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1. UVOD

Obicna trska (Phragmites australis) je biljka mo&varnih i vodenih stanista, a rasprostranjena je u
cijelom svijetu, osim na Antarktici. Ljudi su tisuCljeCima koristili trsku za gradnju kuca i brodova,
Sto se zadrzalo i do danas, posebno u tradiocionalnim kulturama, dok se industrijski danas
najcesSce koristi kao obnovljiva sirovina za proizvodnju energije. Uz to, moze se koristiti i kao
sto€na hrana, gnojivo u poljoprivredi, za pro€¢iS¢avanje otpadnih voda te u proizvodnji papira.
Obi¢na trska pripada skupini neprehrambenih lignoceluloznih sirovina koje se smatraju
najdostupnijim obnovljivim organskim resursom, koji se moze koristiti za konverziju u biogoriva i
visokovrijedne proizvode kao $to su industrijski enzimi, organske kiseline, farmaceutski proizvodi
i kemikalije te vanilin. Upravo zato, istrazivanja takvih materijala, ukljucujuéi i trsku, proSiruju
spoznaje o potencijalu njihove primjene, kroz biotehnoloske procese, ali i kao inovativnih sirovina
u prehrambenoj industriji. Takoder je u zadnje vrijeme sve viSe znanstvenih istrazivanja
orijentirano na izdvajanje bioaktivnih spojeva, posebno polifenola, iz razli€itih biljnih materijala te
na njihovo daljnje implementiranje u razliCite prehrambene proizvode. Polifenoli su vazne
molekule za fiziologiju biljaka, buduc¢i da su ukljuene u razliCite funkcije poput rasta,
pigmentacije, rezistencije na patogene i druge. Polifenolni spojevi nalaze se u razli€itim dijelovima
biljaka, imaju brojna svojstva koja su iznimno korisna za ljudsko zdravlje, medu kojima se istiCe
antioksidacijski uc€inak. Ugljikohidrati, posebice strukturni polisaharidi, su skupina spojeva koja
ima vaznu, strukturnu ulogu u biljnim stanicama. Imaju i veliku moguénost primjene u
prehrambenoj industriji, pogotovo u tehnoloSkom smislu, ali se sve CeSCe koriste i kao
funkcionalni dodaci, u obliku vlakana ili funkcionalnih oligosaharida. Takoder su korisni u industriji
kao izvor fermentabilnih Secera za dobivanje razli€itih vrsta proizvoda.

U skladu s navedenim, cilj ovog rada bio je odrediti bioaktivni potencijal obiCne trske te
karakterizirati njezinu ugljikohidratnu frakciju kako bi se proSirile dosadadnje spoznaje o
valorizacijskom potencijalu ove lignocelulozne sirovine. Ovo istrazivanje sukladno je
tendencijama pronalanska novih izvora funkcionalnih komponenti, konkretno polifenola, te

obnovljivih izvora za proizvodnju bioenergije, biokemikalija i biogoriva.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignocelulozna biomasa je nejestivi biljni materijal, dominantno sastavljen od polisaharida -
celuloze (25 - 50 %) i hemiceluloze (20 - 40 %) te lignina (10 - 35 %) koji su osnovne strukturne
jedinice biljnih stani¢nih stijenki takvih materijala (Sluiter i sur., 2010). Karakterizira ju kompleksna
grada u kojoj je celuloza uklopljena u gustu mrezu medusobno povezanih hemiceluloze i lignina,
a prisutnost kristalini¢nih regija te hidrofoban karakter lignina ¢ini ju vrlo €vrstom i otpornom,
posebice prema enzimskoj razgradnji. Lignoceluloza je najzastupljenija komponenta biljne
biomase i predstavlja lako dostupan obnovljivi izvor za razli€ite namjene (Salvachua i sur., 2011).
Lignocelulozne sirovine €ine razli€iti poljoprivredni ostatci (agro-industrijski otpad), zatim drvni
otpad i trave (Kumar i sur., 2017). lako se Cesto smatra otpadnim materijalom, znacaj
lignoceluloznih sirovina sve viSe raste temeljem brojnih istrazivanja njihove ponovne primjene,
prvenstveno kroz biotehnologiju, ali i prehrambenu tehnologiju. Kako bi se lignocelulozna
biomasa mogla bolje iskoristiti, Cesto se primjenjuju razliCite metode predobrade, a mogu
ukljucivati fizikalne, fizikalno-kemijske, kemijske i bioloSke postupke. Lignocelulozne sirovine
mogu se koristiti u razli€itim proizvodnim procesima: za dobivanje kemikalija (octena, limunska i
fumarna kiselina, aceton, etanol, butanol, glicerol), biogoriva (bioplin, biodizel, bioetanol), enzima
(celulaza, ksilanaza, hemicelulaza) te ostalih proizvoda visoke vrijednosti (ksilitol, furfural, galna
kiselina, vanilin) (Howard i sur., 2003). Lignoceluloznih sirovina koje se mogu koristiti u navedene
svrhe je zaista mnogo te se intenzivno istrazuju nove potencijalno vrijedne sirovine, medu kojima

je i obi¢na trska.

2.1.1. Komponente lignoceluloznih sirovina

2.1.1.1. Struktura stani¢ne stijenke

Stani¢na stijenka primarno odreduje oblik i veli€inu stanice te teksturu tkiva i izgled biljnih organa
(Lazarevi¢ i Poljak, 2019). Odgovorna je za vrlo vazne uloge u samoj biljci pa tako pruza otpornost
stanice na mehanicki stres, zaStitu od patogenih mikroorganizama te regulira prolaz signalnih
molekula u stanicu, a dovoljno je porozna da omogudéi cirkulaciju vode, mikronutrijenata i
mineralnih tvari. (Levy i sur., 2002). Stani¢na stijenka je gradena od polisaharida, glikoproteina i
anorganskih tvari, a njezini enzimi omogucavaju komunikaciju izmedu stanica te transport i

sekreciju tvari iz stanice (Lazarevi¢ i Poljak, 2019). Grada stani¢ne stijenke ukljuCuje tri sloja,



srediSnju lamelu te primarnu i sekundarnu stani¢nu stijenku, a ovisno o gradi i tipu stanicne
stijenke moguce je odrediti funkciju stanice.

Kako bi se osiguralo kretanje tvari u stanicu i iz stanice, one moraju biti povezane na koherentan
nacin, a tu adheziju omogucuje srediSnja lamela koja je najudaljenija od sredista stanice, a
vecinski se sastoji od lignina koji je povezan s malim udjelom pektina, hemiceluloze i celuloze
(Rytioja i sur., 2014).

Primarna stani¢na stijenka je poprili¢no tanka (30-100 nm), gradena je od celuloznih mikrofibrila
i karakteristi¢na je za stanice koje se dijele i rastu te za stanice koje su ukljuéene u metabolicke
procese kao $to su fotosinteza i skladiStenje (Rytioja i sur., 2014). Vrlo je vazna za regeneraciju i
zacjeljivanje rana na biljci jer omogucuje diobu stanica i diferencijaciju tkiva. U primarnoj stani¢noj
stijenci dominiraju polisaharidi, a uglavnom se sastoji od lignina, pektina i hemiceluloze.
Sekundarna stani¢na stijenka karakteristiCna je za stanice koje imaju mehanic¢ku ulogu te za one
koje sudjeluju u transportu vode. Glavna komponenta sekundarne stani¢ne stijenke je celuloza,
a ne sadrzi pektin i strukturne proteine, to ju €ini Evrstom i zbog toga nije uopce elasti¢na. U nju
se ugraduje lignin koji takoder povecava ¢&vrstoéu i nepropusnost za vodu te otpornost na
patogenu razgranju stani¢ne stijenke (Rose, 2003). Zbog kompleksnih medusobnih interakcija i
veza izmedu polisaharida koji €ine stani¢nu stijenku lignoceluloza (Slika 1), nije jednostavno

izdvojiti pojedine polisaharidne frakcije kao $to su celuloza, hemiceluloza i lignin.

OH

HO

Slika 1. Struktura i komponente lignoceluloznih sirovina (prema Li i Takkellapati, 2018)



2.1.1.2. Celuloza

Celuloza je najrasprostranjenija obnovljiva organska molekula na zemlji i najzastupljeniji
polisaharid u stani¢noj stijenci (Sharma, 2015). Ona je nerijetko i sastavni dio odredenih bakterija,
algi i Zivotinja, poput plastenjaka. Prema molekulskoj strukturi, celuloza je linearni homopolimer
graden od molekula glukoze povezanih f-1,4-glikozidnim vezama, a takvi dugacki lanci
polisaharida glukoze medusobno su povezani vodikovim vezama, pri ¢emu tvore celulozne
mikrofibrile (Lazarevi¢ i Poljak, 2019). Pravilno povezane i visoko uredene jedinice mikrofibrila
tvore kristalini¢nu strukturu celuloze, a podrucja na kojima je ta struktura narusena ili prekinuta,
nazivaju se amorfna podrucja. Mikrofibrili su obavijeni hemicelulozom i ligninom te tvore
kompleksnu strukturu koja pruza dodatnu otpornost biljnoj stanici (Wada i sur., 2008). Broj
jedinica glukoze u molekuli celuloze naziva se stupanj polimerizacije, a ovisno o izvoru i
prethodnoj obradi lignocelulozne sirovine, moze varirati izmedu 250 i 1000. Celuloza, prisutna u
stani¢noj stijenci, je cjevastog izgleda, a celulozni lanci su povezani uz pomo¢ vodikovih veza te
najceSce sadrze 60 do 80 molekula celuloze (Chen, 2014). Celuloza ima veliki potencijal kao
obnovljivi izvor energije, a razgradnjom do fermentabilnih Secera, odnosno glukoze, moze sluziti
u proizvodniji biogoriva (Sharma, 2015). S obzirom da je ona najzastupljeniji polisaharid u prirodi,
cijena joj je relativno niska te je zbog toga veliki potencijal za razne industrijske primjene, posebno
u proizvodnji kemikalija. Zbog svoje netopljivosti u vodi, razrijedenim kiselinama i luZzinama, pri
sobnoj temperaturi, celuloza predstavlja izazov u tehnoloSkoj proizvodnji. Da bi se nadvladala
izrazita fizikalna i kemijska stabilnost celuloznih sirovina potrebno je ukljuciti celuloliticke enzime
i hidrolizu celuloze, a dobiveni Seceri se potom mogu fermentirati uz mikrobioloSke i enzimske

procese.

2.1.1.3. Hemiceluloza

Za razliku od celuloze koja je homopolimer, hemiceluloza je heteropolimer kompleksne strukture,
a gradena je od monosaharida kao $to su glukoza, manoza, galaktoza, ksiloza, arabinoza, fukoza
te glukuronske i galakturonske kiseline i drugih (Ebringerova i Heinze, 2000). Hemiceluloze Cesto
dobivaju naziv prema SecCerima koji prevladavaju u njihovoj strukturi pa tako postoje
arabinoglukuronoksilan, arabinogalaktan, glukuronoksilan, galaktoglukomanan i drugi.
Hemicelulozu ¢ine lanci od 500 do 3000 Secernih jedinica koji su isprepleteni i povezani s drugim
polisaharidima, ligninom i proteinima u razgranatu strukturu. Okosnicu hemiceluloze, odnosno

srediSnji lanac u vecini sluCajeva €ine molekule glukoze, ksiloze ili manoze povezane j-1,4-



glikozidnim vezama. Naj¢e&¢i polisaharid u hemicelulozi je ksilan, a najzastupljenija hemiceluloza
ksiloglukan (Lazarevi¢ i Poljak, 2019). Hemiceluloze ksilanskog tipa imaju brojna funkcionalna
svojstva koja se mogu primijeniti u prehrambenoj industriji, ali i drugdje. Mogu se Koristiti kao
prehrambena vlakna, u proizvodniji filmova u svrhu produljenja trajnosti proizvoda, poboljSivaci u
proizvodnji pekarskih proizvoda te kao stabilizatori emulzija ulje u vodi (Li i sur., 2011). Ostali
tipovi hemiceluloze pronasli su svoje mjesto kao premazi, zelirajuci i stabiliziraju¢i agensi te aditivi

za povecanje viskoznosti i brojne druge mogucnosti.

2.1.1.4. Lignin

Lignin je sastavni dio stani¢ne stijenke biljaka, aromatski heteropolimer sastavljen od fenolnih
monomera, vrlo sloZzene amorfne grade. Lignin je ugraden u matriks celuloze i hemiceluloze te
osigurava Cvrstocu biljaka i otpor na mehanicki stres (Palonen, 2004). Dominantne jedinice
odnosno prekursori za sintezu lignina su p-kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol koji
su nasumicno povezani eterskim ili ugljik-ugljik vezama. Vrste lignina se razlikuju ovisno o broju
metoksi skupina pa tako p-kumarilni alkohol ne sadrzi metoksi skupinu, koniferilni sadrzi jednu, a
sinapilni alkohol ima dvije metoksi skupine (Wertz i sur., 2016). Lignin dominira u sekundarnoj
stani¢noj stijenci, s najvecom koncentracijom u srediSnjoj lameli, ispunjava prostore izmedu
celuloze, hemiceluloze i pektina te na taj nacin pruza dodatnu €vrsto¢u stani¢ne stijenke (Marton
i sur.,, 2009). Povezuje sve komponentne lignoceluloze poput ljepila te uz pomoc¢ jakih
intramolekulskih i intermolekulskih vodikovih veza cijelu strukturu ¢&ini netopljivom. Lignin
olak8ava transport vode kroz stanicu te §titi stanicu od mikroba i patogena, oksidacijskog stresa,
insekata i biljojeda (Hatfield i Fukushima, 2005). Primjena lignina u industriji je Siroka, moze sluziti
kao antioksidans, najéeS¢e u kozmetici. Prirodni i industrijski lignin mogu se koristiti u proizvodnji
karbonskih vlakana, koristi se ¢ak i u proizvodnji asfalta. U kemijskoj industriji koristi se za

proizvodnju raznih kemikalija.

