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Doktorska disertacija SAZETAK

METABOLOMICKA PROCENA AUTENTICNOSTI SEMENA SAMONIKLOG I
GAJENOG VOCA

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije jeste ispitivanje fitohemijskog profila semena
samoniklog i gajenog voca u cilju pronalazenja pouzdanih markera za njihovo razlikovanje, kao 1
definisanje njihovog biljnog porekla, ali i pronalazenje sorti odnosno genotipova sa najvi§im
sadrzajem fitohemikalija.

Razvijene su nove i optimizovane postojece savremene instrumentalne metode za odredivanje
kvalitativnog i kvantitativnog sastava semena samoniklog i gajenog voca karakteristicnog za podrucje
Srbije (kupine, maline, jagode, ogrozda, aronije, borovnice, ribizle i godzija). Ciljanom analizom su
izolovani i kvantitativno odredeni Seceri, masne kiseline, metali i fenolna jedinjenja od interesa, dok
je metabolickom analizom ,,otiska prsta” lipida, masnih kiselina, fenola i proteina dobijen celokupan
profil uzoraka, kao njihova jedinstvena karakteristika. Spektrofotometrijski je odreden sadrzaj
ukupnih polifenola i sadrzaj rastvorljivih proteina.

Rezultati su ukazali na prednost primene metabolickog otiska prsta u proceni autenti¢nosti
slozenih metaboloma kakav je biljni materijal, u odnosu na ciljanu analizu ograni¢enog broja unapred
definisanih jedinjenja. Definisani su Seceri, lipidi, masne kiseline, fenoli, proteini i elementi kao
markeri biljnog porekla, koji su omogucili klasifikaciju uzoraka. Primenom naprednih
hemometrijskih metoda je hemijski profil uzoraka semena voca iskoris¢en za konstruisanje
matematickih modela koji bi se mogli koristiti za predvidanje porekla novih uzoraka na osnovu
fitohemijskog sastava. Takode, poznavanje kompletnog sastava metabolita dobijenog u ovoj studiji
moze pruziti bolju procenu genotipskih i fenotipskih razlika medu vrstama i sortama voca, i moze
doprineti razvoju novih sorti sa Zeljenim karakteristikama.

Kljuéne re¢i: HPTLC, LC-MS, GC-MS, HPAEC-PAD, ICP-OES/MS, SDS-PAGE, metabolicki
otisak prsta, ciljana analiza, multivarijantna analiza

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: AnalitiCka hemija
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METABOLOMIC AUTHENTICITY ASSESMENT OF WILD AND CULTIVATED
FRUIT SEEDS

The subject of this doctoral dissertation was to evaluate the phytochemical profile of wild and
cultivated fruit seeds in order to find reliable markers for their differentiation, as well as to define
their botanical origin, but also to find varieties or genotypes with the highest content of
phytochemicals.

This work included the optimisation of existing and development of new modern instrumental
methods for determination of the qualitative and quantitative composition of wild and cultivated fruit
seeds, characteristic for different regions of Serbia (blackberry, raspberry, strawberry, gooseberry,
chokeberry, blueberry, currant and goji berry). Content of sugars, fatty acids, metals and phenolic
compounds of interest was determined using targeted approach, while the metabolic fingerprint
analysis of lipids, fatty acids, phenols and proteins was used to get comprehensive profile of the
samples, as their unique characteristics. The content of total phenolics and the content of soluble
proteins were determined spectrophotometrically.

The results indicated that metabolic fingerprinting is a better approach for authenticity
assessment of the complex natural matrix, compared to the targeted analysis of a limited number of
pre-defined compounds. Sugars, fatty acids, phenols, proteins and elements were defined as markers
of botanical origin, which enabled the classification of the samples. Obtained mathematical models
indicated the ability to accurately predict the botanical origin of the samples and these models could
be used in further classification of unknown samples. Complete knowledge of the chemical
composition of fruit seeds can provide a better assessment of genotypic and phenotypic differences
among fruit species and varieties, and can contribute to the selection of new varieties with desired
characteristics.

Keywords: HPTLC, LC-MS, GC-MS, HPAEC-PAD, ICP-OES/MS, SDS-PAGE, metabolic
fingerprinting, targeted analysis, multivariate analysis.

Scientific area: Chemistry

Field of Academic Expertise: Analytical Chemistry
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1. UvOD

Srbija je visoko pozicionirana u svetskoj proizvodnji i preradi jagodastog voca, zahvaljujuci
povoljnim prirodnim faktorima za njihov uzgoj.' Medutim, uo¢ava se nedostatak pouzdanih podataka
za utvrdivanje autenticnosti razliCitih biljnih vrsta koja bi predstavljala dodatu vrednost ovim
proizvodima. Geografsko i biljno poreklo su vazni parametri kada se govori o kvalitetu i bezbednosti
hrane pa je njihovo definisanje bitno za procenu autenti¢nosti.

Vocée ima vaznu ulogu u ishrani ljudi zahvaljuju¢i visokom sadrzaju vitamina, minerala,
polisaharida, esencijalnih ulja i antioksidanasa. S obzirom na ¢injenicu da se seme jagodastog voca
konzumira zajedno sa plodom, poznavanje njegovog sastava je bitno za potpunu karakterizaciju voca
i procenu njegove nutritivne vrednosti. Pored nutritivne vrednosti, autenti¢nost proizvoda se danas
smatra vaznim parametrom kvaliteta, od suStinske vaznosti za zaStitu potrosaca, ali i samih
proizvodaca. Odredivanje specificnih markera porekla zahteva neprestano unapredivanje postoje¢ih
i razvoj novih metoda za ispitivanje hrane. Procena autenti¢nosti semena samoniklog i gajenog voca
je vrlo slozena s obzirom na to da hemijski sastav svih delova biljke, pa i semena, zavisi od velikog
broja faktora kao §to su sorta, uslovi uzgajanja (tip zemljista, bioticki i abioticki faktori), geografsko
poreklo, vreme zrenja, uslovi branja i skladistenja vo¢a. Metabolomicka studija semena samoniklog
i gajenog voca koja bi obuhvatila kompletnu analizu kvalitativnog i kvantitivnog hemijskog sastava
ispitivanih biljnih vrsta do sada nije opisana u raspolozivoj literaturi. Analiziran je manji broj uzoraka,
najéeS¢e ploda ili proizvoda dobijenih tehnoloSkom preradom voéa (sok, kompot, dzem) 23 i
karakterizacija je vrSena ispitivanjem odredene klase jedinjenja.*

S druge strane, trenutno ne postoji sistematsko prikupljanje i koriS¢enje semena voca Sto je
znadajan gubitak biomase koja se potencijalno moZe iskoristiti kao izvor razli¢itih metabolita.> Na taj
nacin se rasipaju dragoceni izvori fitohemikalija, potencijalni prirodni antioksidansi ¢, dodaci ishrani
sa blagotvornim dejstvom na zdravlje, a istovremeno se stvara ozbiljan problem odlaganja
industrijskog otpada, ¢ija bi efikasnija upotreba donela veliku ekolosku i ekonomsku dobit. 1z tog
razloga poslednjih godina raste interesovanje istrazivaca ’, proizvodaca i drzave za efikasnijim
koriS¢enjem poljoprivrednih i prehrambenih sporednih proizvoda koji bi mogli na¢i primenu kao
aditivi u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji.

Naucni cilj ove disertacije je da se sistematskom analizom statisticki znacajnog broja uzoraka
semena samoniklog i gajenog voca dobije jasna metabolomicka slika i identifikuju specifi¢ni hemijski
markeri koji se mogu koristiti kao indikatori biljnog porekla voca, kao i markeri za razlikovanje
samoniklog i gajenog voca koje pripada istim biljnim vrstama. Ciljanom analizom se mogu izolovati
i kvantitativno odrediti razlicite klase jedinjenja od interesa, dok se metabolickom analizom ,,otiska
prsta” dobija celokupan profil uzoraka, kao njihova jedinstvena karakteristika.® Izuzetno velika
koli¢ina podataka dobijena na ovaj nacin bi¢e analizirana primenom naprednih hemometrijskih
metoda. Na taj nacin bi hemijski profil uzoraka semena voca bio po prvi put iskoriS¢en za
konstruisanje matematickih modela koji bi mogli koristiti za predvidanje porekla novih uzoraka na
osnovu njihovog fitohemijskog sastava. Takode, potpuno poznavanje hemijskog sastava semena
voc¢a moze doprineti boljem iskoris¢enju prehrambeno-industrijskog otpada, njegovom primenom u
hemijskoj, farmaceutskoj i industriji hrane.
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2. OPSTIDEO
2.1  Metabolomicki pristup u proceni autenti¢nosti

Metabolomika je naucna oblast koja se bavi sistematskom identifikacijom i kvantifikacijom
svih metabolita prisutnih u bioloskim sistemima.” U zadnjoj deceniji metabolomika je postala
najces¢e primenjivani pristup u mnogim oblastima nauke, uklju¢uju¢i medicinu, biologiju, genetiku,
fitomedicinu, medicinsku hemiju.!%!2 Metaboliti su molekuli malih molekulskih masa, koji nastaju
kao proizvodi metabolizma. Primarni metaboliti nastaju osnovnim metaboli¢kim procesima koji su
ukljuceni u rast, razvoj i reprodukciju, retko su specificni i stoga se manje koriste u metabolomic¢kim
studijama. Za razliku od njih, sekundarni metaboliti imaju ekolosku i zastitnu ulogu u uslovima
biotickog 1 abiotickog stresa, specifi¢ni su za odredene organizme i prikladni za metabolomicka
istrazivanja. Kompletan skup metabolita u bioloSkom uzorku (éeliji, tkivu, tkivnom ekstraktu ili
biofluidu) se naziva metabolom. Metaboliti su krajnji proizvodi Celijskih regulatornih procesa i
njihova sinteza zavisi od odgovora bioloskog sistema na genetske promene i na uticaj zivotne sredine.
Metabolomika, stoga, nudi sveobuhvatan pogled na biohemijski status posmatranog organizma. '3

