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1.UvOD

Lan je jednogodisnja biljka koja se najéeSée uzgaja za dobivanje tekstilnog vlakna i
proizvodnju ulja. Nutritivna vrijednost sjemenki lana ocituje se u sastavu lignana, topivih
vlakna, tokoferola, sterola i polinezasicenih masnih kiselina, te je jedan od najbogatijih
prehrambenih izvora esencijalne a-linolenske masne kiseline. Posljednjih godina povecala se
popularnost uljanog lana koji ima povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje — pozitivan ucinak na
probavni i krvoZilni sustav te na cjelokupni imunitet. PreSanjem lanenog sjemena moze se
proizvesti hladno presano ulje na temperaturi do 50 °C ili nerafinirano ulje uz primjenu

povisenih temperatura.

Pogaca lana je nusproizvod, odnosno kruti ostatak nakon presanja koji se donedavno
uglavnom smatrao otpadom i beskorisnim ostatkom, no danas se koristi u razli¢ite svrhe i
privlali interes industrije i znanstvene zajednice. Koristi se kao sto¢na hrana, ima velik
potencijal i u prehrani ljudi, a moze sluziti i za izolaciju lignana, proteina i polisaharida kojima

je bogata.

Lan se smatra najbogatijim biljnim izvorom lignana prema visokom sadrzaju
sekoizolarikirezinol diglukozida (SDG), a sadrzi i velike koliCine fenolnih kiselina kao sastojaka

hrane s antioksidativhom aktivnoscu.

Zbog svoje hidrofilnosti fenolni spojevi su izrazito slabo topivi u ulju pa zaostaju u pogaci
nakon preSanja ulja. Visoke koncentracije fenolnih spojeva cCine pogacu lana dobrom
sirovinom za njihovu ekstrakciju koja se najcesS¢e provodi organskim otapalima. Dosadasnja
dugotrajna istrazivanja pokazala su velik interes za iskoriStavanje vrijednih spojeva iz lanene

pogace te su usmjerena prema otkrivanju brzih i ekoloski prihvatljivijih metoda ekstrakcije.

Cilj ovog istrazivackog rada je odrediti udio lignana i fenolnih kiselina u pogaci lana te
izabrati najbolja otapala za njihovu izolaciju iz pogace lana. Namjena je poboljsati i ubrzati
postupak izolacije i detekcije fenolnih spojeva pomocéu inovativnih i efikasnijih metoda

ekstrakcije uz primjenu mikrovalova i ultrazvuka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lan

Lan (lat. Linum usitatissimum L.) je jednogodiSnja biljka koja se naj¢eS¢e uzgaja za
dobivanje tekstilnog vlakna i radi proizvodnje sjemena i ulja. Pripada porodici Linaceae, rodu
Linum koja ima viSe od 200 razli¢itih vrsta, a uglavhom je raSiren u umjerenom i
suptropskom podrucju sjeverne polutke. PotjeCe iz Mezopotamije, a komercijalno se uzgaja
uglavnom u Kini, Kanadi, Indiji, SAD-u, Argentini, Ukrajini, Francuskoj, Belgiji, Etiopiji, Rusiji i
Australiji. Prema FAO statistikama iz 2014. godine, laneno ulje nalazi se na 12. mjestu u
ukupnom udjelu svjetske proizvodnje sa 686 498 t (0,35%). Sorta koja se koristi za
dobivanje ulja iz sjemena — uljani lan, ima uspravnu, glatku i u gornjem dijelu razgranatu
stabljiku koja naraste do 80 cm visine. Prepoznatljiv je po uskim listovima i zrakasto
simetricnim, peteroclanim, modrim i ljubiastim cvjetovima (Slika 1). Lan moZe imati 35-50
plodova tzv. okruglastih peterogradnih tobolaca zaobljenih pri vrhu koji sadrze do 10
sjemenki. Nutritivne komponente sjemenki lana su ulje, proteini (oko 20%), lignani, topiva
vlakna (oko 30%), minerali i vitamini, a sjeme lana sadrzi oko 40% ulja (od toga oko 73%
polinezasi¢enih masnih kiselina, te je jedan od najbogatijih prehrambenih izvora esencijalne
a-linolenske masne kiseline) (Sharav i sur., 2013). Posljednjih godina povecala se
popularnost uljanog lana koji ima povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje zbog visokog udjela
omega-3 masnih kiselina, sadrzaja vlakana, proteina, minerala, vitamina i antioksidansa.

Pokazalo se da djeluju pozitivno na probavni i krvoZzilni sustav i na cjelokupni imunitet.

Slika 1. Biljka lana (Anonymus 1, 2017)



2.1.1. Laneno ulje

PreSanjem lanenog sjemena moze se proizvesti hladno preSano ili nerafinirano ulje uz
primjenu poviSenih temperatura. Laneno ulje koje se koristi za ljudsku prehranu je hladno
presano te nikakvi dodaci u njemu nisu dozvoljeni. Prema industrijskim standardima hladno
presanje se provodi kada temperatura proizvodnog procesa ne prelazi 50°C (Pravilnik, 2012).
Tehnologija proizvodnje ulja zapocinje s pripremom sjemena Sto ukljucuje uklanjanje
necistoca ispod 1% i podeSavanje udjela vode na 9,5-10%. Optimalni udio vode minimalizira
stvaranje finih Cestica nakon mljevenja i pomaze postizanju maksimalnog iskoriStenja
(Przybylski, 2005). Sjemenke s optimalnom vlaznosti zatim se melju pomocéu rotirajucih
valjaka kako bi se razorile stanice biljnog tkiva i time postiglo lakSe izdvajanje ulja. Potrebno
je mljeti do optimalne velic¢ine (presitno samljevena sirovina otezava cijedenje ulja) i mljeti
jednoliko jer se tako odrzava konstantan rezim daljnje prerade. PreSanje se uglavnom
provodi na puznim preSama, a zbog velike koli¢ine ulja i radi postizanja boljeg iskoristenja
ponekad je potrebno naknadno preSanje pogace. Tijekom preSanja se uslijed trenja zagrijava
i presa i materijal, stoga se pri proizvodnji hladno preSanih ulja mogu koristiti puzne prese s
hladenjem. Nakon presanja ulje se filtrira i pakira u boce od tamnog stakla u struji dusika ili
nekog drugog inertnog plina zbog toga Sto je laneno ulje jako osjetljivo na oksidaciju.
Izostanak postupka kondicioniranja direktno utje¢e na nisko iskoriStenje postupka hladnog
presanja, no zbog specificnog sastava s izuzetno visokim udjelom viSestruko nezasié¢enih
masnih kiselina, zahtijeva poseban postupak proizvodnje jer bi svako izlaganje povisenoj
temperaturi loSe djelovalo na odrzivost ulja. Laneno ulje sadrzi velik udio a-linolenske kiseline
(18:3) koja Cini vise od 50 % ukupnog sastava masnih kiselina, a oksidira 20-40 puta brze od
oleinske (18:1) i 2-4 puta brze od linolne (18:2). Nutritivna vrijednost istie se po sastavu
omega-3 masnih kiselina, prisutnosti plastokromanola 8, gama tokoferola i B-sitosterola.
Usporedba sastava lana i glavnih uljarica prikazana je u Tablici 1. Aktualno je vjerovanje
potrosaa da su manje preradene namirnice i zdravije te da se postupkom rafinacije
uklanjaju korisni sastojci ulja. Uslijed svega toga, posljednjih godina raste interes potrosaca
za hladno preSana ulja koja zadrzavaju svoj prirodan sastav zbog blagog proizvodnog
procesa, kao i karakteristiCan okus i miris na izvornu sirovinu od koje su nastali. Njihovo
trziSte, iako jo$ uvijek malo i neznatno u usporedbi s trziStem djevi¢anskog maslinovog ulja ili

rafiniranih ulja, u stalnom je porastu (Krimer MaleSevic, 2017).