2.2. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti, gradeni od aromatskog prstena na koji je
vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina (Harborne, 1989). U vecini sluCajeva se dijele s obzirom
na kemijsku strukturu, a naj¢eS¢a podjela podrazumijeva 3 osnovne skupine: fenolne kiseline,
flavonoide i tanine. Fenolne kiseline se dalje dijele na hidroksicimetne i hidroksibenzojeve, a

flavonoide Cine antocijani, flavonoli, flavanoli i flavoni (Naczk i Shahidi, 2006). Kod biljaka su



polifenoli prisutni u razli€itim dijelovima, od korijena, stabljike i listova do ljuske i kostica, a njihov
udio ovisi o brojnim faktorima kao $to su temperatura, vlaga, vrsta tla i nadmorska visina te razliciti
bioloski ¢imbenici (Veneziani i sur., 2017). Polifenolni spojevi imaju jako antioksidacijsko i
modulacijsko djelovanje na imunoloSki sustav, a mogu imati i antibakterijsko, antiparazitno,
antivirusno, protuupalno, antikancerogeno i antihipertenzivno djelovanje (Suleria i sur., 2015).
Glavno svojstvo polifenola kao antioksidansa je neutralizacija slobodnih radikala i smanjenje
oStecenja koja oni uzrokuju. Antioksidacijska sposobnost i djelovanje polifenola ovisi o njihovoj
kemijskoj strukturi na nacin da broj i polozaj hidroksilnih skupina, prisutnost dvostruke veze i
sposobnost delokalizacije elektrona omogucuju polifenolima da neutraliziraju slobodne radikale i
doniraju atome vodika (Leicach i Chludil, 2014). Antioksidacijska svojstva polifenolnih spojeva
sve su zanimljivija prehrambenoj industriji zbog moguce primjene u zastiti lako oksidirajucih
sastojaka hrane te u lijecenju i prevenciji mnogih bolesti uzrokovanih neujednacenom ravnoteZzom
oksidacijskih procesa u tijelu (Scalbert i sur., 2005).

Za razliku od topljivih polifenolnih spojeva koji ne stupaju u fizicke niti u kemijske interakcije s
drugim molekulama, netopljivi vezani polifenoli kovalentno se vezu za matriks stani¢ne stijenke
biljnih stanica, povezuju se s markomolekulama kao Sto su celuloza, hemiceluloza, pektin te
strukturni proteini putem eterskih, esterskih i ugljik-ugljik veza. Tako nastale kovalentne veze
imaju glavnu ulogu u povezivanju tvari staniéne stijenke i jaanju strukture stanice, a vezani
polifenoli tite stanicu i biljku od brojnih patogena, napada insekata i Zivotinja, prodora plijesni,
kao i UV oSte¢enja (Jansen i sur., 2001). Fenolne kiseline su najces¢i oblik polifenola koji se
nalazi u vezanom i netopljivom obliku, a brojna in vitro istrazivanja pokazala su da netopljivi vezani
polifenoli pokazaju znacajno veci antioksidacijski kapacitet u usporedbi sa slobodnim i topivim
polifenolima (Chandrasekara i Shahidi, 2010). Osnovna podjela fenolnih kiselina je na
hidroksicimetne kod kojih su najpoznatije p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska kiselina
te hidroksibenzojeve kiseline koje ukljucuju protokatehinsku, vanilinsku, galnu kiselinu i druge.
Kisela i alkalna hidroliza naj¢e$¢e su metode koje se koriste za ekstrakciju vezanih polifenola, a
vecina polifenolnih spojeva se bolje oslobada u alkalnim uvjetima (Kim i sur., 2006). Znacajno
specifi¢nija i u€inkovitija metoda je enzimska hidroliza kod koje enzimi poput pektinaze, celulaze,
amilaze, hemicelulaze i glukanaze pomaZzu u razgradnji stani¢ne stijenke i olakSavaju ekstrakciju
polifenola, no primjena enzima znacajno podize cijenu postupka. Brojne su dobrobiti vezanih
polifenolnih spojeva te je mogucnost njiihove primjene Siroka pa se tako mogu Koristiti kao
zamjena za konzervanse u hrani te kao funkcionalni sastojci za poboljSavanje antioksidacijskog
kapaciteta preradene hrane. Takoder, Food and Drug Administration klasificira ferulinsku kiselinu

kao antioksidans na popisu prehrambenih aditiva (Fazary i Ju, 2007). Ferulinska kiselina se moze



koristiti i kao prekursor u proizvodnji arome vanilije. Netopljivi polifenoli u hrani ¢esto Cine veci
udio u ukupnim polifenolima od slobodnih, a s obzirom da se vezani polifenoli ne probavljaju dobro
u ljudskom organizmu te u debelo crijevo Cesto dospiju netaknuti, a njihov prehrambeni doprinos
je zna€ajan. Prema istrazivanjima, ferulinska kiselina je pokazala antikancerogeno djelovanje u
kultiviranim stanicama raka gusterae kod ljudi, a pokazala se ucinkovita ucinkovita i protiv
dijabetesa, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti i raka (Eitsuka i sur., 2014). Za
kumarinsku i kafeinsku kiselinu utvrdeno je antikancerogeno djelovanje na stanine linije raka

ljudskih pluc¢a i adenokarcinoma debelog crijeva (Bouzaiene i sur., 2015).

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najve¢a skupina polifenolnih spojeva, koja se nalazi u biljkama, kao posljedica
velikih mogucnosti modifikacija u strukturi koje rezultiraju novim spojem. Kostur flavonoida se
sastoji od 15 ugljikovih atoma rasporedenih u dva aromatska prstena povezanih trecim
heterociklicnim piranskim prstenom (Slika 2). U biljnim materijalima flavonoidi se mogu pojaviti u
slobodnom i konjugiranom obliku, a pretezito se nalaze u obliku glikozida. Otkriveno je vise od 80
razliCitih molekula Secera koje se mogu vezati na flavonoide, a najéesc¢i glukozidi, glukuronidi,
galaktozidi, arabinozidi i ramnozidi (Hollman i Arts, 2000). Upravo se flavonoidi smatraju jednim
od najjaCih biljnih antioksidanasa, a antioksidacijska sposobnost flavonoida smanjuje se
vezanjem Secera na hidroksilne skupine pri ¢emu nastaju glikozilirani oblici (Rice-Evans i sur.,
1996). Jedna od najraSirenijih skupina flavonoida su flavonoli koji u vecini slu¢ajeva dolaze u formi
glikozida od koji su naznacajniji glikozidi kvercetina, kemferola, miricetina i metilirani derivat

izoramnetin.

Slika 2. Kemijska struktura flavonoida (Kumar i Pandey 2013)



2.2.2. Kvercetin

Kvercetin je polifenolni spoj iz podskupine flavonola. U prirodi se najéeS¢e nalazi u obliku
glikozida, a sastoji se od dva aromatska prstena, koji su medusobno povezani heterociklickim
prstenom koji sadrzi kisik (Slika 3). Struktura kvercetina zasluzna je za njegova svojstva gasenja
slobodnih radikala i metal-kelirajuca svojstva te rezultira znacajnim antioksidacijskim svojstvima i
potencijalu inhibicije enzima (Czepas i sur., 2014). Kvercetin se nalazi u mnogim biljnim vrstama,
posebice u njihovim vanjskim dijelovima, §to je vrlo vjerojatno posljedica izlozenosti suncu (Albishi
i sur., 2013). Uz izrazitu antioksidacijsku aktivnost, koja proizlazi iz njegove brze apsorpcije i spore
eliminacije iz ljudskog organizma, istrazivanjima je utvrdeno protuupalno djelovanje kvercetina,
kao i preventivno djelovanje na sprjeCavane koronarnih bolesti (Pandey i Rizvi, 2009). Ekstrakt

kvercetina Siroko je rasprostranjen i koristi se kao dodatak prehrani, ali i kao terapijski sastojak.
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Slika 3. Kemijska struktura kvercetina (Pareek, 2018)

2.2.3. Rutin

Rutin predstavlja prirodni derivat flavonola, spoj niske molekularne mase, Siroko rasprostranjen u
povréu i vocu, koji ima jaka antioksidacijska svojstva (Yang i sur., 2008). U usporedbi s drugim
flavonoidima (kvercetinom, akacetinom, morinom, hispidulinom, hesperidinom i naringinom), rutin
pokazuje veci antioksidacijski potencijal (Eickhorst i sur., 2007). Rutin je jedan od najaktivnijih
bioloskih flavonoida poznat i kao vitamin P, a smatra se aktiviraju¢im faktorom za vitamin C.
Prema kemijskoj strukturi, rutin je glikozid koji se sastoji od aglikona kvercetina na €ijem je C-3
ugljikovom atomu C prstena vezan disaharid rutinozid (Slika 4). U svrhu ekstrakcije rutina iz
razliCitin biljninh materijala se istrazuju brojne metode, medu kojima tradicionalne tehnike
ekstrakcije otapalom, ali i inovativhe metode, poput ekstrakcije superkriti¢nim fluidima, tekucinske
ekstrakcije pod povisenim tlakom, mikroekstrakcije iz ¢vrste faze te ekstrakcije potpomognute

ultrazvukom ili mikrovalovima (Chua, 2013). U prehrambenoj industriji rutin se koristi kao



konzervans, bojilo, stabilizator, antioksidans, UV upija¢. Pri proizvodnji voénih sokova, zajedno s
antocijanima moze poboljSati stabilnost boje vo¢nog soka tijekom skladistenja. Osim u
prehrambenoj industriji, primjena rutina je i u kemijskoj, kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji.
Biljni agro-industrijski otpad moze sadrzavati znacajnu koliCinu rutina te se moze upotrijebiti kao
njegova inovativan izvor, za proizvodnju ekstrakata rutina koji se mogu koristiti kao sastojak

funkcionalne hrane, lijekova i dodataka prehrani (Frutos i sur., 2019).
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Slika 4. Kemijska struktura rutina (Ghica i Brett, 2005)

2.3. OBICNA TRSKA (Phragmites australis)

Obicna trska, Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud (Slika 5), je viSegodiSnja biljka vodenih i
mocvarnih stanista koja pripada porodici trava (Poaceae). Naziv roda, Phragmites, potje¢e od
grcke rijeci "phragma", to u prijevodu znaci ograda ili pregrada, a odnosi se na nacin rasta trske
uz vodu. Naziv vrste, australis, na latinskom znadéi juzni, a odnosi se na podruéje na kojem je

biljika prvi put identificirana (Batterson i Hall, 1984).



Slika 5. Obic¢na trska (Phragmites australis) (Anonymus 1, 2024) (a), Moc¢varno staniste obi¢ne
trske (Anonymus 2, 2024) (b)

2.3.1. Karakteristike obi¢ne trske

Trska je jedna je najrasprostranjenijih biljaka moc¢varnih podruéja, moze se pronadi diljem svijeta
(osim Antarktika), no najviSe je zastupljena na podrucju Europe, Bliskog Istoka i Amerike. Trska
je karakteristiCna za vlazna stanista (Slika 1b), a osim moc&varnih podrucja moguce ju je pronadi
i na obalama jezera i rijeka pa €ak i na rubovima pustinja, odnosnu uz rezervoare s podzemnom
vodom (Thevs i sur., 2007). Trska uglavnom raste u slatkoj vodi, ali moze se pronadi i u boc¢atoj i
slanoj vodi. lako se smatra dosta otpornom i prilagodljivom biljkom, nepovoljniji uvjeti rasta,
uklju€ujuc¢i mraz, susSe, povecani salinitet, hladnocu, manjak fosfata u tlu, mogu usporiti njezin
rast (Batterson i Hall, 1984). Trska ima sposobnost brzog koloniziranja nekog podrucja, formira
monokulturu, te na taj naCin uspijeva istisnuti druge vrste mocvarnih biljaka i smanijiti biljnu
raznolikost nekog sustava.

Obi¢na trska ima dugacku, uspravnu, u presjeku okruglu stabljiku, debljine do 2,5 cm i duzine
najéesce 2 do 4 metra, sa Supljim internodama i ¢vrstim ¢lancima, karakteristicno za mnoge
predstavnike trava. Listovi su plosnati, duzine do 50 cm i Sirine priblizno 2 cm te se suzavaju
prema vrhu. Cvat trske Cini perasta metlica, duljine 20-50 cm, naj¢eS¢e smedecrvene ili ljubiCaste
boje, u kojoj su gusto rasporedeni sitni cvjetovi (Grli¢, 2005). Cvat se razvija od srpnja do rujna.
Korijenski sustav obi¢ne trske ¢€ine rizomi, odnosno podzemne stabljike, koji joj omogucéuju brzo
Sirenje u novim podrucjima. Nadzemni dijelovi bilike odumiru na kraju vegetacijskog razdoblja
svake godine, dok rizomi u tlu zadrZzavaju svoju sposobnost stvaranja novih biljaka dugi niz
godina, sluzedi kao glavna pohrana hranjivih tvari (uglavhom Skroba) te kao spremnik zraka.

Obicna trska ima Siroku mrezu rizoma Cija dubina moze biti od 10 do 200 cm (Haslam, 1972).
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Obicna trska se dominantno razmnoZzava upravo Sirenjem rizoma (Huhta, 2009). Klonska je biljka,
Sto znaCi da iz istog rizoma nastaju genetiCki jednake jedinke. RazmnozZavanje rizomima
omogucuje biljci lakSe ,trazenje“ nutrijenata (svjetlost i dusik) i drugih povoljnijih uvjeta za rast
(nizi salinitet i sulfidi) i na taj nacin joj omogucava prilagodbu staniStu i brze Sirenje (Bart i
Hartman, 2000). Upravo zbog toga, trska ima invazivni karakter na mnogim prodrucjima.
Primjerice, u Sjevernoj Americi je euroazijski varijetet trske, P. australis spp. australis, u zna¢ajnoj
mjeri zamijenio nativnhu P. australis spp. americanus (Meyerson i sur., 2016). Osim rizomima,
trska se moze razmnozavati i siemenom, na nacCin da se sjemenke rasprSuju vodom, vjetrom ili
putem Zzivotinja. S obzirom da se trska redovito koristi u hranidbi Zivotinja poput koza i kuni¢a,
provedena su istraZivanja u svrhu odredivanja hranjive vrijednosti i sastava biljke obicne trske.
Prema istraZivanjima koje su proveli Duke (1983) te Kadi i sur. (2012) hranjiva vrijednost trske na
100 g iznosi 1,73 MJ/kg. Sastav makronutrijenata ukljuuje 72,7 g ugljikohidrata, 10,6 g proteina
te 2,1 g masti, a u slu¢aju mikronutrijenata i mineralnih tvari odredeno je 14,6 g pepela, 480 mg

kalcija, 130 mg magnezija te 60 mg fosfora.

