)
[ =) [+

Miker
Polka
Vilamet
Miker
Polka
Vilamet
Milker
Polka
Vilamet
Miker
Polka

]
g
=

S. aureus E coli L. monocytogenes S. Enteritidis

Slika 35. Antimikrobno delovanje polifenolnih ekstrakata dobijenih UAE pri optimalnim
uslovima (58 °C, 15 min, 17,8 cm®/g i 80 % EtOH)
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Polifenolni ekstrakti iz semena sve tri ispitivane sorte maline, dobijeni UAE pri
optimalnim uslovima su pokazali antimikrobno delovanje na svim ispitivanim bakterijskim
sojevima. Medutim, rezultati koji su dobijeni ne impliciraju na izrazito veliku antimikrobnu
aktivnost, s obzirom da su sve zone inhibicije bile manje od 12 mm. Naime u slu¢aju da je
zona inhibicije manja od 12 mm, smatra se da je bakterijska kultura rezistentna na supstancu
kojom je tretirana (Fuchs, 1989). Istrazivanje koje su sproveli Ghudhaib i dr. (2010) pokazuju
da je u zavisnosti od koncentracije EA, kao i testiranog bakterijskog soja, zona inhibicije od 8
do 20 mm.

4.2.7. Antiproliferativno dejstvo polifenolnog ekstrakta

Mozda jedna od najvaznijih osobina EA jeste njena antiproliferativna aktivnost.
Istrazivanja Seeram i dr. (2005) na odabranim ¢elijskim linijama su pokazala da EA ispoljava
antikancerogena svojstva, dovodi do zaustavljanja celijskog ciklusa i apoptoze tumorskih
Celija i sprecava nastanak i rast tumora kod zivotinja. Spre¢avanje nastanka razli¢itih tipova
karcinoma delovanjem EA odvija se putem nekoliko mehanizama. Dokazano je da EA
sprecava prevodenje policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, nitrozo jedinjenja i aflatoksina
B1, u oblike koji mogu dovesti do razvoja karcinoma. Takode, EA dovodi do tzv.
detoksikacije kancerogena stimulisanjem aktivnosti specificnih enzima, ili vezivanjem za
reaktivne metabolicke oblike kancerogena i njihovim prevodenjem u komplekse koji ne
mogu da reaguju sa ¢elijskom DNK. Takode, EA svoju antikancerogenu aktivnost ispoljava
tako $to se vezuje za i pokriva delove DNK koji mogu da reaguju sa kancerogenima ili
njihovim metabolitima (Maas i dr., 1991).

Rezultati in vitro testova na antiproliferativnu aktivnost ekstrakata i standarda EA su
prikazani u tabeli 24. Antiproliferativno dejstvo je testirano na tri humane c¢elijske linije i to:
karcinoma grlica materice (HeLa), adenokarcinoma dojke (MCF7) i fetalnih fibroblasta
plu¢a (MRC-5). Testirani su polifenolni ekstrakti dobijeni pomo¢u UAE pri optimalnim
uslovima, za sve tri sorte, kao i ekstrakti ukupne EA dobijene ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom
kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH, takode za sve tri ispitivane sorte. S obzirom da je prinos
EA bio znac¢ajno veéi nakon hidrolize (ukupni sadrzaj EA), cilj je bio da se uporedi biolosko

dejstvo EA dobijene obema metodama.
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Tabela 24. Antiproliferativno dejstvo polifenolnih ekstrakata razlicitih sorti maline dobijenih
UAE tehnikom pri optimalnim uslovima i ¢vrsto-teno ekstrakcijom kiselog hidrolizata
pomoc¢u MeOH

Metoda ekstrakcije  Sorta ICsp (ng/cm®)
HeLa MCF7 MRC-5
UAE Vilamet 12,1242,67° 6,47+0,07°°** 11,11+1,42"
Polka 10,29+2,87°%  8,19+2,42°>  8,98+1,20™
Miker 5,19+0,49**  4,92+0,70%  8,24+1,41™
Cvrsto-tecna Vilamet 31,2245 58 9,32+41,65°F  22,33+2,26%
ekstrakcija kiselog  Polka 67,69+7,79% 30,66+7,59% 35,93+10,24%
hidrolizata pomoéu  Miker 69,43+7,48%  32,49+7,97%  26,72+3,63"
MeOH
Standard Elaginska kiselina 2,47+0,40*  11,02+0,75° 3,43+0,08°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 4. Razli¢iti brojevi u istoj koloni
ukazuju na znacajne razlike izmedu sorti (tehnika ekstrakcije = konst), razli¢ita slova u istoj
koloni ukazuju na znacajne razlike izmedu primenjene tehnike ekstrakcije prema Tukey-
ovom HSD testu (p <0,05).

