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1. UVOD

Zbog ubrzanog gospodarskog razvoja te proizvodnje sve $ire palete proizvoda, raste interes
za ljekovite vrste biljaka i identificiranje novih bioaktivnih molekula koji su predmet mnogih
istrazivanja u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Pasji trn (Hippophae rhamnoides) je
biljka koja se ve¢ stolje¢ima koristi u tradicionalnoj medicini zbog bogatog sadrzaja bioaktivnih
molekula te se vise od tisu¢ljeca u Aziji smatra ljekovitom biljkom (Yang i Kallio, 2002). Ime
mu dolazi iz latinske izvedenice grékog naziva biljke ,,hippophaes* koja dolazi od Hippos -
konj i phaos — sjajni zbog sjaja dlake konja koji su se hranili pasjim trnom (Franji¢ i sur., 2016).
Pripada obitelji Elaeagnaceae, prirodno mu je staniste Azija i isto¢na Europa, a u Hrvatskoj je
najvise rasprostranjen u Medimurju i Podravini (Franji¢ i sur., 2016; Fu i sur., 2014). Gotovo
svi dijelovi biljke pokazuju ljekovita svojstva zbog prisutnosti fenolnih spojeva, tokoferola,
karotenoida, vitamina, polinezasi¢enih masnih kiselina, aminokiselina, minerala, medutim,
plod pasjeg trna smatra se najvrjednijim izvorom bioaktivnih molekula zbog Sirokog spektra
bioloskih aktivnosti poput antioksidativnog, protuupalnog, kardioprotektivnog, antimikrobnog,
citoprotektivnog, imunomodulatornog, neuroprotektivnog, hepaprotektivnog,
antihipertenzivnog, antitumorskog i antidijabetickog djelovanja (Bal i sur., 2011; Kumar i sur.,
2011; Ballabh i Chaurasia, 2007; Basu i sur., 2007).

Ekstrakcija je separacijski proces koji se koristi u proizvodnji ulja te u izolaciji bioaktivnih
molekula iz bilja. Efikasnost ekstrakcije ovisi 0 primijenjenoj metodi ekstrakcije i procesnim
parametrima kao $to su: izbor otapala, vrijeme i temperatura ekstrakcije, veli¢ina Cestica, omjer
volumena otapala i uzorka, itd. (Ignat i sur., 2011). Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom se
pokazala kao jednostavna, ucinkovita i ekonomi¢na metoda ekstrakcije jer omogucuje velike
prinose uz znacajno skraceno trajanje postupka ekstrakcije u odnosu na konvencionalne

metode, primjenu nizih temperatura i manju potro$nju otapala (Dzah i sur., 2020).

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti sadrzaj karotenoida 1 tokoferola u ulju ploda dvije
sorte pasjeg trna dobivenog Soxhlet ekstrakcijom te ispitati utjecaj vodenih otopina etanola (30
i 70 %, v/v) i vremena trajanja ekstrakcije (20, 30 i 45 min) primjenom ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom na izolaciju fenolnih spojeva i vitamina C iz pogace pasjeg trna kao
nusproizvoda proizvodnje ulja. Takoder, u pripremljenim ekstraktima ulja i pogace odreden je

lipofilni i hidrofilni antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PASJI TRN (Hippophae rhamnoides L.)

2.1.1. Osnovne karakteristike i kemijski sastav biljke

Pasji trn ili vuéji trn (Hippophae rhamnoides) je listopadni grm iz roda Hippophae,
obitelji Elaeagnaceae (Tablica 1) koji se povijesno koristio u ljekovite svrhe Sirom svijeta,
posebno u srednjoj 1 jugoisto¢noj Aziji (Suryakumar 1 Gupta, 2011). Grm je otporan na susu i
mraz (Fu i sur., 2014), a uobi¢ajeno cvjetanje pasjeg trna je obi¢no krajem travnja i poCetkom
svibnja. Biljka ima dugacko kopljasto lis¢e koje je prekriveno srebrnastim dla¢icama (Bartish i
sur., 2002) te veliki broj malih, zelenih i smedih cvjetova koji rastu zajedno u grozdovima
(Korekar i sur., 2013). Nakon cvatnje, cvijetovi postaju ukusne i hranjive okrugle bobice,
obi¢no zute, narancaste ili crvene boje ovisno o sorti, koje sazrijevaju u rujnu (Li, 2002). Unutar

ploda nalazi se mala glatka kostica koja ima dugacak utor 1 prekriva masno sjeme (Dog, 2009).

Tablica 1. Sistematika pasjeg trna (Hippophae rhamnoides L.) (Khan i sur., 2010)

Taksonomska kategorija Naziv

Carstvo Plantae

Divizija Tracheophyta

Razred Magnoliopsida

Red Rhamnales

Porodica Elaeagnaceae

Rod Hippophae

Vrsta Hippophae rhamnoides

Otprilike 150 vrsta, podvrsta i sorti pasjeg trna identificirano je unutar Euroazije, a
razlikovale su se po staniStu grma, izgledu bobica i hranjivoj vrijednosti. Osim Hippophae
rhamnoides L. u literaturi se ¢esto spominju jo§ dvije podvrste ssp. Carpatica Rousi i ssp.
Fluviatilis Soest (Franji¢ i sur., 2016). U Hrvatskoj se uzgaja na podru¢ju Medimurja i
Podravine, uz rijeke Muru 1 Dravu (Franji¢ i sur., 2016). Biljka dobro preZivljava na
siromasnom tlu i podnosi ekstremne temperature u rasponu od -40 °C do +40 °C (Ruan i Li,
2002).

U srednjoj Aziji liS¢e se koristilo za lije¢enje koZnih bolesti i reumatoidnog artritisa, a

u Mongoliji ekstrakti li¢a 1 granja koristili su se za ljeCenje kolitisa i enterokolitisa u ljudi i



zivotinja. Drevni tibetski i1 kineski zapisi dokumentiraju uporabu pasjeg trna kod lijecenja
groznice, hepatitisa, cirkulatornih poremecaja, upala, toksi¢nosti, apscesa, kaslja, prehlade,
ishemiCne bolesti srca, probavnih tegoba, kao laksativno sredstvo, kod metabolickih
poremecaja, procis¢avanja krvi, tumora (pretezito u Zeludcu i jednjaku) i ginekoloskih
poremecaja (Ballabh i Chaurasia, 2007). Takoder, znanstvena istrazivanja pokazuju njegovu
potencijalnu ulogu u prevenciji kroni¢nih bolesti poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i
karcinoma (Bal i sur., 2011). Utvrdeno je kako hiporamin izoliran iz li$¢a pasjeg trna posjeduje
snaznu antivirusnu aktivnost i1 Sirok spektar djelovanja protiv virusa gripe i1 herpesa
(Suryakumar 1 Gupta, 2011). Takoder, utvrdeni su zdravstveni ucinci na mozdani 1
kardiovaskularni sustav. Ulje pasjeg trna poboljsava cirkulaciju krvi, sprjeCava oksidaciju
nezasi¢enih masnih kiselina i poja¢ava imunitet (Basu i sur., 2007).

Plodovi pasjeg trna (Slika 1) koriste se za proizvodnju dzemova, likera, sirupa i
pigmenata. U Njemackoj i skandinavskim zemljama sok od ploda pasjeg trna je vrlo popularan
te se koristi za proizvodnju razli¢itih funkcionalnih ,ready to serve® pica. Komercijalna
proizvodnja soka pasjeg trna Cesto rezultira velikom koli¢inom komine koja sadrzi vrijedne
prirodne antioksidanse. U Rusiji se pogaca nusproizvod proizvodnje ulja pasjeg trna koristi za
pecenje kruha, a u Estoniji za povecanje hranjive vrijednosti pSeni¢nog kruha. Takoder, pogaca

se koristi za proizvodnju vitaminskih smjesa za ishranu zivotinja i ptica (Vinay i sur., 2012).

Slika 1. Pasji trn (Kawthar Muhammad, 2019)



2.2. KEMIJSKI SASTAV PASJEG TRNA

Kemijski sastav ploda pasjeg trna (Tablica 2) razlikuje se ovisno o klimatskim uvjetima,
geografskom podrijetlu i koriStenim analitickim metodama (Zeb, 2004). Pasji trn bogat je izvor
aminokiselina, mikro i makroelemenata (P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, Cd, CI) (Kumar i sur.,
2011), a pulpa pasjeg trna sadrzi vitamine kao $to su vitamin A, E, B1, B2, B3 (niacin,
nikotinamid), B6, folna kiselina (B9) i vitamin C (Stobodan i sur., 2010). Ovisno o sorti,
koncentracija vitamina C varira, pa tako u europskoj podvrsti H. rhamnoides koncentracija se
krece od 0,3 do 3 g/kg ploda dok u mongolskoj H. fluviatilisod i kineskoj H. sinensis od 4,6 do
13,3 g/kg (Zeb, 2004). Utvrdeno je kako je koncentracija vitamina C u pasjem trnu dvadeset
puta veca nego u glogu, tri puta ve¢a nego u kiviju, Sest puta veca nego u citrusima, 80 puta
ve€a nego u rajCicama, a skoro 200 puta veca nego u jabukama (Xiao 1 sur., 2007).
Ugljikohidrati su glavna komponenta suhe tvari u plodovima pasjeg trna ¢ija vrijednost je u
rasponu od 400 do 600 g/kg suhe tvari (Biet i sur., 2017). Plodovi pasjeg trna obiluju
nezasi¢enim (86,3 %) 1 zasi¢enim masnim kiselinama (13,7 %), a najzastupljenije su linolenska
(omega-3), linolna (omega-6), palmitoleinska (omega-7), oleinska (omega-9) i palmitinska
kiselina. Svi dijelovi biljke sadrze brojne bioaktivne spojeve kao $to su flavonoidi, fenolne
kiseline, karotenoidi, tokoferoli i fitosteroli (Slika 2). Istrazivanja su pokazala kako bioaktivni
spojevi pasjeg trna pokazuju razliCita bioloska djelovanja i imaju vaznu ulogu u ljudskom
organizmu jer neutraliziraju i uklanjaju slobodne radikale, preveniraju oksidativni stres,
sprjecavaju razne bolesti te imaju povoljne ucinke na zdravlje zbog Cega se pasji trn sve vise

koristi u proizvodnji funkcionalne hrane (Terechuk i sur., 2019).
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Slika 2. Glavni bioaktivni spojevi pasjeg trna (prema Ren i sur., 2020)



Tablica 2. Udio pojedinih komponenti pojedinih dijelova pasjeg trna (Rajchal, 2009)

GLAVNI SPOJEVI

KONCENTRACIJA

GLAVNI SPOJEVI

KONCENTRACIJA

SOK ULJE
vitamin C 1161,1-1302,5 ¢g/100 g | ulje iz sjemenki 10,37 -19,51 %
vitamin A 0,75 mg/100 g vitamin E 101,5-277,6 mg/100 g
Karotenoidi 7,5-7,4mg/100 g vitamin C 149 mg/100 g
karotenoidi u ulju 1570 mg/100 g karotenoidi 3,3 mg/100 g
ukupni flavoni 365 — 885 mg/100 g zasi¢ene masne kiseline | 12-20 %
ukupni flavoni (svjezi | 354 mg/100 g nezasicene masne | 88,3-89,1 %
plod) kiseline
proteini u plodu 34,6 %
ukupni Seceri 6,29 %
organske kiseline 4,35%
PULPA PLODOVI
Ulje 8,44 % vitamin C u soku 1161,1 — 1302,5 mg/100
g
karotenoidi 763 mg/100 ¢ vitamin A u soku 0,75 mg/100 g
vitamin E 255 — 435 mg/100 ¢ karotenoidi u soku 7,2—-7,4mg/100 g
vitamin C 780 mg/100 ¢ ukupni flavoni (svjezi | 365 — 885 mg/100 g
sok)
ukupni  flavoni (svjezi | 354 mg/100 g
plod)
proteini 34,6 %
ukupni Seceri 6,29 %
organske kiseline 4,35 %
2.2.1. Karotenoidi

Karotenoidi su jedna od glavnih grupa biljnih pigmenata prisutnih u prirodi s oko 600

identificiranih kemijskih struktura. Siroko su rasprostranjeni u sjemenkama, vocu, cvijecu i

povréu s bojama u rasponu od Zute, narancaste pa sve do intenzivno crvene. Dijele se u dvije

skupine: ksantofile, oksigenirane derivate karotena (lutein, zeaksantin i B-kriptoksantin) i

karotene koji imaju lanCastu ugljikovodi¢nu strukturu (a-karoten, P-karoten i likopen)

(Rodriguez-Amaya, 2016; Yang i sur., 2001). Mogu biti u aciklickom obliku poput likopena ili

imati prstenastu strukturu na jednom ili oba kraja lanca poput a- i -karotena.




