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Sazetak

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje potencijalne primene
mikrotalasnog zracenja na povecanje prinosa ulja semena divljeg nara (Punica granatum
L.) nakon ekstrakcije i ispitivanje bioloske aktivnosti dobijenog ulja. Ispitan je uticaj
operativnih parametara (snage i vremena) mikrotalasnog zrac¢enja na prinos i sastav ulja
dobijenog natkriticnom ekstrakcijom (NKE) sa ugljenik(lV)—oksidom (CO2) i
ekstrakcijom heksanom u aparaturi po Soxhlet-u (SE). Seme divljeg nara je odabrano kao
sirovina za ispitivanje zbog svoje vredne bioloske aktivnosti (jakog antioksidativnog i
potencijalnog citotoksi¢nog dejstva).

Za predtretman semena divljeg nara mikrotalasima odabrani su uslovi snage
mikrotalasa 100, 250 i 600 W i vremena 2 i 6 minuta. Prikazane su Kinetike NKE ulja iz
semena divljeg nara tretirano mikrotalasima pri razli¢itim uslovima, kao i rezultati SE.
Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima ekstrakcije ulja iz semena divljeg nara koje
nije tretirano mikrotalasima. Pokazano je da ¢ak i pri najnizim vrednostima snage i
vremena dejstva mikrotalasa (100 W i 2 minuta) dolazi do poveéanja prinosa ulja (sa
27,7 % na 34,0 % za SE i sa 21,6 % na 25,5 % za NKE). Maksimalni prinos ulja za NKE
(27,2 %) ostvaren je nakon mikrotalasnog predtretmana semena divljeg nara od 250 W
tokom 6 minuta, dok je za SE (36,6 %) maksimalni prinos ostvaren nakon predtretmana
od 600 W tokom 6 minuta.

Procesi NKE i SE semena divljeg nara omoguéili su dobijanje ekstrakta bogatih
masnim kiselinama, a u cilju njihove identifikacije, derivatizacijom su dobijeni metil—
estri nezasi¢enih masnih kiselina. Za kvalitativni i kvantitativni sastav masnih kiselina
dobijenog ulja koris¢ene su gasna hromatografija uz plameno—jonizuju¢u detekciju
(GC/FID) i kombinacija gasne hromatografije i masene spektrometrije (GC/MS).
Odabrane analiticke metode su pokazale da predtretman mikrotalasima ima zanemarljiv
uticaj na koli¢inu masnih kiselina, u poredenju sa znacajnim uticajem na povecanje
prinosa ulja. Analiza ulja pokazala je visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina
(83,5 %), dok je udeo mononezasi¢enih masnih kiselina (9,5 %) 1 zasi¢enih masnih

kiselina (7,0 %) bio nizi.



Lipofilni antioksidativni kapacitet dobijenog ulja semena divljeg nara odreden je
koris¢enjem o—trolox ekvivalent antioksidativne aktivnosti (a—TEAC). Pokazano je da
dobijeno ulje ispoljava visoku antioksidativnu aktivnost (410 + 89 umoL a~TE/100 g).

Citotoksi¢na aktivnost dobijenog ulja semena divljeg nara je ispitana na slede¢im
malignim ¢elijskim linijjama: HeLa (adenokarcinom cerviksa), LS174 (adenokarcinom
debelog creva), A549 (adenokarcinom pluca), EA.hy926 (humane endotelijalne celije
umbilikalne vene), kao i na zdravim MRC-5 (fetalni fibroblasti pluc¢a) celijama,
koriS¢enjem kolorimetrijskog MTT testa. Ispitivano masno ulje nije pokazalo
citotoksi¢no dejstvo prema normalnim MRC-5 i endotelijalnim EA.hy926 c¢elijama
(ICs50>200pngmL), dok je prema malignim c¢elijama Hela, LS174 i A549
(IC50=49,51- 91,54 pnugmL) pokazalo umeren citotoksi¢ni efekat. Ispitivanja na
endotelijalnim EA.hy926 c¢elijama ukazuju na umereni antiangiogenetski efekat ulja

semena divljeg nara, pa se stoga moze smatrati kandidatom za inhibiciju angiogeneze.

Kljuéne reé¢i: mikrotalasni predtretman, natkriti¢na ekstrakcija, ulje semena nara, masne

kiseline, punicinska kiselina, antioksidativna aktivnost, citotoksi¢na aktivnost
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Abstract

The aim of this PhD thesis was investigation of the potential application of
microwave radiation, in order to increase the yield of wild growing pomegranate seed oil
(Punica granatum L.) after exctraction and analysis of biological activity of the obtained
oil. The influence of operating parameters (power and time) of microwave irradiation on
yield and composition of the oil obtained by supercritical fluid extraction with carbon
dioxide (SFE) and extraction with hexane in the Soxhlet apparatus (SE) was examined.
Wild growing pomegranate seed was used as raw material for experiments, due to its
valuable biological activity (strong antioxidant and potential cytotoxic effect).

For pretreatment of the seeds with microwaves, power of 100, 250 and 600 W and
two irradiation times (2 and 6 min) were selected. Kinetics of oil extraction from wild
growing pomegranate seed using SFE, treated with microwaves at different conditions,
as well as, results of SE are also presented here. Obtained results were compared with the
results of extraction of oil from non—treated seeds. Results showed that even the lowest
values of applied power and time of microwave irradiation (100 W during 2 min)
contributed to increase oil yield (from 27.7 % to 34.0 % and from 21.6 % to 25.5 % for
SE and SFE, respectively). Maximal oil yield for SFE (27.2 %) was obtained with
microwave irradiation of 250 W during 6 minutes, while for SE maximal oil yield
(36.3 %) was achived for pretreatment of 600 W during 6 minutes.

Processes of SFE and SE from wild growing pomegranate seed enabled obtaining
extracts rich in fatty acids. In order to identify them, fatty acids were derivatized to their
methyl esters. The qualitative and quantitative composition of fatty acids of the obtained
oil was performed by gas chromatography/flame ionization detection (GC/FID) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Selected analytical methods showed that
microvawe pretreatment of seeds has a negligible influence on the amount of fatty acids,
compared with its significant influence on oil extraction yield. The oil analysis showed
high content of polyunsaturated fatty acids (83.5 %), while the content of
monounsaturated fatty acid (9.5 %) and saturated fatty acid (7.0 %) were much lower.

The lipophilic antioxidant capacity of oil obtained from wild growing
pomegranate seed was determined using o—tocopherol equivalent antioxidant capacity
assay (a—TEAC). Results showed that obtained oil exhibited high antioxidant effects
(410 + 89 umoL a—TE/100g).



The cytotoxic activities of oil obtained from wild growing pomegranate seed was
tested against selected human malignant cell lines: HelLa (cervix adenocarcinoma),
LS174 (colon adenocarcinoma), A549 (lung adenocarcinoma), EA.hy926 (human
umbilical vein endothelial) as well as against normal fetal lung fibroblast (MRC-5) cell
lines, using MTT colorimetric assay. Cytotoxic activity of fatty oil on normal MRC-5
and EA.hy926 cells were not observed. The 1Cso values in malignant HelLa, LS174 and
A549 cells ranged from 49.51+0.57 pg/mL to 91.54+1.32 ug/mL showing a moderate
cytotoxic effect. The investigation of EA.hy926 cells indicated moderate anti—angiogenic
effects of pomegranate seed oil. It can thus be considered as a candidate for the inhibition

of angiogenesis.

Key words: microwave pretreatment, supercritical fluid extraction, pomegranate seed oil,

fatty acid, punicic acid, antioxidant activity, cytotoxic activity

Scientific field: Chemical Science
Scientific subfield: Chemistry
UDC number:



Lista skracenica

BM — biljni materijal

CLnA - konjugovana linoleinska Kiselina
CO2— ugljenik(IV)—oksid

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina
EFSA — Evropska agencija za bezbednost hrane
HDL — lipoproteini velike gustine

IUPAC — Medunarodna unija za ¢istu i primenjenu hemiju
LDL - lipoproteini male gustine

LK — linolna kiselina

MK — masne kiseline

nkCO: — natkriti¢ni ugljenik(IV)—oksid
NKE — natkriti¢na ekstrakcija

NMK — mononezasi¢ene masne kiseline
PA — punicinska kiselina

Pc — Kritiéni pritisak

PC-3 i DU 145 — ¢elije karcinoma prostate
PNMK — polinezasi¢ene masne kiseline
PTPRG — tumor supresorski gen

SE — ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet—u
TAG — triacilgliceroli

T¢ — kriticna temperatura

WHO - Svetska zdravstvena organizacija

ZMK — zasi¢ene masne kiseline
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1. UVOD



Sirom sveta, interesovanje za funkcionalnu hranu je u porastu poslednjih godina,
usled podizanja svesti o upotrebi hrane koja je bogata bioaktivnim komponentama, kao
Sto su: karotenoidi, tokoferoli, masne kiseline i dr. (Goldberg, 1996; Pereira i Meireles,
2010). Ova bioloski aktivna jedinjenja mogu se dobiti razli¢itim tehnikama ekstrakcije.
Medutim, toksi¢nost upotrebljenih rastvaraca u nekim procesima ekstrakcije, degradacija
zeljenih jedinjenja, kao i selektivnost rastvaraca su glavni parametri koji se moraju uzeti
u obzir prilikom odabira tehnike ekstrakcije. Pri projektovanju procesa, za izolovanje
bioaktivnih komponenti klju¢ni faktori su: (1) izvor bioaktivnih jedinjenja; (2) ukupni
prinos dobijen u datom postupku ekstrakcije; (3) produktivnost i (4) selektivnost. Faktori
(1), (2) 1 (3) su direktno povezani sa ekonomskom odrzivos¢u odabranog industrijskog
procesa. Sa druge strane, faktor (4) se odnosi na kvalitet i Cisto¢u zeljenog finalnog
proizvoda (Quispe—Condori i sar., 2005).

Kako je industrija u konstantnoj potrazi za inovacijama u ovoj oblasti, razmatraju
se novi postupci koji mogu povecati ukupni prinos, produktivnost i selektivnost.
Objavljene su brojne studije o ekstrakciji eteri¢nih ulja, fenolnih jedinjenja, karotenoida,
tokoferola, tokotrienola, alkaloida i drugih jedinjenja iz razli¢itih biljnih matrica, kao $to
su: seme, plod, list, cvet, rizom, koren i kora (Pereira i Meireles, 2010). Bioaktivna
jedinjenja se nalaze unutar celija ili u specifiénim celijskim strukturama. Prinos
bioaktivnih jedinjenja nakon ekstrakcije se moze povecati razaranjem celija u kojima se
nalaze, odredenom vrstom predtretmana (npr. se¢enjem, mlevenjem ili dehidratacijom).
Na taj nacin se uklanjanja otpor prenosu mase rastvaraa i olakSava ekstrakcija.
Predtretman mikrotalasima predstavlja efikasnu metodu za povecanje prinosa zeljenog
jedinjenja nakon ekstrakcije uz skracenje vremena obrade biljnog materijala i znacajne
ustede energije. Mikrotalasi direktno intereaguju sa materijalom $to rezultira zagrevanjem
materijala. VVlaga, koja se nalazi u biljnom materijalu se zagreva, isparava i stvara pritisak
na ¢elijske membrane biljnog materijala. Pritisak gura ¢elijsku membranu iznutra, isteze
I razara, Sto olakSava isticanje bioaktivnih jedinjenja iz pora ¢elija biljnog materijala.
Takode, prodiranje rastvaraca za ekstrakciju u celije kao i ekstrakcija bioaktivnih
komponenata je olaksana (Azadmard—Damirchi i sar., 2011). Prema nasim Saznanjima, u
dostupnoj literaturi, ne postoji informacija o primeni mikrotalasnog zra¢enja za tretman

semena divljeg nara pre procesa ekstrakcije ulja.
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Natkriticna ekstrakcija (NKE) je relativno nova tehnika ekstrakcije, kojom se
karakteristike finalnog proizvoda mogu lako menjati promenom parametara procesa kao
Sto su: temperatura, pritisak i dodatak ko-rastvara¢a. NKE je brza, efikasna i ,,zelena”
metoda, koja se moze koristiti za ekstrakciju velikog broja komponenata iz biljnih matrica
(Chemat i sar., 2011). Lakoca podesavanja radnih uslova u cilju povecanja solvatacije
¢ini ovu metodu pogodnom za izolovanje razlicitih bioaktivnih jedinjenja. Proces NKE
se moze objasniti na slede¢i naCin: (1) natkriti¢ni rastvara¢ difunduje unutar biljnog
materijala, $to dovodi do Sirenja/rastezanja Celijskih struktura (Sirenje/rastezanje Celijskih
struktura olakSava prodiranje rastvara¢a smanjujuéi otpor prenosu mase u ¢vrstoj fazi);
(2) istovremeno, rastvorljiva bioaktivna jedinjenja se rastvaraju u natkriticnom
rastvaracu; (3) rastvorena bioaktivna jedinjenja difunduju na povrsinu ¢vrste faze; 1 (4)
bioaktivna jedinjenja rastvorena u natkriti¢noj fazi se izvode iz ekstraktora zajedno sa
natkriticnim rastvaracem (Pereira i Meireles, 2010).

Natkriti¢na ekstrakcija je vazan proces u prehrambenoj, farmaceutskoj, hemijskoj
i kozmetic¢koj industriji jer omogucava dobijanje proizvoda visoke ¢istoce bez prisustva
rastvaraca. Usled odsustva organskih rastvaraca u finalnom proizvodu, NKE je narocito
pogodna za: (1) ekstrakciju vrednih bioaktivnih jedinjenja kao §to su boje, ukusi i
bioaktivne komponente ili (2) uklanjanje nepozeljnih jedinjenja kao S§to su organski
zagadivaci, toksini i pesticidi (Rodrigues i sar., 2002).

Ulje semena nara ima brojne zdravstvene koristi koje su povezane sa sastojcima,
uglavnom vitamina E (Jing i sar., 2012) i polinezasi¢enih masnih Kiselina (Eikani i sar.,
2012). Vitamin E ima neuroprotektivna svojstva, moze da smanji nivo holesterola i ima
antioksidativnu aktivnost, dok su masne kiseline zastitnici kardiovaskularnog sistema.
Ulje semena nara se sastoji od oko 80 % konjugovane oktadekatrienske masne kiseline,
sa visokim sadrzajem cis 9, trans 11, cis 13 kiseline tj. punicinske kiseline (Abbasi i sar.,
2008). Punicinska kiselina je omega—5 nezasi¢ena masna kiselina i izomer konjugovane
a—linoleinske kiseline (Joh i sar., 1995). Konjugovane masne kiseline imaju povoljan
uticaj na zdravlje ljudi, koji se najces¢e odnosi na njihovo antioksidativno i
imunodulatorno dejstvo (Carvalho i sar., 2010). Takode, izomeri konjugovane linolne
kiseline mogu spreciti bolesti kao $to je kancer (Liu i sar., 2012).

Imajuéi u vidu blagotvorna svojstva ulja iz semena nara, koje je bogato masnim

kiselinama i vitaminom E, disertacija se fokusira na hemijsku analizu dobijenog masnog
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ulja i na ispitivanje antioksidativnog dejstva i citotoksicnog efekta ulja dobijenog
procesima NKE i1 SE iz semena divljeg nara. Procesi ekstrakcije su optimizovani
primenom mikrotalasnog predtretmana sa ciljem povecéanja prinosa ulja iz semena divljeg

nara koje moze naci primenu u farmaceutskoj, prehrambenoj i/ili kozmetic¢koj industriji.

Ciljevi istrazivanja

» optimizacija procesa predtretmana semena divljeg nara promenom snage i vremena
dejstva mikrotalasa na biljni materijal;

» odredivanje prinosa natkriti¢ne ekstrakcije (NKE) pomocu natkriti¢énog ugljenik(IV)—
oksida (NkCO) iz semena divljeg nara na pritisku 37,9 MPa i temperaturi 47 °C pre i
nakon mikrotalasnog predtretmana;

» odredivanje prinosa ekstrakcije heksanom u aparaturi po Soxhlet-u (SE) iz semena
divljeg nara na temperaturi 69 °C pre i nakon mikrotalasnog predtretmana;

» odredivanje hemijskog sastava dobijenih ekstrakata;

» evaluacija uticaja mikrotalasnog predtretmana na prinos i sastav ekstrakata dobijenih
metodama SE i NKE;

» poredenje metoda ekstrakcije (NKE i SE) na osnovu ostvarenih prinosa i hemijskog
sastava dobijenih ekstrakta, pre i nakon mikrotalasnog predtretmana;

» evaluacija antioksidativnog kapaciteta dobijenog masnog ulja semena nara;

» invitro ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti dobijenog masnog ulja semena divljeg nara

na komercijalnim malignim i zdravim ¢elijskim linijama.
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2. TEORIJSKI DEO
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2.1 NAR (Punica granatum L.)

Plod nara (Punica granatum L.), je voce koje se smatra jednim od najstarijih
poznatih jestivih plodova i za drevne narode bio je simbol obilja i prosperiteta (Fadavi i
sar., 2006). Pored masline i smokve, predstavlja najstarije poznato voce koje se spominje
u Bibliji, gde verske slike ¢esto prikazuju Devicu Mariju ili malog Isusa kako u ruci drze
nar (Slika 1a). Takode, pominje se u Kuranu, jevrejskoj Tori i Talmudu kao ,,hrana
Bogova” (Aviram i sar., 2000; Seeram i sar., 2006). Prema jevrejskoj tradiciji, savrSen
nar ima 613 semenki, po jednu za svaku zapovest iz Tore. Hiljadama godina verovalo se
da nar ima visestruke pozitivne efekte na zdravlje, plodnost, dugove¢nost (Chaturvedula
I sar., 2011). U antickoj literaturi, predstavljen je kao najznacajniji lek kod Hipokrata,
Plinija, Soranusa i Dioscoridesa. U drevnom Egiptu, osim za terapeutsku upotrebu,
koris¢en je i u pogrebnim ritualima jer se verovalo da simbolizuje nadu u novi Zivot (Slika
1b).

b)

Slika 1. Upotreba nara kao simbola u slikarstvu: a) Velicanstvena Madona

(Botticelli) i b) u egipatskim grobnicama (lIzvor:

http://www.crystalinks.com/pomegranate.html)
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Nar potice iz predela koji se proteze od Irana do severne Indije, odakle su ga stari
Grci preneli na Mediteran, a zatim je sa Mavarima stigao u Spaniju, po ¢emu je Granada
dobila ime (Harlan, 1992; Smartt, 1976; Levin, 1994, 2006). Latinsko ime roda Punica je
Rimsko ime za Kartaginu, jer prema Pliniju najbolji plodovi nara su sa podruc¢ja Punije
(Kartagina, danasnji Tunis). Plod nara, u bukvalnom prevodu, znaci pomum ,,jabuka” i
granatum ,,zrnasto” (jabuka sa mnogo semena) (Jurenka, 2008). Rod Punica pripada
familiji Punicaceae i redu Myrtales i obuhvata dve vrste: P. granatum i P. protopunica.
Taksonomija ploda nara je data u Tabeli 1. P. protopunica je endemska vrsta na
Sokotrskom ostrvu (Jemen) i smatra se pretkom roda Punica (Zukhovskij, 1950;
Moriguchi i sar., 1987).

Tabela 1. Taksonomija ploda nara

Carstvo Angiospermae
Klasa Magnoliopsida

Red Myrtales

Porodica Punicaceae

Rod Punica

Vrsta Punica granatum L.

Chandra i sar. (2010) pruzaju detaljan opis istorije nara, koji predstavlja jedan od
najstarijih pripitomljenih voé¢nih useva. Pripitomljavanje nara zapoceto je negde u
neolitskoj eri, prvobitno u Zakavkasko — Kaspijskoj regiji i severnoj Turskoj. Postoji mala
razlika izmedu pripitomljenih i kultivisanih vrsta nara. Smatra se da je divlji predak nara

vrlo sli¢an po izgledu odomacenim kulturama, ali primarna razlika je u veli¢ini ploda.

2.1.1. Botanic¢ke karakteristike ploda nara

Plod nara je prosecne tezine oko 700 g i sastoji se od zaobljene bobice sa debelom,
glatkom 1 sjajnom kozom ili korom (exocarpom — spoljasnja kozica). Veli¢ina i ukus
ploda zavise od toga da li je re¢ o divljem ili pitomom naru. Nar koji raste u prirodi naziva
se divljim narom. Plod divljeg nara je sitan i kiselkast, dok je plod pitomog nara ve¢i i

tezi 1 ima vece svetlocrvene semenke veli¢ine od 8-12 mm (Xhuveli, 2012).
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Slika 2. Plod nara

Pratec¢i razvoj ploda, boja ¢asice se kontinuirano menja od istaknuto narandzasto—
crvene do zelene boje (Slika 2). U kasnijim fazama sazrevanja ploda, boja se ponovo
menja sve dok ne dostigne svoju karakteristicnu boju koja moze biti zute, zelene ili
ruziCaste boje. Postoje odredene sorte nara, poput crnog nara, koji vrlo rano poprima crnu

boju i ostaje takav do pune zrelosti (Holland i sar., 2009).

seme

karpelarna
membrana

pulpa | jezgro

Slika 3. Poprec¢ni presek ploda nara (Izvor: Mena, 2013)

Na Slici 3 prikazan je popreéni presek ploda nara. Unutrasnost ploda ¢ini belo,

porozno tkivo, gorkog ukusa (mezokarp — karpelarna membrana), koje formira prostore

16



ispunjene hrskavim semenom i velikim brojem semenki, ¢ije prose¢ne dimenzije iznose
5,5 mm duzine i 3 mm Sirine. Svako seme okruzuje pulpa puna soka, koja moze biti od

bele do tamno crvene (rubin) boje (Stover i Mercure, 2007).

2.1.2. Hemijski sastav semena nara

Seme nara ima veoma slozen hemijski sastav koji Se moze grupisati na
makronutritijente, mikronutritijente, kao i na druga bioaktivna jedinjenja kao §to su
pektin, izoflavoni, fitoestrogen kumestrol, steroidi, steroli, polni hormon estron (Lansky
i Newman, 2007; Kohno i sar., 2004). U makronutritijente spadaju Seceri, proteini, dijetna
vlakna, masne kiseline i dr. Mikronutritijenti koji su prisutni u semenu nara su vitamini
(vitamin E) i minerali (Mg) (EI-Adawy i Taha, 2001; Viuda—Martos i sar., 2010; Singh i
sar., 2002; Guo i sar., 2007).

Na hemijski sastav, kao i na sastav masnih kiselina utic¢e vrsta (sorta) nara, faktori
Zivotne sredine, sazrevanje, starost biljke i nacin prerade (Schwartz i sar., 2009; Kyralan
i sar., 2009). Seme nara iz Nigerije i Saudijske Arabije je pokazalo znacajnu razliku u
procentu pepela, vlage, sirovih lipida, sirovih proteina, sirove celuloze, dostupnih
ugljenih hidrata i energetske vrednosti. Analizom mineralnog sastava pepela utvrdeno je
da je magnezijum najzastupljeniji element u semenu (5650 mg/100g i 1140,1 mg/100g u
Nigeriji i Saudijskoj Arabiji, postujuci redosled) (Dangoggo i sar., 2012).