Tablica 1. Kemijski sastav ulja iz lana i glavnih uljarica (Przybylski, 2005)

Komponente ULJANA
LAN LINOLA SOJA SUNCOKRET
REPICA

masne kiseline (%)

C 16:0 5.3 6.1 3.8 11.2 6.0
C 18:0 3.3 3.8 1.7 4.1 4.0
C18:1 17.9 15.5 58.2 24.3 16.5
C18:2 14.7 71.3 20.1 54.6 72.4
C18:3 58.7 2.0 9.6 8.3 0.5
zasi¢ene masne kiseline 9.0 10.0 6.2 15.6 11.2
mononezasi¢ene  masne 18.1 17.1 64.2 23.4 16.7
kiseline

polinezasi¢ene masne 72.9 72.9 29.6 61.0 72.1
kiseline
tokoferoli (ppm)

alfa 20 15 272 116 613
gama 200 200 423 737 19
delta 7 5 - 275 -
plastokromanol-8 120 110 75 - -
ukupno 347 330 770 1128 632
fitosteroli (%)

brasikasterol 1 1 14 - -
kampesterol 27 23 28 18 7
stigmasterol 8 4 1 15 7
beta-sitosterol 50 45 52 54 58
delta-7-avenasterol 10 18 5 2 4
ukupni steroli (g/kg) 2.3 2.2 6.9 2.6 3.1




2.1.2, Pogaca lana

Pogaca lana je kruti ostatak dobiven kao nusprodukt nakon preSanja lanenih sjemenki
prilikom proizvodnje lanenog ulja. Koristi se kao sto¢na hrana, ima velik potencijal i u
prehrani ljudi, a moZze sluZiti i za izolaciju lignana, proteina i polisaharida kojima je bogata.
Lanena pogaca sadrzi mjeSavinu polisaharida koja se sastoji od ksiloze, glukoze, galaktoze,
arabinoze, ramnoze, fukoze i galakturonske. Raznovrsnost polisaharida pobudila je interese
farmaceutske industrije zbog vlakana topivih u vodi i prehrambene industrije gdje
polisaharidi lanene pogace nalaze primjenu kao aditivi za zgusnjavanje i emulzije. Razlog
tome su slicna emulgiraju¢a svojstva gumi arabici (E414) te se mogu usporediti s guara
gumom (E412) u kapacitetu vezanja vode. UnatoC Cinjenici da spada u 8 uljanih pogaca koje
dominiraju svjetskim trziStem s udjelom proteina od 32%, uljana pogaca lana ima
ograni¢enu nutritivnu uporabu kao sto¢na hrana zbog nedostatka lizina, prisustva
antipiridoksin faktora (antivitamina B6), cijanogenog glikozida linamarina i slabe
probavljivosti. Zbog toga se njena primjena okre¢e npr. ekstrakciji flavonola herbacetin
diglukozida koji pokazuje biolosku aktivnost u vidu poboljSanja bubrezne funkcionalnosti,
lijeCenja otkazivanja bubrega, poboljSanja formiranja kostiju i antiviralnih aktivnosti protiv
gripe (Krimer MaleSevi¢, 2017). Posljednje desetljece narocito je posveéena paznja primjeni
uljanih pogaca kao sirovina u bioprocesima i srodnim industrijama zahvaljujuci njihovoj
visokonutritivnoj vrijednosti, stalnoj dostupnosti i kompetitivnoj cijeni. Ocekuje se da ce se
do 2021. godine godi$nja proizvodnja uljanih poga¢a povecati za 23%, $to iznosi 315 x 10°
tona. Zbog nedavne naftne krize u Turskoj je ispitan potencijal proizvodnje biodizela iz
sjemena lana i drugih uljarica (npr. soja, kikiriki, suncokret, uljana repica) uslijed ¢ega se
moZze ocekivati joS veca proizvodnja njihovih pogaca (Krimer MaleSevi¢, 2017). Cijela biljka
lana pa tako i pogaca lana bi se mogla koristiti kao obnovljivi izvor tekstilnih viakana, jestivog
ulja i antioksidanasa. Na taj nacin bi se uspjesno zamijenili sintetski aditivi koji se koriste u
hrani i kozmetici (Pag, 2014).

Prema kemijskom sastavu lanena pogaca sadrzi 11-14% vode, 30-34% proteina, 6-9%
masti, 31-35% ekstrahiranih tvari bez dusika i 9-10% celuloze. Od bioloski vaznih
aminokiselina sadrzi 22,5% arginina, 8,7% lizina, 3,1% cistina i 5,4% triptofana od ukupnog
aminokiselinskog udjela u pogaci. Nedavna izvjeS¢a pokazala su razli¢ita funkcionalna
svojstva (antioksidacijska, antitumorska i antiupalna) (Goyal i sur., 2014) i zdravstvene
prednosti proteinskih izolata lana (pozitivan ucinak na kardiovaskularno zdravlje, dijabetes,
gljivicne infekcije i neurodegenerativne bolesti). Proteini lana obiluju argininom i glutaminom