Karotenoidi imaju mnogo fizioloskih funkcija, uc¢inkoviti su u borbi protiv slobodnih
radikala i pobolj$avaju imunoloski sustav. Koli¢ina, prisutnost i vrsta karotenoida u pasjem trnu
ovise 0 sortimentu, uvjetima uzgoja, klimi i vremenu berbe. U plodovima pasjeg trna su
identificirani B-karoten, zeaksantin, likopen, lutein, tokoferol, P-kriptoksantin, a sadrzaj
ukupnih karotenoida je bio u rasponu od 1 do 120 mg/100g (Teleszko i sur., 2015). Prema
istrazivanju Tkacz 1 sur. (2020) u plodovima razli¢itih sorti pasjeg trna utvrdeno je da je
koncentracija karotena bila u rasponu od 19 do 47 %, a ksantofila od 16 do 81 %. Prema
istrazivanju Pop 1 sur. (2014) ukupan sadrzaj karotenoida plodova pasjeg trna uzgojenih u
Maleziji iznosio je 17,19+1,4 mg/100 g svjeze mase, a u Rumunjskoj vrsti od 53,1 do 96,7
mg/100 g s.tv. Sadrzaj B-karotena u plodovima pasjeg trna kineske sorte veci je od one u
bundevi i dvostruko veéi nego u mrkvi, a ta se koncentracija nije smanjivala nakon zamrzavanja
ploda (Xiao-Hua i sur., 2007). Nadalje, usporedbom razli¢itih vrsta pasjeg trna s indijskih
Himalaja urvrdeno je da plodovi H. rhamnoides sadrze vece koncentracije karotenoida u
usporedbi s H. tibetanom i H. salicifolia (Ranjith i sur., 2006). Prema istrazivanju Criste i sur.,
(2020) od cetiri ispitivane sorte pasjeg trna, sorta ,,Carmen® imala je najviSu koncentraciju
ukupnih karotenoida (35,78 mg/100 g), a najzastupljeniji spojevi bili su zeaksantin (22,78
mg/100 g) i lutein (4,74 mg/100 g). Prema istrazivanju Rafalska i sur. (2017) najzastupljeniji
spoj u plodovima bio je zeaksantin di-palmitat. U sorti ,,Carpatica®, najzastupljeniji karotenoid
bio je zeaksantin (81,29 mg/g s.tv.) (Ursache i sur.,2017).

Veliki je interes u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji ne samo za plod nego i za
ulje pasjeg trna zbog visokog sadrzaja karotenoida te visoke antioksidativne aktivnosti
(Cenkowski 1 sur., 2006). Posebno je znacajan u oftalmoloSkoj zastiti jer je u pasjem trnu
zeaksantin prisutan u esteficiranom obliku s jednom ili dvije masne kiseline (Larmo isur., 2014;
Yang i Kallio, 2001). Esteri ksantofila, zeaksantina i B-kriptoksantina zajedno sa [3-karotenom
(Slika 3) predstavljaju glavnu frakciju u neomas¢enom ekstraktu ili ulju pasjeg trna (Pop i sur.,
2015; Giuffrida 1 sur., 2012; Weller 1 Breithaupt, 2003). Na sadrZaj karotenoida u ulju pasjeg
trna znacajno utjeCe sortiment i podrucje uzgoja. Tako na primjer, u malezijskoj sorti “Mara”
viSe od 62 % karotenoida su mono i diesteri, u rumunjskim sortama 71 %, a u Svedskim 55 % (
Pop i sur., 2015; Andersson i sur., 2009). Osim karotenoida, u plodu i ulju pasjeg trna
identificirani su i steroli kao npr. kampesterol (12,4 mg/ 100 g ulja u plodu), B-sitosterol (576,9
mg/100 g ulja u plodu) i stigmasterol (6,6 mg/100 g ulja u plodu pasjeg trna). Koncentracije
kampesterola (22,4 mg/100 g ulja) i B-sitosterola (746,3 mg/ 100 g ulja) su vecée u ulju sjemenki
pasjeg trna (Cenkowski i sur., 2006).



zeaksantin

B-kriptoksantin

Slika 3. Kemijska struktura zeaksantina i B-kriptoksantina (prema Jaswir i Noviendri, 2010.)

2.2.2. Tokoferoli

Tokoferoli 1 tokotrienoli su skupina spojeva koji imaju aktivnost vitamina E, a medu
njima je najaktivniji a-tokoferol. Tokoferoli djeluju kao antioksidansi, koji neutraliziraju
slobodne radikale te sprjecavaju oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina (Hrvatska
enciklopedija, 2021). Sintetizirani su iz biljaka i drugih fotosintetskih organizama. Tokoferoli i
tokotrienoli se razlikuju po bioraspolozivosti te fizioloskim i kemijskim aktivnostima. U prirodi
se pojavljuju Cetiri razli¢ite forme tokoferola (Slika 4) i tokotrienola, a razlikuju se po broju i
poziciji metilnih grupa na aromatskom prstenu kromanolne glave. Tri metilne grupe sadrze a-

izomer, dok B- iy- izomeri sadrze dvije i 6-izomer jednu metilnu grupu na aromatskom prstenu

(Hunter i Cahoon, 2007).
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Slika 4. Kemijska struktura a-, B-, y- i 8-tokoferola (prema Niki i Abe, 2019)

U istrazivanju Pop 1 sur. (2015) plodovi 1 sjemenke pasjeg trna su sadrzavali visoku koncentraciju

tokoferola, odnosno a-tokoferola (46,40 mg/kg) dok su u nizim koncentracijama odredeni y-

tokoferol i 5-tokoferol.

U istraZivanju Zadernowski i sur. (2003) ukupna koncentracija tokoferola u ulju plodova
Sest sorti pasjeg trna uzgojenih u sjeveroistocnoj Poljskoj i Bjelorusiji bila je u rasponu od 101,4

do 128,3 mg/100 g ulja, a najzastupljeniji su bili a- i 3-tokoferol ¢ija udio je iznosio od 32,1 do

CH,
CH,

B-karoten

Naziv | R: R>
a- CHs; | CHs
B CHs | H

Y H CHs
o- H H

37,5 % ukupnih tokoferola dok su ostali tokoferoli detektirani u tragovima.




Utvrdeno je kako se sadrzaj ukupnog tokoferola u ulju pasjeg trna povecao vise od 2
puta tijekom zrijenja ploda za razliku od zelenog bobiCastog voca c¢ija koncentracija -
tokoferola je zrenjem opadala kada je plod promijenio boju iz zelene u maslinastozutu
(Zadernowski i sur., 2003). Lipofilna frakcija bogata tokoferolima i karotenoidima doprinosi
antioksidacijskom kapacitetu ploda pasjeg trna.

2.2.3. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi ¢ine najbrojniju i najrasireniju grupu bioaktivnih spojeva prisutnih u
biljkama te se smatra da najvise pridonose ukupnom unosu antioksidansa u ljudskoj prehrani
(Spanos i sur., 1990). Sastavljeni su od aromatskog prstena koji ima vezanu jednu ili viSe
hidroksilnih skupina, a razlike u njihovoj aktivnosti, pripisuju se razlikama u kemijskoj gradi
molekula koje mogu biti jednostavne strukture ili u obliku visoko polimeriziranih spojeva (Slika
5).

Najcesca podjela fenolnih spojeva (Slika 6) temelji se na broju aromatskih jezgri u
fenolnoj molekuli na: monofenole (fenolne kiseline i njihovi derivati, fenolni alkoholi, itd.) i
polifenole (flavonoidi, stilbeni) (Stalikas, 2007; Naczk i Shahidi, 2004). Djeluju kao kelatori
metala, razbijaju lanCane reakcije koje pokrecu slobodni radikali te ubrzavaju ili usporavaju
enzimsku aktivnost. Obzirom na razlike u kemijskoj gradi dijele se na: flavone, flavonole,
flavan-ole i antocijane (Brnic, 2015). Flavonoidi se nalaze u mnogim biljkama, a koncentrirani
su u sjemenkama, pokozici, kori voca i drveca, cvijecu i lis¢u te posjeduju antioksidacijsku i

antiradikalnu aktivnost (Rice-Evans i sur., 1995).
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Slika 5. Struktura jednostavnih fenolnih spojeva (prema Jimenez-Lopez i sur., 2021.)
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Slika 6. Podjela fenolnih spojeva (prema Xiuzhen i sur., 2007)

Flavonoidi su spojevi niske molekulske mase koji sadrze 15 ugljikovih atoma
organiziranih u C6-C3-C6 konfiguraciji te ¢ine vise od 6000 fenolnih spojeva. Ime potjece od
rije¢i flavus (gré. Zuto), mnogi predstavnici su zuti biljni pigmenti. Nalaze se u raznim
dijelovima biljke poput cvijeta, lista, bobica, sjemenki, kore i korijena. Razlikuju se prema
stupnju nezasi¢enosti, oksidacije, prema broju 1 polozaju hidroksilnih, metoksilnih i glikozidnih
skupina u prstenu povezane piranskim prstenom C koji ima vezan Kisik. Glavne skupine
flavonoida su flavoni, flavonoi, flavan-3-oli, izoflavoni, flavanoni i antocijanidini (Nollet i
Gutierrez-Uribe, 2018). Flavonoidi i konjugati imaju znac¢ajnu fiziolosku i biokemijsku ulogu
u biljkama. Antocijani osim $to doprinose boji cvijeta, djeluju kao metaboliti stresa zbog
nedostatka hranjivih tvari, ranjavanja, kao uniStavaci slobodnih radikala te kao zastita od UV
zracenja (Liu 1 sur., 2018). Flavonoli su najrasirenija podskupina flavonoida. Flavonoli poput
miricetina, kvercetina, izoramnetina i kempferola obi¢no se pojavljuju kao O-glikozidi.
Odgovorni su za boju, okus, zaStitu vitamina i enzima, Stite od oksidacije masti i UV zraCenja
(Sharma i sur., 2018). Fenolne kiseline se dijele se u dvije glavne skupine: hidroksibenzojeve
i hidroksicimetne kiseline (Slika 7) te njihove derivate a u razli¢itim dijelovima biljke su

prisutne slobodne ili vezane kao esteri i glikozidi (Ji i sur., 2020).

R, R,
R1QCOOH RIQ—CHch—CQQH
R3

A B

Slika 7. Osnovne strukture hidroksibenzojevih (A) i hidroksicimetnih (B) kiselina (Bravo i
sur., 2013)



2.2.3.1. Fenolni spojevi pasjeg trna

Polifenoli u vrstama Hippophae uglavnom su flavonoidi i fenolne kiseline, a veéu
koncentraciju fenola sadrze listovi pasjeg trna od plodova (Yogenda Kumar i sur., 2013).
Sadrzaj polifenola u plodovima H. rhamoides L. Subsp. Wolongensis bio je veéi (od 29,8 do
38,8 mg/g) nego u dudu (4,44 mg/GAE g), Sipku (3,90 mg/GAE g) i borovnici (8,40 mg/GAE
g) (Ji i sur., 2020). U pasjem trnu ukupno je identificirano 473 fenolnih spojeva od kojih su
najzastupljeniji spojevi prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Najzastupljeniji fenolni spojevi pasjeg trna (Guo i sur., 2016)

FENOLNI SPOJEVI PASJEG TRNA KONCENTRACIJA

Izoramnetin

Kvercetin

Epikatehin

Kempferol
Izoramnetin-3-glukozid-7-ramnozid
Izoramnetin-3-rutinozid
Kempferol-3-soforozid-7-ramnozid
Izoramnetin-3-soforozid-7-ramnozid
Kvercetin-3-glukosid
Protokatehinska kiselina
Kvercetin-3-rutinosid

Galna kiselina
Izoramnetin-3-glucozid

Katehin

Ferulinska kiselina

13,1 g/100 g s.tv.
5,51 g/100 g s. tv.
2,14 g/100 g s. tv.
1,23 g/100 g s. tv.
148 mg/100 g s.tv.
58,6 mg/100 g s.tv.
45,0 mg/100 g s.tv.
39,7 mg/100 g s. tv.
39,7 mg/100 g s. tv.
39,3 mg/100 g s.tv.
32,9 mg/100 g s.tv.
19,8 mg/100 g s.tv.
15,5 mg/100 g s. tv.
8,99 mg/100 g s.tv.
3,76 mg/100 g s.tv.

Najzastupljeniji flavonoidi u plodovima pasjeg trna su flavonoli ¢ija koncentracija je
odredena u rasponu od 212,89 do 407,78 mg/100 g (Teleszko i sur., 2015). Najzastupljeniji
predstavnici flavonola su derivati izoramnetina i kvercetina (Slika 8) poput izoramnetin-3-
ramnozil-glukozida, kvercetin-3-glukozid-7-ramnozida te kempferola (Hajazimi i sur.,2016).
U plodovima razli¢itih sorti pasjeg trna derivati izoramnetina predstavljaju vise od 65 %

ukupnih flavonola (Tkacz i sur., 2020).
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U plodovima njemackih sorti pasjeg trna ,,Leikora“ i ,,Ascola“ identificirani su derivati
kvercetina, kao npr. kvercetin-3-rutinozid (rutin) i kvercetin-3-glukozid, a u sorti ,,Colosal*
identificiran je i luteolin-7-glukozd (Criste i sur., 2020; Fizcek i sur., 2019). Analizom osam
ruskih sorti pasjeg trna detektirano je jedanaest flavonola od kojih su najdominantniji
izoramnetin, kvercetin, kempferol (Slika 9) i njihovi derivati (Teleszko i sur., 2015). U Sest
estonskih sorti ekstrakata pasjeg trna identificirani su trans-resveratrol, katehin, miricetin i
kvercetin te je u sorti ,, Trafimovskaja“ utvrden najveci sadrzaj kvercetina (116 mg/100 g susenih
bobica) (Gorbatsova i sur., 2007). U plodovima sorte ,,RC-4* odredeno je oko dva puta vise
miricetina i kvercetina (17,2 mg/g svjeze mase ploda) u odnosu na sorte ,,E6590%, ,,Chuyskaya“
1,Zlatna kisa* (Fatima 1 sur., 2015).