Antiproliferativno dejstvo ekstrakata zavisilo je od sorte, metode ekstrakcije i ¢elijske
linije. 1z tabele 24 i sa slike 36 se moze videti da su znac¢ajno vece antiproliferativno dejstvo
pokazali polifenolni ekstrakti dobijeni upotrebom UAE tehnike u poredenju sa ekstraktima
dobijenim c¢vrsto-tecnom ekstrakcijom kiselog hidrolizata pomoc¢u MeOH, na svim
ispitivanim ¢elijskim linijama. Takode, iz rezultata se vidi da je ekstrakt sorte Miker, dobijen
tehnikom UAE imao najviSu aktivnost na sve tri Celijske linije u poredenju sa ostalim
sortama. Najnize vrednosti ICsg, odnosno najizrazeniji antiproliferativni efekti dobijeni su na
¢elijskoj liniji MCF7 (Tabela 24). Aktivnost svih ekstrakata je uporedena sa aktivnos$cu
standardnog rastvora EA. Standard EA je pokazao izuzetnu antiproliferativnu aktivnost. Na
MCEF7 ¢elijskoj liniji, koja se pokazala kao najosetljivija na delovanje EA, ispitani ekstrakti
su pokazali ve¢u aktivnost u poredenju sa standardnim rastvorom EA, najverovatnije usled

prisustva drugih polifenolnih jedinjenja i njihovog sinergistickog delovanja sa EA.

Poredenjem antiproliferativne aktivnosti polifenolnih ekstrakata sa standardnim
rastvorima komercijalnih hemoterapeutika sa dokaznaim jakim antiproliferativnim dejstvom
kao §to su Doksorubicin® (0,25-0,40) i Gemcitabin® (0,04-0,13), vidi se da ovi
hemoterapeutici imaju znacajno visu antiproliferativnu aktivnost na ovim ¢elijskim linijjama

(Cetojevié-Simin i dr., 2015).
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Slika 36. ICsg vrednosti a) polifenolnih ekstrakata dobijenih UAE ekstrakcijom i ¢vrsto-
te¢nom ekstrakcijom kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH i b) standarda EA na Hela, MCF7 i
MRC-5 ¢elijskim linijjama

S obzirom da je sadrzaj EA u ekstraktima dobijenim ¢&vrsto-te¢nom ekstrakcijom
kiselog hidrolizata pomo¢u MeOH znacajno veéi nego u ekstraktima dobijenim UAE
tehnikom, bilo je o¢ekivano da ovi ekstrakti pokazu znatno jacu antiproliferativnu aktivnost.
Medutim, prema prikazanim rezultatima to nije bio slucaj. Razlog tome moze biti moguénost
da se usled hidrolize, iz ekstrakta gube pojedina jedinjenja npr. galna kiselina (Tabela 21a), s
obzirom na njihovu nestabilnost na visokim temperaturama (Volf i dr., 2014). Ovakvi
rezultati dobijaju na znacaju i iz razloga Sto ekstrakti dobijeni ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom
kiselog hidrolizata MeOH, zbog sadrzaja metanola i hlorovodoni¢ne kiseline, ne mogu da se
koriste u ljudskoj upotrebi, za razliku od ekstrakata dobijenih UAE tehnikom. Zbog svega
navedenog polifenolni ekstrakt dobijen iz sorte Miker je izdvojen kao odlican kandidat za
upotrebu u ishrani, kao funkcionalni sastojak sa snaznim i selektivnim antiproliferativnim

