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1 UVOD

Agro-industrijski otpad nastaje u lancu proizvodnje i distribucije hrane od Zzetve/berbe do
maloprodaje te obuhvaca ostatke na poljoprivrednim povr$inama, procesne ostatke, organske
ostatke i otpadnu vodu nastalu u preradi. Zbog velike dostupnosti i brojnih vrijednih sastojaka
agro-industrijskog otpada, poput Secera, vlakana i proteina te brojnih drugih spojeva sa
znacajnim bioloskim uc¢incima (minerali, polifenolni spojevi), postoji veliki potencijal za
daljnju preradu u proizvode dodane vrijednosti (Kammerer i sur., 2014; Laufenberg i sur.,
2003; Mussato i sur., 2012; Sadh i sur., 2018).

Polifenolni spojevi predstavljaju jednu od najvecih skupina sekundarnih biljnih metabolita te
se ubrajaju u visokovrijedne sastojake hrane (Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018). Osim S§to
doprinose senzorskim svojstvima i kona¢noj kvaliteti hrane (Es-Safi i sur., 2003), oni
posjeduju brojna funkcionalna svojstva, kao S§to su antioksidacijska, protuupalna,
antialergijska i antikancerogena (Escarpa i Gonzalez, 2001). U prirodi se polifenolni spojevi
nalaze u topljivom (slobodni, konjugirani) i vezanom- netopljivom obliku (Arruda i sur.,
2018; Belscak-Cvitanovi¢ 1 sur., 2018), a za njihovu ekstrakciju koriste se brojne
konvencionalne i inovativhe metode. Kako bi se provelo odredivanje slobodnih, konjugiranih
i vezanih polifenolnih spojeva provodi se tzv. frakcijsko ekstrahiranje polifenolnih spojeva
(Arruda isur., 2018).

Grasak (Pisum sativum L.) je biljka porodice Leguminosae koja se intenzivno uzgaja zbog
visoke nutritivne vrijednosti. Uklanjanjem zrna iz mahune graska, zaostaje velika koli¢ina
praznih mahuna koje predstavljaju agro-industrijski otpad. Mahuna graska se konvencionalno
koristi kao hrana za zivotinje, a U inovativnim primjenama za proizvodnju bio-etanola i bio-
ugljena te kao izvor prehrambenih vlakana. Polifenolni sastav mahune graska relativno je
neistrazen, a provedena malobrojna istrazivanja upucuju na potencijalna zdravstvena
djelovanja mahune graska koja se povezuju s funkcionalnim komponentama, prvenstveno
polifenolnim spojevima (Babbar i sur., 2012). Stoga su potrebna daljnja istraZivanja sastava i
udjela polifenolnih spojeva u mahuni graska te su ona vazna su za promicanje ovog biljnog
materijala, kao inovativnog izvora funkcionalnih sastojaka za primjenu u prehrambenoj

industriji.

Cilj ovoga rada je definirati postupak frakcijske ekstrakcije polifenolnih spojeva s ciljem

izdvajanja istih u frakcijama topljivih slobodnih spojeva, njihovih konjugata u obliku



glikozida 1 estera te netopljivih, vezanih spojeva. Razvijeni postupak primijenit ¢e se u
karakterizaciji polifenolnih spojeva mahune graska s ciljem proSirenja spektra ponovne
primjene ovog materijala kao potencijalnog inovativnog izvora polifenola, kao sastojaka

dodane vrijednosti, u skladu s globalnim trendovima valorizacije agro-industrijskog otpada

opcenito.



2 TEORIJSKI DIO
2.1 OTPAD U PROIZVODNJI HRANE BILINOGA PODRIJETLA

Proizvodnja hrane biljnoga podrijetla ukljucuje tri usko vezana podrucja: poljoprivredu,
poljoprivredno-prehrambenu industriju te distribuciju i maloprodaju. Jedan od najvaznijih
proizvodnih sektora u Europskoj uniji upravo je prehrambena industrija (De Corato i
Cancellara, 2019).

U novije vrijeme sve se viSe naglaSava globalni problem gubitka hrane i nastanka otpada duz
lanca proizvodnje i opskrbe hranom. Otpad koji nastaje u lancu proizvodnje i distribucije
hrane od Zetve/berbe do maloprodaje, naziva se gubitkom hrane (engl. foodloss), dok se od
maloprodaje do krajnje potroSnje svaki gubitak prehrambene mase smatra otpadom (engl.
foodwaste) (FAO, 2020). Prema procjeni Organizacije za prehranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAO) iz 2011.godine, oko 1/3 hrane svake godine se izgubi ili postane
otpad (FAO, 2020). Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO)
izraCunala je i ,,indeks gubitka hrane” koji omogucava preciznije mjerenje koli¢ine hrane koja
se gubi od berbe do maloprodaje (ne ukljucuje maloprodaju). Pocetne procjene ,,indeksa
gubitka hrane” ukazuju da se oko 14 % hrane u svijetu gubi od berbe do maloprodaje,
odnosno usporedbom ,,indeksa gubitka hrane” po regijama, u svijetu se najmanje hrane gubi u
Australiji i Novom Zelandu (5-6 %), a najvise u Srednjoj i Juznoj Aziji (20-21 %). Na slici 1
prikazan je gubitak hrane s obzirom na odabrane sirovine prehrambene industrije, prema

kojem se najveci gubitak ostvaruje u proizvodnji hrane biljnoga podrijetla (FAO, 2020).

ostalo

korijeni, gomolji i uljarice
meso i zivotinjske preradevine
voce i povrée

Zitarice i mahunarke

%

Slika 1. Prikaz udjela gubitaka prilikom proizvodnje hrane (%) za odabrane kategorije
prehrambenih sirovina (FAO, 2020)
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Prehrambena industrija proizvodi veliku koli¢inu razli¢itog otpada i nusproizvoda u tekucem i
krutom stanju, a njihovo odlaganje ¢esto predstavlja problem za okolis (Gonzalez-Saiz i sur.,
2008). U otpad prehrambene industrije ubrajaju se skoljke, koza, otpaci prerade Secera, kore,
sjemenke, ljuske, talog, iscrpljena pulpa, stabljike i ostali biljni materijal koji nije namijenjen
proizvodnji hrane (da Silva i Jorge, 2014; Vojvodi¢ i sur., 2016). Prehrambeni otpad slozenog
je sastava i sastoji se od dijelova izvorne sirovine koji su odbaceni tijekom nekog postupka
prerade. Ovisno o podrijetlu i specificnostima preradivackih industrija, takav otpad moze se
podijeliti u 2 osnovne skupine: biljne i Zivotinjske, te nadalje u 7 podskupina, kako je
prikazano u tablici 1 (Galankis, 2012).

Tablica 1. Podjela prehrambenog materijala (Galanakis, 2012).

Potkategorija
osnovne sirovine

Kategorija

Primjeri biljnog otpada

osnovne sirovine
» Rizine mekinje
= PSeni¢na slama
Zitarice » PSeni¢ne mekinje
= Sladna praSina
» Slad od proizvodnje piva
= Kora krumpira
= Melasa Secerne repe
= Sjeme suncokreta
L = Sjeme soje
Biljno podrijetlo Uljarice i mahunarke = Otpad sojinog ulja
= |Iscrpljena pulpa masline
» Kora agruma (naranca, limun,
mandarina..)
= Kora jabuke
= |scrpljena pulpa jabuke
= Kostice marelice
= Kora banana
* Iscrpljena pulpa rajcice
= Kora mrkve
= Nusproizvodi proizvodnje piletine

Korijeni i gomolji

Voce i povrée

Mesni proizvodi = Nusproizvodi klaonica
Zivotinjsko * Goveda krv
ij o . . taci ribe (koza, glava, kosti
podrijetlo Riba i plodovi mora Ostaci ribe ( oZa, glava, kos i)
= Otpadne vode surimija
Mlijecni proizvodi = Sirutka




Ljudi od davnina dodaju razli¢it biljni otpad u tlo, recikliraju¢i tako hranjive sastojke i
poboljsavajuéi razinu organskih tvari u tlu. Uslijed danaSnje intenzivne poljoprivredne,
stoCarske i industrijske aktivnosti te uz primjenu mineralnih gnojiva i pesticida, dolazi do
velikog porasta u koli¢ini nastalog biljnog otpada koji se ne moze adekvatno iskoristiti u

svojoj tradicionalnoj primjeni kao kompost (Yusuf, 2017).

Dobiveni biljni otpad te brojni nusproizvodi poljoprivredno-prenrambene industrije
predstavljaju izvor bogat organskim ostatcima koji se ubraja u agro-industrijski otpad (Yusuf,
2017). Agro-industrijski otpad moze se podijeliti na industrijski otpad i poljoprivredni otpad.
U poljoprivredni otpad ubrajaju se ostaci na poljoprivrednim povrSinama (stabljike, lisce,
mahune) te procesni ostaci (mahune, sjemenke, korijenje, otpaci u preradi Secera, melasa), a u
industrijski otpad organski ostaci (kora, koZza) i nastala otpadna voda (Sadh 1 sur., 2018).
Vecina nastalog agro-industrijskog otpada zbrinjava se spaljivanjem, odlaganjem na otpad ili
neplaniranim odlaganjem na zemlju, a tako odloZeni neobradeni otpad predstavlja svojevrstan
ekoloski rizik (Sadh i sur., 2018). Danas se, stoga, razvijaju smjernice na globalnoj razini u
smjeru njegove ponovne primjene kao alternativnih i obnovljivih sirovina/izvora (Sadh i sur.,
2018), a i politika upravljanja otpadom u EU usmjerena je na recikliranje i prevenciju

nastanaka otpada ¢ime bi se reducirala njegova koli¢ina (Gonzalez-Saiz i sur., 2008).

Biljni agro-industrijski otpad posjeduje veliki potencijal za ponovno koriStenje u razlicite
svrhe na temelju bogatog kemijskog sastava te se danas sve viSe razmatra kao potencijalna
sekundarna sirovina nego kao otpad (Galanakis, 2012; Mussato i sur., 2012). Osim kao izvor
brojnih vrijednih spojeva, postoji dodatni interes za ponovnim KoriStenjem agro-industrijskog
otpada s ekonomskog i ekoloSkog gledista. Ekonomski se aspekt temelji na ¢injenici da se
otpad moze Koristiti kao jeftina sirovina s o¢ekivanim smanjenjem troskova proizvodnje, dok
ckoloski aspekt podrazumijeva smanjenje negativnih ucinaka na okoli§ koji su rezultat
neadekvatnog zbrinjavanja takvog otpada (Mussato i sur., 2012; Galanakis, 2012). U mnogim
slucajevima agro-industrijski otpad ima veliki potencijal za recikliranje i daljnju preradu u
proizvode dodane vrijednosti te kao sirovina za druge industrije (Laufenberg i sur., 2003). Na
slici 2 prikazane su neke moguc¢nosti iskoriStenja agro-industrijskog otpada za dobivanje
proizvoda s dodanom vrijednoséu. Jedno od rjeSenja gospodarenja organskim otpadom moze
biti njegova upotreba za proizvodnju bioplina i biogoriva, ¢ime bi se omogucilo smanjenje
problema poput oneciS¢enja okoliSa i iscrpljivanja prirodnih resursa (Korys 1 sur., 2019).
Agro-industrijski otpad moze se koristiti kao sirovina za proizvodnju enzima, limunske

kiseline, pigmenata, aroma i brojnih bioaktivnih spojeva (Yusuf, 2017). U kontekstu
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prehrambene industrije, potencijalno najveu dodanu vrijednost omogucuje izdvajanje
spojeva izrazenih antioksidacijskih svojstava (Naziri i sur., 2014). Osim u prehrambenoj
industriji, brojni funkcionalni sastojci iz otpadnih materijala svoju primjenu mogu naéi i u
farmaceutskoj industriji (da Silva i Jorge, 2014).

proizvodnja
enzima

proizvodnja
limunske
kiseline

proizvodnja
biogoriva

DODANA VRIJEDNOST
RECIKLIRANOM proizvodnja
AGRO-INDUSTRIJSKOM pigmenata
OTPADU

kompostiranje

izvodnj proizvodnja
pn::;munju biorazgradivih
polimera

proizvednja
bioaktivnih
spojeva

Slika 2. Mogu¢nosti iskoristenja agro-industrijskog otpada za proizvode s dodanom
vrijednosti (Yusuf, 2017)

2.2 VRIJEDNI SASTOJCI 1Z OTPADA U PROIZVODNJI HRANE

Agro-industrijski otpad izvor je razli¢itih makrokomponenata (Secera, prehrambenih vlakana,
proteina) i brojnih drugih spojeva sa znacajnim bioloSkim ucincima (mineralne tvari,
polifenolni spojevi) te je stoga izuzetno zanimljiva sirovina za proizvodnju drugih proizvoda
(Kammerer i sur., 2014; Mussato i sur., 2012; Sadh i sur., 2018).

Svoju primjenu prehrambeni otpad Cesto nalazi kao nosa¢ za mikroorganizme iz rodova
Aspergillus, Rhizopus i Lactobacillus u proizvodnji organskih kiselina (limunska, mlije¢na,
oksalna) koje se u prehrambenoj industriji koriste za produljenje trajnosti razli¢itih
prehrambenih proizvoda (Mussato i sur., 2012). Nusproizvodi prerade voca Cesto se koriste
kao izvor pigmenata u proizvodnji boja visoke stabilnosti i ¢istoce ¢ija je prednost
biorazgradivost, manja toksi¢nost/netoksi¢nost i1 ekoloSka prihvatljivost u odnosu na sintetske
(Yusuf, 2017). Biljni agro-industrijski otpad ima potencijal i za proizvodnju aroma i
konzervansa; primjerice u proizvodnji vanilina, jedne od najvaznijih aroma u prehrambenoj

industriji, koriste se nusproizvodi iz zitarica (kukuruza, rize i pSenice) i pulpa Secerne repe. U



nekim biljnim tkivima prisutna je askorbinska kiselina (vitamin C) koja se moze izolirati i

koristiti kao prirodni konzervans (Yusuf, 2017).

Osim navedenog, biljni agro-industrijski otpad izvor je i razli¢itih polifenolnih spojeva za
koje se danas zna da imaju veliku bioloSku vaznost (Yusuf, 2017) i stoga se koriste kao
prirodni prehrambeni aditivi ili pak u proizvodnji funkcionalnih prehrambenih proizvoda i
dodataka prehrani (Babbar i sur., 2012).

Ponovnom iskoriStavanju biljnih otpadnih materijala, Cesto se koristi pristup biorafinerije
kojim se dobivaju vrijedni bio-proizvodi: bio-energija, bio-materijali i bio-kemikalije, a time
se osnovnom materijalu povecava vrijednost. Koncept biorafinerije analogan je danaSnjim
rafinerijama nafte, u kojima se iz iste sirovine dobivaju razli¢iti proizvodi s ciljem njezina $to
veceg iskoriStenja. No biorafinerije osim proizvodnje razliitih goriva imaju mogucénost
proizvodnje kemijskih proizvoda, odnosno komponenata visoke vrijednosti iz brojnih

meduprodukata, uz nastajanje male koli¢ine otpada (Angel Siles Lopez i sur, 2010).

Primjer biorafinerije biljnog agro-industrijskog otpada ilustriran je primjerom ponovnog

koristenja otpada iz prerade citrusa.