2.3.2. Primjena obi¢ne trske

Koristenje trske za razliite namjene seZe daleko u povijest. Pronadeni su dokazi da je Covjek
koristio trsku od posljednjeg ledenog doba za pokrivanje krovova na podrucju oko Sjevernog i
Baltickog mora. Dolina rijeka Tigris i Eufrat vrlo je bogata trskom, a tamos$nji narodi koristili su ju
u razlicite svrhe (Thesiger, 1964). Zbog svojih karakteristika, trska se ¢esto kroz povijest koristila
kao materijal u gradnji kuéa, najviS8e za pokrivanje krovova, ali i za izradu vrtnih ograda i
unutarnjeg namjestaja. Zbog velikog omjera volumena i mase, odnosno prisutnih Supljina
ispunjenih zrakom, trska slabo provodi toplinu te se koristila kao izolacijski materijal za podove i
stropove. Poznata je uporaba trske medu domorodackim stanovnistvom jugozapadne Amerike,
prvenstveno stabljika trske, za izradu drski za strijele, molitvenih tapova, Sipki za tkanje, prostirki,
paravana, mreza i slamnatih krovova (Kearney i sur., 1960). Domorodacko stanovnistvo Sjeverne
Amerike takoder je koristilo trsku za slicne namjene, kako je sumirano u radu Kiviat i Hamilton
(2001), a trsku su koristili i za hranu. Naime, cijela bilika je jestiva; izdanci i listovi se mogu
sakupljati u vegetacijskoj fazi, stabljike prije cvatnje, a rizomi tijekom cijele godine. Mladi izdanci
mogu se jesti sirovi ili termi¢ki obradeni kao povrée, zajedno s mladim listovima koji obiluju C
vitaminom (Grli¢, 2005). Stabljika se moze susiti i mljeti u fini prah koji se potom mijeSa s vodom
u gustu smjesu od koje se izraduje slastica nalik sljezovim kolaci¢ima (eng. marshmallows).
Egzudat stabljike (koji se lu€i nakon mehanickih osteé¢ena ili djelovanja kukaca) bogat je Se¢erom,

te su ga sjevernoameri¢ki domoroci konzumirali kao slasticu Rizomi, s obzirom da su bogati
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Skrobom, mogu se koristiti osuSeni i samljeveni kao brasno ili za pripremu kasa, ali i przeni kao
zamjena za kavu (Grli¢, 2005). Trska, tj. njezini dijelovi koristili su se i u medicinske svrhe,
primjerice rizomi su se u harodnoj medicini koristili pri lijeCenju artritisa, plu¢nih apscesa, trovanja
hranom i kao diuretik (Boulos, 1983).

Trska se stoljec¢ima, pa i danas, koristila kao sto€¢na hrana za bivole, krave, ovce, goveda, koze i
magarce. Visok sadrzaj dusika, kalija (10,9 g kg™') i mangana (2,65 g kg™) &ini je posebno dobrom
krmnom biljkom za prezivaCe. lako ima nesto nizu nutritivnu vrijednost od ostalih krmnih biljaka,
jeftina je i lako dostupna (Haslam, 2010).

Trska je bogata celulozom i hemicelulozom, udio celuloze kre¢e se od 33 % do 59 %, ovisno o
uvjetima rasta (Fouad i sur., 2023) te se stabljike trske mogu Koristiti u proizvodnji papira. Trska
ima vrlo visok udio kratkih vlakana u svom sastavu te se stoga mora mijeSati sa sirovinom koja
ima vedi udio dugih vlakana kako bi se postigla odredena gustoca papira i otpornost na trganje.
Kao lignocelulozna sirovina, trska se moze Kkoristiti u biorafinerijskim procesima, primjerice za
proizvodnju funkcionalnih polimera i bioplastike. Prvo je potrebno samljeti materijal, koji se zatim
tretira razli¢itim kemikalijama pod visokim tlakom i temperaturom. Na taj se na€in odvajaju lignin
te hemiceluloza i celuloza. Iz dobivene ligninske frakcije se nadalje moze proizvesti bioplastika,
dok se celulozna i hemicelulozna fakcija mogu iskoristiti za proizvodnju bioetanola i bioplina.
Biorafinerijski nacin primjene trske danas se sve viSe istrazuje. Uz navedeno, trska se danas
takoder intenzivno koristi i u bioremedijaciji, odnosno kao bioloski filter za prociS¢avanje voda,
komunalnih i industrijskih otpadnih voda. Naime, trska ima sposobnost akumuliranja organskih
zagadivaca, teSkih metala i patogenih mikroorganizama iz tla u biomasu (Lakatos i sur., 1999). U

tu svrhu, u novije vrijeme se sve viSe istraZuje uzgoj trske u umjetno stvorenim lagunama.

2.3.3. Polifenoli obiéne trske

Polifenoli biljke obi¢ne trske, kao i kod drugih biljaka, imaju klju€nu ulogu u rastu i razvoju biljke,
obrambenim mehanizmima, prilagodbi na okoli§ te posjeduju antioksidacijska, protuupalna,
antibakterijska i antikancerogena svojstva. Pomazu biljci u zastiti od biljojeda i insekata tako Sto
poti¢u stvaranje gor€ine i toksi¢nih spojeva koji odbijaju biljojede. Obi¢na trska je invazivna vrsta
koja je vrlo otporna te ima veliku mogucnost prilagodbe, $to je povezano s njezinim sekundarnim
metabolitima, uklju€ujucéi polifenole. Najzastupljeniji polifenoli u obi¢noj trsci su flavonoidi, fenolne
kiseline poput kafeinske i ferulinske, lignin koji daje biljci mehani¢ku ¢vrstocu i pomaze u obrani
od patogena te tanini. U tradicionalnoj medicini trska se koristila za lijeCenje bolesti ljudi i stoke,
upravo zbog antioksidacijskih te hepatoprotektivnih svojstava koja su dokazana u rizomima te

bilike, a ekstrakti liS¢a su pokazali i antivirusno djelovanje (Chen i sur., 2013). Trska ima
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sposobnost alelopatije, mehanizma koji pomaze biljci u invaziji i suzbijanju rasta drugih biljnih
vrsta na nacin da otpusta fitotoksine, u obliku razli€itih fenolnih spojeva, u tlo $to joj omogucuje
da dominira nekim stanistem (Callaway i sur., 2008). Uo€ene su znacajne promjene u kemijskom
sastavu tla i vode u invazivnim podrucjima obicne trske, a galna kiselina je identificirana kao glavni
¢imbenik invazivnosti ove biljne vrste (Rudrappa i sur., 2007). Obi¢na trska raste u stanistima sa
stresnim uvjetima poput slanih moc¢vara s vrlo oslabljenim pristupom nutrijentima. U tom slucaju
polifenoli, a posebno flavonoidi i fenolne kiseline koji imaju snazna antioksidativna svojstva mogu
neutralizirati slobodne radikale u biljnim tkivima, smanjujuci oStecenja uzrokovana oksidativnim
stresom i omoguditi biljci otpornost na slane uvjete, regulaciju osmotskog tlaka i zastitu od UV
zraCenja. Takva podrucja €esto imaju i vecu koli€inu teSkih metala, a obi¢na trska zbog svog
polifenolnog sastava ima sposobnost podnoSenja i nakupljanja znacajnih koli¢ina teSkih metala
zbog Cega se smatra fitoremedijatorom, a sluzi i kao bioindikator za podrucja oneciS¢ena teSkim
metalima (Rohal et al., 2019). Provedena istrazivanja pokazala su da na sadrzaj i sastav
polifenola znac¢ajno utjece prisutnost toksi¢nih teskih metala, kao $to su olobo, krom, Ziva i kadmij.
Bilike Cije je staniSte sadrzavalo poviSene koncentracije tih metala, pokazale su veci udio
polifenola, pri ¢emu se isticao rutin. Polifenoli omogucuju detoksikaciju biljke na nacin da se vezu
za metalne ione i smanjuju njihovu sposobnost apsorpcije i Stetnih u€inaka (Borowska i sur.,
2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uzorci

U ovome radu koriSteni su nadzemni dijelovi biljke obi¢ne trske (Phragmites australis), sakupljene
na obalama akumulacijskog jezera Dubrava na Dravi (Republika Hrvatska) tijekom
rujna/listopada 2023. godine. Uzorci za analizu bili su podijeljeni u Cetiri kategorije: cijela trska,
stabljika, list i cvijet trske. Nakon prikupljanja, uzorci su osueni na zraku u sjeni te su prvobitno
samljeveni u frakciju veli€¢ine 4 mm, a kasnije u mlin€i¢u za kavu za kuc¢anstvo (Slika 6). Usitnjeni

uzorci spremljeni su u zip-lock vrecice i Cuvani na suhom i tamnom mjestu.

Slika 6. Prikaz usitnjenih i osuSenih uzoraka: 1 — cijela trska; 2 — stabljika; 3 — list; 4 — cvijet
(vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije

Sve kemikalije koristene u ovome radu bile su visoke analiticke (p.a.) ili HPLC distoce.
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Odredivanje udjela suhe tvari
e Pijesak — opran i zaren, Gram mol d.o.o. (Zagreb, RH)
Priprema ekstrakata slobodnih i vezanih polifenolnih spojeva

e Aceton, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

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

¢ Klorovodi¢na kiselina (37 %), Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

o Kompleksal Il (etilendiaminotetraoctena kiselina, dinatrijeva sol, dihidrat), T. T. T. d.o.o.
(Sveta Nedelja, Hrvatska)

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

¢ Natrijev hidroksid u zrncima, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

e Folin-Ciocalteau reagens, Lach-Ner, s. r. 0. (Neratovice, Ceska)
e Galna kiselina (>97,5 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

e Natrijev karbonat, Lach-Ner, s. r. o. (Neratovice, Ceska)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

e Metanol, Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, SAD)

e DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal), Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), Sigma-Aldrich (St.
Louis, SAD)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

e Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

o Kalijev peroksodisulfat, Honeywell Fluka (Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD)

e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), Sigma-Aldrich (St.
Louis, SAD)

e ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol), Sigma-
Aldrich (St. Louis, SAD)

Odredivanje udjela slobodnih i vezanih polifenola u ekstraktima primjenom HPLC metode
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e Acetonitril, HPLC grade, Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, SAD)
o Analiticki standardi bioaktivnih spojeva:

o t-ferulinska kiselina (98 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

o p-kumarinska kiselina (99 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

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

o kvercetin-3-glukozid, Fluka/Honeywell (Charlotte, SAD)

o rutin (>97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific (Waltham, SAD)
e Mravlja kiselina, Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, SAD)

e Voda HPLC kvalitete (vodljivost < 5 pS)

Odredivanje udjela netopljivih i topljivih viakana

e Aceton, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

o Kalcijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

¢ Maleinska kiselina, Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Njemacka)
¢ Natrijev hidroksid u zrncima, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

¢ Octena kiselina (glacial), Alkaloid Skopje (Skoplje, Makedonija)

e Pomocno filtracijsko sredstvo Celite® 545 AW, Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD )
e Set za odredivanje vlakana (K-INTDF), Megaezyme (Bray, Irska)

e Trizma Base, Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Njemacka)

e Ambersep 200 H* (Megazyme, Irska)

e Amberlite FPA OH (Megazyme, Irska)

Odredivanje udjela proteina

« Borna kiselina, Carlo Erba Reagents, (Barcelona, Spanjolska)

e Indikator bromkrezol zeleno, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

e Indikator metil crveno, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Kjeldahl tablete (bez Zive i selena), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Njemacka)
e Klorovodi¢na kiselina (0,1 M) - KEFO d.o.o. (Ljubljana, Slovenija)

e Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

« Sumporna kiselina (96 %-tna), Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spanjolska)

Hidroliza polisaharida stanic¢ne stijenke

16



e Kalcijev karbonat, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e Sumporna kiselina 2,5 M, Kefo d.o.o. (Ljubljana, Slovenija)

e Sumporna kiselina (96 %-tna), Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spanjolska)
Derivatizacija monosaharida 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (PMP) reagensom

e 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (PMP reagens), Acros Organics (New Jersey, MA, SAD)
¢ Kloroform, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

¢ Klorovodi¢na kiselina 1 M, Kefo (Ljubljana, Slovenija)

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

¢ Natrijev hidroksid 1 M, Kefo (Ljubljana, Slovenija)

Odredivanje monomernog sastava strukturnih ugljikohidrata HPLC metodom

¢ Acetonitril, HPLC grade, Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, SAD)
o Analiticki standardi:
o D-(+)-manoza, D-(+)-galaktoza, D-(-)-ksiloza, D-(+)-arabinoza and L-(+)-ramnoza
monohidrat, LGC Standards (Teddington, Ujedinjeno Kraljevstvo)
o D-(+)-glukoza monohidrat, Fluka (Buch, Svicarska).
o L-(-)-fukoza, Acros Organics (Geel, Belgija)
o D-(+)-galakturonska kiselina, D-glukuronska kiselina, D-(-)-riboza, Sigma-
Aldrich/Merck (SAD)
e Fosforna kiselina 85 %, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
¢ Natrijev dihidrogenfosfat, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)
¢ Natrijev hidrogenfosfat dihidrat, Acros Organics (New Jersey, MA, SAD)

¢ Natrijev hidroksid u zrncima, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)
Odredivanje udjela nestrukturnih ugljikohidrata HPLC metodom

e Demineralizirana voda (HPLC kvalitete), PBF

e D-(+)-glukoza monohidrat, Fluka (Buch, Svicarska).

e D-(+)-fruktoza, maltoza, Sigma-Aldrich/Merck (SAD)
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3.1.3. Aparatura i pribor

Odredivanje udjela suhe tvari

Aluminijske posudice s poklopcima
Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)
Laboratorijski suSionik ST-06, Instrumentaria d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Termometar, eksikator

Priprema ekstrakata slobodnih i vezanih polifenolnih spojeva

Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

Aparatura za filtraciju (Blchnerov lijevak, filter papir Whatman No.1, Erlenmeyerova
tikvica 250 mL)

Centrifuga SL 8R s rotorom s utorima pod fiksnim kutom, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, SAD)

Laboratorijska vaga preciznosi 0,01 g, GF- 3000 EC; A&D Instruments (Tokio, Japan)
Laboratorijski pribor: teflonski magneti, propipete, silikonske cijevi, metalni stalci,
parafinsko ulje, gumene brtve, termometar

Laboratorijsko plasti€no posude: Falcon epruvete (15 i 50 mL), Eppendorf epruvete (2
mL), Pasteur pipete

Laboratorijsko stakleno posude: laboratorijske ¢aSe, menzure, odmjerne tikvice, reagens
boce, tikvice s okruglim dnom (50 i 100 mL), Stapici, epruvete s navojnim ¢epom s PTFE
septom, Dimroth hladilo

Magnetska mijesalica s grija¢ima SMHS 6, Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim,
Njemacka)

Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

Uredaj za ekstrakciju mikrovalovima Ethos X, Milestone s.r.I. (Sorisole, Italija)

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

Rotacijski vakuum upariva¢ IKA RV8 IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Njemacka)
Termoblok HB120-S, DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

Vakuumska pumpa IKA VACSTAR digital, IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Njemacka)

SPE kolonice za pripremu uzoraka (CHROMABOND C18 3 mL/200 mg, 45 um),
Macherey-Nagel (Njemacka)
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Spektrofotometrijske analize (ukupni polifenoli, antioksidacijski kapacitet)

Laboratorijski pribor: propipete, kivete za mjerenje u spektrofotometru

Laboratorijsko stakleno posude: laboratorijske ¢aSe, menzure, odmjerne tikvice, staklene
epruvete s navojem i Eepovima

Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

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

Odredivanje udjela slobodnih i vezanih polifenola HPLC metodom

Kromatografske kolone:

o Kinetex Biphenyl (4,6 x 150 mm, 2,6 um), Phenomenex (Torrance, CA, SAD)
Laboratorijski pribor: plasti€ne Sprice (2 mL), mikrofilteri (regenerirana celuloza) veli€ine
pora 0,2 um (13/45) (Macherey-Nagel, Njemacka), ladice za vaganje, HPLC vijale s
priparaju¢im navojnim ¢epovima sa septom
Laboratorijsko stakleno posude: reagens boce, pipete, laboratorijske ¢ase, odmjerne
tikvice, menzure
Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara,
Kalifornija, SAD) sastavljen od degazera, kvaterne pumpe, automatskog injektora s

autosamplerom, termostata kolone i DAD (engl. diode-array) detektora

Odredivanje udjela netopljivih i topljivih vlakana

Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Zirich, Svicarska)

Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

Laboratorijske boce s ¢epovima (250 mL, 500 mL), Duran (Wertheim/main, Njemacka)
Laboratorijski pribor i posude: staklene pipete, laboratorijske CaSe, boce sisaljke,
menzure, Spatule, eksikator, sinter loncici za filtraciju (porozitet 2, Duran)

Laboratorijski susionik ST-06, Instrumentaria d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Vodena kupelj (Inko VKZ ERN), Inkolab d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Magnetska mijesalica s grija¢ima SMHS 6, Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim,
Njemacka)

Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara,
Kalifornija, SAD) sastavljen od degazera, kvaterne pumpe, automatskog injektora s

autosamplerom, termostata kolone i DAD (engl. diode-array) detektora
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¢ Kromatografska kolona - Zorbax Hi-Plex Ca (7,7 x 300 mm, 8 um), Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, SAD)

Odredivanje udjela proteina

o Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

o Erlenmeyer tikvice (250 mL), staklena bireta (50 mL), staklene pipete, lijevci, laboratorijske
¢asSe, odmjerne tikvice, menzure

o Kjeldahl kivete za digestiju (500 mL), FOSS, (Haganas, Sweden)

e Poluautomatska aparatura za odredivanje dusika prema Kjeldalu, Kjeltec TM 2100, FOSS
(Haganas, Sweden)

o Tehnicka vaga tip 1111, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

e Termoblok za digestiju uzoraka s odgovarajuéim nastavkom za odsis para, Digestion

system 6, 1007 Digester, Tecator (Hillergd, Danska)
Odredivanje udjela mineralnog ostatka

o Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)
e Bunsen plamenici, tronoZac s glinenim trokutom, porculanski lon€ic¢i, drvene i metalne
hvataljke, satna stakalca, eksikator

e Mufolna pe¢ tip Heraeus KR-170, W.C. Heraeus GmbH (Hanau, Njemacka)

Hidroliza polisaharida stani¢ne stijenke

e Analiticka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)
e Automatska pipeta 20-200uL, 100-1000uL, Gilson (Francuska)

e Centrifuga SL 8R s rotorom s utorima pod fiksnim kutom, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, SAD)

o Laboratorijsko posude: staklene epruvete s pripadajuéim PP &epovima s brtvom, stakleni
Stapici, Eppendorf epruvete od 2 ml, Spatule

e Termoblok HB120-S, DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

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

Derivatizacija monosaharida 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (PMP) reagensom

e Automatska pipeta 20-200uL, 100-1000uL, Gilson (Francuska)
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Laboratorijsko posude: Eppendorf epruvete od 2 ml, plutajuci stalci za Eppendor epruvete,
staklene pipete od 2 ml, propipete, staklene ¢ase

pH indikatorske trakice 0-14, LLG Labware (Meckencheim, Njemacka)

Stolna centrifuga za Eppendorf epruvete od 1,5 i 2 mL DLAB Scientific Co. (Beijing,
Kina)

Vodena kupelj (Inko VKZ ERN), Inkolab d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

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

Odredivanje monomernog sastava strukturnih ugljikohidrata HPLC metodom

HPLC kolona — Zorbax Extend C18 (250x4,6 mm; 5 um), Agilent Technologies (SAD)
Laboratorijski pribor: plasti€ne Sprice (2 mL), mikrofilteri (regenerirana celuloza) veli€ine
pora 0,2 um (13/45) (Macherey-Nagel, Njemacka), ladice za vaganje, HPLC vijale s
priparaju¢im navojnim ¢epovima sa septom

Laboratorijsko stakleno posude: reagens boce, pipete, laboratorijske ¢asSe, odmjerne
tikvice, menzure

Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara,
Kalifornija, SAD) sastavljen od degazera, kvaterne pumpe, automatskog injektora s

autosamplerom, termostata kolone i DAD (engl. diode-array) detektora

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje udjela suhe tvari

Udjel suhe tvari odreden je prema modificiranoj AOAC 930.15 metodi (Padmore, 1990a). Ova

metoda prati promjenu mase uzorka tijekom suSenja pri 105 °C do uspostave konstantne

vrijednosti.

Postupak rada:

U aluminijske posudice s poklopcem (promjera 50 mm i visine 30 mm) odvaze se uzorak u koli€ini

od 0,5 g (s to¢noscu +£0,0050 g). Prije samog vaganja uzorka, aluminijske posudice s poklopcem

suSe se u suSioniku pri 105 °C tijekom 30 minuta te zatim hlade do sobne temperature u

eksikatoru i vazu s to€no&c¢u od 4 decimale. Posudice s uzorkom su$e se otklopljene u susioniku
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1 sat, a zatim se hlade u eksikatoru do sobne temperature i vazu s to€nos¢u od 4 decimale.

Postupak se ponavlja dok se ne postigne ustaljena masa suSenog uzorka (+0,0005 g).

Izraun rezultata:

Odredivanje udjela suhe tvari provedeno je u paraleli za svaki uzorak, a izracun je proveden
prema formuli [1]:
1

mz —m
Suha tvar (%) = —— X
my

100 [1]

Gdje je: my; —masa uzorka (g)
m,; —masa prazne posude s poklopcem (g)

m, — masa posude s poklopcem i uzorkom nakon susenja (g)

3.2.2. Priprema ekstrakata slobodnih polifenolnih spojeva

Za potrebe istrazivanja provedene su ekstrakcije razli€itih dijelova biljke obi¢ne trske. Svaki od
uzoraka, cijela trska, cvijet, stabljika i list, zasebno je ekstrahiran. U ekstrakcijama su kao otapalo
koristene vodene otopine etanola (96 %) volumnog udjela 40 % i 80 % te Cista voda, a tehnike

ekstrakcije ukljucivale su konvencionalnu ekstrakciju i ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima.

3.2.2.1. Konvencionalna ekstrakcija

U tikvicu s okruglim dnom od 100 mL izvagaze se 1,5 g uzorka te se pomijeda s 30 mL otapala
(80 %-tni, 40 %-tni EtOH (v/v), pripremljenog iz 96 %-tnog etanola, ili voda). Zatim se tikvica
postavlja na povratno vodeno hladilo, pri ¢emu je uronjena u uljnu kupelj koja je prethodno
zagrijana na temperaturu ekstrakcije (80 °C). Ekstrakcija se provodila uz kontinuirano mijeSanje.
Nakon 30 minuta ekstrakcije, tikvica se skida s hladila i kratko uranja u hladnu vodu (5 minuta).
Sadrzaj tikvice zatim se filtrira preko Buchnerovog lijevka i Whatman No.1 filter papira, uz pomo¢é
vakuuma. U boci sisaljci izdvaja se filtrat koji se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50

mL te nadopuni do oznake koriStenim otapalom.
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3.2.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima provedena je na uredaju MicroSYNTH (Milestone,
Italija). Kao otapalo u ekstrakciji koristena je otopina 80 %-tnog etanola, a omjer uzorka i otapala
iznosio je 1:20 (w/v). lzvagano je 0,75 g uzorka, u specijalne teflonske tube (epruvete) koje su
dizajnirane za uredaj u kojem se provodila ekstracije te je u njih potpom dodano 15 mL otopine
80 %-tnog etanola. Sama ekstrakcija sastoji se od 3 faze nakon kojih slijedi hladenje, a parametri

ekstrakcije prikazani su u Tablici 1:

Tablica 1. Parametri ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

Faza T;Z{?f’;je Snaga (W) Tem;()f é’)atura Mijesanje vgwé:,‘izlgz:aije
1 3 750 80 da 1
2 3ili 9 250 80 da 1
3 3 0 20 da 3

Pri zavrSetku procesa, ekstrakt je profiltriran kroz filter papir (Whatman No.1) u odmjernu tikvicu
od 25 mL, a talog je dodatno ispran 2 puta u cilju maksimalnog izdvajanja ekstrahiranih bioaktivnih
spojeva iz taloga i opet profiltriran. Na kraju je tikvica napunjena otapalom do oznake. Ekstrakcija

mikrovalovima provedena je u paraleli.

3.2.2.3. Priprema alkoholno-netopljivog ostatka (AIR)

Alkoholno-netopljivi ostataci uzoraka trske dobiveni su uzastopnim ekstrakcijama 80 %-tnim
etanolom, kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.2. Nakon prve ekstrakcije, izdvojeni ¢vrsti
ostatak na Buchnerovom lijevku se ponovo prebaci u tikvicu s okruglim dnom te se doda jednak
volumen otapala kao u prvoj ekstrakciji (30 mL) i ponovi se postupak ekstrakcije. Uzastopne
ekstracije se ponavljaju ukupno 3 puta (prva ekstrakcija + 2 dodatne ekstrakcije) kako bi se
potpuno uklonili topljivi Seceri i slobodni polifenolni. Nakon svake ekstrakcije se dobiveni ekstrak
pripremi u odmjernoj tikvici od 50 mL. Nakon provedenih ekstrakcija, ¢vrsti ostatak (alkoholno-
netopljivi ostak) se susi izmjenom otapala. Materijal se prvo 2 puta uzastopno ispire s 96 %-tnim
etanolom u omjeru 1:3,5 (w/v) (izmedu dva ispiranja, otapalo se odvaja filtracijom na
Blchnerovom lijevku uz pomo¢ vakuuma), a zatim 1 put s acetonom u omjeru 1:2 (w/v), koji se

takoder ukloni filtracijom. Ekstrahirani materijal zatim se susi u digestoru, prekriven stani¢evinom.
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Ukupna ekstrahirana suha tvar odredena je su$enjem alikvota dobivenih ekstrakata do
konstantne mase (poglavlje 3.2.1.). Aluminijske posudice se suSe sa slojem kvarcnog pijeska.
Kao uzorak, pipetira se po 5 mL ekstrakata dobivenih nakon 3 uzastopne ekstrakcije (ukupno 15
mL) te se susi pri 105 °C do postizanja konstantne mase. Postotak ekstraktabilne suhe tvari

izracuna se iz formule [2]:

% ekstraktabilna s.tv.= ﬁ * % * 100 2]
Pri ¢emu je:
m4 - konstantna masa suhog uzorka
Vaig. - volumen pipetiranog alikvota ekstrakata
Vukupno - Ukupni volume ekstrakata
Muzorka - Masa uzorka koridtenog u pripremi ekstrakata.
Ekstraktabilna suha tvar odredena je u duplikatu, a podatak se koristi za preracunavanje rezultata

na masu izvornog uzorka ako je u analitickom postupku kao uzorak koristen AIR.
3.2.3. Alkalna hidroliza alkoholno-netopljivog ostatka

Vezani polifenoli odreduju se iz alkoholno-netopljivog ostatka. Uzork je prethodno usitnjen na
kuglicnom mlinu tijekom 1 min i pri frekvenciji 30" (Cryomill, Retsch (Haan, Njemacka)).
Provedeni postupak ekstrakcije vezanih fenolnih spojeva predstavlja modificirani protokol prema
radu Arruda i suradnika (2018).

Postupak rada:

IzvaZe se priblizno 50 mg uzorka u plasti¢nu Falcon epruvetu te se dodaje redom: 1,25 mL otopine
koja sadrzi 20 mM EDTA i 2 % (w/v) askorbinske kiseline, 250 uL internog standarda (kafeinska
kiselina, 1 mg mL™"), 375 uL destilirane vode i 625 uL 8M NaOH. Epruveta se zatim vorteksira i
postavi na magnetsku mijeSalicu pri sobnoj temperaturi. Nakon dva sata, reakcija se zaustavlja
neutralizacijom smjese tako $to se dodaje 1,5 mL 4M HCI i 1 mL vode. Neutralizirani uzorci
stavljaju se u centrifugu na 9000 o min™, 5 min. Nakon toga, supernatant se odvoji u drugu
epruvetu. Dalje se provodi ekstrakcija na SPE (engl. solid phase extraction) C18 preparativnim
kolonicama, koje je potrebno pripremiti na nacin da se doda 1 mL metanola na vrh kolonice te se
isti propusta kap po kap, a zatim se kolonica na isti nacin ispire s 2 mL demineralizirane vode.

Takve kolonice spremne su nanoSenje uzorka. Alikvot od 1 mL supernatanta nakon alkalne
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hidroliza se nanosi na vrh kolonice i eluira kap po kap. Nakon toga se kolonica ispere s 1 mL
demineralizirane vode. Polifenoli su sada vezani za punilo kolonice, a njihova eluacija provodi se
dodatkom 1 mL metanola te se eluat skuplja u Cistu epruvetu (2 mL). Taj uzorak se uparava do
suhog na rotacijskom vakuum uparivacu. Upareni uzorak se resuspendira u 1 mL otapala 80 %
EtOH te je takav uzorak spreman za HPLC analizu. Osim uzorka, na jednak nacin (alkalna
hidroliza i SPE) je pripremljena i smjesa standarada (t-ferulinska, p-kumarinska kiselina uz interni
standard kafeinske kiseline u istoj koncentraciji kao u uzorku). Alkalna hidroliza uzoraka trske

provedena je u triplikatu.

3.2.4. Karakterizacija bioaktivhog sastava ekstrakata

3.2.4.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im
agensom (polifenolni spojevi). Folin-Ciocalteau reagens (smjesa fosfovolframove i fosfomolibden
kiseline) reagira s fenoksid-ionom iz uzorka prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-
Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframova i molibdenova oksida. Intenzitet
obojenja, izravno proporcionalan udjelu polifenola u uzorku, odredi se spektrofotometrijski pri 765
nm (Singleton i Rossi, 1965).

Priprema uzoraka:

Ukupni polifenoli odredeni su u vodenim i etanolnim ekstraktima cvijeta, stabljike, lista i cijele
biljke obi¢ne trske, Cija je priprema opisana u poglaviju 3.2.2. Prema potrebi, ekstrakti se

razrijeduju prije postavljanja reakcije.