Tabela 2. Hemijski sastav semena i ulja semena nara (Sreekumar i sar., 2014)
Jedinjenja

fenoli,  tokoferoli, flavonoidi, tanini, steroli, fosfolipidi,
Seme nara L . . o
proantocijanidini, polinezasi¢ene masne Kiseline
Ulje linolna kiselina, punicinska kiselina, palmitinska kiselina, stearinska
semena  Kkiselina, oleinska kiselina, o—, p— 1 vy—tokoferol, karotenoidi,

nara protokatehuinska kiselina, 4—hidroksibenzojeva kiselina

Seme nara, zbog svog slozenog hemijskog sastava (Tabela 2), ima Sirok spektar

bioloske aktivnosti. Sadrzi Secere, polinezasi¢ene masne kiseline (PNMK), vitamine,
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polisaharide, polifenolna jedinjenja i minerale (Syed i sar., 2007). Karakteristican je visok
sadrzaj PNMK, kao $to su linolna i linoleinska Kiselina, a prisutne su i druge masne
kiseline poput, oleinske, stearinske i palmitinske. Ulje semena nara dobar je izvor lipida,
koji ¢ine 12 % do 20 % ukupne tezine semena. Sadrzaj masnih kiselina u ulju je preko
95 %, od cega su 99 % triacilgliceroli (TAG). Interesantno je, konjugovana linoleinska
kiselina (CLnA) ¢ini 70-76 % ulja (Monica i sar., 2013). Dokazano je da izomer CLnA,
punicinska kiselina (eng. punicic acid), sa dvostrukim cis-9, trans-1, cis—13 vezama,
poseduje antikancerogeno dejstvo regulacijom PTPRG-a proteina (eng. protein tyrosine

phosphatase, receptor type G) (Kohno i sar., 2004).

2.1.2.1. Masne kiseline

Lipidi su glavni izvori esencijalnih masnih kiselina i vitamina i sluze kao
prekursori u sintezi steroidnih hormona i prostaglandina (Li i sar., 2016). Masne kiseline
(MK) predstavljaju vazne izvore energije i omogucavaju apsorpciju liposolubilnih
vitamina. Dele se na: zasi¢ene masne kiseline (ZMK) (Tabela 3) i nezasi¢ene masne
kiseline (NMK) (Tabela 4). NMK se dalje mogu podeliti na: mononezasi¢ene (MNMK)

i polinezasi¢ene masne Kiseline (PNMK).

Tabela 3. Vaznije zasi¢ene masne kiseline koje se javljaju u ulju semenki nara

Trivijalno ime Skraéenica Tipi¢ni izvori
Laurinska kiselina C12:0 Kokosovo ulje i ulje iz palminih kostica
Miristinska kiselina C14:0 Mleéna mast, kokosovo ulje i ulje iz

palminih koStica

Palmitinska kiselina C16:0 Vedina masti i ulja
Stearinska kiselina C18:0 Vecina masti i ulja
Arahinska kiselina C20:0 Ulje iz kikirikija
Behenska kiselina C22:0 Ulje iz kikirikija

Lignocerinska kiselina C24:0 Ulje iz kikirikija
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Tabela 4. Vaznije nezasi¢ene masne kiseline koje se javljaju u ulju semenki nara
Trivijalno ime Skraéenica Tipicni izvori
Palmitoleinska kiselina Cl6:1 Ulje makadamije, vecina Zivotinjskih i
biljnih ulja, ulja morskog porekla
Oleinska kiselina C18:1 Sva ulja i masti, maslinovo ulje,

visoko oleinska ulja Safranike 1

suncokreta
Vakcenska kiselina C18:1 Vecina biljnih ulja
Elaidinska kiselina C18:1 Hidrirane masti

Polinezasi¢ene masne kiseline (Tabela 5) obuhvataju esencijalne masne kiseline
(EMK) znacajne sastojke celijske membrane koje su vazne za rast i razvoj organizma.
Posto se ne mogu sintetizovati u ljudskom ogranizmu, neophodno je uneti ih hranom.

Medu PNMK najveéi znacaj ima omega—6 grupa i omega—3 grupa. Mogu se naci
u velikim koli¢inama u biljkama i ribljem ulju, a u organizmu se prvenstveno koriste za
sintezu hormona koji reguliSu krvni pritisak i nivo masti u krvi. Uti¢u na imuni sistem i
odbranu organizma od infekcija, sastavni su deo membranskih lipida i prekursori
prostaglandina. Ove kiseline poseduju dvostruke veze na -3 i ®—6 ugljenikovom atomu.
U ljudskom organizmu ne postoji mehanizam za sintezu upravo tih veza, pa njihov
nedostatak moze izazvati depresiju ili agresiju u ponasanju (Jasi¢ i Begi¢, 2008).

Ispitivanje omega—3 masnih kiselina na zivim ¢éelijama van organizma (in vitro
istrazivanja), pokazalo je antidijabetski i antiinflamatorni efekat, kao i pozitivan efekat
na sprecavanje razvoja raka dojke i prostate. U in vivo (eksperimenti koji koriste ceo, ziv
organizam) ispitivanjima potvrdeno je da cis—nezasi¢ene masne kiseline snizavaju lo§
holesterol (LDL) u plazmi, pri cemu imaju neznatan efekat na dobar holesterol (HDL).
Ulje koje sadrzi cis—masne kiseline moze se kvalifikovati kao funkcionalno i moze
doprineti smanjenju rizika oboljevanja od kardiovaskularnih bolesti i nastanku arterijske
tromboze (Hornstra, 1999).
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Tabela 5. Vaznije polinezasi¢ene masne kiseline koje se javljaju u ulju semenki nara

Trivijalno ime Skraéenica Tipicni izvori
Linolna kiselina C18:2 Vecina biljnih i Zivotinjskih
masti
a—linoleinska kiselina C18:3 Vecina biljnih ulja
Linolelaidinska kiselina C18:2 Hidrogenizovana biljna ulja
Punicinska kiselina C18:3 Ulje iz semena nara
Katalpinska kiselina C18:3 Seme kineske katalpe
a—eleostearinska kiselina C18:3 Ulje semena gorke dinje
Jakarinska kiselina C18:3 Seme plave jakarande

Ulje iz semena nara je dobar izvor konjugovanih masnih kiselina, posebno
punicinske kiseline (PA). Pored nara, konjugovane masne kiseline mogu se izolovati iz
gorke dinje (o— i B—eleostearinska kiselina), semena nevena (o— i B—kalendinska kiselina),
katalpinog drveta (katalpinska kiselina), plamenog drveta (jakarinska kiselina) (Aruna i
sar., 2015).

Visok sadrzaj PA je vazna nutritivna karakteristika ulja semena nara. Punicinska
kiselina ili  (9Z,11E,13Z)-oktadeka—9,11,13-trienska kiselina prema IUPAC
nomenklaturi (eng. International Union of Pure and Applied Chemistry), sadrzi tri
dvostruke veze (poznate kao cis—9, trans-11, cis—13 veze). Njena molekulska formula je
Ci8H3002, a strukturna formula je prikazana na Slici 4. Punicinska kiselina je
polinezasicena masna kiselina sa omega-5 dugim lancem i predstavlja izomer
a— linoleinske kiseline (CLnA) (Carvalho i sar., 2010).

HO X
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b)
Slika 4. a) Hemijska formula i b) trodimenzionalni prikaz punicinske kiseline

Ime je dobila po svom glavnom izvoru, naru (Punica granatum L.), a moze se

izolovati iz semena tikve Azijske zmije i semena Trichosanthes kirilowii (Tabela 6).

Tabela 6. Izvori punicinske kiseline (Hennessy i sar., 2016)

Izvori punicinske kiseline % Literatura

Nar (ulje semena) Spilmont i sar., 2013
Zasi¢ene masne kiseline 10

Nezasi¢ene masne kiseline 10

PA i izomeri (C18:3 9c,11t,13c) 70

Trichosanthes kirilowii (ulje semena) Yamasaki i sar., 2006
Zasicene masne kiseline 7,50

Nezasi¢ene masne kiseline 22,91

PA i izomeri (C18:3 9¢,11t,13c) 35,89

Nedavne studije pokazuju snazna terapeutska i preventivna svojstva PA koja
mogu pomo¢i ljudskom organizamu u borbi protiv kancera, gojaznosti, dijabetesa i

kardiovaskularnih oboljenja.

2.1.3. Upotreba ulja semena nara

Seme nara, kao i kora nara zaostaju kao sporedni proizvodi prilikom proizvodnje
sokova. Cam i sar. (2013) su inkorporirali koru i ulje semena nara u sladoled kako bi

poboljsali funkcionalna svojstva sladoleda. Uvodenje fenolnih jedinjenja u sladoled, koja
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se nalaze u kori nara, dovelo je do znacajnih promena u pH vrednosti, kiselosti i boji
sladoleda, kao i poboljsanja antioksidativnih i antidijabetskih svojstava, dok je zamena
mle¢nih masti uljem semena nara dovelo do povecanja sadrzaja konjugovanih masnih
kiselina u sladoledu. Lucci i sar. (2015) su ispitivali citotoksi¢no i antioksidativno dejstvo
etanolnog ekstrakta semena nara. Na osnovu dobijenih rezultata, predlozili su upotrebu
etanolnog ekstrakta u proizvodnji funkcionalne hrane koja ima povoljan uticaj na ljudsko
zdravlje (sprecava bolesti, naro¢ito karcinom prostate i dojke).

Kako bi se izbegla upotreba sintetickih antioksidanasa, Devatkal i sar. (2010) su
upotrebili ekstrakt semena nara u proizvodima od mesa kako bi povecali oksidativnu
stabilnost tih proizvoda. U studiji koju su izveli, inkorporirali su prah kore citrusa i kore
nara, kao i ekstrakt semena nara u proizvode od mesa. Najveci antioksidativni efekat
primecen je u ekstraktu semena nara. Takode, primetili su da nije doSlo do promene
senzornih svojstava proizvoda. Ovo ukazuje na potencijalnu upotrebu sporednih
proizvoda kao prirodnih antioksidanasa. U drugoj studiji koju su izveli Keskekoglu i Uren
(2014), je pokazano da ekstrakt semena nara moze smanjiti formiranje heterocikli¢nih
aromaticnih amina U proizvodima od mesa koji su pripremljeni na razliitim
temperaturama. Time je omoguéena proizvodnja namirnica koje nisu Stetne po zdravlje
ljudi.

Pored prehrambene industrije, ulje semena nara naslo je primenu u kozmetickoj
industriji. Zbog slozenog hemijskog sastava, ulje se moze Koristiti u preparatima Kkoji
regeneriSu i podmladuju zrelu i suvu kozu. Takode, ima $iroku primenu kod ostecene,
upaljene ili iritirane koZze, ublazava simptome ekcema i psorijaze, koznih alergija i sli¢nih

koznih bolesti (Aslam i sar., 2006).

2.2. POSTUPCI IZOLACIJE EKSTRAKATA 1Z BILINOG MATERIJALA

2.2.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Postoji Citav niz konvencionalnih metoda koje se mogu primeniti za izolovanje
bioaktivnih komponenata iz biljnog materijala (ploda, kore, lista, ostatka nakon
presovanja semena). Prilikom izbora odgovarajuce tehnike izolovanja bioaktivnih
komponenata potrebno je voditi ratuna o toksi¢nosti rastvaraca, kao i o selektivnosti

procesa u odnosu na zZeljena bioaktivna jedinjenja i mogucnostima razgradnje bioaktivnih
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jedinjenja tokom procesa ekstrakcije (Ivanovi¢, 2011). Najces¢e Kkoriscene
konvencionalne metode izolovanja ulja iz semena nara su: ekstrakcija mesanjem, hladno
cedenje ulja, ekstrakcija organskim rastvaracima, ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u
(SE)idr.

2.2.1.1. Ekstrakcija ulja meSanjem

Ekstrakcija ulja meSanjem podrazumeva postupak potapanja biljnog materijala u
odgovarajuci rastvarac i sukcesivno meSanje suspenzije. Ekstrakcija iz semena se moze
ubrzati povecanjem kontaktne povrsine biljnog materijala sa rastvara¢em, usitnjavanjem
semena (Nwabanne, 2012; Saxena i sar., 2011). Nakon ekstrakcije, rastvara¢ se najcesce
odvaja od ekstrakta uparavanjem pomocu rotacionog vakum uparivaca.

U svom radu, Abbasi i sar. (2008) su ekstrahovali ulje iz semena nara pomoc¢u
cetiri metode: ekstrakcija ulja meSanjem, SE, mikrotalasna 1 ultrazvucna ekstrakcija
koriste¢i benzen i heksan. Dobijeni ekstrakti nisu imali znacajne razlike u hemijskom
sastavu masnih kiselina, ali je zabelezen manji prinos ulja koji je dobijen meSanjem u

odnosu na druge metode ekstrakcije.

2.2.1.2. Hladno cedenje ulja

Hladno cedenje predstavlja tehnoloski postupak u toku kojeg se iz biljnog
materijala primenom pritiska npr. presovanjem, izdvaja ulje. Primenjuje se na sirov biljni
materijal, koji u svojim perifernim ¢elijskim strukturama ima visok sadrzaj ulja (Skala i
sar., 1999). Prilikom proizvodnje hladno presovanih ulja, bitno je voditi rauna o
temperaturi izlaznog ulja jer u toku procesa presovanja, dolazi do oslobadanja toplote
nastale usled trenja. Prema podacima u dostupnoj literaturi maksimalna dozvoljena
temperatura izlaznog ulja ne bi smela biti vec¢a od 50 °C (Dimi¢, 2005), kako bi zadrzala
vecéinu svojih nutritivnih vrednosti, boju i ukus. Jedna od glavnih prednosti ovog procesa
je taj Sto je ekoloski prihvatljiv, ne zahteva upotrebu organskih rastvaraca, pa samim tim
nije potrebno dodatno precis¢avanje Zeljenog proizvoda. Ulja dobijena na ovaj nacin
boljeg su kvaliteta od ulja dobijena drugim klasicnim metodama ekstrakcije. Glavni

nedostatak ove metode ogleda se u malom prinosu zeljenog proizvoda.
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U dostupnoj naucnoj literaturi se moze naci odredeni broj studija u kojima je ulje
semena nara dobijeno postupkom hladnog cedenja (Schubert i sar., 1999; Kim i sar.,
2002; Eikani i sar., 2012). Studije su potvrdile da je glavni nedostatak ove metode nizak

prinos ekstrahovanog masnog ulja.

2.2.1.3. Ekstrakcija organskim rastvara¢ima

Izolovanje biljnih ekstrakta koris¢enjem organskih rastvaraca je metoda koja se
Cesto primenjuje za dobijanje bioaktivnih termolabilnih jedinjenja. U Tabeli 7 prikazani
su najcesce korisS¢eni organski rastvaraci u procesima ekstrakcije.

Proces ekstrakcije svezeg biljnog materijala se odigrava u tri faze: a) kvasenje
rastvaracem 1 bubrenje Celija biljnog materijala, b) prenos bioaktivnih materija kroz
porozne zidove ¢elija i ¢) prenos ekstraktivnih materija sa povrsine biljne sirovine u
rastvara¢ za ekstrakciju (Ponomarev, 1976). Proces ekstrakcije osusenog biljnog
materijala se odvija u vise faza: a) prodiranje rastvaraca u nerazorene ¢elije, b) kvasenje
ekstraktivnih materija koje se nalaze unutar ¢éelija, €) rastvaranje ekstraktivnih materija sa
¢elijskih zidova, d) prenos ekstraktivnih materija kroz membranu ¢éelija iz unutrasnjosti
nerazorenih ¢elija do povrsine Cestica biljnog materijala i €) prenos ekstraktivnih materija

sa povrSine biljnog materijala u masu rastvaraca (Ponomarev, 1976).

Tabela 7. Najcesce koris¢eni organski rastvaraci i njihove osobine (Damjanovié, 2005)

Tacéka Dielektri¢cna  Gustina
klju¢anja (°C)  konstanta (g/mL)
Polarni rastvaraci

Rastvarad Hemijska formula

Metanol CH3-OH 65 33 0,791
Etanol CH3-CH>-OH 79 24 0,789
n-butanol  CH3-CH,-CH,-CH.-OH 118 18 0,810
Nepolarni rastvaraci
heksan CHz3-(CH2)4-CHs3 69 2,0 0,655
Hloroform CHCls 61 4,8 1,498
Dietil etar ~ CH3-CH2-O-CH2-CHjs 35 4,3 0,719
Benzen CsHs 80 2,3 0,879

Prilikom izbora rastvaraca treba imati u vidu da bude jeftin, selektivan i stabilan,

da ima povoljne termodinamicke karakteristike, da nije lako zapaljiv i Stetan po zdravlje
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ljudi. Jedna od prednosti ekstrakcije organskim rastvara¢ima je mogucnost izolovanja
ekstrakta koji poseduju jako antioksidativno dejstvo. Medutim, nedostatak ove vrste
ekstrakcije je $to rastvara¢ zaostaje u finalnom proizvodu, pa je upotreba u prehrambenoj
i farmaceutskoj industriji ograni¢ena. Potrebno je precistiti ekstrakt od rastvaraca, $to
dodatno produzava vreme proizvodnje ekstrakta i ¢ini postupak slozenijim, a u toku

uparavanja rastvaraca, moze doci i do degradacije lako isparljivin komponenata.

2.2.1.4. Ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u

Ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet—u (SE) se primenjuje kada Zeljena bioaktivna
komponenta ima ograni¢enu rastvorljivost u rastvarau. Takode, upotrebljava se kada
biljna sirovina sadrzi termolabilna jedinjenja. Metoda omogucava ekstrakciju jedinjenja
srednje i niske isparljivosti i termicke stabilnosti (Wang i Weller, 2006).

Prednost ove metode je visok prinos ekstrakta. Nedostatak se ogleda u potrebi za
neprestanim zagrevanjem rastvaraca i ekstrakta u balonu, na temperaturi kljucanja
rastvaraca, $to iziskuje veliku potro$nju vode za hladenje i elektri¢ne energije. Takode,
proces ekstrakcije moze trajati dugo, $to zavisi od vrste bioaktivnih komponenti koje se
zele 1zolovati. Nakon zavrSene ekstrakcije, rastvaraC se najceS¢e odvaja od ekstrakta
uparavanjem pomocu rotacionog vakum uparivaca, Sto dodatno produzava procesno
vreme (Romanik i sar., 2007). Vise autora je ispitivalo proces SE razli¢itih vrsta semena

nara, a neki od relevantnih rezultata predstavljeni su u Tabeli 8.

Tabela 8. Literaturni pregled — Ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet—u iz semena nara

Poreklonara  t(h)/T(°C) Rastvara¢ Prinos (%) Literatura
Isfahan, Iran 6/(-) Benzen 18,6 Abbasi i sar., 2008
heksan 18,7
Fars, Iran 24/(-) heksan 17,9 Eikani i sar., 2012
Ankara, Turska 8/110 heksan 34,7 Cavdar i sar., 2017
Teheran, Iran 20/69 heksan 22,3 Ahangari i Sargolzaei,
2012
Sinkjang, Kina 3/60 heksan 20,5 Tian i sar., 2013
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Kao rastvara¢ za SE najc¢esce se koristi heksan. U studiji koju su izveli Abbasi i
sar. (2008) nije primecena znacajna razlika u prinosima ekstrahovanog ulja prilikom
upotrebe iste koliCine benzena i heksana. Takode, primeceno je da vreme trajanja

ekstrakcije nije imalo uticaj na prinos dobijenog ulja.

2.2.2. Savremene metode ekstrakcije

Zbog nedostataka konvencionalnih metoda ekstrakcije, postoji velika tendencija
za pronalazak novih metoda koje ¢e ustedeti energiju, skratiti vreme ekstrakcije, povecati
prinos ekstrakata i smanjiti potro$nju organskih rastvarac¢a. Organski rastvaraci Koji se
upotrebljavaju u konvencionalnim metodama ekstrakcije nisu dovoljno selektivni jer
rastvaraju veliki broj komponenata medu kojima su i tesko isparljiva jedinjenja, velikih
molekulskih masa (smole, masne komponente, pigmenti, itd.). Nakon ekstrakcije,
organski rastvara¢i se mogu ukloniti uparavanjem, medutim u finalnom proizvodu ipak
zaostaju u tragovima. Utvrdeno je da prisustvo organskih rastvaraca, ¢ak i u tragovima, u
vecini slucajeva Stetno deluje na ljudski organizam (Vidovi¢, 2011). Pored toga,
konvencionalne metode ekstrakcije podrazumevaju dugo vreme izvodenja procesa, velike
koli¢ine biljnog materijala i organskih rastvaraca, §to ove procese ¢ini neekonomicnim i
nepogodnim sa aspekta odrzivog razvoja (Cvetanovic¢ i sar., 2017). Medu savremenim
metodama ekstrakcije izdvajaju se:

» mikrotalasna ekstrakcija (eng. microwave—assisted extraction — MAE),
ultrazvucna ekstrakcija (eng. ultrasound-assisted extraction — UAE),
ekstrakcija te¢nostima pod pritiskom (eng. pressurized liquid extraction — PLE),
natkriti¢na ekstrakcija (eng. supercritical fluid extraction — SFE),

pulsna elektri¢na polja (eng. pulsed electric field - PEF),

YV V VYV V V

enzimska hidroliza (eng. enzymatic hydrolysis) (Azmir i sar., 2013).

2.2.2.1. Ekstrakcija upotrebom mikrotalasa

Zahvaljujuéi razvoju mikrotalasne tehnologije, mikrotalasna ekstrakcija se moze

izvesti na viSe nacdina;
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» ekstrakcija bez rastvaraca (mikrotalasna ekstrakcija bez rastvarac¢a — eng. solvent—free
microwave extraction — SFME) (Chemat i sar., 2004; Purdevi¢ i sar., 2017),

» ekstrakcija organskim rastvara¢ima (mikrotalasna ekstrakcija organskim rastvara¢ima
—eng. microwave-assisted solvent extraction — MASE) (Pare i sar., 1991; Pare, 1994),

» hidrodestilacija (mikrotalasna hidrodestilacija — eng. microwave hydrodistillation —
MWHD) (Stashenko i sar., 2004),

» hidrodestilacija pod vakumom (vakum mikrotalasna hidrodestilacija — eng. vacuum
microwave hydrodistillation — VMHD) (Mengal i Mompon, 1994, 1996),
destilacija (mikrotalasna destilacija — eng. microwave—assisted distillation — MAD),

» destilacija komprimovanim vazduhom (mikrotalasna destilacija komprimovanim
vazduhom — eng. compressed air microwave distillation — CAMD) (Craveiro i sar.,
1989),

» gravitaciona hidrodifuzija (mikrotalasna gravitaciona hidrodifuzija — eng. microwave
hydrodiffusion and gravity — MHG) (Ivanovi¢, 2011).

Cavdar i sar. (2017) su koristili metodologiju odzivnih povrsina (eng. response
surface methodology — RSM) kako bi odredili optimalne uslove MASE radi dobijanja
maksimalnog prinosa ulja iz semena nara. Najveéi prinos (35,19 %) je ostvaren pri
slede¢éim wuslovima: mikrotalasna snaga 220 W, veli¢ina dCestice semena nara
0,125 — 0,450 mm, odnos rastvaraca (heksan) i uzorka 10:1 u trajanju od 5 minuta. MASE
je obezbedila veéi prinos ulja u poredenju sa SE (34,7 % za 8 h) i hladnim cedenjem ulja
(17,5 % tokom 8 h). Takode, ulja dobijena metodom MASE imala su bolje fizicko—
hemijske osobine, kao S§to je veéi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, bolju
antioksidativnu aktivnost u poredenju sa uljima koja su dobijena konvencionalnim

metodama ekstrakcije.

2.2.2.2. Ekstrakcija upotrebom ultrazvuka

Ultrazvucna ekstrakcija podrazumeva upotrebu ultrazvuka sa frekvencijama u
opsegu od 20 kHz do 2000 kHz. Delovanjem ultrazvu¢nih talasa povecava Se
permeabilnost celijskih zidova ¢ime je omogucena vecéa difuzija rastvaraca i ekstrakta

kroz ¢elijski zid i jednostavnije ispiranje bioaktivnih komponenti. Kalamara i sar. (2015)
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su pokazali da se primenom ultrazvuc¢ne ekstrakcije dobijaju veci prinosi ulja semena nara

za znatno krac¢e vreme u poredenju sa konvencionalnim metodama ekstrakcije.