(Oomah i Giuseppe Mazza, 1993), koji su vrlo vazni za prevenciju i lije¢enje srcanih bolesti i



odrzavanje imunoloskog sustava (Goyal i sur., 2014). Imaju veCe svojstvo vezanja vode u
usporedbi s drugim komercijalnim biljnim proteinima (npr. sojinim), a dodatkom u proizvod
povecavaju viskoznost, bolje vezanje vode, Cvrstocu, trajnost i vezanje masti. Jedan od
nacina iskoriStenja pogace lana je pretvorba u konvencionalno isplativu hranu u obliku
koncentrata proteina. Na taj nacin moguce je dobiti proizvod s visokim sadrzajem proteina i
pozeljnih funkcionalnih karakteristika. Moguca je primjena u proizvodnji tjestenine, mesnih
preradevina, Zitarica za dorucak, sladoleda, raznih umaka itd. Lan u posljednje vrijeme
dobiva na vaznosti u svjetskom prehrambenom lancu kao funkcionalna hrana koja pokazuje
povoljno djelovanje na jednu ili viSe funkcija organizma te zahvaljujuéi hranjivim svojstvima
utjeCe na poboljSanje opéeg stanja organizma i zdravlja ili znatno utjeCe na smanjenije rizika
od nastanka bolesti. Matumoto-Pintroa i suradnici (2011) dodali su komercijalno dostupne
lignane (SDG ekstrakt) u mlijene napitke obogadene lanenim ulje kako bi povecali
oksidativnu stabilnost. Iz pogace lana dobiva se laneno brasno koje se moze koristiti kao
koncentrirana sto¢na hrana u krmnim smjesama. Ovo brasno sadrzi oko 35 % proteina, od
kojeg je 85 % probavljivo. Laneno brasno ima sposobnost da djeluje blago i regulativno na
probavni sustav. Stocarima je poznata ta karakteristika pa ga rado ukljucuju u obroke u
malim koli¢inama (Simeti¢, 2009). IstraZivanje o senzorskim karakteristikama i nutritivnoj
vrijednosti pekarskih proizvoda pripremljenih od lanenog brasna (receptura s do 30%
lanenog brasna) kao zamjene pSeni¢nog brasna pokazalo je vrlo pozitivne rezultate. Takvi
pekarski proizvodi predstavljaju nutritivnu i funkcionalnu vrijednost u vidu dijetalnih viakana i
linolne kiseline. Dodatak lanenog brasna je ucinkovita strategija pove¢anog unosa vlakana i
omega-3 masnih kiselina u ljudskoj prehrani. Dosadasnja istrazivanja pokazala su veliki
interes u prehrambenoj industriji za iskoriStavanje vrijednih spojeva iz lanene pogace gdje su

posebnu paznju preuzeli proteini, topljiva vliakna i ekstrakti polifenola.

2.2. Fenolni spojevi

Lan sadrzi velike koli¢ine fenolnih komponenti koje su poznate po njihovim
antikancerogenim i antioksidativnim svojstvima. U osnovi, lan ima tri razliCita tipa fenolnih
komponenti: fenolne kiseline, flavonoide i lignane. Studije su pokazale visok udjel fenolnih
spojeva (56-62%) u izolatima proteina koji su povezani s njihovom antioksidativhom
aktivnos¢u. Supernatant koji je preostao nakon talozenja proteinskog izolata pokazao je
relativno velik udio fenola u slobodnom obliku, u rasponu od 87 do 95% (Alu’'datt, 2016). U

ulje dobiveno iz lana ekstrahira se vecina masnih kiselina, a samo manji udio fenolnih
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spojeva upravo zbog hidrofilnosti fenola. Njihovo prisustvo u ulju povecava oksidacijsku
stabilnost i pridonosi boljem nutritivnom profilu (Herchi i sur., 2011).

Lan se smatra najbogatijim biljnim izvorom lignana prema visokom sadrzaju
sekoizolarikirezinol diglukozida (SDG). Nadalje, lan ima velike koli¢ine fenolnih kiselina, 800 —
1000 mg po 100 g sjemena, a esterificirane fenolne kiseline mogu se nadi u koli¢ini 300 —
500 mg po 100 g sjemena (Shahidi i Naczk, 2004). 7rans-ferulinska i trans-cimetna kiselina
navedene su kao glavne fenolne kiseline, dok su frans-kavska, p-kumarinska, klorogenska,
galna i druge kiseline manjinske komponente nadene u oljustenom i odmaséenom sjemenu
lana. Lan takoder moze sadrzavati druge fenolne kiseline kao p- kumarinsku u glukoliziranoj
formi te fenolpropanoide kao Sto su sinapinska, vanilinska i gentisinska kiselina. Neke fenolne
komponente koje se joS mogu nalaziti u lanu su derivati hidroksicimetne kiseline, p
kumarinska kiselina-4-beta-glukozidaza, ferulinska kiselina-4-beta-glukozidaza i flavonoid
herbacetin diglukozid (Herchi i sur., 2014).

Zadnjih 10 godina, istrazivanja su usmjerena ka povecanoj pozornosti polifenola koji se
mogu nadi u obilju u nasoj prehrani i njihovoj mogucoj ulozi u prevenciji razli¢itin bolesti
povezanih s oksidativnim stresom, kao Sto su rak, kardiovaskularne i neurodegenerativne

bolesti.

2.2.1. Lignani

Laneno sjeme, pa tako i lanena pogaca je najvedi izvor lignana iz grupe fenolnih spojeva s
vrijednostima 75 — 800 puta vedim nego u drugim uljaricama, Zitaricama, leguminozama,
vocu ili povréu (Przybylski, 2005). Na grafu (Slika 2) prikazan je sadrzaj lignana u lanu,
sezamu, suncokretu i kukuruzu. Njihova prisutnost povezana je s vlaknima te im je udjel veci
u cjelovitim namirnicama. U lanenom sjemenu najzastupljeniji je sekoizolarikirezinol (SECO),
najéeSée u obliku sekoizolarikirezinol — diglukozid (SDG) s 29421 mg kg™ (Slika 3). SDG ima
dvije vezane glukoze, a kada se te glukoze uklone hidrolizom dobiva se SECO. To su spojevi
sa dibenzilbutanskim kosturom te kod sisavaca djeluju kao hormoni — fitoestrogeni, za koje
se vjeruje da smanjuju rizik kod nekoliko tipova raka i kardiovaskularnih bolesti. SDG se
pojavljuje u 2 izomerna oblika u lanu. Osim SDG, manje koliCine ostalih tipova lignana
identificirane u lanenom sjemenu su matairezinol (MAT), izolaricirezinol (ISO), larikirezinol
(LAR) i pinorezinol (PIN). Nastaju putem biosintetskih reakcija od propil-benzenskih struktura
do PIN te dalje, redukcijom, oksidacijom, dehidrogenacijom i adicijom do ostalih molekula
lignana. SDG se sintetizira u vanjskim slojevima sjemena, pretezito u ljusci, gdje se trenutno

inkorporira u oligomerne strukture i stvaraju se lignan makromolekule. SDG se u sjemenu
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lana gotovo i ne nalazi u slobodnom obliku (Obranovi¢, 2015). Osim SDG koji zauzima oko
62,0 % lignan makromolekule, ostale dijelove cine: herbacetin diglukozid (5,7 %), diglukozid
ferulinska kiselina (9,0 %) i glukozid p-kumarinska kiselina (12,2 %) (Struijs i sur., 2009).
Sadrzaj lignana u lanu se razlikuje u ovisnosti o sortama, o mijestu uzgoja i klimatskim
uvjetima uzgoja (Johnsson, 2004).