O._OH

OH
OH

Slika 9. Strukturna formula kempferola i galne kiseline (Yogendra Kumar i sur., 2013)

U istrazivanju (Criste i sur., 2020) u plodovima pasjeg trna sorte Golden Abundant i
Colosal koncentracija galne kiseline (Slika 9) iznosila je 19,37 mg/100 g odnosno 18,58 mg/100
g. Takoder i u istrazivanju Bittova i sur. (2014) galna Kiselina bila je dominantna kiselina u
lis¢u (79 mg/kg) i u bobicama (16,9 mg/kg) dok su druge fenolne kiseline poput kava, p-
kumarinske i ferulinske kiseline odredene u zna¢ajno nizim koncentracijama. Salicilna kiselina
(21 do 47 mg/kg s.tv. plodova) je bila dominantna fenolna kiselina u plodovima pasjeg trna u
istrazivanju Zadernowski i sur. (2003) te su u padaju¢em nizu odredene p-kumarinska, kava,

galna i vanilinska kiselina.
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2.3. PROIZVODNJA ULJA PASJEG TRNA

Biljna ulja dobivaju se mehani¢kom ekstrakcijom ili hladnim preSanjem razlicith
dijelova biljaka, najces¢e sjemena, plodova i kostica (Zielinska i Nowak, 2017) (Slika 10).
Prema kemijskom sastavu ulja su esteri glicerola i masnih kiselina. Biljna ulja kao bogat izvor

masnih kiselina imaju Siroku primjenu na trziStu medicinskih i kozmetickih proizvoda.

[ Svjezi plodovi pasjeg trna }

renje
[ Sieme ] | Visknasti ostaci [Filtrac'l]a ]
1

Ekstrakcija superkritiZnim €Oz }

Sjemensko ulje pasieg trna J

Mulj
Sok sa uliem 4_[ Bistrenje i filtracija ]

i

[ Ulje pulpe pasjeg trna J [ Profiiceni sok J E Cvrsti ostatak J

Slika 10. Shematski prikaz prerade plodova pasjeg trna (prema Zielinska i Nowak sur., 2017)

Najpoznatiji proizvod pasjeg trna je ulje sjemenki i osusene komine plodova odnosno
pulpe zaostale nakon proizvodnje soka, a dobiva se mehanicki, presanjem i ekstrakcijom
otapalima. Ulje sjemenki je zute do svijetlo narancaste boje, a ulje pulpe tamnocrvene boje i
pastozne konzistencije (Cossuta i sur., 2007). Ulje pasjeg trna sadrzi brojne nutritivne i
bioaktivne spojeve koji djeluju antioksidativno i protuupalno, a mnogi od njih se smatraju
odgovornim za jacanje imunoloskog sustava. U ulju su prisutne visoke koncentracije lipofilnih
sastojaka, najée$¢e nezasi¢enih masnih kiselina i fitosterola (osobito B-sitosterola) koje imaju
vaznu ulogu u prevenciji cerebrovaskularnih i karadiovaskularnih poremecaja (Olas, 2018).
Takoder, ulje obiluje terpenima, flavonoidima, fenolima, vitaminima (A,E i K) i elementima u
tragovima (Zeljezo, cink, selen i mangan). Upravo nezasi¢ene masne kiseline ulja sjemena
pasjeg trna, palmitoleinska kiselina (omega-7) i y-linolenska kiselina (omega-6) su odgovorne
za regeneraciju koze. y-linolenska kiselina odgovorna je za nastajanje prostaglandina koji Stiti
kozu od infekcija, alergija 1 upale te inhibira proces starenja. Sadrzaj karotenoida jedna je od
klju¢nih karakteristika komercijalnih ulja pasjeg trna, a sadrzaj karotenoida u ulju jako varira
ovisno o sorti i krec¢e se od 0,5 do 21,4 g/kg (Li i sur., 2003).
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Ulje sjemena pasjeg trna ima vec¢i sadrzaj tokoferola odnosno, vitamina E
(233,907+0,245 mg/100 g) u odnosu na pulpu (Chauhan i Varshneya, 2012). U ulju pasjeg trna
odredeno je Cetrnaest fitosterola koji se svrstavaju u tri podgrupe: 4-desmetil sterole, 4a-
monometil sterole i 4,4-dimetil sterole, a najzastupljeniji fitosterol u ulju pasjeg trna je -
sitosterol (Teleszko i sur., 2015). Ulje sjemenki pasjeg trna, ekstrakti lista, grana i korijena
pasjeg trna imaju znacajan potencijal kao prirodni antioksidansi te bi se mogli koristiti kao

aditivi u hrani i za proizvodnju izoliranih bioaktivnih molekula (Wang i sur., 2016).

2.3.1. Pogaca kao nusproizvod proizvodnje ulja pasjeg trna

Prilikom proizvodnje ulja razli¢itim metodama ekstrakcije zaostaje znacajna koli¢ina
nusproizvoda, npr. pogaca, koja predstavlja bogat izvor makro i mikroelemenata poput K, Na,
Mg, Ca, Fe, Mn, Cu, Zn, Cr, ugljikohidrata, proteina i organskih kiselina te razlic¢itih grupa
bioaktivnih spojeva poput fenolnih spojeva (Ivanova isur., 2019). Pogaca ploda pasjeg trna kao
vrijedan nusproizvod proizvodnje ulja ima potencijal upotrebe u prehrambenoj industriji za
obogacivanje proizvoda ve¢ prisutnih na trziStu ili za proizvodnju novih funkcionalnih
proizvoda te u farmaceutskoj industriji. Pogaca se koristi kao funkcionalno-tehnoloski dodatak
(stabilizator, emulgator i antioksidans) te kao izvor dijetalnih vliakana u emulzijama (Ivanova i
sur., 2019).

2.4. METODE EKSTRKACIJE

Ekstrakcija je postupak koji se koristi za koncentriranje i razdvajanje neke tvari iz krute
ili tekuc¢e smjese prikladnim otapalom u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od
preostalih sastojaka smjese (Conde i sur., 2013). Izbor otapala ovisi 0 polarnosti spojeva koje
se zeli ekstrahirati, a naj¢eS¢e koriStena otapala za izolaciju bioaktivnih spojeva su etanol,
metanol, etil acetat, aceton i voda (Kaurinovic i Vastag, 2019). Nuzno je odabrati odgovarajuéu

metodu i uvjete ekstrakcije kako bi se izolirali spojevi u §to ve¢em udjelu (Pinelo i sur., 2005).

U konvencionalne metode ekstrakcije ubrajaju se mehanicka ekstrakcija, ekstrakcija
otapalom, hidrodestilacija, destilacija vodenom parom, ekstrakcija vru¢om vodom te Soxhlet
ekstrakcija (Ignat i sur., 2011). Konvencionalne tehnike ekstrakcije zahtjevaju duze vrijeme
ekstrakcije, vece koli¢ine organskih otapala, a zbog manje selektivnosti koriStenih otapala vrlo

Cesto je potrebno dobivene ekstrakte koncentrirati i pro¢is¢avati (Sahne i sur., 2016).
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Soxhlet ekstrakcija je jedna od najces¢ih metoda za izolaciju ulja i lipofilnih bioaktivnih
spojeva iz ¢vrstih uzoraka. Prednost je jednostavnost metode, aparature kao i koriStenje male
koli¢ine uzorka. Glavni dijelovi Soxhlet aparature su tikvice, ekstrakcijska komora i hladilo
(Slika 11).

U posljednje vrijeme razvijene su napredne metode ekstrakcije kao Sto su ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (UAE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE),
ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE) i ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim
tlakom (HHP) (Ignat i sur., 2011). Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je jednostavna,
jeftina 1 u€inkovita alternativa konvencionalnim metodama ekstrakcije te ucinkoviti nacin
ekstrakcije ulja i bioaktivnih spojeva (Carrera i sur., 2012). Temelji se na koriStenju energije
dobivene ultrazvukom (zvu¢ni valovi frekvencije iznad 20 kHz) koja prolazi kroz medij te se
dogada fenomen kavitacije ¢ime se olakSa ekstrakcija tvari iz ¢vrstog uzorka pomocu otapala

kojeg se bira ovisno o prirodi otopljene tvari koja se ekstrahira (Carrera i sur., 2012).

O hladilo
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Slika 11. Soxhlet aparatura ( prema Generali¢, 2021)
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2.5. ODREDIVANJE BIOAKTIVNIH SPOJEVA KROMATOGRAFSKIM
METODAMA

Kromatografske metode se koriste za odvajanje i identifikaciju kemijskih sastojaka
prisutnih u odredenim smjesama. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High
Performance Liquid Cromatography, HPLC) je metoda tekucinske kromatografije visoke mo¢i
razlu¢ivanja. Vecina postupaka koristi HPLC tehniku obrnutih faza uz gradijentalno eluiranje
sa linearnim povecanjem udjela organskog otapala za $to bolje odvajanje komponenata smjese,
pri ¢emu se najpolarniji sastojci prvi eluiraju (Leo i sur., 2012). Koristi se kolone s malim
Cesticama (stacionarna faza) kroz koju se mobilna faza upumpava pod visokim tlakom. Kada
uzorak prode kroz mobilnu fazu kroz kolonu pod visokim pritiskom omogucéava se njegovo
razdvajanje na sastavnice. Prednosti HPLC metode u usporedbi s ostalim kromatografskim
tehnikama su relativno visoki radni tlak (do 400 bara), mali promjer Cestica punila 1 mali
promjer kolone, osjetljivi detektori za detekciju male koli¢ine analita, visoki stupanj separacije
i brza analiza (Dong, 2006). Osnovne komponente HPLC sustava obuhvacaju spremnik s
mobilnom fazom, crpku, sustav za nanosenje uzorka (injektor), kolonu, kuciste kolone, detektor
i sustav za analizu podatka (Slika 12). Danas se sve viSe koristi teku¢inska kromatografija vrlo
visoke djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC), radi boljeg i
ucinkovitijeg analiziranja smjese spojeva. UPLC je kromatografska metoda vrlo slicna HPLC-
u osim §to se koriste znatno veci tlakovi do 1000 bara za prolaz mobilne faze kroz stacionarnu

fazu zbog Cega je ubrzano vrijeme analize, odnosno poboljSana detekcija i razdvajanje.
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Slika 12. Dijagram HPLC sustava (prema Synder i sur., 2009)



2.5.1. Detekcija

Kako bi se bilo koji kemijski spoj identificirao, potrebno je odabrati prikladan detektor.
Najcesce koristen je UV detektor zahvaljujuci njegovoj visokoj osjetljivosti i zato Sto brojne
otopljene tvari imaju apsorpcijske maksimume niskih valnih duljina u rasponu od 190-210 nm
(Sasidharan i sur., 2010). DAD detektor funkcionira na isti na¢in, no njegova prednost je $to
omogucava usporedbu razli¢itih spektara, Sto olakSava identifikaciju spojeva (Aguilar i sur.,
1996). Posljednjih godina najcesce se koristi kombinacija UPLC i dvojne spektrometrije masa
(eng. Tandem Mass Spectometry, MS/MS). Maseni detektor detektira spojeve na osnovi njihove
molekulske mase odnosno na temelju omjera mase i naboja (m/z), a najcesce koriSteni je
trostruki kvadrupol (skra¢enica QQQ, eng. triple quadrupole). Maseni spektrometri pretvaraju
molekulu analita u nabijeno (ionizirano) stanje s naknadnom analizom fragmentiranih iona koji
nastaju tijekom procesa ionizacije, a na temelju njihovog m/z (Pitt, 2009). Prvi kvadrupol u
konfiguraciji trostrukog kvadrupola ionizira molekule analita te se odabrani molekularni ioni
zatim fragmentiraju u drugom kvadrupolu i1 selektivno izoliraju u posljedenjem trecem
kvadrupolu radi odredivanja koli¢ine analita za svaki omjer mase i naboja (Champagne, 2021).
Osjetljivost, selektivnost i tocnost ucinili su LC MS tehniku izborom za odredivanje metabolita
lijekova, pesticida, aditiva, biljnih ekstrakta u rasponu od mikrogramskih do ¢ak nanogramskih

koli¢ina (Kailasam, 2021).
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2.6. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI ORAC (engl. Oxygen

radical apsorbance capacity) METODOM

Oksidacija je normalna posljedica metabolizma u bioloSkim organizmima. Rezultat je
stvaranja Stetnih reaktivnih vrsta kisika (ROS) i reaktivnih vrsta dusika (RNS) kao na primjer
superoksida, vodikovog peroksida, radikala singletnog kisika i dusSikovog oksida. Ako
antioksidans u organizmu ne moze ukloniti te radikale i odrzati ravnotezu izmedu oksidacije 1
antioksidacije, javlja se oksidacijski stres $to dovodi do kroni¢nih i degenerativnih bolesti (Ji i
sur., 2020). Antioksidacijski kapacitet sposobnost je kemijskih spojeva da zaStite bioloske
sustave protiv potencijalno Stetnih efekata kemijskih reakcija ili procesa koji ukljucuju
reaktivne kisikove i duSikove vrste. Prema nacinu djelovanja antioksidativne metode dijelimo
u dvije grupe:
a) HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metode — koje mjere sposobnost kojom se antioksidans
veze na slobodne radikale doniranjem vodikovog atoma, a u koje spadaju ABTS (2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) /TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil), FCR (engl. Folin-Ciocalteu reagent) metoda,
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) i CUPRAC (engl. Cupric Reducing

Antioxidant Power).

b) SET (engl. Single Electron transfer) metode koje se temelje na mjerenju sposobnosti kojom
antioksidans reducira oksidans pri cemu mijenja pocetnu boju, a stupanj promjene boje ovisi o
koncentraciji antioksidansa u uzorku. U SET metode ubrajamo TRAP (engl. Total Peroxyl
Radical Trapping Antioxidant Parameter) i ORAC (engl. Oxygen Radical Apsorbance
Capacity) metodu.