Metabolomika je nasla veliku primenu u taksonomiji biljka (,,otisak prsta” razlicitih biljnih
vrsta i genotipova), pracenju ponasanja specifi¢nih klasa metabolita u odnosu na primenjene
spoljas$nje hemijske ili fizicke faktore, interakciji biljaka sa zivotnom sredinom, pracenju procesa
sazrevanja ploda, kao i kontroli kvaliteta i proceni autenti¢nosti.'#!” Analiza metaboloma nekog
slozenog biljnog materijala zahteva primenu sofisticiranih analitickih i hemometrijskih tehnika, koje
su unapredivane uporedo sa razvojem metabolomike. Ova oblast znacajno je doprinela razumevanju
fiziologije biljaka sa aspekta malih molekula, ali i omogu¢ila da se reguliSe rast i razvoj biljaka,
poboljsa njihov odgovor na stresne uslove i da se unapredi stvaranje novih kvalitetnijih sorti sa
Zeljenim karakteristikama (oplemenjivanje biljaka, genetski inzenjering).!'®

Zbog sistematskog pristupa metabolomika se primenjuje i u proceni autenti¢nosti razli¢itih
prehrambenih proizvoda.!®-?? Ispitivanje autenti¢nosti semena samoniklog i gajenog voca, koje je
predmet istrazivanja ove doktorske disertacije, je vrlo sloZzeno s obzirom na to da hemijski sastav svih
delova voca, pa i semena zavisi od velikog broja faktora kao S§to su sorta, uslovi uzgajanja (tip
zemljista, uslovi Zivotne sredine i prisustvo bolesti i Stetocina), geografsko poreklo, vreme zrenja,
branje i skladiStenja voca. Zbog visoke bioenergetske vrednosti, visoke cene i velike konkurencije na
trzistu jagodasto voce i proizvodi njegove prerade su Cesto podlozni krivotvorenju. Krivotvorenje
prehrambenih proizvoda radi ostvarivanja ekonomske dobiti ili nenamerno zbog pogresne
identifikacije vrsta, podrazumeva zamenu jagodastog voca visoke vrednosti sa manje vrednim i
jeftinijim vrstama i pogre$no oznacavanje sadrzaja proizvoda.?? Na ovaj nadin se smanjuje kvalitet
proizvoda i zloupotrebljava poverenje potrosaca. lako je otkrivanje falsifikata tesSko, autenti¢nost i
uskladenost sa deklaracijom su od posebnog znacaja za zastitu potrosaca i proizvodaca.

Metabolicka studija se sastoji od niza koraka koji obuhvataju pripremu uzorka, ekstrakciju,
derivatizaciju, odvajanje i detekciju metabolita, kao i obradu dobijenih podataka. Nisu uvek svi koraci
neophodni, njihov izbor zavisi od metabolomickog pristupa, vrste uzorka i koris¢ene instrumentalne
tehnike za odvajanje i detekciju. Metabolomicki pristupi koji se najéesce koriste za analizu metabolita
u slozenom bioloskom matriksu su ciljana analiza i kompletna analiza metaboloma (metabolicki
otisak prsta i metabolomicko profilisanje).??

Ciljana analiza je ograni¢ena na metabolite koji su prethodno odabrani, $to se moze posti¢i
optimizacijom postupka ekstrakcije, koris¢enjem razliCitih analitickih metoda odvajanja ili
odgovaraju¢im izborom nac¢ina detekcije jedinjenja od interesa.?? Da bi se izvrSila ciljana analiza
potrebno je poznavati strukturu ispitivanih metabolita i imati razvijenu analiticku metodu za merenje
njihove koncentracije u uzorku. Analiticke metode koje se koriste kod ove vrste analize su
optimizovane 1 validovane da obezbede tacnost, preciznost, osetljivost i selektivnost. Moze se
koristiti za analizu ograni¢enog broja jedinjenja, za koje postoje dostupni referentni standardi, zbog
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Cega ima ogranicenu primenu u identifikaciji novih metabolickih markera 24, za razliku od metode
,»otiska prsta” gde se mogu obraditi jako veliki setovi podataka koji poti¢u od metabolickih signala.

Kompletna analiza metaboloma je analiticki pristup koji razmatra celokupan profil uzorka, kao
njegovu jedinstvenu karakteristiku, bez identifikacije pojedinacnih metabolita. Metabolicki ,,otisak
prsta” podrazumeva brzu, neciljanu metodu, za koju su potrebne male koli¢ine ispitivanog uzorka.
Ima vaznu ulogu u otkivanju novih bioaktivnih jedinjenja, kontoli kvaliteta biljnih preparata i
prirodnih proizvoda, hemotaksonomskoj sistematici biljaka i proceni njihovog biljnog i geografskog
porekla, kao i u prouc¢avanju uticaja spoljasnjih faktora na metaboli¢ke promene u organizmima.?>-28
Identifikacija metabolita kod neciljane analize se najcesce vrsi spektroskopskim tehnikama, kao §to
su masena spektrometrija visoke rezolucije i nuklearna magnetna rezonancija.?

Ukoliko se analiticki postupak fokusira na manji broj unapred definisanih metabolita, re¢ je o
metabolickom profilisanju. Ispitivani metaboliti pripadaju istoj klasi jedinjenja ili istim metaboli¢kim
putevima.’® U poredenju sa ciljanom analizom, metaboli¢ko profilisanje ukljucuje Siri spektar
poznatih i nepoznatih metabolita i pruza semikvantitativne podatke dobijene racunarskim putem, a
ne apsolutno kvantitativne informacije.?’ Prednost ovog pristupa jeste generisanje kvantitativnih
podataka iz dobijenih spektara, koji nisu zavisni od primenjene analiticke metode.>!

2.2 Analiticke metode koriS¢ene u metabolomickoj studiji semena voca

Za razliku od tradicionalnih metoda biljne taksonomije zasnovanih na morfoloskim i
anatomskim karakteristikama, hemotaksonomija omogucéava istovremenu analizu veéeg broja
uzoraka u kratkom vremenskom periodu, kao i vecu osetljivost zahvaljujuci naprednim analitickim
tehnikama, kojima se mogu detektovati i supstance prisutne u tragovima. Izbor tehnike zavisi od
eksperimentalnog cilja i prirode uzorka koji se analizira. Paralelna primena vise razlicitih analitickih
metoda omogucava kompletnu analizu kompleksnog metaboloma, kakav je biljni materijal.?*

Analiticke tehnike kao $to su visokoefikasna jonska hromatografija (eng. High Performance
lon-Exchange Chromatography, IC) sa elektrohemijskom detekcijom, visokoefikasna tecna
hromatografija (eng. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) ili ultraefikasna tecna
hromatografija (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC), gasna hromatografija
(eng. Gas Chromatography, GC), indukovano spregnuta plazma (eng. Inductively Coupled Plasma,
ICP) i kapilarna elektroforeza (eng. Capillary Electrophoresis, CE), spregnute sa spektropskopskim
tehnikama detekcije kao §to su masena spektrometrija (eng. Mass Spectrometry, MS), nuklearna
magnetna rezonancija (eng. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) 1 bliska infracrvena spektroskopija
(eng. Near Infrared Spectroscopy, NIR), se Siroko koriste za oba metabolomicka pristupa, ciljanu i
kompletnu analizu metabolita.>?-*3 Pored nabrojanih, visoko sofisticiranih tehnika, visokoefikasna
tankoslojna hromatografija (eng. High-Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC) takode
nalazi sve vecu primenu u kontroli kvaliteta biljnih proizvoda i proceni njihove autenti¢nosti.*®

2.2.1 Hromatografske tehnike

Hromatografija je metoda odvajanja zasnovana na raspodeli ispitivanog analita izmedu
stacionarne i mobilne faze. Stacionarna faza moze biti ¢vrst porozni adsorbens ili tanak sloj tecnosti
nanet na inertni nosac ili zid kolone. Prema nacinu smestanja stacionarne faze razlikuje se planarna
hromatografija (hromatografija na hartiji i tanksolojna hromatografija) i hromatografija u koloni. U
toku hromatografskog procesa pokretna faza (gas ili tecnost) nosi sa sobom ispitivani analit prolazeci
kroz stacionarnu fazu, pri ¢emu u zavisnosti od njegovog afiniteta dolazi do razlicitih interakcija sa
stacionarnom, odnosno mobilom fazom, tj. njegove raspodele izmedu ove dve faze. Razdvajanje
ispitivanih komponenata je uslovljeno fizicko-hemijskim procesima (adsorpcija, particija, jonska
izmena, ekskluzija) koji se odigravaju na granici faza, a rezultat su interakcija koje se ostvaruju u
hromatografskom sistemu, kao $to su vodoni¢ne veze, jon-dipol, dipol-dipol, elektrostaticke i
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hidrofobne interakcije (Van der Valsove sile) i razdvajanje na osnovu veli¢ine i/ili oblika molekula
(ekskluzija).?’