Najvazniji lignan u pogadi lana, SDG, varira u koncentracijama od 6 do 18 mg g* suhe
mase. Konvencionalne metode ekstrakcije SDG-a ukljuCuju mljevenje kao predtretman,
ekstrakciju polimera lignana s etanolom, metanolom ili acetonom i alkalnu hidrolizu, pri ¢emu
se oslobada SDG cijepanjem esterskih veza u oligomeru SDG-3-hidroksi-3-metilglutanske
kiseline. U posliednje vrijeme, porastao je interes za ekoloski prihvatljive, selektivne i
u€inkovite metode ekstrakcije lignana iz lanenog sjemenja. Medu tim tehnikama su
mikrovalovi, enzimi (beta-glukuronidaza/sulfataza ili celulaza), elektricki potpomognuta
ekstrakcija visokim naponima i pulsiraju¢im elektricnim poljima, koje su pokazale svoju
ucinkovitost za ekstrakciju SDG-a iz lanenog sjemena.

Zdravstvene prednosti lignana iz lana leze u njegovom antioksidativnom kapacitetu.
Antioksidativni kapacitet SDG-a povezan je smanjivanjem oksidacijskih uvjeta zbog toga Sto
SDG diglikozid i njegovi aglikoni djeluju kao protektori te sprjeavaju uniStavanje DNA i
liposoma te putem crijevne mikroflore u ljudi prelaze u enterodiol (ED) i enterolakton (EL)
koji imaju pozitivho djelovanje u obrani organizma od raka dojki, debelog crijeva i prostate
(Landete, 2012).
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Slika 2. Sadrzaj lignana u lanu, sezamu, suncokretu i kukuruzu (Landete, 2012)



Slika 3. Struktura sekoizolarikirezinol diglukozida (SDG) (Anonymus 2, 2017)

2.2.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su polifenolni spojevi malih molekulskih masa koji se nalaze u hrani biljnog
porijekla. Sastoje se od fenolne jezgre i bo¢nog niza koji sadrZi jedan (derivati benzojeve
kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljikovih atoma. Derivati se razlikuju u obrascima
hidroksilacije i metoksilacije aromaticnih prstena.

Prisutne slobodne fenolne kiseline nadene u sjemenu lana su: p-hidroksibenzojeva,
vanilinska, o- i p-kumarinska i sinapinska (Kasote i sur., 2013). Terpinc i suradnici (2012)
navode da su u uljanoj pogaci lana od fenolnih kiselina prisutne: protokatehinska, galna,
vanilinska, gentisinska, p-hidroksibenzojeva, siringinska, o- i p-kumarinska, ferulinska,
sinapinska, kavska i klorogenska kiselina.

Najrasprostranjenije hidroksicimetne kiseline su: p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i
sinapinska kiselina (Razzaghi-Asl i sur., 2013). Najpoznatiji konjugat hidroksicimetnih kiselina
je klorogenska kiselina - ester kafeinske i hininske kiseline. Galna kiselina je trihidroksilni
derivat koji sudjeluje u stvaranju hidrolizujuéih tanina. Dimerni kondenzirani produkt galne
kiseline (heksahidroksidifenska kiselina) i dilakton, elaginska kiselina (nastao kondenzacijom
galne kiseline) su Cesti metaboliti biljaka. Elaginska kiselina ulazi u sastav elagitanina gdje je
prisutna kao ester analoga difenske kiseline s glukozom.

Kod hidroksicimetnih kiselina, dihidroksicinamati (kafeinska i klorogenska kiselina) su
aktivniji hvataci slobodnih radikala od nekih monohidroksicinamata (m, o-kumarinska
kiselina), ali i manje efikasni od ostalih monohidroksicinamata (p-kumarinske, ferulinske i



izoferulinske kiseline). To se deSava zahvaljujuéi utjecaju pozicije hidroksilnih i metoksilnih
grupa. Prisustvo druge hidroksilne grupe u orto- polozaju (kafeinska kiselina) povecava
antioksidantnu aktivnost zahvaljujuéi dodatnoj stabilizaciji putem formiranja o-kinona.
Hidroksilne grupe u p-polozaju (4-OH) na hidroksicimetnim kiselinama (p-kumarinska
kiselina) znacajno povecavaju antiradikalni kapacitet u usporedbi s ekvivalentnim o i m-
polozajima (o ili m-kumarinska kiselina) (Krimer Malesevi¢, 2017).

Fenolne kiseline privlae pozornost kao sastojci hrane s antioksidativnom aktivnoscu i kao
prirodni konzervansi. Antioksidansi sprjeavaju uzeglost hrane, nutritivne gubitke, nastanak
nepozeljinih organoleptickih svojstava i gubitak boje. Pored produZenja roka trajanja
prehrambenih proizvoda, sprjeavaju nastanak mnogih bolesti izazvanih stresom. Dijetalni
antioksidansi imaju vaznu ulogu i kao nutraceutici zahvaljujuci zastitnoj ulozi organizma od
slobodnih radikala koji mogu biti proizvod normalnog metabolizma ili poticati iz vanjskih
izvora. S obzirom na to da na fenolne kiseline otpada 30% od ukupnih polifenola unijetih
putem prehrane, one imaju vaznu ulogu u odrzavanju ljudskog zdravlja.

Osim u smjesama, fenolne kiseline imaju primjenu i kao zasebne supstance.
Hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti
ukljucujuéi antikancerogenu, antimikrobnu i neuroprotektivnhu (Razzaghi-Asl i sur., 2013).
Ferulinska kiselina je u Japanu dozvoljena kao prehrambeni aditiv. U SAD-u i vecini europskih
zemalja brojni prirodni ekstrakti s visokim sadrzajem ferulinske kiseline dodaju se hrani kao
smjese antioksidanasa odobrene od strane FDA (Ou i Kwok, 2004). Kumar i Pruthi, (2014) u
svom istrazivackom radu prikazali su razliite industrijske i bioloSke primjene ferulinske
kiseline, medu kojima je i odrzavanje boje zelenog graska, zelenog caja, sprecavanje
oksidacije i tamnjenja banana, sprecavanje bakterijske kontaminacije i dr. Slicno vazi i za

ostale fenolne kiseline ¢ija mogucnost primjene raste iz godine u godinu.

2.2.3. Utjecaj na zdravlje

Provedena su brojna istrazivanja na temu utjecaja lignana i fenolnih kiselina na zdravlje te
mozemo zakljuciti da se fenolne komponente isticu po njihovim antikancerogenim i
antioksidativnim svojstvima. Lignani imaju povoljan ucinak na kardiovaskularne bolesti,
simptome menopauze, rak dojke, rak prostate, rak crijeva te imaju hepatoprotektivho
djelovanje (Landete, 2012). Hsu i Yen (2008) dokazali su da p-kumarinska i galna kiselina
djeluju protiv pretilosti i predloZili njihovu novu primjenu u vidu zdravstvenih suplemenata.