Citrusi su jedna od najpopularnijih voénih kultura te se konzumiraju u svjezem obliku ili
preradeni, najéeSc¢e u sokove, pri c¢emu zaostaju kora i kostice kao dominantni nusproizvodi.
Kora predstavlja primarni otpad prerade citrusa bogat pektinom i limonenom, uz prisutnost
organskih kiselina, ostalih esencijalnih ulja, topljivih Secera, Skroba, prehrambenih vlakana
ukljucujuéi celulozu, hemicelulozu i lignin, zatim polifenola, vitamina, mineralnih tvari,
proteina i karotenoida (Rafig i sur., 2018; Angel Siles Lopez i sur., 2010). Kora citrusa
konvencionalno se koristi kao sirovina za proizvodnju pektina, a takoder i za proizvodnju
karakteristi¢nog eteri¢nog ulja. Eteri¢na ulja svoju primjenu nalaze u kemijskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji, a dominantna komponenta eteri¢nih ulja citrusa, -D-limonen, koristi
se kao aroma. lzolacija eteri¢nih ulja iz kore citrusa je relativno jednostavna, a provodi se
hladnim presanjem, destilacijom ili ekstrakcijom. Pektin je strukturni heteropolisaharid koji se
u prehrambenoj industriji koristi kao sredstvo za Zeliranje. Iz osuSenih kora citrusa pektin se
komercijalno izdvaja najcesce kiselinskom hidrolizom. Postoji veliki potencijal kore citrusa
za proizvodnju polifenolnih ekstrakata sa znacajnim udjelom flavonoida, dominantno u
glikoziliranom obliku (Angel Siles Lopez i sur., 2010). Kora citrusa sadrzi i celulozu,
hemicelulozu i lignin te se moze koristiti lignocelulozni supstrat kore za proizvodnju razli¢itih

biotehnoloskih proizvoda, primjerice etanola ili metana (Angel Siles Lopez i sur., 2010).
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2.2.1 Polifenoli

Polifenolni spojevi ubrajaju se u visokovrijedne sastojke hrane zbog brojnih funkcionalnih
svojstava, prvenstveno antioksidacijskog djelovanja, te potencijalnog preventivnog djelovanja

na razli¢ite bolesti povezane s oksidacijskim stresom (Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018).

Polifenolni spojevi su jedna od najvecih skupina sekundarnih metabolita u biljkama koja broji
i do nekoliko tisu¢a razli¢itih spojeva. Prema kemijskoj strukturi ovi spojevi mogu biti
relativno jednostavni, sadrzavajuc¢i jedan aromatski, fenolni prsten, te sloZeni, sadrzavaju¢i u

svojoj strukturi viSe povezanih aromatskih prstena s hidroksilnim skupinama (Quideau i sur.,
2011).

Polifenoli su heterogena skupina prirodnih spojeva koji se mogu podijeliti ovisno o podrijetlu,
rasprostranjenosti, bioloskim funkcijama i kemijskoj strukturi. Na slici 3 shematski je
prikazana podjela polifenola ovisno o kemijskoj strukturi prema kojoj se polifenoli dijele u
pet osnovnih skupina: fenolne Kkiseline, flavonoidi, stilbeni, lignani i ostali spojevi
(D’Archivio i sur., 2008). Najveca skupina polifenola su flavonoidi, a ista se nadalje moze
podijeliti u pet podskupina: flavonoli, flavoni, flavanoli, antocijanidini i izoflavoni (Olivares-
Vicente i sur., 2018).

POLIFENOLI

‘_I_’

g 1
FENOLNE
{ KISELINE ] {FLAVONOIDI} STILBENI { LIGNANI } { OSTALI }

[ FLAVONOLI ] [ FLAVONI ] [ FLAVANOLI } {ANTOCIJANIDINI] [ 1ZOFLAVONI ]

Slika 3. Podjela polifenolnih spojeva (D’ Archivio i sur., 2008; Olivares-Vicente i sur., 2018)

Polifenolni spojevi u razli¢itim biljnim sirovinama i prehrambenim proizvodima nositelji su
senzorskih svojstava poput boje i okusa, primarno gorcine, te su vrlo vazni za konacnu
kvalitetu hrane (Es-Safi i sur., 2003). Ipak, mnogo zanimljivija su njihova bioaktivna svojstva
buduc¢i da su polifenolni spojevi najpoznatiji prirodni antioksidansi. Stoga se njihovo

odredivanje 1 primjena u prehrambenim proizvodima proteZe od aspekta tehnoloske primjene



u osiguranju oksidacijske i mikrobioloske stabilnosti hrane (Cory i sur., 2018), do
potencijalnih pozitivnih ucinaka na zdravlje Covjeka u kontekstu proizvodnje ciljanih

funkcionalnih proizvoda.

Pozitivan u¢inak polifenola na zdravlje oCituje se kroz smanjenje rizika od nastanka, ali i
pomo¢ u lije¢enju nekih nezaraznih bolesti, poput nekih tipova karcinoma, kardiovaskularnih
bolesti, dijabetesa tipa 2, osteoporoze, pankreatitisa, gastrointestinalnih problema, oStecenja

pluéa i neurodegenerativnih bolesti (Cory i sur., 2018).

Otprilike jednu tre¢inu fenolnih spojeva u ljudskoj prehrani ¢ine fenolne kiseline. Fenolne
kiseline su spojevi koji sadrze benzenski prsten, karboksilnu skupinu 1 jednu ili viSe
hidroksilnih i/ili metoksiliranih skupina, a ovisno o strukturi razlikujemo dvije skupine
fenolnih kiselina: derivate hidroksibenzojeve i derivate hidroksicimetne kiseline (Lafay i Gil-
Izquierdo, 2007). Benzojeve kiseline sadrze 7 atoma ugljika i predstavljaju najjednostavnije
fenolne kiseline u prirodi (Bravo, 1998). U skupinu derivata hidroksibenzojeve Kkiseline
ubrajaju se:galna, elaginska, protokatehinska, 4-hidroksibenzojeva te mnoge druge (Lafay i
Gil-l1zquierdo, 2007). Cimetne Kkiseline sadrze devet atoma ugljika (Bravo, 1998). U
hidroksicimetne Kiseline pripadaju kafeinska, ferulinska, sinapinska, p-kumarinska kiselina
kao najzastupljeniji predstavnici (Lafay i Gil-1zquierdo, 2007). Derivati i hidroksibenzojevih i
hidroksicimetnih Kiselina rijetko se nalaze u slobodnom obliku, ve¢ se najces¢e nalaze u
esterificiranom obliku (Lafay i Gil-Izquierdo, 2007). Antioksidacijski u¢inak derivata
hidroksicimetnih kiselina ve¢i je u odnosu na derivate hidroksibenzojeve kiseline (Sanchez-
Moreno, 2002).

Flavonoidi su najvea i najraSirenija skupina polifenolnih spojeva (Bravo, 2001) te se
medusobno razlikuju prema stupnju nezasi¢enosti 1 hidroksilacije, a unutar podskupina mogu
biti sulfatirani, metilirani i konjugirani s monosaharidima ili disaharidima te formirati
komplekse s oligosaharidima, lipidima, aminima, karboksilnim Kkiselinama i organskim
kiselinama (Duthie i sur., 2003). Flavonoli su najveéa i najce$¢a podskupina flavonoida u
vocu i povréu, a glavni predstavnici su kvercetin i kemferol (Panche i sur., 2016) pri cemu je
kvercetin najzastupljeniji flavonoid koji se obi¢no u biljnim izvorima nalazi u konjugiranom
obliku kao glikozid (Lakhanpal i Kumar Rai, 2007). Kvercetin posjeduje izvrsna
antioksidacijska i protuupalna svojstva te ima pozitivne uéinke na visoki krvni tlak i

endotelnu funkciju u ljudskom organizmu (D'Andrea, 2015).



2.2.2 Metode izdvajanja polifenola iz biljnog otpada

Biljni agro-industrijski otpad je upravo zbog svog biljnog podrijetla, potencijalno vazan, ali
nedovoljno iskoristen izvor polifenola koji se mogu koristiti kao funkcionalni sastojci hrane
(Kammerer i sur., 2014). Danas se u ekstrakciji polifenolnih spojeva koriste brojne tehnike
specifiéne ponajprije za vrstu biljnog materijala i spojeve koji se u njemu nalaze, a uobicajena
je njihova podjela na konvencionalne i inovativne (Mourtzinos i Goula, 2019). Na odabir
nacina ekstrakcije utjecu kemijska priroda spojeva koji se izdvajaju, veli¢ina Cestica uzorka te

prisutnost interferirajucih spojeva (Brglez Mojzer i sur., 2016).

Konvencionalne tehnike podrazumijevaju ekstrakciju tekuce-tekuce i Cvrsto-tekuée, a
najcesce se provode maceracijom ili Soxhlet ekstrakcijom. Kod konvencionalnih ekstrakcija
na prinos polifenolnih spojeva, tj. u€inkovitost ekstrakcije najviSe utjeCu vrsta otapala, pH,
temperatura, vrijeme ekstrakcije i stupanj usitnjenosti biljnog tkiva. Za ekstrakciju
polifenolnih sastojaka iz biljnog tkiva obi¢no se koriste organska otapala, polarna: etanol,
metanol 1 etil acetat, ali 1 nepolarna, poput heksana ili dietil etera. Takoder se polarna otapala
cesto koriste u kombinaciji s vodom ili se pak koristi ¢ista voda za ekstrakciju polarnih
spojeva. Neovisno o upotrijebljenoj vrsti otapala, volumen otapala mora biti dovoljan kako bi
kompletan biljni materijal bio uronjeno u otapalo tijekom cijelog postupka ekstrakcije. Vrlo
vazan ¢imbenik za ekstrakciju polifenola je temperatura buduci da se polifenoli smatraju
termoosjetljivim spojevima. Primjena konvencionalnih, tradicionalnih, ekstrakcijskih tehnika
uz sebe veze brojne nedostatke kao Sto su velika potrosnja otapala i energije, toplinska
razgradnja komponenata osjetljivin na toplinu, relativno dugo vrijeme ekstrakcije te

neselektivnost (Mourtzinos i Goula, 2019).

Zbog navedenih nedostataka konvencionalnih tehnika ekstrakcije, sve vise se istraZzuju i
primjenjuju alternativne, inovativne tehnike u ekstrakciji polifenolnih spojeva, s ciljem
zadrZavanja ili povecanja ekstrakcijske ucinkovitosti uz uStedu energije i kemikalija. U
inovativne tehnike ekstrakcije ubrajaju se ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i
mikrovalovima, pojedinacno ili u kombinaciji, zatim potpomognute pulsiraju¢im elektriénim
poljem ili enzimima, ili pak ekstrakcije uz primjenu inovativnih otapala, poput superkriti¢nih
fluida ili ionskih tekucina te uz primjenu ciklodekstrina (Brglez Mojzer i sur., 2016;
Mourtzinos i Goula, 2019). Ove tehnike karakterizira jednostavnost izvedbe, krace vrijeme
ekstrakcije te manja potros$nja otapala u odnosu na konvencionalne tehnike (Brglez Mojzer i
sur., 2016).
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Prilikom ekstrakcije polifenolnih spojeva, vrlo vazno svojstvo je njihova topljivost u
odredenom otapalu, koja ovisi o kemijskoj strukturi ovih spojeva, ali i njihovoj lokalizaciji
Unutar stanice, tj. povezanosti s drugim stani¢nim strukturama. Najces¢e se polifenolni
spojevi, s obzirom na topljivost, dijele na topljive i netopljive, pri ¢emu topljivi spojevi mogu
biti u slobodnom ili konjugiranom obliku, kao glikozidi ili esteri, dok netopljivi spojevi mogu
biti vezani - u pravilu konjugati s velikim stani¢nim makromolekulama koje uvjetuju
netopljivost takvih spojeva, ili pak polimerizirani oblici polifenolnih spojeva (Arruda i sur.,
2018)

Ukupni udio polifenolnih spojeva u nekom biljnom materijalu nije lako odrediti te se
provodenjem jednostavnih ekstrakcija ¢vrsto-tekuce u pravilu izostave netopljivi polifenolni
spojevi. Postupak odredivanja slobodnih, konjugiranih i1 vezanih polifenolnih spojeva sastoji
se od viSe koraka u kojima se nastoje selektivno izdvojiti navedene polifenolne frakcije i u
tom kontekstu se govori o frakcijskoj ekstrakciji polifenolnih spojeva iz biljnog materijala
(Arruda isur., 2018).

U biljnim izvorima se fenolne kiseline uglavnom nalaze u netopljivom, vezanom obliku, a
flavonoidi kao konjugati, odnosno glikozidi (Acosta-Estrada i sur., 2014). U odredivanju
netopljivih, vezanih polifenolnih spojeva, isti se prvo oslobadaju iz netopljivih kompleksa
primjenom alkalnih i/ili kiselinskih hidroliza (Brglez Mojzer i sur., 2016), a takoder se u tu
svrhu mogu Kkoristiti i enzimi (Liyana-Pathirana i Shahidi, 2006). Alkalna i Kiselinska
hidroliza ¢eS¢e se primjenjuju u odnosu na enzimske postupke, a pritom se optimiraju
koncentracija primijenjene Kiseline, odnosno luzine, vrijeme i temperatura hidrolize.
Djelovanjem kiseline prilikom kiselinske hidrolize selektivno dolazi do razaranja glikozidnih
veza izmedu polifenolnih spojeva 1 Secera, tj. oslobadaju se polifenolni aglikoni te se zatim
odreduju kao slobodni topljivi polifenolni spojevi. Do razaranja esterskih veza, kojima su
polifenolni spojevi najées¢e povezani s polisaharidima stani¢ne stijenke (vezani fenoli), dolazi
prilikom alkalne hidrolize. Osim primjene luzine, alkalna hidroliza se cesto provodi uz
dodatak etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA) i askorbinske kiseline kako bi se sprijecila

degradacija polifenolnih spojeva pri povisenom pH (Acosta-Estrada i sur., 2014).

Znacaj vezanih polifenolnih spojeva u odredivanju ukupnih polifenolnih spojeva u biljnim

materijalima ilustriran je kroz nekoliko primjera, kako slijedi.