Postupak rada:

U staklene epruvete otpipetira se 3,95 mL demineralizirane vode, 50 pL uzorka, 0,25 mL Folin-
Ciocalteau reagensa (prethodno razrijedenog s vodom u omjeru 1:2 (v/v)), a zatim i 0,75 mL 20
%-tne otopine natrijevog karbonata (Na2CO3). Reakcijska smjesa se homogenizira na vorteksu
i ostavi pri sobnoj temperaturi u mraku tijekom 2 h. Po isteku vremena, izmjeri se apsorbancija
reakcijskih otopina pri 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se priprema na isti nacin

kao i ispitivani uzorci, ali se umjesto uzorka dodaje jednaki volumen demineralizirane vode.

IzraGun rezultata:
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Da bi se mogao odrediti udjel ukupnih polifenola potrebno je izraditi bazdarni pravac za jedan
reprezentativni spoj. U tu svrhu najCeS¢e se koristi galna kiselina, a udjel ukupnih polifenola
izraZzava se kao ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalents - GAE). 1z osnovne otopine
standarda galne kiseline, pripreme se razrjedenja 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 mg L™ te se
ponovi prethodno opisani postupak reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom za svako razrjedenje,
uz slijepu probu. Na temelju poznatih vrijednosti koncentracija galne kiseline i izmjerenih

vrijednosti apsorbancija, konstruira se bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji [3]
y = 0,001 x — 0,0001 [3]

Odredivanje udjela udjela ukupnih polifenola reakcijom s Folin-Ciocalteu metodom provedno je u
duplikatu, a rezultati su izraZeni kao maseni udio (mg GAE gs. ") u uzorku te prikazani kao

srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH radikala (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini. U prisutnosti elektron donora dolazi do sparivanja
elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubi€aste boje otopine u Zutu, 8to se prati

mjerenjem apsorbancije (Brand-Williams i sur., 1995).

Postupak rada:

Potrebno je pripreminiti otopinu DPPH radikala 0,094 mM u metanolu. Apsorbancija takve otopine
mora biti ~ 1, a otopina se mora Cuvati u tikvici omotanoj aluminijskom folijom. Prije mjerenja se
pripremi svjeZa otopina DPPH radikala. U epruvetu se otpipetira 50 L ispitivanog uzorka i doda
se 1,95 mL 0,094 mM otopine DPPH. Po dodatku otopine DPPH pripremljeni uzorci se
vorteksiraju te stavljaju na mracno mjesto (pri sobnoj temperaturi) u trajanju od 30 minuta nakon
Cega se mijeri apsorbancija pri 515 nm . U drugu epruvetu, koja predstavlja slijepu probu, umjesto
uzorka doda se 50 uL metanola te 1,95 mL otopine DPPH. Po potrebi se uzorak razrjeduje prije

analize razrjeduje.

Izraun rezultata:

Iz osnovne otopine standarda Trolox-a (vodeno-topljiv analog vitamina E) koncentracije 1 mM,
pripreme se razriedenja 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM i 0,8 mM te se provede reakcija s DPPH

radikalom u odnosu na slijepu probu. Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih
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vrijednosti koncentracija Trolox-a, konstruira se bazdarni pravac ovisnosti promjene apsorbancije

o koncentraciji [4].

Jednadzba bazdarne krivulje:

y=06x [4]

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom (Trolox-ekvivalentni (TE)
antioksidacijski kapaciteta) provedena je u paraleli. Rezultati su izrazeni kao maseni udio (umol
TE gs v.") ekvivalenata Trolox-a u uzorku te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadajuéom

standardnom devijacijom.

3.2.4.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na “gaSenju” plavo-zelenog 2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kation), koji se formira
kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a. Dodatak antioksidansa iz uzorka rezultira
redukcijom prethodno generiranog ABTS radikala, Sto ovisi o vremenu i mjeri se praéenjem

smanjenja apsorbancije ABTS radikala (Re i sur., 1999).

Postupak rada:

Potrebno je pripremiti otopinu ABTS" radikala na naéin da se pomijeSa 88 uL (140 mM) otopine
kalijevog peroksodisulfata s otopinom ABTS-a (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Reakcija se
provodi pri sobnoj termperaturi, u mraku, tijekom 12-16 h kako bi ABTS u potpunosti oksidirao.
Prije same analize otopina se razrijedi na 1% (v/v) otopinu s 96%-tnim etanolom, a apsorbancija

tako pripremljene otopine treba iznositi 0,70 £ 0,02. U epruvetu se otpipetira 20 yL ekstrakta i 2

mL otopine ABTS” radikala. te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon to¢no 6 minuta trajanja
reakcije u mraku. Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se

priprema tako da se umjesto uzorka, 20 yL vode pomijeSa s istom koli¢inom reagensa.

Izraun rezultata:

Izraun rezultata provodi se analogno DPPH metodi, koristenjem Trolox-a kao standarda. Pritom,

jednadzba bazdarnog pravca za ABTS metodu glasi [5]:

y =0,3115x [5]

27



Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom (Trolox-ekvivalentni (TE)
antioksidacijski kapaciteta) provedena je u paraleli. Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (umol
TE gs v.") ekvivalenata Trolox-a u uzorku te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadajuéom

standardnom devijacijom.

3.2.4.4. Odredivanje udjela slobodnih i vezanih polifenola primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC-DAD)

Pojedinacni slobodni i vezani polifenoli identificirani su i kvantificirani tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) s DAD detektorom. KoriStena je analititka HPLC
kolona Kinetex 2,6 um Biphenyl 100 A (4,6 x 150 mm). Uzorci (ekstrakti) su prije injektiranja (5
pL) profiltrirani kroz mikrofiltere u HPLC viale. Eluacija je provedena dvokomponentnom
mobilnom fazom (A - 0,1% mravlja kiselina u vodi, B - 0,1% mravlja kiselina u acetonitrilu) u
gradijentu: 0. min - 10 % B, 2. min - 10 % B 17. min - 45 % B, 20. min - 70 % B, 23. min - 70 %
B, 25. min - 10 % B, 5 min postrun, uz protok 0,5 mL/min. Temperature kolone iznosila je 35 °C.
Eluat je sniman pri 320, 350 i 370 nm (DAD).

Identifikacija odabranih polifenolnih spojeva provedena je usporedbom retencijskog vremena
izdvojenih pikova s retencijskim vremenima HPLC standarda te usporedbom apsorpcijskih
spektara istih snimljenih u valnom podrucju 190- 400 nm. Kvantifikacija je provedena koriStenjem
odgovaraju¢ih bazdarnih pravaca (Tablica 2). Prikupljanje i obrada podataka provedeni su
aplikacijom OpenLAB CDS ChemStation (v. C.01.10) (Agilent Technologies), a rezultati su
dodatno obradeni u programu Microsoft Office Excel. Rezultati udjela pojedinacnih slobodnih i
vezanih polifenola izraZeni su kao maseni udjel (Ug gsw.') U suhoj tvari po&etnog uzorka te

prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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Tablica 2. Jednadzbe bazdarnih pravaca za pojedina¢ne slobodne i vezane polifenolne spojeve

odredivane u uzorcima biljke obicne trske

Jednadzba bazdarnog pravca

K tracii dVaII_l_wa Vrsta i
. . oncentracija uljina . . . ii
Naziv spoja (ug mL") detekcije ~ Bez internog S internim R aaalis
Ha / standarda standardom il |
(nm) standarda
(g mL"")
. ) y=15,291x+6,1168 ) )
Rutin 1-100 350 R?=0,9999
, ) y=40,781x-17,467 ) )
Kvercetin 1-100 370 R? = 0.9999
Kvercetin-3-
glukozid 350
t-ferulinska " y=1,0065x+0,0041 Kafeinska
kiselina 02-20 320 ) R2=0,9947 kiselina, 50
p-kumarinska . ) y=1,1626x+0,0179 Kafeinska
kiselina 02-20 320 R2=0,9993 kiselina, 50

*relativna koncentracija s obzirom na koncentraciju internog standarda

3.2.5. Karakterizacija ugljikohidratne frakcije

3.2.5.1. Odredivanje udjela vlakana

Udjel netopljivih i topljivin vlakana odreden je integriranom enzimsko-gravimetrijskom metodom
AOAC 2011.25, uz pomoc seta za odredivanje ukupnih vlakana (K-INTDF, Megazyme, Irska).
Enzimska hidroliza biljnog materijala provodi se termostabilnom alfa-amilazom,
amiloglukozidazom i proteazom pri definiranim uvjetima. Udjeli netopljivih vlakana i topljivih
vlakana kvantificiraju se gravimetrijski nakon filtracije, a naknadno se analiziraju udjeli proteina i
mineralnog ostatka u svrhu korekcije rezultata. Detaljno opisan protokol po kojem je provedena

metoda dio je komercijalnog seta.

Postupak rada:

Enzimska digestija

Uzorak cijele trske je prethodno usitnjen na kuglic(nom mlinu (Cryomill, Retsch (Haan,
Njemacka)). Potrebno je izvagati 1,000 £ 0,005 g usitnjenog uzorka u laboratorijske boce od 250

ml, nakon €ega se uzorak navlazi s 1 mL etanola (96 %-tni) te se doda 40 mL 50 mM maleat-
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pufera (pH 6,0) koji sadrzi pankreasnu a-amilazu i amiloglukozidazu. Uzorci se inkubiraju 16 h pri
37 °C uz kontinuirano mijeSanje. Dodatkom 3 mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine (konacni pH ~
8,2) te zagrijavanjem reakcijske smjese u vodenoj kupelji pri 95-100 °C tijekom 20 minuta, dolazi
do zaustavljanja enzimske hidrolize. Potom se uzorci ohlade na 60 °C te se dodaje 100 uL otopine
proteaze. Nakon toga slijedi inkubacija uzoraka na 60 °C tijekom 30 minuta, uz mijeSanje.
Enzimska reakcija zaustavlja se dodavanjem 4 mL 2 M octene kiseline (konacni pH ~ 4,3). Na

kraju se dodaje 1 mL otopine sorbitola (100 mg/mL) koji sluzi kao interni standard.

Odredivanje udjela netopljivih viakana (IDF)

Nakon provedene enzimske digestije, uzorci se kvantitativno filtriraju uz pomo¢ vakuuma na
prethodno pripremljenim sinter lonci¢ima. Zaostali talog na sinter lonci¢u ispire se 78 %-tnim
etanolom, a zatim i 96 %-tnim etanola i acetonom (po 15 mL svako otapalo) te se susi u digestoru,
a zatim i u suSioniku pri 105 °C, do konstantne mase. Filtrat se nadopunjava vodom do 70 mL te

se koristi za odredivanje topljivih viakana.

Odredivanje udjela topljivih vlakana (SDF)

Sakupljeni filtrat iz prethodne faze (70 mL), potrebno je zagrijati na 60 °C, a zatim se u njega
dodaje 4 puta veci volumen 96 %-tnog zagrijanog etanola, uz intenzivno mijeSanje. Uzorak se
zatim ostavi stajati na sobnoj temperaturi 60 minuta. Istalozena topljiva vlakana se potom

kvantitativno filtriraju jednako kao i netopljiva vlakna, ispiru i suSe do konstantne mase.

Odredivanje udjela topljivih vlakana male molekulske mase (SDFS)

Topljiva vlakna male molekulske mase odreduju se u filtratu preostalom nakon filtracije
precipitiranih topljivih vliakana velike molekulske mase (precipitacija etanolom). Proveden je
modificiran postupak prema McClearyju i suradnicima (2012). Polovica volumena filtrata
(problizno 175 mL) se upari do suhoga pomocu rotacijskog vakuum uparivac¢a, a zatim se suhi
talog resuspendira u 5 mL demineralizirane vode. Alikvot 1 mL se pomijeSa s prethodno ispranim
smolama Amberlite i Ambersep pomijeSanima u omjeru 1:1 (ukupno 4 g), u laboratorijskoj ¢asici.
Doda se takoder i 10 mL demineralizirane vode te se sadrZaj mijeSa tijekom 10 min na magnetskoj
mjesalici, a nakon toga se profiltrira preko filter papira Whatman 1 u tikvicu s okruglim dnom.
Filtrat se upari do suhoga, a talog se resuspendira u 1 mL demineralizirane vode, mikrofiltrira i
analizira HPLC-RID metodom.
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HPLC-RID analiza topljivih viakana male molekulske mase

KoriSten je kromatografski sustav Agilent 1200 Series i kromatografska kolona Agilent Hi-PlexCa
(7,7 x 300 mm, 8 um). Mobilnu fazu Cinila je demineralizirana voda. Uzorak je injektiran u
volumenu od 10 L, a eluacija je provedena izokratno, uz protok mobilne faze od 0,6 mL min™.
Temperatura kolone iznosila je 80 °C, a detektora 40 °C. Na kromatogramima uzoraka izuzme se
ukupna povrsina pikova koji eliuraju prije retencije karakteristicne za disaharid maltozu (odredi se
analizom uzorka (Retention Time Standard koji je sastavni dio enzimskog seta). Koncentracija
topljivih vlakana male molekulske mase izraCuna se pomocu internog standarda sorbitola (iz
njegove poznate dodane koncentracije u uzorak i izraCunatog faktora odziva za glukozu).

Odredivanje topljivih vlakana male molekulske mase provedeno je u duplikatu.

Izraun rezultata:

Masa netopljivih (NV) i topljivih (TV) vlakana odreduje se iz razlike konstantne mase sinter lonci¢a
prije i nakon filtracije. Udio vlakana odreduje se s obzirom na po¢etnu masu uzorka (ili masu suhe
tvari) kojom je zapoCeta enzimska hidroliza. Dobiveni udio potrebno je korigirati s obzirom na udio

proteina i pepela u uzorcima netopljivih i topljivih vlakana.

Analize netopljivih i topljivih vlakana napravljene su u 4 paralele, a korekcijske analize napravljene
su u duplikatu. Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (%) topljivih i netopljivih vlakana u sirovoj
ugljikohidratnoj frakciji i prikazani kao srednje vrijednosti s pripadajuéom standardnom

devijacijom.
3.2.5.1.1. Odredivanje udjela proteina

Udjel proteina odreduje se prema metodi po Kjeldahl-u, poluautomatiziranim postupkom. Metoda

se odvija se u tri koraka (Padmore, 1990b).

Postupak rada:

Mineralizacija

U Kjeldahl kivete kvantitativho se prenese uzorak netopljivih ili topljivih vlakana sa sinter lonc€ica
te se doda 5 g tabletiranog katalizatora (Kjeldahl tablete) i 12 mL koncentrirane sumporne
kiseline. Slijepa proba sadrzi samo katalizator i sumpornu kiselinu. Epruvete se postavljaju u

digestijsku jedinicu se se provodi mineralizacija uzoraka pri visokoj temperaturi. Mineralizacija je
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gotova kada tekucina u kivetama postane bistra i svijetlozelene boje bez crnih Cestica, a stijenke
kiveta su potpuno Ciste. Epruvete se ostave hladiti do sobne temperature te se u svaku epruvetu

potom doda 80 mL destilirane vode.