Pokazalo se da p-kumarinska kiselina smanjuje rizik od raka Zeluca smanjenjem stvaranja
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kancerogenih nitrozamina i sudjeluje u obrani od biljnih patogena, a p-hidroksibenzojeva
kiselina i njeni derivati primjenjuju se kao dijetalni antioksidansi, prirodne arome i
konzervansi. Poznato je da kavska kiselina selektivnho blokira biosintezu leukotriena koji
sudjeluje u autoimunim bolestima kao Sto su astma i alergijske reakcije (Krimer MaleSevic,
2017). Nadalje, dijetalna vlakna, lignani i w-3 masne kiseline prisutne u sjemenu lana imaju
preventivni ucinak na rizik od dijabetesa (Goyal i sur., 2014). Dokazano je da lignan iz lana,
SDG, inhibira ekspresiju gena za fosfoenolpiruvat karboksilazu koji kodira za klju¢ni enzim
odgovoran za sintezu glukoze u jetri (Prasad, 2002). Dodatak prehrani od 10 g praska
lanenog sjemena, tijekom mjesec dana, kod dijabetesa tipa 2, smanjuju glukozu u krvi za
19,7% i glikirani hemoglobin za 15,6% (Goyal i sur., 2014). Nekoliko je studija predstavilo
prednost uporabe lanene pogace diji rezultat je bio smanjenje kolesterola u krvi (Kajla i sur.,
2014). Kao lijek se koristi sjeme, ulje, lanena pogaca i lanena sluz - protiv kaslja, gréeva u
elucu, Zuénih kamenaca, hemeroida, Cireva, opeklina i probadanja. Zlica lanenog sjemena
dnevno sprecava infarkt srca. Caj od lanenog sjemena koristi se kao sredstvo za grgljanje
kod upala u ustima, Zdrijelu, desnima, te protiv promuklosti, kod upala Zelu¢ane sluznice
(sluz potpuno prekriva iritiranu i nadrazenu sluznicu). Oblozi od lanene kaSe ublazavaju
bolove i omeksavaju potkozne cCireve. Lan pomaze zdravlju srca i krvoZilnog sustava te
smanjuje razinu loSeg kolesterola, rizik od nastanka raka dojke i jajnika. Naime, lignani koje
sadrze sjemenke lana i ulje, umanjuju aktivnost estrogena, glavnog spolnog hormona zene,
pomazu zdravlju debelog crijeva, imaju antikancerogena svojstva te smanjuju moguénost

pojave zatvora (Simeti¢, 2009).

2.3. Metode ekstrakcije

2.3.1. Ekstrakcija organskim otapalima

Ekstrakcija je postupak kojim je moguce izolirati fenolne tvari iz pogace lana, nakon ¢ega
je potrebna identifikacija istih. Postupak ekstrakcije predstavlja kriticni korak pri izolaciji
bioloski aktivnih spojeva, a da bi se postigao maksimalni ekstrakcijski ucinak, potrebno je
uzeti u obzir prirodu biljnog materijala, ali i prirodu samih spojeva. Lipofilnost ili hidrofilnost
spojeva ima znacajan utjecaj na njihovu topljivost u otapalu i obratno, polarnost otapala
takoder utjeCe na efikasnost ekstrakcije (Tsao i Deng, 2004).
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Tradicionalno se postupci ekstrakcije temelje na ekstrakciji tekuce/tekuée. Medutim, takva
ekstrakcija podrazumijeva upotrebu velikih koli¢ina organskih otapala, dugotrajna je i
ekoloski neprihvatljiva (Aturki i sur., 2008). NajceS¢e koriSteno otapalo u ekstrakciji
kruto/teku¢e je heksan te u znatno manjoj mjeri metanol. Izbor metode za ekstrakciju
fenolnih komponenti ovisi o njihovoj molekularnoj strukturi. Manje polarni fenolni spojevi
mogu se ekstrahirati heksanom, ali nasuprot tome, SECO, koji posjeduje vecu polarnost,
ekstrahira se polarnim otapalima kao Sto su vodeni metanol ili etanol (Herchi i sur., 2014).
Fenoli lana mogu se ekstrahirati organskim otapalima pomijeSanim s vodom (Herchi i sur.,
2014). Osim metanola i heksana za ekstrakciju mogu se koristiti vodena otopina etanola i
vodena otopina metanola s amonijakom (Oomah i sur., 1996). Prisutnost amonijaka u
vodenoj otopini metanola zasluzna je za uklanjanje cijanogenih glikozida, fenolnih kiselina,
tanina i topljivih Secera iz lanene pogace. U jednom istrazivanju provedena je ekstrakcija
pogace lana s acetonom, metanolom i vodom, metoda koja se obi¢no koristi za izolaciju
spojeva velikog antioksidacijskog kapaciteta iz sjemena lana. Svako od tih otapala ima
drugaciju polarnost i razli¢itu topljivost spojeva. Selektivna ekstrakcija komponenata moze
utjecati na ucinkovitost antioksidacijskog aktiviteta sjemena lana (Barthet i sur., 2014).
Izrazito polarne fenolne kiseline nije moguce ekstrahirati Cistim organskim otapalima pa se
preporucuje koriStenje smjesa alkohol-voda ili aceton-voda (Acosta-Estrada i sur., 2014). U
nekim su istrazivanjima koriStena razna organska otapala pracena hidroliznim tretmanom
radi promicanja oslobadanja fenolnih spojeva. Za analizu SDG, alkalna hidroliza s natrijevim
hidroksidom opisana je kao djelotvorna metoda (Herchi i sur., 2014). U novije vrijeme jedno
od najcesce upotrebljavanih otapala za ekstrakciju biljnih lignana je otopina 70% metanola i
30% 0,3 M NaOH. Zadnjih nekoliko godina strucnjaci rade na pronalazenju optimalnog
rieSenja kada je ekstrakcija u pitanju s ciliem smanjenja vremena ekstrakcije i smanjenja
volumena koriStenog otapala uz istovremeno zadrzavanje poZzeljne kemijske strukture i

bioloske aktivnosti odredenog fenolnog spoja (Fontana i sur., 2013).

2.3.2. Nove metode ekstrakcije

Nove metode ekstrakcije u ovom slucaju podrazumijevaju ekstrakcije potpomognute
energijom mikrovalova i kombinacije mikrovalova i ultrazvuka. Mikrovalovima potpomognuta
ekstrakcija je jedna od najvaznijih metoda za ekstrakciju vrijednih spojeva iz biljnih
materijala (Spingo i Faveri, 2009). Mikrovalnom ekstrakcijom postize se smanjenje vremena
trajanja ekstrakcije, smanjena uporaba otapala i poboljSani ekstrakcijski prinos.