2.2.2.3. Ekstrakcija te€nostima pod pritiskom

Ekstrakcija te¢nostima pod pritiskom predstavlja relativno novu metodu
izolovanja bioaktivnih jedinjenja iz biljnih matrica. Te¢ni rastvara¢ koji se nalazi na
povisenom pritisku i temperaturi (do 20 MPa i 200 °C) znacajno povecava efikasnost
ekstrakcije. Visoka temperatura omogucava povecanu rastvorljivost ekstrakta, kao i
poveéanu brzinu difuzije, dok veéi pritisak omogucava lak§u penetraciju rastvaraca U
nerazorene biljne ¢elije (Monrad i sar., 2009).

Prednost ove metode ogleda se u povecanoj efikasnosti ekstrakcije, smanjenoj
upotrebi rastvaraca (15 mL do 40 mL), smanjenom vremenu ekstrakcije (15 do 20 min),
dobijanju finalnog proizvoda bez potrebe za filtracijom, kao i moguénosti automatizacije
procesa (Nieto i sar., 2009). Shodno navedenom, proces je pogodan za primenu u

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Cvetanovi¢ i sar., 2017).

2.2.2.4. Ekstrakcija upotrebom natkriti¢nih fluida

Natkriti¢na ekstrakcija (NKE) je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi na
temperaturi iznad svoje kriticne temperature (Tc) 1 pritisku 1znad svog kriticnog pritiska

(Pc) u tzv. natkriticnom stanju (Slika 5).

A
p

évrsta faza
natkriticni fluid

kritidan pritisak
PE Il

\
' teéna

kriti¢na tatka

L | faza
!
trojna tacka
Py L pregrejana para
gasna faza kriti¢na
temperatura
Typ Tec

Slika 5. Fazni dijagram (p—T) za CO>
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Izbor odgovarajuceg rastvaraca za NKE zavisi od njegovih fizicko—hemijskih
karakteristika (Pereira i Meireles, 2010), a najvise u upotrebi su: ugljenik(IV)—oksid
(COy), heksan, propan, etan, pentan, butan, amonijak, voda, itd. (Smith, 1999). U Tabeli
9 date su vrednosti kriti¢nih parametara za odabrane rastvarace koji se koriste u procesima
NKE.

Tabela 9. Vrednosti kriticnih parametara rastvaraca koji su najées¢e upotrebljavani za

NKE (Pereda i sar., 2008)

i Kriti¢na Kriti¢an pritisak Kriticna
Fluid temperatura (°C) (MPa) zapremina
(cm?3/mol)
CO; 30,95 7,38 94,07
heksan 234,4 3,02 368.0
propan 96,65 4,25 200.0
etan 32,15 4,87 1455
amonijak 132,3 11,35 72.47
voda 373,9 22,06 55,95

Natkriti¢ni fluidi odlikuju se velikom gustinom koja je bliska gustinama te¢nosti
(Tabela 10) zbog ¢ega imaju veliku mo¢ rastvaranja (Brunner, 2005; Maksimovi¢, 2007).
Takode, vrednosti dinamicke viskoznosti natkriticnih fluida su sli¢ne gasovima, S§to
omogucava lakSe prodiranje natkritiénog rastvarata u poroznu strukturu c¢vrstog
materijala u poredenju sa te¢nim rastvara¢ima i povecanje brzine ekstrakcije (Brunner,
2005).

Tabela 10. Vrednosti fizickih parametara fluida u gasovitom, natkriti¢cnom i te¢nom

stanju (Brunner, 2005)

. Koeficijent =~ Dinamicka Kinematska
Gustina difuzii isk t isk t
(kg/m?) ifuzije viskoznos viskoznos
(m?/s)x108 (mPas) (m?/s)x108
Gas (sobna 0,6-2 10-40 0,01-0,3 5-500
temperatura)
Natkriticni ~ fluid 200-500 0,07 0,01-0,3 0102
(Te, pe)
Tecnost  (sobna g5y 1500 0,0002-0,002 023 0,1-5
temperatura)
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Proces ekstrakcije natkritiénim fluidima se moze prikazati kroz pet faza (Wakao i
Kaguei, 1982):
- difuzija natkriti¢énog fluida do povrsine Cestice kroz film
fluida koji je okruzuje
- prodiranje i difuzija natkriticnog fluida kroz spoljasn;ji

sloj sfernog omotaca krutog, inertnog, materijala

- kontakt natkriticnog fluida sa  rastvorljivom
komponentom

- difuzija rastvorene komponente u natkriticnom fluidu
kroz sloj spoljasnjeg sfernog omotaca na spoljasnju
povrsinu Cestice

- difuzija rastvorene komponente kroz film natkriticnog
fluida koji okruzuje Cesticu.

Kao najpozeljniji fluid za procese NKE pokazao se CO.. U dostupnoj literaturi
jasno su prikazane faze prelaska CO2 u natkritiéno stanje (Slika 6) sa porastom
temperature i pritiska. Naime, ispod kriticne temperature (Tc = 31,1 °C) i kriti¢nog
pritiska (pc = 7,38 MPa), CO2 postoji i u tenoj i u gasovitoj fazi. Pove¢anjem temperature,
gustina tecne i gasovite faze postaje sli¢nija, pa se granica izmedu faza smanjuje. Nakon
postignutog pc i T, kineticka energija molekula ponistava delovanje Van der Valsovih
privlacnih sila, i granica izmedu te¢ne i gasovite faze prestaje da postoji tj. nastaje nova

homogena faza — natkriti¢na faza (Knezevi¢, 2008).

loini CO2

ettt ettt ettt
rast temperature i pritiska

superkritiéni fluid

Slika 6. Razlicita stanja CO2 (Knezevi¢, 2008)
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Zbog niske vrednosti kriticne temperature (31,1 °C), CO2 se najéesce primenjuje
u procesima ekstrakcije aktivnih komponenti iz biljnih i Zivotinjskih materijala koje su
osetljive i nestabilne na poviSenoj temperaturi. Ekstrakcijom aktivnih komponenti
pomoc¢u CO, na temperaturama koje su nize od onih primenjenih u konvencionalnim
metodama ekstrakcije sprecena je termicka degradacija bioloski aktivnih komponenata.
Uklanjanje CO; iz ekstrakta se vrsi jednostavno i brzo, ¢ime se dobija potpuno Cist
ekstrakt, bez prisustva rastvaraca. Usled hemijske inertnosti CO., izbegnuti su toksi¢ni
ostaci rastvaraca u ekstraktu, a samim tim sprecena je eventualna oksidacija proizvoda.
Takode, CO2 je gas bez boje, ukusa i mirisa, koji je lako dostupan po niskoj ceni. Jedna
od glavnih prednosti NKE pomoc¢u CO- je mogucnost jednostavnog menjanja procesnih
parametara, temperature i pritiska (odnosno gustine CO3) ¢ime je omoguceno dobijanje
ekstrakata Zeljenog sastava.

Natkriticnim fluidima mogu se ekstrahovati etarska i masna ulja, arome i zacini,
kao i komponente sa razli¢itom bioloSkom aktivno$c¢u. lako se masna ulja mogu dobiti
klasi¢énom ekstrakcijom organskim rastvara¢ima, kao i hladnim presovanjem, organski
rastvara¢i zaostali u finalnom proizvodu, kao i manji prinosi masnog ulja u postupku
dobijanja hladnim presovanjem, daju prednost NKE (Nikolovski, 2009). Kao glavni
nedostatak NKE navode se relativno velika investiciona ulaganja u odnosu na druge

metode ekstrakcije, koje se izvode na nizim pritiscima.

2.2.2.4.1. Natkriti¢na ekstrakcija iz semena nara

Vise autora je ispitivalo proces NKE iz semena nara pri razli¢itim operativnim

uslovima, a neki od rezultata su prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11. Literaturni pregled — NKE iz razlicitih sorti semena nara

Poreklo nara p(MPa)/T((°C)/t(h) Prinos (%) Literatura
30/40/3 13,06 Ahangari i Sargolzaei,
Teheran, Iran 30/60/3 12,21 2012
25/50/3 11,23
Pakchong, Tajland 40/55/2 4,5 Oonsivilai i sar., 2016
Isfahan, Iran 20/40/ - 0,89 Abbasi i sar., 2008
Sinkjang, Kina 379/47/2 15,63 Liu i sar., 2009
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Moze se primetiti da poreklo biljke i izbor pritisaka, temperature, vremena
ekstrakcije (operativni uslovi) imaju veliki uticaj na prinos dobijenog ulja. Pokazano je
da se prinos ekstrakcije povecava usled povecanja pritiska jer dolazi do povecanja gustine
te¢nosti tj. rastvorne moc¢i COz. Medutim, zbog negativnog uticaja temperature na
rastvornu mo¢ COz na odabranim uslovima, povecanje temperature rezultiralo je blagim
smanjenjem prinosa ekstrakcije.

U studiji koju je izveo Liu i sar. (2009) je prezentovana optimizacija procesa NKE
ulja semena nara primenom metodologije odzivnih povrSina (RSM). RSM
metodologijom analiziran je uticaj procesnih parametara (pritiska, temperature i protoka
CO2) na prinos ulja nara, ¢ime je omoguceno odredivanje optimalnih uslova NKE.
Pomoc¢u matematickog modela, predvideno je da maksimalni prinos natkritiénog
ekstrakta semena nara iznosi 156,3 g/kg na temperaturi od 47 °C, pritisku 37,9 MPa i
protoku nkCO: od 21,3 L/h.

U svom radu, Abbasi i sar. (2008) su primetili da se upotrebom kosolventa (vode,
etanola 1 heksana) za NKE povecava prinos ekstrakcije, po redu: heksan>etanol>voda
(Tabela 12). Naime, nkCO- je pogodan za rastvaranje nepolarnih supstanci, dok je
rastvorljivost polarnih supstanci slaba. Kako bi se poboljsala mo¢ rastvaranja polarnih
supstanci, obi¢no se u toku ekstrakcije koristi smesa nkCO2 i kosolventa (Reverchon i De
Marco, 2006).

Tabela 12. Uticaj kosolventa na prinos NKE iz semena nara (Abbasi i sar., 2008)

Zapremina kosolventa

Biljni materijal Kosolvent Prinos (%)

(mL/1009)

Seme divljeg nara  voda 0 0,89
9 0,80

18 2,50

etanol 0 2,14

9 1,34

18 3,39

heksan 0 1,88

9 3,21

18 2,86
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Primecéeno je da povecanje zapremine kosolventa ima pozitivan efekat na prinos
NKE. Medu svim analiziranim parametrima (pritisak, temperatura, vreme ekstrakcije,
kosolvent, zapremina kosolventa), promena zapremine kosolventa pokazala je najveci
uticaj na prinos ekstrakcije, dok je temperatura imala najmanji uticaj na prinos ulja
(Abbasi i sar., 2008).

2.2.3. Intenzifikacija procesa ekstrakcije predtretmanom biljnog materijala

Predtretman biljnog materijala podrazumeva razaranje strukture biljnih tkiva u
cilju obezbedenja veceg prinosa ekstrakcije ili dobijanja ekstrakata sa veCom
koncentracijom zeljenih komponenti i poboljsanim bioloskim karakteristikama za §to
kra¢i vremenski period. Postoji veliki broj predtretmana koji se mogu primeniti pre
ekstrakcije iz biljnog materijala a neki od njih su: mehanicki predtretman (npr. seckanje,
mlevenje, kidanje), ultrazvuéni predtretman, nagla dekompresija nakon kratkog izlaganja
materijala CO2, mikrotalasni predtretman, itd. (Ivanovi¢ i sar., 2013; Crampon i sar.,
2013).

Mlevenjem biljnog materijala izvodi se usitnjavanje ¢vrstih Cestica do Zzeljene
veli¢ine. Za procese ekstrakcije najcesce se koriste Cestice biljnog materijala srednjeg
pre¢nika od 0,25 do 2,0 mm (Reverchon i De Marco, 2006). Cilj usitnjavanja je povecanje
dostupnosti i oslobadanja bioaktivnih komponenata razaranjem celijskih zidova
(Velickovi¢, 2007). Ipak, prilikom usitnjavanja materijala potrebno je voditi racuna o
veli¢ini Cestica npr. Cestice koje su suviSe male, u ekstraktoru, mogu dovesti do
kanalisanja toka natkriti¢nog fluida. Time, ve¢i deo zapremine fluida ostaje neiskoriséen
Sto dovodi do smanjenja efikasnosti procesa (Ivanovi¢, 2011).

U studiji koju su izveli Riera i sar. (2004) je prezentovana primena ultrazvu¢nog
predtretmana u cilju poveéanja prinosa NKE bademovog ulja za 30 %. Primenom
ultrazvuka je postignuta bolja penetracija rastvaraca u nerazorene biljne ¢elije, Sto je
rezultovalo ve¢im prinosom ulja za krace vreme ekstrakcije.

Stameni¢ i sar. (2010) su ispitali bubrenje biljnog materijala pod uticajem nkCO3,
kao i efekta koje bubrenje ima na proces NKE. Ustanovili su, da za pojedine biljne vrste
iz porodice Lamiaceae predtretman naglom dekompresijom CO; ima pozitivan efekat na

kinetiku ekstrakcije.
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Broj publikacija o primeni mikrotalasa u predtretmanu biljnih sirovina, u cilju
intenzifikacije procesa i dobijanja veceg prinosa ulja, se poslednjih godina povecava.
Obzirom da se efikasnost konvencionalne ekstrakcije ulja iz semena sa niskim sadrzajem
masti/ulja ne moze zanemariti, koriS¢enje mikrotalasnog predtretmana omogucava
efikasniju primenu konvencionalne ekstrakcije kroz smanjenu potro$nju rastvaraca i
vreme obrade. Takode, mikrotalasi omogucavaju brzo i ravnomerno zagrevanje relativno
debelih materijala (Uquiche i sar., 2008). Upotreba mikrotalasa pre procesa ekstrakcije
predstavlja adekvatan izbor jer ulje na taj nacin zadrzava svoja nutritivna svojstva. Postoji
veliki broj studija koje opisuju primenu mikrotalasa neposredno pre pocesa ekstrakcije
(Tabela 13).

Tabela 13. Literaturni pregled mikrotalasnog predtretmana razli¢itih biljnih materijala

Biljni Metoda

materijal Snaga (W) Vreme (s) ekstrakcije Literatura
Seme nara 720 60 SE Gaikwad i sar.,
2017
Uljana repica 800 120/240 Hladno Azadmard—
cedenje Damirchi i sar.,
2010
Plod palme 800 60/120/180/240 SE Cheng i sar., 2011
Cileanski lesnik ~ 400/600 120/180/240 Cedenje Uquiche i sar.,
2008
Seme manga 300/450 70/90/130/180 SE Momeny i sar.,
2012
Seme manga  110/330/550 30/60/90/120/150 SE Kittiphoom i
Sutasinee, 2015
Seme Moringa = 100/200/400 30/60/90 SEiNKE Portoisar., 2016
Oleifera

U svim studijama, primeéeno je da se upotrebom mikrotalasa za predtretman
povecéava prinos ulja, skracuje operativno vreme i poveéava usteda energije. Gaikwad i
sar. (2017) su ispitali uticaj snage mikrotalasa, vreme predtretmana, kao i vreme
ekstrakcije na prinos ulja iz semena nara. Rezultati su pokazali, da se prinos SE poveéava
sa povecanjem vremena ekstrakcije. Osim toga, primeéeno je da povecanjem snage
mikrotalasa, kao i produzenjem vremena tretmana, povecava se prinos ekstrahovanog

ulja.
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Predtretman mikrotalasima moze imati brojne pozitivne efekte na proces

ekstrakcije iz biljnog materijala, kao Sto su:

povecanje prinosa i kvaliteta ekstrakta,
smanjene potrosnje energije,

skracenje procesnog vremena,

Y V VYV V

smanjene upotrebe rastvara¢a (Ramanadhan, 2005).

Upotreba mikrotalasa predstavlja sloZzen proces u kome dolazi do znacajnih
promena u biljnom materijalu. Energija mikrotalasa u interakciji sa vlagom, cak i iz
osusenog biljnog materijala, dovodi do zagrevanja celog biljnog materijala. Vlaga usled
zagrevanja prelazi u parno stanje i stvara pritisak na ¢elijsku membranu. Pritisak gura
¢elijsku membranu iznutra, isteze je, a dalje izlaganje biljnih ¢elija dejstvu mikrotalasa
dovodi do pucanja ¢elijske membrane. Razorene ¢elije omogucavaju olakSano isticanje
ulja, kao i lakse prodiranje rastvaraca za ekstrakciju (Uquiche isar., 2008; Wang i Weller,
2006; Sayyar i sar., 2011; Starmans i Nijhuis, 1996). Dodatno, duze izlaganje dejstvu
mikrotalasa dolazi do susenja biljnog materijala $to, u slucajevima kada je generisana
temperatura previsoka, moze dovesti do unistavanja biljnog materijala (Chow i Ma, 2007,
Cheng i sar., 2011).

U studiji koju su izveli Gaikwad i sar. (2017) je ispitan uticaj dejstva mikrotalasa
na celijsku strukturu semena nara. Na Slici 7 prikazan je popre¢ni presek semena nara
snimljen svetlosnim mikroskopom. Posmatrana je propustljivost celijskih zidova i
prosirenost lipidnih tela nakon mikrotalasnog predtretmana. Slika 7a prikazuje netaknuta
aleuronska zrna, ¢elijski zid, kao i lipidna tela, koja se nalaze u netretiranom semenu nara.
U ovom slu¢aju, seme nije adekvatno za proces ekstrakcije, jer netaknuti ¢elijski zid, kao

i aleuronska zrna predstavljaju glavni otpor ekstrakcije (Aguilera i Stanley, 1999).
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Slika 7. Seme nara pod svetlosnim mikroskopom: a) kontrolno seme nara; b) tretirano
seme nara 720 W 60 s (lzvor: Gaikwad i sar., 2017)

Slika 7b prikazuje strukturu semena nara nakon primene mikrotalasnog zracenja
(720 W 60 s). Jasno se uocava da je doslo do modifikacije celijskog zida, ¢ime je
postignuta veéa poroznost. Kao $to je prethodno navedeno, predtretman mikrotalasima
dovodi do povecanja prinosa ulja iz semena usled poveéanja koeficijenta prenosa mase
(Azadmard-Damirchi i sar., 2011). Pored toga, pore c¢elija postaju propustljive i
omogucavaju lakse isticanje ulja kroz propustljive celijske zidove (Kittiphoom i

Sutasinee, 2015).

2.2.3.1. Mikrotalasno zracenje

Mikrotalasi predstavljaju nejonizujuce elektromagnetno zracenje talasne duZine
od 1 mm do 1 m. U elektromagnetnom spektru, podru¢je mikrotalasnog zracenja se nalazi
izmedu infracrvene i radio—talasne oblasti, $to odgovara frekvencionom opsegu od 300
MHz do 300 GHz, dok su odgovarajuée energije 1,24-10% — 1,24.10 eV (Kappe i
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Stadler, 2005) (Slika 8). Ove energije su mnogo nize od uobicajenih energija jonizacije
bioloskih jedinjenja (13,6 eV), energije kovalentnih veza (~4,51 eV), vodoni¢nih veza
(2 eV), Van der Valsovih medumolekulskih sila (manje od 2 e¢V) ¢ak nize i od energije
Braunovog kretanja na 37 °C (1,7-102 eV) (Hoz i Loupy, 2012). Proizilazi da mikrotalasi
spadaju u nejonizujuce zracenje i da ne mogu dovesti do raskidanja veza. Takode, ne

dovode do promene strukture molekula, ve¢ samo do njegove rotacije (Pavlovic, 2014).

talasna duzina(m)

infracrveno ultraljubicasto
radio-talasi zraenje zraenje y-zraci
mikrotalasi | vidljiva svetlost X-zraci
1 ' ' ' ' ' '
L} Ll L) L) L) L] L]
10° 1072 107> 10°® 1078 1071 1072

frekvencija (Hz)
EEEEmSE 40000202 SeSaseaaaeeas
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Slika 8. Elektromagnetni spektar

2.2.3.1.2. Mikrotalasi nasuprot konvencionalnom zagrevanju

Kod konvencionalnog zagrevanja Kkoristi se plamen, zagrejan vazduh, direktan
kontakt sa zagrejanom povrSinom itd. Toplota koja se isporucuje, prouzrokuje zagrevanje
povrsinskih slojeva i uzastopno zagrevanje po slojevima. Nastaje temperaturni gradijent
gde je povrsina materijala znatno viSe zagrejana od unutraS$njosti materijala. Nasuprot
konvencionalnom zagrevanju, mikrotalasno zracenje dovodi do efikasnog zagrevanja
direktnom interakcijom mikrotalasne energije sa biljnim materijalom (Kappe i sar.,
2006). Bitnije razlike izmedu konvencionalnog zagrevanja i zagrevanja upotrebom

mikrotalasa se mogu videti u Tabeli 14.
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Tabela 14. Razlika u mikrotalasnom i konvencionalnom zagrevanju (Pavlovi¢, 2014)
KONVENCIONALNO
ZAGREVANJE

ZAGREVANJE MIKROTALASIMA

Direktno unutrasnje zagrevanje Zagrevanje

kondukcijom/konvekcijom

Ceo materijal se zagreva istovremeno Povrsinsko zagrevanje
Brzo Sporo
Polarne supstance selektivno apsorbuju

- Nije selektivno
radijaciju

| pored intenzivnog izucavanja, uticaj i mehanizam delovanja mikrotalasa i dalje
nije u potpunosti razjaSnjen. Moze se objasniti toplotom koja nastaje tokom izlaganja
materijala dejstvu mikrotalasa. Naime, u molekulu se javljaju rotacione sile koje dovode
do trenja i zagrevanja materijala. Polarni molekuli apsorbuju energiju mikrotalasa i
orijentiSu Se u pravcu oscilovanja elektri¢nog polja mikrotalasa. Promenom orijentacije
molekula nastaje toplota usled raskidanja molekula i vodoni¢nih veza (Stanisavljev,
2009).

Prilikom mikrotalasnog zagrevanja, zagrevanje se odvija celom zapreminom
biljnog materijala dok temperatura tretiranog materijala naglo raste. Glavne prednosti

koris¢enja mikrotalasne energije su usteda vremena i energije (Milovanovic i sar., 2004).

2.2.3.1.3. Uticaj mikrotalasnog zagrevanja na biljke

Interesovanje o primeni elektromagnetnog zracenja na bioloske materijale datira
sa kraja 19. veka, dok je interesovanje o primeni visokofrekventnih talasa na biljne

materijale pocelo 1920. godine (Ark i Parry, 1940). U mnogim slu¢ajevima, kratka
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izlozenost semena biljaka radio—frekvenciji i mikrotalasnom zracenju dovodi do
povecanja klijavosti i otpornosti nastalih sadnica (Tran, 1979; Tran, 1979a); medutim,
dugotrajna izloZenost obi¢no rezultira ,,smréu” semena (Bebawi i sar., 2007).