delovanjem.
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5. Zakljucak

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je valorizacija semena tri sorte maline koje je kao
nusproizvod, odnosno otpad, zaostalo nakon industrijske proizvodnje voéne pulpe, a u cilju
dobijanja visokokvalitetnog ulja, sa optimalnim odnosom ®—6/@—3 masnih kiselina i
sadrzajem vitamina E, kao i fenolnog ekstrakta koji sadrzi visoke koncentracije EA. Takode,
cilj je bio i utvrditi potencijalno biolosko dejstvo ulja i fenolnog ekstrakta. Ekstrakcija ulja je
izvrSena primenom konvencionalnih tehnika (ekstrakcija dihlormetanom i metanolom,
etanolom, hloroformom, ekstrakcija po Soxhlet-u n-heksanom i hladno cedenje) i savremene
tehnike ekstrakcije (ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom). Nakon izvedenih
ekstrakcija se moze zakljuciti da je najveci prinos bio dobijen nakon savremene tehnike
ekstrakcije, te je SFE optimizovana u cilju dobijanja najveéeg prinosa, ®—3 masnih kiselina i
tokoferola. Za odredivanje optimalnih uslova ekstrakcije koriséen je Box-Behnken
eksperimentalni dizajn sa metodom odzivne povrsine. Utvrdeno je da su optimalni uslovi
ekstrakcije pritisak od 340 bar, temperatura od 51 °C i protok CO, od 0,4 kg/h. Dobijeni
rezultati prinosa, sadrzaja ®—3 masnih kiselina i tokoferola u ekstraktu dobijenim pri ovim
uslovima su pokazali da je proces ekstrakcije dobro opisan i optimalni parametri
odgovarajuci, jer je dobro poklapanje predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti
odredivanih parametara. Nije bilo znacajne razlike u pogledu prinosa ulja iz semena sve tri

sorte ekstrahovanih pri ovim uslovima.

Takode, ekstrakcija polifenola iz obezmasS¢enog semena maline iz sve tri sorte je
izvedena upotrebom cCetiri ekstrakcione tehnike i to ¢vrsto-tecne ekstrakcije (pomocu EtOH 1
MeOH nakon kisele hidrolize), koja se smatra konvencionalnom, kao 1 ultrazvucne,
mikrotalasne i ekstrakcije rastvaratem pod pritiskom, koje se smatraju alternativnim. Na
osnovu postignutih, zakljuceno je da je najveci prinos polifenola i EA dobijen primenom
UAE, te je ista i optimizovana u cilju dobijanja najveceg sadrzaja EA i najve¢eg RC. Kao i u
sluaju ulja, za odredivanje optimalnih parametara ekstrakcije koris¢en je Box-Behnken
eksperimentalni dizajn sa metodom odzivne povrSine. Optimalni uslovi UAE su bili
temperatura od 58 °C, trajanje ekstrakcije od 15 min, odnos rastvara¢/Cvrsta supstanca od
17,8 cm®/g i upotreba 80 % etanola, pri ¢emu su dobijene koncentracije EA 43,05 mg/100 g
uzorka, kao i RC 1,367 g/100 g uzorka. Eksperimentima koji su izvedeni nakon optimizacije,
zakljuceno je da je dobro poklapanje eksperimentalno dobijenih i predvidenih rezultata, te se

moze zakljuciti da su optimalni parametri odgovarajuci i proces ekstrakcije dobro opisan.
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Kada se uzmu u obzir semena sve tri sorte maline, nije bilo znacajnih razlika u pogledu

sadrzaja EA i RC.

Ekstrakti ulja dobijeni pri optimalnim uslovima UAE, podvrgnuti su eksperimentima
za odredivanje sadrzaja masnih kiselina i tokoferola, kao i in vitro antioksidativnim i
antimikrobnim testovima. Ono S§to se moze zakljuciti iz podataka o masnokiselinskom
sastavu, je da je ulje semena maline izuzetno bogato polinezasi¢enim masnim kiselinama, ¢iji
je odnos sa zasi¢enim masnim kiselinama bio 26,46+0,33, te da ovakav odnos m—6/®—3
masnih kiselina sadrzanih u ulju znatno uti¢e na kvalitet ulja koje se moze upotrebljavati kao
dodatak ljudskoj ishrani i moze se porediti sa nekim drugim kvalitetnim uljima. Takode,
sadrzaj tokoferola (a-TOC 49,6543,35, y-TOC 110,42+13,64, i 6-TOC 6,26£0,54 mg/100 g)
znacajno doprinosi kvalitetu ovako dobijenog ulja, $to dobija na znacaju gledajuéi rezultate in
vitro antioksidativnog dejstva ulja na slobodne radikale (9,12+1,21 umol/g). Na osnovu ovih
rezultata, moze se zakljuciti da ulje semena maline ima znacajnu antioksidativnu aktivnost,
¢iji su tokoferoli nosioci. S druge strane, kori§¢enom metodologijom, nije utvrdena znacajna

antimikrobna aktivnost ulja.