Metoda apsorpcije radikala kisika (ORAC) spada u jednu od najkoristenijih 1 standardiziranih
metoda za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta razli¢itih uzoraka (Glazer, 1990). Prednosti
ORAC metode u odnosu na ABTS 1 DPPH jest sto ORAC testovi koriste peroksidne radikale
koji su pokazali veliku u€inkovitost u reakcijama sa slobodnim radikalima te je provodenje
analize automatizirano. Nedostatak ORAC testa je osjetljivost na promjene temperature $to
moze utjecati na to€nost rezultata (Prior 1 sur., 2015). U istrazivanju Hosseinian i sur. (2007)
odredivao se lipofilni i hidrofilni antioksidacijski kapacitet cijelog voca, sokova i pulpe pasjeg
trna mjerenog ORAC metodom. U metanolnom ekstraktu ploda pasjeg trna, ORAC vrijednosti
bile su u rasponu od 135 do 479 mg/100 g TE, a u acetonskom ekstraktu od 115,30 do 733,15

mg/g.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak ploda pasjeg trna

U ovom istrazivanju koriStene su dvije sorte pasjeg trna Hippophae rhamnoides

uzgojene u okolici Zagreba (Hrvatska), sorta A — ,,Leikora®, sorta B- ,,Ascola®).

3.1.2. Kemikalije za ekstrakciju pigmenata

e n-heksan (Lach-Ner, Prag, Ceska)
e aceton (Lach-Ner, Prag, Ceska)

e etanol (Lach-Ner, Prag, Ceska)

Standardi za kromatografsko odredivanje bioaktivnih molekula
e [-karoten (Sigma —Aldrich, Steinheim, Germany)
e [utein (Sigma —Aldrich, Steinheim, Germany)
e zeaksantin (Sigma —Aldrich, Steinheim, Germany)
e Kkvercetin-3-O-glukozid (Slgma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e kamferol-3-O-rutinozid (Thermo Fischer Scientific, Geel, Belgium)
e Kkava kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e epikatehin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e ferulinska Kiselina (Genay, France)
e galna kiselina (Genay, France)
e Kklorogenska kiselina (Sigma — Aldrich, Steinheim, Germany)
e p-kumarinska kiselina (Genay, France)
e Kkatehin (Genay, Lion, France)
e epigalokatehin galat (Sigma — Aldrich, Steinheim, Germany)

e rutin (Genay, Lion, France)

Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

e Trolox standard (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (Acros
Organics, USA)
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AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamid)-dihidroklorid, 98%) (Acros Organics,
Belgija)

Fluorescein (Riedel-de Haen, Njemacka)

Metoksilirani B-ciklodekstrin (Acros Organics,USA)

Fosfatni pufer (75 mM, pH = 7,5)

Priprema: Odvaze se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata (NaH2PO4 x 2H20) i otopi u
200 mL destilirane vode te se u istoj koli¢ini vode otopi i 5,687 g dinatrijevog
hidrogenfosfata (Na2HPO4). U tikvici od 200 mL pomijesa se 61 mL 0,2 M otopine
Na;HPO4 i 39 mL 0,2 M otopine NaH2PO4 x 2H>0 te se ista nadopuni destiliranom
vodom do oznake. U odmjernu tikvicu od 100 mL doda se 37,5 mL 0,2 M otopine
fosfatnog pufera te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Otopina standarda — Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna
Kiselina)

Priprema: PocCetna ("stock") otopina trolox, poc¢etne koncentracije 103,99 uM se pripravi
otapanjem 2,6 mg trolox u 100 mL fosfatnog pufera. 1z pripremljene pocetne otopine

trolox pripremi se 6 razrjedenja (3,12 — 103,99 uM).

AAPH (240 mM) (2,2'-azobis(2-amidinopropionamid)-dihidroklorid)

Priprema: Otopi se 0,651 g AAPH u 10 mL 75 mM fosfatnog pufera (75 mM, pH =
7,5). Svaki dan se priprema svjezi reagens.

Fluorescein (70,3 nM)

Otopina 1

Priprema: Otopi se 22,5 mg fluoresceina u 50 mL 75 mM fosfatnog pufera (pH 7,0).
Otopina 2

Priprema: Od otopine 1 se uzme 24,5 puL te se nadopuni s 250 mL 75 mM fosfatnog

pufera (pH 7,0). Svaki dan se pripravljaju svjeza razrjedenja otopina flouresceina.

19



3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Laboratorijski susionik (Niive FN 500, Turska)
Eksikator (Jiangsu, Kina)

Ultrazvuéna kupelj (EIma Elmasonic s40H, Njemacka)
HPLC-PDA (Agilent Technologies, SAD)

Vortex mijeSalica (Velp Scientifica, Italija)LC-MS/MS (Agilent, Santa Clara, CA,
USA)

Analiticka vaga (to¢nost £ 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)

Centrifuga (Hermle Z 206A, Njemacka)

Rotacioni vakuum upariva¢ — rotavapor (IKA RV10 basic, Njemacka)

Soxhlet uredaj za ekstrakciju (Gerhardt, Njemacka)

Spektrofluorimetar CLARIOstar uredaj (BMG LabTech, Offenburg, Njemacka

Aluminijske posudice

Stakleni Stapi¢

Staklene epruvete

Odmijerne tikvice (10, 100, 250 i 1000 mL)

Plasti¢ne ladice za vaganje

Mikrotitarska plocica s 96 jazica (Greiner, Sigma-Aldrich, Njemacka)
Staklene tikvice s okruglim dnom (25 mL)

Pipeta od 5i 10 mL

Laboratorijske ¢ase (400, 500 1 600 mL)

Epruvete tipa Falcon (20150 mL)

Stakleni lijevak

Automatske mikropipete (10-100 pL, 100-1000 pL)

Menzura (10, 25, 500 i 1000 mL)

Eppendorf epruvete volumena 2,5 mL

Viale (1,5 mL)

0,45 um filter Chromafil Xtra Pet (Macherey-Nagel Gmbh & Co, Njemacka)
Filter papir
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Soxhlet ekstrakcija ulja pasjeg trna

Postupak rada:

Liofizirani plod pasjeg trna se usitni i homogenizira te se odvaze 5 g uzorka u papirnati
tuljac koji se zatim umetne u stakleni cilindar Soxhlet ekstraktora (Slika 13). Tuljac s uzorkom
uroni se u otapalo n-heksan s kamenci¢ima na dnu staklenog cilindra do dijela gdje se nalazi
uzorak. Postupak Soxhlet ekstrakcije traje 1 h i 45 min. Ekstrahirano ulje sakuplja se u stakleni
cilindar ekstraktora zajedno s ostacima otapala. Dobivena smjesa prelije se u staklenu tikvicu s
okruglim dnom, koja se prethodno izvaZze, te se otapalo otpari na rotavaporu pri temperaturi 70
°C do suha. Tikvica s uzorkom dobivenog ulja se izvaze te se koristi za pripremu ekstrakata za
kromatografsko odredivanje karotenoida i tokoferola. Pogaca plodova pasjeg trna dobivena
nakon ekstrakcije ulja u Soxhlet ekstraktoru se susi na zraku 24 h te se koristi za ekstrakciju

fenolnih spojeva i vitamina C.

Slika 13. Soxhlet ekstraktor (vlastita fotografija)
3.2.2. Odredivanje ukupne suhe tvari u pogaci pasjeg trna
Svaka sirovina se sastoji od vode i suhe tvari, a u suhoj tvari sadrzani su svi oni parametri

koji ¢ine prehrambenu vrijednost neke namirnice. Ukupna suha tvar (topljiva i netopljiva) u

pogadi pasjeg trna odredivala se suSenjem pri 105 °C do konstantne mase (AOAC, 1984).
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Priprema uzorka:

Usitnjeni uzorak pogace pasjeg trna se homogenizirao prije odredivanja ukupne suhe tvari.

Postupak odredivanja:

U osusenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 1 g kvarcnog
pijeska i stakleni Stapi¢ te se susi u susioniku pri 105 °C oko dva sata sa skinutim poklopcem.
Nakon suSenja posudica se zatvori poklopcem te hladi u eksikatoru, a zatim se izvaZe s to¢noS¢u
+0,0002 g. U ohladenu 1 izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 1 g uzorka samljevene
pogace 1 dobro izmijeSa pomocu staklenog Stapic¢a. Sve zajedno se vaze s to¢nos¢u od +0,0002
g. Aluminijska posudica s pijeskom i ispitivanom koli¢inom uzorka stavi se u laboratorijski

suSionik, prethodno zagrijan na 105 °C + 0,5 °C te se zagrijava 1 h sa zaklopljenim poklopcem.

Nakon hladenja 1 vaganja suSenje se nastavlja toliko dugo dok razlika izmedu dva
uzastopna susenja, u razmaku od 30 min, ne bude manja od 0,001 g. Vaze se ponovno s tocnos¢u

+0,0002 g.

Ukupna suha tvar izracuna se prema sljede¢oj formuli:

m,—m
ukupna suha tvar (%) = —2 " 2%.100

m; — Mg
[1]
gdje je:
Mo — masa posudice 1 pomo¢nog materijala (pijesm, stakleni Stapi¢, poklopac) (g)

M;— masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g)

M — masa posudice s ostatkom nakon suSenja (g)
3.2.3.  Ekstrakcija fenolnih spojeva i vitamina C iz pogace pasjeg trna

Postupak ekstrakcije:

U falcon epruvetu (20 mL) odvaze se 140,01 g uzorka pogace pasjeg trna te se doda 10
mL otapala (30 ili 70 % EtOH, v/v). Uzorak se ekstrahira u ultrazvuénoj kupelji pri 40 °C u
trajanju od 20, 30 i 40 min. Dobiveni ekstrakt se centrifugira 10 min pri 6000 o/min, profiltrira
kroz filter papir i prebaci u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopuni do oznake. Pripremljeni

ekstrakti skladiste se pri-18 °C do daljnje analize.
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3.2.4. Odredivanje karotenoidinih pigmenata u ulju pasjeg trna HPLC metodom uz

PDA detektor

Priprema uzorka:

Za odredivanje karotenoida izvagani uzorci ulja (1+0,01 g) su otopljeni u 5 mL n-
heksana. Prije injektiranja u HPLC uredaj, uzorci se profiltriraju kroz 0,45 um filter u viale za

injektiranje.

Princip metode:

HPLC metoda uz PDA detektor koriStena je za odredivanje karotenoida u ispitivanim
uzorcima zbog visoke pouzdanosti i niske granice detekcije. DAD detektor primjenjuje se zato
Sto u jednoj analizi daje precizne vrijednosti apsorbancije te pokriva snimanje cijelog UV-Vis

spektra svakog razdvojenog pika.

Postupak rada:

Odredivanje pojedina¢nih karotenoida (3-karotena, cis-y-karotena, luteina i zeaksantina
i njihovih derivata) u ekstraktima ulja plodova pasjeg trna provedeno je prema metodi koju su
prethodno opisali Castro-Puyana i sur. (2016) (tablica 4). Za izvodenje metode koristen je
uredaj za tekuc¢insku kromatografiju Agilent 1260 Infinity sistem (Agilant Technologies, Santa
Clara, SAD) koji je opremljen s UV/ Vis PDA detektorom. Odredivanje je provedeno prema

sljede¢im kromatografskim uvjetima:

Tablica 4. Gradijent za HPLC-UV/Vis PDA analizu karotenoida (Castro-Puyana i sur., 2016)

t (min) | Otapalo A (%) | Otapalo B (%) Protok(mL/min)
0 100 0 0,8
20 70 30 0,8
35 50 50 0,8
45 20 80 0,8
50 0 100 0,8
52 100 0 0,8
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Identifikacija karotenoida provodi se usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih
spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja standarda, polarnosti i usporedbom s karakteristicnim
spektrima UV/VIS PDA standarda. Kvantitativne vrijednosti karotenoida izraunaju su iz

jednadzbi bazdarnih pravaca p-karotena, luteina i zeaksantina.

Izrada bazdarnog pravca i izradun rezultata:

Pocetne otopine standarda B-karotena, luteina i zeaksantina, pocetne koncentracije 100
ug mL! priprave se otapanjem 1 mg standarda u 10 mL n-heksana. Iz po&etne otopine standarda
pripreme se razrjedenja standardnih otopina s n-heksanom u rasponu od 6,67-100 pg/mL. 1z
povrSine pikova 1 masenih koncentracija standardnih otopina dobiju se baZdarni pravci 1

izraCunaju pripadajuce jednadZbe pravaca za svaki standard.

Jednadzbe bazdarnih pravaca za standarde karotenoida su:
za B-karoten: y=374,11x , R?>= 0,994

za lutein: y=11,86 x , R?= 0,949

za zeaksantin: y=2,45 x R?= 0,989

Kvantifikacija cis-y-karotena provodi se pomoc¢u jednadzbe bazdarnog pravca za [-karoten.

3.2.5. Odredivanje tokoferola HPLC metodom uz FLD detektor

Priprema uzorka:

Za odredivanje tokoferola izvagani uzorci ulja (1£0,01 g) su otopljeni u 5 mL n-heksana.
Prije injektiranja u HPLC uredaj, uzorci se profiltriraju kroz 0,45 pm filter u viale za

injektiranje.

Postupak rada:

Odredivanje tokoferola provedeno je prema standardnoj metodi (HRN EN ISO
9936:2007) uz primjenu visoko djelotvorne tekucinske kromatografije (HPLC) i fluorescentnu
detekciju (FD), izokratskom metodom normalnih faza. Za izvodenje metode koriSten je uredaj
za tekuc¢insku kromatografiju Agilent 1260 Infinity sistem (Agilent Technologies, SAD) uz
FLD detektor. Odredivanje je provedeno prema kromatografskim uvjetima navedenim u ablici

5. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja.
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Tablica 5. Uvjeti kromatografskog odredivanja tokoferola

Kolona: LiChroCART, Silica 60, 5 um (250 x 4,6 mm),
Merck
Pokretna faza: otapalo A: smjesa heksan:izopropanol
(99,3:0,7; viv)
Temperatura kolone: Sobna
Brzina protoka: 0,9 mL min? 100 % A
Vrijeme analize: 25 min
Detektor: Fluorescentni detektor (FD)
e Valnaduljina 295 nm
ekstinkcije:
e Valnaduljina emisije: | 330 nm
Osjetljivost detektora: Srednja
Injektirani volumen: 20 pL

Izrada bazdarenog pravca a-tokoferola i izracun rezultata:

Standardna otopina a-tokoferola pripremljena je otapanjem u n-heksanu u
odgovaraju¢im razrjedenjima (0,2-10,0 pug/mL). Iz povrSine pikova i masenih koncentracija
standardnih otopina dobije se bazdarni pravac i izracuna pripadajuca jednadzba pravca koja se
koristi za izraCunavanje koncentracije pojedina¢nih tokoferola u analiziranim uzorcima

izrazeno kao pg/mL.