12



Upotreba dielektricnog zagrijavanja u laboratorijima pomocu mikrovalova zapocela je
kasnih 70-tih u primjenom prehrambenoj industriji. Mikrovalno zracenje predstavlja
elektromagnetsko zracenje s frekvencijom od 300 MHz do 300 GHz. Snaga mikrovalova je
neionizirajuca tj. energija fotona nije dovoljno velika da dode do pucanja kemijskih veza u
molekulama. Prilikom mikrovalnog zracenja voda, masti i Seceri apsorbiraju zracenje koje se
konvertira u gibanje, a gibanje prelazi u toplinu. Dielektri¢no zagrijavanje ovisi 0 sposobnosti
materijala da apsorbira mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu. Mikrovalovi simultano
zagrijavaju cijeli volumen uzorka i oste¢uju vodikove veze poti¢uéi rotaciju dipola. Kretanje
otopljenih iona povecava interakciju otapala i matriksa uzorka te tako potice otapanje analita
i pospjesuje ekstrakciju (Nemes, 2007). Postoje dvije vrste komercijalno dostupnih sustava
za mikrovalno potpomognutu ekstrakciju, a to su ekstrakcija u zatvorenim sustavima pri
kontroliranom tlaku i temperaturi, te u otvorenim sustavima pri atmosferskom tlaku. Moderni
uredaji za mikrovalno potpomognutu ekstrakciju imaju vrlo dobru kontrolu tlaka i
temperature ¢ime je poboljSana preciznost i ponovljivost ekstrakcijske metode. Izbor otapala
u mikrovalnoj ekstrakciji je vrlo vazan, a ovisi o topljivosti Zeljenog analita, o interakciji
izmedu otapala i matriksa te o svojstvima otapala odredenim dielektricnom konstantom da
upijaju mikrovalove. U pravilu, izabrano otapalo treba imati veliku dielektricnu konstantu.
Temperatura je takoder vazan faktor za mikrovalnu potpomognutu ekstrakciju, opéenito,
povisSenjem temperature ekstrakcija je ucinkovitija. Medutim, pri ekstrakciji termicki
nestabilnih spojeva visoke temperature mogu uzrokovati razgradnju analita. Mikrovalno
potpomognuta ekstrakcija smanjuje vrijeme postupka ekstrakcije i koliCinu potrebnog
otapala. Primjenom mikrovalnog zracenja moze se izbjeci razgradnja uzorka zbog visoke
temperature, a energija mikrovalova olakSava desorpciju analita iz matrice (Lopez-Avila,
2000). Nedostaci ekstrakcije potpomognute mikrovalovima su ponekad zahtjevno
razdvajanje ekstrakta od uzorka dekantiranjem, filtriranjem ili centrifugiranjem i hladenje
Celije za ekstrakciju na sobnu temperaturu (Jagi¢, 2016).

Ekstrakcija bioaktivnih komponenti ultrazvukom visokog intenziteta (20-100 kHz) jedna je
od novijih tehnika koje omogucuju visoku reproducibilnost u kraéem vremenu (Caili i sur.,
2006), jednostavnije rukovanje, nize temperature te koriStenje manjih koli¢ina otapala
(Chemat i sur., 2004a). Ekstrakcija ovisi o primijenjenoj frekvenciji, intenzitetu ultrazvuka,
vremenu tretiranja i polarnosti medija, koji moZe biti Cista otopina ili smjesa otapala.
NajéeSce se koristi zvucna proba i ultrazvucna kupelj u koju se uroni uzorak s odgovarajuéim
otapalom. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je ucinkovitija od klasicne ekstrakcije u
tikvici uz mucékanje ili ekstrakcije po Soxhletu jer je mnogo bolji kontakt izmedu Cvrste tvari i

otapala. Ultrazvucne kupelji (Slika 4) se Cesto koriste u laboratorijima jer su dostupne i
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relativno su jeftine. Prednosti postupka ekstrakcije potpomognute ultrazvukom su njena
relativna brzina, jednostavnost, smanjenje Cestica analita, ubrzani prijenos mase tvari i
relativno povoljni instrumenti, a nedostaci uporaba velikog volumena otapala i Cesto se
koristi postupak viSekratne ekstrakcije. Ekstrakti se nakon zavrSene ekstrakcije moraju
filtrirati (Jagi¢, 2016). Ultrazvucna ekstrakcija je vrlo ucinkovita pri odvajanju analita iz
razliCitih vrsta realnih uzoraka (Drmic i Rezek Jambrak, 2010).

Ultrazvuk se moze koristiti i u kombinaciji s mikrovalnim zracenjem s ciljem povecavanja

stupnija iskoristenja (Chemat i sur., 2004b).
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Slika 4. Shematski prikaz uredaja za ultrazvucnu ekstrakciju: a) ultrazvucna kupelj, b)

ultrazvucna sonda (Lopez-Avila, 2000)

2.4. HPLC

Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) jedna je od najc¢eS¢ih metoda za
identifikaciju, kvantifikaciju i prociS¢avanje smjese spojeva. Komponente smjese raspodijele
se izmedu adsorbensa (stacionarne faze) i otapala (mobilne faze) koje se giba kroz kolonu
noseéi komponente smjese. Stacionarnu fazu cine vrlo male Cestice ( <10 pm) u celi¢noj
koloni te se u procesu koriste tlakovi od nekoliko milijuna Pa. HPLC kao metodu
karakteriziraju mnoge prednosti kao Sto su brza i precizna kvantitativna analiza, visoka
osjetljivost, automatizacija procesa, razli¢ita kolic¢ina uzorka (preparativne tehnike od pg do
kg uzorka) te je podlozna razli¢itim uzorcima (moze obraditi >60% poznatih spojeva, dok GC
oko 15%, mogu se analizirati uzorci s malo ili minimalno pripreme). HPLC se upotrebljava u

razli¢itim podrucjima istrazivanja npr. za analizu slozenih spojeva, ¢iSéenje kemijskih spojeva,
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razvoj procesa za sintezu kemijskih spojeva, izoliranje prirodnih spojeva ali isto tako moze se
koristiti za analizu oneciS¢enja zraka, za pracenje materijala koji mogu ugroziti sigurnost na
radu ili zdravlje, za pracenje razine pesticida u okoliSu, kontrolu hrane i lijekova, forenzicka
ispitivanja i sl. Uredaji koje sadrzi HPLC su spremnici mobilne faze, pumpe, sustavi za
unoSenje uzorka, predkolone i kolone, detektori i uredaji za snimanje i integriranje
(raCunalo). Kao rezultat odziva detektora koji ovisi o koncentraciji sastojaka u uzorku, a
biljezi se kao funkcija vremena (ili volumena dodane mobilne faze) dobiva se kromatogram
koji prikazuje niz simetri¢nih eluacijskih krivulja odnosno pikova. PoloZaj pika na vremenskoj
osi (retencijsko vrijeme) pomaze u identifikaciji sastojaka, a iz povrsine ispod pika izratunava
se koli¢ina svakog odijeljenog sastojka. Za kvalitativnu analizu, koja se bazira na ocitanom
vremenu zadrzavanja komponenti smjese, potreban nam je standardni uzorak poznatog
sastava cijom usporedbom mozemo utvrditi prisutnost ili odsutnost nekog sastojaka.
Kvantitativne analize koje se temelje na povrsini pika, mogu koristiti bazdarenje primjenom
standarda pomocu elektronickih integratora u modernim uredajima. Pripravi se niz
standardnih otopina koje su po sastavu sli¢ne ispitivanom uzorku, zatim se standardnim
otopinama snime kromatogrami, a visine pikova ili njihove povrSine prikazu u ovisnosti o
koncentraciji. Dobiveni bazdarni pravac predstavlja temelj za kvantitativnu analizu ispitivanih
uzoraka (Djakovi¢, 2015).