Davis i sar. (1971; 1973) su medu prvima proucavali efekat mikrotalasnog
zagrevanja na seme. Tretiranjem semena u mikrotalasnoj pec¢nici pokazali su da je na
osteCenje semena najviSe uticala kombinacija sadrzaja vlage semena i apsorbovane
energije po semenu. Drugi nalazi sugerisSu da su i specifi¢na masa i specificna zapremina
semena povezani sa ,,smrtno$¢u” semena (Davis i sar., 1973). Ovo bi se moglo objasniti
,povrSinom radarskog preseka” (eng. radar cross—section) (Wolf i sar., 1993). Naime,
mnoga semena imaju geometriju elipsoida ili ¢ak sfere, tako da su mikrotalasni zraci
usmereni ka jezgru semena $to rezultira viSim temperatura u srediStu semena i vece stope
,,Smrtnosti”. Semena, ¢ija geometrija priblizno odgovara cilindu, takode ¢e usmeriti vise
energije ka svom jezgru narocito kako se povecava dimenzija semena. Barker i Craker
(1991) su ispitali uticaj mikrotalasnog zagrevanja u zemljiStima sa razli¢itim sadrzajem
vlage (10-280 g vode/kg suvog zemljista) kako bi unistili seme ,,Ogle* ovasa (Avena
sativa) i neodredeni broj prirodnih semena korova prisutnih u zemljistu. Rezultati su
pokazali da osetljivost semena zavisi od temperature mikrotalasnog zagrevanja. Kada je
temperatura zemljista porasla na 75 °C, doslo je do smanjenja klijavosti u semenu ovasa
I semenu korova. Kada je temperatura zemljiSta porasla iznad 80 °C, klijavost semena u

svim vrstama potpuno je inhibirana.

2.3. BIOLOSKA AKTIVNOST SEMENA NARA

U naucnoj literaturi se moze veliki broj podataka o bioloskoj aktivnosti ulja
semena nara:

» Ulje nara ispoljava antioksidativnu aktivnost, kao i svojstvo inhibicije
eikozanoidnog enzima (Qu i sar., 2010),

» Pozitivno uti¢e na imunolosku funkciju i metabolizam lipida (Yamasaki i sar.,
2006),

» Sadrzi visok procenat estrogena (Tong i sar., 2006),

» Inhibira fotostarenje koze (Park i sar., 2010),

39



» Deluje na lipoperoksidaciju i aktivnost antioksidativnin enzima (Melo i sar.,
2010),

» Ispoljava zastitni efekat protiv nefrotoksi¢nosti izazvane oksidativnim oste¢enjem
kao posledica upotrebe gentamicina (Asadpour i sar., 2010),

» Usled prisustva konjugovanih masnih kiselina, ucestvuje u normalizovanju
metabolizma masti kod gojaznih pacijenata (Mirmiran i sar., 2010),

» Ima ulogu u smanjenju masnog tkiva (McFarlin i sar., 2009).

2.3.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su supstance koje inhibiraju oksidaciju drugih molekula (hemijsku
reakciju proizvodnje slobodnih radikala) (Halliwell i Gutteridge, 1989; Halliwell 1995;
Jacob, 1995). Prekomerna proizvodnja slobodnih radikala dovodi do mnogih patoloskih
promena u ljudskom organizmu, kao §to su ostecenje Celijske membrane i razaranje DNK.
Osim toga, imaju vaznu ulogu u nastanku alergija, upalnih procesa creva (kao $to je
ulcerozni kolitis i Kronova bolest), kao i u nastanku bolesti tumora srca i pluca. Slaba
fizicka aktivnost, stres i infekcije drasticno poveéavaju proizvodnju slobodnih radikala
(Moller i sar., 1996). Brojna istrazivanja su dokazala da ukoliko ne bi postojali

antioksidansi, slobodni radikali bi unistili na§ organizam u samo jednom danu.

2.3.1.1. Klasifikacija antioksidanasa

Antioksidansi mogu se klasifikovati kao prirodni i sintetski (Shahidi i Zhong,
2010). Od prirodnih antioksidanasa u ulju semena nara mogu se izolovati vitamini

(vitamin E) i karotenoidi (karoteni).

2.3.1.1.1. Vitamin E

Termin vitamin E se odnosi na grupu hemijskih jedinjenja (tokoferoli i
tokotrienoli). Vitamin E (Slika 9) je prihvacen kao primarni antioksidans koji se rastvara
u lipidima. Deluje putem dva osnovna mehanizma:

1) mehanizam prekidanja lanca elektron—-donora (CB-D) i

2) mehanizam prekidanja lanca elektron—akceptora (CB-A).

40



Antioksidativna aktivnost a—tokoferola zavisi od uslova njegovog skladistenja i
temperaturnog tretmana (Thoo i sar., 2013; Pascual i sar., 2013), kao i od njegovog
porekla (Beltran i sar., 2010).

Tokoferoli i tokotrienoli su prirodni antioksidansi, rastvorljivi u mastima i
predstavljaju esencijalne vitamine grupe E ¢ija je primarna uloga u zastiti masnih kiselina,
lipoproteina i drugih komponenata celijske membrane od oksidacije. Mogu se
klasifikovati u dve grupe:

1) Tokoferoli (o—, B—, y— i 6— tokoferol) i

2) Tokotrienoli (o—, p—, y— i &— tokotrienoli).

Slika 9. Hemijska struktura vitamina E

Najvaznije i fizioloski najaktivnije jedinjenje grupe vitamina E je a—tokoferol. o—
tokoferol predstavlja donore vodonika u reakciji sa lipidnim peroksil radikalom (LOO").
Nastali radikal je stabilizovan usled delokalizacije elektrona preko aromati¢nog prstena.
Radikal gradi o—tokoferol-peroksid koji moze preci u a—tokohinon ili tokoferol dimer.

Nedovoljan unos vitamina E kod ljudi izaziva niz nepozeljnih neuromuskularnih
promena kao npr. bolesti perifernih nerava, bolesti motornih neurona itd. Ono S§to je
veoma vazno, jeste da se visak o—tokoferola izlu¢uje preko urina.

Brojna istrazivanja su pokazala da y—tokoferol, pored antioksidantivne aktivnosti,
ima vaznu ulogu u organizmu: §titi ¢eliju od starenja i nastanka tumora, ucestvuje u
stvaranju reproduktivnih ¢elija i olakSava funkcionisanje nervnog sistema (Brigelius—
Flohe i Traber, 1999). Evropska agencija za bezbednost hrane (eng. The European Food
Safety Authority — EFSA) (EFSA, 2013) preporucuje unos vitamina E od 8 do 25 mg/dan,

U zavisnosti od uzrasta.
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2.3.1.1.2. Karotenoidi

Najmanje 60 karotenoida se javlja u vocu i povréu koje je zastupljeno u ljudskoj
ishrani. Glavni karotenoidi prisutni u dnevnoj ishrani su: a— i p— karoten, likopen i
hidroksi karotenoidi (ksantofil-zeaksantin i lutein). Obzirom na to da organizam sam ne
moze da sintetiSe karotenoide, potrebno ih je unositi putem hrane. Karotenoidi su vazni,
ne samo zbog aktivnosti provitamina A, ve¢ imaju niz aktivnosti u bioloskom sistemu.
Tokoferoli, karotenoidi i ksantofili su efikasni u eliminisanju O (eng. ,, singlet oxygen ")
(Nowicka i Kruk, 2012; Ramel i sar., 2012) i kao sakupljaci slobodnih radikala (B6hm i
sar., 2012). Takode, u prisustvu hlorofila sprecavaju fotooksidaciju ulja. Tokom
fotooksidacije, molekul ozona se pretvara u reaktivni singlet kiseonik. Nastali reaktivni
singlet kiseonik ima veéu mo¢ oksidacije dvostrukih veza lipida od ozona. Karotenoidi
pretvaraju reaktivni singlet kiseonik u njegov ozonski oblik, koji je mnogo manje aktivan
(Pokorny i Parakanyiova, 2005). Osim toga, istrazivanja su pokazala da karotenoidi imaju
ulogu u prevenciji nastanka tumora pluéa, debelog creva, materice, dojke i prostate. Imaju

pozitivno dejstvo na imunoloski sistem i stite kozu od UV zracenja.

2.3.1.1.3. p — karoten

[ — karoten (Slika 10) je provitamin vitamina A koji se rastvara u mastima i sastoji
se od dve retinil grupe (Condron i sar., 2014; Weber i Grune, 2012). Predstavlja jedan od
najjacih antioksidanasa, koji je u stanju da eliminiSe singlet kiseonik i inhibira lipidnu
oksidaciju (Samaniego—Sanchez i sar., 2010). Buduc¢i da je snazan antioksidans, $titi
timus (grudna zlezda koja ima vaznu ulogu u sazrevanju T limfocita i razvoju imunoloske
tolerancije) i stimulise delovanje interferona. Preporuceni dnevni unos vitamina A je od
700 do 900 pg (Mandi¢, 2007).

Slika 10. Hemijska struktura f—karotena
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2.3.1.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti ulja semena nara

Antioksidativni kapacitet (AK) je povezan sa koncentracijom komponenata u
uzorku koje su sposobne da zastite bioloSki sistem od $tetnih efekata procesa ili reakcija
koje ukljucuju reaktivni kiseonik ili azot (ROS ili RNS) (MacDonald-Wicks i sar., 2006).

Sposobnost vezivanja radikala (eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity —
TEAC) je metoda koja se temelji na reakciji prenosa jednog elektrona i koristi se za
odredivanje AK raznih prehrambenih proizvoda. Ukljucuje stvaranje radikala 2,2'-
azobis—(3—etilbenzotiazolin—6-sulfat) radikal-katjona (ABTS'") (Slika 11) koji ima
apsorpcione maksimume na talasnim duzinama A=414 nm, A=645 nm, A=734 nm i A=815

nm.

O u—{s g stua * antioxidant _
J=N

y’ T - KaSOs
N CzHg
CzHs
ABTS" (Amax = 734 nm)
-038 805~
UH "
CzHﬁ
Csz

ABTS? (colorless)

Slika 11. Mehanizam delovanja ABTS™

Za odredivanje ABTS"™ mogu se koristiti razli¢ite metode (Re, 1999). MozZe se
odrediti reakcijom u kojoj se obi¢no koristi mangan(lVV)—oksid ili kalijum—persulfat
(K2S20g8) u cilju oksidacije ABTS radikala u radikal katjon ABTS*. Odredivanje se vrsi
na talasnoj duzini od A= 734 nm, a vreme trajanja reakcije je od 1 do 30 minuta. Dobijeni
rezultati su predstavljeni kao Troloks ekvivalenti.

Prednosti TEAC metode je Sto se ABTS rastvara i u vodi i u organskim
rastvaraCima, pa Se test moze Koristiti za odredivanje hidrofilnih i lipofilnih
antioksidanata. Takode, test je jednostavan i omogucava testiranje u sirokom rasponu pH,
iako se najcesce koristi pH 7,4 (Ozgen i sar., 2006). Nedostaci TEAC testa je ¢injenica
da test odreduje reaktivnost samo prema ABTS radikal-katjonu, a ne inhibiciju
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oksidativnog procesa. Neki autori navode i ¢injenicu da se radikal-katjon ABTS, koji se
koristi kao oksidans u TEAC testu, ne pojavljuje u bioloskim sistemima i da po svojoj
strukturi i reaktivnosti nije sli¢an radikalima koji se tamo nalaze (MacDonald-Wicks i
sar., 2006).

2.3.2. Citotoksi¢na aktivnost

Pod malignim oboljenjem (rak, kancer ili tumor) podrazumeva se bolest koju
karakteriSe nekontrolisana deoba c¢elija uzrokovana mutacijama jedarne DNK (Hajdu,
2011). Postoji stotine razli¢itih vrsta tumora, koje su ime dobile po tkivu ili organu ili tipu
¢elije u kojoj nastaju (Becker i sar., 2009). Pored toga, postoji nekoliko miliona
predtumorskih ¢elija (koji imaju izmenjen genetski materijal), za koje ljudski organizam
ima urodene mehanizme prepoznavanja i izolovanja (Hanahan i Weinberg, 2000).

Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization — WHO) je
predvidela da ¢e do 2020. godine broj novih obolelih od tumora dosti¢i 17 miliona
(Tavakoli i sar., 2012). Prema podacima WHO u 2012. godini je umrlo 8,2 miliona ljudi
od razlicitih tipova tumora (Slika 12) (GLOBOCAN, 2012).

Ucestalost

1,824,701 (13.0%)

4,968,280 (35.3%)—— N 1671149 (11 9%)

)

—1.360,602 (9.7%)
429,793 (3.1%)

456,784 (3.2%) ‘ 1,084 916 (7.8%)
527 624 (3.8%)— = 851,594 (6.8%)
782,451 (5.6%)
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Slika 12. a) ucestalost i b) smrtnost razli¢itih tipova tumora za oba pola u svetu (lzvor:
GLOBOCAN, 2012)

Najcesce metode leCenja tumora su hirurgija, radioterapija i hemoterapija (Yang i
sar., 2012). Medutim, poslednjih godina sve viSe su u upotrebi hemopreventivni biljni
lekovi. Hemoprevencija se smatra tretmanom buduénosti u terapiji tumora i podrazumeva
primenu prirodnih ili sintetickih kompleksa u cilju smanjenja rizika od nastanka tumora.
Hemopreventivni potencijal zasniva se na selektivnom citotoksi¢nom dejstvu na maligne
¢elije sa niskim toksi¢nim dejstvom na zdrave ¢elije. Znacajni prirodni hemopreventivni
kompleksi jesu sekundarni metaboliti biljaka, zatim polusinteticki derivati sekundarnih
metabolita biljaka, kao i jedinjenja koja su dobijena na osnovu strukture izvornog biljnog
jedinjenja (taksani, vinka alkaloidi, itd).

U svojoj studiji Hartwell (1982) pominje preko 3000 razlicitih biljaka, kao izvor
prirodnih jedinjenja ili njihovih derivata sa antitumornim delovanjem. Medu
proucavanim biljnim vrstama izdvajaju se: beli luk, aloja, bela imela, zeleni ¢aj, Zen—Sen,
mackov brk, kantarion, neven, rastavi¢, kopriva, mecja Sapa, pacificka tisa i dr. Znacajne
grupe jedinjenja koja imaju ulogu u hemoprevenciji raka su: fenolna jedinjenja, vitamini,
karotenoidi, alkaloidi, organosumporna jedinjenja, jedinjenja koja sadrze selen i masne
kiseline (Hartwell, 1982).

Specificna masna kiselina koja je pronadena u ulju semena nara, Sa
hemopreventivnim dejstvom, naziva se punicinska kiselina. Lansky i sar. (2005) su

proucavali inhibitorne efekate punicinske kiseline na PC—3 ¢elije (eng. human prostate
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cancer cell lines) i proliferaciju DU 145 ¢elija i pokazali da punicinska kiselina zna¢ajno
inhibira invaziju i proliferaciju ¢elija tumora prostate. Takode, dokazano je da punicinska
kiselina inhibira proliferaciju tumora dojke u ¢elijskim linijama koje su osetljive i

neosetljive na estrogen (Grossmann i sar., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI
DEO



Eksperimentalni deo doktorske disertacije je realizovan na Katedri za organsku
hemijsku tehnologiju, Tehnolosko—metalurskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu
(Republika Srbija). Deo istrazivanja je uraden na Institutu za proucavanje lekovitog bilja
,Dr Josif Panci¢” (Republika Srbija), Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije
(Republika Srbija), kao i na Institutu za nutricionizam, Univerziteta Fridrih Siler u Jeni
(Savezna Republika Nemacka).

3.1. MATERIJALI

Plodovi divljeg nara (Punica granatum L.) su sakupljeni u periodu pune zrelosti,
od septembra do novembra, tokom 2014. godine, sa plantaze koja se nalazi u selu Do u
blizini grada Trebinja (Bosna i Hercegovina). Nadmorska visina ovog podrucja iznosi
498 m, na koordinatama 43.086° severne geografske Sirine i 18.140° isto¢ne geografske
duzine. Klimatski uslovi, koji karakteriSu ovu oblast su mediteranskog tipa, sa kratkim
blagim zimama i dugim toplim letima. Prose¢na minimalna temperatura na plantazi iznosi
8,3 °C dok je prose¢na maksimalna 26,5 °C. Godis$nje koli¢ine padavina u proseku iznose

1624 mm. Seme divljeg nara je sakupljeno nakon proizvodnje soka.

3.1.1. Hemikalije i reagensi

Hemikalije i reagensi upotrebljeni u eksperimentalnom radu su:

- komercijalni ugljenik(1V)—oksid (Cistoce 99 %) Messer—Tehnogas, Republika
Srbija;

- heksan (> 95 %) Sigma—Aldrich, Savezna Republika Nemacka;

- voda (HPLC cistoce, 18 MQ, dobijena je iz Milli—Q sistema za preciS¢avanje)
Millipore GmbH, Schwalbach, Savezna Republika Nemacka;

- MTBE (metil-terc-butil-etar), Sauerbrey, Reinhardshagen, Savezna Republika
Nemacka;

- svi tokoferoli, Calbiochem, Darmstadt, Savezna Republika Nemacka,;

- svi tokotrienoli, Davos Life Science, Republika Singapur;

- karotenoidi (97-99 % analitickog stepena Cistoce), CaroNature, Ostermundigen,
Svajcarska Konfederacija;
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- 2,2-Azino-bis(3—etilbenzotiazolin—6—sulfonska  kiselina), diamonijum so
(ABTS), Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Savezna Republika Nemacka;

- sve celijske linije su nabavljene od ustanove American Type Culture Collection,
Manasas, VA, Sjedinjene Americke Drzave;

- reagensi za odrzavanje celijskih kultura su nabavljeni od Sigma—Aldrich, Sent
Luis, Misuri, Sjedinjene Americke Drzave;

- antibiotici koji se dodaju u medijum su proizvodi kompanije Galenika A.D.,

Beograd, Republika Srbija.

Ostale hemikalije i reagensi koris¢eni u eksperimentalnom radu bili su stepena
analitike Cistoce, Carlo Erba Reagents, Francuska Republika.
3.2. METODE

Dobijanje ulja iz semena divljeg nara obuhvata tri osnovne faze:

1. Priprema semena za ekstrakciju ulja;

2. Predtretman semena mikrotalasima

3. Proces ekstrakcije:
a) ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u (SE)
b) natkriti¢na ekstrakcija (NKE)

Na Slici 13 je data blok Sema tehnoloskog procesa proizvodnje ulja semena divljeg nara.
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Slika 13. Sema i tok aktivnosti eksperimentalnog plana ekstrakcije ulja iz semena
divljeg nara

3.2.1. Priprema semena za ekstrakciju ulja

3.2.1.1. Ci¥¢enje semena

Seme divljeg nara predstavlja otpad u procesu proizvodnje soka zbog ¢ega sadrzi
odredenu koli¢inu necisto¢a. NecCistoCe mogu biti neorganskog i organskog porekla
(preko 90 %). Organske necistoce su uglavnom $eceri, adhezivni materijali, kao i osuSeni
delovi kore i pulpe, dok neorganske necistoce poticu od zemlje, peska, prasine, vreca za
transport. Proces CiS¢enja predstavlja uklanjanje svih organskih i neorganskih neéisto¢a
iz biljnog materijala. Takode, izdvajanje necisto¢a doprinosi boljem kvalitetu dobijenog

ulja.
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Proces ciS¢enja zapocinje pazljivim pranjem semena destilovanom vodom i
ru¢nim otklanjanjem pulpe sa semena kako bi se uklonili Seceri i ostali adhezivni
materijali. Seme se, zatim, susi na temperaturi od 40 °C, nekoliko dana (4-6). Tako
pripremljeno seme je spakovano u viseslojne papirne kese i ostavljeno u suvoj prostoriji
na tamnom mestu do upotrebe.

Sadrzaj vlage u oc¢is¢enom semenu divljeg nara je odreden suSenjem semena u
susnici (MNOSZ 125, Labor, Madarska) na temperaturi od 105+1 °C do konstantne mase.
Koli¢ina vlage, koja je prisutna u semenu, je utvrdena gravimetrijski iz razlike mase

semena pre i posle susenja.

3.2.1.2. Mlevenje semena

Kako bi tretman mikrotalasima, kao i proces ekstrakcije bio sto efikasniji, osuseno
seme je usitnjeno mlevenjem. U te svrhe upotrebljen je blender (MMBZ1000/05, Bosch,
Savezna Republika Nemacka). Usitnjeni biljni materijal je prosejan kroz sistem sita sa
okruglim otvorima. Za eksperimente upotrebljen je biljni materijal pre¢nika Cestica u

rasponu od 0,2 do 1 mm.

3.2.2. Mikrotalasni predtretman

Nakon mlevenja i prosejavanja, seme je ravnomerno rasporedeno u tankom sloju
(~3 mm) u Petri Solju pre¢nika 9 cm. Pre procesa ekstrakcije u aparaturi po Soxhlet—u
(SE) 20 g biljnog materijala je tretirano mikrotalasima, dok je pre procesa natkriti¢ne
ekstrakcije (NKE) 10 g biljnog materijala tretirano mikrotalasima. Petri $olja sa semenom
je postavljena na sredinu rotacione ploce mikrotalasne peénice sa inverter tehnologijom
(NN-GD469M, Panasonic, Japan) zapremine 27 L (Pmax=1200 W). Petri Solja sa biljnim
materijalom rotira unutar peénice tokom dejstva mikrotalasa nepromenjive snage.

Operativni uslovi predtretmana mikrotalasima su dati u Tabeli 15.
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Tabela 15. Operativni uslovi predtretmana mikrotalasima

Br. Vreme (min)  Snaga (W)
I 2 100
I 6 100
Il 2 250
v 2 250
\Y 2 600
VI 6 600

3.2.3. Ekstrakcija ulja iz semena divljeg nara

3.2.3.1. Ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u

Za dobijanje ulja iz semena divljeg nara ekstrakcijom u aparaturi po Soxhlet-u
(SE) (Slika 14) upotrebljen je heksan. Samleveno seme divljeg nara (20 g) je odmah
nakon predtretmana mikrotalasima spakovano u vrecicu napravljenu od filter papira i
ubaceno u komoru za ekstrakciju Soksletovog ekstraktora. Soksletov ekstraktor je zatim
postavljen na balon u koji je prethodno dodato 250 mL heksana, a na vrhu ekstraktora je
postavljen kondenzator. Rastvara¢ se zagreva pomocu elektricne obloge do temperature
kljucanja (69 °C). Tokom kljucanja, para heksana se penje uz destilacionu cev i ulazi u
komoru za ekstrakciju i kondenzator, koji dodatno hladi paru. Kondenzovan heksan

natapa seme nara.
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Slika 14. Aparatura po Soxhlet-u

Komora za ekstrakciju, u kojoj se nalazi seme divljeg nara, puni se prethodno
zagrejanim heksanom koji rastvara bioaktivne komponente. Kada se ekstrakciona komora
napuni, poc¢inje da se prazni preko grane, koja je povezana sa destilacionom komorom,
pri ¢emu se heksan sa rastvorenim ekstraktom vraca u destilacioni balon. Proces
ekstrakcije je trajao 8 h.

Nakon ekstrakcije, heksan je odvojen od ekstrakta uparavanjem pomocu
rotacionog vakum uparivaca (Laboxact SEM 842, KNF, Ujedinjeno Kraljevstvo) na
30 °C pod sniZenim pritiskom. Ekstrakt je sakupljen u staklenu bocicu i odloZen u frizider
do dalje analize.

Radi odredivanja uticaja dejstva mikrotalasa na prinos i sastav ekstrakta, na
prethodno opisan nacin je izveden i eksperiment u kome je ekstrahovan biljni materijal
koji nije tretiran mikrotalasima (kontrolni uzorak).

Nakon uparavanja heksana, meri se masa ekstrakta i racuna prinos ekstrakcije

pomocu jednacine (1).

me
mb

Y(%,w/w)= -100

" (1)

pri ¢emu je me—masa izdvojenog ekstrakta, a msm—masa biljne sirovine pre ekstrakcije.
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3.2.3.2. Natkriti¢na ekstrakcija

Ekstrakcija natkriticnim ugljenik(IV)—-oksidom (nkCO.) je izvedena u
laboratorijskom postrojenju HPEA (Eurotechnica GmbH, Savezna Republika Nemacka),
prikazano na Slici 15. Postrojenje je projektovano za laboratorijski rad sa nkCO:
(Pmax=50 MPa i Tmax=100 °C). HPEA se sastoji od ekstraktora unutrasnje zapremine
280 mL (Sirine 38 mm 1 duzine 254 mm), adsorbera unutrasnje zapremine 100 mL (Sirine
17 mm 1 duZine 500 mm) i zupcaste pumpe za cirkulaciju nkCO; (P1). Te¢ni
ugljenik(1V)—oksid (COz), koji se nalazi u boci sa sifonom, prvo se hladi u kriostatu pre
ulaska u pumpu (Milton Roj, Francuska Republika). Tokom kontinualne ekstrakcije,

regulator pritiska (BPR) odrzava pritisak sistema konstantnim sa oscilacijama +0,5 MPa.