Fenolni ekstrakti obezmas¢enog semena dobijeni pri optimalnim uslovima UAE su
pokazali visok sadrzaj EA (43,05 mg/100 g uzorka) i ne znacajno visok RC (1,367 g/100 g
uzorka). S obzirom da se EA u semenu nalazi najée$ce u obliku hidrolizujucih elagitanina,
bilo je o¢ekivano da se najveci sadrzaj EA dobije nakon hidrolize (831,42 + 88,18 mg/100 g
uzorka). Medutim upotreba metanola i hlorovodoni¢ne kiseline dovodi do dobijanja
ekstrakata koji se ne smeju koristiti u ljudskoj ishrani. Takode, eksperimenti su doveli do
zakljucka da se u obezmasc¢enom semenu nalazi velik broj flavonola, flavona, flavan-3-ola i
fenolnih kiselina. Ovakav sastav ekstarakta upucuje na znacajne bioloske aktivnosti, §to se in
vitro antioksidativnim, antimikrobnim i antiproliferativnim testovima i pokazalo. Rezultatima
dobijenim testovima antioksidativne aktivnosti potvrdena je visoka antiradikalska aktivnost.
Takode je utvrdena i znacajna antimikrobna aktivnost na svim ispitanim bakterijskim
kulturama. Sto se ti¢e antiproliferativnih aktivnosti, eksperimenti su pokazali da polifenolni
ekstrakti dobijeni pomocu UAE tehnike, pri optimalnim uslovima pokazuju znacajnu
aktivnost prema svim ispitivanim celijskim linijjama, dok hidrolizovani ekstrakti

antiproliferativnu aktivnost ispoljavaju u manjoj meri.

Uzimaju¢i u obzir rezultate istrazivanja, moze se zakljuciti da se savremene

ekstrakcione tehnike za ekstrakciju kako ulja, tako i polifenola, mogu uspesno Koristiti za
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dobijanje visokokvalitetnih ekstrakata koji se mogu upotrebljavati kao dodatak ishrani i

suplementima.
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Osaj Obpazay uunu cacmaeHu 0eo OOKMOpCKe oucepmayuje, 0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHUYK02 Npojekma Koju ce opanu Ha Yuueepsumemy y Hoeom
Caoy. llonyrwen Obpazay ykopuuumu uza mexkcma OOKmMoOpcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana mojaraka

Banopuzanuja ceMeHa ManuHE Kao MOTEHLMjaTHOT M3BOpa OMOAKTUBHHUX jEAUI-CHA 33 MPUMEHY Y
(hyHKIMOHAIHO] XpaHH U CYIJIEMEHTHMA

a) Hayunu nactutyt 32 npexpambene TexHonoruje, Yausepsurer y Hosom Cany
0) [Ipuponno-maremarnuku dakynrer, YHuBep3utetr y Hosom Cany
B) MHcTHTYT 32 oHKOMNOTHjYy BojBomune, Cpemcka Kamenwnna

r) YHUBEp3UTET NPUPOJHUX HayKa, Bapiiasa, [Tosbcka

JoxTopcke akanmemcke cryauje xemuje Ha [IpupomHo-MatemarmukoMm (akynrery, YHHBEp3UTeTa y
Hosom Cany

UctpaxuBama oOyxBahieHa OBOM JOKTOPCKOM IHCEPTALljOM /€0 Cy NpOjeKTa Ioj Ha3uBoM: Hosu
npouseoou 00 yepeanuja u nceyooyepeanuja y opeanckoj npousgoorsu (MU 46005) dhunancupanor
0]l cTpaHe MUHHUCTApCTBA HayKe, MPOCBETE M TEXHOJIOMIKOT pa3Boja Penyonuke CpOuje y nepuoy 10
2019. romuue. Ox 2020. rogavHe HCTPaXKHBAKE j€ HACTABJLEHO Yy OKBHPY mpojekra Opoj 451-03-
68/2020-14/200222 ucror MunmcrapcTsa.