Kao sorbenti u te€noj hromatografiji se koriste porozni materijali velike specifi¢ne povrSine sa
uniformnim hemijskim karakteristikama (silika gel, aluminijum-oksid, poliamid, celuloza) i hemijski
modifikovani sorbenti. Silika gel i sorbenti dobijeni vezivanjem polarnih grupa (3-cijanopropil-, 3-
aminopropil- 1 diol grupa) na njegovoj povrsini su najc¢esée korisc¢eni sorbenti u uslovima normalno-
fazne hromatografijie, dok su komercijalno dostupni sorbenti dimetil- (C-2), oktil- (C-8), dodecil-
(C-12), oktadecil- (C-18) modifikovani silika gelovi u kombinaciji sa mobilnim fazama vece
polarnosti najSesce koris¢eni reverzno-fazni sistemi.®

2.2.1.1 Visokoefikasna tankoslojna hromatografija

Kod tankoslojne hromatografije stacionarna faza je tanak sloj sorbenta koji je smesten na ¢vrst
nosac od stakla, plastike ili aluminijuma. Identifikacija zona kod tankoslojne hromatografije vrsi se
na osnovu retardacionog faktora (Rr), koji predstavlja odnos predenog puta ispitivane komponente
od polazne mrlje do centra hromatografske zone (a) i puta koji prelazi rastavar¢ od polazne mrlje do
fronta rastvaraca (b). Ukoliko ispitivana jedinjenja nisu obojena, primenjuju se fizicke, hemijske ili
bioloske metode vizuelizacije zona. Hemijske metode se izvode rasprSivanjem ili uranjanjem
hromatograma u rastvor reagensa za izazivanje, nakon ¢ega zone od interesa postaju obojene ili
fluorescentne. 383

Visokoefikasnu tankoslojnu hromatografiju u poredenju sa konvencionalnom tankoslojnom
hromatografijom odlikuje manji pre¢nik Cestica stacionarne faze (5-7 um) $to obezbeduje bolji
kontakt stacionarne i mobilne faze i samim tim vec¢u rezoluciju odvajanja. Ova tehnika je konkuretna
sa drugim hromatografskim metodama u pogledu tacnosti, preciznosti i reproduktivnosti. U odnosu
na visokoefikasnu te¢nu hromatografiju pokazala je niz prednosti: mala koli¢ina uzorka potrebna za
analizu 1 njegova jednostavna priprema; veéa preciznost i tacnost usled moguénosti istovremene
analize veceg broja uzoraka pod istim hromatografskim uslovima; moguca je analiza analita u
Sirokom opsegu koncentracija; mala osetljivost na necistoce; iskljucen uticaj prethodnih analiza na
ishod eksperimenta jer se za svaku analizu koristi novi sloj sorbenta; predstavlja zeleniju metodu
zbog manjeg utroSka rastvaraa po uzorku; veliki izbor adsorbenasa i rastvaraca za razvijanje;
ekonomicnost i brzina izvodenja analize; dobijeni hromatogrami se mogu upotrebiti za UV/Vis i
fluorescentnu detekciju, kao i za masenu spektrometriju i hemijsku derivatizaciju.3%4

Razvoj i proizvodnja instrumenata i softvera pomocu kojih je HPTLC tehnika automatizovana,
kao 1 moguénost kombinacije sa naprednom hemometrijskom analizom podataka, povecali su interes
za primenu ove metode u rutinskoj analizi slozenih metaboloma u cilju kontrole kvaliteta i procene
autenti¢nosti.3%4!

2.2.1.2 Ultraefikasna te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom

Razvoj visokoefikasnih stacionarnih faza, doveo je do poboljsanja performansi
hromatografskog procesa u pogledu brzine, osetljivosti i rezolucije, i razvoja visokoefikasne tecne
hromatografije. Kolone pakovane Cesticama malih dimenzija imaju veliku dodirnu povrSinu koja
obezbeduje bolje razdvajanje, ali zahteva protok mobilne faze pod znatno ve¢im pritiskom. 1z tog
razloga su razvijeni sistemi sa poboljSanom tehnologijom pumpi, autosemplera, ventila i kolona, koji
mogu da rade na mnogo ve¢im pritiscima od konvencionalnih visokoefikasnih te¢nih sistema.*?
Primena Cestica dimenzija manjih od 2 um, uz poboljSanu instrumentaciju, dovela je do razvoja
ultraefikasne te¢ne hromatografije. UPLC tehnologija je nasla veliku primenu u nauci i industriji jer
omogucava ve¢i broj analiza u kratkom vremenskom periodu, samim tim i manju potroSnju
rastvaraca, dok je efikasnost hromatografskog odvajanja povecana.
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Nakon hromatografskog razdvajanja analizirani analit noSen mobilnom fazom stize do
detektora, gde se generiSe elektricni signal proporcionalan odredenoj osobini eluirane supstance (i
mobilne faze). Detekcija zasnovana na masenoj spektrometriji je pored UV/Vis, fluorescentne i
elektrohemijske detekcije, najéesce koriS¢ena metoda za karakterizaciju slozenih metabolita.
Metabolomicka studija zasnovana na hibridnoj masenoj spektrometriji visoke rezolucije (eng. High
Resolution Mass Spectrometry - HRMS, preciznost mase < 5 mg/L) je opsezna metoda koja ima za
cilj da profiliSe sve metabolite, ukljucujuéi i one nepoznate. Na taj nacin omogucava snimanje
kompletnog spektra uzorka $to daje bolji uvid u njegov sastav i zato je metoda izbora u neciljanoj
metabolomickoj analizi. Za razliku od nje, ciljana metabolomicka studija zasnovana na masenoj
spektrometriji sa tri analizatora - trostruki kvadrupol (UPLC-DAD MS/MS), omogucava relativnu ili
apsolutnu kvantifikaciju malog broja tacno odredenih metabolita uz upotrebu odgovarajucih
standarda.*

Analiticke tehnike spregnute sa masenom spektrometrijom koje se koriste za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu uzoraka su izuzetno selektivne, osetljive i imaju visok potencijal za
identifikaciju metabolita, ali istovremeno zahtevaju pripremu uzorka, koja moze dovesti do izvesnih
gubitaka metabolita, takode sistem za uvodenje uzorka i koriS¢ene tehnike jonizacije, mogu
diskriminisati odredene klase jedinjenja. Antignac i saradnici su dali pregled analitickih izbora koje
je potrebno napraviti u toku metabolomicke studije, ukazujuéi na Cinjenicu da koraci kao Sto su
priprema uzorka, uvodenje uzorka, jonizacija, obrada i analiza podataka imaju direktan uticaj na
dobijene rezultate i njihovu interpretaciju.** Stalne inovacije u MS tehnologijama, koje
podrazumevaju  proizvodnju  hibridnih masenih  instrumenata, unapredenje interfejsa,
hromatografskog sistema kao i softvera za obradu podataka su znatno unapredile metabolomicke
studije sloZenih matriksa.** 1z navedenih razloga i zbog kompleksnosti samog metaboloma, za
kompletnu metabolomicku studiju najbolje je paralelno primeniti nekoliko analitickih tehnika.

Ciljana UPLC-DAD MS/MS metodologija je koris¢ena za odredivanje fenolnih jedinjenja,
Secera, organskih i aminokiselina u uzorcima jagodastog voca i proizvodima njegove prerade. Kroz
odredivanje specifi¢nih jedinjenja koja pripadaju ovim klasama, moguce je identifikovati jedinstvene
markere biljnog 1 geografskog porekla, Cija se distribucija i varijabilnost koriste u proceni
autenti¢nosti i kontroli kvaliteta vo¢a.?? Analiza polifenola u biljnim uzorcima je slozena zbog velike
hemijske raznovrsnosti jedinjenja (od jednostavnih fenolnih kiselina do tanina) koja mogu biti
prisutna u Sirokom opsegu koncentracija. Optimizacija postupka ekstrakcije uz prethodno uklanjanje
ometajucih jedinjenja olakSava kasnije hromatografsko odvajanje i identifikaciju fenola. Nedostatak
UPLC-DAD MS/MS metode je taj Sto se ne moze koristiti za identifikaciju polifenola koji nisu
unapred definisani, ¢ime se ogranicava broj jedinjenja koja mogu biti odredena u sloZzenom matriksu
kakav je biljni materijal.*> Primenom hibridne masene spektrometrije visoke rezolucije koja se sastoji
od linearne jonske zamke i Orbitrap analizatora (LTQ OrbiTrap MS) dobija se kompletan profil
uzorka, kao jedinstveni otisak prsta koji se u kombinaciji sa hemometrijskom analizom moZe koristiti
za karakterizaciju, klasifikaciju i autentifikaciju proizvoda. Zahvaljuju¢i velikoj preciznosti mase,
ova tehnika pravi jasnu razliku izmedu odredivanih supstanci i koeluiranih ometajuc¢ih komponenata.
Identifikacija polifenolnih jedinjenja vrsi se na osnovu karakteristicnog fragmentacionog puta, tacne
molekulske mase jona i retencionog vremena. Trenutno je metabolomika zasnovana na masenoj
spektrometriji oblast koja se dinami¢no razvija sa velikim brojem publikacija.3!