9
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/& l x g : it ‘—'“7,,
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13 |:| Filter Adsorber
; o Ekstraktor
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%v-z S p—y
v X\
Lt C Filter
Zupéasta pumpa

b)
Slika 15. Postrojenje HPEA 500: a) slika postrojenja i b) Sema postrojenja

Seme opranog i osusenog divljeg nara, nakon ¢i§¢enja, mlevenja i mikrotalasnog
tretmana, mase 10+0,1 g je spakovano u filter kesice i smesteno u ekstraktor. Sud je
zatvoren i nakon dostizanja zeljene temperature, CO? je uveden u sistem i komprimovan

otvaranjem ventila V1 i V2. Po dostizanju zeljenog pritiska, otvoren je ventil V3 i BPR
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¢ime je omogucen kontinualni izlaz nkCO; iz sistema sa masnim uljem. Masno ulje se
sakuplja u separatoru.

U toku NKE merena je masa izdvojenog masnog ulja i raCunat maseni prinos po
jednacini (1). Masa ekstrakta je merena nakon utroSka odredene koli¢ine CO (50 do
100 g) sukcesivno tokom ekstrakcije koji je trajao do 15 h. Proces ekstrakcije trajao je do
iscrpljenja biljnog materijala tj. sve dok se ekstrakciona kriva, koja pokazuje zavisnost
prinosa ekstrakta od specifi¢ne potro$nje nkCO, ne zaustavi rast na grafikonu. Tokom
procesa ekstrakcije maseni protok nkCO. tokom celog procesa ekstrakcije je bio
konstantan i iznosio je 0,3 kg/h. Dobijeno masno ulje je prikupljeno u bocice i ostavljeno
u frizider na —20 °C do dalje analize.

Radi odredivanja uticaja dejstva mikrotalasa na prinos 1 sastav ekstrakta, na
prethodno opisan nacin je izveden i eksperiment u kome je ekstrahovan biljni materijal
koji nije tretiran mikrotalasima (kontrolni uzorak).

Za ovaj eksperimentalni set izabrane su vrednosti pritiska od 37,9 MPa i
temperature od 47 °C. Kao referenca za izbor navedenih vrednosti pritiska i temperature
posluzio je rad Liu i sar. (2009) u kome je pokazano da upravo ovi uslovi omogucavaju
zadovoljavajucu rastvorljivost masnih ulja u natkriti¢cnom fluidu i da su optimalni za

ekstrakciju masnih ulja pomocu nkCO,.

3.3. HEMIJSKA ANALIZA MASNOG ULJA SEMENA DIVLJEG NARA

Ispitivanje hemijskog sastava masnog ulja semena divljeg nara izvedeno je
primenom gasne hromatografije uz plameno—jonizuju¢u detekciju (GC/FID) i

kombinacijom gasne hromatografije i masene spektrometrije (GC/MS).

3.3.1. Derivatizacija masnog ulja semena divljeg nara

U slucaju analize nezasi¢enih masnih kiselina semena divljeg nara, izvedeno je
metilovanje estara nezasic¢enih masnih kiselina kako bi se izvrsila njihova kvalitativna i
kvantitativna analiza u ekstraktima dobijenim procesima SE i NKE. Hidroliza uzorka je
izvedena po metodi AOAC (AOAC, 1965).
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Priprema uzorka po metodi AOAC je primenjena dodavanjem 2 g H>SO4 u
125 mL apsolutnog metanola (rastvor 1). Uzorci se odmeravaju (1 g) i rastvaraju u 60 mL
rastvora 1. Derivatizacija se vr$i zagrevanjem 2,5 h od momenta kljucanja. Nakon
zavrSenog refluktovanja, rastvor se hladi i u separatoru dekantuje dodavanjem destilovane
vode, sve dok kisela reakcija ne izostane. Nakon toga dodaje se 100 mL heksana, i zatim
se sloj heksana odvaja i susi anhidrovanim Na>SOs. Rastvara¢ se uparava na vodenom
kupatilu a dobijeni ekstrakti odmeravaju i rastvaraju u heksanu. Tako pripremljeni

rastvori se ¢uvaju u frizideru na -5 °C do kvalitativne i kvantitativne analize.

3.3.2. Priprema uzorka za hemijsku analizu

Uzorci za analizu na gasno—masenoj spektrometriji pripremljeni su
odmeravanjem 1 g ulja i njihovim rastvaranjem u rastvoru 1 (smesa sumporne kiseline u

metanolu).

3.3.3. Identifikacija metil-estara masnih kiselina GC/FID analizom

Gasnohromatografska analiza (GC/FID) uzoraka metil—estara nezasi¢enih masnih
kiselina koje su izolovane iz semena divljeg nara, radena je na Agilent Technologies,
model 7890A gasnom hromatografu, opremljenom split—less injektorom i autosemplerom
(ALS), povezanim sa HP-5MS kolonom (30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pl) i
plameno—jonizujuc¢im detektorom (FID). Kao noseci gas korisc¢en je vodonik (1 mL/min),
temperatura injektora iznosila je 250 °C, a detektora 300 °C, dok je temperatura kolone
menjana u linearnom rezimu temperaturnog programiranja od 40-260 °C (program
4 °C/min), a potom drzana konstantnom na 260 °C u toku 15 min. Rastvori ispitivanih
uzoraka u heksanu (15 pl/mL) su jedan za drugim injektirani uz pomo¢ ALS (2 pl,
koriS¢en je split rezim od 1:30). Za kvantifikacione svrhe procenti povrSina pikova

dobijeni integracijom sa odgovarajuc¢ih hromatograma (GC/FID) uzeti su kao osnova.

3.3.4. Identifikacija metil-estara masnih kiselina GC/MS analizom

Isti analiticki uslovi koriS¢eni su i za potrebe GC/MS analize radene na HP G

1800C Series Il GCD analitickom sistemu (Hewlett—Packard, Palo Alto, CA, Sjedinjene
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Americke Drzave). Umesto vodonika, kao nose¢i gas kori$éen je helijum. Sistem je radio
na temperaturi od 260 °C. Maseni spektri snimani su u El obliku (70 eV), u m/z opsegu
40-450. Rastvori uzorka ulja su injektovani su uz pomo¢ ALS (2 ul, koris¢en je split
rezim od 1:30). Komponente masnog ulja identifikovane su poredenjem njihovih spektara
sa literaturnim iz baza podataka Wiley 275 i NIST/NBS biblioteke. Eksperimentalne
vrednosti retencionih (Kovacevih) indeksa odredivane su upotrebom AMDIS ver. 2.1

softvera i poredene sa literaturnim iz Adams baze podataka (Adams, 2007).

3.4. HPLC ANALIZA SASTAVA I SADRZAJA KAROTENOIDA U ULJU
SEMENA DIVLJEG NARA

Masno ulje semena divljeg nara 100 pL je rastvoreno u 1 mL smeSe
metanola/THF—a i analizirano pomoc¢u reverzne faze C30-Develosil RPAQUEOUS
(Phenomenex, Aschaffenburg, Savezna Republika Nemacka) u analiti¢koj koloni
(unutraS$nje dimenzije 250 x 4 mm, 5 pm veli¢ina Cestice). Tokom analize, temperatura
kolone je odrzavana na 13+1 °C. Mobilna faza se sastoji od rastvarata A (metanol) i
rastvaraca B (metil-terc—butil—etar). Frakcije su odvojene koris¢enjem gradijenta elucije
prema sledecoj Semi: 10-50 % B 0—40 min; 50-60 % B 40-42 min; 60-50 % B 42-65
min; 50-10 % B 65-70 min; 10-10 % B 7075 min. Protok je podesen na 1 mL/min, a
detekcija talasne duZine postavljena je na 450 nm. Kvantifikacija karotenoida je
sprovedena na osnovu poredenja oblasti pikova sa onim koji su dobijeni za spoljne
standarde sa definisanim koncentracijama. Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta.

Dobijeni rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija u mg/100 g.

3.5. HPLC ANALIZA SASTAVA I SADRZAJA VITAMINA E U ULJU SEMENA
DIVLIEG NARA

HPLC analiza vitamina E u ispitivanom uzorku ulja uradena je u skladu sa
prethodno objavljenom procedurom (Appenroth i sar., 2017). Za analizu tokoferola,
alikvot izolovanog ulja semena divljeg nara sa smeSom metanol/tetrahidrofuran je uparen

pod parom azota, a zatim ponovo rastvoren u heksan/metil-terc—butil—etru (98 + 2, v/m).
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HPLC analiza je izvrSena sa normalnom fazom Eurospher 100 Diol (Knauer, Berlin,
Savezna Republika Nemacka) u analitickoj koloni (unutrasnje debljine 250 X 4,7 um
veli¢ina Cestice) koriste¢i 1,5 mL/min heksan/metil-terc—butil-etar (98 + 2, v/m) kao
mobilnu fazu. Temperatura kolone je odrzavana na 35+1 °C tokom izokratske analize.
Kvantifikacija tokoferola je sprovedena na osnovu poredenja oblasti pikova sa onim koji

su dobijeni za spoljne standarde sa definisanim koncentracijama.

3.6. ODREPIVANJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI MASNOG ULJA SEMENA
DIVLIEG NARA

3.6.1. Odredivanje lipofilnog antioksidativnog kapaciteta koriS¢enjem a — TEAC

metode

Antioksidativna aktivnost ulja semena divljeg nara izvrSena je koriS¢enjem
a— TEAC testa u skladu sa prethodno objavljenom procedurom (Karmowski i sar., 2015).
Metoda se zasniva na dekolorizaciji ABTS radikal katjona kako bi se odredio
antioksidativni potencijal uzorka. 100 pL prethodno rastvorenog uzorka ulja semena
divljeg nara je pomesan sa 1000 pL radnog rastvora ABTS radikal katjona. Smesa se
30 sekundi mucka u reakcionim epruvetama, a zatim potpuno prenese u polu—mikro
kivete. Posle cetrifugiranja (30 s, 200 rcf) i 2 min nakon pocetka meSanja, izmerena je
apsorbanca na 734 nm koriséenjem V-530 spektrofotometra (Jasco, Gross—Umstadt,
Savezna Republika Nemacka). Lipofilni antioksidativni kapacitet je izrazen u pmol
o— tokoferola ekvivalenata na 100 g (umol a—TE/100g).

3.6.2. Odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti ulja semena divljeg nara

3.6.2.1. Celijske linije

Za ispitivanje citotoksicne aktivnosti ulja semena divljeg nara, u eksperimentima
su koris¢ene sledece Celijske linije (Tabela 16):
HeLa celije su dobijene iz tkiva prilikom biopsije grlica materice pacijenta koji

je bolovao od adenokarcinoma cerviksa. Proliferacija HeLa ¢elija je veoma brza, pa zbog
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toga predstavlja najéesée upotrebljavanu malignu ¢elijsku liniju (Macville i sar., 1999;
Landry i sar., 2013).

Ab549 ¢elije su poreklom od pacijenta koji je bolovao od adenokarcinoma pluca.
U Kulturi stvaraju monosloj, a od tkiva iz kog su poreklom razlikuju se i strukturno i
funkcionalno. U svojoj strukturi imaju visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina i mogu
sintetisati lecitin (Balis i sar., 1984). Osim toga, A549 celije koriste se kao modeli za
ispitivanje metabolizma lekova.

LS174 (¢elije su poreklom iz invazivnog adenokarcinoma kolona. LS174
predstavljaju adhezivne celijske linije i eksprimiraju onkogene: c—-myc, N—-myc, H-ras,
N-ras, Myb i FOS. Pored toga, negativne su na ekspresiju p53 antigena, ali postoji
informaciona RNK ovog gena u ¢elijama (Tom i sar., 1976).

MRC-5 ¢elije su poreklom iz zdravog tkiva plué¢a fetusa. Koriste se u proizvodnji
vakcina, zatim u virologiji se upotrebljavaju u procesu transfekacije kao ciljna celija, i
koristi se za in vitro ispitivanje citotoksi¢nosti supstanci (Jacobs i sar., 1970).

EA.hy926 celije su nastale fuzionisanjem HUVEC ¢elija (humane endotelijalne
¢elije umbilikalne vene) i A549 ¢elija (Edgell i sar., 1983). EA.hy926 ¢elije se koriste

kao model za ispitivanje invazivnosti ¢elija, kao i potencijala ¢elijske migracije.

Tabela 16. Karakteristike ¢elijskih linija

Celijska linija Morfologija Vrsta Tkivo/organ Tumor
HelLa epitelijalna humane cerviks adenokarcinom
A549 epitelijalna humane pluca adenokarcinom
LS174 epitelijalna humane kolon adenokarcinom

MRS-5 vretenasta humane pluca /
EA.hy926 endotelijalna humane hibrid /

somatskih ¢elija

3.6.2.2. In vitro ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti masnog ulja semena divljeg nara

Potencijalno antitumorno dejstvo masnog ulja izolovano iz semena divljeg nara
ispitivano je na nizu malignih Celijskih linija: HeLa, A549 i LS174, kao i na hormalnim
MRC-5 ¢elijskim linijama. HelLa, LS174, A549 i MRC-5 ¢elije su odrzavane u hranljivoj
podlozi RPMI-1640 (Sigma) na 37 °C. Hranljiva podloga sadrzi 10 % termicki
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inaktivirani FBS (serum fetusa goveceta), 3 mM L—glutamina, 100 IU/mL penicilina,
100 pg/mL streptomicina i 25 mM HEPES (organski pufer) podeSen na pH 7,2
bikarbonatnim rastvorom. Celijske kulture su gajene u inkubatoru na temperaturi od

37 °C, u atmosferi vazduha obogacenim 5 % CO3 i zasi¢enom vodenom parom.

3.6.2.3. Tretman celijskih linija

Stokovi ispitivanog masnog ulja semena divljeg nara (100 mg/mL) su rastvoreni
u odgovaraju¢oj podlozi kako bi se dobila trazena radna koncentracija. HeLa
(2000 ¢elija/otvoru), LS174 (7000 ¢elija/otvoru), A549 (5000 celija/otvoru) i MRC-5
(5000 ¢elija/otvoru) Celije su zasadene u mikrotitar ploce sa 96 konusnih udubljenja, sa
ravnim dnom. Nakon 24 h, posle ¢elijske adherencije, pet razli¢itih duplo razblazenih
koncentracija ispitivanog masnog ulja dodate su u konusna udubljenja plo¢a. Vrednosti
finalnih koncentracija ulja u otvorima iznosile su 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL 1 200 pg/mL, osim kontrolne ¢elije, kojima je dodavana samo hranljiva
podloga. Sve ispitivane koncentracije su izvedene u triplikatu (na tri otvora celija
ostavljena su tri otvora u koji je dodata samo hranljiva podloga (kontrolna proba)).
Hranljiva podloga odgovaraju¢ih koncentracija masnog ulja bez zasejanih celija, je
koris¢ena kao kontrolna proba u ovom eksperimentu. Kontrolna proba je postavljena u

triplikatu. Kulture su inkubirane narednih 72 h.

3.6.2.4. Odredivanje stepena preZivljavanja Celija

Efekat ispitivanog ulja na prezivljavanje specifi¢nih celijskih linija odreden je uz
pomo¢ mikrokulture tetrazolium testa (MTT) na osnovu prethodno uspostavljene
procedure (Mosmann 1983; Ohno i Abe, 1991). MTT (3-4,5’-dimetiltiazol-2,5
difeniltetrazolijum—bromid, tetrazolijumska so) jeste supstanca Zute boje, koja usled
dejstva mitohondrijalnih reduktaza redukuje se u purpurni formazan.

Ukratko, 20 mL MTT rastvora (5 mg/mL PBS) se doda u svaki otvor ploc¢e. Uzorci
se zatim inkubiraju 4 h na temperaturi od 37 °C u vazduhu Kkoji je zasi¢en vodenom parom
95 % vazduha/5 % CO2 (v/v). Nakon toga, 100 pul rastvora 10 % SDS—a (100 g/L natrijum
dodecil sulfata) je dodato, kako bi se rastvorio formazan koje stvaraju zive celije u

procesu konverzije MTT boje. 24 h kasnije merena je apsorbanca (A) na 570 nm. Pomoc¢u
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ELISA c¢itaca utvrdeno je da je broj vijabilnih ¢elija u svakom otvoru proporcionalan
intenzitetu apsorpcije. Pomocu jednacine 2 izraCunato je Celijsko prezivljavanje:
apsorbanca uzoraka sa tretiranim celijama (At) oduzima od apsorbance uzoraka sa
slepom probom (As), zatim pomnozi sa 100, i na kraju podeli sa apsorbancom kontrole,
(AK-As).

S (%) = (At-As) x 100 / (Ak-As) @)

ICs0 koncentracija se definiSe kao koncentracija agensa koja za 50 % inhibise celijsko

prezivljavanje u odnosu na netretiranu kontrolu. Svi eksperimenti su izvedene u triplikatu.

Celijska linija EA.hy926

EA.hy926 ¢elije (5000 po otvoru) su zasadene u mikrotitar ploc¢e sa ravnim dnom
sa 96 otvora i 24 h nakon inkubacije, pet razli¢itih koncentracija ulja semena divljeg nara
uopsegu od 12,5 ug/mL do 200 ug/mL, dodate su u ¢elije, dok je hranljiva podloga dodata
samo kontrolnim c¢elijama. Jedan dan nakon tretmana masnim uljem, u svaki otvor se
doda po 10 ul MTT rastvora (5 mg MTT/mL u fizioloSkom rastvoru), a 4 h kasnije dodato
je 100 ul rastvora 10 % SDS—a. Apsorbanca izmerena na 570 nm, o€itana je nakon 24 h.

3.6.2.5. Ispitivanje uticaja masnog ulja semena divljeg nara na migraciju EA.hy926
celija

EA.hy926 ¢elije su zasadene u ploce sa 24 otvora i 24 h nakon inkubacije, ¢elije
su stvorile konfluentne monoslojeve, koji su ostrugani vrhom pipete p200 kako bi se
napravila prava centralna linija. Celije su tretirane subtoksi¢nim koncentracijama (ICzo)
ulja semena divljeg nara tokom 24 h. Fotomikrografi su uzeti nakon nastajanja rane (0 h)

I 24 h kasnije, pod obrnutim fazno—kontrasnim mikroskopom.

3.6.2.6. Efekat masnog ulja semena divljeg nara na proces angiogeneze

Ploce su obloZene sa 200 pL matriksnim matrigelom bazalne membrane i

inkubirane 2 h. Nakon toga, EA.hy926 celije su dodate u ploce. U celije su dodate
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subtoksi¢ne koncentracije (IC20) ulja semena divljeg nara, dok je hranljiva podloga dodata
samo kontrolnim ¢elijama. Nakon 24 h inkubacije, fotomokrogrami ¢elija su snimljeni

pod obrnutim fazno—kontrasnim mikroskopom.

3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sva merenja i analize, kao i prinosi masnog ulja radena su u tri ponavljanja. Podaci
su u Tabelama i na Slikama prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija.
Statisticka znaCajnost razlika izmedu aritmetickih sredina svih osnovnih skupova
posmatranih kombinacija faktora za odredeno Svojstvo testirana je testovima
parametarske statistike. Utvrdivanje normalnosti distribucija osnovnih skupova dobijenih
eksperimentalinih podataka vrSeno je Kolmogorov—Smirnovim testom normalnosti.
Homogenost varijanse utvrdena je Levenovim testom. Testiranje nulte hipoteze izmedu
dve medusobno nezavisne grupe podataka vrSena je dvostranim Studentovim t—testom sa
podrazumevanom jednakom varijansom, dok su testovi nulte hipoteze izmedu vise od dve
grupe podataka vrSeni jednofaktorskom analizom varijanse (one—-way ANOVA) sa
prate¢im post-hoc testom viSestrukog ranga (Duncan's test). U tabelama su ocene
statisticke znacajnosti izmedu aritmetickih sredina oznacavane razli¢itim slovima za
razli¢ite grupe na nivou znacajnosti P<0,05, dok su ocene statisticke znacajnosti na
graficima oznaCavane sa * 1 ** za nivoe statisticke znacajnosti od P<0,05 1 P<0,01,
postujuci redosled. Sve statisticke analize 1 testovi, kao 1 izlazni grafici, uradeni su u

programskom paketu STATISTICA v. 10.0.
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4. REZULTATI |
DISKUSIJA
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4.1. UTICAJ MIKROTALASNOG ZRACENJA NA PRINOS MASNOG ULJA
SEMENA DIVLJEG NARA

Biljni materijal koji je upotrebljen u procesima ekstrakcije je o€is§¢eno, oprano i
osuseno seme divljeg nara koje sadrzi 5,01 % vlage. U cilju poveéanja efikasnosti procesa
ekstrakcije (povecanje prinosa ekstrakta za krace vreme), pored mlevenja semena divljeg
nara, primenjen je i odgovarajuéi predtretman (tretman mikrotalasima).

Kako bi se utvrdio uticaj mikrotalasnog zracenja na prinos masnog ulja koris¢ena
su dva tehnoloSka postupka ekstrakcije: ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u (SE) i
natkriti¢na ekstrakcija (NKE). Kao kontrolni uzorak upotrebljeno je seme divljeg nara

koje nije bilo izloZzeno dejstvu mikrotalasa.

4.1.1. Mikrotalasni predtretman i SE iz semena divljeg nara

Set eksperimenata SE, koji su izvedeni upotrebom heksana na 69 °C, se sastojao
od 7 eksperimenata. Najpre je ekstrahovano ulje iz semena divljeg nara koje nije bilo
tretirano mikrotalasima, a zatim iz semena koje je prethodno tretirano mikrotalasima tri
razli¢ite snage (100, 250 i 600 W) tokom dva vremena (2 i 6 min). Dobijeni su te¢ni

ekstrakti braon do crne boje (Slika 16).

Slika 16. Ulje semena divljeg nara dobijeno SE nakon mikrotalasnog
predtretmana
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U Tabeli 17 su prikazani ostvareni prinosi masnog ulja koje je dobijeno nakon SE
tretiranog i netretiranog semena divljeg nara. Poredenjem ostvarenih vrednosti moze se
uociti da primena mikrotalasnog zra¢enja neposredno pre pocetka ekstrakcije znacajno
uti¢e na povecanje prinosa ulja. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim literaturnim
podacima koji je objavio veci broj autora (Chemat i sar., 2005; Duvernay i sar., 2005;
Cravotto i sar., 2008; Uquiche i sar., 2008; Azadmard—-Damirchi i sar., 2010). Momeny
i sar. (2012) su uocili poveéanje prinosa ulja iz semena manga (sa 5,65 % na 8,9 %)
upotrebom mikrotalasanog zracenja (300 W tokom 180 s) neposredno pre SE heksanom.
Kittiphoom i Sutasinee (2015) su, takode, pokazali da upotreba mikrotalasnog zracenja
utice na povecanje prinosa ekstrakta kod procesa SE iz semena manga. Povecanje prinosa
ekstrakata dobijenih procesom SE iz semena nakon tretmana mikrotalasima se mozZe
objasniti razaranjem c¢elijskih struktura u kojima se nalazi ulje, ¢ime je olakSano isticanje
ulja. Razaranje Celija usled dejstva mikrotalasa je pripisano zagrevanju vlage unutar
biljnog materijala ¢ime pritisak na ¢elijsku membranu raste sve dok ne dode do njenog
pucanja (Uquiche i sar., 2008).