Alkalizacija i destilacija

Destilacija se odvija u Kjeltec sustavu u koji se stavlja kiveta s mineraliziranim razrijedenim
uzorkom. Dodatkom otopine natrijeve luzine (NaOH, 40% w/v, 70 mL) i vodene pare, osloboda
se amonijak koji se predestilira (tijekom 4min) u otopinu borne kiseline s indikatorima (25 mL) u

Erlenmeyerovoj tikvici koja poprima zelenu boju.

Titracija

Bireta se napuni s 0,1 M HCIl-om te se titrira sadrzaj Erlenmeyer tikvice nakon destilacije. U
zavrsnoj tocki titracije boja otopine postane blijedo ruzi€asta. Isti postupak provodi se i za slijepu

probu.

Izraun rezultata:

UtroSak kloridne kiseline za titraciju preracunava se na udjel oslobodenog duSika u uzorku [6], a
potom se udjel duSika u uzorku putem prikladnih korekcijskih faktora preracunava na udjel
proteina u uzorku [2]. Korekcijski faktori mogu se razlikovati ovisno o uzorcima i prisutnosti
neproteinskog dusika u istima.

_ (V=Vg) *c (HCl)* 14,007 * 100

% N = [6]

m (uzorak)

% proteina=%N*F [7]
gdje je:
V - volumen HCl-a utro$en za titraciju uzorka (mL)
Vs - volumen HCl-a utroSen za titraciju slijepe probe (mL)
¢ - molaritet kiseline (mol/L)
m - masa uzorka (g)
F - faktor za preraCunavanje duSika u proteine (6,25)
Odredivanje udjela proteina u netopljijvim i topljivim vlaknima uzorka trske provedeno je u

duplikatu te je podatak koriSten za korekciju rezultata udjela netopljivih i topljivih viakana.

3.2.5.1.2. Odredivanje udjela pepela
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Udio pepela u netopljivim i topljivim vlaknima uzorka cijele trske odreden je suhom
mineralizacijom u mufolnoj peci te gravimetrijskom kvantifikacijom dobivenog ostatka (Padmore,
1990c).

Postupak rada:

Sinter lonci¢i s netopljivim i topljivim vlaknima se stave u hladnu mufolnu pe¢. Pe¢ se podesi na
550 °C i ukljuci. Spaljivanje uzoraka provodi se tijekom 6 h, mjereci otkad je postignuta zadana
temperatura. Nakon spaljivanja, loncici se postupno hlade u peci te se izvade u eksikator kada
se dosegne temperatura priblizno 130 °C, u kojem se zatim ohlade do sobne temperature.
Ohladeni longi¢i s pepelom se vazu. Udio pepela u uzorku izracuna se iz razlike mase longi¢a s
uzorkom i poznate mase praznog lonCica te se koristi za korekciju udjela netopljivih i topljivih

vlakana u uzorku.

3.2.5.2. Odredivanje monomernog sastava strukturnih ugljikohidrata

3.2.5.2.1. Kiselinska hidroliza

Hidrolizom u kiselom mediju i pri poviSenoj temepraturi dolazi do oslobadanja monomernih Secera
koji €ine polisaharide stanine stijenke materijala, koji se onda odreduju prikladnim
instrumentalnim metodama. U ovome istraZivanju provedena su 2 nacina hidrolize - sa ili bez
prethodne predhidrolize. U staklene epruvete s Cepovima na navoj odvaze se 2512 mg
polisaharidnog uzorka, odnosno alkoholno-netopljivog ostatka (priprema opisana u poglavlju
3.2.2.3.). Zatim se dodaje 250 pL 72 %-tne v/v sumporne kiseline te se uzorak homogenizira u
kiselini pomocu staklenog Sapica tijekom 30 min i pri sobnoj temperaturi. Homogenizacija s jakom
mineralnom kiselinom, odnosno predhidroliza, omogucuje naruSavanje visokoorganiziranih
polisaharidnih struktura staniCne stijenke te njihovu uspjesSniju potpunu hidrolizu u daljnjim
koracima. Nakon predhidrolize, kiselina se razrieduje do koncentracije 1 M, dodatkom 2,25 mL
demineralizirane vode te 0,5 mL internog standarda riboze (vodena otopina, 2,4 mg mL™"). Uzorci
se potom vorteksiraju, izvade se stakleni Stapici, epruvete se zaCepe i postave u prethodno
zagrijani termoblok (100 °C) na daljnju hidrolizu. Hidroliza se provodi daljnjih 2 h (ukoliko je
nastavak na predhidrolizu), a postupak pripreme uzorka je istovjetan kao i za predhidrolizu, osim
Sto se kiselina dodaje zadnja. Po zavrSetku hidrolize, uzorci se kratko ohlade u hladnoj vodi te
zatim i centrifugiraju (3000 rpm, 5 min, sobna temp.). Izuzme se 1 mL bistrog supernatanta u

plasticnu Falcon epruvetu u koji se postupno dodaje 0,11 g praskastog kalcijevog karbonata u
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svrhu neutralizacije. Uzorci se zatim ponovno centrifugiraju (9000 rpm, 10 min, sobna temp.) te
se provjeri pH supernatanta pomoc¢u pH indikatorskih trakica (pH 6-7). lzuzme se 200 uL

neutralnog hidrolizata za daljnje analize.

3.2.5.2.2. Derivatizacija monosaharida 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (PMP)
reagensom

U Eppendorf epruvete od 2 mL otpipetira se 50 uL neutraliziranog hidrolizata te se dodaje 50 pL
0,6 M otopine natrijevog hidroksida, vorteksira, a zatim se doda i 100 pyL 0,5 M metanolne otopine
PMP reagensa te ponovno promijeSa na vorteksu. Epruvete se dobro zacepe te postave u kupelj
prethodno zagrijanu na 70 °C. Reakcija derivatizacije odvija se tijekom 60 min, uz povremeno
vorteksiranje uzoraka. Po zavrSetku derivatizacije, uzorci se kratko ohlade u hladnoj vodi te se
neutraliziraju dodatkom 120 yL 0,3 M otopine klorovodi¢ne kiseline i dopune s 680 uL vode.
Otopini se izmjeri pH (4-6) pomoc¢u pH indikatorskih trakica. SuviSak PMP reagensa uklanja se
uzastopnim (ukupno 3) ekstrakcijama s klorformom, koji se dodaje u omjeru 1:0,5 (v:v). Svaka
ekstrakcija provodi se najmanje 30 sekundi intenzivnim mijeSanjem na vorteksu, nakon ¢ega se
faze odijele kratkim centrifugiranjem. PaZljivo se izdvoji gornji vodeni sloj u kojem se nalaze PMP-

derivati monosaharida.

3.2.5.2.3. Analiza PMP derivata tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC-DAD)

Analiza PMP derivata provodena je tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
uz DAD detektor (engl. diode array detector). KoriStena je kromatografska kolona Zorbax Extend
C18 (4,6 x 250 mm, 5 ym), a mobilna faza sastojala se od 2 komponente: A- 100 mM Na-fosfatni
pufer, pH 8,0 i B- 100 % acetonitril. Uzorak se injektirao u volumenu od 10 pL, a eluacija je
provedena gradijentno, uz protok mobilne faze od 1 mL min™, temperatura kolone iznosila je 25
°C. Kromatogrami su snimljeni pri 245 nm. Prije same analize uzorci su profiltrirani kroz
mikrofiltere. Identifikacija spojeva provedena je usporedbom retencijskog vremena izdvojenih
pikova s retencijskim vremenima analitickin standarda, a kvantifikacija je provedena
odgovarajuéim bazdarnim pravcima (Tablica 3). Za izradu bazdarnih pravaca, pripremljena je
smjesa standarada monomernih Secera koja je takoder podvrgnuta kiselinskoj hidrolizi (2 h, bez

predhidrolize) te neutralizaciji, PMP derivatizaciji i analizi kako je opisano.
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Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca za PMP-derivate monomernih Secera

Naziv spoja Jednadzba bazdarnog pravca Koncentracijski raspon*
Arabinoza y=1,1842x-0,0155, R?*=0,9985 0,1-1
Fukoza y=0,9309x-0,0151, R?*=0,9986 0,1-1
Galaktoza y=0,996x-0,0178, R?=0,9980 0,1-1
Glukoza y=0,7948x+0,0041, R?>=0,9987 0,1-1
Ksiloza y=1,024x-0,0076, R?=0,9987 0,1-1
Manoza y=0,8434x-0,0006, R*=0,9984 0,1-1
Ramnoza y=0,8904x-0,0072, R?>=0,9991 0,1-1
Glukuronska kiselina y=0,724x-0,00007, R?*=0,9991 0,1-1
Galakturonska kiselina y=0,7463x-0,0006, R?>=0,9991 0,1-1

*u odnosu na interni standard riboze u koncentraciji 400 ug mL™

3.2.5.3. Odredivanje udjela nestrukturnih ugljikohidrata

Analiza nestrukturnih ugljikohidrata provodena je tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC) uz RI detektor (engl. refractive index detector). Koristen je kromatografski
sustav Agilent 1200 Series i kromatografska kolona Agilent Hi-PlexCa (7,7 x 300 mm, 8 uym).
Parametri analize opisani su u poglavlju 3.2.5.1. (jednaki kao i za analizu topljivih vlakana male
molekulske mase). Prije analize uzorci su pripremljeni na nacin da je alikvot od 5 mL 80 %-tnog
etanolnog ekstrakta uparen do otprilike 1 mL pomocu rotacijskog vakuum uparivaca (u svrhu
uklanjanja etanola), a zatim je upareni uzorak kvantitatino prenesen u odmjernu tikvicu od 5 mL i
nadopunjen demineraliziranom vodom. Tako pripremljen uzorak je profiltriran kroz mikrofilter (RC,
0,2 um). Identifikacija spojeva provedena je usporedbom retencijskog vremena pikova na
kromatogramima uzoraka s retencijskim vremenima analitickih standarda, a kvantifikacija je
provedena odgovaraju¢im bazdarnim pravcima (Tablica 4). Analiza nestrukturnih ugljikohidrata

provedena je u duplikatu.

Tablica 4. Jednadzbe bazdarnih pravaca nestrukturnih ugljikohidrata

Naziv spoja Jednadzba bazdarnog pravca
Glukoza y=172020x-3534,2, R?=0,9970
Fruktoza y=152109x-865,13, R?=0,9989
Maltoza y=156256x+71,051, R?*=0,9999
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3.2.6. Obrada podataka

Svi rezultati u radu prikazani su kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom,
Sto je izraCunato pomoc¢u programa Microsoft Excel (IBM, SAD). Obrada kromatograma i
spektralnih podataka za odabrane pikove omogucena je OpenLAB Chemstation programom
(Agilent Technologies, SAD).

4. REZULTATI | RASPRAVA

Biljka obi¢ne trske smatra se potencijalno vrijednom sirovinom, a glavna prednost joj je
dostupnost u velikoj koli¢ini, moguénost uzgoja na razli€itim podrucjima te niska cijena. U svrhu
istrazivanja mogucnosti valorizacije lignocelulozne sirovine obicne trske, ovaj rad bio je usmjeren
na karakterizaciju polifenolne i ugljikohidratne frakcije. U tom smislu, istrazen je polifenolni sastav
obi¢ne trske i dijelova biljke - cvijeta, lista i stabljike, odredivanjem ukupnih i pojedinacnih
slobodnih i vezanih polifenolnih spojeva te antioksidacijskog kapaciteta sirovine. Pritom su
istrazene mogucnosti konvencionalne ekstrakcije, a zatim i u€inkovitost mikrovalne ekstrakcije s
najpogodnijm otapalom. Ugljikohidratna frakcija karakterizirana je s obzirom na udio vlakana te

monomerni sastav polisaharida staniCne stijenke.

4.1. BIOAKTIVNI SASTAV OBICNE TRSKE

Ekstrakti obi¢ne trske i njezinih dijelova pripremljeni su konvencionalnom ekstrakcijom uz
mijeSanje i zagrijavanje (80 °C) i primjenom 3 otapala koja su se razlikovala s obzirom na
koncentraciju etanola - 80 % (v/v), 40 % (v/v) i Cista demineratlizirana voda (0 % etoh). U
dobivenim ekstraktima odreden je udio ukupnih polifenola reakcijom s Folin-Ciocalteu reagensom
i Trolox-ekvivalentni antioksidacijski kapacitet dvjema metodama - ABTS i DPPH. Osim
konvencionalne, provedena je mikrovalna ekstrakcia (MAE - engl. microwave-assisted
extraction) s 80 %-tnim etanolom i pritom je usporedeno vrijeme ekstrakcije od 3 i 9 min uz stalne
parametre konac¢ne temperature i snage mikrovalova. U MAE ekstraktima takoder je odreden udio
ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet. Osim karakterizacije spektrofotometrijskim
metodama, u svim ekstraktima odredeni su i udjeli pojedinacnih polifenola, sukladno dostupnim
standardima, HPLC-DAD metodom.

4.1.1. Udio ukupnih polifenola

Udjeli ukupnih polifenola obi¢ne trske i dijelova biljke, prikazani su na Slici 7.
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Slika 7. Udio ukupnih polifenola (mg GAE g'1 uzorka) u vodenim i etanolnim ekstraktima obi¢ne

trske i njezinih dijelova

Medu analiziranim uzorcima podvrgnutim konvencionalnoj ekstrakciji, najve¢i udjel ukupnih
polifenola, odreden je listu obi¢ne trske, a slijede cijela trska, cvijet trske i stabljika trske s
najmanjim udjelom. S obzirom na ekstrakcijsko otapalo, opcenito se moze zakljuciti da ekstrakciji
ukupnih polifenola iz obi¢ne trske pogoduje povec¢an udio etanola u ekstrakcijskom otapalu, a
pritom povecéanje koncentracije etanola od 40 do 80 % nije utjecalo na povecanje ekstrakcijske
ucinkovitosti (u smislu koncentracije izdvojenih poliefnola u istom vremenu). S druge strane,
promjenom Ciste vode kao otapala udio ukupnih polifenola se smanijio, priblizno 2 puta u uzorcima
cijele trske i cvijeta trske i priblizno 25 % u uzorcima lista i stabljike. 1z navedenog se moze
zakljugiti da ekstrakciji polifenolnih spojeva iz biljke obi¢ne trske pogoduje smanjenje polarnosti
otapala, to je postignuto povecanjem koncentracije etanola. Etanol ima GRAS (engl. Generally
Recognized As Safe) status i njegova primjena kao ekstrakcijskog otapala je favorizirana u
odnosu na, primjerice, metanol, koji se takoder koristi u istrazivanjima ekstrakcije polifenola iz
biljnih materijala s obzirom na sli€nu polarnost. Od svih analiziranih uzoraka, najveci udio ukupnih
polifenola odreden je u ekstraktu lista obi¢ne trske otopinom etanola volumnog udjela 40 % (15,10
+ 0,59 mg GAE g"' uzorka), dok je najmanji udjel ukupnih polifenola utvrden kod vodenog
ekstrakta stabljike obi¢ne trske (3,21 + 0,65 mg GAE g™ uzorka). Dobiveni rezultati upuéuju na to
da je otopina etanola volumnog udjela 40 % optimalna za izdvajanje polifenola iz uzorka trske.