2.2.1.3 Visokoefikasna jonska hromatografija

Sistemi koji se koriste za analizu Secera primenom te¢ne hromatografije su naj¢esée spregnuti
sa UV/Vis, refraktometrijskim (zasnovan na merenju indeksa refrakcije — RI), konduktometrijskim i
pulsno amperometrijskim detektorom (eng. Pulse Amperometric Detection, PAD). Visokoefikasna
anjonsko-izmenjivacka hromatografija visokih performansi (eng. High Performance Anion Exchange
Chromatography, HPAEC) sa pulsnom amperometrijskom detekcijom, omogucava direktnu
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kvantifikaciju nederivatizovanih ugljenih hidrata prisutnih u niskim koncentracijama, uz minimalnu
pripremu uzorka. HPAE hromatografija koristi prednosti slabo kisele prirode ugljenih hidrata (pKa
12-14) da bi postigla visokoselektivna odvajanja pri visokom pH vrednostima pomocu anjon-
izmenjivacke stacionarne faze smestene unutar kolone.*® U alkalnim uslovima, ugljeni hidrati se u
vidu deprotonovanih oksoanjona lako razdvajaju na polimernim anjon-izmenjivackim kolonama
funkcionalizovanim kvaternarnim amonijum-jedinjenjima (CarboPac®), gde je redosled eluiranja
obrnuto proporcionalan pK. vrednosti Secera. Eluiranje se najcesce vrsi izokratski uz upotrebu od 10
mmol/L do 20 mmol/L rastvora natrijum-hidroksida kao mobilne faze, koja ne bi trebalo da sadrzi
ugljen-dioksid zbog naknadnog nastajanja karbonata.*’ Pulsna amperometrijska detekcija je
zasnovana na merenju promene struje izmedu radne i referentne elektrode, koja nastaje kao posledica
elektrokatalitiCke oksidacije Secera. Primenjeni potencijal se podesava tako da poveca odgovor
ispitivanog analita, a ujedno smanji signal koji poti¢e od koeluiraju¢ih jona. Razvoj stacionarnih faza
na bazi polimera, koje su stabilne u Sirokom opsegu pH vrednosti i upotreba zlatne ili platinske radne
elektrode, ¢ija je povrsina sposobna da katalizuje elektrooksidaciju jedinjenja koja sadrze hidroksilnu
grupu u baznim uslovima, omogucéili su da ova tehnika postane vrlo selektivna i osetljiva za
odredivanje redukujucih i neredukujucih Secera, Se¢ernih alkohola, oligosaharida, deoksiSecera,
amino-$ecera, $eéernih kiselina, itd.*®

Zbog mogucnosti razdvajanja slozenih smesa ugljenih hidrata i kvantifikacije svih razdvojenih
molekula sa visokom osetljivoséu, HPAE-PAD je danas tehnika izbora za analizu Se¢era. Ova metoda
se pokazala kao vrlo uspe$na u analizi sloZenih uzoraka, kakav je med u kojem je prisutan veliki broj
oligosaharida sli¢ne strukture, u relativno niskim koncentracijama. Na osnovu profila Se¢era moze se
odrediti poreklo proizvoda §to je od velikog znacaja u oblasti kontrole kvaliteta hrane.*’

2.2.1.4 Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom

Gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (GC-MS) je pored prethodno
opisane LC-MS, najc¢es¢e koriS¢ena analiticka tehnika za metabolicko profilisanje. Bez obzira da li
se radi o ciljanoj analizi ili o metabolomickom profilisanju, GC-MS je nasla veliku primenu
zahvaljuju¢i svojoj robusnosti, odlicnoj sposobnosti odvajanja, selektivnosti, osetljivosti,
reproduktivnosti i velikom broju spektralnih baza podatka/biblioteka na osnovu kojih se moze izvrsiti
identifikacija metabolita. Kao mobilna faza u gasnoj hromatografiji se koriste hemijski inertni gasovi
kao Sto su helijum, azot, vodonik, i argon, ¢ija mala viskoznost omoguéava upotrebu duzih i
efikasnijih kolona. Dva glavna nacina jonizacije koja se koriste kod GC-MS su elektronska jonizacija
(EI) i hemijska jonizacija (CI). Zbog vece dostupnosti spektralnih baza podataka/biblioteka koje
odgovaraju GC-MS zasnovanom na EI, ona je danas metoda izbora za mnoge analitiare.** Gasna
hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom izbegava uobicajene probleme koji se javljaju
kod te¢ne hromatografije, kao Sto je efekat matriksa i supresija jona koeluiraju¢im jedinjenjima, i na
taj nacin postize bolju rezoluciju. Medutim, GC-MS se moze koristiti samo za razdvajanje i
identifikaciju jedinjenja male molekulske mase (50—600 Da) i isparljivih jedinjenja. Za detekciju
polarnih, termomolabilnih i1 neisparljivih metabolita, neophodna je odgovaraju¢a hemijska
derivatizacija pre analize.’® U metabolomi¢kim studijama ova metoda se najvise koristi za analizu
malih polarnih molekula, kao $to su organske kiseline, aminokiseline, masne kiseline, Seceri i Sec¢erni
alkoholi. Masne kiseline se zbog svoje polarnosti i male isparljivosti, pre analize prevode postupkom
transesterifikacije u lakoisparljive metil-, etil- ili izopropil estre.!

Analiza isparljivih komponenata primenom GC-MS metode je nasla Siroku primenu u
karakterizaciji proizvoda, proceni njihovog kvaliteta i autenti¢nosti. KoriS¢ena je za metabolicko
profilisanje razli¢itih sorti jagoda i procenu uticaja primenjenih agronomskih uslova na profil
primarnih metabolita odabranih sorti jagode.>> Metaboli¢ki profil dobijen primenom ove metode u
kombinaciji sa razli¢itim hemometrijskim tehnikama koriS¢en je i za odredivanje biljnog porekla
razli¢itih sorti maline, grozda, jabuke, breskve, borovnice i citrusa i za karakterizaciju metabolickih
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promena u biljkama nakon biotickog i abiotickog stresa.’*** Divlje i kultivisano jagodasto voce

uspesno je razdvojeno na osnovu kvalitativnog sastava isparljivih jedinjenja, dok je sadrzaj
monoterpena koriS¢en kao indikator geografskog i biljnog porekla jagodastog voéa i proizvoda
dobijenih njegovom preradom.

2.2.2 Gel-elektroforeza

Elektroforeza je metoda razdvajanja makromolekula u elektricnom polju. SDS-PAGE koristi
poliakrilamidni gel (eng. Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) kao podlogu i natrijum-
dodecilsulfat (eng. Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) kao anjonski deterdzent koji denaturiSe proteine i
pretvara ih u linearni niz. SDS moze rastvoriti hidrofobne molekule i denaturisati sekundarne i
nedisulfidno povezane tercijarne strukture proteina, zbog ¢ega proteini rastvoreni u ovom deterdzentu
imaju samo primarnu strukturu i negativno su naelektrisani pa ¢e se pod dejstvom elektricnog polja
kretati ka pozitivnoj elektrodi — anodi. Poliakrilamid formira gel matricu koja sluzi kao sito i usporava
migraciju ve¢ih molekula u odnosu na manje molekule. Veca koncentracija akrilamida znac¢i manju
veli¢inu pora u matrici gela. Brzina kretanja proteina u elektricnom polju je odredena veli¢inom pora
gela, kao i naelektrisanjem, veli¢inom i oblikom proteina. Nakon odredenog vremena, u zavisnosti
od napona u matrici gela, dolazi do razdvajanja proteina, tako da manji proteini dalje putuju niz gel.
Razdvajanje proteina pomoc¢u SDS-PAGE metode moze se koristiti za procenu relativne molekulske
mase proteina, relativne koliine proteina u uzorku, distribucije proteina u frakcijama i za
preciS¢avanje proteina.>® Molekulska masa ispitivanih proteina se moZze odrediti na osnovu postojanja
linearne zavisnosti izmedu udaljenosti koju su presli proteini i vrednosti logaritma njihove
molekulske mase ili poredenjem njihove pokretljivosti sa pokretljivosc¢u proteina markera koji imaju
ta¢no definisane molekulske mase.

U poredenju sa prethodo opisanim hromatografskim tehnikama, elektroforetske tehnike su
klasi¢ne metode razdvajanja jednostavno dizajnirane, isplative, pouzdane i osetljive za analizu
proteinskih profila. Iz navedenih razloga se mogu koristiti u analizi prehrambenih proizvoda kao
metode za otkrivanje falsifikata 3, potvrdu autenti¢nosti °7, procenu geografskog ® i biljnog porekla
39-62 U kombinaciji sa naprednim hemometrijskim tehnikama elektroforeza je nasla veliku primenu
u proceni autenti¢nosti morske hrane, mle¢nih i mesnih proizvoda, kao i u klasifikaciji biljnih vrsta
kao $to su razli¢ite sorte kinoe, citrusa i kikirikija.>” 61-64

2.2.3 Ultraljubicasta/vidljiva spektrofotometrija

Ultraljubicasta/vidljiva  (UV/Vis)  spektroskopija je zasnovana na  analiziranju
elektromagnetnog zracenja koje se apsorbuje u vidljivom i ultraljubicastom delu spektra, u oblasti
izmedu 200 nm i 800 nm. Primenjuje se u kvantitativnoj hemijskoj analizi za odredivanje
koncentracije ispitivane supstance, na osnovu ¢injenice da je molarna koncentracija nekog jedinjenja
direktno proporcionalna njegovoj apsorbanciji, koja proisti¢e iz Lambert-Berovog (Lambert-Beer)
zakona. Moze se koristiti i za strukturna odredivanja u kombinaciji sa drugim tehnikama. Strukturna
analiza je ograniCena na identifikaciju delova molekula koji poseduju hromofore i apsorbuju zracenje
u navedenoj oblasti.®