Upotreba mikrotalasa pre ekstrakcije doprinela je povecanju prinosa masnog ulja
sa 27,7 % (netretirano seme) na 34,0-36,3 %. Najveci prinos ulja je dobijen nakon
primenjenog predtretmana od 600 W tokom 6 min, gde se prinos ulja povecao za ~30 %
u odnosu na kontrolni uzorak. lako je seme divljeg nara, tretirano na uslovima od 600 W
i 6 min (36,3 %) dalo vise ulja nego pri predtretmanu od 100 W i 2 min (34 %), dobijeno
ulje je bilo znacajno tamnije boje prema Pantone skali boja.

Anjum 1 sar. (2006) su ispitivali uticaj mikrotalasnog zracenja na fizicko—
hemijske karakteristike i oksidativnu stabilnost ulja semena suncokreta, i utvrdili da usled
produZenog vremena mikrotalasnog zracenja dolazi do promene boje ekstrahovanog ulja
od svetlo zute do Zute boje (za 5 min), i od zute do braon boje (za 10 min). Pojava promene
boje, moze se pripisati Maillardovoj reakciji, karamelizaciji 1 degradaciji fosfolipida

(Yen, 1990; Megahad, 2001; Kim i sar., 2002).
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Tabela 17. Prinosi SE i boja dobijenog ekstrakta semena divljeg nara

R. br. Mikrotalasni predtretman
Snaga (W) \(rrneir:)e Prinos (%)* Boja
1. / / 27,73+1,18" braon
2. 100 2 3397+151°% braon
3. 100 6 34,28+1,30° braon
4. 250 2 34,42+0,88% tamno braon
5. 250 6 34,86 £1,02° tamno braon
6. 600 2 35,36 £0,97 2 crna
7. 600 6 36,34+ 0,96 2 crna

“Prinos ulja dat je kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n=3), izrazeno kao % (w/w)

*bRazlicita slova oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu aritmeti¢kih sredina ocenjene visestrukim
testom intervala (Dankanov test) na nivou p<0,05

U studiji koju su izveli Sayyar 1 sar. (2011) je pokazano da povecanje vremena
izlaganja semena jatrofe mikrotalasinom zracenju sa 2 na 4 min, dovodi do povecanja
prinosa ekstrakcije sa 47,3 % na 49,4 %. Medutim, daljim izlaganjem semena
mikrotalasinom zracenju od 6 min, smanjuje se prinos ekstrakcije na 38,6 %, 1 dolazi do
ugljenisanja semena. Sli¢no njima, Cheng i sar. (2011) su pokazali da produZeno izlaganje
palminog ploda mikrotalasnom zraenju dovodi do suSenja, pucanja 1 braoniranja ploda.
Stoga, moze se zakljuciti da promena boja ulja od smede do tamno braon moze biti
posledica raspadanja semenog tkiva tokom produzenog mikrotalasnog zracenja.

Uticaj povecanja snage mikrotalasa i produzenje vremena njihovog dejstva se
moze videti na Slici 17. Moze se zakljuéiti da poveéanjem snage dejstva mikrotalasa od
100 do 600 W dolazi do linearnog povecanja prinosa procesa SE. Dodatno, produzenje
vremena dejstva mikrotalasa, kada je snaga bila konstantna, je takode imalo pozitivan
efekat na prinos ekstrakta. Povecanjem snage mikrotalasa sa 100 na 600 W, primecéeno je
blago povecanje prinosa ekstrakcije sa 34,0 % na 35,4 % pri tretmanu Kkoji je trajao
2 minuta i sa 34,3 % na 36,3 % pri tretmanu koji je trajao 6 minuta.
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Slika 17. Uticaj povecanja snage mikrotalasa i vremena njihovog dejstva na prinos

masnog ulja semena divljeg nara

Gaikwad 1 sar. (2017) su ispitali uticaj snage mikrotalasnog zracenja, vremena
predtretmana, kao i vremena trajanja procesa SE na prinos ulja iz semena nara.
Kombinacijom parametara (720 W tokom 60 s, 4 h SE pomoc¢u benzena) ostvaren je
prinos od 28,23 %. Takode, Moreno i sar. (2003) su potvrdili poveéanje prinosa ulja iz
pulpe avokada, sa 54 % na 97 %, primenom mikrotalasnog predtretmana od 859 W tokom
11 min neposredno pre SE heksanom. Dobili su ulje zute boje.

Poredenjem prinosa SE iz semena divljeg nara dobijenih u ovoj disertaciji sa
rezultatima iz literature (Tabela 8), moze se zakljuciti da odabrani biljni materijal sadrzi
vecu koli¢inu ekstaktibilnih materija od semena nara poreklom iz Turske, Irana i Kine.
Takode, moze se zakljuciti i da izabrani predtretman (tretman mikrotalasima) dovodi do
povecanja prinosa SE. [zuzetak je studija koji su izveli Cavdar i sar. (2017) koji su proces
ekstrakcije izvodili u klasi¢noj aparaturi po Soxhlet—u na temperaturi od 110 °C za razliku

od SE u ovoj studiji koja je izvedena na temperaturi od 69 °C.
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Na osnovu prikazanih podataka snage i vremena mikrotalasnog zracenja i
odgovarajucih prinosa SE semena nara u Tabeli 17 i na Slici 17, moze se primetiti da
seme divljeg nara, tretirano na uslovima 100 W i 6 min (34,28 %) je dalo isti prinos pri
uslovima od 250 W i 2 min (34,42 %). Kao $to je ve¢ pomenuto, produzeno izlaganje
mikrotalasnom zrac¢enju dovodi do susenja, pucanja i ugljenisanja semena. Osim toga,
cilj svakog industrijskog procesa je skra¢enje vremena obrade biljnog materijala i usteda
energije. Stoga, sa ekonomske tacke gledista, isplativije je povecati snagu mikrotalasa i

dobiti isti prinos ulja za krac¢e vreme.

4.1.2. Mikrotalasni predtretman i NKE iz semena divljeg nara

Set eksperimenata NKE, koji su izvedeni na pritisku 37,9 MPa i temperaturi
47 °C, se sastojao od 7 eksperimenata. Najpre je ekstrahovano ulje iz semena divljeg nara
koje nije bilo tretirano mikrotalasima, a zatim iz semena koje je prethodno tretirano
mikrotalasima tri razli¢ite snage (100, 250 1 600 W) tokom dva vremena (2 i 6 min).

Dobijeni su teéni ekstrakti Zute boje (Slika 18).

Slika 18. Ulje semena divljeg nara dobijeno NKE nakon mikrotalasnog

predtretmana

Prinosi masnog ulja semena divljeg nara koje je dobijeno nakon NKE tretiranog i
netretiranog semena su prikazani u Tabeli 18. Iz dobijenih rezultata, moze se zakljuciti

da primena mikrotalasnog zracenja neposredno pre pocetka NKE znacajno utice na
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povecéanje prinosa ulja. Veci prinos ulja nakon mikrotalasnog predtretmana dobili su i
Porto i sar. (2016). Pomenuti autori su, prate¢i uticaj mikrotalasnog zracenja (povecanje
snage i produzenje vremena) na seme Moringe, zakljucili da primena mikrotalasa od

100 W 1 30 s, dovodi do povecanja prinosa ekstrahovanog ulja sa 30,70 % na 35,28 %.

Tabela 18. Prinosi NKE i boja masnog ulja semena divljeg nara

R. br. Mikrotalasni predtretman

Snaga (W) Vreme (min) Prinos (%)* Boja
1. / / 21,62 +0,58 ¢ Zuta
2. 100 2 25,52 + 0,46 ° Zuta
3. 100 6 24,00£0,73° Zuta
4. 250 2 25,87 +1,04° Zuta
5. 250 6 27,24+0,82% Zuta
6. 600 2 2391+0,97° Zuta
7. 600 6 25,21 + 0,66 Zuta

“Prinos ulja dat je kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n=3), izrazeno kao % (w/w)

*dRazlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu aritmeti¢kih sredina ocenjene visestrukim
testom intervala (Dankanov test) na nivou p<0,05

Primena predtretmana pre NKE doprinela je poveéanju prinosa masnog ulja
semena divljeg nara sa 21,6 % (za netretirano seme) na 23,9-27,2 %, pokazujuci pozitivan
uticaj mikrotalasnog predtretmana. Najveci prinos ulja je dobijen pri uslovima od 250 W
I 6 min. Moze se zakljuciti da se primenom predlozenog pretretmana mikrotalasima moze
povecati prinos NKE ulja iz semena divljeg nara do ~25 %.

U dostupnoj literaturi postoji veliki broj podataka o primeni mikrotalasnog
zraCenja za tretman biljnog materijala pre procesa ekstrakcije ulja u cilju povecanja
prinosa ekstrakcije. Znacaj ovog predtretmana se ogleda u direktnom, brzom i
ravnomernom zagrevanju biljnog materijala kroz celu zapreminu, preko molekulske
interakcije sa elektromagnetnim poljem, koje dovodi do razaranja celijske membrane.
Celije postaju permeabilne §to omogucava lakse isticanje ulja kroz propustljive zidove
¢elija (Uquiche i sar., 2008; Decareau, 1985; Ayappa i sar., 1991; Thostenson i Chou,

1999; Venkatesh i Raghavan, 2004). Pomenutim predtretmanom, pored povecanog
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prinosa ekstrahovanog ulja, postize se usteda natkriti¢nog fluida, vreme obrade, a samim

tim 1 uSteda energije (Ramanadhan, 2005).
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Slika 19. Uticaj povecanja snage mikrotalasa i vremena njihovog dejstva na prinos

masnog ulja semena divljeg nara

Uticaj povecanja snage mikrotalasa i produzenje vremena njihovog dejstva se
moze videti na Slici 19. Moze se primetiti da povecanje snage dejstva mikrotalasa od
100 do 600 W ima raznolik efekat na prinos NKE. Dok se prinos ekstrakcije povecao
povecanjem snage mikrotalasa sa 100 na 250 W, dalje povecanje snage do 600 W
rezultovalo je smanjenjem prinosa ekstrakcije. Dodatno, produzenje vremena dejstva
mikrotalasa kada je snaga bila 100 W je imalo negativan efekat na prinos ekstrakcije, ali
kada je snaga mikrotalasa iznosila 250 i 600 W, produzenje vremena dejstva mikrotalasa
je imalo pozitivan efekat na prinos NKE.

Porto i sar. (2016) su primenili tri snage (100, 200 i 400 W) i tri vremena
mikrotalasnog zraCenja (30, 60 i 90 s) pre procesa ekstrakcije. Pomenuti autori su
zakljucili da se prinos ulja semena Moringe povecao kada je snaga mikrotalasa iznosila
100 W (sa 36,44 na 38,32 %). Dalje povecanje snage sa 100 na 200 i 400 W rezultovalo
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je smanjenjem prinosa ekstrakcije. Sli¢ne rezultate dobio je Uquiche i sar. (2008)

sugerisuci da efekat mikrotalasnog zracenja zavisi od vrste semena.

4.1.3. Kinetika natkriti¢ne ekstrakcije

Uticaj uslova predtretmana mikrotalasima na kinetiku NKE utvrden je merenjem
mase izdvojenog ckstrakta u odredenim vremenskim intervalima. Svi eksperimenti
procesa NKE su izvedeni do iscrpljenja biljne sirovine, a maksimalno vreme trajanja
procesa iznosilo je 15 h. Ekstrakciona kriva, na kojoj je prikazana zavisnost ekstrakcionog
prinosa od potro$nje nkCOy, data je na Slici 20.

Poznato je, da pri vis§im vrednostima pritiska (kao Sto je pritisak od 37,9 MPa
primenjen u ovoj disertaciji), ugljenik(IV)—oksid (COz) ima vecu gustinu, a samim tim i
vecu mo¢ rastvaranja. Zbog toga, na visim pritiscima dolazi do rastvaraja masnih ulja,
voskova i smola, §to znacajno uti¢e na povecanje prinosa ekstrakcije, ali i na smanjenu
selektivnost natkriti¢nog ugljenik(I\V)—oksida (nkCOz2) (Petrovié, 2010).

Na Slikama 20, 21 i 22 prikazana je kinetika NKE ulja iz semena divljeg nara
nakon predtretmana mikrotalasima. Ekstrakcione krive prikazane su kao zavisnost
prinosa masnog ulja od specifi¢ne potro$nje nkCO> izrazene u kgco2 po kgom. Mogu se
uociti dva karakteristi¢na perioda 1 to:

1. konstantno povecanje prinosa ekstrahovanog ulja na samom pocetku procesa

(strmiji nagib krive), poznato kao period ispiranja ili period brze ekstrakcije, i

2. sporiji porast koncentracije ekstrahovanog ulja u kasnijoj fazi ekstrakcije, poznato

kao period spore ekstrakcije.
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Slika 20. Kriva NKE iz semena divljeg nara sa i bez primene mikrotalasnog
predtretmana (100 W tokom 2 i 6 min)

Na osnovu prikazanih rezultata na Slici 20 moze se zakljuditi da je kinetika NKE
semena divljeg nara tretiranog mikrotalasima snagom od 100 W tokom 2 i 6 min identi¢na
za prvi period ekstrakcije. ZavrSetkom perioda brze ekstrakcije, odnosno perioda ispiranja
ulja iz razorenih celija, ekstrakcija ulja iz semena divljeg nara tretiranog mikrotalasima
6 min se usporava znatno brze od ekstrakcije ulja iz semena divljeg nara tretiranog
mikrotalasima 2 min. Rezultati prikazani na Slici 21 ukazuju na jednaku kinetiku
ekstrakcije ulja iza semena divljeg nara koje je tretirano mikrotalasima snagom od 250 W
tokom 2 i 6 min. Slika 22 prikazuje kinetiku NKE semena divljeg nara tretiranog
mikrotalasima snagom od 600 W tokom 2 i 6 min. MozZe se videti da je ekstrakcije ulja iz
semena divljeg nara tretiranog mikrotalasima 2 min neznatno brza od ekstrakcije ulja iz

semena divljeg nara tretiranog mikrotalasima 6 min.
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Slika 21. Kriva NKE iz semena divljeg nara sa i bez primene mikrotalasnog
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predtretmana (250 W tokom 2 i 6 min)
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Brzi porast prinosa masnog ulja u toku ekstrakcije iz svih uzoraka semena divljeg
nara koji su tretirani razli¢itim predtretmanima je zabelezen u toku prvih 5 h trajanja
ekstrakcije. To je rezultat rastvaranja ekstrahovanih materija sa povrsine razorenih biljnih
¢elija, dok je faza spore ekstrakcije, koja sledi u nastavku, posledica spore difuzije
ekstraktivnih materija iz nerazorenih biljnih ¢éelija (Petrovi€ i sar., 2012). Zanimljivo je
primetiti da u prvom periodu ekstrakcije nagib krive je bio najvisi za netretirano seme,
slede¢i smanjenje nagiba za seme tretirano sa 250 i 600 W, dok je seme tretirano sa 100 W
imalo najmanji nagib u oba slucaja. Moze se primetiti da je mikrotalasni predtretman
smanjio prinos ulja na samom pocetku ekstrakcije, ali to je rezultiralo visokim prinosom
ekstrakcije za drugi period ekstrakcije, gde je difuzija ulja kroz biljni materijal
ograniCavajuci faktor ekstrakcije.

Takode, moze se primetiti za sve uzorke, da je na kraju perioda brze ekstrakcije,
izolovano oko 80-95 % od ukupne koli¢ine ekstrahovanog ulja. Odavde sledi da je, sa
ekonomske tacke gledista, potpuno opravdano prekinuti proces na kraju prve faze
ekstrakcije. Prekidanjem procesa ekstrakcije pre iscrpljenja biljnog materijala postize se
usteda natkriticnog fluida, a skra¢enjem vremena trajanja procesa postize se i uSteda

energije.

4.1.4. Poredenje prinosa procesa SE i NKE pre i nakon predtretmana semena divljeg

nara

Kao sto je prikazano u Tabelama 17 i 18, SE netretiranog semena divljeg nara
dala je veci prinos ekstrakta (27,7 %) u poredenju sa prinosom NKE (21,7 %). Razlike u
ostvarenim prinosima mogu se objasniti selektivno$¢u upotrebljenih rastvaraca (Zhao i
Zhang, 2013). Naime, nkCOz je visoko selektivni rastvaraé¢, dok je heksan neselektivan i
uzrokuje istovremenu ekstrakciju neisparljivih pigmenata i voskova. 1z tog razloga, ulje
dobijeno heksanom zahteva dodatno precis€avanje, Sto produzava vreme ekstrakcije 1
smanjuje kvalitet ekstrahovanog ulja. Odavde sledi da se upotrebom nkCO; moze dobiti
ulje boljeg kvaliteta iako je prinos ekstrakcije manji u poredenju sa SE (Porto i sar., 2016).

Dodatno, moguc¢a razlika u prinosima ulja moze se objasniti pomocu
Hildebrandovog parametra rastvorljivosti (Burke, 1984). Naime, Hildebrandov parametar

rastvorljivosti (8) daje numeri¢ku procenu stepena interakcije izmedu supstanci i moze
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biti dobar pokazatelj rastvorljivosti, naroCito nepolarnih supstanci. Prema literaturnim
podacima, $to je manja vrednost parametra, veCa je rastvorljivost rastvaraca.
Hildebrandov parametar rastvorljivosti za heksan iznosi 14,9 MPa'? (Hansen, 1967).
Ougiyanagi i sar. (2003) su odredili vrednost parametara rastvorljivosti nkCOz koji iznosi
16,4 MPa*?, na temperaturi od 45 °C i pritisku od 40 MPa.

Poredenjem prinosa ekstrakta netretiranog semena sa prethodno tretiranim
semenima divljeg nara (Tabela 17 i 18), evidentan je pozitivan efekat mikrotalasnog
predtretmana za obe metode ekstrakcije (doslo je do povecéanja prinosa ekstrakcije do oko
31 % za SE i do oko 26 % za NKE). Nizi prinos netretiranog semena moze se objasniti
upotrebom predloZenih metoda ekstrakcije (Uquiche i sar., 2008).

Kako je prikazano u Tabeli 17 i na Slici 23, primenom SE ostvaren je veci prinos
ekstrakta semena divljeg nara u poredenju sa NKE za netretirano seme (27,7 % u

poredenju sa 21,62 %) i seme tretirano mikrotalasima (36,3 % u poredenju sa 27,2 %).
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Slika 23. Prosecan prinos masnog ulja dobijenog NKE i SE nakon mikrotalasnog
predtretmana (n=21),

** oznacava statisti¢ki znac¢ajnu razliku na P<0,01 nivou.
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Za razliku od SE u kojoj je najveéi prinos postignut pri 600 W tokom 6 min,
najveci prinos masnog ulja pri NKE zabelezen je primenom mikrotalasnog predtretmana
pri snazi od 250 W i vremenu od 6 min. Osim toga, ekstrakt izolovan iz semena divljeg
nara u procesu NKE bio je u te¢nom stanju i zute boje bez obzira na primenjene operativne
uslove predtretmana, dok je ekstrakt izolovan u procesu SE bio braon do crne boje. Zbog
odsustva promene boje ulja usled projacanog ili produzenog dejstva predtretmana, moze
se pretpostaviti da mikrotalasi nemaju veci uticaj na kvalitet ulja dobijenog procesom
NKE. Sli¢no rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji, Cheng i sar. (2011) su pokazali da
produzenje vremena izlaganja mikrotalasima ima pozitivan efekat na prinos ulja

izolovanog SE iz ploda palme, kao i da je ekstrahovano ulje bilo crne boje.

42. UTICAJ MIKROTALASNOG PREDTRETMANA |
EKSTRAKCIJE NA HEMIJSKI SASTAV MASNIH KISELINA

METODE

Za odredivanje procentualnog udela pojedina¢nih masnih kiselina (MK) koje se
nalaze u ulju semena divljeg nara upotrebljena je metoda gasne hromatografije uz
plameno—jonizujucu detekciju i kombinacija gasne hromatografije i masene
spektrometrije. Rezultati analize ekstrakata dobijenih procesom SE se mogu videti u
Tabelama 20 i 21, a rezultati analize ekstrakata dobijenih procesom NKE se mogu videti

u Tabelama 22 i 23.

Tabela 20. Udeo masnih kiselina (%) izolovanih iz ulja semena divljeg nara ekstrakcijom

u aparaturi po Soxhlet—u sa i bez mikrotalasnog predtretmana

o kontrolni 100 W
Masne Kkiseline
uzorak 2 min 6 min

palmitinska kiselina ZMK 2,81+0,09 2,75+£0,06 2,74+0,10
margarinska kiselina ZMK 0,06+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00
linolna kiselina PNMK 5,79+0,24 5,67+0,22 5,76+0,24
oleinska kiselina MNMK 6,32+0,25 6,38+0,15 6,50+0,14
elaidinska kiselina MNMK  0,59+0,02 0,59+0,03 0,64+0,01
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Tabela 20. Nastavak

Masne kiseline

stearinska kiselina
linolelaidinska kiselina
punicinska kiselina
I. 0. kiseline (1)
i. 0. kiseline (2)
i. 0. kiseline (3)

I. 0. kiseline (4)
cis—11-e. kiselina
trans—11-e. kiselina
arahidinska kiselina

behenska kiselina

i. 0. — izomer oktadekatrienske kiseline

e. — eikozenoinska kisel

ZMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
MNMK
MNMK

ZMK

ZMK

ina

Kontrolni
uzorak
2,57+0,11
0,14+0,01
59,52+2,32
8,59+0,18
1,90+0,08
7,01+0,31
2,42+0,12
0,80+0,02
0,80+0,03
0,56+0,02
0,12+0,00

100 W
2 min 6 min
2,62+0,11 2,66+0,13
0,16+0,01 0,18+0,22
60,28+2,76 54,62+1,24
8,70+0,28 9,45+0,34
1,75+0,07 2,99+0,10
6,66+0,30 9,87+0,46
2,27+0,07 2,37+0,07
0,66+0,02 0,73+0,02
0,78+0,02 0,79+0,02
0,56+0,01 0,54+0,00
0,12+0,00 0,12+0,00

Tabela 21. Udeo masnih kiselina (%) izolovanih iz ulja semena divljeg nara ekstrakcijom

u aparaturi po Soxhlet—u nakon mikrotalasnog predtretmana

Masne kiseline

palmitinska kiselina
margarinska kiselina
linolna kiselina
oleinska kiselina
elaidinska kiselina
stearinska kiselina
linolelaidinska
kiselina
punicinska kiselina
. 0. kiseline (1)

i. o.kiseline (2)

ZMK
ZMK
PNMK
MNMK
MNMK
ZMK
PNMK

PNMK
PNMK
PNMK

250 W
2 min 6 min
2,71+0,08 2,75+0,08
0,06+0,00  0,05%0,00
5,79£0,29  5,79+0,22
6,39+0,26  6,51+0,17
0,53+0,02  0,60+0,03
2,59+0,08  2,64+0,05
0,16+0,01 0,16+0,01

600 W
2 min 6 min
2,73x0,11  2,71+0,06
0,06+0,00  0,06%0,00
5,81+0,13  5,7840,20
6,36+0,27 6,43+0,22
0,50+0,02  0,44+0,02
2,60+0,07 2,58+0,12
0,17+0,01 0,15+0,01

54,40+1,74 52,92+1,59 54,19+2,15 53,88+1,28
8,96+0,38 10,06+0,36 9,13+0,41

3,44+0,16

3,32+0,16

3,40+0,13

8,79+0,40
3,71+0,11
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Tabela 21. Nastavak

250 W 600 W
Masne kiseline
2 min 6 min 2 min 6 min

I. 0. kiseline (3) PNMK 10,67+0,32 10,77+0,22 10,61+0,52 11,03+0,48
I.0. kiseline (4) PNMK 2,27+0,08 2,33#0,11  2,32+0,10 2,32+0,08

cis—11-e. MNMK 0,62+0,03 0,66+0,02  0,70+0,02  0,70+0,03
kiselina
trans—11-e. MNMK 0,78+0,02 0,81+0,03  0,75+0,02  0,77+0,03
kiselina
arahidinska ZMK  0,51+0,0, 0,54+0,01 0,53+0,02  0,53+0,03
kiselina

behenska kiselina ZMK  0,12+0,00 0,09+0,00  0,14+0,00 0,11+0,00

i. 0. — izomer oktadekatrienske kiseline
e. — eikozenoinska kiselina

Procesima SE i NKE dobijeni su ekstrakti u kojima je detektovano Sesnaest
odnosno sedamnaest masnih kiselina (MK) u razli¢itim koli¢inama (Tabele 20, 21, 22 i
23). Takagi i sar. (1999), Yoshida i sar. (2005), Anjum i sar. (2006) i Yoshida i sar.
(2006), su ispitivali uticaj mikrotalasnog zracenja na sojino zrno (Glycine max), seme
kikirikija (Arachis hypogaea L.), seme suncokreta (Heliantus annuus L.) i seme bundeve
(Cucurbita spp.). Pomenuti autori su zakljucili da je doslo do promene u sastavu masnih
kiselina u biljnim uljima, ali nisu naveli promene u prinosima ekstrakata. Anjum i sar.
(2006) su ispitivali uticaj mikrotalasnog zracenja na fizicko—hemijske karakteristike i
oksidativnu stabilnost ulja semena suncokreta, i utvrdili da se usled produzenog vremena
mikrotalasnog zraCenja, povecava saponifikacija 1 sadrzaj masnih kiselina u ulju
suncokreta.