Zitarice su bogate razli¢itim polifenolnim komponentama, posebno flavonoidima i fenolnim

kiselinama, koje se uglavnom nalaze u posijama. Posebno su zastupljene hidroksicimetne
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kiseline, medu kojima najvise ferulinska kiselina, kao jedan od najzastupljenijih polifenolnih
spojeva u Zzitaricama opcenito (Bueno-Herrera i Perez-Magarino, 2020). U provedenim
istrazivanjima Adom i Liu (2002) te Liyana-Pathirana i Shahidi (2006) dokazali su znacajno
ve¢i doprinos vezanih polifenolnih spojeva u udjelu ukupnih polifenolnih spojeva i
antioksidacijskom kapacitetu zitarica u odnosu na slobodne i esterificirane frakcije. Prema
Adom i Liu (2002) udio ukupnih polifenola u zitaricama (kukuruzu, pSenici, zobi i rizi) u
vezanom obliku iznosio je od 62 do 85 % te je dokazano da vezani polifenolni spojevi najvise
doprinose ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti (od 58 do 90 %). U radu Liyana-Pathirana i
Shahidi (2006) postupak frakcijskog izdvajanja slobodnih, esterificiranih i vezanih polifenola
iz posija pSenice obuhvacao je ekstrakciju smjesom otapala metanol-aceton-voda u svrhu
izdvajanja ukupnih topljivih spojeva. Nakon toga su slobodni polifenoli ekstrahirani dietil
eterom, a preostali esterificirani konjugati u vodenoj fazi podvrgnuti su alkalnoj hidrolizi te su
oslobodeni polifenoli koncentrirani ponovnom ekstrakcijom tekuce-teku¢e pomocu dietil
etera. Frakcija vezanih polifenola izdvojena je nakon alkalne hidrolize ostatka nakon
ekstrakcije ukupnih topljivih polifenola, takoder ekstrakcijom tekuce-tekuce pomocu dietil
etera. U dobivenim frakcijama udio vezanih polifenola je 8,3 puta ve¢i u odnosu na
esterificirane frakcije polifenola i 13,4 puta veci u odnosu na slobodne frakcije polifenola
posija tvrde pSenice, a doprinos vezanih polifenola antioksidacijskoj aktivnosti uzorka veci je
od 80 %. U radu Bueno-Herrera i Perez-Magarino (2020) gotovo 70 % identificiranih
polifenolnih spojeva makinja pSenice ¢inile su fenolne kiseline, od kojih su se derivati
hidroksibenzojeve kiseline nalazili najviSe u slobodnom obliku, a derivati hidroksicimetne
kiseline vezani na polisaharide u stani¢noj stijenci. Kao najvazniji spoj u netopljivoj, vezanoj
frakciji odredena je ferulinska Kiselina, koja ¢ini 70-90 % ukupnog udjela fenolnih Kkiselina u

zrnu psSenice.

Wang i sur. (2016) primijenili su postupak frakcioniranja u odredivanju polifenola iz ploda
zizule (Ziziphus jujuba Miller). Ukupni topljivi polifenoli izdvojeni su ekstrakcijom
metanolom, te je frakcija slobodnih polifenola izdvojena ekstrakcijom etil acetatom. VVodena
faza nakon izdvajanja slobodnih polifenola podvrgnuta je alkalnoj hidrolizi nakon koje su
oslobodeni polifenoli izdvojeni ekstrakcijom tekuce-teku¢e pomocu etil acetata u frakciju
esterificiranih topljivih spojeva. Nakon toga je provedena i kiselinska hidroliza kojom su
oslobodeni aglikoni iz glikoziliranih oblika polifenola, preostalih nakon alkalne hidrolize, te

su isti izdvojeni u zasebnu frakciju pomocu ekstrakcije etil acetatom. Netopljivi vezani
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polifenoli izdvojeni su nakon alkalne hidrolize ostatka nakon ekstrakcije ukupnih topljivih
spojeva, ekstrakcijom etil acetatom.

Na identi¢an naéin Arruda i sur. (2018) ekstrahirali su i frakcionirali topljive i netopljive
(vezane) polifenolne spojeve iz ploda (pulpe, kore i sjemenki) biljke Annona crassiflora Mart.
Udio svih topljivih polifenolnih spojeva (slobodnih, esterificiranih i glikoliziranih) bio je vec¢i
od udjela netopljivih, vezanih polifenola, no, oni nisu zanemarivi jer njihov udio u ukupnim
polifenolima varira od 20 do 45 %. Provedenom analizom udjela ukupnih polifenola utvrdene

su najvise vrijednosti u kori ploda, zatim u pulpi 1 sjemenkama.
2.3 MAHUNARKE

Mahunarke (Leguminosae) su tre¢a najveca porodica medu viSim biljkama (Erbersdobler i
sur., 2017) koju ¢ini oko 770 rodova i oko 19500 vrsta. Brojne vrste porodice Leguminosae
uzgajaju se sirom svijeta (Rawal i Navarro, 2019), kao jednogodi$nje i visegodiSnje biljke, a s
ekonomskog stajaliSta njihov je uzgoj drugi po znacaju iza vrsti porodice Poaceae (trave,
kojima pripadaju i zitarice) (Azani i sur., 2017). Na kraju 2014. godine globalna proizvodnja
mahunarki iznosila je 77 milijuna tona (Rawal i Navarro, 2019), a najc¢es¢e uzgajane kulture
bile su soja, grah, grasak, leca i slanutak (Erbersdobler i sur., 2017), odnosno jednogodi$nje

mahunarke.

Mahunarke se primarno uzgajaju za prehranu ljudi jer predstavljaju nutritivno bogate
namirnice. Energetska vrijednost ve¢ine mahunarki je izmedu 300 i 540 kcal / 100 g (Ofuya i
Akhidue, 2005). One sadrze visoki udio proteina, prehrambenih vlakana i mineralnih tvari te
nizak udio masti (Rawal i Navarro, 2019). Osim prehrambenih vlakana, u mahunarkama se
nalaze i ostale skupine ugljikohidrata, poput Skroba i oligosaharida (rafinoze i stahioze)
(Ofuya i Akhidue, 2005). Provedena istrazivanja povezuju konzumiranje mahunarki sa
smanjenjem rizika od krvozilnih bolesti i dijabetesa te odrzavanjem tjelesne mase (Rawal i
Navarro, 2019). Visoki udio polifenolnih spojeva i znafajna antioksidacijska aktivnost
potvrdeni su u brojnim biljkama porodice Leguminosae, a njihova velika zastupljenost u
ljudskoj prehrani ukazuje na doprinos u odrzavanju oksidacijske ravnoteze u organizmu
(Chew i sur., 2009). Osim za prehranu ljudi, neke mahunarke se koriste i kao hrana za
zivotinje (Rawal i Navarro, 2019), a u poljoprivredi i za obogacivanje tla dusikom

(Erbersdobler i sur., 2017).
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Prilikom industrijske prerade jednogodisnjih mahunarki, nastaje velika koli¢ina agro-
industrijskog otpada kojeg ¢ini lisce, stabljike i prazne mahune. Slika 4 shematski prikazuje
preradu svjezih mahunarki, a nusproizvodi odnosno agro-industrijski otpad nastaje u nekoliko
koraka. Najznacajniji dio otpada nastaje na polju prilikom berbe i odvajanja sjemenki (zrna)
od praznih mahuna, dok se manji dio otpada generira i u daljnjim koracima sortiranja zrna
(Tassoni i sur., 2020). Prazne mahune su nusproizvod bogat vlaknima, oligosaharidima,
masnim Kiselinama, mineralinim tvarima i ostalim vrijednim sastojcima i stoga se danas sve
vise istrazuju kao inovativni izvori za njihovo izdvajanje i primjenu u proizvodnji

funkcionalnih prehrambenih proizvoda (Mateos-Aparicio i sur, 2010).

berba i
uklanjanje

razdvajanje
na temelju

mahuna e
gustoce

na njivi

@
na temelju
- U U @

Slika 4. Shematski prikaz prerade mahunarki (Tassoni i sur., 2020)
2.3.1 Mahuna graska

Grasak (Pisum sativum L.) (slika 5) je jedna od najstarijih kultiviranih biljaka na svijetu koja
danas predstavlja jednu od vaznijih biljnih sirovina kojom se zamjenjuju proteini zivotinjskog
podrijetla, zbog visoke hranjive vrijednosti, dobrih tehnoloskih svojstava i niske cijene (Lobo
1 Dorta, 2019). Grasak je druga najrasprostranjenija mahunarka na svijetu (Mejri i sur., 2019),
a prema podacima FAO, u 2018. godini proizvedeno je 21 225 579 t zelenog graska
(FAOSTAT, 2020). Cak 88,5 % ukupne svjetske proizvodnje svjezega graska odnosi se na
azijske zemlje, medu kojima dominiraju Kina i Indija. Na proizvodnju u Europi otpada
priblizno 5 % ukupne svjetske proizvodnje, a zatim slijede Afrika (3,2 %), Sjeverna i Juzna
Amerika (3,1 %) i Oceanija (0,3 %). U Europi je najveci proizvoda¢ Europska unija, odnosno
Francuska. U Republici Hrvatskoj je u 2018. godini proizvedeno 3 296 t svjezeg (zelenog)
graska. GraSak se koristi kao svjeZi ili konzervirani proizvod, pri ¢emu na svjetskoj razini

ipak dominira proizvodnja susenog graska (Tassoni i sur., 2020).
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Slika 5. Grasak (Pisum sativum L.) (Anonymus 1)

Nakon berbe graska na polju zaostaju stabljike, vitice, lis¢e te prazne mahune (Luzardo-
Ocampo i sur., 2019). Mahuna je vanjski omotaé¢ sjemena koji ¢ini 35-40 % mase ukupnog
ploda (zrna s mahunom) (Rudra i sur., 2020). Nakon odvajanja zrna, prazna mahuna se
izdvaja kao otpad, a nakupljena biljna biomasa (Rudra i sur., 2020) konvencionalno se koristi
kao hrana za Zivotinje, dok se u novije vrijeme razmatra njeno iskoriStavanje u kontekstu

biorafinerija (Mejri i sur., 2019; Tassoni i sur., 2020).
2.3.2 Primjena mahune graska

Mahuna je glavni nusprodukt prerade graska o ¢ijem sastavu i bioloskoj aktivnosti nema
mnogo informacija te je zato njena primjena kao sastojka s dodanom vrijednos¢u ograni¢ena
(Mejri i sur., 2019). U osnovnom makrokomponentnom sastavu mahuna graska sadrzi 78,4 %
ugljikohidrata (od cega su 65,5 % topljiva prehrambena vlakna), 14,7 % proteina, 6,3 %

mineralnih tvari te 0,7 % masti (Vojvodi¢ i sur., 2016).

Konvencionalna primjena mahune graska je u proizvodnji bio-etanola i bio-ugljena, kao izvor
ugljikohidrata i polisaharida, izvor prehrambenih vlakana (Mejri i sur., 2019) te kao hrana za
zivotinje (Tassoni i sur., 2020). Visok udio celuloze i hemiceluloze u mahuni graska
omogucava proizvodnju razli¢itih biotehnoloski proizvedenih kemikalija, poput bio-butanola
(Nimbalkar i sur., 2018). Zbog visokog udjela prehrambenih vlakana, topljivih Secera,
mineralnih tvari i linoleinske Kkiseline te izrazene antioksidacijske aktivnosti, mahuna graska
svoju primjenu nalazi i kao sastojak prehrambenih proizvoda (Tassoni i sur., 2020).
Prehrambena vlakna iz mahune graska mogu se Koristiti u proizvodnji pekarskih proizvoda
(Luzardo-Ocampo i sur., 2019). Mahuna graska primjenjuje se i kao hrana za zZivotinje koja je

dobar izvor proteina, prehrambenih vlakana i mineralnih tvari (Tassoni i sur., 2020).
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Provedene in vitro analize ukazuju na brojne zdravstvene ucinke mahune graska, kao $to su
laksativni, antikancerogeni, antifungalni, kardio-protektivni, antioksidacijski, antimikrobni i
antidijabeticki kao rezultat prisustva funkcionalnih komponenata: esencijalnih aminokiselina,
ugljikohidrata, mineralnih tvari i masnih kiselina (Mejri i sur., 2019). Visestruki bioloski
ucinci, ukljucujuéi antioksidacijsku aktivnost, mogu se povezati i s polifenolnim spojevima
(Babbar isur., 2012).

U istrazivanju Mejri i sur. (2019) u metanolnom ekstraktu mahune graska odredeno je 15
polifenolnih spojeva. Mahuna graska je relativno neistrazena biljna sirovina u smislu
polifenolnog sastava te su istrazivanja sastava i udjela ukupnih polifenolnih spojeva, kao i
njihovih frakcija vazna za promicanje ovog biljnog materijala kao inovativnog izvora

funkcionalnih sastojaka za primjenu u prehrambenoj industriji.
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJAL

3.1.1 Mahuna graska

U ovome radu koristena je suha mahuna graska (engl. pea pod; oznaka uzorka PP). 1z cijelih
svjezih mahuna graska (~ 10 kg) izdvojena su zrna graska te su prazne mahune graska susene
na zraku u tankom sloju tijekom 48 h, a zatim su dosusene u laboratorijskom susioniku pri
50°C tijekom 24 h, odnosno do postizanja udjela vode u uzorku do 15 %. Osusene mahune
graska usitnjene su pomoc¢u mlinca za kavu i prosijane kroz sito veliCine pora 450 um.
Opisanim postupkom dobivena je homogena frakcija suhe mahune graska (Slika 6) koja je

cuvana u zatvorenoj plasti¢noj posudi na suhom mjestu.

Slika 6. Homogena frakcija mahune graska nakon usitnjavanja i prosijavanja (vlastita

fotografija)
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3.1.2 Kemikalije

Sve kemikalije koriStene u ovome radu bile su visoke analiticke (p.a.) /ili HPLC C¢istoce.

Priprema ekstrakata i frakcija polifenolnih spojeva

Aceton, GRAM-MOL d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

L-askorbinska Kkiselina, Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Dietil eter, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

Etil acetat, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

n-heksan,Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

Klorovodi¢na kiselina (37 %), Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)
Kompleksal 111 (etilendiaminotetraoctena kiselina, dinatrijeva sol, dihidrat), T. T. T.
d.o.o. (Sveta Nedelja, Hrvatska)

Metanol, J. T. Baker (Pennsylvania, SAD)

Natrijev hidroksid, u zrncima, T. T. T. d.o.0. (Sveta Nedelja, Hrvatska)

Natrijev klorid, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

Natrijev sulfat, bezvodni, Gram mol (Zagreb, Hrvatska)

Karakterizacija polifenolnoq sastava i antioksidacijskog kapaciteta

ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), dinatrijeva sol, min.
98 % (TLC)), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil; min 85 % CHN), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis,
SAD)

Etanol, 96 %, Gram mol (Zagreb, Hrvatska)

Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Formaldehid, T. T. T. d.o.0. (Sveta Nedelja, Hrvatska)

Kalijev peroksodisulfat, Fluka/Honeywell (Charlotte, SAD)

Klorovodi¢na kiselina (37 %), Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)
Metanol, J. T. Baker (Pennsylvania, SAD)

Natrijev karbonat, bezvodni, Gram mol (Zagreb, Hrvatska)

Trolox  ((%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  Kkiselina), Sigma
Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
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Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke uéinkovitosti

e Acetonitril, HPLC kvaliteta, Fischer Scientific (Loughborough, Ujedinjeno

Kraljevstvo)

e Analiticki standardi polifenolnih spojeva:

Hidroksibenzojeve kiseline :

galna kiselina (>97,5 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
protokatehinska kiselina (>97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, SAD)

4-hidroksibenzojeva kiselina (>99 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
vanilinska kiselina (>98,5 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, SAD)

siringinska kiselina (>95 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Hidroksicimetne kiseline :

kafeinska kiselina (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
p-kumarinska kiselina (98 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
trans-ferulinska kiselina (99 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
sinapinska kiselina(>95 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
trans-cimetna kiselina (98 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, SAD)

klorogenska kiselina (95 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
ruzmarinska kiselina (97 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Flavanoli:

(+)-katehin, (>98 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
(-)-epikatehin (>90 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Flavonoli:

miricetin(>98 %), Fluka/Honeywell (Charlotte, SAD)

kvercetin (>97 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
kvercetin-3-glukozid, Fluka/Honeywell (Charlotte, SAD)

kemferol (>97 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

kemferol-3-glukozid (>97 %), Carl Roth Gmbh (Karlsruhe, Njemacka)

rutin trihidrat (>97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific (Waltham,
SAD)
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3.1.3

Flavoni:

= apigenin (95 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

o-fosforna kiselina, min 85 %, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Metanol, HPLC kvalitete, J. T. Baker (Pennsylvania, SAD)
Voda HPLC kvalitete

Uredaji i posude

Priprema biljnog materijala

Laboratorijski susionik, ST-06, Instrumentaria (Hrvatska)
Mlinac za kavu za kucanstvo

Sito veli¢ine pora 450 pm, Fritsch GMBH (Njemacka)

Priprema ekstrakata i frakcija polifenolnih spojeva

Analiti¢ka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)
Centrifuga (SL 8R) s rotorom s utorima pod fiksnim kutom (HIGHConic™ 111 ),
Thermo Scientific (Massachusetts, SAD)

Laboratorijski pribor: teflonski magneti, propipete, zeljezni stalak

Laboratorijsko plasti¢no posude: Falcon epruvete (15 1 50 mL), plasticne Eppendorf
epruvete (2 mL), plasti¢ne Pasteur pipete

Laboratorijsko stakleno posude: laboratorijske caSe, menzure, odmjerne tikvice,
reagens boce, tikvice s okruglim dnom (50 1 100 mL). Stapici, pipete

Magnetska mijesalica (SMHS-6), Witeg (Wertheim, Njemacka)

pH metar (FiveEasy FE20), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

Rotacijski vakuum uparivaé Buchi R-205 (Flawil, Svicarska) s vakuum pumpom
Buchi V-700 (Flawil, Svicarska)

Laboratorijska vaga (GF-3000 EC), A&D Instruments (Japan)

Tresilica (MX-S), DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

Ultrazvuéna kupelj (S 60 H) Elmasonic, Elma (Singen, Njemacka)

Termostatirana vodena kupelj(VK 2 ERN), Inkolab (Zagreb, Hrvatska)
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Karakterizacija polifenolnog sastava i antioksidacijskog kapaciteta

e Laboratorijski pribor: propipete, kivete za spektrofotometar (opticko staklo)

e Laboratorijsko stakleno posude: laboratorijske ¢ase, odmjerne tikvice, reagens boce,
staklene epruvete (20 mL)

e Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Frakcuska)

o Spektrofotometar (Genesys'™ 10S UV-VIS), Thermo Ficher Scientific (Waltham,
SAD)

e Tresilica (MX-S), DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

Analiza teku¢inskom kromatografijom visoke uéinkovitosti

e Analiti¢ka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

e Laboratorijsko stakleno posude: reagens boce, pipete, laboratorijske ¢aSe, odmjerne
tikvice

e Laboratorijski pribor: plastiéne $price (2 mL), mikrofilteri (regenerirana celuloza)
veli¢ine pora 0,45 um (13/45), HPLC posude za uzorke (vials) s ¢epovima

e Ultrazvuc¢na kupelj S 60 H Elmasonic, Elma (Singen, Njemacka)

e Teckucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara,
SAD) koji se sastoji od degazera, kvaterne pumpe, automatskog injektora, termostata

kolone i DAD (engl. diode-array) detektora
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3.2 METODE RADA
3.2.1 Ekstrakcija i frakcioniranje polifenolnih spojeva

Ekstrakcija i frakcioniranje polifenolnih spojeva provedeni su prema radu Arruda-e i sur.
(2018), uz odredene modifikacije. Prvo je provedena ekstrakcija ukupnih topljivih
polifenolnih spojeva, nakon ¢ega su iz dobivenog ckstrakta selektivno izdvojene frakcije
slobodnih i konjugiranih (esteri i glikozidi) polifenolnih spojeva. 1z ostatka nakon ekstrakcije
ukupnih topljivih polifenolnih spojeva izdvojeni su vezani polifenolni spojevi. Shematski
prikaz ukupnog postupka izdvajanja pojedinih frakcija polifenolnih spojeva iz mahune graska

prikazan je na Slici 7.
3.2.1.1 Ekstrakcija ukupnih topljivih polifenolnih spojeva

Uzorak suhe mahune graska (priblizno 0,5 g) pomijeSa se sa smjesom otapala
voda:metanol:aceton (6:7:7, v/iv/v) u omjeru 1:20 (w/v) u Falcon epruveti od 15 mL. Uzorak
se suspendira u otapalu pomocu vorteksa te se uroni u ultrazvuénu kupelj i ekstrahira tijekom
15 minuta. Ekstrakcija se zatim nastavi na magnetskoj mijesalici tijekom iduc¢ih 30 minuta, pri
sobnoj temperaturi i uz postignutu potpunu homogenost ¢vrstog uzorka u otapalu. Po
zavrSetku ekstrakcije, uzorak se centrifugira pri maksimalnom broju okretaja i temperaturi od
4°C (u prethodno ohladenoj centrifugi). Izdvojeni supernatant odvoji se u tikvicu za
uparavanje, a talog se ponovno ekstrahira s jednakim volumenom svjezeg otapala (smjese
otapala) prema opisanom postupku. Navedeni postupak ekstrakcije provodi se ukupno 3 puta.
Supernatanti iz svake ekstrakcije zdruzuju se u tikvici s okruglim dnom te se jedinstveni
ekstrakt upari na rotacijskom vakuum uparivacu, pri 40 °C i uz maksimalni vakuum postignut
vodenom vakuum sisaljkom, do malog volumena (priblizno 2,5 mL). Upareni ekstrakt
kvantitativno se prenese u odmijernu tikvicu od 5 mL i nadopuni vodom do oznake.

Ekstrakcija ukupnih topljivih polifenolnih spojeva provedena je u duplikatu.
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EKSTRAKCIJA CVRSTO-

TEKUCE
(1/20) biljni materijal /
voda:metanol:aceton (6:7:7)
ponavljanje
ekstrakeije
ULTRAZVUCNA joi 2 puta
EKSTRAKCIJA
15 min / sobna temperatura
MILJESANJE NA
MAGNETSKOJ
MJESALICI
30 min / sobna temperatura
SUPERNATANT CENTRIFUGIRANJE TALOG
4°C /maksimalan broj
okretaja
UPARAVANJE
QUL ISPIRANJE TALOGA
POLIFENOLNI na rotacijskom vakuum 5 ml acet
ml acetona
SPOJEVI uparivadu ( MAX 40 °C)
dodatak:
2 mL 5 M otopine NaOH, CENTRIFUGIRANJE
0.25 mL 4 M otopine HCI 4°C /maksimalan broj
0.25 mL vode okretaja
EKSTRAKCIJA ALKALNA HIDROLIZA
TEKUCE-TEKUCE 5 mL 4M NaOH koji sadri
(11, viv) otopljeni 20mM EDTA i 2 %
dietil eter : etil acetat (1/1) (w/v) askorbinsku kiseinu
ponavljanje 2 h / sobna temperatura
ekstrakcije |
jos 2 puta
—| CENTRIFUGIRANJE ZAKISELJAVANJE
3 mL 4 M HCI
4°C /2000 x g
+ dodatak 1 mL 5 M otopine
NaCl
DODATAK
BEZVODNOG EKSTRAKCIJA
NATRIJEVOG TEKUCE-TEKUCE
] SULFA]"A + (1, wiv)
CENTRIFUGIRANJE dietil eter : etil acetat (1/1)
ponavljanje
ekstrakcije
jod 2 puta
ORGANSKA FAZA VODENA FAZA CENTRIFUGIRANJE —
4°C /2000 x g
DODATAK
UPARAVANJE 22N A D NS BEZVODNOG
. KONJUGIRANIH .
na rotacijskom vakuum NATRIJEVOG
POLIFENOLNIH o
uparivatu ( MAX 40 °C) SPOJEVA SULFATA +
) CENTRIFUGIRANJE
OTAPANIE UPARAVANJE OTAPANIE
suhog taloga u 1 mL na rotacijskom vakuum _— suhog taloga u 1 mL
80 Ye-tnoj otopini uparivagu ( MAX 40 °C) 80 %-tnoj otopini
metanola metanola
FRAKCIJA
FRAKCIJA SLOBODNIH NETOPLJIVIH -
POLIFENOLNIH VEZANIH
SPOJEVA POLIFENOLNIH
SPOJEVA

Slika 7. Shematski prikaz postupka frakcioniranja polifenolnih spojeva mahune graska
(Arruda i sur., 2018)
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VODENA FAZA

ALKALNA HIDROLIZA
5 mL 4M NaOH koji sadrZi

otopljeni 20mM EDTA i 2 %
(w/v) askorbinsku kiseinu

2 h/ sobna temperatura

ZAKISELJAVANIJE

3 mL 4 M HCI
+ dodatak 1 mL 5 M otopine
NaCl

EKSTRAKCIJA
TEKUCE-TEKUCE
(11, viv)
dietil eter : etil acetat (1/1) ponavljanje
| ekstrakceije

jos 2 puta

CENTRIFUGIRANJE
4°C /2000 x g

DODATAK
BEZVODNOG
NATRIJEVOG
SULFATA +
CENTRIFUGIRANJE
KISELINSKA
ORGANSKA FAZA VODENA FAZA HIDROLIZA
1 mL 4M HCI
80°C/ 1h
UPARAVANJE HLADENIE
na rotacijskom vakuum + dodatak 2 mL 5 M
uparivacu ( MAX 40 °C) NaCl, 1 mL vode
OTAPANIE EKSTRAKCIJA
suhog taloga u 1 mL TEKUCE-TEKUCE
80 Yo-tnoj otopini (UL v/v)
metanola dietil eter : etil acetat (1/1) ponavljanje
’ ekstrakeije
jo§ 2 puta
ESTERIFICIRANIT . . L
POLIFENOLNT CENTRIFUGIRANJE
SPOJEVI 4°C /2000 x g
DODATAK
BEZVODNOG
NATRIJEVOG
SULFATA +
CENTRIFUGIRANJE
OTAPANIE UPARAVANJE
suhog talogau I mL —| na rotacijskom vakuum
80 Y-tnoj otopini uparivaéu ( MAX 40 °C)
metanola
GLIKOLIZIRANT
POLIFENOLNI
SPOJEVI

Slika 7. Shematski prikaz postupka frakcioniranja polifenolnih spojeva mahune graska
(nastavak) (Arruda i sur., 2018)
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3.2.1.2 Priprema frakcije slobodnih topljivih polifenolnih spojeva

Alikvot od 2,5 mL uparenog vodenog ekstrakta prenese se u staklenu epruvetu s navojnim
¢epom te se u isti doda 2 mL 5 M otopine natrijevog Kklorida (NaCl), 0,25 mL 4 M otopine
klorovodi¢ne kiseline (HCI) i 0,25 mL vode (kako bi konac¢ni volumen iznosio 5 mL).
Otopina se dobro promijesa na vorteksu, a zatim se ekstrahira s jednakim volumenom smjese
otapala dietil eter - etil acetat (1:1, v/v). Ekstrakcija tekuée-tekuce provodi se u ¢vrsto
zatvorenim epruvetama intenzivnim mijeSanjem pomoc¢u vorteksa tijekom 1 minute.
Odvajanje faza nakon ekstrakcije pospjeSuje se kratkim centrifugiranjem (1 min) pri 2000 x g
14 °C, nakon Cega se odvoji gornja organska faza u zasebnu epruvetu. Ekstrakcija organskim
otapalima provodi se ukupno 3 puta. U sakupljenu organsku fazu nakon 3 ekstrakcije dodaje
se malo (na vrhu Spatule) bezvodnog natrijevog sulfata kako bi se vezala rezidualna voda.
Smjesa soli i1 otapala se nakon kratkog mijeSanja na vorteksu centrifugira pri 2000 x g1 4 °C
tijekom 5 min. Supernatant organske faze pazljivo se prenese u tikvicu s okruglim dnom te se
otapalo otpari do suhoga na rotacijskom vakuum uparivacu, pri 40 °C i uz maksimalno
postignuti vakuum pomocu vodene vakuum sisaljke. Suhi talog u tikvici otopi se u 1 mL 80
% -tne otopine metanola §to ¢ini uzorak za spektrofotometrijske i HPLC analize. Ekstrakcija

ukupnih topljivih polifenolnih spojeva iz mahune graska provedena je u duplikatu.
3.2.1.3 Priprema frakcija konjugiranih topljivih polifenolnih spojeva

Konjugirani topljivi polifenolni spojevi odredeni su detekcijom slobodnih polifenolnih
spojeva nastalih kao produkt hidrolize prisutnih konjugata — esterificiranih i glikoziliranih
spojeva, i to: primjenom luzine (alkalna hidroliza; esteri), odnosno Kkiseline (Kkiselinska
hidroliza; glikozidi). Topljivi konjugirani polifenolni spojevi odredeni su u vodenoj fazi
preostaloj nakon ekstrakcije slobodnih topljivih polifenolnih spojeva. Za alkalnu hidrolizu, u
staklenoj epruveti s navojnim ¢epom pomijesa se alikvot od 1 mL vodene faze preostale
nakon ekstrakcije slobodnih polifenolnih spojeva s1,25 mL 4 M otopine natrijevog hidroksida
(NaOH) u kojoj su otopljeni etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA, 20 mM) i askorbinska
kiselina (2 %, w/v), a zatim se doda jo§ 0,05 mL 4 M otopine NaOH i 0,2 mL vode. Otopina
se dobro promijesa na vorteksu i ostavi 2 h pri sobnoj temperaturi. Po isteku vremena provede
se neutralizacija i zakiseljavanje polaganim dodatkom 1,5 mL 4 M otopine HCI (uz hladenje),
pri ¢emu suvisak kiseline sluzi za postizanje niskog pH koji pogoduje kasnijoj ekstrakciji
deesterificiranih polifenolnih spojeva u organsko otapalo. U zakiseljenu otopinu dodaje se 1

mL 5 M otopine NaCl te se otopina dobro promijesa na vorteksu, nakon ¢ega se ekstrahira
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jednakim volumenom smjese otapala dietil eter - etil acetat (1:1, v/v), kako je prethodno
opisano u poglavlju 3.2.1.2.

Takoder su pripremljeni i kontrolni uzorci kao svojevrsna slijepa proba zbog moguée
interferencije koekstrahiranih EDTA 1 askorbinske kiseline, posebice u odredivanju
antioksidacijskog kapaciteta. U tu svrhu, umjesto uzorka (vodena faza nakon ekstrakcije
slobodnih topljivih polifenolnih spojeva) se u reakcijsku smjesu dodaje 1 mL destilirane vode,
a ostatak postupka provodi se kako je opisano.

Za kiselinsku hidrolizu, u staklenoj epruveti s navojnim ¢epom pomijesa se alikvot od 1 mL
vodene faze preostale nakon ekstrakcije slobodnih polifenolnih spojeva te se u isti dodaje 1
mL 4 M otopine HCIL. Otopina se zagrijava pri 80 °C tijekom 1 h, nakon ¢ega se ohladi u
hladnoj vodi, i nadopuni s 2 mL 5 M otopine NaCl i 1 mL vode. Otopina se dobro promijesa
na vorteksu i ekstrahira jednakim volumenom smjese otapala dietil eter-etil acetat (1:1, v/v),
kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.1.2.

Suhi talog nakon uparavanja zdruzenih organskih faza (nakon ekstrakcije tekuce-tekuce)
alkalnih i kiselinskih hidrolizata otopi se u 1 mL 80 %-tnog metanola, ¢ime se dobivaju uzorci
za spektrofotometrijske i HPLC analize.

Alkalne i kiselinske hidrolize slobodnih konjugiranih polifenolnih spojeva provedene su u

duplikatu.