Spektrofotometar je uredaj koji se koristi u UV/Vis spektroskopiji za karakterizaciju supstanci
1 sastoji se iz svetlosnog izvora, disperzionog elementa i uredaja za detekciju, pojacanje, merenje i
beleZenje signala. Kao izvor vidljive svetlosti koriste se lampe sa volframom, dok se deuterijumska
lampa upotrebljava za blisku ultraljubi¢astu oblast.> Disperzioni element ima ulogu da razlozi
polihromatsko zracenje na izabrane oblasti talasnih duzina koje odgovaraju maksimumu apsorpcije
uzorka i u tu svrhu se koriste prizme i difrakcione resetke. Kao detektor se mogu koristiti fotodiode
ili fotomultiplikator, ¢ija je uloga da interakciju izmedu elektomagnetnog zracenja i uzorka prevedu
u elektricni signal.
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Fenolna jedinjenja apsorbuju u UV/Vis oblasti zbog prisustva aromati¢nih prstenova, koji
mogu biti supstituisani SeCernim jedinicama, hidroksilnim i drugim grupama $to dovodi do pomeranja
apsorcionih maksimuma ka manjim ili ve¢im talasnim duzinama. Sadrzaj ukupnih polifenola
najéedée se odreduje uz upotrebu Folin Cikalteu (eng. Folin Ciocalteu reagens, FC) reagensa
(kompleks fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline) i galne kiseline kao standarda. FC test ima
Siroku primenu za odredivanje sadrzaja fenola u poljoprivrednim, farmaceutskim i prehrambenim
proizvodima. Medutim, brojna istrazivanja ukazuju na neselektivnost ovog reagensa, koji moze
stupiti u reakciju i sa mnogim nefenolnim jedinjenjima, aminokiselinama, proteinima, nukleotidima,
nezasi¢enim masnim kiselinama, tiolima, aminima, vitaminima, aldehidima, ketonima i neorganskim
jonima, $to moze dovesti do pogresne interpretacije rezultata.®

Spektrofotometrijski se moze odrediti i sadrzaj proteina u ispitivanim uzorcima, pri ¢emu se
najcesce koriste Bradfordova (Bradford), biuretska i Lovrijeva (Lowry) metoda. Metoda odredivanja
sadrzaja proteina po Bradfordu je zasnovana na vezivanju anjonske boje Coomassie brilliant blue
G250 na bo¢nim grupama specificnih aminokiselina, pri cemu dolazi do pomeranja apsorpcionog
maksimuma od 465 nm do 595 nm. Prednost ove kolorimetrijske metode je brzina, jednostavnost i
osetljivost, dok je glavni nedostatak to Sto razli¢iti proteini imaju razliite apsorbancije, pa bi kao
standard najbolje bilo koristiti preciS¢eni protein od interesa, ali se umesto njega najcesce kao
standard koristi komercijalni albumin govedeg seruma (eng. Bovin serum albumin, BSA), zbog Cega
je interpretacija rezultata relativna.®’

2.2.4 Indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom (ICP-OES)i sa
masenom spektrometrijom (ICP-MS)

Indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom (ICP-OES) i
indukovano spregnuta plazma sa masenom spektrometrijom (ICP-MS) su savremene tehnike za
kvantitativnu analizu elementalnog sastava koje su nasle veliku primenu u analizi zemljista, stena,
vode, bioloskih uzoraka i biljnog materijala. Prednost navedenih tehnika je mogucnost simultane
analize vise od 70 elemenata u kratkom vremenskom periodu, Sirok dinamicki opseg u kojem je
analiticka kriva linearna, velika osetljivost odredivanja usled relativno dugog boravka Cestica analita
u plazmi i male koli¢ine rastvorenog analita potrebne za analizu. Sistem za uvodenje uzorka i njegovu
atomizaciju i pobudivanje su identi¢ni kod obe metode, dok je razlika u nac¢inu detekcije. Rastvor
analiziranog uzorka se pomocu rasprsivaca i komore za raspr$ivanje prevodi u fini aerosol u kojem
su Cestice analita odgovarajuce veli¢ine i kao takav uvodi u plazmu. Komore za rasprSivanje uzorka,
kao i sam rasprsivac, izradene su od teflona ili kvarcnog stakla, i imaju ulogu u smanjenju primarnih
Cestica aerosola (na veli¢inu do 10 pm) i sluze kao amortizeri turbulencija koje se javljaju prilikom
generisanja aerosola. Plazma je visokojonizovan gas (argon) u celini elektroneutralan, koji se
generiSe u plazmeniku, na atmosferskom pritisku pod uticajem radiofrekventnog elektomagnetnog
polja. Prilikom prolaska aerosola uzorka kroz plazmu desavaju se brojne fizicke promene. Uzorak se
prvenstveno desolvatiSe i prelazi u ¢vrsto agregatno stanje, da bi daljim kretanjem kroz plazmu
ispario, zatim dolazi do njegove atomizacije i na kraju se pobuduje i prevodi u jone usled sudaranja
sa elektronima argona.*®

Kod opticke emisione spektroskopije pobudeni atomi i joni uzorka prilikom vracanja na nizi
energetski nivo emituju zraCenje karakteristi¢nih talasnih duzina za svaki od prisutnih elemenata.
Izmereni intenzitet emitovanog elektromagnetnog zraCenja odredene talasne duZzine se koristi za
kvantitativnu analizu, dok je kvalitativna analiza zasnovana na detekciji emisione linije specificne za
dati element.®® U slu¢aju ICP-MS metode formirani joni se preko intrefejs regiona usmeravaju do
masenog analizatora. Intrefejs ima ulogu da konzistentno i efikasno transportuje nastale jone od
plazme koja se generise na atmosferskom pritisku, preko niza elektrostatickih sociva, do masenog
analizatora koji radi pod visokim vakuumom. Najces¢e koriS¢eni maseni analizatori su kvadrupol,
magnetni sektori i TOF (eng. time-of-flight) i njihova uloga je da razdvoje jone na osnovu njihovog
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odnosa mase i naelektrisanja, to jest da omoguce samo jonima od interesa kojima odgovara zadati
potencijal da stignu do detektora. Detektor obrazuje merljiv elektri¢ni signal koji je proporcionalan
broju jona koji u sekundi dospevaju do njega.®

ICP-MS je visoko osetljiva metoda za multielementalnu kvantitativnu analizu sa niskim
limitom detekcije izrazenim u pg/kg i ng/kg, dok je kod ICP-OES donja granica detekcije u opsegu
od 1 do 100 pg/kg. Kada je element od interesa prisutan u niskim koncentracija ICP-MS je metoda
izbora, i moze se koristiti za odredivanje preko 90% elemenata iz periodnog sistema. Interpretacija
masenih spektara je jednostavnija u poredenju sa optickim spektrima i pruZza moguénost analize
izotopa, zahvaljujuci ¢injenici da se izotopi pojavljuju na razli¢itom odnosu mase i naelektrisanja.
Kao glavni nedostaci ICP-MS tehnike navode se razlicite fizicke i spektralne interferencije, kao 1
ometajudi uticaj matriksa.”®

Sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata se moze koristiti kao marker za procenu
autenti¢nosti u pogledu geografskog i biljnog porekla, razli¢itih vrsta voc¢a i proizvoda njegove
prerade, organske pSenice, je¢ma, pasulja, krompira, ¢ajeva, lekovitog bilja i drugih proizvoda.”'-4

2.3 Statisticka obrada podataka

U savremenoj analitickoj praksi veliki znacaj se pridaje odabiru statisticke metode koja se
koristi za prikupljanje, obradu, interpretaciju i prikazivanje podataka u razli¢itim fazama hemijske
analize. Primena savremenih softverskih paketa za statisticku obradu podataka, olaksala je tumacenje,
prikazivanje i razumevanje rezultata dobijenih u razli¢itim naucnim istrazivanjima. Deo statistike
koji se bavi organizacijom, sazimanjem i opisivanjem prikupljenih podataka pomoc¢u numerickih i
grafickih prikaza naziva se deskriptivna statistika. Elementi deskriptivne statistike su mere centralne
tendencije (aritmeticka, geometrijska i harmonijska sredina, moda i medijana) i mere rasipanja
(standardna devijacija, varijansa, interval varijacije, koeficijent varijacije, srednje apsolutno
odstupanje i raspon rezultata).

U cilju izvodenja zakljucaka o ispitivanoj populaciji, na osnovu podataka iz slu¢ajnog uzorka,
koristi se postupak provere odredene pretpostavke o tacnoj vrednosti parametra u populaciji, koju
nazivamo nulta hipoteza. Za proveru postavljene hipoteze koriste se parametrijski i neparametrijski
testovi, kojima se tvrdenje prihvata ili ne prihvata, uz definisani stepen verovatnoc¢e.” Parametrijske
metode su robusnije, zahtevaju manje podataka na osnovu kojih se izvodi pouzdan zakljucak i imaju
vecu statisticku mo¢. Uslov za koriS¢enje ovih metoda je normalna distribucija podataka koja prati
Gausovu krivu. Parametrijski testovi uporeduju dva ili vise setova podataka i zasnovani su na teoriji
verovatnoc¢e. Za razliku od njih, neparametrijski testovi ne postavljaju pretpostavke o distribuciji
podataka, ali ni o obliku ocekivane varijanse. Pogodni su za analizu malih setova podataka i
nenumerickih varijabli koje nisu kvantitativno merljive — festovi ranga. Veéina ovih metoda se moze
primeniti na ordinalnim i nominalnim varijablama, ali su iz tog razloga manje precizne od
parametrijskih metoda. Interpretacija rezultata neperametrijskih procedura je cesto kompleksnija u
poredenju sa rezultatima analognih parametrijskih testova.”® U okviru ove doktorske disertacije
koris¢en je Kruskal-Valisov test (eng. Kruskal-Wallis test, KW) kao neparametrijska alternativa
analizi varijanse (ANOVA).