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Uzorak

U ovom radu je koriStena lanena pogaca koja je proizvedena hladnim preSanjem u
laboratoriju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta iz sjemenki lana uzgojenih 2016. godine
u okolici Zagreba na eksperimentalnom polju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Dobivena pogaca, odnosno nusproizvod nakon proizvodnje ulja samljeven je i skladiSten u
hladnjaku na -20° C.

3.1.2. Reagensi i standardi

U radu su se za istrazivanje koristili:

. metanol;
HPLC metanol;
natrij hidroksid;

redestilirana voda

mravlja kiselina;

o-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD);

sekoizolarikirezinol diglukozid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD);

3.1.3. Aparatura

Pri izradi eksperimentalnog djela ovog rada koriStene su planska tresilica (B. Braun Biotech
International, Melsungen, Njemacka), centrifuga (Falcon, Colorado, SAD) i Agilent
Technologies HPLC 1200 Series sustav s binarnom pumpom, autosemplerom, DAD
detektorom (Santa Clara, SAD).
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3.1.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva pogace na tresilici

Ekstrakcija na planskoj tresilici u trajanju od 5 sati (150 okretaja/min) s dva razlicita
otapala (70 % MetOH + 30 % 0,1 M NaOH i 70 % MetOH + 30 % 1 M NaOH) je provedena
kao dio veéeg pokusa izolacije fenolnih spojeva iz pogace lana putem novih tehnologija i
ekoloski prihvatljivih otapala. Cilj je bio utvrditi da li se isti spojevi ekstrahiraju ovim putem
kao i upotrebom novih metoda. Za pokus je odvagano 1, 2, 3, i 5 g suhe lanene pogace u
Erlenmayer tikvice uz dodatak 100 ml otapala. Dobiveni ekstrakt centrifugiran je 5 minuta na
5000 okretaja nakon cega je supernatant prebacen u odmjernu tikvicu od 100 ml i
nadopunjen otapalom do oznake. Sadrzaj iz odmjerne tikvice se pomocu Sprice profiltrira u
vijalicu kroz PVDF filter veli¢ine pora 0,2 ym. Pripremljene vijalice sluze za odredivanje

lignana na HPLC sustavu.

3.1.5. Odredivanje sastava fenolnih spojeva putem HPLC-a

Sastav fenolnih spojeva odreden je tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti
koristeci Agilent Technologies HPLC serije 1200 s DAD detektorom. Razdvajanje fenolnih
spojeva ekstrahiranih iz komine masline provedeno je na Phenomenax C18 nepolarnoj koloni
(Kinetex 150 mm x 4,6 mm, 2,6 um, 100 A). Kao mobilna faza koriétene su 0,1 % otopina
mravlje kiseline u vodi (mobilna faza A) i 0,1 % otopina mravlje kiseline u metanolu (mobilna
faza B). Kolona kojom je razdvajanje provedeno koriStena je prvi put. Kolona je kraca za
razliku od uobicajenih kolona koje se instaliraju na HPLC-u, te su Cestice stacionarne faze
nesto sitnije nego kod standardnih kolona. To omogucava bolje razdvajanje spojeva u
kradem vremenu. Dodatna stijenka oko jezgre (engl. "Core Shell") ima funkciju smanjenja
tlaka.

Protok otapala: 0,900 ml min*

Temperatura kolone. 30°C

Kolicina injektiranog uzorka: 5 pL

Gradijjent: programiran (Tablica 2)
A: 0,1% mravlja kiselina u vodi

B: 0,1% mravlja kiselina u metanolu
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Tablica 2. Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

Vrijeme Volumni udio | Volumni udio

(min) otopine A otopine B
(%) (%)
0 90 10
3 90 10
15 50 50
20 40 60
25 0 100
26 0 100
26,1 90 10
28 90 10

Kromatogrami fenolnih spojeva snimljeni su na 280 i 330 nm, a kroz cijelo vrijeme trajanja
analize snimani su spektri u ultraljubicastom podrucju (od 200 do 400 nm). Za kvantifikaciju
fenolnih spojeva koriStene su bazdarne krivulje izradene injektiranjem otopina ranije

navedenih standarda u koncentracijama od 0 do 300 ug mL™.

3.2. Rezultati i rasprava

Pogaca lana odabrana je kao predmet istrazivanja ovog rada zbog vrlo visokog udjela
lignana i fenolnih kiselina Sto je ¢ini dobrom sirovinom za njihovu ekstrakciju. U ovom radu
istrazivane su razlicite kombinacije otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva i njihova detekcija
putem HPLC-a.

Lignani i fenolne kiseline u pogaci lana identificirani su usporedbom s retencijskim
vremenima injektiranih standarda, a kvantificirani prema jednadzbama izradenim iz
bazdarnih krivulja (Tablica 3). Za izraCunavanje retencijskog vremena i jednadzbe pravca

koristili smo standarde za sekoizolarikirezinol diglukozid i o-kumarinsku kiselinu.
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Priprema bazdarnih krivulja standarda SDG i o-kumarinske kiseline:

Sekoizolarikirezinol - diglukozid
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Slika 5. Bazdarni dijagram sekoizolarikirezinola-diglukozida (SDG)

o-kumarinska kiselina
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Slika 6. Bazdarni dijagram o-kumarinske kiseline
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Tablica 3. Vremena zadrzavanja standarda (retencijska vremena) i jednadzbe pravaca

Standard Vrijeme zadrzavanja (min) | Jednadzba pravca R?
Sekoizolarikirezinol diglukozid 13,81 y=1,8961x+9,6003 | 0,9943
o-kumarinska kiselina 15,77 y=23,918x+102,22 | 0,9911

Lan je najbogatiji prirodni izvor lignana te sadrzi 75-800 puta viSe lignana nego druge
bilike, no zbog njegove hidrofilnosti vrlo mali dio prelazi u ulje. Obranovi¢ (2015) u svom
istrazivanju iznosi kako se samo 0,001% od ukupnih lignana iz siemena nalazi u ulju, stoga

velika vedina zaostaje u samoj lanenoj pogadi.

Za ekstrakciju fenolnih spojeva na planskoj tresilici koriSteni su uzorci lanene pogace od 1,
2, 3i5grama, 0,1 M NaOH i 1 M NaOH, te su dobivene koncentracije SDG-a, glukozid p-
kumarinska i glukozid ferulinska kiselina (mg g') iz baZdarnih dijagrama pomocu
koncentracija standarda odredenih na HPLC-u (Slika 5 i Slika 6).