Poredenjem ostvarenih udela masnih kiselina u ulju semena divljeg nara moze se
uociti da primena mikrotalasnog zracenja neposredno pre procesa SE i NKE ne utice
znaCajno na povecanje udela masnih kiselina u ulju. U pojedinim slucajevima,
prezentovani rezultati istiCu niZi udeo masnih kiselina nakon primene mikrotalasnog
zracenja i NKE. Tako je npr. udeo palmitinske kiseline, linolne kiseline, oleinske kiseline,
stearinske kiseline i arahidinske kiseline manji u odnosu na udeo masnih Kiselina

netretiranog semena.
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Tabela 22. Udeo masnih kiselina (%) izolovanih iz ulja semena divljeg nara NKE sa i bez

mikrotalasnog predtretmana

Masne kiseline

palmitinska kiselina
margarinska kiselina
linolna kiselina
oleinska kiselina
elaidinska kiselina
stearinska kiselina
linolelaidinska kiselina
punicinska kiselina
I. 0. kiseline (1)
I. 0. kiseline (2)
i. 0. kiseline (3)

I. 0. kiseline (4)
cis—11-e. kiselina
trans—11-e. kiselina
arahidinska kiselina
behenska kiselina

lignocerinska kiselina

ZMK
ZMK
PNMK
MNMK
MNMK
ZMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
PNMK
MNMK
MNMK
ZMK
ZMK
ZMK

i. 0. — izomer oktadekatrienske kiseline

e. — eikozenoinska kiselina

Kontrolni
uzorak
3,20+0,07
0,06+0,00
6,25+0,15
7,32+0,17
0,43+0,02
2,60+0,11
0,15+0,01
54,06+1,12
8,82+0,26
3,07+0,14
9,72+0,36
2,26+0,08
0,74+0,03
0,71+0,02
0,53+0,01
0,10+0,00

100 W
2 min 6 min
2,77+0,11 2,75%0,10
0,05+0,00 0,08+0,00
5,79+0,21 5,69+0,22
6,46+0,23  6,31+0,24
0,41+0,01 0,38+0,01
2,53+0,07  2,50+0,07
0,14+0,01 0,12+0,02
54,53+1,69  56,04+2,71
8,85+0,18  8,55+0,41
3,40+0,07  3,18+0,10
10,59+0,45  9,95+0,28
2,33+0,10  2,28+0,05
0,77+0,03 0,72+0,02
0,75+0,03 0,80+0,02
0,50+0,01  0,52+0,02
0,11+0,00  0,11+0,00

Tabela 23. Udeo masnih kiselina (%) koje su izolovane iz ulja semena nara NKE nakon

mikrotalasnog predtretmana

Masne kiseline

palmitinska kiselina ZMK

margarinska kiselina ZMK
linolna kiselina PNMK
oleinska kiselina MNMK

250 W

2min
2,83+0,14
0,06+0,00
5,81+0,20
6,45+0,19

6 min
2,74%0,07
0,05+0,00
5,65+0,18
6,30+0,24

600 W

2 min
2,76x0,14
0,05+0,00
5,70+0,27
6,25+0,30

6 min
2,79+0,10
0,05+0,00
5,79+0,28
6,30+0,17
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Tabela 23. Nastavak

Masne kiseline 20w 00w
2 min 6 min 2 min 6 min

elaidinska kiselina MNMK  0,41+0,01 = 0,34+0,01 0,33+0,01 = 0,33+0,01

stearinska kiselina ~ ZMK 2,55+0,12  2,48+0,10 2,45%0,10 2,46%0,06

linolelaidinska PNMK = 0,13+0,01 = 0,11+0,01  0,12+0,01  0,11+0,01
kiselina

punicinska kiselina PNMK  52,64+1,33 60,26+2,4 59,69+1,75 59,94+2 46

8

i. 0. kiseline (1) PNMK = 9,37+0,33  8,50+0,41 8,13+0,35  8,25+0,18

i. 0. kiseline (2) PNMK = 3,83+0,08  2,02+0,05 2,37+0,10  2,17+0,09

i. 0. kiseline (3) PNMK = 11,45+0,57 7,05+0,34  7,84+0,30 7,44+0,24

i. 0. kiseline (4) PNMK = 2,31+0,06  2,26+0,06 2,23+0,10  2,28+0,06

cis-11-e. kiselina MNMK 0,69+0,01 0,73+0,02 0,73+0,02  0,65+0,02

trans—11-e. MNMK  0,83£0,04 0,79+0,03 0,74+0,03  0,85+0,04
kiselina

arahidinska ZMK = 0,52+0,01 = 0,52+0,02 0,52+0,02  0,50+0,01
kiselina

behenska kiselina ~ ZMK 0,12+0,00 = 0,10+0,00  0,09+0,00 = 0,10£0,00

lignocerinska ZMK 0,09+0,02

kiselina

i. 0. — izomer oktadekatrienske kiseline
e. — eikozenoinska kiselina

U pogledu prinosa pojedina¢nih grupa MK, izmedu primenjenih metoda
ekstrakcije nije bilo statisticki znacajne razlike (Slika 24), $to sugeriSe da se obe metode
mogu podjednako primeniti za izolovanje MK iz semena divljeg nara. Rezultati pokazuju
da su u ekstraktima najzastupljenije polinezasicene masne Kkiseline (PNMK) (sa
sadrzajem od 84,3-86,1 %), zatim mononezasicene masne kiseline (MNMK) sa
sadrzajem od 13,9-16,1 % i zasi¢ene masne kiseline (ZMK) sa sadrzajem od 5,8-6,5 %.

Sli¢ne rezultate su dobili i Verardo i sar. (2014).
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U uzorku dobijenom procesom NKE (85,6 %) uocen je neznatno veci prosecan
prinos PNMK, u poredenju sa prosec¢nim prinosom PNMK (85,5 %) dobijeno procesom
SE, bez statisti¢ki znacajne razlike (Slika 24).
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Slika 24. Prosec¢an prinos PNMK dobijen u procesima NKE i SE

Utvrdeno je da je najzastupljenija masna kiselina, dobijena u procesima SE i NKE,
punicinska kiselina (PA) i da njen sadrzaj iznosi oko 60 %. Kao §to je prikazano u
Tabelama 20 i 21, ekstrakt netretiranog semena dobijenog procesom SE ima veci sadrzaj
punicinske kiseline (59,5 %) u poredenju sa sadrzajem u ekstraktu dobijenog procesom
NKE (54,1 %). Razlike u ostvarenim prinosima masnog ulja mogu se objasniti
selektivno$¢u upotrebljenih rastvaraca (Zhao i Zhang, 2013) na osnovu ¢ega se moze
pretpostaviti da heksan ima veéi afinitet prema PA u odnosu na nkCOz. Primenjeni
mikrotalasni predtretman pre SE zanemarljivo je uticao na povecanje udela PA sa 59,5 %
(netretirano seme) na 60,3 % (100 W i 6 minuta). Medutim, u slu¢aju primene
mikrotalasanog zracenja od 250 W tokom 6 minuta zabelezen je smanjeni udeo PA na
52,9 % sa 59,5 % (netretirano seme). Mikrotalasni predtretman pre NKE doprineo je
blagom povecanju udela masne kiseline sa 54,1 % (netretirano seme) na 60,3 % (250 W
I 6 minuta). U dostupnoj literaturi mogu se naci razlicite vrednosti udela PA u ulju semena
nara, koji se krec¢u u opsegu od 0 do 86,6 % (Tabela 24).
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Tabela 24. Literaturni pregled — Udeo punicinske kiseline u razli¢itim sortama semena

nara

Sorta nara
Fellahyemez, Katirbasili,
Eksilik, Hicaznar, Erdemli
Asinar, Izmir-23, 1zmir-26,
Ernar, Lefan, Silifke Asisi,
Eksl Goknar, Mayhos-1V,
Izmir—1264, 1zmir-1499,
Izmir-1513
Red PS
Purple PS
Wonderfull, Wonderful,
Akko, Hershkovitz;
Mollar(1), Mollar(2) i
Valenciana;
Hijaz;

Shiraz;
G(1)iG(2)
Abanmahi, Malas, Pust
Sefid i Shahvar
R19, R26, Cvg—Eve, North,
Crab i Cranberry

Malas

Siahdaneh Shirazi

Period Poreklo
Zetve biljke
Oktobar Turska
/ Indonezija
Izrael
Spanija
Kraj !
septembra
Turska
Iran
Tunis
Jesen Iran
Puna
USA
zrelost
/ Iran
Oktobar Fars, Iran

Prinos
(%)

70,4-76,2

9-16
0-25
72,4-84,1
80,3-84,1
81,7

78,7
8291773

72,1-73,3

78,3-83,4

69,8-79,0

70,7-81,7

Literatura

Kyralan i
sar., 2009

Soetjipto i
sar., 2010

Verardo i
sar., 2014

Dadashi i
sar., 2013
Pande i
Akoh,2009
Abbasi i
sar., 2008
Eikani i
sar., 2012

Na udeo PA u ulju semena divljeg nara uti¢e veliki broj faktora, kao $to su:

genotip, lokacija, vreme zetve, klimatski uslovi, fizi¢ko stanje zemljiSta, primenjena

metoda ekstrakcije, itd. (Harris i sar., 1978; Flagella i sar., 2002; Seiler i sar., 1983; Dolde

i sar., 1999; Yaniv isar., 1989; Holaday i Pearson, 1974). Odredeni broj autora je pokazao
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znacaj uslova gajenja na sastav ulja dobijenog ekstrakcijom iz semena. Lajara i sar. (1990)
su ispitali varijacije u hemijskom sastavu i sadrzaju masnih kiselina izmedu razlic¢itih sorti
suncokreta i pokazali da sastav i sadrzaj masnih kiselina u ulju variraju u zavisnosti od
temperature uzgajanja, lokacije i sorte. Thompson i sar. (1973) su odredili sadrzaj masnih
kiselina kod cetiri razlicite sorte kukuruza uzgajanih na pet razlicitih lokacija i pokazali
su da razlike u sadrzaju masnih kiselina prvenstveno zavise od lokaliteta uzgajanja.
Dodatno, Robertson i sar. (1978) su pokazali da na sastav i sadrzaj masnih kiselina utice
stepen zrelosti semena suncokreta.

Prisustvo veéih koli¢ina PNMK u ekstrahovanom ulju je pozeljno jer je PA veoma
vazna zbog svog potencijalnog bioloskog i zdravstvenog efekata. Ovako visok sadrzaj
esencijalnih masnih kiselina, koje sprecavaju pojavu razli¢itih poremecaja u
funkcionisanju organizma, ¢ini ulje semena divljeg nara pozeljnim za ljudsku ishranu
(Ozgul-Yiicel, 2005).

Druga najzastupljenija masna kiselina izolovana iz ulja semena divljeg nara je
oleinska kiselina (C18:C19), ¢iji se udeo kreée u opsegu od 6,2 do 7,3 % (Tabela 20 i 21).
Prema literaturnim podacima (Pande i Akoh, 2009; Jing i sar., 2012), oleinska kiselina je
najcesca mononezasi¢ena masna Kiselina u Gruzijskom i Kineskom ulju semena nara.

U drugim studijama, ulja koja su dobijena razli€itim metodama ekstrakcije
(hladno cedenje, ekstrakcija aparaturi po Soxhlet—u, ekstrakcija pregrejanim heksanom i
NKE), najdominantnija polinezasicena masna kiselina bila je linolna kiselina (Fadavi i
sar., 2006; Kyralan i sar., 2009; Tian i sar., 2013). U ovoj disertaciji, udeo linolne kiseline
varira od 5,7 % do 6,2 % (Tabela 20 i 21), $to je znac¢ajno manje nego kod drugih biljnih
vrsta, kao $to su Safranika (gde se udeo linolne kiseline krece u opsegu 67,8-83,2 %), soja
(sa udelom 48,0-59,0 %), suncokret (sa udelom 48,3-74,0 %) i laneno ulje (sa udelom
15,2-15,9 %) (Choo i sar., 2007).

U svim ekstraktima, izolovane su i masne kiseline sa ve¢im brojem ugljenikovih
atoma (Tabela 20 i 21) kao §to su arahidinska kiselina (sa udelom oko 0,51 %) i behenska
kiselina (sa udelom oko 0,11 %). U dostupnoj literaturi, udeo arahidinske kiseline u
uljima semena nara kreée se u opsegu od 02,8 % (Ozgiil-Yiicel, 2005), a udeo behenske
kiseline se krece u opsegu od 0-3,9 % (Fadavi i sar., 2006). Takode, u ovoj disertaciji,
primenom mikrotalasnog predtretmana (250 W i 6 min) i NKE, dobijena je lignocerinska

kiselina, koja je prisutna u tragovima.
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lako rezultati dobijeni u ovoj disertaciji odgovaraju rezultatima prethodno
objavljenih studija, primecena je razlika u sastavu i sadrzaju masnih kiselina. Razlika u
sadrzaju masnih kiselina se moze pripisati razlikama u genotipu nara, lokaciji gajenja

nara, vremenu zetve, klimatskim uslovima, itd. (Kyralan i sar., 2009).

4.3. SADRZAJ KAROTENOIDA I VITAMINA E U ULJU SEMENA DIVLJEG
NARA

Sadrzaj karotenoida i vitamina E (odnosno tokoferola i tokotrienola) u ulju
semena divljeg nara je ispitano HPLC metodom. Za analizu je odabrano ulje dobijeno
procesom NKE nakon mikrotalasnog predtretmana od 250 W tokom 6 min. Dobijeni
rezultati su pokazali da se u ulju semena divljeg nara nalaze karotenoidi, koji su prisutni
u tragovima (Tabela 25). Prisustvo karotenoida u ulju je znacajno, ne samo zbog uloge
provitamina, ve¢ i zbog pozitivnog efekta na imunoloski sistem i uloge u prevenciji
nastanka tumora pluca, debelog creva, materice, dojke i prostate. U ispitanom ulju se
nalazi najvise (E)—p—karotena koji je provitamin A i jedan od najjacih antioksidanasa.
Njegovo dejstvo se manifestuje eliminacijom reaktivnog kiseonika i inhibicijom lipidne
oksidacije (Samaniego—Sanchez i sar., 2010). Sadrzaj (E)-p—karotena u testiranom ulju
semena divljeg nara iznosi 0,15 mg/100g. Uzimajuéi u obzir da je dnevna potreba
organizma za vitaminom A izmedu 700 i 900 pg (Mandi¢, 2007), moze se zakljuciti da
se ulje semena divljeg nara moze koristiti kao dodatak hrani ili za razvoj suplemenata za
ljudsku ishranu koji ¢e zadovoljiti potrebe za vitaminom A. Prikazani rezultati su u skladu
sa prethodno objavljenim literaturnim podacima, u kojima je navedeno da seme nara
sadrzi malu koli¢inu karotenoida (Fernandes i sar., 2015).

Rezultati su takode pokazali da su u odabranom uzorku ulja semena divljeg nara,
prisutna i Cetiri tokola, ukljucujudi tri tokoferola (o—tokoferol, y—tokoferol, 6—tokoferol)
I jedan tokotrienol (B—tokotrienol) (Tabela 25). Najzastupljeniji izomer bio je y—tokoferol
koji predstavlja vise od 93 % vrednosti ukupnih tokoferola. Sadrzaj y—tokoferola u ulju
semena divljeg nara dobijenog u ovoj studiji je 128,6 mg/100g. Sli¢an rezultat od 153,2
mg/100g y—tokoferola u ulju prikazali su Melo i sar. (2016). Sli¢ni ili visi sadrzaj
v— tokoferola u ulju objavili su Fernandes i sar. (2015) sa vrednostima od 159,7 do
586,2 mg/100g i Liu i sar. (2012) sa vrednostima od 120,6 do 672,6 mg/100g. Nizi sadrzaj
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v— tokoferola u ulju od 2,7 mg/100g je prikazan u studiji Caligiani i sar. (2010), kao i
3,4-5,5mg/100g prikazan u studiji koju su izveli Jing i sar. (2012). Takode, u ovoj
disertaciji dobijen je ve¢i sadrzaj y-tokoferola u poredenju sa onim koje su objavili
Karmowski i sar. (2015). Pomenuti autori su, u svom radu pokazali da je najveci sadrzaj
y—tokoferola zabelezen u kukuruznom ulju (87+8,0 mg/100g), zatim u ulju oraha
(29£0,3 mg/100g) i ulju susama (0,3+0,02 mg/100g).

Tabela 25. Sadrzaj tokoferola i karotenoida u ulju semena divljeg nara dobijeno procesom

NKE i nakon mikrotalasnog predtretmana

Komponenta Sadrzaj (mg/100g)
a—tokoferol 4,33+£0,15
—tokoferol -
Vitamin E y—tokoferol 128,56 + 4,50
d—tokoferol 2,52 +£0,32
[B—tokotrienol 2,71+£0,13
> mg/100 g 138,12 £ 5,08
(E)-p—karoten 0,15+0,01
> mg/100 g 0,15 +0,01

“tr — u tragovima

Visok sadrzaj y—tokoferola u odabranom ulju je izuzetno zadovoljavajuci, jer je
y—tokoferol supstanca od velikog znac¢aja. Tako je npr. y—tokoferol otporniji na oksidaciju
u poredenju sa drugim tokolima, a pokazuje i najveéu antioksidativnu aktivnost (Maguire
I sar., 2004). Vazna uloga y—tokoferol u organizmu se ogleda u zastiti ¢elija od starenja,
omogucavanju normalnog funkcionisanja nervnog sistema, kao i u sprecavanju nastanka

tumora (Brigelius—Flohe i Traber, 1999).

Drugi najzastupljeniji tokol u testiranom ulju je a—tokoferol, najvaznije jedinjenje
iz grupe tokoferola, koji poseduje najslabiju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa

ostalim tokoferolima. Ukoliko uporedimo dobijene rezultate sa podacima iz literature
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(Pande i Akoh, 2009; Jing i sar., 2012; Fernandes i sar., 2015; Elfalleh i sar., 2011),
mozemo zakljuciti da su vrednosti sadrzaja o—tokoferola u ulju znatno vise u objavljenim
istrazivanjima. Medutim, u objavljenim studijama, koris¢ena su sveza i sirova semena
(bez prethodne termicke obrade) za razliku od uzoraka u ovom radu, koja su tretirana
mikrotalasnim zracenjem. Takode, u disertaciji je ispitana temperatura koja je postignuta
unutar mikrotalasne peénice, koja se krece u opsegu od 63 do 136 °C. Pretpostavlja se da
proces zagrevanja moze uticati na prinos o—tokoferola zbog njegove male oksidacijske
stabilnosti. Dodatno, u ovoj disertaciji rezultati pokazuju sadrzaj o—tokoferola koji je nizi
I od onih u: suncokretovom ulju (45 mg/100g), ulju kikirikija (20 mg/100g), kukuruznom
ulju (13 mg/100g) (Karmowski i sar., 2015), ulju badema (11 mg/100g) i ulju semenu
suncokreta (11,6 mg/100g) (Delgado—Zamarrefio i sar., 2016).

Sadrzaj 6—tokoferola u testiranom ulju iznosi 2,5 mg/100g. Prikazana vrednost je
sli¢na ili niza od prethodno publikovanih vrednosti. U dostupnoj literaturi postoji veliki
broj podataka o sadrzaju 6—tokoferola u razli¢itim vrstama nara (Tabela 26). Razlike u
prinosima medu ovim studijama mogu biti posledica razli¢itih faktora kao $to su genotip

nara, uslovi gajenja, klima ili vreme Zetve.

Tabela 26. Sadrzaj 6—tokoferola u razli¢itim vrstama nara

Sadrzaj
Sorta o6—tokoferola Literatura
(mg/1009)
Wonderfull,Wonderful, Akko i Hershkovitz 0,9-2,6 Verardo i sar., 2014

(Izrael); Mollar(1), Mollar(2) i Valenciana
(Spanija); Hijaz (Turska); Shiraz (Iran); G(1) i
G(2) (Tunis)

CG8, Cis 127, Mollar de Elche, Parfianka, 6,0-15,2 Fernandes 1 sar.,
Katirbasi, Valenciana, White, Wonderful 1 i 2015

Wonderful 2 (Spanija)

Ulje semena nara (USA) 17,04 Melo i sar., 2016
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Tabela 26. Nastavak
Sadrzaj
Sorta 6—tokoferola Literatura

(mg/1009)

R19, R26, Cvg-Eve, North, Crab, Cranberry

(USA)

Chetoui, Gabsi2, Gabsi3, Garsi, Mezzi i Zehri

(Tunis)

Tianhongdan,  Jingpitian,  Sanbaitian i

Suanshiliu (Kina)

20,3-23,8 Pande i Akoh, 2009

24.2-299 Elfalleh i sar., 2011

141,4-351,3 Jing i sar., 2012

Iz testiranog ulja divljeg nara, izolovan je i jedan tokotrienol. p—tokotrienol, sa
sadrzajem od 2,5 mg/100g, ima udeo od 1,9 % od ukupnih tokoferola, sli¢no kao u radu
koji su objavili Verardo i sar. (2014). Prikazana vrednost je visa nego u studijama za
pojedine bobice i ulja iz semena ribizle (Bada i sar., 2014). Prema literaturnim podacima
(Ahsan i sar., 2014), tokotrienoli mogu spreciti razvoj hroni¢nih oboljenja. Na primer,
tokotrienoli (posebno d—tokotrienol) ispoljavaju veéi antiproliferativni i pro—apoptoticki
efekat od tokoferola u malignim ¢elijskim linijama (Constantinou i sar., 2008).

Uzimajuci u obzir da dnevna potreba organizma za vitaminom E iznosi od 8 do
25 mg/dan, a da dobijeno ulje semena divljeg nara sadrzi 13,8 mg vitamina E u 100 g
ulja, moze se zakljuciti da se dobijeno ulje moze koristiti za razvoj preparata koji ¢e
spreciti deficit vitamina E kod ljudi i spreciti nastanak nepoZeljnih neuromuskularnih

promena.

4.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ULJA SEMENA DIVLJEG NARA

Antioksidativna aktivnost ulja semena divljeg nara dobijenog procesom NKE
nakon mikrotalasnog predtretmana od 250 W tokom 6 min je ispitana prema sposobnosti
vezivanja radikala tzv. o—TEAC testom.