Univarijantna analiza je jednostavna za izvodenje, ali ne uzima u obzir medusobne odnose
metabolita, zato je njena statisticka mo¢ ogranicena. Metaboliti su medusobno povezani
metabolickim putevima i mogu biti u korelaciji sa drugim metabolitima u sistemu. Multivarijantne
metode pored srednje vrednosti, koriste kovarijanse ili korelacije koje odrazavaju obim odnosa
izmedu varijabli, za razliku od univarijantnih metoda koje se fokusiraju isklju¢ivo na srednju vrednost
i varijansu pojedina¢nih promenljivih.”” Ova dva pristupa mogu pruziti komplementarne rezultate, ali
ih treba tumaciti unutar statistickih okvira koriS¢ene univarijantne ili multivarijantne metode.
Univarijantne metode ipak imaju znacajnu ulogu u analizi metabolomic¢kih podataka, jer
multivarijantni modeli ¢esto mogu propustiti/maskirati znacajne varijable posto se svi metaboliti (i
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odnosi metabolita) istovremeno ispituju. Promenljiva moZe biti beznacajna u multivarijantnom
modelu, ali zna¢ajna u univarijantnom kontekstu.”

Na osnovu specificnog cilja analize i manipulacije podacima, ve¢ina metabolomickih studija
takode moze biti klasifikovana kao diskriminativna, informativna i/ili prediktivna. Diskriminativne
analize su usmerene na pronalazenju sli¢nosti, odnosno razlika izmedu populacija uzoraka bez
nuznog kreiranja statistickih modela ili evaluacije moguc¢ih puteva koji mogu da razjasne takve
razlike. Diskriminacija se obi¢no postize upotrebom multivarijantnih metoda za prepoznavanje
obrazaca ponasanja ispitivanih uzoraka kao Sto su analiza glavnih komponenata (eng. Principal
Component Analysis, PCA) i hijerarhijska klasterska analiza (eng. Hierarchical Cluster Analysis,
HCA). U slucaju prediktivnih metabolomickih studija koriste se kategorijski definisane tehnike koje
omogucavaju diskriminaciju uzoraka usled smanjenja dimenzionalnosti podataka uz istovremeno
maksimiziranje korelacije izmedu uzoraka, kao Sto su regresija metodom delimi¢nih najmanjih
kvadrata (eng. Partial Least Square, PLS) i linearna diskriminantna analiza (eng. Linear
Discriminant Analysis, LDA). Genetsko programiranje (GP) i mreza korelacija su dodatni
diskriminatorni alati koji se mogu koristiti za poboljSanje osetljivosti i selektivnosti PLS modela.?

2.3.1 Kruskal-Valisov test

Kruskal-Valisov test je neparametrijski test koji poredi medijane tri ili viSe setova podataka,
kako bi utvrdili da li ispitivani uzorci poticu iz iste populacije. Primena KW testa podrazumeva
rangiranje svih merenih vrednosti zajedno, pri ¢emu svaka vrednost, bez obzira kom setu podataka
pripada, dobija odgovarajucu vrednost ranga, pocevsi od 1. Zatim se racuna zbir rangova unutar
svakog uzorka. Ova metoda ne zahteva izbacivanje spoljasnjih vrednosti koje znacajno odstupaju od
seta podataka, jer se rangiranjem podataka umanjuje njihov negativni efekat. Nulta hipoteza kod ovog
testa pretpostavlja da ispitivani uzorci poticu iz iste populacije, odnosno da su aritmeticke sredine
rangiranih vrednosti jednake. U slucaju odbacivanja nulte hipoteze, potrebno je utvrditi koji setovi
podataka su odgovorni za statisticki znacajne razlike, i u tu svrhu se koriste razlicite post hoc
metode.”30

2.3.2 Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (PCA) omogucéava bolje razumevanje i lakSu interpretaciju
strukture rezultata naucnih istrazivanja i zato je nasla veliku primenu u mnogim oblastima kao $to su
fizika, hemija, biologija, medicina, psihologija i inZenjerstvo.®! PCA je najée$Ce koriS¢ena
multivarijantna metoda za pocetnu obradu i tumacenje slozenih podataka dobijenih u okviru
metabolomickih studija. Moze se koristiti za analizu podataka dobijenih iz NMR ili MS spektara,
tako $to ih transformise u prostor niZe dimenzije, otkrivajuéi inherentnu strukturu podataka.??

Analiza glavnih komponenata je matematicki algoritam koji smanjuje dimenzionalnost
podataka u cilju boljeg sagledavanja rezultata i utvrdivanja postojanja odgovarajuceg obrasca
ponasanja ispitivanih uzoraka. Redukcija dimenzionalnosti podataka se postize formiranjem novog
koordinatnog sistema u kojem se identifikuju medusobno normalne latentne varijable (glavne
komponente), duz kojih je najveéi varijabilitet podataka. Na ovaj nacin, koriste¢i matematicku
projekciju, originalni skup podataka koji se sastoji od velikog broja varijabli, se moze predstaviti
pomocu nekoliko glavnih komponenata, uz minimalan gubitak informacija sadrzanih u prvobitnom
setu podataka. Glavne komponente su linearne funkcije originalnog seta promenljivih, predstavljaju
pravac maksimalne varijanse skorova i nisu medusobno korelisane.®* Prva glavna komponenta (PC1)
opisuje maksimalan varijabilitet medu podacima i odrazava rastojanje izmedu objekata, dok je druga
glavna komponenta (PC2) normalna u odnosu na nju i predstavlja slede¢i najbolji pravac za
aproksimaciju originalnih podataka. Sve dalje latentne varijable opisuju varijanse podataka koje nisu
obuhvacene sa prve dve komponente i normalne su u odnosu na njih. Glavne komponente koje nisu
informativne, jer opisuju mali procenat varijanse podataka, se mogu zanemariti.?*
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Skorovi se definiSu kao projekcije vrednosti iz originalog seta podataka na glavne komponente.
Grafik skorova omogucava vizuelizaciju strukture ispitivanog seta podataka, uocavanje grupisanja
uzoraka na osnovu sli¢nosti i razlika, kao i uoavanje prisustva spoljasnjih vrednosti. Grafik vektora
koeficijenata latentnih varijabli (eng. loading vector) prikazuje odnos latentnih varijabli i koristi se
za identifikaciju onih varijabli koje najvise doprinose pozicioniranju ispitivanih uzoraka na grafiku
skorova. PCA spada u kategorijski nedefinisane istrazivacke metode i primenljiva je na bilo koji x -
set promenljviih.

2.3.3 Regresija metodom delimi¢nih najmanjih kvadrata sa diskriminantnim pristupom

Modelovanje delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS) je tehnika zasnovana na pronalasku
medusobno nezavisnih varijabli iz ulaznog seta podataka (x-matrice) koje opisuju Sto je moguce veci
varijabilitet tih podataka, uz istovremenu visoku korelaciju sa y-matricom zavisnih varijabli.
Kombinacija PLS regresije sa diskriminantnim pristupom (eng. Partial Least Square Discriminant
Analysis, PLS-DA) je linearni model koji se obi¢no koristi u svrhe klasifikacije uzoraka i odabira
biomarkera u studijama kompleksnih metaboloma, kakav je biljni materijal. Ako postoji statisticki
znacajna diskriminacija izmedu posmatranih klasa uzoraka, optimizacija i provera diskriminatornih
parametara modela se moZe izvrsiti upotrebom kalibracionog i test seta podataka. Ukoliko ne postoji
dostupan test set, za proveru modela se moze koristiti metoda unakrsne validacije. Optimizacija
modela, koja podrazumeva izbor optimalnog broja latentnih varijabli i procenu kvaliteta modela,
uvek treba da se obavlja po principu dvostruke unakrsne validacije jer su tada procena kvaliteta
modela i optimizacija nezavisne. Uzorci koji se koriste u konacnoj proceni modela se ne koriste u
optimizaciji modela (kalibraciji) i obrnuto.®

U PLS-DA modelima, odnos izmedu metabolomickih podataka i kategorijske varijable y je
razvijen na takav nacin da se vrednosti kategorijskih promenljivih mogu predvideti za uzorke
nepoznatog porekla na osnovu metabolomickih podataka. Kategorijska varijabla y je vektor Cija
vrednost ukazuje na pripadnost svakog uzorka uklju¢enog u studiju odredenoj klasi. Koristeci
informacije o pripadnosti uzoraka odredenoj klasi, PLS-DA tezi da poboljsa razdvajanje dve ili vise
grupa uzoraka. PLS-DA se moze smatrati nadziranom verzijom analize glavnih komponenata (PCA)
u smislu da postize smanjenje dimenzionalnosti podataka, ali uz upotrebu reprezentativnih grupa
uzoraka, gde je za svaki uzorak ta¢no definisana pripadnost.®¢

Sposobnost predikcije dobijenog modela se moze proveriti na test setu podataka, ukoliko ulazni
set podataka nije dovoljno veliki da se podeli na tri seta (kalibracioni, test i predikcioni set). Vrednosti
projektovanih varijabli (eng. Variable importance in the projection scores, VIP) koje su vece od 1 se
ocenjuju kao znacajne za dobijanje odgovaraju¢eg modela, dok se varijable sa nizim vrednostima
mogu zanemariti jer njihov uticaj na predikcionu sposobnost modela nije znacajan.