Jednadzba bazdarnog pravca za a-tokoferol: y=35,945-x

3.2.6. Odredivanje fenolnih spojeva i vitamina C primjenom UPLC-MS/MS
metode

Postupak odredivanja:

Za odredivanje sadrzaja pojedinih fenolnih spojeva i vitamina C u analiziranim
ekstraktima korsten je UPLC-MS/MS ESI u pozitivnom i negativnom modu prema metodi koju
se prethodno opisali Garofuli¢ i sur. (2018) (Tablica 7), a uvjeti kromatografskog odredivanja i
podaci masene spektrometrije navedeni su u tablici 6. Za kontrolu uredaja i obradu podataka

koristen je program Agilent MassHunter Workstation (ver. B.04.01).
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Tablica 6. Uvjeti kromatografskog odredivanja fenolnih spojeva

Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18, 1,8 um (100 x 2,1 mm I.D.)
Pokretna faza: otapalo A: 0,1 % mravlja kiselina u redestiliranoj vodi

otapalo B: 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu
Detektor: MS/MS trostruki kvadropol (Agilent 6430 QqQ)
lonski izvor: ESI

MS parametri:

temperatura plina: 300 °C
protok plina (N2): 11 L/min
nebulizer: 40 psi

napon na kapilari: +4000 V; -3500 V
maseni detektor: MRM mode (m/z 50 - 1000)

Eluiranje: gradijentno — gradijent prikazan u tablici 3
Temperatura: 35°C

Vrijeme trajanja: 12,5 min

Injektirani volumen: 2,5uL

Tablica 7. Gradijent za UPLC-MS/MS analizu fenolnih spojeva (Garofuli¢ i sur., 2018)

t (min) Otapalo A Otapalo B Protok (mL/min)
0 95 5 0,3
10 65 35 0,3
10,1 20 80 0,3
11 20 80 0,3
111 95 5 0,3
12,5 95 5 0,3
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Tablica 8. Podaci masene spektrometrije i identifikacija fenolnih spojeva

Naziv spoja Preku rsor Prqdukt Fragme Kolizij_s_ka Polarnost
ion ion ntor energija
FLAVONOLI
Izoram_netln-S-smapo|Igluk02|d- 993 463 100 5 pozitivan
glukozid-7-ramnozid
Izoramr_let|n-3-sofor02|d-7- 287 163 100 5 pozitivan
ramnozide
Izoram_netln-S-rutlnoz|de-7- 787 625 100 5 pozitivan
glukozid
Kvercetin-3-soforozid-7-ramnozid 773 303 100 5 pozitivan
Kvercet_ln-3-ramnogIuk02|d-7- 757 303 100 pozitivan
ramnozid
Kamferol-soforozide-ramnozid 757 287 120 15 pozitivan
Izoramnetin-3,7-diheksozid 641 479 100 5 pozitivan
Izoramnetin-3-rutinozid 625 317 100 5 pozitivan
Rutin* 611 465 120 5 pozitivan
Rutin* 611 303 120 15 pozitivan
Kamferol-heksozid-ramnozid 595 153 120 15 pozitivan
Kamferol-3-rutinozid* 595 287 120 15 pozitivan
Izoramnetin-3-heksozid 479 317 100 5 pozitivan
Kvercetin-3-glukozid* 465 303 100 5 pozitivan
Izoramnetin-3-ramnozid 463 317 100 5 pozitivan
Kvercetin-3-ramnozid 449 303 100 5 pozitivan
Kvercetin-3-pentozide 435 303 100 5 pozitivan
Kamferol-ramnozid 433 287 120 15 pozitivan
Izoramnetin 317 201 100 5 pozitivan
Kamferol 287 145 120 15 pozitivan
FLAVAN-3-OLI
Katehin 291 139 100 10 pozitivan
Katehin 291 165 100 10 pozitivan
Epikatehin 291 139 100 10 pozitivan
FLAVONI
Luteolin-7-O-glukozid 449 287 100 35 pozitivan
Luteolin* 287 153 140 35 pozitivan
Apigenin* 271 153 80 30 pozitivan
HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE
Vanilinska kiselina* 169,1 125,1 100 10 pozitivan
Elaginska kiselina heksozid 436 303 100 10 negativan
Galna kiselina* 169 125 100 10 negativan
p-hidroksibenzojeva kiselina 137 93 100 10 negativan
Siringinska kiselina* 199,1 140,1 90 10 pozitivan
Protokatehinska kiselina 153 109 100 10 negativan
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Tablica 9. Podaci masene spektrometrije i identifikacija fenolnih spojeva - nastavak

HIDROKSICIMETNE KISELINE
Nazi . Prekursor | Produkt | Fragme | Kolizijska
aziv spoja . . s Polarnost
ion ion ntor energija
HIDROKSICIMETNE KISELINE
Kafeinska kiselina* 179 135 80 10 negativan
Klorogenska kiselina* 353 191 80 10 negativan
p-kumarinska kiselina* 163 119 80 10 negativan
Ferulinska kiselina* 193 178 80 5 negativan
Ferulinska kiselina* 193 134 80 10 negativan
RuZmarinska kiselina* 359 161 110 10 negativan
Cinamic¢na kiselina* 147 103 80 10 negativan
VITAMINI
Askorbinska kiselina* | 175 | 115 | 100 | 5 negativan

Identifikacija fenolnih spojeva na UPLC MS/MS-u provedena je usporedbom spektra

masa 1 fragmentacijskih uzoraka autenti¢nih standarda, a za spojeve za koje ne postoje

standardi, prekursor i produkt ioni te polaritet odredeni su prema literaturnim podacima (Tablica

8). Kvantifikacija pojedinih fenolnih spojeva u uzorcima izraCunata je prema bazdarnim

jednadzbama standardnih spojeva (Tablica 9), a za kvantifikaciju spojeva za koje ne postoje

standardi koriStene su jednadzbe pravaca spojeva iz iste grupe fenolnih spojeva. Standardi

polifenola za izradu kalibracijskih krivulja otopljeni su u metanolu u koncentraciji od 100

mg/mL, a toc¢ke kalibracije bile su u rasponu od 0,10 do 50 mg/mL. Dobivene koncentracije

izrazene su u mg/100 g osusenog uzorka pogace, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

dvaju paralelnih odredivanja.

Tablica 10. Bazdarne jednadzbe standardnih spojeva

Spoj BaZdarna krivulja R?

Kvercetin-3-O-glukozid y= 1580 X 0,99
Kamferol-3-O-rutinozid y= 217,43 X 0,98
Kava kiselina y= 1282 X 0,99
Epikatehin y= 221,99 X 0,97
Ferulinska kiselina y= 44,403 X 0,99
Galna kiselina y= 203,67 X 0,99
Klorogenska kiselina y= 341055 X 0,99
p-kumarinska kiselina y= 1983 X 0,99
Katehin y= 54772 X 0,98
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Tablica 11. Bazdarne jednadzbe standardnih spojeva - nastavak

Spoj BaZdarna krivulja R?

Epigalokatehin galat y= 355,6 X 0,98
Rutin y= 15345 x 0,99
Epikatehin galat y= 218,67 X 0,99
Procijanidin B2 y= 523,87 X 0,99
Miricetin y= 90,266 x 0,99
Apigenin y= 198,43 X 0,99
Luteolin y= 49498 x 0,98
Kini¢na kiselina y=1409,6 x 0,99
Vanilinska kiselina y= 153,43 X 0,98

3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

3.2.1.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta hidrofilnih spojeva ORAC
metodom

Princip metode:

ORAC metoda prema mehanizmu djelovanja spada u HAT metodu koja se temelji na
prijenosu atoma vodika, a mjeri se inhibicija peroksil radikala koji nastaje uslijed raspadanja
azo-spoja, 2,2'-azobis(2- amidinoproionamid)-dihidroklorid) (AAPH), pri stalnoj brzini na 37
°C. Ova metoda je klasi¢an primjer antioksidacijske aktivnosti sprjeCavanjem lancanih reakcija
radikala (Prior, 2015). ORAC metoda se koristi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
antioksidansa topljivih u vodi (H-ORAC) i u uljima (L-ORAC).

Priprema uzoraka:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka ORAC metodom, pripreme se

odgovarajuca razrjedenja uzoraka fosfatnim puferom (75 mM, pH 7.5).

Postupak odredivanja:

U jazicu mikrotitarske ploCice otpipetira se 150 pL otopine fluorescina, a u
odgovarajuce jazice 25 pL uzorka ili 25 pL fosfatnog pufera (slijepa proba) ili 25 pL otopine
standarda Troloxa odgovarajucih razrjedenja (3,12 — 103,99 uM) za izradu bazdarnog pravca..

Plocica s jazicama se inkubira u ¢itacu mikroploca 30 min/37 °C prije pocetka mjerenja.
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Nakon inkubacije, mjeri se fluorescencija (4 eks. 485 nmi A em. 520 nm) pri temperaturi
od 37 °C svakih 90 s kako bi se odredio pozadinski signal. Nakon 3 ciklusa, 25 pL svjeze
pripremljenog 240 mM AAPH je injektirano softverski pomoc¢u unutarnjeg ubrizgavaca.
Mijerenje intenziteta fluorescencije traje do 120 min.

MARS softver (MARS 2.0 software, BMG LABTECH, Offenburg, Germany) za
analizu podataka omogucuje automatsku evaluaciju. Mjerenje je provedeno u duplikatu te su
rezultati prosje¢ne vrijednosti dvaju mjerenja iskazani zajedno sa standardnom devijacijom.
ORAC vrijednosti izrazavaju se kao pmol troloks ekvivalenta po litri (umol/TE L), odnosno
preracunato na 100 g suhe tvari ekstrakta kao pumol troloks ekvivalenta na 100 g suhe tvari
ekstrakta (Lmol/TE/10/g s.tv.e.).

3.2.7.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta lipofilnom ORAC metodom

Huang 1 sur. (2002) su unaprijedili ORAC metodu za lipofilne antioksidanse koristeci
metilirani B-ciklodekstrin (RMCD) koji u€inkovito povecava topljivosti lipidnih antioksidanasa

u fosfatnom puferu.

Priprema uzoraka:

Prethodno dobiveni ekstrakti otpare se na rotavaporu pri 70 °C do suha. Prema radu
Naguib i sur. (2003) odreden je omjer ulja i acetona; 0,5 g dobivenog ulja otopi se u 20 mL
acetona. Potom se napravi razrjedenje 1:1 sa 7 % RMCD otopinom te se stavi 1 h u ultrazvu¢nu
kupelj pri sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci se promijesaju na vortex mijeSalici (40 o/min)
te profiltriraju kroz 0,45 pum filter. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti lipofilnih spojeva

u uzorku ORAC metodom pripreme se odgovarajuca razrjedenja uzoraka.

Postupak rada:

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata odreden je ORAC metodom prema radu Naguib i
sur. (2003). U 7 % RMCD pripremljena su odgovarajuca razrjedenja uzoraka i standardne
otopine Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), dok su u 75 mM
fosfatnom puferu (pH 7,38) pripremljene otopine fluoresceina (63 nM) i izvor radikala 2,2'-
azobis (2-amidinopropan) dihidroklorida (240 mM AAPH).

U jazicu mikrotitarske plocice otpipetira se 150 puL otopine fluoresceina te 25 pL
uzorka, 25 pL 7 % RMCD otopine za slijepu probu ili 25 pL razrijedenih otopina standarda
Troloxa za izradu bazdarnog pravca. Plo¢a s jaZicama se inkubira u ¢itacu mikroploca 30

min/37 °C prije pocetka mjerenja.
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Nakon inkubacije, mjeri se fluorescencija (A eks. 493 nm i A em. 515 nm) svakih 90 s
kako bi se odredio pozadinski signal. Nakon 3 ciklusa, 25 pL svjeze pripremljenog 240 mM
AAPH je injektirano softverski pomocéu unutarnjeg ubrizgivaca. Mjerenje intenziteta
fluorescencije traje do 120 min. Mjerenje je provedeno u duplikatu, a analiza dobivenih
podataka napravljena je pomocu odgovaraju¢eg racunalnog programa (MARS 2.0 software,
BMG LabTech, Offenburg, Njemacka). Dobiveni su rezultati izrazeni kao prosjecne vrijednosti
dvaju mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom kao pmol troloks ekvivalenta po litri

(UmMOl/TE/L), odnosno preracunato na umol/TE/100 g ulja.