Antioksidativna aktivnost testiranog ulja je 410 + 89 umL a—TE/100g. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da masno ulje semena nara poseduje snazno

antioksidativno dejstvo. Antioksidativno dejstvo je narocito znacCajan efekat koje ulje
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dobijeno u ovoj disertaciji moze da ispolji. To znaci da svojim delovanjem ulje semena
divljeg nara moze da zastiti Celije zivotinja i ljudi od Stetnih efekata reaktivnih kiseonika
ili azota (MacDonald-Wicks i sar., 2006) i proizvodnje slobodnih radikala (Halliwell i
Gutteridge, 1989; Halliwell, 1995; Jacob, 1995). Imajuéi u vidu visok sadrzaj masnih
kiselina, kao i sadrzaj y—tokoferola i B—tokotrienola, moze se zakljuciti da sve navedene
grupe jedinjenja, koje se nalaze u ispitanom ulju semena divljeg nara, podjednako uti¢u
na njegovo snazno antioksidativno dejstvo. Lipofilne komponente (masne kiseline,
tokoferoli i1 karotenoidi) imaju brojne bioloSke aktivnosti koje doprinose poboljSanju
zdravlja ljudi (Ju i sar., 2010; Li i sar., 2007).

U studiji koju su izveli Karmowski i sar. (2015) ispitivano je antioksidativno
dejstvo kukuruznog ulja, Kikirikijevog ulja, susamovog ulja, suncokretovog ulja i
orahovog ulja pomo¢u o—TEAC metode. Dobijeni rezultati bili su u opsegu od 41 pmoL
a— TE/100g do 177 umoL o—TE/100g, §to pokazuje znatno nizu antioksidativnu aktivnost

u poredenju sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji.

4.5. CITOTOKSICNA AKTIVNOST ULJA SEMENA DIVLJEG NARA PREMA
TUMORSKIM CELIJAMA

Citotoksi¢na aktivnost ulja semena divljeg nara, dobijenog procesom NKE nakon
mikrotalasnog predtretmana od 250 W tokom 6 min, je ispitana na malignim ¢elijskim
linijama HelLa, A549, i LS174, kao i na normalnim MRC-5 i EA.hy926 celijskim
linijama. Celijske linije su kultivisane 72 h u razli¢itim koncentracijama ulja semena
divljeg nara i analizirane MTT testom. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ulja semena
divljeg nara na odabrane ¢elijske linije je izvedeno po prvi put. Vrednosti citotoksi¢ne

aktivnosti (ICso) ispitivanog masnog ulja semena divljeg nara su prikazane u Tabeli 27.

88



Tabela 27. Citotoksi¢ni efekat masnog ulja semena nara na HelLa, LS, A549, MRC-5 i
EA.hy926 celije

I1Cs0 (ug/mL)
Maligne celije Normalne celije
HelLa LS174 A549 MRC-5 EA.hy926
49,51 + 0,57 63,22 + 2,11 91,54 +1,32 >200 199,36 + 0,90

Napomena: vrednosti 1Cso u tabeli su predstavljene kao pg/mL+SD odredene na osnovu tri nezavisna
eksperimenta

Masno ulje je ispoljilo najvisi citotoksi¢ni efekat prema HelLa malignim ¢éelijama
(adenokarcinom cerviksa). Izrazena je slabija citotoksi¢na aktivnost prema LS174
(adenokarcinom debelog creva) i A549 celijskim linijama (adenokarcinom pluca).
Normalne zdrave celijske linije MRC-5 (fetalni fibroblasti pluc¢a) i EA.hy926 (humane
endotelijalne ¢elije umbilikalne vene) bile su najmanje osetljive na toksi¢no dejstvo
ispitivanog masnog ulja sto predstavlja znacajan rezultat ovog ispitivanja.

Hartwell (1982) pominje preko 3000 razli¢itih biljaka, kao izvor prirodnih
jedinjenja ili njihovih derivata sa antitumornim delovanjem npr. beli luk, aloja, bela
imela, zeleni ¢aj, zen—Sen, mackov brk, kantarion, neven, rastavi¢, kopriva, mecja Sapa,
pacificka tisa i dr. Pokazao je da je grupa jedinjenja odgovorna za hemoprevenciju raka,
kao Sto su: fenolna jedinjenja, vitamin, masne Kiseline, itd. (Hartwell, 1982). Do sada,
sprovedeno je nekoliko studija u cilju procene antikancerogene aktivnosti nara prema
razli¢itim tipovima tumorskih ¢éelijskih linija, kao $to je rak debelog creva, rak dojke, rak
prostate, pluca i rak grlica materice (Eddebbagh i sar., 2016; El-Awady i sar., 2015;
Sepehr i sar., 2012). Hemopreventivno dejstvo ulja semena divljeg nara je pripisano
punicinskoj kiselini (Lansky i sar., 2005; Grossmann i sar., 2010).

Prevencija ili smanjenje rizika od nastanka tumora (hemoprevencija), naro€ito
primenom prirodnih preparata, se smatra tretmanom buduc¢nosti. Uzimajuéi u obzir
hemopreventivni potencijal ispitanog ulja semena divljeg nara sa selektivnim
citotoksi¢nim dejstvom na maligne ¢elije i relativno niskim toksi¢nim dejstvom na zdrave
¢elije, moze se zakljuciti da dobijeni rezultati ukazuju na mogucu primenu ispitivanog

masnog ulja kao antikancerogenog agensa za lecenje ljudi ili prevenciju bolesti.
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4.5.1. Efekat ekstrakata na migraciju EA.hy926 celija

Invazija ¢elija je obelezje ¢elija raka. Kako bi se utvrdila sposobnost ispitivanog
masnog ulja semena divljeg nara da inhibise invazivnost malignih Celija, eksperiment je
uraden uz pomo¢ humanih transformisanih endotelijalnih ¢elija umbilikalne vene
(EA.hy926 ¢elija). U ovoj metodi, opisanoj u studiji koju su objavili Liang i sar. (2007),
zapazeno je ako se U monosloju ¢elija stvori ,,rana”, tj. prorez, ¢elije ¢e se deliti sve dok
se tzv. ,,rana“ ne zatvori i dok ne formira monosloj. Predstavlja jednu od jednostavnijih
metoda za in vitro analizu invazivnosti ekstrakata, koja donekle imitira in vivo migraciju
¢elija. Zato je in vitro ,, scratch ” test, poznatiji kao ,,wound healing” test, jedan od prvih
metoda koje se koriste prilikom testiranja i proizvodnje novih jedinjenja sa terapeutskom
aktivnoscu.

Reprezentativne fotomikrografije napravljene su neposredno nakon pocetka
tretmana ispitivanog ekstrakta, a zatim nakon 24 h inkubacije. Na Slici 25 su prikazane
EA.hy926 ¢elije u kontrolnom uzorku, kao i EA.hy926 celije koje su bile izlozene

testiranom ekstraktu pri subotoksi¢nim koncentracijama (1Czo).
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KONTROLNIUZORAK MASNO ULJE SEMENA NARA

0h

24h

Slika 25. Efekat masnog ulja semena divljeg nara na migraciju EA.hy926 ¢elija.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se uociti da masno ulje nije pokazalo

supresivni efekat na migraciju EA.hy926 ¢elija.

4.5.2. Efekat masnog ulja semena nara na proces angiogeneze

Angiogeneza predstavlja proces u kome je malignoj ¢eliji omoguéeno stvaranje
sistema krvnih sudova. Ovakav sistem snabdeva malignu ¢eliju hranljivim materijama i
kiseonikom, i eliminise produkate metabolizma i ugljen—dioksida (Hanahan i Weinberg,
2011). Inhibitori angiogeneze smatraju se dopunom za konvencionalni tretman kancera.
Antiangiogenetsko svojstvo masnog ulja semena divljeg nara je ispitivano na EA.hy926
¢elijama primenom ,,endothelial cell tube formation” testa, poznatijeg kao in vitro test

angiogeneze.
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Reprezentativne fotomikrografije nakon 24 h inkubacije EA.hy926 celija u
kontrolnom uzorku, kao i EA.hy926 ¢elija koje su bile izlozene testiranom ekstraktu pri

subotoksi¢nim koncentracijama su prikazane na Slici 26.

KONTROLNIUZORAK KONTROLNI UZORAK
MASNO ULJE SEMENA NARA MASNO ULJE SEMENA NARA

Slika 26. Efekat masnog ulja semena divljeg nara na angiogenezu EA.hy926 Celija

Uocava se da masno ulje ima blag anti-angiogenetski efekat koji pokazuje
sposobnost da blago smanji razvoj tubula iz izduzenih ¢elija tela, kao i da smanji broj
¢elijskih veza. Rezultati ukazuju na umereni antiangiogenetski efekt masnog ulja semena

divljeg nara pa se stoga moze smatrati kandidatom za inhibiciju angiogeneze.
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5. ZAKLJUCAK
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> Seme divljeg nara, koje zaostaje kao sporedni proizvod pri proizvodnji sokova,
odli¢an je izvor ulja koje sadrzi tokoferol i masne kiseline, sto potvrduju dobijeni
rezultati. Masno ulje koje je dobijeno predloZzenim metodama ekstrakcije predstavlja
veoma vrednu sirovinu za mogucu dalju upotrebu u prehrambenoj, farmaceutskoj i

kozmetickoj industriji.

> Primenjena su dva postupka ekstrakcije semena divljeg nara: natkriti¢na
ekstrakcija (nkCOz2; 37,9 MPa; 47 °C) i ekstrakcija u aparaturi po Soxhlet-u (heksan;
69 °C; 8 h) kojima je dobijeno bioloski vredno ulje.

> Radi ispitivanja mogucnosti poboljSanja prinosa ekstrakcije, povecanja brzine
ekstrakcije, kao i dobijanja ekstrakta sa veCom koncentracijom zeljenih komponenti,
primenjen je mikrotalasni predtretman biljnog materijala neposredno pre procesa
ekstrakcije. Biljni materijal je predtretiran mikrotalasima tri snage (100, 250 i 600 W) u
vremenskim intervalima 2 i 6 minuta. Dobijeni rezultati su uporedeni sa kontrolnim

uzorkom Kkoji je dobijen pri istim uslovima ekstrakcije, ali bez primene predtretmana.

> Primenjeni mikrotalasni predtretman omogucio je povecanje prinosa ekstrakta.
Dok je za proces SE prinos ekstrakta povec¢an za oko 30 %, u slu¢aju NKE prinos je

povecan za oko 25 %.

> Najveci prinos ekstrakta dobijenog procesom NKE (27,24 %) ostvaren je pri

250 W i 6 minuta. Natkriti¢ni ekstrakti bili su zuti i mirisa na ulje.

> Najveci prinos ekstrakta dobijenog procesom SE (36,34 %) ostvaren je pri 600 W

i 6 minuta. Dobijeni ekstrakti bili su od svetlo braon do tamno braon boje, mirisa na ulje.

> Analizom metil-estara masnih kiselina ulja semena divljeg nara utvrdeno je da je,
nezavisno od metode ekstrakcije i primenjenog rastvaraca, najzastupljenija punicinska
kiselina, zatim oleinska, linolna, palmitinska i stearinska kiselina, dok elaidinska,
arahidinska, linolelaidinska, behenska, lignocerinska i margarinska kiselina zajedno
ucéestvuju u sastavu ulja sa manje od 2 %. Statisticki gledano, nije bilo znacajnih razlika

izmedu dobijenih uzoraka, $to sugeriSe da su obe ekstrakcione tehnike primenjive za
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dobijanje ulja iz semena divljeg nara. Takode, mikrotalasno zra¢enje nije imalo znacajan

uticaj na koli¢inu metil-estara masnih kiselina.

> Sadrzaj karotenoida 1 tokoferola u ekstraktima odreden je pomocu HPLC metode.
Masno ulje, koje je dobijeno mikrotalasnim predtretmanom biljnog materijala neposredno
pre procesa NKE (250 W i 6 min), je dobar izvor tokoferola, dok su karotenoidi izolovani
u tragovima. Mikrotalasni predtretman semena divljeg nara nije uticao negativho na
sadrzaj tokoferola. Najzastupljeniji izomer je y—tokoferol (128,6 mg/100g) Sto ¢ini 93 %

ukupnih tokoferola.

> Lipofilni antioksidativni kapacitet masnog ulja semena divljeg nara odreden je
o— TEAC metodom. Masno ulje dobijeno je NKE i predtretmanom koji obezbeduje
najveci prinos ulja iz semena divljeg nara (250 W tokom 6 min). Rezultati ispitivanja
pokazuju visok antioksidativni efekat (41089 umoL o-TE/100 @), pa se moze
konstatovati da masno ulje semena divljeg nara predstavlja potencijalno znacajan izvor

antioksidanasa.

> Citotoksi¢na aktivnost masnog ulja semena divljeg nara je ispitana po prvi put.
Relativni broj zivih ¢elija u kulturi utvrden je MTT testom. Ulje, koje je dobijeno
mikrotalasnim predtretmanom semena (250 W tokom 6 min) i NKE, pokazalo je umerenu
citotoksi¢nu aktivnost na HelLa celije (ICso vrednosti 49,51+0,57 pg/mL) u in vitro
uslovima. Generalno, ispitivani uzorak je ispoljio najslabije dejstvo prema LS174 i A549
¢elijama. Citotoksi¢nost ispitivanog uzorka masnog ulja nije pokazana na MRC-5 i
EA.hy926 C¢elije, isticu¢i da masno ulje semena divljeg nara dobijeno predloZenim

metodama ekstrakcije moze na¢i primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

> U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o uticaju masnog ulja semena divljeg nara
na migraciju ¢elija, kao i na angiogenezu. Dobijeni rezultati predstavljaju prve literaturne
podatke o ovim aktivnostima. Ispitan je uticaj masnog ulja na migraciju EA.hy926 ¢elija
i utvrdeno je da masno ulje ne pokazuje supresivni efekat na migraciju EA.hy926 ¢elija.
Takode, prikazani rezultati ispitivanja ukazuju na umereni antiangiogenetski efekat, pa se

stoga ekstrakt moze smatrati kandidatom za inhibiciju angiogeneze.
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> Prikazani rezultati predstavljaju osnovu za dalja ispitivanja bioloskih aktivnosti
ulja semena divljeg nara. Usled prisustva tokoferola i nezasi¢enih masnih kiselina,
predlaze se izrada farmaceutskih preparata koji bi imali potencijalnu primenu kod le¢enja

psorijaze, akni i ekcema, zastitu koze od sunca, ublazavanju crvenila i svraba.

> Osim toga, shodno utvrdenom hemijskom sastavu ulja semena divljeg nara,
buduca istrazivanja se mogu fokusirati na razvoj funkcionalnih prehrambenih proizvoda
obogacenih bioaktivnim jedinjenjima. U tom pogledu, smatra se da bi inkapsulacija u
ovom slucaju predstavljala efikasan tehnoloski postupak dobijanja stabilnih proizvoda,
kao i proizvoda sa kontrolisanim otpustanjem aktivne komponente na ciljano mesto u

organizmu.
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PRILOG

Tabela P1. Eksperimentalni podaci (vreme ekstrakcije, potro$nja rastvaraca i prinos

ekstrakta) dobijeni procesom NKE semena divljeg nara i mikrotalasnim predtretmanom
od 100 W tokom 2 i 6 minuta

100 W
2 min 6 min
t (min) | Mmco2/mam Y (%) t (min) | Mmco2/Mam Y (%)
32 19,65 1,774 ol 19,81 2,682
63 39,29 4,131 92 39,62 4,710
102 58,94 6,971 135 59,44 7,366
147 78,58 9,662 178 79,25 9,988
192 98,23 11,924 221 99,06 12,001
235 117,87 13,849 266 118,87 13,742
280 137,52 15,483 309 138,69 15,247
325 157,16 16,862 352 158,50 16,513
370 176,81 18,048 397 178,31 17,515
415 196,45 18,978 442 198,12 18,378
460 216,10 21,972 490 217,93 19,641
507 235,74 22,742 535 237,75 20,724
555 255,39 23,466 580 257,56 21,380
599 275,04 23,865 625 277,37 22,284
642 294,68 24,224 669 297,18 22,667
686 314,33 24,525 714 316,99 23,120
731 333,97 24,883 759 336,81 23,412
776 353,62 25,153 804 356,62 23,702
810 368,35 25,345 839 371,48 23,913
844 383,09 25,518 874 386,34 24,003
865 388,20 25,520 894 388,09 24,011
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Tabela P2. Eksperimentalni podaci (vreme ekstrakcije, potrosnja rastvaraca i prinos

ekstrakta) dobijeni procesom NKE semena divljeg nara i mikrotalasnim predtretmanom
od 250 W tokom 2 i 6 minuta

250 W
2 min 6 min
t (min) | Mmco2/mem Y (%) t (min) Mco2/Mewm Y (%)
19 9,99 0,759 20 9,88 1,025
40 19,98 2,854 40 19,76 3,483
58 29,98 4,410 59 29,65 5,492
78 39,97 6,347 79 39,53 6,541
95 49,96 7,935 99 49,41 7,737
112 59,95 9,370 118 59,29 9,243
133 69,94 11,030 138 69,18 10,683
153 79,94 12,666 156 79,06 12,067
171 89,93 13,823 176 88,94 13,514
191 99,92 15,028 196 98,82 14,746
209 109,91 16,15 216 108,71 15,95
228 119,91 17,22 236 118,59 16,88
247 129,90 18,180 256 128,47 17,62
267 139,89 19,089 276 138,35 18,38
286 149,88 19,829 296 148,24 19,06
305 159,87 20,474 316 158,12 19,61
324 169,86 21,059 336 168,00 20,15
343 179,86 21,696 356 177,88 20,70
362 189,85 22,322 376 187,77 21,23
380 199,84 22,629 396 197,65 21,755
400 209,83 23,609 416 207,53 22,754
420 219,82 24,244 436 217,41 23,595
443 229,82 24,724 456 227,30 24,134
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Tabela P2. Nastavak

250 W
2 min 6 min
t (min) | mco2/mawm Y (%) t (min) Mcoz2/Mem Y (%)
462 239,81 25,196 476 237,18 24,542
480 249,80 25,499 496 247,06 24,830
499 259,79 25,886 516 256,94 25,141
519 269,78 25,859 597 296,47 25,982
536 279,78 25,874 637 316,24 26,284
576 300,01 25,881 710 355,77 26,851
659 335,14 25,893 730 365,65 27,025
704 364,08 25,909 750 375,53 27,150
741 384,51 25,894 770 385,42 27,235

Tabela P3. Eksperimentalni podaci (vreme ekstrakcije, potroSnja rastvaraca i prinos

ekstrakta) dobijeni procesom NKE semena divljeg nara i mikrotalasnim predtretmanom
od 600 W tokom 2 i 6 minuta

600 W
2 min 6 min
t (min) | mco2/mem Y (%) t (min) Mcoz2/Mam Y (%)
20 9,92 0,636 38 19,90 2,295
40 19,84 2,666 76 39,80 5,301
60 39,134 6,134 113 59,71 8,856
108 59,53 9,717 147 79,61 11,249
153 79,37 12,510 183 99,51 13,363
199 99,22 14,220 218 119,41 14,951
242 119,06 15,778 254 139,32 16,208
282 138,91 17,001 290 159,22 17,264
325 158,75 18,032 326 179,12 18,165
369 178,59 19,011 362 199,02 19,093
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Tabela P3. Nastavak

600 W
2 min 6 min
t (min) | mco2/mawm Y (%) t (min) Mcoz2/Mem Y (%)
428 198,44 20,642 398 218,93 19,682
477 218,28 21,607 433 238,83 21,038
531 238,12 22,168 467 258,73 22,502
585 253,01 22,544 500 278,63 23,338
628 272,85 23,050 533 298,54 23,798
668 292,69 23,417 567 318,44 24,201
708 312,54 23,683 599 338,34 24,527
748 332,38 23,865 637 358,24 24,868
779 352,22 23,909 664 378,15 25,084
809 372,54 23,915 680 388,10 25,207
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H3zjasa o ayTopcTBYy

Nwme u npesume ayropa _ Cama BypheBuh

bpoj unmekca 4042/2012

HU3jaBbyjem
Jla je TOKTOPCKa JqrcepTalja Mo HaCJIOBOM

OnTuMu3anuja mpoieca ekcTpakidje yba auBjber Hapa (Punica granatum L.)
NPUMEHOM MHKPOTAJIaca i HCIUTHBAK€ OMOJI0IIKe AKTUBHOCTH 100HjeHOT y/ba

® pe3yJsTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAUKOT Paja;

e Ja qucepTandja y LUEIWHU HH Y JIeJIOBUMA HHUje OWjia MpeiiokKeHa 3a CTHIAE
Ipyre IUIUIOME MpeMa CTYAHJCKUM MporpaMuMa JPYTUX BHUCOKOIIKOJICKUX
YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJITaTu KOPCKTHO HABECACHU U

e Jla HMCaM KpIIMJIa ayTOpPCKa MpaBa U KOPUCTHUIIA MHTEJIEKTYaJIHy CBOJUHY APYTUX
auna.

IHornuc ayropa

V¥ Beorpany, 24.12.2018.




I/I3jaBa O MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI pajaa

Nwme u npesume ayropa: Cama Byphesuh

bpoj unnekca: 4042/2012
Cryaujcku nmporpam: Xemuja

HacnoB paga: OnTuMu3anmja mpoueca eKcTpakunmje y/ba auB/ber Hapa (Punica
granatum L.) nmpuMeHOM MHKpOTajaca M HCIUTUBaMbE OUOJIONIKE AKTHBHOCTH
A00MjeHOr y/ba

MenTopu: npod. JIp Cio6onan [erpouh u [p Katapuna [1laBukun

W3jaBipyjeM J1a je mITaMIiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA CIIEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOjy caM Tpenajia paad IMoxpameHa y JIMrHTajJHOM pemno3uTopujymy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm J1a ce 00jaBe MOjH JIMIHH MTOJAIM BE3aHH 32 I0OHjabe aKaIeMCKOT Ha3HBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M MPE3UMe, FOJJMHA U MECTO pol)ema U 1aTyM oadpaHe
pana.

OBu TUYHM MOJAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHUIlaMa AUTUTaIHe OnOInoTeKe,
y €IeKTPOHCKOM KaTajory M y myOnaukanujaMa Y HuBep3uTera y beorpany.

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 24.12.2018.




N3jaBa o xopumhemwy

Opnamthyjem YHUBEpP3UTETCKYy OHOMMOTEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh® na y Jlururamxu
perno3uToprjyM YHuUBep3uTeTa y beorpany yHece MoOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIH]y IO
HACJIOBOM:

OnTuMu3anuja mpoieca eKcTpakiije yba auBjber Hapa (Punica granatum L.)
NMPUMEHOM MUKPOTAJIACA U UCTIUTUBAK-€ OMOJIOIIKE AKTUBHOCTH J100MjeHOT yJba

KOja je MOje ayTOpCKO JeIo.

Jlucepranujy ca CBUM NPHUIIO3UMa IIPEajia caM y eJIeKTPOHCKOM (OpMaTy IOrOHOM 32
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy [HMOKTOpPCKY IHCEpTaldjy TMOXpameHy Y JIMTHTaTHOM pemno3uTOpHjyMy
VYHuBepsutreta y beorpaay u qocTynHy y OTBOPEHOM NIPHUCTYIY MOTY Jia KOPHCTE CBH
KOjU TIOMITY]y oApende caapkane y omabpaHoM Tumy nuneHre KpearuBHe 3ajeqHuIle
(Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJIy4uia.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)
@Aympcmo — HekoMepuujaHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HeKoMepIHjanHo — aenut moj uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepaga (CC BY-ND)

6. AyropctBo — aenutu nox uctum ycinosuma (CC BY-SA)

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 24.12.2018.