3.2.1.4 Priprema frakcije vezanih polifenolnih spojeva

Vezani polifenolni spojevi izdvajaju se alkalnom hidrolizom iz Cvrstog ostatka nakon
ekstrakcije ukupnih topljivin polifenolnih spojeva (ekstrakcija sa smjesom otapala
metanol:aceton:voda). U tu svrhu, ¢vrsti ostatak nakon ekstrakcije ispere se dva puta s po 5
mL acetona (potrebno je dobro resuspendirati ostatak u otapalu), a aceton se izdvoji
centrifugiranjem pri maksimalnom broju okretaja tijekom 5 min, pri 4 °C. Talog se ostavi U
digestoru preko no¢i kako bi preostali aceton ishlapio. U C&vrsti ostatak ispran i osuSen
acetonom dodaje se 5 mL 2 M otopine NaOH u kojoj su otopljeni EDTA (10 mM) i
askorbinska kiselina (1 %, w/v). Hidroliza se provodi tijekom 2 h i pri sobnoj temperaturi, uz
konstantno mijeSanje uzorka na magnetskoj mijeSalici. Po isteku vremena, smjesa se
neutralizira 1 zakiseljava polaganim dodavanjem 3 mL 4 M otopine HCI, pri ¢emu suviSak
kiseline osigurava postizanje niskog pH $to pogoduje ekstrakciji deesterificiranih polifenolnih
spojeva u organsko otapalo. Zakiseljenoj otopini dodaje se i 2 mL 5 M otopine NaCl, nakon

Cega se ista dobro promijeSa na vorteksu. Za ekstrakciju organskim otapalom, izuzme se
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alikvot (1 mL) koji se ekstrahira s jednakim volumenom smjese otapala dietil eter-etil acetat
(1:1, viv), kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.1.2. Suhi talog nakon uparavanja
zdruzenih organskih faza otopi se u 1 mL 80 %-tnog metanola, ¢ime se dobivaju uzorci za
spektrofotometrijske i HPLC analize. Alkalna hidroliza i ekstrakcija vezanih polifenolnih

spojeva provedena je u duplikatu.

Takoder su pripremljeni i kontrolni uzorci kao svojevrsna slijepa proba zbog moguce
interferencije koekstrahiranih EDTA 1 askorbinske kiseline, posebice u odredivanju
antioksidacijskog kapaciteta. U tu svrhu reakcijsku smjesu ¢ini 1 mL 2 M otopine NaOH koja
sadrzi 10 mM EDTA 11 % (w/v) askorbinske kiseline, 0,6 mL 4 M otopine HCIl 1 0,4 mL 5M
otopine NaCl. Nakon $to se dobro promijesa na vorteks tresilici, otopina se ekstrahira

jednakim volumenom smjese otapala dietil eter-etil acetat (1:1, v/v), kako je opisano.

3.2.2 Ispitivanje iskoristenja pojedinih faza postupka frakcioniranja na ¢istim standardima

polifenolnih spojeva

Ispitivanje iskoriStenja za Ciste standarde provedeno je za sljedeCe faze postupka
frakcioniranja:

1) ekstrakcija tekuce-tekuce smjesom otapala dietil eter — etil acetat (1:1, v/v), pri Cemu je
ispitivan i utjecaj dodatka otopine NaCl s obzirom na ucinak isoljavanja,

2) alkalna hidroliza, pri ¢emu je ispitivan i utjecaj dodatka EDTA 1 askorbinske kiseline u
konac¢noj koncentraciji od 10 mM (EDTA) 1 1 % (w/v, askorbinska kiselina),

3) kiselinska hidroliza.

Za ispitivanje iskoristenja koriSteni su sljedeci standardi:

e hidroksibenzojeve kiseline (galna, protokatehinska, 4-hidroksibenzojeva, vanilinska,
siringinska Kiselina),

e hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska, trans-ferulinska, sinapinska, trans-cimetna,
kafeinska, ruzmarinska i klorogenska kiselina, pri ¢emu su zadnje dvije predstavljale
modelne molekule za esterificirane konjugate)

e monomerni flavanoli (katehin i epikatehin)

e flavonoli (miricetin, kvercetin, kemferol, kvercetin-3-glukozid, rutin, kemferol-3-
glukozid, pri ¢emu su zadnja 3 predstavljali modelne molekule za glikozilirane
konjugate),

o flavoni (apigenin).
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U eksperimentima su koristeni standardi pripremljeni u 80 %-tnom metanolu u koncentraciji
50 ug mL™?, bilo zasebno ili kao komponenta smjese standarda. Smjesa standarda sadrzavala
je navedene standarde bez spojeva koji su sluzili kao modeli konjugata molekula estera i
glikozida (ruzmarinska i klorogenska kiselina te kvercetin-3-glukozid, rutin i kemferol-3-
glukozid), koji su pripremljeni i analizirani zasebno. Reakcijske smjese definirane su kako je
navedeno u Tablici 2, a sam postupak proveden je sukladno opisanim postupcima u
poglavljima 3.2.1.213.2.1.3.

Tablica 2. SazZeti prikaz provedenih eksperimenata odredivanja stabilnosti Cistih standarda u

uvjetima frakcioniranja

Ekstrakeija tekuce- Alkalna hidroliza
tekuce
Komponenta Bez Bez dodatka S dodatkom | Kiselinska
P . S dodatkom EDTA i EDTA i hidroliza
reakcijske smjese dodatka : .
NaCl askorbinske askorbinske
(mL) NacCl S T
kiseline kiseline

Smjesa standarda 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
5M NacCl 2 - 1* 1* 2*
Demineralizirana 225 4.25 0.7 0.7 0,5+ 1*
voda
4 M NaOH - - 1,3 0,05 -
4 M NaOH +
20 MM EDTA +
2 % (Wiv) - - - 125 ]
askorbinska kiselina
4 M HCI 0,25 0,25 1,5* 1,5* 1
Ukupni volumen
(mL) 5 5 5 5 5

*dodaje se nakon provedene hidrolize

Alkalna hidroliza provedena je pri sobnoj temperaturi tijekom 2 h, dok je kiselinska hidroliza
provedena pri 80 °C tijekom 1 h. Nakon alkalne i kiselinske hidrolize uslijedila je trostruka
ekstrakcija jednakim volumenom smjese otapala dietil eter — dietil acetat (1:1, v/v). Zdruzene
organske faze uparene su do suhoga pomocu rotacijskog vakuum uparivaca, a suhi talozi

otopljeni su u 1 mL 80 %-tnog metanola.

Izracun rezultata:

Iskoristenje (%) za pojedini spoj u svakoj od faza postupka frakcioniranja izra¢unato je kao
omjer koncentracije odredene primjenom tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti

(HPLC-DAD) prema definiranoj metodi (kako je opisano u poglavlju 3.2.3.4) te poznate
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teorijske koncentracije tog spoja koja se nalazi u reakcijskoj smjesi. Za spojeve koji su
koristeni kao modeli konjugata-estera i konjugata-glikozida, nakon provedenih odgovarajucih
hidroliza instrumentalno su odredeni slobodni polifenolni spojevi, tj. slobodne kiseline i
polifenolni aglikoni, a njihovo iskoriStenje (%) izracunato je kao omjer koncentracije
odredene HPLC-DAD metodom i teorijske koncentracije promatranog spoja sadrzane u

modelnoj molekuli. Pritom su koriStene molarne mase kako slijedi:

Mr (ruzmarinska kiselina) = 360,31 gmol™
Mr (klorogenska kiselina) = 354,31 gmol™
Mr (kafeinska kiselina) = 180,16 gmol™
Mr (kvercetin-3-glukozid) =464,10 gmol™
Mr (rutin) = 610,52gmol™

Mr (kvercetin) =302,24 gmol™

Mr (kempferol-3-glukozid) =448,37gmol™
Mr (kempferol) = 286,23 gmol™

3.2.3 Karakterizacija polifenolnog sastava ekstrakata i frakcija
3.2.3.1 Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na redukciji Folin-Ciocalteau
reagensa nekim reduciraju¢im agensom, u ovom slucaju polifenolima, pri ¢emu nastaju plavo
obojeni volframovi i molibdenovi oksidi (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b;
Ough i Amerine, 1988).

Opis postupka:

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-
Ciocalteu reagensa razrijedenog s vodom u omjeru 1:2 (v/v) 1 1,5 mL natrijevog karbonata.
Reakcijska smjesa se promijeSa na vorteksu te se ostavi 2 h na tamnom mjestu pri sobnoj
temperaturi. Po isteku vremena izmjeri se apsorbancija nastalog plavog obojenja pri 765 nm,
u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se priprema na sli¢an nacin, s iznimkom da se

umjesto uzorka pipetira 100 pl destilirane vode.
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Izracun rezultata:

Koncentracija ukupnih polifenola izracunava se s obzirom na standard galne kiseline. U tu
svrhu pripreme se otopine standarda galne kiseline u rasponu koncentracija 50 — 800 mg L™ te
se provede reakcija s Folin-Ciocalteu reagensom prema opisanome postupku. Iz vrijednosti
apsorbancija (765 nm), tj. razlike apsorbancija uzorka (standarda) i slijepe probe, za poznate
vrijednosti koncentracija galne kiseline, izradi se bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o

koncentraciji. Jednadzba bazdarnog pravca za galnu kiselinu glasi:

y = 0,0010x - 0,0001 [1],
gdje je:
y - vrijednost razlike apsorbancije (765 nm) uzorka i slijepe probe,

X - trazena koncentracija ekvivalenata galne kiseline (mg GAE L™).

Koncentracija ukupnih polifenola u analiziranom ekstraktu odreduje se iz bazdarne krivulje te
se izrazava na ekvivalent galne kiseline (engl.gallic acid equivalents - GAE). Pritom,
dobivenu koncentraciju treba pomnoZziti s faktorom razrjedenja ako je analiza provedena s
razrijedenim ekstraktom. Uz poznati ukupni volumen ekstrakta, masu koriStenog uzorka za
pripremu ekstrakta te udjel suhe tvari u uzorku, izraCuna se maseni udjel ukupnih polifenola u

uzorku.

Rezultati odredivanja ukupnih polifenola ekstrakata i frakcija iz mahune graska izrazeni su
kao maseni udjeli ekvivalenata galne kiseline u suhoj tvari mahune graska te prikazani kao

srednje vrijednosti 2 paralelna mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

3.2.3.2 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Princip metode:

DPPH metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti temelji se na redukciji DPPH radikala
(1,2-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini §to je praceno promjenom boje radikala iz
intenzivno ljubiCaste u zutu (Brand-Williams i sur., 1995). Do promjene boje dolazi uslijed

prisutnosti elektron donora (antioksidans) koji sparuje nespareni elektron DPPH reagensa.

Opis postupka:

Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu. U epruvetu se otpipetira 100 pL uzorka 1

doda se 3,9 mL prethodno pripremljene otopine DPPH. Reakcijska smjesa se dobro promijesa
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pomocu vorteksa te se ostavi u mraku i pri sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Slijepa
proba se priprema dodatkom 100 uL. metanola umjesto uzorka. Po isteku vremena, izmjeri se
apsorbancija reakcijske smjese pri 515 nm.

Izracun rezultata:

Antioksidacijski kapacitet izraCunava se s obzirom na standard Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina; sintetski, vodeno-topljiv analog vitamina E). U tu
svrhu pripreme se otopine standarda Trolox-a u rasponu koncentracija 0,1 — 0,75 mM te se
provede reakcija s DPPH reagensom prema opisanom postupku. 1z vrijednosti apsorbancija
reakcijskih smjesa pri 515 nm, tj. razlika apsorbancija slijepe probe i uzorka (standarda), za
poznate vrijednosti koncentracija Trolox-a, izradi se bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije

o koncentraciji. Jednadzba bazdarnog pravca za Trolox glasi:

y = 0,603x - 0,006 [2],
gdje je:
y — vrijednost razlike apsorbancije (515 nm) slijepe probe i uzorka,

X- traZena koncentracija ekvivalenata Trolox-a (mmol Trolox L™).

Antioksidacijski kapacitet analiziranog ekstrakta odreduje se iz navedene bazdarne krivulje te
se izrazava na ckvivalent Trolox-a (engl.Trolox equivalents - TE). Pritom, dobivenu
ekvivalentnu koncentraciju treba pomnoziti s faktorom razrjedenja ako je analiza provedena s
razrijedenim ekstraktom. Uz poznati ukupni volumen ekstrakta, masu koriStenog uzorka za
pripremu ekstrakta te udjel suhe tvari u uzorku, izrauna se antioksidacijski kapacitet s
obzirom na suhu tvar uzorka. Rezultati antioksidacijskog kapaciteta interpretiraju se kao
koncentracije Trolox-a kojima se postize ekvivalentni u¢inak na reakcijsku smjesu. Analiza

antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom provedena je u duplikatu.

3.2.3.3 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom

Princip metode:

ABTS metoda se temelji na ,gaSenju“ plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa) u prisutnosti antioksidansa,
¢ime isti gubi karakteristicnu plavo-zelenu boju (Re i sur., 1999). Spektrofotometrijski se prati
smanjenje apsorbancije ABTS-a pri 734 nm kao funkcija vremena i koncentracije

antioksidansa u uzorku te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije uzrokovanim Trolox-om,
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koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije
analize (Re i sur., 1999). Kao oksidacijska otopina ABTS-a koristi se otopina kalijevog
persulfata, a dodatak antioksidansa rezultira redukcijom prethodno generiranog ABTS
radikala. Redukcija ovisi o antioksidacijskoj aktivnosti i koncentraciji antioksidansa te
trajanju reakcije. Udjel ABTS radikala kojeg "gase" antioksidansi se izrazava kao funkcija
koncentracije i vremena, a mjeri se spektrofotometrijski praenjem Smanjenja apsorbancije
ABTS radikala u usporedbi sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak Trolox-a (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline).

Postupak rada:

Pripremi se otopina ABTS" radikala oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa sa
140 mM kalijevim peroksodisulfatom, do konac¢ne koncentracije otopine kalijevog
peroksodisulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine potrebno je pomijesati 88 pL 140 mM
otopine kalijevog peroksodisulfata te nadopuniti sa 7 mM otopinom ABTS reagensa do
volumena od 5 mL. Pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti najmanje 12-16 h u mraku
i pri sobnoj temperaturi kako bi doslo do potpune oksidacije. Na dan analize pripremljena
oksidirana otopina se razrijedi u 96 % etanolu do konaéne koncentracije ABTS" radikala od 1

% (v/v), a apsorbancija otopine iznosi 0,70 + 0,02.

Alikvot od 20 pL uzorka doda se u epruvetu ispunjenu s 2 mL otopine ABTS" radikala te se
otopina dobro promijesa pomocu vorteksa. Reakcijska smjesa ostavi se tijekom 6 min u
mraku i pri sobnoj temperaturi. Slijepa proba pripremi se dodatkom 20 uL otapala u kojem je
pripremljen uzorak, umjesto uzorka. Nakon 6 minuta provedene reakcije izmjeri se

apsorbancija reakcijske smjese pri 734 nm.