3.2.8. Obrada rezultata

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku obradu podataka koristen je programski
sustav Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD). Multifaktorska analiza varijance (ANOVA)
koristena je kako bi se utvrdila vaznost utjecaja pojedinih varijabli (vrsta ekstracijskog otapala;
vrijeme ekstrakcije) na promatrane parametre (maseni udio fenolnih spojeva te vrijednost H-
ORACA-a). Statisti¢ki zn9acajna razlika razmatrana je na razini p<0,05 (95 %-tni interval

pouzdanosti), a sve srednje vrijednosti rezultata usporedene su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome istrazivanju koriSteni su plodovi pasjeg trna, sorte Leikora (A) i sorte Ascola
(B). Sortu A ,Leikora*“ karakteriziraju vece bobice, svijetlo naranCaste boje dok sortu B
,Ascola® karakteriziraju manji plodovi tamnonarancaste boje. Ukupna suha tvar lifiliziranih
plodova sorte A iznosila je 90,09 %, a sorte B 94,05 %. Soxhlet ekstrakcijom iz liofiliziranog
ploda sorte A dobiveno je 27,73 % ulja, a iz sorte B 27,82% ulja. U pogaci ploda pasjeg trna
koja je zaostala nakon ekstrakcije ulja takoder je odredena suha tvar pogace sorte A 1 sorte B
koja je iznosila 79,94 %, odnosno 82,09 %. Nakon Soxhlet ekstrakcije u ekstraktima ulja
provedeno je kromatografsko odredivanje tokoferola primjenom HPLC metode uz FLD
detektor te karotenoida primjenom HPLC metode uz DAD detektor. U pogacama sorte A i B
ispitan je utjecaj ekstrakcije potpomognute ultrazvukom iz upotrebu vodenih otopina etanola
(30 i 70 %, v/v) na izolaciju fenolnih spojeva i vitamina C te je odredivanje provedeno
primjenom UPLC-ESI MS/MS metode. Takoder u uljima i ekstraktima pogace odreden je
lipofilni i hidrofilni antioksidacijski kapacitet ORAC metodom.

Maseni udjeli identificiranih i kvantificiranih tokoferola (Slika 14), karotenoida (Tablica
10) izrazeni su kao mg/100 g ulja. Lipofilni ORAC izraZen je kao pumol/TE 100 g ulja (Slika
15), skupine fenolnih spojeva (Tablice 11 i 12) kao i vitamin C (Tablica 14) izrazeni su kao
mg/100 g s. tv. uzorka, ukupni fenolni izraZeni su kao mg/100 g (Tablica 13). Hidrofilni ORAC
izrazen je kao umol/TE/10 g s. tv. (Slika 16).
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4.1.SADRZAJ TOKOFEROLA i KAROTENOIDA U ULJIMA DVIJE SORTE
PASJEG TRNA EKSTRAHIRANIM SOXHLET EKSTRAKCIJOM

4.1.1. Rezultati odredivanja sadrzaja tokoferola u uljima HPLC metodom uz FLD

detektor
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Slika 14. Rezultati masenih udjela a-tokoferola (mg/100 g ulja) odredenih HPLC metodom uz
FLD detektor u uljima dvije sorte pasjeg trna, sorte ,,Leikora“ (A) i sorte ,,Ascola“ (B)

U uzorcima ulja ploda sorte A i sorte B odreden je samo a-tokoferol, dok su ostali
tokoferoli odredeni u tragovima. Visi udio a-tokoferola odreden je u sorti A (275, 63 mg/100
g ulja), nego u sorti B (264, 36 mg/100 g ulja) (Slika 14). I u istrazivanju Zadernowski i sur.
(2003) u ulju ploda pasjeg trna a-tokoferol bio je najzastupljeniji spoj, a maseni udio je iznosio
od 101,4 do 128,3 mg/100 g ulja $to je znacajno nize u usporedbi s rezultatima u ovom radu.
Razlog tomu moze biti utjecaj sortimenta, vremena berbe i1 okoliSnih uvjeta uzgoja pasjeg trna
Sto je pokazalo i trogodiSnje istrazivanje Andersson i sur. (2008) gdje je sadrzaj tokoferola 1
tokotrienola znacajno varirao tijekom zrenja u plodovima cetiri sorte pasjeg trna. Isto
istrazivanje je pokazalo kako je sadrzaj a-tokoferola bio veci u razdoblju zrenja te u pozitivnoj
korelaciji s dnevnom temperaturom. Takoder, razli¢iti ¢imbenici poput stresa, suSe, niske

temperature i visokog inteziteta svjetlosti utjeCu na sintezu tokoferola (Andersson i sur., 2008).
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4.1.2. Rezultati odredivanja sadrzaja karotenoida u uljima HPLC metodom uz
PDA detektor

U Tablici 10 prikazani su rezultati masenih udjela pojedinac¢nih karotenoida u uljima
obje sorte pasjeg trna te zbroj pojedinac¢nih karotenoida izrazen kao ukupni karotenoidi. Ukupni
karotenoidi odredeni su u podjednakim udjelima odnosno u ulju sorte A udio ukupnih
karotenoida iznosio je 917, 03 mg/100 g ulja, a u ulju sorte B iznosio je 915, 11 mg/100 g ulja
(Tablica 10). Prema Rajchal i sur. (2009) sadrzaj karotenoida u ulju pasjeg trna iznosio je 1570
mg/100 g ulja $to je znacajno viSe u usporedbi s rezultatima u ovom radu. U istrazivanju Tkacz
1 sur. (2020) utvrdeno je kako je koncentracija karotenoida bila u rasponu od 19 do 47%, a
ksantofila od 16 do 81 %. Najzastupljeniji spojevi u ulju ploda pasjeg trna bili su derivati luteina
te zeaksantina od kojih su najzastupljeniji bili derivat 4 zeaksantina te derivat 3 luteina. Sastav
i maseni udio karotenoida u pasjem trnu ovisi o sortimentu, uvjetima uzgoja, klimi i vremenu
berbe (Raffo i sur., 2004). Rezultati dobivenu u ovom radu su u skladu s istrazivanjima
Ciesarova i sur. (2020) te Pop i sur. (2014) gdje su najzastupljeniji pigmenti takoder bili

zeaksantin i njegovi derivati,  karoten te esteri luteina.

Tablica 10. Rezultati masenog udjela karotenoida (mg/100 g ulja) odredenih u uljima ploda

pasjeg trna sorti ,,Leikora“ (A) i,,Ascola“ (B)

PIGMENTI Ulje (sorta A) Ulje (sorta B)
(mg/100 g ulja)
Zeaksantin 26,58+1,72 11,78+1,11
der 1 zeaksantina 14,07+0,26 5,71+0,37
der 2 zeaksantina 57,02+0,30 70,51+1,33
der 3 zeaksantina 19,24+1,31 5,73+0,03
der 4 zeaksantina 249,58+2,65 155,65+3,95
Lutein 72,23+0,04 99,04+3,14
der 1 lutein 113,131+1,61 211,05+3,06
der 2 lutein 54,24+2,33 27,56+0,83
der 3 lutein 264,05+1,74 126,54+1,47
B-karoten 28,87+0,51 53,75+1,46
cis-p-karoten 6,61+0,1 3,76x0,03
cis-y-karoten nd 96,45+0,80
y karoten nd 5,84+0,86
B kriptoksantin 4,34+0,07 12,63+1,29
der 1 B kriptoksantin 7,08+0,02 6,62+0,02
der 1 likopen nd 22,49+1,46
UKUPNI KAROTENOIDI 917,03+9,23 915,11+16,57

nd- neidentificiran spoj

34



Istrazivanjima je utvrdeno da mono- i diesteri ¢ine vecinu karotenoida u malezijskim
(62 %), rumunjskim (71 %) te Svedskim (55 %) sortama pasjeg trna (Pop i sur., 2015; Andersson
i sur., 2009). U istrazivanju Olas (2018) te Urssache i sur. (2017) identificirano je dvanaest
spojeva iz skupine karotenoida od kojih su najzastupljeniji bili zeaksantin (81,29 mg/g s. tv.) i
astaksantin (22,94 mg/g s. tv.). U plodovima tri njemacke sorte ,,Askola®, ,,Hergo* i ,,Leikora‘“
glavni karotenoidi bili su zeaksantin, karoten i kriptoksantin, a genotip je utjecao na
akumulaciju i profil karotenoida (Raffo i sur., 2004). U skladu s rezultatima u ovom radu je i
istrazivanje Criste i sur. (2020) gdje su u plodovima pasjeg trna identificirani lutein, zeaksantin,

beta kriptoksantin, cis beta karoten i beta karoten.

4.1.3. Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta lipofilnom ORAC
metodom

Prema dobivenim rezultatima ulje sorte A imalo je ve¢i lipofilni antioksidacijski
kapacitet (1676,9 umol/TE/100 g ulja) nego ulje sorte B (1122,1375 umol/TE/100 g ulja) (Slika
15). Antioksidativna svojstva lipofilnih bioaktivnih spojeva kao i kod fenolnih spojeva variraju
zbog razlika u sortama, vremenu berbe, uvjetima skladiStenja itd (Criste i sur., 2020). Ovo
istrazivanje je u skladu s radom Recendava i sur. (2018) gdje je takoder u sorti ,Leikora“

odredena veca vrijednost antioksidativnog kapaciteta nego u sorti ,,Ascola“.
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Slika 15. Rezultati antioksidacijskog kapaciteta (umol/TE 100 g ulja) lipofilnih spojeva u ulju
dvije sorte pasjeg trna ,,Leikora“ (A) i sorte ,,Ascola“ (B) primjenom ORAC metode
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4.2. 1ZOLACIJA FENOLNIH SPOJEVA | VITAMINA C POGACE PLODOVA
PASJEG TRNA PRIMJENOM EKSTRAKCIJE POTPOMOGNUTE
ULTRAZVUKOM

Maseni udjeli pojedinacnih fenolnih spojeva odredeni su u ekstraktima pogace plodova
dvije sorte pasjeg trna dobivenih primjenom UAE uz razli¢ita otapala (30 i 70 % etanol, V/V) i

vremena trajanja ekstrakcije (20, 30 i 40 min).

4.2.1. Rezultati odredivanja fenolnih spojeva u ekstraktima pogace dvije sorte
pasjeg trna odredene UPLC MS/MS metodom

U Tablici 11 prikazani su rezultati masenih udjela pojedina¢nih fenolnih spojeva sorte
A, u Tablici 12 rezultati pojedinac¢nih fenolnih spojeva sorte B, a u Tablici 13 prikazan je
ukupan maseni udio fenolnih grupa kao zbroj pojedinac¢nih spojeva odredenih u ekstraktima
pogace sorte A i B. U ispitivanim uzorcima ukupni flavonoli (U F-OL) bili su u rasponu od
12,75 do 28,51 mg/100 g, ukupni flavanoli (U FLA-3-OL) od 1,07 do 2,40 mg/100 g, ukupne
hidroksibenzojeve kiseline (UHBA) od 2,60 do 11,38 mg/100 g, a ukupne hidroksicimetne
kiseline (UHCA) od 18,56 do 36,32 mg/100 g (Tablica 13). Najnizi maseni udio ukupnih fenola
(zbroj svih fenolnih grupa) odreden je u pogaci sorte B ekstrahirane 30 %-tnim etanolom i
vremenu ekstrakcije od 30 min (40,06 mg/100 g), anajveca vrijednost odredena je u ekstraktima
iste sorte ekstrahiranoj 70 %-tnim etanolom i duZzem vremenku ekstrakcije od 40 min (66,01
mg/100 g), (Tablica 13). Na temelju rezultata, najzastupljenije grupe fenolnih spojeva u svim

ekstraktima pogace ¢ine hidroksicimetne kiseline (HCK) i flavonoli.

Maseni udio HCK-a pogace sorte A kretao se u rasponu od 18,56 do 34,87 mg/100 g s.
tv., a sorte B u rasponu od 19,68 do 36,32 mg/100 g s. tv. (Tablica 13). U ekstraktima pogace
sorte A i sorte B najve¢i udio HCK odreden je u 70 %-tnim etanolnim ekstraktima i vremenu
ekstrakcije od 40 min. Ukupno je identificirano Sest HCK u analiziranim uzorcima, a u najve¢im
udjelima su odredene cimetna (8,90 do 22,14 mg/100 g) (Tablica 12), kava (1,12 do 6,53 mg/
100 g) (tablica 11) i p-kumarinska kiselina (0,16 do 7,51 mg/100 g) (Tablica 12). Dobiveni
rezultati su u skladu sa istrazivanjem Criste i sur. (2020) gdje su cimetna kiselina i njeni derivati
bili su najzastupljenije HCK u plodovima pasjeg trna. Takoder, u plodovima pasjeg trna sorte
“Leikora” i “Askola” te sibirske sorte “Orangeveja” uzgojene u Njemackoj osim dominantnih
flavonola u znacajnim udjelima je odredena i cimetna kiselina (Ficzek i sur., 2019). Istrazivanja
pokazuju da ovisno o sortimentu, uzgojnim uvjetima i vremenu berbe znacajno varira sastav

fenolnih kiselina.
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Tako na primjer prema literaturnim podacima dominantne fenolne kiseline u pasjem
trnu su p-kumarinska, kava i ferulinska kiselina (Criste i sur., 2020; Hajazimi i sur., 2016;
Fatima i sur., 2015).

Maseni udio flavonola u ekstraktima pogace sorte A kretao se u rasponu od 13,08 do
22,25 mg/100 g s. tv., a u ekstraktima sorte B od 12,75 do 28,51 mg/100 g s. tv. (Tablica 13).
Identificirano je devetnaest flavonola, a najzastupljeniji flavonoli u ekstraktima pogace obje
sorte bili su izoramnetin-3-heksozid i rutin $to je u skladu s istrazivanjem Ciesarova i sur.
(2020). Najvec¢i maseni udijeli izoramnetin-3-heksozida (12,05 mg/100 g s. tv.) i rutina (6,40
mg/100 g s. tv.) odredeni su u ekstraktima pogace sorte B primjenom 70 %-tne vodene otopine
etanola i vremena ekstrakcije od 30 odnosno 20 min (Tablica 12).