Klasifikaciona i predikciona sposobnost dobijenog modela se ocenjuju na osnovu slede¢ih
parametara: (1) R, koeficijent determinacije, odnosno ukupna varijansa zavisne promenljive y za
kalibracioni set, R’cv, deo ukupne varijanse zavisne promenljive y koji je rezultat unakrsne validacije,
R?prep, deo ukupne varijanse zavisne promenljive y koji je rezultat predikcije i (2) RMSEC (Root
Mean Square Errors of Calibration), koren srednjeg kvadratnog odstupanja za kalibracioni set,
RMSECV (Root Mean Square Errors of Cross-Validation), koren srednjeg kvadratnog odstupanja
koje je rezultat unakrsne validacije i RMSEP (Root Mean Square Errors of Prediction), koren
srednjeg kvadratnog odstupanja koje je rezultat predikcije.’’ Visoke vrednosti koeficijenata
determinacije (R?), vrednosti bliske jedinici, i niske vrednosti korena kvadratnog odstupanja (RMSE),
sa §to manjom medusobnom razlikom, ukazuju na visok kvalitet i predikcionu mo¢ modela.
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2.3.4 Priprema slika hromatograma i elektroforegrama za hemometrijsku analizu

Postoji nekoliko komercijalno dostupnih softvera koji se koriste prilikom obrade slike
hromatograma/elektroforegrama, u JPEG ili TIFF formatu, i njenog prevodenja u matricu podataka
koja se moze upotrebiti u multivarijantnoj analizi, kao §to su ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij), rTLC
(http://shinyapps.ernachrung.unigiessen.de/rtlc) i JustTLC (http://www.sweday.com/Products.aspx).
U okviru disertacije koris¢en je Imagel softverski paket, pa ¢e o njemu biti vise reci u daljem tekstu.
Imagel je besplatno dostupan program napisan u programskom jeziku Java, koji se koristi za obradu
1 manipulaciju digitalnih slika. Jednostavan je za upotrebu sa grafickim okruzenjem prilagodenim
korisniku i moze se koristiti za standardne geometrijske izmene slika kao §to su secenje, promena
formata i rotacija, kao i za kompleksne izmene koje ukljucuju korekciju pozadine, filtriranje,
poravnavanje i prevodenje u sivu skalu. Takode, pruza moguénost izvoza sirovih podataka, sto je od
posebnog znacaja za dalju hemometrijsku analizu.®® Primena ovog softvera za obradu slika
hromatograma/elektroforegrama  podrazumeva  sledece  korake: (1)  rotaciju  slika
hromatograma/elektroforegrama za 90°, (2) obeleZavanje povrsine slike tako da obuhvati samo zone
od interesa od startne mrlje do fronta rastvaraca, (3) isecanje odgovaraju¢ih hromatografskih ili gel
traka za svaki ispitivani uzorak/standard, (4) podela slike kroz crveni, plavi i zeleni kanal u slucaju
hromatograma gde su zone razlicite boje, odnosno prevodenje slike u sivu skalu u slucaju jednobojnih
elektroforegrama, (5) crtanje profila koji predstavljaju zavisnost intenziteta zone u pikselima od
rastojanja i eksportovanje podataka u Excel u cilju dalje obrade.

Primenom razlicitih filtera kao $to su normiranje u odnosu na srednju vrednost, Gaussian,
Wiener i median filter vr$i se uklanjanje pozadine, smanjenje Suma, podeSavanje bazne linije i
korekcija pomeranja zona unutar ploce. Neke od ovih opcija su dostupne u okviru ImagelJ softverskog
paketa. Uklanjanje pozadine i korekcija bazne linije, koja moze biti pomerena usled nehomogenog
osvetljenja, su neophodni koraci u obradi slike i mogu se jednostavno izvesti u Imagel programu
primenom rolling ball filtera, Ciji se pre¢nik podesava tako da se postigne zadovoljavajuci kvalitet
signala uz istovremeno spre¢avanje gubitka znacajnih informacija.®® Za dalju obradu podataka koja
prethodi multivarijantnoj analizi i podrazumeva poravnavanje, normiranje i centriranje podataka,
koriste se algoritmi implementirani u softveru PLS ToolBox u okviru MATLAB paketa (Slika 1).

Pomeranje zona uzoraka unutar i/ili izmedu ploca nastaje zbog neravnomerenog zasi¢enja kade
parama mobilne faze, neefikasnog susSenja nanetih zona, neujednaCene vlaznosti i temperature,
lokalnih promena stacionarne faze, instrumentalne nestabilnosti kao i zbog greSaka analitiCara.
Podaci se ,,poravnavaju” tako da signali koji poti¢u od istog jedinjenja nisu pomereni jedan u odnosu
na drugi ve¢ su svedeni na istu Rr vrednost. U tu svrhu se najcesce koriste procedure poravnanja
pikova (eng. warping procedure), kao §to su korelacija optimizacije savijanja (eng. Correlation
Optimized Warping, COW) i poravnanje signala (peak alignment) (Slika 1a). Normiranje podataka
se primenjuje kako bi se uklonili nezeljeni efekti nastali usled nejednakih koli¢ina uzoraka nanetih
na stacionarnu fazu/gel, kao i da bi se vrednosti merene na razlic¢itim skalama podesile na zajednicku
skalu. Normiranje nije obavezan korak i zato se preporucuje poredenje rezultata sa i bez normiranja.
Najces¢e koriSc¢ena tehnika za normiranje podataka je standardna normalna promenljiva (eng.
Standard Normal Variate, SNV). Centriranjem svi podaci postaju jednako znacajni, odnosno svode
se na istu jedinicu. Normiranje podataka se moze vrSiti u odnosu na prosecan srednji intenzitet pika
(mean centering) ili u odnosu na medijanu (median centering). Centriranje u odnosu na srednju
vrednost je pozeljna opcija u sluc¢aju kada su sve varijable na kojima se zasniva klasifikacija, izrazene
u istim jedinicama (Slika 1b/c).8”° Opcija autoskaliranja, koja podrazumeva svodenje podataka na
jediniénu standardnu devijaciju i nultu aritmetiCku sredinu, se koristi u slucaju kvantitativnih
podataka (na primer sadrzaj polifenola, Secera ili metala u ispitivanim uzorcima).
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Slika 1. Obrada slika hromatograma: a) ,,poravnavanje” pikova (warping), b) centriranje
pojedinacnog pika, c) centriranje pikova hromatograma.

2.4 Gajeno i samoniklo voée

Duga tradicija gajenja voca i povoljna klima u Srbiji omogucavaju veoma uspesnu i raznovrsnu
proizvodnju. Optimalni prirodni uslovi u pojedinim regionima zemlje doprinose dobrim rezultatima
u pogledu kvaliteta i prinosa za mnoge sorte vo¢a. Shodno tome, vocarstvo je veoma vazna grana
poljoprivrede, koja ¢ini oko 11% od ukupne poljoprivredne proizvodnje u nasoj zemlji. Proizvodnja
jagodastog voca za potrebe trziSta na ovim prostorima je pocela tridesetih godina dvadesetog veka,
dok je danas prema petogodisnjem izvesStaju Republickog zavoda za statistiku prinos maline 5020
t/ha, kupine 5582 t/ha, a ostalog jagodastog voc¢a 3104 t/ha (https://www.stat.gov.rs/).!

Jagodasto voce predstavlja raznoliku grupu voéaka, ¢iji su plodovi intenzivno obojeni (zeleni,
zuti, narandzasti, crveni, ljubicasti, plavi ili skoro crni), meke konzistencije i malih dimenzija, zbog
cega se nazivaju i ,sitno voc¢e”. Neke vrste jagodastog voca imaju plodove tipa bobice, zbirne
kostunice, zbirne orasice ili sinkarpne koStunice, koji nastaje i od plodnika i razrastanjem cvetne loze.
Bobice (borovnica, ribizla, ogrozd, godzi) mogu biti izgradene od jedne ili viSe karpela, sa tankom
pokozicomi mesnatim delom (mezokarpom) unutar koga se nalaze semena. Zbirna koStunica je
prisutna kod maline i kupine, i nastala je srastanjem vise koStunica na zajednickoj cvetnoj lozi. Kod
maline se koStunice odvajaju od cvetne loZe, a kod kupine se ne odvajaju. Kod jagode je zbirna
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oraSica i predstvlja skup velikog broja ahenija koje su utisnute na povrsini razrasle, so¢ne i jestive
cvetne loZe. Aronija ima plod tipa sinkarpne koStunice, kao kod jabucastih vrsta vo¢aka. Jagodasto
voce, u koje se ubrajaju jagoda, kupina, malina (crna i crvena), ogrozd, aronija, borovnica, ribizla
(crna, crvena i bela), ogrozd i aronija je predmet sve veéeg broja istrazivanja, zbog odli¢nog ukusa,
niske kalorijske vrednosti i visokog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja.®

Iako se sveze jagodasto voce kratko cuva, podloZzno je mehanickim povredama i
mikrobioloskim promenama, kao i isuSivanju, njegova mala masa, zapremina i konzistencija ¢ine ga
veoma lakim za pakovanje, prodaju, kupovinu i upotrebu. MoZze se konzumirati u svezem obliku, ali
se moZe i konzervirati u vidu sokova, sirupa, kompota, slatkog, dzemova, mermelada, kandiranog
voca, Zelea, pirea, likera i sladoleda.”! Jagodasto voce i proizvodi njegove prerade su dobar izvor
dijetetskih vlakana, ugljenih hidrata, fenolnih jedinjenja, karotenoida, tanina, mineralnih supstanci,
masnih kiselina i vitamina.®? Zbog navedenog nutritivnog sastava i potencijalnih zdravstvenih Koristi,
ovo vocée se sve viSe upotrebljavaju kao funkcionalna hrana u prevenciji razli¢itih hroni¢nih
oboljenja.>?3