Izracun rezultata:

Antioksidacijski kapacitet izraCunava se s obzirom na standard Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina; sintetski, vodeno-topljiv analog vitamina E). U tu
svrhu pripreme se otopine standarda Trolox-a u rasponu koncentracija 0,2 — 0,8 mg L™ te se
provede reakcija s ABTS reagensom prema opisanom postupku. 1z vrijednosti apsorbancija
reakcijskih smjesa pri 734 nm, tj. razlika apsorbancija slijepe probe i uzorka (standarda), za
poznate vrijednosti koncentracija Trolox-a, izradi se bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije

o koncentraciji. JednadZba bazdarnog pravca za Trolox glasi:

y = 0,303x+ 0,0006 3],
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gdje je:
y — vrijednost razlike apsorbancije (734 nm) slijepe probe i uzorka,

X- trazena koncentracija ekvivalenata Trolox-a (mmol Trolox L™).

Antioksidacijski kapacitet analiziranog ekstrakta odreduje se iz navedene bazdarne krivulje te
se izrazava na ckvivalent Trolox-a (engl. Trolox equivalents - TE). Pritom, dobivenu
ekvivalentnu koncentraciju treba pomnoziti s faktorom razrjedenja ako je analiza provedena s
razrijedenim ekstraktom. Uz poznati ukupni volumen ekstrakta, masu koriStenog uzorka za
pripremu ekstrakta te udjel suhe tvari u uzorku, izracuna se antioksidacijski kapacitet s
obzirom na suhu tvar uzorka. Rezultati antioksidacijskog kapaciteta interpretiraju se kao
koncentracije Trolox-a kojima se postize ekvivalentni u¢inak na reakcijsku smjesu. Analiza

antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom provedena je u duplikatu.

3.2.3.4 Odredivanje pojedinacnih polifenolnih spojeva tekucinskom kromatografijom visoke

ucinkovitosti (HPLC-PDA)

Na temelju HPLC metode objavljene u radu Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2011) razvijena je
nova HPLC metoda za analizu polifenolnih spojeva. U analizi je koriStena kromatografska
kolona Kinetex 2.6pum C18 (4,6 x 150 mm, 100 A) (Phenomenex, SAD) i kromatografski
sustav Agilent 1200 Series. Uzorak je injektiran u sustav automatskim injektorom u volumenu
5 uL, a eluacija je provedena gradijentno dvokomponentnom mobilnom fazom (A - 0,1 %
HsPO4 u H,0, B - 0,1 % H3PO, u acetonitrilu) i pri protoku od 0,5 mLmin™. Gradijent je
uspostavljen kako slijedi: 0. min - 7 % B, 5. min - 7 % B, 45. min - 40 % B, 47. min - 70 % B,
52. min - 70 % B + 10 min ekvilibracije na pocetne uvjete analize. Temperatura kolone
iznosila je 25 °C. Detekcija analita omogucena primjenom detektora s fotodiodama nizu
(engl- Photo Diode Array Detection - PDA ili DAD), snimanjem pri valnim duljinama 260,
278, 320, 350 i 370 nm S§to odgovara maksimumima apsorpcijskih spektara razliitih
polifenolnih spojeva koji su analizirani ovom metodom. Ovako definirana metoda pogodna je

za analizu ukupno 21 spoja iz skupine polifenola.

Identifikacija pikova na kromatogramima uzoraka provedena je usporedbom retencijskih
vremena s poznatim ¢istim standardima, kao i usporedbom apsorpcijskih spektara snimljenih

u valnom podrucju 190-600 nm.

Kvantifikacija identificiranih pikova provedena je s obzirom na konstruirane baZdarne pravce

za pojedini standard. JednadZbe bazdarnih pravaca s koeficijentima determinacije te valne
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duljine detekcije pojedinih standarda i koncentracijski raspon u kojem bazdarni pravci vrijede,

prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odabrane standarde, koncentracijski raspon u

kojem vrijede te valne duljine detekcije pojedinih standarda

_ _ Jednadsba , Va_l na Koncentracijski
Naziv spoja bazdarnog pravca R duljina rasp0{11
(nm) (ngmL™)
. galna y =33,396x - 4,7429  0,9999 278 0,5-100
Z—)* . protokatehinska y = 43,058 - 5,0989 0,9999 260 0,5-100
g % 4-hidroksibenzojeva  y =68,274x - 7,736 0,9998 260 0,5-100
g = vanilinska y =41,142x - 4,2626  1,0000 260 0,5-100
- siringinska y = 35,96x - 3,5584 1,0000 278 0,5-100
"""""""""" pkumarinska  y=72452¢-48714 09998 320 05100
é’ t-ferulinska y =57,705x - 4,7275  0,9999 320 2-100
% sinapinska y =46,977x - 6,1781 1,0000 320 0,5-100
é kafeinska y =61,812x - 5,9758 1,000 320 0,5-100
é t-cimetna y =93,47x - 9,3932 1,0000 278 0,5-100
2
-ch klorogenska y = 32,164x - 2,5785 0,9999 320 0,5-100
ruZmarinska y =26,487x - 2,4296  0,9998 320 0,5-100
""" %6katehmy66188x18432099982782100
c_Lﬁ ® epikatehin y = 6,934 - 2,0829 1,0000 278 2-100
"""""""""""" wercetin  y=44351x-17124 09999 370 05100
kvercatin-3- y=2159x-34171  1,0000 350 0,5-100
glukozid
§ rutin y = 16,345x - 0,8389 0,9997 350 0,5-100
S
‘—E kempferol y = 38,189x - 14,314 0,9998 370 0,5-100
kemferol-3-glukozid vy =21,443x - 1,4952 1,000 350 0,5-100
miricetin y =25,14x - 12,57 0,9998 370 0,5-100
CFlavoni  apigenin y=42189x-14432 09999 30 05100
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4 REZULTATI | RASPRAVA

Mahuna graska je otpadni biljni materijal koji zaostaje kao nusproizvod berbe i prerade graska
te Cini potencijalno vrijednu sekundarnu sirovinu ¢iji ukupni potencijal nije jo§ dovoljno
istrazen. Tradicionalna primjena mahune graska ukljucuje uglavnom prehranu Zzivotinja, a
danas se sve vise istrazuju drugi nacini valorizacije, kroz fermentacijske i biokonverzijske
procese te izravnu i neizravnu primjenu u prehrambenoj industriji. Jedan od takvih
inovativnih pristupa je i promatranje agro-industrijskog otpada kao izvora funkcionalnih
spojeva, prvenstveno polifenola, kao i razvoj adekvatnih postupaka za njihovo izdvajanje i
ponovnu primjenu u razvoju novih funkcionalnih proizvoda. Cilj ovoga rada bio je definirati
postupak frakcijskog izdvajanja polifenolnih spojeva iz nekog biljnog materijala s obzirom na
njihova iskoriStenja u pojedinom koraku te isti primijeniti za odredivanje slobodnih,

konjugiranih i vezanih polifenolnih spojeva u mahuni graska.

4.1 Stabilnost odabranih polifenolnih spojeva u uvjetima primijenjenog

frakcioniranja

U ovome radu razvijen je postupak frakcijskog izdvajanja polifenolnih spojeva prema kojem
se mogu odrediti: (i) slobodni topljivi polifenolni spojevi, konjugirani topljivi polifenolni
spojevi u obliku (ii) estera i (iii) glikozida te (iv) netopljivi vezani polifenolni spojevi. Ukupni
topljivi polifenolni spojevi izdvajaju se ponovljenim ekstrakcijama smjesom otapala metanol-
aceton-voda primjenom ultrazvuka i klasicnog mijesanja. Iz izvornog ekstrakta se, nakon
uklanjanja organske faze, slobodni spojevi izdvajaju ekstrakcijom tekuce-tekuce smjesom
otapala dietil eter-etil acetat. Preostala vodena faza podvrgava se prvo alkalnoj, a zatim i
kiselinskoj hidrolizi kako bi se oslobodili slobodni polifenoli iz estera i glikozida. Nakon
svake hidrolize se slobodni polifenoli izdvajaju i koncentriraju u smjesi otapala dietil eter-etil
acetat. Netopljivi vezani polifenoli oslobadaju se alkalnom hidrolizom iz ostatka nakon
ekstrakcije ukupnih topljivih polifenola te se potom izdvajaju i koncentriraju ekstrakcijom
tekuce-tekuce smjesom pomocu smjese otapala dietil eter-etil acetat. Ovaj opceniti postupak
moze se primijeniti na razlicite biljne supstrate, a pritom se u pojedinom koraku mogu varirati
specificni parametri, poput sastava otapala, temperature, vremena, koncentracije kiseline 1
luzine 1 slicno. U ovome radu, za postupak frakcijskog izdvajanja, ispitano je iskoriStenje
ekstrakcije tekuce-tekuce kao zajedni¢kog zavrSnog koraka kojim se izdvajaju 1 koncentriraju
slobodni polifenolni spojevi, bilo izvorno slobodni ili oslobodeni nakon hidrolize. Takoder je

ispitano iskoriStenje alkalne i kiselinske hidrolize. Za ispitivanje iskoristenja, tj. stabilnosti u
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definiranim uvjetima frakcioniranja, u ovome radu odabran je 21 polifenolni spoj, s
predstavnicima u podskupinama derivata hidroksibenzojeve i hidroksicimetne Kkiseline,
flavan-3-ola, flavonola i flavona, pri ¢emu je definirano 5 spojeva kao modelnih molekula, i
to za estere — 2 estera hidroksicimetnih kiselina (klorogenska i ruzmarinska kiselina) i
glikozide — 2 jednostavna glikozida flavonola (kvercetin-3-glukozid i kemferol-3-glikozid) te
1 slozeniji glikozid flavonola (rutin). Ostalih 16 spojeva ¢inili su slobodni polifenoli iz
prethodno navedenih podskupina, ukljuéujuci, naravno, i slobodne polifenole koji se nalaze u
sastavu odabranih modelnih molekula estera 1 glikozida. Svi odabrani spojevi uspjeSno se
mogu odrediti razvijenom HPLC-DAD metodom, tj. vide se kao zasebni pikovi na
kromatogramima (Prilog 1). Snimanje kromatograma provedeno je na nekoliko valnih duljina
koje odgovaraju maksimumima apsorpcijskih spektara pojedinih spojeva. lako se gotovo svi
spojevi dobro vide pri 260 nm, snimanje pri viSim valnim duljinama omogucuje postizanje
selektivnosti za pojedine spojeve, u ovom slucaju to se najviSe ocituje na primjeru vidljivosti

fenolnih kiselina i flavonola.

Rezultati iskoriStenja (%) analiziranih polifenolnih spojeva prikazani su u Tablici 4. U
ekstrakcijskom koraku ispitan je ucinak dodatka natrijevog klorida (NaCl). Prilikom
ekstrakcije polifenolnih spojeva iz relativno polarnih otapala u organsko nepolarno otapalo,
potrebno je sniziti pH vrijednost (najéesée na vrijednost pH 2) kako bi se vecina polifenolnih
spojeva nalazila u protoniranom obliku, a time imala i ve¢i afinitet za nepolarnu organsku
fazu prilikom ekstrakcije tekuce-tekuce. Vrijednost pKa karboksilne skupine fenolnih kiselina
iznosi izmedu 4 i 5 (Stalikas, 2007) te se u pravilu pri pH 2 oko 99 % molekula nalazi u
protoniranom stanju. Zbog toga je prilikom ekstrakcije slobodnih polifenola iz uparenog
izvornog ekstrakta isti zakiseljen dodatkom HCI. Zbog postizanja uniformnosti postupka te
prakti¢nosti, definirana je koncentracija HCI od 0,2 M prije koraka ekstrakcije tekuce-tekuce,
Sto je 1 viSe nego dovoljno za postizanje potpune protonacije. Utjecaj dodatka NaCl ili neke
druge soli prilikom ekstrakcije tekuce-tekuce o€ituje se u promjeni (poveéanju) koeficijenta
raspodjele spojeva koji se ekstrahiraju u organsku fazu (Hyde, 2017), §to se naziva i u¢inkom
isoljavanja. Time se pospjeSuje ucCinkovitost ekstrakcije tekuce-tekuce kroz brze i1 lakse
odvajanje faza. Ekstrakcija tekuce-tekuce primjenom dietil etera, etil acetata ili njihove
kombinacije, vrlo Cesto se provodi prije analiza u svrhu prociS¢avanja i koncentriranja

zeljenih spojeva (Stalikas, 2007).
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Tablica 4. Prikaz iskoristenja analiziranih polifenolnih spojeva za pojedine korake primijenjenog frakcijskog izdvajanja

Ekstrakcija tekuée-tekuée

Alkalna hidroliza

Kiselinska hidroliza

Podskupina IskoriStenje (%) Iskoristenje (%) Iskoristenje (%)
Naziv spoja uz dodatak bez NaCl uz dodatak 0slob0(_1eni bez oslobm_ieni oslobO(‘:leni
NaCl EDTA+AA Spoj EDTA+AA Spoj . Spoj
Galna 103,84+2.20  94,06+2,70  91,91+0,12 0,49+0,00 | 94,4242,26

l’t’ S o Protokatehinska 106,2942,76  100,41+2,84 | 96,66+1,88 8,24+0,23 92,63+2,05

g g é 4-hidroksibenzojeva  106,46+2,71  100,61+2,87 ' 97,61+1,45 110,28+1,08 90,49+2,26

T8 Vanilinska 106,06+2,68  100,3142,78 | 96,45+1,43 97,94+0,43 | 89,67+2,67

Siringinska 108,171,93  101,79+2,83 | 96,15+2,04 94,71+0,33 90,30+2,19

"""""""""" p-kumarinska  1058842,56  98,99+136 | 71,96+4,10 763338 | 37414189
2 trans-ferulinska 104254339 97,93+2,09 | 75,47+4,10 80,56+2,73 | 39,46+1,07
"g’ @ trans-cimetna 104,36+1,93  98,20£2,30 | 89,72+1,55 91,75+0,52 71,83+1,76
éé Sinapinska 102,21+1,52  99,55+2,32 | 93,63+2,21 61,21+2,21 29,00+1,95
g < Kafeinska 101,5445,29  9527+2,83 | 102,34+2,84 - ' 39,811,85
T RuZmarinska 95,40+5,47 91,0243,93 23,34£0,63  74,91+0,69" - 1 | 32,1642,35 .