I u istrazivanju Pop i sur. (2013) identificirano je devetnaest flavonola u plodovima H.
rhamnoides L. subsp. Carpatica od kojih su najzastupljeniji bili izoramnetin-3-glukozid,
izoramnetin-3-ramnozilglukozid, izoramnetin-3-soforozid-7-ramnozid, izoramnetin, kvercetin-
3-heksozid, izoramnetin-3-heksozid, izoramnetin-3-glukozid-7-ramnozid i rutin. Druga
istrazivanja su utvdila da su derivati izoramnetina dominantna flavonolna 1 fenolna frakcija u
pasjem trnu (Ma i sur., 2016; Fatima i sur., 2015), a prema Teleszko i sur. (2018) derivati
izoramnetina smatraju se dominantnom polifenolnom frakcijom koja ¢ini preko 6 5% ukupnih
flavonola. U analiziranim pogacama u najve¢em udjelu je odreden i kvercetin-3-glukozid (0,73
do 2,40 mg/100 g s. tv.). Na nize udjele flavonola u analiziranim poga¢ama vjerojatno su
utjecali visoka temperature i duze vrijeme Soxhlet ekstrakcije tijekom proizvodnje ulja ploda
pasjeg trna.

Prema istrazivanju Gorbatsova i sur. (2007) u sorti “Trafimovskaja” takoder je utvrden
znacajan udio kvercetina. Neka istrazivanja pokazuju da duze sazrijevanje listova i plodova
rezultira poviSenim sadrZzajem kvercetina odnosno da vrijeme berbe biljke znacajno moze

utjecati na njezin sastav (Criste i sur., 2020).

Rezultati pokazuju kako otapalo ima statisticki znacajan utjecaj na ukupne flavonole i
HCK te da su veci udijeli dobiveni kad je kao otapalo koristen 70 %-tni etanol dok vrijeme
ekstrakcije nije znacajno utjecalo na udjele odredivanih spojeva. Prema istraZivanjima vodene
otopine etanola u rasponu od 50 do 80 % te aceton su u€inkovitija otapala za ekstrakciju vecine
fenolnih spojeva (Dirar i sur., 2019; Oreopoulou i sur., 2019).U analiziranim ekstraktima
pogace maseni udio ukupnih flavanola kretao se u rasponu od 1,07 do 2,40 mg/100 g. Odredena
su dva flavanola, epikatehin (0,36 do 0,99 mg/100 g) i katehin (0,30 do 1,03 mg/100 g) sto je u

skladu sa literaturnim podacima (Ma i sur., 2016).
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Najvec¢i udio epikatehina odreden je u ekstraktu pogace B, a katehina u pogaci A
primjenom 70 %-tne vodene otopine etanola i vremena trajanja ekstrakcije od 30 odnosno 40
min. Prema istrazivanju Suryakumar i Gupta (2011) epikatehin je prisutan u visSim udjelima u

listovima i zelenim bobicama pasjeg trna.

U analiziranim pogacama odredena su tri flavona od kojih su najzastupljeniji luteolin-
7-O-glukozid, apigenin i luteolin. Najveéi udio luteolin-7-O-glukozida (0,32 mg/100 g s. tv.)
odreden je u ekstraktima pogace sorte B primjenom 70 %-tne vodene otopine etanola i vremena
trajanja ekstrakcije od 40 min (Tablica 12). Luteolin (0,17 mg/100 g s. tv.) i apigenin (0,27
mg/100 g. s. tv.) su bili u najvec¢em udjelu zastupljeni u ekstraktima pogace sorte A primjenom
70 %-tne odnosno 30 %-tne vodene otopine etanola i vremena trajanja ekstrakcije od 20 min
(Tablica 11).

Prema literaturnim podacima luteolin-7-glukozid je najzastupljeniji flavanol u

plodovima pasjeg trna sorte Colosal (Criste i sur., 2020).

U pogacama sorte A i B detektirano je Sest hidroksibenzojevih kiselina, a maseni udjeli
ukupnih HBK-a kretali su se u rasponu od 2,60 do 11,38 mg/100 g s. tv. (Tablica 13). Najvisi
maseni udjeli HBKodredeni su u ekstraktima sorte A i sorte B sa 70 %-tnim etanolom i vremenu
trajanja ekstrakcije od 20 odnosno 40 min (Tablica 13). U analiziranim ekstraktima
najzastupljenija je bila vanilinska kiselina (8,88 mg/100 g s. tv.) s najviSim udjelom u pogaci
sorte A (Tablica 11) , a protokatehinska kiselina (1,03 mg/100 g s. tv.) u pogaci sorte B kada je
ekstrakcija provedena sa 70 %-tnim etanolom i pri vremenu ekstrakcije od 20 odnosno 30 min
(Tablica 12). Prema istrazivanjima, vanilinska, galna i salicilna kiselina su najzastupljenije
fenolne kiseline u plodovima i lis¢u pasjeg trna (Ciesarova i sur., 2020; Ji i sur., 2020;
Zadernowski 1 sur., 2003. Sortiment, mjesto uzgoja, vrijeme berbe, skladiStenje i procesiranje

znacajno utjecu na sastav fenolnih spojeva (Criste 1 sur., 2020; Pop i sur., 2015).
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Tablica 11. Rezultati odredivanja fenolnih spojeva (mg/100 g s. tv.) u ekstraktima pogace
pasjeg trna sorte ,,Leikora“ (A) dobivenih primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Maseni udio (mg/100 g s.tv.
Fenolni spojevi Al 20 Al 30 Al 40 A2 20 A2 30 A2 40
FLAVONOLI
gzlﬁrk%';‘;‘_‘;t_ig%'ﬁﬁg"i'9'“"°Zid' 0,11+0,01 | 0,1040,02 | 0,09+0,01 | 0,05:0,01 | 0,07+0,02 | 0,07+0,01
:;‘;;ﬁg“zri‘g“”'3'S°f°r°Zid'7' 0,20£0,01 | 0,180,01 | 0,15:0,02 | 0,14+0,01 | 0,18+0,01 | 0,21+0,01
Izoramnetin-3-rutinozid-7-glukozid | 0,07+0,00 | 0,15+0,02 | 0,12+0,02 | 0,05+0,02 | 0,14+0,02 | 0,11+0,02
Kvercetin-3-soforozid-7-ramnozid | 0,55:0,02 | 0,44+0,01 | 0,46+0,01 | 0,60+0,77 | 0,52+0,01 | 0,56+0,01
g‘;f;ﬁf)tzii”f'ram"og'“ko”d'7' 0,12+0,02 | 0,09+0,01 | 0,080,01 | 0,07+0,01 | 0,08+0,02 | 0,1240,01
Kampferol-soforozid-ramnozid 0,34+0,00 | 0,43+0,01 | 0,27+0,02 | 0,13+0,01 | 0,02+0,00 | 0,34+0,01
Izoramnetin-3,7-diheksozid 0,28£0,01 | 0,30+0,00 | 0,26+0,03 | 0,14+0,00 | 0,26+0,01 | 0,34+0,01
Izoramnetin-3-rutinozid 1,41+0,01 | 1,99+0,00 | 1,73+0,06 | 0,84+0,01 | 2,18+0,02 | 2,06+0,02
Rutin 6,23t0,01 | 3,95:0,01 | 4,92+0,09 | 4,29+0,06 | 4,36+0,01 | 6,00£0,21
Kampferol-heksozid-ramnozid 0,23+0,02 | 0,18+0,00 | 0,13+0,02 | 0,19+0,01 | 0,16+0,01 | 0,23+0,03
Kampferol-3-rutinozid 0,26£0,02 | 0,13+0,02 | 0,18+0,01 | 0,63+0,01 | 0,21+0,01 | 0,25£0,01
Izoramnetin-3-heksozid 6,16£0,01 | 565:0,03 | 511+0,05 | 3,58+0,04 | 7,68+0,01 | 8,19+0,01
Kvercetin-3-glukozid 1,2740,01 | 1,26+0,03 | 0,99£0,03 | 0,73£0,02 | 1,68+0,01 | 1,58+0,02
Izoramnetin-3-ramnozid 0,69£0,00 | 0,74+0,02 | 0,5040,00 | 0,770,02 | 0,80+0,02 | 0,97+0,03
Kvercetin-3- ramnozid 0,32£0,01 | 0,16+0,01 | 0,2240,01 | 0,13+0,01 | 0,19+0,02 | 0,18£0,01
Kvercetin-3-pentozid 0,09:0,01 | 0,02+0,00 | 0,05£0,02 | 0,06+0,01 | 0,06+0,02 | 0,18£0,02
Kampferol-ramnozid 0,30£0,02 | 0,20+0,00 | 0,09+0,02 | 0,26£0,02 | 0,23+0,02 | 0,05£0,01
Izoramnetin 0,12£0,01 | 0,24+0,04 | 0,1240,02 | 0,10+0,01 | 0,18+0,01 | 0,16£0,02
Kamferol 0,34£0,01 | 0,27+0,01 | 0,35£0,04 | 0,310,02 | 0,33:0,01 | 0,64+0,02
FLAVAN-3-OLI
Katehin 0,87£0,02 | 0,86+0,05 | 0,72+0,03 | 0,51£0,01 | 0,92+0,02 | 1,03£0,02
Epikatehin 0,01£0,02 | 0,79+0,06 | 0,75£0,02 | 0,5620,16 | 0,87+0,01 | 0,94+0,02
FLAVONI
Luteolin-7-O-glukozid 0,11£0,01 | 0,25:0,02 | 0,11+0,01 | 0,27+0,01 | 0,24+0,01 | 0,30£0,02
Luteolin 0,14£0,01 | 0,04+0,02 | 0,09+0,01 | 0,17+0,01 | 0,09+0,01 | 0,06£0,02
Apigenin 0,27£0,03 | 0,14+0,02 | 0,06£0,01 | 0,25+,02 | 0,06:0,02 | 0,08£0,01




Tablica 11. Rezultati odredivanja fenolnih spojeva (mg/100 g s. tv.) u ekstraktima pogace
pasjeg trna sorte ,,Leikora“ (A) dobivenih primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom -

nastavak

Maseni udio (mg/100 g s.tv.)

HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Vanilinska kiselina 0,690,01 4,83:004 | 551#0,02 | 8,88+0,01 | 0,28+0,01 | 3,1+0,02
Zig.sﬁél‘l iseline 0,62+0,02 0,39#0,01 | 0,46£0,01 | 0,35:0,01 | 0,57+0,01 | 0,67+0,02
Galna kiselina 0,22+0,03 0,18£002 | 0,25:0,02 | 0,25:0,02 | 0,23+0,01 | 0,29+0,02
ﬁ;geiﬂﬁ;ksme”mje"a 0,50+0,02 0,59+0,03 | 0,49+0,03 | 0,51#0,02 | 0,30+0,01 | 0,69+0,01
Siringinska kiselina 0,770,01 0,98£0,02 | 0,48:002 | 049+01 | 0,38+0,02 | 0,90+0,01
Protokatehinska kiselina 0,90+0,02 0,71+001 | 0,54+0,02 | 0,89#0,01 | 0,83+0,01 | 0,05:0,01
HIDROKSICIMETNE KISELINE

Kava kiselina 6,26+0,03 575:001 | 1,12+0,02 | 2,73%0,02 | 549002 | 5640,02
Klorogenska kiselina 0,29+0,03 0,19:002 | 0,22¢0,02 | 0,2740,02 | 0,12+0,01 | 0,15+0,01
p-kumarinska kiselina 1,80+0,03 3,89:003 | 0,29+0,03 | 3,72¢0,01 | 7,51#0,01 | 554:0,01
Ferulinska kiselina 2,300,01 0,30:001 | 1,05:0,02 | 0,62¢0,02 | 0,420,001 | 0,35:0,02
Ruzmarinska kiselina 1,68+0,02 2,68£005 | 1,95:0,01 | 1,06£0,02 | 2,30£0,01 | 2,320,01
Cimetna kiselina 15,710,08 | 17,50£0,11 | 13,93£0,06 13'91521'14' 16,23+1,10 20'8210'0

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja+SD. A- pogaca sorte A, frakcija 1-
vodena otopina etanola (30 %, v/v), frakcija 2 - vodena otopina etanola (70 %, v/v); vrijeme trajanja ekstrakcije u

minutama: 20, 30 i 40.
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Tablica 12. Rezultati odredivanja pojedinac¢nih fenolnih spojeva (mg/100 g s. tv.) u
ekstraktima pogace pasjeg trna sorte ,,Ascola“ (B) dobivenih primjenom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom

Maseni udio (mg/100g s.tv.