1.1 Bpcra crynuje

Yxpamxko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxynbajy

JlokTOopcKa qucepranuja

1.2 Bpcre momaraka
@) xBauTHTATHBHH

@ KBaJIUTaTUBHU
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1.3. Haunn npukymbama nojaTaka
a) aHKeTe, YITUTHUIH, TECTOBU
0) KIMHUYKE MPOILICHE, MEIUIIMHCKH 3aIMCH, EIIEeKTPOHCKH 3IpaBCTBEHH 3alTUCH

B) TCHOTHUIIOBU: HABCCTHU BPCTY

T') aAMIHUCTPATHBHU TIOJAIA: HABECTH BPCTY

) Y30pIlK TKUBA: HABECTH BPCTY

) caumim, potorpacduje: HaBeCcTH BPCTY

©) rexcr, HaBecTH BpETy MIperJie] JInTepaType

K) Maria, HaBeCTH BPCTY

(G)ocrano: onucaru 1a60PaTOPHjCKH EKCIIEPUMEHTH U Meperha
1.3 ®opmar noparaka, ynorpedbeHe CKalle, KOJMMYHHA MoIaTaKa
1.3.1 YnorpeGspeHu copTBep U popMart JaToTeKe:

@ Excel dajn, matoreka .XIsx; .csv

b) SPSS ¢ajn, natorexa

©PDF ¢ajn, natorexa .pdf
(@ Texcer dajn, narotexa .docx
©IrG ¢bajn, naroreka .jpg; tiff

@Ocrano, natorexa .opj; .css

1.3.2. bpoj 3ammca (Ko KBAHTUTATUBHUX MO/IaTaKa)

a) 6poj Bapujabmu 12

0) Opoj Mepema (MCITUTaHUKa, TPOIIeHa, CHUMAaKa U CI.) BEJIHMKH Opoj

1.3.3. IloHoBIbEHA MEpPEHA

@na

0) He

VYKOJIMKO je OJroBOp J1a, OJIrOBOPUTH Ha ciieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y moHoB/EEHUX Mepa je e uHICcCaH MPUMEHEHOM METOIOM
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0) BapujalJe Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OJHOCE Ce Ha NCITUTHBAaHE KapaKTePUCTHKE

AHAJIM3UPAHUX je)lI/IH:eH)a

B) HOBE Bep3uje (ajioBa Koju caapie MOHOBJEHA MEPEHa Cy UIMEHOBAHE Kao

Hamomene:

la au ghopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pouHy 6aiuOHOCH nooamaxa?

@ Aa

06) He

Axo je 002080p He, 0bpaznodxicumu

2.1 Metopoinoryja 3a NpUKyIJbambe/TeHEPUCahe [T0JaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT UCTPAKHUBAYKOT HAIPTA Cy MOAAIM NMPUKYIIJHEHN?

@CKCHepI/IMeHT, aHan3a (PU3NIKO-XEMH]jCKHX KapaKTePUCTHKA H OUOJIONIKH TECTOBH EKCTPAaXOBaHHUX
JjeImemha

@KopenauHOHo UCTpaKUBambE: PErpecroHa M MyITHBAPHjaHTHA aHAJIM3a MPUKYTJbEHUX
eKCHEepUMAaHTATHUX Mo1aTaKa

@aHasza TCKCTa: IPUKYIIJbAKLE IToJaTaKa U3 JINTEPATYpPE

1) OCTaJI0, HABECTH IITA

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCMPYMEHAMA Wil Cmanoapoe nooamaxka cneyuuunux 3a oopeheny
HAyyHy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

HPLC-DAD, LC-MS, GC-FID, UV-Vis cniekrpodoromerap, ICH3UTOMETAP, YATAY MUKPOILIOUYHIIA

2.2 KBanurer noaaraka 1 CTaHIapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaTaka

a) Jla nu matpuna caapxu Hegocrajyhe nogarke? [a @
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AKO je oaroBop /1a, OArOBOPUTH Ha ciiefeha nurama:

a) Konukwu je 6poj Hemoctajyhux monaraka?
0) Jla 1 ce KOPHCHUKY MaTpHIIle MPernopy4yje 3aMmeHa Hepoctajyhux nogaraka? Jla  He
B) AKO je 0JroBOp J1a, HABECTH CYT'eCTH]e 3a TpETMaH 3aMeHe HellocTajyhux mojgaraka

2.2.2. Ha xoju HaYMH je KOHTPOJHMCaH KBATUTET noaaTaka? OnucaTu
CTaTHCTHYKOM MPOIICHOM AOOHjEHHX pe3yiTara, 010aluBambeM eKCTPEMHUX pe3ylTara u
nopehemeM eKCIepUMEHTATHIX 1 TEOPHjCKUX TO1aTaka

2.2.3. Ha koju Ha4uWH je U3BpIIeHa KOHTPOJIAa YHOCA TToJjaTaKa y MaTpuiry?

CTaTHCTUYKOM KOHTPOJIOM U3BEICHOT Pe3yJiTara

3.1. TpermaH u dyBame MmojlaTaka

3.1.1. llooayu he 6umu denonosanu y Pemo3nTopujyMm JOKTOPCKUX IUCEPTaLMja HA Y HUBEP3UTETY Y
Hosowm Cany.