Unuofin i suradnici (2024) odredili su sadrzaj ukupnih polifenola u vodenom ekstraktu liS¢a biljke
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obiéne trske, 39,17 + 0,65 mg GAE g uzorka. U istraZivanju koje su proveli Sohaib i suradnici
(2022) u etanolnim ekstraktima izdanaka biljke obi¢ne trske odreden je udio ukupnih polifenolnih
spojeva od 131,08 + 3,10 mg GAE g uzorka. Takav udio polifenola puno je veéi od onih koji su
dobiveni u ovom istrazivanju u bilo kojem od uzoraka, no to nije iznenadujuce zbog velikog broja
varijabli koje mogu utjecati na polifenolni sastav od samog tla, lokacije i stanista biljke, do razli€itih
dijelova koji se ekstrahiraju te nacina pripreme uzorka i samog postupka ekstrakcije. Song i
suradnici (2024) istrazivali su promjenu polifenolnog sastava kao odgovor na uvjete u kojima raste
biljka obi¢ne trske te su dosli do zaklju¢ka da slanost tla uvelike utjeCe na sastav. Mikrovalna
ekstrakcija provedena je u uzorcima lista i cijele bilike obi¢ne trske, uz razli¢itim vremensko
trajanje te s otapalom 80 % EtOH. U uzorku lista (3 min MV: 10,40 mg GAE g uzorka; 9 min MV:
11,27 mg GAE g uzorka) potvrden je veci udio ukupnih polifenola u odnosu na uzorak cijele
biljke obi¢ne trske (3 min MV: 7,92 mg GAE g™ uzorka; 9 min MV: 8,06 mg GAE g™ uzorka). Ako
gledamo duljinu trajanja ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, iz dobivenih rezultata vidljivo
je dajeikod jednog i kod drugog uzorka doSlo do blagog povec¢anja ukupnih polifenola pri duljem
trajanju  ekstrakcije. Kada usporedimo ekstrakcije potpomognute mikrovalovima s
konvencionalnom, vidljivo je da je u sluCaju konvencionalne ekstrakcije dobiven viSi udio
polifenola i kod uzorka lista i kod cijele biljke obi¢ne trske. 1z toga je moguce zakljuciti da duljina
trajanja ekstrakcije potpomognute mikrovalovima nema zna€ajnog utjecaja na povecanje
koncentracije ukupnih polifenola u uzorcima, a konvencionalna ekstrakcija je u ovom slucaju bila
uCinkovitija i omogucila je izdvajanje vece koncentracije ukupnih polifenola. Milani i suradnici
(2020) usporedivali su ucinkovitost mikrovalne ekstrakcije u odnosu na konvencionalnu pri
ekstrakciji polifenola iz izdanaka bambusa Phyllostachys pubescens koji dolazi pripada porodici
Poacecae kao i obicna trska. Prilikom ekstrakcije varirani su vrijeme ekstrakcije, temperatura i
omjer Cvrsto/tekuce, a ukupni udio polifenola dobiven pri optimalnim uvjetima mikrovalne
ekstrakcije (4 min na 105 °C s omjerom 6,25 mg/mL) bio je oko osam puta veéi od onoga
dobivenog konvencionalnim metoda ekstrakcije. S obzirom na rezultate dobivene u ovom radu,
konvencionalna ekstrakcija pokazala se boljom, a uz to je i financijski prihvatljivija te lakSa za
optimizaciju iako iziskuje vise vremena za provodenje. Moguce je da dobiveni rezultati za
ekstrakciju uz pomo¢ mikrovalova nisu dali maksimalne vrijednosti jer nije provedena optimizacija
takve metode. Stoga bi, za daljnja istrazivanja i potpuno pouzdane rezultate, to bilo potrebno

napraviti.
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4.1.2. Antioksidacijski kapacitet

Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u vodenim i etanolnim ekstraktima obiéne trske
prikazani su na Slikama 8 i 9. Sukladno najve¢im udjelima ukupnih polifenola, najveci
antioksidacijski kapacitet odreden je u listu trske (ABTS 44,27 + 3,53 umol Trolox g uzorka i
DPPH 57,36 + 3,34 umol Trolox g uzorka), podjednako u 40 % i 80 % etnolnom ekstraktu.
Najmanii antioksidacijski kapacitet ABTS 11,58 + 2,53 umol Trolox g uzorka i DPPH 6,02 + 1,08
umol Trolox g uzorka) odreden je u vodenom ekstraktu stabljike obicne trske.

e I
I
I
H20

80 % etoh 40 % etoh

60

N W B O
o o o o

pumol TroloX gyuzorka

N
o

o

3 min 9 min

konvencionalna ekstrakcija mikrovalna ekstrakcija

mcijelatrska wmlisttrske = cvijet trske stabljika trske

Slika 8. Antioksidacijski kapacitet (umol Trolox g uzorka) vodenih i etanolnih ekstrakata obicne
trske i njezinih dijelova odreden ABTS metodom
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Slika 9. Antioksidacijski kapacitet (umol Trolox g uzorka) vodenih i etanolnih ekstrakata obicne

trske i njezinih dijelova odreden DPPH metodom

Nakon provedene ekstrakcije uz pomo¢ mikrovalova u trajanju od 3 i 9 minuta na uzorcima lista i
cijele biljke obi¢ne trske uz otapalo 80 %-tnog etanola, veéi antioksidacijski kapacitet dobiven je
za uzorke lista podvrgnute ekstrakciji uz pomo¢ mikrovalova u trajanju od 3 minute, nego u
trajanju od 9 minuta. No, razlika je vrlo mala pa mozemo reéi da su dobivene otprilike jednake
vrijednosti za ta dva uzorka. Ako takav nacin ekstrakcije usporedimo s konvencionalnom,
konvencionalna ekstrakcija je pokazala veci antioksidacijski kapacitet u uzorcima lista obicne
trske uz DPPH metodu, a ABTS metoda je pokazala vrlo sli¢ne rezultate. U uzorku cijele biljke
obi¢ne trske veci antioksidacijski kapacitet za reakciju u trajanju od 3 minute dobiven je DPPH
metodom (28,33 pmol Trolox g uzorka), u usporedbi s ABTS metodom (26,70 umol Trolox g™
uzorka) za isto trajanje reakcije, dok je za reakciju u trajanju od 9 minuta obrnuto. Takve razlike i
odstupanja u rezultatima mogu se pripisati ljudskoj pogresci tijekom provodenja metode te
drugadijim reakcijama izmedu slobodnih radikala i antioksidansa u uzorcima, $to ovisi o strukturi
odnosno vrsti polifenola. Za neke uzorke pokazala se manja nedosljednost izmedu
antioksidacijskog kapaciteta i udjela ukupnih polifenola, a zbog bliskih srednjih vrijednosti,
mogucnosti interferencije drugih spojeva osim polifenola u samim metodama i osjetljivosti
pojedine metode s obzirom na zastupljene polifenolne spojeve u sktraktu, ove razlike mogu se
pripisati eksperimentalnoj pogresci (Sanchez-Rangel i sur., 2013). Ipak, za vecinu ekstrakata
poredak vrijednosti antioksidacijskih kapaciteta podudara se s poretkom vrijednosti prema udjelu

ukupnih polifenola.
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4.1.3. Udio pojedinacnih slobodnih polifenolnih spojeva

Kromatogrami uzoraka trske analizirani HPLC-DAD metodom s prikazom pikova slobodnih
polifenolnih spojeva prikazani su na Slici 10 a-d.
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Slika 10. Kromatogrami 80 % etanolnog ekstrakta (konvencionalna ekstrakcija) obi¢ne trske (b),
lista trske (b), cvijeta trske (c) i stabljike trske (d)

Na kromatogramima ekstrakata obi¢ne trske i njezinih dijelova, vidljivo je 10-ak pikova, od kojih

5 dominira s obzirom na ukupnu povrSinu. Medu njima identificirani su rutin i kvercetin-3-glukozid,
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a takoder je identificiran i kvercetin aglikon, medutim s malom relativnom povr§inom u odnosu na
dominantne pikove (Slika 10).

Od ostalih dominantnih neidentificiranih pikova, koji odgovaraju retencijskom vremenima 11,5
(P1) min, 12,1 min (P2), 13,8 min (P3), 14,4 min (P4) i 15,3 min (P5), uvidom u karakteristicne
apsorpcijske spektre u podrucju 190-450 nm (Prilog 1), indicirano je da ovi spojevi pripadaju
skupini flavonoida (Taniguchi i sur., 2023). S obzirom na veliku slicnost spektara P3, P4 i P5 sa
spektrima rutina i kvercetin-3-glukozida, mozZe se pretpostaviti da se radi o nekim drugim
kvercetinskim glikozidima ili pak glikozidima drugih flavonola. Neidentificirani pikovi P1 i P2 imaju
pak medusobno identi¢an spektar, razli¢it od ostalih neidentificiranih pikova (a time i rutina i
kvercetin-3-glukozida), a s obzirom na podatke dostupne u literaturi, postoji moguénost da se radi
o C-glikozidima flavonola (Nawar i sur., 1980). Spojevi koji su uspjesno identificirani, takoder su i
kvantitativho odredeni, a rezultati udjela prikazani su u Tablici 5. Usporedbom svih uzoraka, moze
se opcenito zakljuciti da je list najbogatiji identificiranim spojevima, a konvencionalna ekstrakcije
se opet pokazala ucinkovitjom u odnosu na ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima. Ovi

rezultati sukladni su udjelima ukupnih polifenola.

Tablica 5. Udjel pojedinac¢nih polifenolnih spojeva u ekstraktima obi¢ne trske

Polifenolni spoj (mg g-1 s.tv.)

Dio trske Ekstrakcija Otapalo / vrijeme . Kvercetin-3- _
Kvercetin . Rutin
glukozid
80 % EtOH 0,038 + 0,003 0,909 £ 0,075 0,660 + 0,010
i konvencionalna 40 % EtOH 0,049 + 0,003 0,932 £ 0,019 0,658 + 0,008
o HO S 02740036  0,333£0,023
MAE 3 min 0,024 + 0,000 0,776 + 0,126 0,547 + 0,088
9 min 0,026 + 0,004 0,831 + 0,063 0,585 + 0,050
80 % EtOH 0,047 + 0,003 1,559 + 0,020 1,173 £ 0,027
konvencionalna 40 % EtOH 0,048 £ 0,004 1,657 £ 0,044 1,113 £ 0,043
st HO ! 0562+0,063 06470016 _
MAE 3 min 0,032 + 0,008 1,425 £ 0,308 0,927 + 0,202
9 min 0,026 + 0,007 1,629 £ 0,039 1,050 £ 0,022
80 % EtOH 0,160 + 0,017 0,984 + 0,065 0,590 + 0,023
Cvijet konvencionalna 40 % EtOH 0,151 £ 0,015 0,791 £ 0,078 0,401 £0,120
H20 - 0,140 + 0,075 0,175+ 0,077
= 80 % EtOH - 0,038 + 0,005 0,053 + 0,005
:@ g konvencionalna 40 % EtOH - 0,036 + 0,004 0,054 + 0,000
@ H20 - - 0,038 + 0,016
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Najmanja koncentracija identificiranih flavonoida pronadena je u stabljici obi¢ne trske. Iz tablice
4 je vidljivo da izdvajanju kvercetina pogoduje manja polarnost otapala te su najvisi udjeli odredeni
u etanolnim ekstraktima, dok u vodenim uopce nije detektiran. Nepolarna priroda kvercetina
vidljiva je i iz kasnije eluacije tijekom HPLC analize kada u mobilnoj fazi ima viSe organskog
modifikatora. NajviSa koncentracija kvercetina dodreden je u uzorku cvijeta trske (konvencionalna
ekastrakcija, 80 % etanolni ekstrakt, 0,160 + 0,017 mg g s.tv. U vodenim ekstraktima svih
uzoraka kvercetin nije identificiran. U gotovo svim uzorcima (osim stabljike trske) najviSe je
odredeno kvercetin-3-glukozida. Najvisi udio kvercetin-3-glukozida odreden je u uzorku lista trske
(konvencionalna ekstrakcija, 40 % etanolni ekstrakt, 1,657 + 0,044 mg g™ s.tv.). Rutin je takoder
odreden u znacajnim udjelima, a najvisi udio odreden je u uzorku lista trske (konvencionalna
ekstrakcija, 80 % etanolni ekstrakt, 1,113 + 0,043 mg g™ s.tv.), dok najmanji u vodenom ekstraktu
stabljike trske. Klorogenska kiselina, rutin i kvercetin glavni su fenolni spojevi Ciji se sadrzaj
povecava s izlaganjem tesSkim metalima, dok se sadrzaj kafeinske, ferulinske i vanilinske kiseline
smanjuje (Janczak-Peniazek i sur., 2023). S obzirom da vecéa koncentracija etanola u ekstraktu
pogoduje ekstrakciji kvercetina, a potencijalno i drugih kvercetinskih glikozida, ali i drugih prisutnih
flavonoida, u mikrovalnoj ekstrakciji je kao otapalo koristena 80 %-tna otopina, dok je od uzoraka,
uz cijelu trsku, ekstrahiran jos i list kao dio trske koji je najbogatiji polifenolnim spojevima. U
usporedbi primijenjenih ekstrakcijskin tehnika, vidljivo je da je mikrovalnom ekstrakcijom
postignuta priblizno jednaka ucCinkovitost za kvercetin-3-glukozid i rutin, a produljenje mikrovalne
ekstrakcije na 9 min izotermne ekstrakcije pri 80 °C, pri snazi mikrovalova od 250 W, rezultiralo
je blagim povec¢anjem udjela kvercetin-3-glukozida i rutina. S obzirom na dostupnu literaturu,
istrazivanja polifenolnih spojeva u ekstraktima obi¢ne trske su limitirana, $to dodatno daje na
vaznosti ovome radu i provedenom istrazivanju u tu svrhu. Al-Sayed i suradnici (2024) odredili
su, u 70 % etanolnim ekstraktima obi¢ne trske, dvije fenolne kiseline — klorogensku i ruzmarinsku,
zatim luteolin 6-C-glukozid i luteolin 8-C-glukozid, kvercetin-3-O-ksilozid, kvercitrin, apigenin
hesperidin, naringin i druge. U ovom radu nije identificiran niti jedan od tih spojeva, ali je potrebna
daljnja identifikacija pikova i detaljnija analiza uz dodatne standarde za prepoznavanje odredenih

polifenolnih spojeva.