Ekstrakcija na planskoj tresilici u trajanju od 5 sati (150 okretaja/min) provodila se s dva
razliCita otapala: 70 % MetOH + 30 % 0,1 M NaOH i 70 % MetOH + 30 % 1 M NaOH. NaOH
se dodaje s ciljem postizanja bazne hidrolize kako bi doslo do pucanja esterskih veza unutar

makromolekula.
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Slika 7. Koncentracija SDG-a (mg g') u odnosu na masu uzorka (g) i koncentraciju NaOH

M)

Na grafu (Slika 7) vidi se kako je najvise SDG-a (27,56 mg g*) ekstrahirano u uzorku
lanene pogace Cija masa iznosi 5 grama 0,1 M NaOH. Opcenito je manja koncentracija SDG-a

dobivena u uzorcima s 1 M NaOH.

U lanenom sjemenu najzastupljeniji je sekoizolarikirezinol (SECO), najces¢e u obliku
sekoizolarikirezinol diglukozid (SDG) s 29,421 mg g'. U pogadi lana, SDG varira u
koncentracijama od 6 do 18 mg g suhe mase. Beejmohun i suradnici (2007) su u svom
istrazivackom radu koristedi ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom i mikrovalovima
odredivali koncentracije SDG-a, glukozida p-kumarinske kiseline i glukozida ferulinske
kiseline. Koncentracija SDG-a koju su dobili Beejmohun i suradnici (2007) je iznosila 15,6 £
0,2 mg g™. U drugim literaturnim navodima koncentracija SDG-a se kretala oko 13 mg g™
(Liggins i sur., 2000). Sadrzaj lignana u lanu se razlikuje u ovisnosti o sortama, o mjestu
uzgoja i klimatskim uvjetima uzgoja (Johnsson, 2004).

Osim SDG koji zauzima oko 62,0 % lignan makromolekule, glukozid ferulinska kiselina Cini
9,0 % i glukozid p-kumarinska 12,2 % (Struijs i sur., 2009). Yuan i suradnici (2008) navode
kako je neophodno koristiti NaOH prilikom ekstrakcije SDG-a kako bi doSlo do pucanja
esterskih veza u makromolekulama. U svom radu navode da koncentracija NaOH i
temperatura imaju znacajan utjecaj na vrijeme potrebno da dode do hidrolize i oslobadanja
SDG-a iz makromolekule. Osim bazne hidrolize prilikom ekstrakcije lignana iz lana je
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potrebno koristiti i kiselinsku hidrolizu kojom se iz SDG dobiva SECO te male koli¢ine p-

kumarinske i ferulinske kiseline.

glukozid p-kumarinska (mg g)
30,00

24,86 24,08

25,00 23,12

22,07

20,00
16,04
15,00
9,78
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5 I i
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tres 1g tres 2g tres 3g tres 5g tres 1g tres 2g tres 3g tres 5g
0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 1M 1M 1M 1M

o

Slika 8. Koncentracija glukozida p-kumarinske kiseline (mg g™) u odnosu na masu uzorka (g)
i koncentraciju NaOH (M)

glukozid ferulinska kiselina (mg g?)
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o
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Slika 9. Koncentracija glukozida ferulinske kiseline (mg g*) u odnosu na masu uzorka (g) i
koncentraciju NaOH (M)

Na grafovima (Slika 8 i Slika 9) gdje su prikazane koncentracije glukozida p-kumarinske i
glukozida ferulinske kiseline dobiveni su sli¢ni rezultati s obzirom na koriStene uzorke.

Najveca koncentracija fenolnih kiselina prisutna je u uzorku mase 1 g i koncentracije 1 M
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NaOH. Povecanjem mase uzorka koncentracije 1 M NaOH, koli¢ina ekstrahiranih fenolnih
spojeva je u laganom padu. U uzorcima koncentracije 0,1 M NaOH najbolji ekstrakcijski

ucinak postignut je kod mase od 1 grama.

Iako se ove fenolne kiseline ekstrahiraju u istim omjerima s obzirom na masu uzorka i
molarnu koncentraciju NaOH, dobivena je veca koncentracija glukozida p-kumarinske (24,86
mg g™ u uzorku mase 1 g, koncentracije 1 M NaOH) nego glukozida ferulinske kiseline (9,86
mg g™ u uzorku mase 1 g, koncentracije 1 M NaOH).

Beejmohun i suradnici (2007) su u svom radu objavili koncentracije p-kumarinske kiseline
od 2,8 £ 0,1 mg g, a koncentracije ferulinske kiseline iznosila je 3,7+0,1 mg g*. Nadalje,
Ramsay i suradnici (2016) dobili su koncentracije glukozid kumarinske kiseline u rasponu
0,03-3,18 mg g* i glukozid ferulinske kiseline 0,02-1,13 mg g. Capin (2016) je u svom
istrazivackom radu koristeci referentnu metodu s otapalom koje se sacinjavalo od 70%
metanola i 30% 0,3 M NaOH dobio p-kumarinsku kiselinu u koncentraciji od 0,57 mg g™ i
ferulinsku kiselinu u koncentraciji od 0,34 mg g. Kraushofer i Sontag (2002) ukazuju na to
da je nacCin ekstrakcije fenolnih kiselina iz lana jako bitan faktor. Prema njihovim
istrazivanjima najbolja metoda ekstrakcije je ,two step" metoda gdje je prvi korak alkalna
hidroliza, a drugi enzimatska hidroliza. Prilikom ovakvog nacina ekstrakcije koncentracija p-

kumarinske kiseline je iznosila oko 1,5 mg g™, a ferulinske oko 1,0 mg g™*.

Otopina od 0,25 do 1 M NaOH je potpuno ionska (Na* + OH") te snazna interakcija iona s
mikrovalovima doprinosi ekstrakciji fenolnih spojeva (Nemes, 2007). Stoga se moze
pretpostaviti da se ucinak povecava kombinacijom mikrovalova i otopinom NaOH odredene

molarnosti te u konacnici pokazuje bolje rezultate.
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4, ZAKLJUCAK

Metodom ekstrakcije lignana i fenolnih kiselina iz pogace lana pomocu planske
tresilice uspjesno su detektirani sljedeci spojevi: sekoizolarikirezinol diglukozid,
glukozid p-kumarinske i glukozid ferulinske kiseline. UnatoC rezultatima iz drugih

istrazivanja pri ovim ekstrakcijama nije detektirana o-kumarinska kiselina.

Najveéa koncentracija sekoizolarikirezinol diglukozida (SDG) ekstrahirana je s
otapalom manje molarnosti NaOH (70 % MetOH + 30 % 0,1 M NaOH) u uzorku

lanene pogace Cija masa iznosi 5 grama.

Za ekstrahiranje vecih koncentracija fenolnih kiselina kao ucinkovitije otapalo
pokazalo se ono vece molarnosti NaOH (70 % MetOH + 30 % 1 M NaOH) u uzorku

lanene pogace mase 1 gram.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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