3.1.2. URL aopeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

(@  Ja

0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, Hasecmu pasznoe

3.1.5. llooayu nehie 6umu denonosanu y peno3umopujym, aiu iie oumu yyeanu.

Obpasnooicerve
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3.2 MeTamnofanu 1 JOKyMEHTallHja oAaTaka

3.2.1. Koju crannapn 3a Meranoaarke he Outu npuMemeH?

3.2.1. HaBectn MeTanomaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy HOJAIH JEMOHOBAHH Y PEMO3UTOPH]YM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxa, adHaiumuyxe u
npoyedypanne uHhopmayuje, puUxo8o Koouparse, OemaHe Onuce sapujadnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIap/y 3a 4yBame MojaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoza he moganu OWTH 9yBaHH y PETIOZUTOPUjyMYy?

3.3.2. Jla 1 he momary OUTH IEMIOHOBAHU TI0O]T mn(prM?@ He
3.3.3. la nu he mudpa Outn OCTyNHA OpeeHOM KpyTry UCTpaKuBaya? @He
3.3.4. Jla v ce moaany Mopajy YKJIOHHUTH U3 OTBOPEHOT MTPHUCTYIIA MOCJIE H3BECHOT BpeMeHa?

He

O0pa3noxuT
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OBaj onesrak MOPA OuTH ITOTyH-€H aKo Ballly ITOJall YKIbY4Yjy JIHYHE MMOAATKE KOjU Ce OJHOCE Ha
yYEeCHHKE y UCTpaKHBamy. 3a Ipyra HCTpaknBama Tpeda Takohe pasMOTPUTH 3aIUTUTY U CHTYPHOCT
HOo/IaTaKa.

4.1 dopmanHu CTaHIAPIU 32 CUTYPHOCT MH(MOpMaIrja/mojaraka

HcTpaknBaum Koju CIIPOBOJIE UCIIMTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Ja ce MPHUIpKaBajy 3aKOHa O 3aIUTHTH
noparaka o nuunoctH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
onrosapajyher MHCTHTYIIHOHAITHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM WHTETPHUTETY.

4.1.2. Jla nu je ucTpakuBame 0JJ00PEHO O] CTpaHE ETHYKE KOMUCH]je? I[

Axo je oaroBop [a, HaBeCcTH JaTyM U Ha3WB €THYKE KOMUCH]jE KOja je 0100priIa UCTPaKUBambEe

4.1.2. Jla v mojaiy yKJby4yjy JHUHE TIOJATKE YISCHUKA y UCTPAXKUBAY? I[a@

AKO je 0JroBOp J1a, HaBEIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJIH ITOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT WH(pOpMAIHja
BE3aHUX 32 UCTIUTAHUKE!

a) [Mogauy HECY y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
0) ITomany cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocrajo, HaBeCTH IIITa

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagno docmynuu
<@00cmynnu CAMO YCKOM Kpyey ucmpanicueaua y oopehenoj nayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo ¢y nodayu 00CmynHu camo YCKOM Kpyay UCIPAaiCudaid, Hagecmu noo Kojum YCio8uma Moy 0d ux
Kopucme:

V3 NpeTXoaAHy KOMYHI/IKaI_[I/ij U MUCMECHO OI[O6pCH>€ BJIaCHHKA IToJaTaKa

Axo ¢y nooayu 00CmynHu camo YCKOM Kpyay UCmpanicudayd, Hagecmu Ha KOju HAYUH Mo2y
npucmynumu nooayuma: JloOujamem mumdpe o BIACHUKA MOJ[aTaKa 3a MPUCTYI IMOAANKUMa KOjU Cy
noxpamenu Ha Penozutopujymy Yuusepsutera y HoBom Cany
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmsenu nooayu oumu apxusuparu.

AyTOpCTBO - HEKOMEPLIHjaTHO

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 61AcHUKa (aymopa) nooamaxa

Bomrko Mapuh, e-mail: bosko.maric@fins.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0pacasa Mampuyy ¢ nooayuma

Boriko Mapuh, e-mail: bosko.maric@fins.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpaxcueauuma

Boriko Mapuh, e-mail: bosko.maric@fins.uns.ac.rs
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