4.1.4. Udio vezanih polifenolnih spojeva

Udio vezanih fenolnih spojeva odreden je nakon alkalne hidrolize alkoholno-netopljivog ostatka.
U staniCnim stijenkama lignoceluloznih sirovina oc€ekivano je detektiranje hidroksicimetnih
kiselina kao Sto su p-kumarinska i t-ferulinska, one se takoder nalaze i u stani¢nim stijenkama

biljaka iz porodice Poaceace iz koje potjecCe i biljka obicne trske. Ferulinska i kumarinska kiselina
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povezuju su na lignin, polisaharide i strukturne proteine stani¢nih stijenki, umreZujuci te
komponente pri ¢emu pruzaju potporu u formiranju staniCne stijenke. U lignoceluloznim
sirovinama, t-ferulinska kiselina je Cesto povezana eterskim vezama s arabinoksilanom ili
ligninom, a esterskim vezama s p-kumarinskom kiselinom. Udio vezanih fenolnih spojeva u

obicnoj trsci prikazan je u Tablici 6.

Tablica 6. Udjel vezanih polifenolnih spojeva u ekstraktima obi¢ne trske

Uzorak p-kumarinska kiselina | t-ferulinska kiselina
(Mg gsv.”") (Mg gsv.”")
CIJELA TRSKA 5,130 £ 0,181 3,233 £ 0,157
CVIJET 6,732 £ 0,563 2,705+ 0,176
LIST 3,436 £ 0,105 3,284 + 0,053
STABLJIKA 5,000 £ 0,324 3,075+ 0,182

U listu trske su p-kumarinska i t-ferulinska kiselina odredene u priblizno jednakim udjelima (3,2 —
3,4 mg gsw. "), dok u drugim uzorcima trske je udio p-kumarinske kiselina bio priblizno 1,5 — 2,5
puta veci od udjela t-ferulinske kiseline te je najveéi udio (6,732 + 0,563 mg g™ s.tv.) odreden je
u cvijetu trske. U uzorku cijele trske, udio vezanih fenolnih spojeva priblizno je iznosio 0,84 %
s.tv. Prema dostupnoj literaturi, istraZivanja koja su se bavila odreZivanjem i kvantifikacijom
vezanih polifenolnih spojeva u biljci obi¢ne trske. Neka od istrazivanja fokusirala su se na
prouavanje tih spojeva u razli¢itim biljkama drugih lignoceluloznih sirovima, pa je tako
koncentracija ferulinske kiseline u uzorku pseni¢ne slame iznosila 464 mg g-1 uzorka, a p-
kumarinskom kiselinom u uzorcima pSeni¢ne i kukuruzne slame kretala se u rasponu izmedu 30

— 70 mg g-1 uzorka (Radenkovs i sur., 2021).

4.2. SASTAV UGLJIKOHIDRATNE FRAKCIJE

Analiza sastava ugljikohidratne frakcije ukljuCivala je odredivanje udjela nestrukturnih
ugljikohidrata, strukturnih ugljikohidrata u obliku monomernog profila polisaharida stani¢ne
stijenke te topljivih i netopljivih vlakana. Ovime je omogucéena detaljna karakterizacija sastava
ugljikohidratne frakcije na temelju koje je moguce procjeniti udjele osnovnih polisaharidnih

skupina, a Sto omoguc¢ava uvid u potencijal njihovog daljnjeg iskoriStavanja.
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4.2.1. Sastav i udio nestrukturnih ugljikohidrata

Prema Raessleru i sur. (2010), nestrukturne ugljikohidrate sacinjavaju Secerni alkoholi,
monosaharidi, disaharidi, nativni oligosaharidi te 8krob. Nestrukturni ugljikohidrati odredeni su kao
(i) udjeli jednostavnih Secera — maltoze, glukoze i fruktoze u 80 % etanolnom ekstraktu
(konvencionalna ekstrakcija), zatim (ii) udio topljivih vlakana male molekulske mase kao dio
protokola za odredivanje vlakana specijaliziranim setom te, posredno, (iii) udio Skroba. Udio

nesturkturnih ugljikohidrata odreden je HPLC-RID metodom, a rezultati su prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Udio nestrukturnih Secera u suhoj tvari obicne trske

Uzorak Maltoza Glukoza Fruktoza SDFS* Skrob
(% s.tv.) (% s.tv.) (% s.tv.) (% s.tv.) (% s.tv.)
Cijela trska 1,14+0,02 1,62+0,10 1,86+0,08 0,68+0,05 n.d.

Dobiveni rezultati pokazuju da ukupan udio nestrukturnih ugljikohidrata u obiénoj trsci iznosi
priblizno 5,3 % suhe tvari, od ¢ega se glavnina odnosi na jednostavne Se¢ere — maltozu, glukozu
i fruktozu. Skrob u uzorku cijele trske nije odreden, tj. njegov udio bio je zanemariv. Analiza kroba
provedena je neizravno usporedbom rezultata udjela glukoze odredenog u 80 %-tnom etanolnom
ekstraktu i udjela glukoze prilikom analize udjela topljivih vlakana male molekulske mase - SDFS
(engl. soluble dietary fibre, soluble). Naime, prvi korak prilikom analize vlakana je enzimska
digestija amilolitickim enzimima — a-amilazom i amiloglukozidazom prilikom kojeg dolazi do
razgradnje Skroba do glukoze. S obzirom da nativno prisutna glukoza u uzorku izravno interferira
s ovom metodom, potrebno je neovisno odrediti udio glukoze ili ju ukloniti prije enzimske digestije.
Enzimski digest se taloZi s €etverostrukim udjelom etanola, a svi ugljikohidrati koji se pritom ne
precipitiraju te eluiraju prije standarda koji predstavlja disaharid, odreduju se kao topljiva vlakna
male molekulske mase, odnosno nativno prisutni oligosaharidi u uzorku. Nakon enzimske
digestije, odreden je udio glukoze u uzorku od 1,9 £ 0,1 % s.tv. §to je vrlo blizu vrijednosti
odredene ekstrakcijom s 80 % etoh. Dobivena razlika od 0,28 % je vrlo mala te predstavlja
zanemariv udio Skroba u uzorku. Takoder je bilo zanimljivo primijetiti iS¢ezavanje pika maltoze,
Sto je oCekivano s obzirom na primjenu amiloglukozidaze. Koristena HPLC metoda, naime, ne
diferencira saharozu i maltozu prilikoma analize (potpuna koeluacija pikova) te je na ovaj nacin
zapravo zaklju€eno da uzorak sadrzi maltozu. Udio topljivih vlakana male molekulske mase u

obi¢noj trsci bio je relativno nizak, priblizno 0,7 % s.tv. Bez obzira na male udjele nestrukturnih
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ugljikohidrata, njihovo odredivanje je vazno u analizi ugljikohidratne frakcije nekog biljnog

materijala jer mogu utjecati na rezultate odredivanja monomernog sastava.

4.2.2. Sastav i udio strukturnih ugljikohidrata

Strukturni ugljikohidrati obi¢ne trske odredeni su s obzirom na monomerni profil polisaharida
stanine stijenke, a takoder je odreden udio topljivih i netopljivih prehrambenih vlakana velike
molekulske mase. 1z dobivenih rezultata pretpostavljen je udio celuloze, hemiceluloze i lignina u
obi¢noj trsci te je dobiven uvid u sastav hemiceluloznih polisaharida. Rezultati udjela monomera

koji saCinjavaju polisaharide stani¢ne stijenke obi¢ne trske prikazani su na Slici 11.

e [

Trska
predhidroliza

0 10 20 30 40 >0
Trska prec]-r:isdkriliza
= Man 0,09 0,21
= Rha 0.10 0,11
= GlcUA 0,04 0,11
GalUA 0,04 0,09
= Glc 2.48 2,48
= Glc_celuloza 16,49
2%y 16.74 19.80
= Gal 1,06 1.05
= Ara 3,02 2,72
= Fuc 0,03 0,08
% s.tv.

Slika 11. Monomerni profil strukturnih polisaharida obi¢ne trske

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da strukturne polisahride obicne trske dominantno Cine glukoza
(Glc) i ksiloza (Xyl), a takoder su zastupljeni i arabinoza (Ara) te galaktoza (Gal). Udjeli ostalih
monomera — manoze (Man), ramnoze (Rha), glukuronske kiseline (GIcUA), galakturonske

kiseline (GalUA) i fukoze (Fuc) bili su zanemarivi, tj. iznosili su ukupno 0,3-0,6 % s.tv. Udio
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strukturnih polisaharida u obi¢noj trsci iznosi priblizno 43 % suhe tvari, a odreden je kao zbroj
udjela svih monomera oslobodenih u hidrolizi s predhidrolizom. Usporedbom udjela ukupne
glukoze sa i bez predhidrolize, moze se zakljuciti da celuloza Cini priblizno 16,5 % suhe tvari
obi¢ne trske. Naime, predhidroliza podrazumijeva homogenizaciju uzorka u jakoj mineralnoj
kiselini uslijed ¢ega dolazi do solvatacije (a kasnije i hidrolize) najotpornijih polisaharida,
prvenstveno celuloze. Dio ukupne glukoze koji je uspjeSno hidroliziran i bez predhidrolize,
najvjerojatnije pripada hemiceluloznim polimerima, poput ksiloglukana. Udio ukupne ksiloze u
obi¢noj trsci iznosi priblizno 20 % s.tv. Ksiloza je dio hemiceluloznih polisaharida, dominantno
arabinoksilana te manje zastupljenoh ksiloglukana. Ukupni udio hemiceluloze moZe se procijeniti
iz zbroja udjela ukupne ksiloze, arabinoze te i necelulozne glukoze. Razlika udjela ukupne ksiloze
sa i bez predhidrolize moze se pripisati nepotpunoj hidrolizi hemiceluloze (bez predhidrolize).
Naime, hemiceluloza se nalazi u bliskim interakcijama s celulozom i ligninom te je moguce da je
jedan maniji dio hemiceluloze mogao biti uspjeSno hidroliziran tek uz primjenu predhidrolize.
Tozluoglu (2017) je u svom radu odredio da udio ukupnih Secera obi¢ne trske €ini 51,8 % suhe
biomase te da glukan, kao glavha komponenta stani¢ne stijenke, €ini 33,6 %, ksilan, glavni
sastojak hemiceluloze, 16,5 %, a arabinan i galaktan, samo 1,45 % odnosno 0,21 % biomase. Iz
monomernog sastava moze se zakljuciti i o prisutnosti pektina, i to prema udjelima galakturonske
kiseline, ramnoze te dijela galaktoze i arabinoze, kao najzastupljenijih komponenata tog polimera
(McCready i Gee, 1960). Prema navedenome, udio pektina u obi¢noj trsci je vrlo nizak, gotovo
zanemariv (s obzirom na vrlo nizak udio galakturonske kiseline), a pretpostavka je da vecina
ukupne arabinoze i galaktoze ipak hemiceluloznog podrijetla.

Udio lignina, hemiceluloze i celuloze te netopljivih i topljivin viakana velike molekulske mase u
obi¢noj trsci prikazan je na Slici 12.

Ukupna vlakna velike molekulske mase (SDF + IDF, engl. soluble/insoluble dietary fibre) Cinila su
priblizno 72 % suhe tvari obi¢ne trske, medu kojima su dominantna bila netopljiva vlakna. Iz
razlike udjela ukupnih vlakana i ukupnih strukturnih polisaharida, priblizno je odreden udio lignina
u uzorku, priblizno 29 % s.tv. Udio celuloze procijenjen je kao razlika oslobodene glukoze prilikom
hidrolize sa i bez predhidrolize te iznosi priblizno 16,5 % s.tv. Hemicelulozni polisaharidi €ini nesto
viSe od Cetvrtine suhe tvari trske (26,3 % s.tv.) i u njima dominiraju pentozni Secéeri i medu njima
dominira arabinoksilan, karakteristicho za staniCne stijenke predstavnika porodice Poaceae.
Garido i suradnici (2017) odredili su da se trska kao sirovina za proizvodnju biogoriva sastoji od

priblizno 37% hemiceluloze, 44% celuloze, 15% lignina i ostatka anorganskih tvari.
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Slika 12. Udjeli topljivih i netopljih vlakana, celuloze, hemiceluloze i lignina u obi¢noj trsci
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5. ZAKLJUCCI

1. Povecanje udjela etanola do 40 % (v/v) u otapalu pozitivho je utjecalo na ekstraktabilnost
ukupnih polifenola iz obi¢ne trske prilikom konvencionalne ekstrakcije, a takoder i na
antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata. Primjenom mikrovalne ekstrakcije s vodeno-

alkoholnim otapalom nije postignuto povecanje prinosa ukupnih polifenola.

2. Najveci udio ukupnih polifenola (15,10 mg GAE g™) te antioksidacijski kapacitet (DPPH 54,95
umol Trolox g™, ABTS 45,56 umol Trolox g™), u 40 %-tnom etanolnom ekstraktu, odreden je u
listu obi¢ne trske, a najmaniji u stabiljici trske (ukupni polifenoli 5,49 mg GAE g™, antioksidacijski
kapacitet: DPPH 12,21 ymol Trolox g™, ABTS 19,39 umol Trolox g™.

3. Iz analize pojedinac¢nih polifenola HPLC-DAD metodom, vidljiv je jednak profil u svim dijelovima
obi¢ne trske: listu, stablici i cvijetu. Uspjesno su identificirani rutin i kvercetin-3-glukozid, dok ostali
pikovi nisu mogli biti identificirani zbog nedostatka analitickih standarada. Ipak, uvidom u njihove

apsorpcijske spektre, indicirano je da se radi o glikozidima flavonola i/ili flavona.

4. Vezani polifenoli obi¢ne trske pripadaju skupini fenolnih kiselina, a dominirali su p-kumarinska
i t-ferulinska kiselina. Najveci udio p-kumarinske kiseline odreden je u cvijetu trske (6,732 + 0,563
mg g” s.tv.), a t-ferulinska kiselina je bila zastupliena s priblizno jednakim udjelom u svim
dijelovima biljke (2,705 - 3,284 mg g™ s.tv).

5. Nestrukturni ugljikohidrati u obi¢noj trsci €inili su priblizno 5,3 % suhe tvari, Sto se vecino
odnosilo na jednostavne Secere: maltozu (1,14 % s.tv.), glukozu (1,62 % s.tv.) i fruktozu (1,86 %

s.tv.).

6. Strukturni polisahridi €inili su priblizno 43 % suhe tvari obi¢ne trske, a u monomernom sastavu

dominirali su: glukoza (~19 %), ksiloza (~19,8 %) i arabinoza (~2,7 %).

7. Udio celuloze u obi¢noj trsci iznosio je priblizno 16,5 % s.tv., hemiceluloze priblizno 26,3 %

s.tv., u kojoj dominira arabinoksilan, dok je udio lignina iznosio priblizno 28,8 % s.tv.
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