Klorogenska 69,70+3,26 51,4043,84 ¢ - 92,75+2,47" - 1 “4’95*1’21 36,81:2,65

Flavan-  Katehin 91,63+5,84  SL1743,02 § - . - o -
3-oli Epikatehin 88,95+3,23 47,74+229 ¢ - - 1 -

- Kvercetin 102,024323  98,56+1,82 | 63,52+2,65 - - ' 60,10+5,19
_ Kvercetin-3-glukozid ~ 99,35+1,99 78,17+0,45 64,5242,61  15,31+2,15° 5,46+0,09 2,11£0,002 | - 27,28+0,812
‘_g’ Kempferol 105,43+0,00  100,97+2,73 | 75,45+2,82 - 58,73+2,53
3 Kempferol-3-glukozid ~ 104,12+2,26  90,36%0,56 74,04+1,86  21,60+1,99°  77,29+1,16 8,01+0,00° | - 75,52+2,61°
t Rutin 12,55+0,84 7,55+0,34 6,22+0,45 - | - 51,79+3,612

Miricetin 78,8249,51 79,3349,71 50,94+4,50 - | 37,40+3,17
Flavoni . Apigenin 107,13£193 101,672,883 | 87.79¢589 92888090 6893197

EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina; AA — askorbinské kiselina; ‘oslobodena kafeinska kiselina; “aglikon kvercetina; ‘aglikon kempferola



Iz rezultata (Tablica 4) vidljivo je da se ekstrakcijom tekuce-tekuée smjesom otapala dietil
eter-etil acetat postizu vrlo visoka, gotovo teorijska iskoriStenja za sve slobodne fenolne
kiseline (galna, protokatehinska, 4-hidroksibenzojeva, vanilinska, siringinska, p-kumarinska,
t-ferulinska, t-cimetna, sinapinska, kafeinska), ali takoder i za slobodne flavonole (kvercetin,
kempferol, miricetin) i flavone (apigenin), neovisno o dodatku NaCl. Drugim rijecima,
zakiseljavanjem su postignuti dovoljni uvjeti za postizanje visokih iskoristenja ekstrakcije.
Katehin i epikatehin iz skupine flavan-3-ola pokazali su najmanje iskoriStenje, od priblizno 50
%, koje se znagajno poveéalo dodatkom NaCl, do visokih 90 %. Sto se ti¢e modelnih spojeva
estera, moze se primijetiti da se ruzmarinska kiselina (ester kafeinske i 3-(3,4-dihidroksifenil)
mlijecne kiseline) 1 klorogenska kiselina (ester kafeinske 1 kininske kiseline), iako su obje
esteri kafeinske kiseline, drugacije ponaSaju prilikom ekstrakcije tekuée-tekuce. Ruzmarinska
kiselina vrlo dobro se ekstrahira u nepolarno otapalo te iskoriStenje iznosi najmanje 90 %,
neovisno o dodatku NaCl. S druge strane, iskoriStenje klorogenske kiseline bilo je relativno
nisko, priblizno 50 %, a dodatkom NaCl doslo je do zna¢ajnog povecanja, do priblizno 70 %.
Modelni spojevi konjugata jednostavnih glikozida (kvercetin- i kempferol-3-glukozidi)
takoder su pokazali visoka iskoriStenja, priblizno 80 190 % u ekstrakciji bez dodatka NaCl te
gotovo 100 % uz dodatak NaCl. Model sloZenijeg glikozida (rutin — glikozid kvercetina i
disaharida rutinoze (6-O-a-L-ramnozil-D-glukoza)) pokazao je relativno nisko iskoriStenje
(oko 10 %) bez obzira na dodatak NaCl prilikom ekstrakcije. lako je postupkom
frakcioniranja, u kojem je ekstrakcija tekuce-tekuce prvi korak kojim se izdvajaju slobodni
polifenoli, pretpostavljeno da se konjugirani spojevi zadrze u preostaloj vodenoj fazi nakon
ekstrakcije tekuce-tekuce, iz dobivenih rezultata vidljivo je da se neki oblici konjugata estera i
glikozida takoder ekstrahiraju u frakciju slobodnih polifenola, §to prvenstveno ovisi o
strukturi konjugata. Tako, prema primijenjenoj metodi, u frakciji slobodnih polifenola mogu
se izdvojiti 1 jednostavniji glikozidi (s 1 molekulom Secera) te esteri fenolnih kiselina. S
obzirom na ove rezultate, potrebno je postupak frakcioniranja u ovoj fazi prilagoditi, ili pak
provesti naknadnu hidrolizu frakcije slobodnih polifenola kako bismo bili sigurni da u frakciji
dominiraju slobodni polifenolni spojevi. Dodatak NaCl rezultirao je povecanjem udjela
ukupnih polifenola te pojedinac¢nih polifenolnih spojeva iz maslinovog ulja (Perez i sur.,

2008).

U koraku alkalne hidrolize, istraZen je utjecaj dodatka metalnog kelatora - EDTA 1 snaznog
antioksidansa - askorbinske kiseline kao zastitnih agensa za sprjeCavanje degradacije

polifenola u alkalnom mediju (Nardini i sur., 2002). 1z rezultata (Tablica 4) je vidljiv znacajan
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ili potpuni gubitak nekih polifenola tijekom alkalne hidrolize bez dodatka EDTA i
askorbinske kiseline. 1z skupine derivata hidroksibenzojeve kiseline, 4-hidroksibenzojeva,
vanilinska i siringinska kiselina su pokazale potpunu stabilnost u luznatom mediju, Sto se
odrzalo 1 prilikom hidrolize uz dodatak EDTA i askorbinske kiseline. Za ovu skupinu se
protektivni ucinak najvise ocituje kod galne i protokatehinske kiseline za koje je odredeno
vrlo visoko iskoristenje uz dodatak EDTA 1 askorbinske kiseline (najmanje priblizno 92 %), u
odnosu na gotovo potpunu degradaciju primjenom samo luzine. Predstavnici skupine
hidroksicimetne kiseline: p-kumarinska, t-ferulinska, sinapinska i t-cimetna kiselina, pokazali
su relativno dobru stabilnost u luZznatom mediju, s iskoriStenjima u rasponu priblizno 61
(sinapinska) — 81 % (t-cimetna). Osim za sinapinsku kiselinu, ¢ije je iskoriStenje znatno
poveéano dodatkom EDTA i askorbinske kiseline (94 %), za ostale spojeve dodatak istih nije
imao ucinka. Najvece promjene u stabilnosti prilikom alkalne hidrolize, za hidroksicimetne
kiseline, ocCituju se na kafeinskoj kiselini 1 njezinim derivatima: ruZmarinskoj 1 klorogenskoj
kiselini. Sva 3 navedena spoja u potpunosti se degradiraju prilikom alkalne hidrolize bez
dodatka EDTA 1 askorbinske kiseline, a takoder je 1 oslobodena kafeinska kiselina iz estera
bila u potpunosti degradirana. Dodatak EDTA 1 askorbinske kiseline omogucio je potpuno
ocCuvanje kafeinske kiseline u uvjetima alkalne hidrolize. Pri istim uvjetima, klorogenska
kiselina bila je u potpunosti deesterificirana, a iskoristenje oslobodene kafeinske kiseline bilo
je vrlo visoko (priblizno 93 %). Ruzmarinska kiselina je pokazala neSto jau otpornost prema
hidrolizi te je preostalo priblizno 23 % ovog spoja u izvornom obliku, dok je iskoriStenje
oslobodene kafeinske kiseline (iz hidrolizirane ruzmarinske kiseline) iznosilo priblizno 75 %.
Vrlo visoko iskoristenje, tj. potpuno oCuvanje strukture kafeinske kiseline prilikom alkalne
hidrolize uz dodatak EDTA (10 mM) 1 askorbinske kiseline (1 %, w/v) odredeno je i u radu
Nardini i sur. (2002). Predstavnici skupine flavan-3-ola, katehin i epikatehin se u potpunosti
degradiraju u uvjetima alkalne hidrolize, bez obzira na dodatak EDTA i askorbinske Kiseline.
Predstavnici flavonola, osim kempferol-3-glukozida (iskoriStenje priblizno 77 %), takoder su
pokazali nestabilnost pri uvjetima alkalne hidrolize, a pritom su i1 oslobodeni aglikoni takoder
pokazali niska iskoriStenja. Dodatkom EDTA 1 askorbinske kiseline, vidljiv je znatan porast
iskoriStenja flavanola te iznosi izmedu priblizno 50 i 75 %, uz iznimku rutina (priblizno 6 %,
Sto se pripisuje niskom iskoriStenju same ekstrakcije te protektivni uc¢inak zapravo i nije
vidljiv) te oslobodenih aglikona. IskoriStenje apigenina (predstavnika flavona u ovome radu)
u uvjetima alkalne hidrolize iznosilo je priblizno 90 %, neovisno o dodatku EDTA i
askorbinske kiseline. U uvjetima kiselinske hidrolize, visoko iskoristenje postignuto je za

predstavnike derivata hidroksibenzojeve kiseline (priblizno 90- 95 %), dok su predstavnici
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derivata hidroksicimetne kiseline manje stabilni, u prosjeku je iskoristenje iznosilo 30-40 %, s
iznimkama t-cimetne kiseline (priblizno 72 %) i klorogenske kiseline (priblizno 15 %).
Oslobodena kafeinska kiselina iz ruzmarinske i1 klorogenske kiseline takoder je pokazala
relativno nisko iskoriStenje (priblizno 40 %). IskoriStenja monomernih flavonola iznosila su
priblizno 60 % za kvercetin i kempferol te priblizno 37 % za miricetin. Svi analizirani
glikozidi su bili u potpunosti hidrolizirani, a iskoristenje oslobodenog aglikona kvercetina
iznosilo je priblizno 27 % za kvercetin-3-glukozid te priblizno 52 % za rutin, dok je
iskoriStenje aglikona kempferola bilo relativno visoko te je iznosilo priblizno 76 %. Ako se
usporede iskoriStenja kvercetina u izvornom obliku te u obliku oslobodenog aglikona, moze
se primijetiti da stabilnost tog spoja ovisi 0 njegovom izvornom obliku, pri ¢emu je vise
podlozan degradaciji ako se ishodno nalazi u glikoziliranom obliku. IskoriStenje flavona

apigenina za uvjete kiselinske hidrolize iznosilo je priblizno 70 %.

S obzirom na dobivena iskoriStenja pojedinih polifenolnih spojeva, postupak frakcioniranja
definiran je na nain da se prilikom izdvajanja frakcije slobodnih polifenola ekstrakcija
tekuce-tekuce provodi uz dodatak NaCl, a alkalna hidroliza uz dodatak EDTA 1 askorbinske
kiseline. S obzirom na nesto vecu stabilnost istrazivanih spojeva u uvjetima alkalne hidrolize,
pozeljno je da se ona provodi prva, a nakon nje kiselinska hidroliza. Najve¢i gubitci tijekom
ukupnog postupka frakcioniranja o¢ekuju se za glikozide polifenola s obzirom da nije moguce
u potpunosti ocuvati njihovu stabilnost tijekom alkalne hidrolize, a i tijekom Kiselinske

hidrolize dolazi do odredenog stupnja degradacije oslobodenih aglikona.
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4.2 Kvalitativni i kvantitativni profil polifenolnih spojeva izdvojenih iz mahune graska

primjenom postupka frakcioniranja

Mahuna graska predstavlja znacajnu koli¢inu agro-industrijskog otpada koji nastaje prilikom
prerade graska u primarnim fazama tj. izdvajanjem zelenih zrna iz mahune (Ruda i sur.,
2020). Mahuna graska je potencijalno vrijedna sekundarna sirovina bogata nutritivno
vrijednim i funkcionalnim sastojcima, poput prehrambenih vlakana i bioaktivnih spojeva
(Mejri 1 sur., 2019; Vojvodi¢ i sur., 2016). Prema dostupnim literaturnim podacima, mahuna
graSka posjeduje odredena antioksidacijska svojstva (Mejri i sur., 2019) te je dobar izvor
polifenolnih spojeva (Babbar i sur., 2002), no kvalitativni i kvantitativni podaci o
pojedinac¢nim polifenolnim spojevima su priliéno limitirani. S ciljem detaljne karakterizacije
polifenolnih spojeva prisutnih u mahuni graska, primijenjen je definirani postupak
frakcioniranja. Provedenim postupkom izdvojene su ukupno 4 polifenolne frakcije: (i)
slobodni polifenoli (PP_SP), (ii) esterificirani polifenoli (PP_A), (iii) glikozilirani polifenoli
(PP_K) i (iv) (netopljivi) vezani polifenoli (PP_NVP). Analizom uparenog izvornog ekstrakta
dobiveni su kromatogrami na kojima se isti¢u 3 pika (Prilog 2) koji prema svojim retencijama
i UV-VIS spektrima ne odgovaraju niti jednom od standarda koriStenih prilikom
uspostavljanja HPLC-DAD metode i odredivanja njihove stabilnosti u uvjetima
frakcioniranja. Maksimumi ova 3 pika u UV-VIS podruéju postignuti su pri priblizno 320,
350 i 360 nm (Prilog 2), a svojim oblikom (u odnosu na analizirane dostupne standarde)
potencijalno odgovaraju fenolnim kiselinama ili flavonoidima — flavonolima, odnosno
konjugatima istih. Promatraju¢i frakciju slobodnih polifenola mahune graska (Prilog 3),
odmah se moze uociti da dominantnih pikova, prisutnih u izvornom ekstraktu, nema, $to
navodi na zakljucak da se radi o slozenijim konjugatima koji su zaostali u vodenoj fazi nakon
izdvajanja frakcije slobodnih polifenola. Nakon alkalne i kiselinske hidrolize preostale vodene
faze, na kromatogramima izdvojenih frakcija esterificiranih (Prilog 4) polifenola i
glikoziliranih polifenola mahune graska (Prilog 5) vidljivi su pikovi od kojih je neke bilo
moguce identificirati s obzirom na dostupne standarde. Ukupni polifenoli gotovo u potpunosti
pripadaju topljivim spojevima budu¢i da u frakciji vezanih spojeva gotovo da i nije bilo

pikova na kromatogramima (Prilog 6).

Na temelju HPLC-DAD analize, u izdvojenim polifenolnim frakcijama mahune graska
identificirano je ukupno 8 polifenolnih spojeva, iz skupine derivata hidroksibenzojeve
kiseline: protokatehinska i 4-hidroksibenzojeva kiselina, iz skupine derivata hidroksicimetne
kiseline: p-kumarinska, t-ferulinska, sinapinska i kafeinska te iz skupine flavonola: kvercetin i
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kvercetin-3-glukozid (Prilozi 3-6). Udjeli navedenih spojeva, izrazeni kao masa

identificiranog spoja (ug) po masi suhe tvari mahune graska (gstv.), prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Udjeli pojedinih polifenolnih spojeva odredenih u frakcijama pripremljenima iz

izvornog ekstrakta mahune graska te ostatka nakon ekstrakcije

Polifenolna frakcija
Naziv spoja g Y s
PP_SP PP_A PP_K PP_NVP
Protokatehinska 1,12+0,03 - - -
4-hidroksibenzojeva 8,48+0,02 - - -
p-kumarinska 9,62+0,09 207,08+5,57 - 13,40+0,57
trans-ferulinska 2,13+0,05 37,05+1,03 - 5,04+0,03
Sinapinska 1,37+0,06 158,24+7,66 - 7,82+0,11
Kafeinska - 7,38+0,49 - -
Kvercetin - - 103,08+3,20 -
Kvercetin-3-glukozid 5,50+0,16 - - -