Fenolni spojevi

B1 20 B1 30 B140 B2 20 B2 30 B2 40
FLAVONOLI
gzlﬁrk%';‘;‘_‘;t_ig%ﬁﬁg‘)i'9'“"°Zid' 0,06:0,01 | 0,11+0,02 | 0,08¢0,01 | 0,09:0,02 | 0,12+0,0L | 0,13+0,01
Izoramnetin-3-soforozid-7-ramnozid | 0,12+0,02 | 0,17+0,21 | 0,11+0,01 | 0,20+0,02 0,26+0,05 | 0,18+0,01
Izoramnetin-3-rutinozid-7-glukozid 0,09+0,02 | 0,13+0,02 | 0,09+0,01 | 0,16+0,01 0,15+0,02 | 0,07+0,01
Kvercetin-3-soforozid-7-ramnozid 0,38+0,02 | 0,56+0,03 | 0,46x0,02 | 0,58+0,01 0,69+0,01 | 0,52+0,02
g‘r’:;‘;eztiz"3'ram"°g'“k02id'7' 0,05:0,01 | 0,07+0,01 | 0,0940,01 | 0,07001 | 0,09:001 | 0,07+0,01
Kampferol-soforozid-ramnozid 0,17+0,01 | 0,23+0,01 | 0,10+0,01 | 0,02+0,01 0,29+0,02 | 0,03+0,01
Izoramnetin-3,7-diheksozid 0,19+0,01 | 0,27+0,01 | 0,22+0,02 | 0,34+0,01 0,33+0,01 | 0,27+0,03
Izoramnetin-3-rutinozid 1,05+0,02 | 1,69+0,02 | 1,12+0,03 | 1,56+0,02 1,73+0,02 1,63+0,01
Rutin 3,99+0,02 | 5,58+0,01 | 6,34+0,03 | 6,40+0,04 7,96+£2080 | 5,71+0,01
Kampferol-heksozid-ramnozid 0,06+0,02 | 0,19+0,01 | 0,17+0,03 | 0,07+0,01 0,16+0,02 | 0,17+0,02
Kampferol-3-rutinozid 0,57+0,03 | 0,21+0,01 | 0,20+0,03 | 0,41+0,01 0,45+0,01 | 0,32+0,01
Izoramnetin-3-heksozid 6,04+0,03 | 0,21+0,01 | 6,61+0,04 | 11,90+0,09 | 12,05+0,06 | 9,88+0,14
Kvercetin-3-glukozid 1,12+0,03 | 1,72+0,01 | 1,37+0,01 | 2,45+0,08 2,40+0,05 | 2,18+0,02
Izoramnetin-3-ramnozid 0,43+0,02 | 0,68+0,02 | 0,51+0,03 | 0,67+0,04 0,76x0,01 | 0,69+0,03
Kvercetin-3-ramnozid 0,18+0,01 | 0,35+0,03 | 0,23+0,02 | 0,34+0,06 0,35+0,01 | 0,28+0,01
Kvercetin-3-pentozid 0,06+0,01 | 0,08+0,00 | 0,09+0,01 | 0,14+0,02 0,15+0,02 | 0,13+0,02
Kampferol-ramnozid 0,07+0,02 | 0,15+0,02 | 0,38+0,02 | 0,07+0,01 0,20+0,02 | 0,12+0,02
Izoramnetin 0,07+0,02 | 0,08+0,00 | 0,05+0,01 | 0,11+0,03 0,12+0,02 | 0,11+0,01
Kamferol 0,31+0,01 | 0,27+0,02 | 0,33+0,01 | 0,98+0,04 0,25+0,01 | 0,40+0,02
FLAVAN-3-OLI
Katehin 0,30+0,01 | 0,44+0,01 | 0,41+0,01 | 0,79+0,01 0,87+0,01 | 0,56+0,02
Epikatehin 0,38+0,01 | 0,51+0,01 | 0,36x0,02 | 0,85+0,02 0,95+0,01 0,62+,02
FLAVONI
Luteolin-7-O-glukozid 0,19+0,02 | 0,25+0,01 | 0,22+0,01 | 0,14+0,01 0,15+0,02 | 0,32+0,01
Luteolin 0,08+0,01 | 0,04+0,02 | 0,10+0,01 | 0,06+0,02 0,13+0,02 | 0,10+0,02
Apigenin 0,12+0,01 | 0,12+0,03 | 0,09+0,01 | 0,05+0,01 0,14+0,01 | 0,06+0,02
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Tablica 12. Rezultati odredivanja pojedinac¢nih fenolnih spojeva (mg/100 g s. tv.) u
ekstraktima pogace pasjeg trna sorte ,,Ascola“ (B) dobivenih primjenom ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom - nastavak

HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Vanilinska kiselina 7,49+0,34 1,28+0,02 | 0,30+0,01 | 3,99+0,03 | 5,89+0,04 1,46+0,02

Heksozid elaginske kiseline 0,51+0,01 0,84+0,01 | 0,58+0,02 | 1,24+0,03 | 1,36+0,02 0,83+0,02

Galna kiselina 0,08+0,02 0,46+0,01 | 0,15+0,02 | 0,24+0,01 | 0,33+0,01 0,40+0,02

p-hidroksibenzojeva kiselina 0,54+0,02 0,52+0,02 | 0,67+0,01 | 0,37+0,01 | 0,52+0,01 0,81+0,03

Siringinska kiselina 0,26+0,01 0,34+0,02 | 0,35+0,01 | 0,44+0,01 | 0,41+0,01 0,97+0,02

Protokatehinska kiselina 0,52+0,02 1,00+0,01 | 0,84+0,04 | 0,43+0,01 | 1,03+0,02 0,69+0,02

HIDROKSICIMETNE KISELINE

Kava kiselina 6,26+0,01 1,86+0,01 0,40+0,01 | 5,73+0,03 | 6,53+0,03 3,82+0,04
Klorogenska kiselina 0,24 0,17+0,01 0,16+0,01 | 0,24+0,01 0,21+0,01 0,08+0,01
p-kumarinska kiselina 1,37+0,01 1,81+0,02 0,16+0,01 | 0,51+0,01 | 3,14+0,03 6,60+0,05
Ferulinska kiselina 1,16+0,03 2,85+0,01 1,74+0,01 | 0,85+0,01 | 2,60+0,29 1,67+0,01
Ruzmarinska kiselina 1,75+0,01 2,38+0,01 2,12+0,01 | 2,51+0,03 | 3,02+0,01 2,01+0,05
Cimetna kiselina 8,90+0,02 12,98+0,02 17’8310’2 19‘3310’2 14,31+0,82 | 22,14+0,44

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanjatSD. B- pogaca sorta B, frakcija 1-
vodena otopina etanola (30 %, v/v), frakcija 2 - vodena otopina etanola (70 %, v/v); vrijeme trajanja ekstrakcije:
20, 30 i 40 min.



Tablica 13. Rezultati ukupnih fenola (mg/100 g) pogace pasjeg trna sorte ,,Leikora“ (A) i

,Ascola“ (B) dobivenih primjenom UAE

Maseni udio (mg/100 g)

KUPNI

U F-OL U FLA-3-OL UHBA UHCA IL:JEI\LIJOLI
AL 20 19,110,07 2,30+0,89 3,70%0,12 28,05+0,21 53.16
AL 30 16,48+0,11 2,08+0,86 7,67+0,07 30,31+0,04 56,54
AL 40 15,85+0,40 1,72+0,86 7,73+0,07 18,56+0,12 43,86
A2 20 13,08+1,06 1,77+0,27 11,38+0,04 | 22,36+14,09 48,59
A2 30 19,35+0,20 2,19+0,98 2,60+0,01 32,07+1,11 57.56
A2ao | 22.25%0.19 2,40+1,08 5,70+0,07 34,87+0,06 65,22
B120 15,010,17 1,070,20 9,41+0,42 19,68+0,05 45,17
B1 30 12,75+0,18 1,36+0,38 4,44+0,05 22,05+0,01 406
B1.40 18,56+0,06 1,17+0,26 2,90+0,02 22,45%0,18 45,08
_— 26,57+0,35 1,89+0,98 6,72+0,09 29,21+0,36 64.39
B2 30 28,51+2,45 2,23+1,00 9,54+0,09 29,81+1,16 61,00
B2.40 22,89+0,41 1,65%0,49 5,15+0,08 36,32+0,59 66,01

U F-OL-ukupni flavonoli; U FLA-3-OL-ukupni flavanoli; UHBA- ukupne hidroksibenzojeve kiseline; UHCA-
ukupne hidroksicimetne kiseline.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja+SD. A- pogaca sorta A; B- pogaca
sorta B; frakcija 1- vodena otopina etanola (30 %, v/v), frakcija 2 - vodena otopina etanola (70 %, v/v); vrijeme
trajanja ekstrakcije: 20, 30 i 40 min.

4.2.2. Rezultati odredivanja askorbinske kiseline (vitamin C)

Na temelju dobivenih podataka maseni udio vitamina C ekstrakata pogace sorte A bio
je u rasponu od 6,78 do 13,57 mg/100 g s. tv., a sorte B od 14,80 do 30,83 mg/100 g s. tv.
(Tablica 14). Najvisi maseni udio vitamina C odreden je u sorti B kada se za ekstrakciju koristio
70 %-tni etanol pri vremenu trajanja ekstrakcije od 20 min. U plodovima kineske sorte pasjeg
trna vitamin C bio je u rasponu od 56 do 3909 mg/100 g, a u plodovima ,,Askola®, ,,Hergo* i
,Leikora® uzgojenim u Njemackoj u rasponu od 180 do 370 mg/100 g (Zhenog i sur., 2011;
Raffo isur., 2004). U plodovima pasjeg trna uzgojenog u juznoj Svedskoj maseni udio vitamina
C iznosio je 695 mg/100 g (Gao i sur., 2000). Na udio vitamina C utjecu brojni parametri poput
tipa prerade, temperature, svjetlosti i prisutnosti kisika (Vilas-Franquesa i sur., 2020). U
analiziranim uzorcima pogace odredeni su zna¢ajno niZi udjeli vitamina C nego u plodovima

zbog primjenjenih visokih temperatura kroz duze vrijeme tijekom Soxlet ekstrakcije.

Tablica 14. Rezultati UPLC-MS/MS metode odredivanja askorbinske kiseline (mg/100 g s.
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tv.) u ekstraktima pogace dvije sorte pasjeg trna ,,Leikora“ (A) i sorte ,,Ascola (B) dobivenih
primjenom UAE

Vitamin C (mg/100 g s. tv.)
A1 20 10,19+0,51
A1 30 9,96+0,16
Al 40 11,08+0,60
A2 20 6,78+0,13
A2 30 11,06+0,13
A2 40 13,57+0,62
B120 14,80+0,42
B130 17,62+0,88
B1 40 17,24+0,40
B2 20 30,83+1,79
B2 30 22,61+0,69
B2 40 28,21+1,08

* A- pogaca sorta A; B- pogaca sorta B; frakcija 1 — vodena otopina etanola (30 %, v/v), frakcija 2 — vodena
otopina etanola (70 %, v/v); vrijeme trajanja ekstrakcije: 20, 30 i 40 min. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost dvaju paralelnih odredivanja £SD.

4.2.3. Rezultati odredivanja antioksidativnog kapaciteta ORAC metodom

Na temelju dobivenih rezultata, antioksidacijski kapacitet (AK) sorte A kretao se u
rasponu od 1233,38 do 2770,47 umol/TE/10 g s.tv.e., a sorte B od 1174,56 do 2567,08 umol/
TE/10 g s.tv.e. (Slika 16).

Najvisi AK odreden je u ekstraktima pogace sorte A u 70 %-tnoj otopini etanola i
vremenu trajanja ekstrakcije od 40 min. U istrazivanju Rencendava i sur. (2018) utvrdeno je
kako obje sorte ,,Leikora“ i ,,Ascola“ imaju vrlo visok AK, a sok plodova pasjeg trna imao je
znacajno manji AK i koncentraciju polifenola u odnosu na pogacu te su ve¢i AK ikoncentracije
polifenola prisutni u sjemenkama. Kod sorte ,,Leikora‘“ detektirana je veca vrijednost AK, a kod
sorte ,,Ascola“ ve¢a koncentracija polifenola §to sugerira kako AK nije u korelaciji sa sadrzajem
polifenola te dana AK osim fenolnih spojeva utjeCu i ostali bioaktivni spojevi prisutni u biljci.
I druga istrazivanja su utvrdila da na AK znacajno utjeCu genotip, klimatski uvjeti uzgoja,
vrijeme berbe, uvjeti skladiStenja te izbor metode za odredivanje AK te da je ve¢i AK ekstrakata

listova pasjeg trna nego plodova (Criste i sur., 2020; Bittova i sur., 2014).
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Slika 16. Rezultati odredivanja ORAC antioksidacijskog kapaciteta (umol TE 102 g s.tv.e.)
u ekstraktima pogace dvije sorte pasjeg trna ,,Leikora“ (A) i sorte ,,Ascola® (B) dobivenih
primjenom UAE

pumol/TE/10/g s.tv.e.

A- pogaca sorta A; B- pogaca sorta B, frakcija 1- vodena otopina etanola (30 %, v/v), frakcija 2- vodena otopina
etanola (70 %, v/v); vrijeme trajanja ekstrakcije: 20, 30 i 40 min.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u okviru provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

. Visi maseni udjeli a tokoferola (275,63 mg/100 g ulja) i karotenoida (917,03 mg/100 g ulja)
odredeni su u ulju ploda sorte ,,Leikora “, a najzastupljeniji karotenoidi bili su lutein i zeaksantin
te njihovi derivati. Takoder, ulje sorte ,Leikora® imalo je ve¢i lipofilni antioksidacijski
kapacitet (1676,9 umol/TE 100 g ulja) nego ulje sorte ,,Ascola‘ (1122,1375 umol/TE 100 g
ulja).

. Najveca vrijednost ukupnih fenola odredena je u ekstraktima pogace sorta ,,Ascola“ (66,02
mg/100 g), a antioksidacijski kapacitet u ekstraktima pogace sorte ,,Leikora“ (2770,47 umol/
TE/10 g s.tv. e.) ekstrahiranim u 70 %-tnom etanolu i vremenu trajanja ekstrakcije od 40 min.
Najzastupljenije grupe fenolnih spojeva u svim ekstraktima pogace bile su hidroksicimetne
kiseline (36,32 mg/100 g s. tv.) i flavonoli (28,51 mg/100 g s. tv.), a vece vrijednosti su bile u
ekstraktima pogace sorte ,,Ascola “. Najzastupljenije hidroksicimetne kiseline bile su cimetna,
kava i p-kumarinska kiselina dok su najzastupljeniji flavonoli bili izoramnetin-3-heksozid i
rutin.

. Najve¢i maseni udio vitamina C odreden je u pogaci sorte ,,Ascola“ (30,83 mg/100 g s. tv.)
kada se za ekstrakciju koristio 70 %-tni etanol pri vremenu trajanja ekstrakcije od 20 min.

. Bolja uc¢inkovitost ultrazvukom potpomognute ekstrakcije bioaktivnih spojeva pogace pasjeg
trna postignuta je primjenom 70 % vodene otopine etanola i duzem vremenu trajanja

ekstrakcije.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja DANIJELA SUSILOVIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada
te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.
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