PP_ie - izvorni ekstrakt; PP_SP - frakcija slobodnih polifenola; PP_A - frakcija esterificiranih
polifenola; PP_K - frakcija glikoliziranih polifenola; PP_NVP - frakcija (netopljivih) vezanih

polifenola

U frakciji slobodnih polifenola identificirano je 6 polifenolnih spojeva. Od fenolnih kiselina
odredene su: protokatehinska, 4-hidroksibenzojeva, p-kumarinska, t-ferulinska i sinapinska
kiselina, a od flavonoida kvercetin-3-glukozid. 1z rezultata je vidljiva najveca zastupljenost
fenolnih kiselina, odnosno p-kumarinske (9,62+0,09 pggsw.”) i 4-hidroksibenzojeve
(8,48+0,02 pggsw. ™). U frakciji esterificiranih polifenola odredeni su isklju¢ivo spojevi iz
skupine derivata hidroksicimetnih kiselina: p-kumarinska, t-ferulinska, sinapinska i kafeinska
kiselina, medu kojima dominiraju p-kumarinska kiselina (207,08+5,57 pggs_tv,'l) i sinapinska
kiselina (158,24+7,66 uggsw. ™). U frakciji glikoziliranih polifenola izdvojio se pik kvercetina
(103,08+3,20 pggsw.t), dok su u frakciji vezanih polifenola u vrlo niskom udjelu prisutne
hidroksicimetne kiseline: p-kumarinska, t-ferulinska i sinapinska. Na temelju dobivenih
rezultata moze se zakljuciti da se polifenoli u mahuni graska prisutni dominantno u
konjugiranom obliku, kao esteri hidroksicimetnih kiselina, prvenstveno p-kumarinske i
sinapinske kiseline, 1 flavonola koji potencijalno odgovaraju najizraZenijim pikovima na
kromatogramima uparenog izvornog ekstrakta (Prilog 2). Prema dostupnoj literaturi, Mejri i
sur. (2019) su u metanolnom ekstraktu mahune graska HPLC-PDA-ESI-MS/MS metodom
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(teku¢inskom kromatografijom visoke uéinkovitosti uz PDA (fotodiode u nizu) detekciju i
tandemsku masenu spektrometriju uz ionizaciju elektrorasprSenjem) identificirali 15 razli¢itih
polifenolnih spojeva koji ukljucuju 5 fenolnih kiselina i njihovih derivata, 6 flavonol-
glikozida, 2 flavan-3-ola, 1 flavon-glikozid te 1 antocijan, $to je u skladu s rezultatima
dobivenima u ovome radu. Analiza HPLC-DAD metodom izvornih ekstrakata ograniena je
dostupnoscu cistih standarda potrebnih za identifikaciju i stoga analize nedovoljno istrazenih
biljnih supstrata mogu biti otezane, pogotovo ako se radi o konjugiranim oblicima ili
derivatima polifenola. Primjena semi-selektivnih ekstrakcija u kombinaciji s kiselinskim i
alkalnim hidrolizama znacajno moze pomo¢i u identifikaciji polifenola iz biljnih materijala
budu¢i da se kompleksniji polifenolni oblici, poput konjugata, neposredno odreduju preko
oslobodenih slobodnih polifenolnih spojeva. U nedostatku sofisticiranije detekcijske tehnike,
poput masene spektrometrije, ovakav pristup uvelike suzava izbor potencijalnih konjugiranih
spojeva — kandidata za neki neidentificirani pik na kromatogramu, ili pak ovakva analiza
moze biti sama po sebi dovoljna, ovisno o zahtjevima preciznosti i specificnosti za
kvalitativni profil. S obzirom na kvantitativne gubitke koji se dogadaju prilikom alkalnih 1
kiselinskih hidroliza, pristup identifikacije polifenola postupkom frakcioniranja nije narocito
precizan u kvantitativnom smislu, a dobivene rezultate za konjugirane spojeve najbolje je
interpretirati kao udjele ekvivalenata slobodnih polifenola. U tom smislu, mahuna graska
najbogatija je fenolnim kiselinama, predominantno u esterificiranom obliku, u udjelima od
najmanje priblizno 200 pggsw. ™ ekvivalenata p-kumarinske kiseline te priblizno 160 pggsy.™
ekvivalenata sinapinske kiseline, a zatim i glikoziliranim flavonolima u udjelu od najmanje

priblizno 100 pggsw. " ekvivalenata kvercetina.
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4.3 Udjeli ukupnih polifenola te antioksidacijski kapacitet polifenolnih frakcija
izdvojenih iz mahune graska

U polifenolnim frakcijama izdvojenima iz mahune graska odreden je udio ukupnih polifenola
(Slika 8) i antioksidacijski kapacitet pomo¢u ABTS i DPPH metoda (Slika 9).
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Slika 8. Udjel ukupnih polifenola u polifenolnim frakcijama izdvojenima iz mahune graska

Najve¢i udio ukupnih polifenola odreden je u izvornom uparenom ekstraktu (PP_ie)
(4,7740,15 mgoaegsw.”), koji predstavlja udio ukupnih topljivih polifenola, dok je najmanji
udio odreden u frakeiji vezanih polifenola (PP NVP) (0,49+0,02mgeaedsw. ), a vrlo sli¢no i
u frakciji slobodnih polifenola. Dobiveni rezultati su u skladu s HPLC-DAD analizom koja je
pokazala da se vecina polifenolnih spojeva mahune graska nalazi u topljivom
(ekstraktabilnom) obliku. U frakciji glikoziliranih polifenola (PP_K) odredeno je priblizno 2,5
puta vise ukupnih polifenola nego u frakciji esterificiranih spojeva (PP_A), $to moze
ukazivati na znacajniju prisutnost spojeva u frakciji glikozida koji nisu mogli biti
identificirani, ali takoder moze biti rezultat 1 drugacijeg odziva spektrofotometrijske metode
za ukupne polifenole s obzirom na pojedine standarde, tj. metoda je potencijalno osjetljivija
(daje ve¢i odziv) za flavonole nego za fenolne kiseline. Jednako tako, prisutnost razli¢itih
drugih spojeva, nativno prisutnih ili degradativnih produkata hidrolize, moze interferirati u
reakciji s Folin-Ciocalteu reagensom. EDTA i askorbinska kiselina znacajno mogu
interferirati prilikom odredivanja ukupnih polifenola (Lester i sur., 2012) i stoga su za frakcije

esterificiranih i vezanih polifenola pripremljene posebne slijepe probe (kako je opisano u
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poglavlju 3.2.3.1) kako bi se potencijalne interferencije pokusale uracunati u izratun kona¢nih

rezultata.

S obzirom da je za tako definirane slijepe probe dobiveno karakteristi¢no plavo obojenje u
reakciji s Folin-Ciocalteu reagensom, zaklju¢uje se da se EDTA i askorbinska kiselina
(pojedinacno ili zajedno) djelomicno ekstrahiraju prilikom ekstrakcije tekucée-tekuce pomocu

dietil etera-etil acetata.

Rezultati dobiveni u ovome radu su u skladu s rezultatima Pinchao-Pinchao i sur. (2019) koji
su odredili udio ukupnih polifenola od 3,98+0,012 1 5,66+0,15 mgGAEgs_tv_'l u etanolnom
ekstraktu dobivenom ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom iz liofiliziranih mahuna
graSka. U radu Babbar i sur. (2012) udio ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu mahune
graska iznosio je 13,6£0,20 mgcaeQsw.”, znatajno vise nego u ovome radu, §to se moze

pripisati razliCitostima u samim uzorcima, ali I primijenjenoj analitickoj metodi.

Osim udjela ukupnih polifenola, izdvojenim polifenolnim frakcijama odreden je i

antioksidacijski kapacitet primjenom metoda gaSenja slobodnih radikala (DPPH i ABTS)
(Slika 9).
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Slika 9. Antioksidacijski kapacitet polifenolnih frakcija izdvojenih iz mahune graska

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta uglavnom prate trend udjela ukupnih polifenola, s
manjim razlikama u primjeni 2 slobodna radikala. Najvisi antioksidacijski kapacitet prema

DPPH metodi odreden je u wuparenom izvornom ekstraktu (PP_ie) (12,91+0,02
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umoltroloxGs vuzorka ), dok kod polifenolnih frakcija u frakciji glikozida polifenola (PP_K)
(12,6340,68 pmoltroioxstvuzorka ). Najmanje DPPH vrijednosti odredene su u frakcijama
slobodnih i vezanih polifenola (manje od priblizno 1,5 pmolrroiox@stvuzorka”). Prema ABTS
metodi, najveci antioksidacijski kapacitet odreden je u frakciji glikoliziranih polifenola
(PP_K) (21,32+0,78 pmolrroioxTstvuzorka ), @ zatim slijedi izvorni ekstrakt (PP_ie) (15,55+2,78
umoltroloxGs vuzorka ), dok su u frakeiji slobodnih polifenola odredene najmanje vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom (2,88+0,19 pmoltroioxstvuzorka ). Razlicit
poredak vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta polifenolnin frakcija primjenom dvije
metode moze se pripisati razliCitim mehanizmima reakcije (Perez-Jimenez i sur., 2008). U
radu Mejri i sur. (2019) odreden je relativno nizak antioksidacijski kapacitet ekstrakta mahune
graska, Sto je povezano s udjelom glikoliziranih flavonoida koji potencijalno iskazuju nizi

antioksidacijski kapacitet u odnosu na aglikone.

S obzirom na rezultate HPLC-DAD analize, udjele ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet, mahuna graska moze se promatrati kao dobar izvor konjugiranih polifenolnih
spojeva s potencijalno znaCajnim antioksidacijskim kapacitetom. Dobiveni rezultati
predstavljaju izvrsnu podlogu za daljnja istrazivanja usmjerena na identifikaciju ostalih
polifenola prisutnih u mahuni graska, kao i metode njihove S§to uspjeSnije ekstrakcije, $to
prosiruje kontekst ponovne primjene mahune graSka za izdvajanje sastojaka s dodanom

vrijednoscu.
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5 ZAKLJUCCI

S obzirom na rezultate dobivene u ovome radu, izvode se sljedec¢i zakljucci:

1.

U fazi izdvajanja slobodnih polifenola iz zakiseljenog vodenog ekstrakta primjenom
ekstrakcije tekuce-tekucée, u postupku frakcioniranja polifenola provedenom na Cistim
odabranim standardima, dodatak NaCl u kona¢noj koncentraciji 2 M najvise se ocituje
u povecanju iskoriStenja monomernih flavan-3-ola (katehina — 91,63 % i epikatehina —
88,95 %), dok se za ostale analizirane spojeve visoka iskoriStenja postizu i bez
dodatka NaCl.

U fazi izdvajanja slobodnih polifenola iz zakiseljenog vodenog ekstrakta primjenom
ekstrakcije tekuce-tekuce, u postupku frakcioniranja polifenola provedenom na Cistim
odabranim standardima, modelni konjugirani polifenolni spojevi: jednostavni glikozidi
(monoglukozidi) flavonola kvercetina i kempferola te esteri kafeinske Kkiseline
(ruzmarinska 1 klorogenska kiselina), uspjesno se ekstrahiraju u organsku fazu, pri
¢emu je najmanje iskoriStenje odredeno za klorogensku kiselinu (50 %) 1 povecava se
uz dodatak NaCl, dok za ostale spojeve iznosi najmanje 80 %, neovisno o dodatku
NaCl, §to nije u skladu s pretpostavkom postupka frakcioniranja.

Slozeniji glikozid kvercetina rutin, uglavnom zaostaje u vodenoj fazi prilikom
ekstrakcije tekuce-tekuce (iskoriStenje priblizno 10 %), Sto je u skladu s
pretpostavkom postupka frakcioniranja polifenolnih spojeva u fazi izdvajanja frakcije
slobodnih polifenola.

Dodatak EDTA 1 askorbinske kiseline prilikom alkalne hidrolize znacajno utjece na
oCuvanje stabilnosti ispitivanih polifenolnih spojeva, Sto je posebice vazno za
konjugirane polifenole 1 odgovaraju¢e polifenolne spojeve koji se oslobadaju
njihovom hidrolizom, a u kontekstu ovoga rada vidljivo najvise na primjeru kafeinske
kiseline i njezinih derivata (ruzmarinska i klorogenska), koje se u potpunosti
degradiraju u uvjetima alkalne hidrolize bez dodatka EDTA i askorbinske Kiseline.
Alkalnom hidrolizom uz dodatak EDTA i askorbinske kiseline, pri definiranim
uvjetima, kvantitativno se hidrolizira klorogenska kiselina, uz iskoristenje oslobodene
kafeinske kiseline od priblizno 93 %, dok se u sluaju ruzmarinske kiseline
hidroliziralo priblizno 86 % pocetne koncentracije, s iskoriStenjem oslobodene
kafeinske kiseline od priblizno 75 %. Pri istim uvjetima monoglukozidi kvercetina i

kempferola pokazali su zadovoljavajucu stabilnost (iskoriStenje najmanje 65 %), dok
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10.

se o stabilnosti rutina ne moze zakljuciti zbog niskog iskoristenja uvjetovanog samom
ekstrakcijom tekuce-tekuce.

U primijenjenim uvjetima kiselinske hidrolize dolazi do kvantitativne hidrolize
kvercetin-3-glukozida, rutina i kempferol-3-glukozida, uz iskoristenja oslobodenih
aglikona kvercetina od priblizno 28 % (iz monoglukozida) i 52 % (iz rutina) te
aglikona kempferola od priblizno 76 %.

Polifenoli mahune graska dominantno se nalaze u obliku topljivih konjugata, i to kao
esteri p-kumarinske kiseline, s udjelom od najmanje 207,08+5,57 ugekvivalenata p-kumarinske
kisennegs_tv_'l te esteri sinapinske kiseline, s udjelom od najmanje 158,24+7,66
Uekvivalenata sinapinske kiselineJstv. , @ zatim i kao glikozidi kvercetina, s udjelom od
najmanje 103,0843,02 pgekvivalenata kvercetinaJsav. > dOK je zastupljenost topljivih
slobodnih i netopljivih vezanih polifenola vrlo niska i odnosi se uglavnom na fenolne
Kiseline.

Postupak frakcioniranja, u slu¢aju mahune graska, uvelike je olakSao djelomi¢nu
identifikaciju polifenolnih spojeva s obzirom da u izvornom ekstraktu nije bilo
moguce identificirati dominantne pikove budu¢i na dostupan nacin detekcije kao 1
Ciste standarde.

Analizom udjela ukupnih polifenola, najvise vrijednosti odredene su u frakciji
glikoziliranih polifenola (4,29+ 0,31 mgGAEgs_tV_'l), vrlo blisko udjelu ukupnih
polifenola u koncentriranom izvornom ekstraktu (4,77+0,15 mgGAEgs_tv_'l), Sto je bilo
praceno i najviSim vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta, u frakciji glikoziliranih
polifenola - 12,63+0,68umolrroioxdsw.” (DPPH) i 21,32+0,78 pumoltroioxdsw. (ABTS),
odnosno u koncentriranom izvornom ekstraktu - 12,91+0,02 pmoltoixst.” (DPPH) i
15,55+2,78 umoltroioxdstv. (ABTS).

Mahuna graska moze se smatrati relativno dobrim izvorom polifenola, ¢ime se
prosiruje spektar njezine primjene u kontekstu valorizacije 1 nastanka proizvoda

dodane vrijednosti.
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7 PRILOZI

Prilog 1. Kromatogrami smjese standarda snimljeni pri valnim duljinama koje odgovaraju apsorpcijskim maksimumima pojedinih polifenolnih spojeva.
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Prilog 2. Kromatogrami uparenog izvornog ekstrakta snimljeni pri razli¢itim valnim duljinama te apsorpcijski spektri 3 istaknuta pika na
kromatogramima.
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Prilog 3. Kromatogrami frakcije slobodnih polifenola (PP_SP) snimljeni pri razli¢itim valnim duljinama (260, 278, 320, 350 i 370 nm).
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Prilog 4. Kromatogrami frakcije alkalno hidroliziranih polifenola (PP_A) snimljeni pri razli¢itim valnim duljinama (260, 278, 320, 350 i 370

nm).
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Prilog 5. Kromatogrami frakcije kiselinskih hidroliziranih polifenola (PP_K) snimljeni pri razli¢itim valnim duljinama (260, 278, 320, 350 i 370
nm).
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Prilog 6. Kromatogrami frakcije vezanih polifenola (PP_NVP) snimljeni pri razli¢itim valnim duljinama (260, 278, 320, 350 i 370 nm)
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