Srbija predstavlja i dobar genofond divljih srodnika gajenih vrsta (samoniklo voce), sa preko
sto divljih voénih vrsta klasifikovanih u 15 porodica i 26 rodova.”* Podatak da postoji vise od sto
razlic¢itih samoniklih vrsta vocaka klasifikovanih u veliki broj taksonomskih kategorija, ukazuje na
njihovu genetsku i biolosku razli¢itost, koja je nastala kao posledica prilagodljivosti na brojne
ekoloske faktore. Divlje (autohtone) vrste se definiSu kao vrste koje su prilagodene uslovima zivota
na odredenom geografskom podrucju i njihovo prisustvo u tim regionima je rezultat samo prirodnih
procesa, a ne delovanja ljudi. Iako su prilagodene uslovima zivotne sredine u kojoj rastu, klimatske
promene i negativan trend u oCuvanju Zivotne sredine svakako imaju uticaj na njihov opstanak.
Bioticki i abioticki stres kojem su divlje vrste izloZzene dovode do njihove odbrambene hemijske
adaptacije, podsticuci potencijalno slozeniji fitohemijski sastav divljeg voca u poredenju sa
gajenim.” Razli¢iti genotipovi samoniklih vrsta vocaka stvoreni u prirodnim uslovima su razvili
brojne osobine koje su vrlo korisne za oplemenjivanje kultivisanih vocaka, kao Sto su otpornost na
susu, visoke temperature i mraz, otpornost prema patogenim izazivac¢ima bolesti i Steto¢inama, laksa
adaptacija na nepovoljne uslove zemljista i redovan i kvalitetan prinos.®

Zbog otpornosti prema bolestima 1 Steto¢inama, samonikle voéne vrste mogu se koristiti kao
donori gena u oplemenjivanju voc¢aka i vinove loze. Odredeni broj samoniklih srodnika gajenih vrsta
vocaka bi mogao imati primenu i kao podloga za proizvodnju voca ili za plantaznu organsku ili
konvencionalnu proizvodnju, malog ili velikog obima. Razli¢ite samonikle vo¢ne vrste se mogu
koristiti u pejzaznom projektovanju i hortikulturnoj proizvodnji kao ukrasne forme, poSumljavanju i
popunjavanju goleti, prevenciji erozije, proizvodnji drveta, u pcelarstvu kao pcelinje pase i za druge
namene.’® Zahvaljujuéi sve veCem interesovanju potro$aca za prirodnim proizvodima, samoniklo
voce bi moglo pored gajenog da se implementira u proizvodnju novih prehrambrenih proizvoda, koji
bi zadovoljili parametre funkcionalne hrane.

2.5 Morfologija, znacaj i primena semena gajenog i samoniklog voéa u metabolomickoj
studiji procene autenti¢nosti

Seme je primarni reproduktivni organ koji se razvija iz semenog zametka nakon oplodnje, a
¢ija je uloga odrzavanje i rasprostiranje vrste. Osnovni delovi semena su semenjaca, klica 1 hranljivo
tkivo. Semenjaca je spoljasnji omotac¢ semena koji se formira iz intergumenata semenog zametka i
pruza mehanicku i hemijsku zastitu semena. Klica, odnosno embrion, predstavlja zac¢etak nove biljke
koji se nalazi u semenu, dok je hranljivo tkivo izvor rezervnih supstanci neophodnih u pocetnim
fazama razvoja klice. Seme se moze koristiti za proizvodnju generativnih podloga, kao i pri stvaranju
novih sorti hibridizacijom.?”-*® Vazna funkcija semena je da deluje kao izvor energije i hranljivih
supstanci za novu biljku, zbog ¢ega ono ima vrlo slozen fitohemijski sastav. Seme se obi¢no nalazi
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unutar mesnatog mezokarpa i konzumira se zajedno sa plodom, zbog cega je vazna njegova potpuna
hemijska karakterizacija.

S druge strane, velike koliCine semena voca dobijaju se svake godine iz prehrambene i
poljoprivredne industrije kao neiskoris¢eni otpad.®® Efikasno kori$¢enje ovog nusproizvoda u preradi
hrane moglo bi da resi problem odlaganja industrijskog otpada i ostvari potencijalni ekonomski profit.
Ranija istrazivanja su pokazala da ekstrakti komine maline mogu da povecaju stabilnost mesnih
proizvoda usled duzeg skladiStenja, tako $to inhibiraju oksidaciju lipida, a istovremeno i obogacuju
proizvod bioaktivnim fitohemikalijama.®® Lima i saradnici su pokazali da se bras$no semenki
dzekfruta (Artocarpus heterophyllus) moze koristiti kao zamena za komercijalno bras$no u izradi
peciva, zbog dobre termicke stabilnosti.'® Koredu (Correddu) i saradnici su proucavali sadrzaj
fenolnih jedinjenja i antioksidativnu aktivnost semena i perikarpa bobica mirte (Mirtus communis),
dobijenih kao otpad nakon proizvodnje likera od ove voéne vrste.!?! Rezultati dobijeni u ovom
istrazivanju pokazali su da iskoriS¢ene bobice mirte imaju visoku koncentraciju ugljenih hidrata,
proteina i lipida, ukazujuc¢i da semenke imaju veéi nivo hemiceluloze, celuloze i lipida od perikarpa
i bobica. Lipidna frakcija je imala visoku koncentraciju polinezasi¢enih masnih kiselina, od kojih je
linolna kiselina najvaznija masna kiselina u semenu. Najveéa koncentracija ukupnih fenolnih
jedinjenja i najveca antioksidativna aktivnost odredene su takode u semenu bobice. Ova studija je
ukazala na vaznost iskoriS¢enja nusproizvoda, koji mogu imati visestruku industrijsku primenu, kao
funkcionalna hrana ili u formulacijama za sto¢nu hranu.'?!

Vo¢na komina (meSavina pulpe, koZice, semena i stabljike) zaostala nakon proizvodnje pi¢a od
jabuke i jagodastog voca, stvara ozbiljne tehnicke i ekoloke probleme zbog lake kvarljivosti.'”? Za
reSavanje ovog problema preporuCuje se upotreba komine i drugih otpadaka prerade voca za
proizvodnju stocne hrane, kao potencijalni izvor biomase u proizvodnji biogoriva ili se moze
transformisati procesom kompostiranja u bio-dubrivo.!% U vecéini slu¢ajeva, otpad od prerade voca
sadrzi mnogo vecée koli¢ine vrednih bioaktivnih jedinjenja od samog vo¢nog soka.!®?> Komina od
jabuke i jagodastog voca se moze koristiti kao aditiv u formulaciji pekarskih i mle¢nih proizvoda u
cilju obogacivanja njihovog sadrzaja prirodnim antioksidansima i dijetetskim vlaknima. Pored toga,
prisustvo prirodnih pigmenata i isparljivih komponenata moze poboljsati senzorna svojstva finalnog
proizvoda.

Pored prehrambene industrije gde se moze koristiti u proizvodnji prirodne funkcionalne hrane,
aditiva za hranu i dijetetskih suplemenata, visoka bioloska aktivnost semena jagodastog voca ukazuje
i na njihovu potencijalnu upotrebu u kozmetickim i farmaceutskim proizvodima.'® Seme maline
sadrzi do 12,2% proteina, dok se sadrzaj ulja kre¢e u opsegu 11 — 23%. Ova ulja (dobijena hladnim
presovanjem, bez rafinisanja) imaju jedinstvene karakteristike i aromu, zbog ¢ega su nasla primenu
u kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji.!9-106

2.6 Hemijski profil semena voéa

Seme gajenog i samoniklog vo¢a ima jedinstven fitohemijski sastav koji nije dovoljno ispitan,
jer se najvec¢i deo dostupne literature odnosi na mesnati i so¢an deo ploda. Seme voéaka akumulira
velike koli¢ine hranljivih supstanci, poput Secera, proteina i lipida (primarnih metabolita),
neophodnih za pocetni rast biljke, a dodatno proizvodi i specifi¢ne sekundarne metabolite. Seme
jagodastog voca je bogato uljem, koje u poredenju sa drugim biljnim uljima ima visok sadrzaj
polinezasi¢enih masnih kiselina i povoljan odnos n—6/n—3 masnih kiselina.'’” Pored navedenih
prednosti, seme ovog voca je dobar izvor karotenoida, vitamina i bioaktivnih fenolnih jedinjenja koja
pokazuju antioksidativna svojstva. Seme se smatra i dobrim izvorom mineralnih elemenata, pre svega
kalijuma, kalcijuma, magnezijuma, gvozda, mangana, bakra i fosfora. Sva ova jedinjenja zajedno
imaju sinergisti¢ki i multifunkcionalni efekat na ljudsko zdravlje.!%®

Hemijski sastav vo¢a odreden je nizom faktora, kao §to su biljno i geografsko poreklo, ishrana
biljke, vreme berbe, nacin proizvodnje (gajeno i samoniklo) i uslovi Zivotne sredine. Samonikle vrste
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vocaka su za razliku od gajenih vocaka izloZzene ve¢im biotickim i abiotickim stresovima, Sto dovodi
do povecane sinteze fitohemikalija sa zaStitnom ulogom, zbog ¢ega se smatra da imaju vecu biolosku
vrednost.” Iz navedenih razloga, hemijski profil velikog broja samoniklih i gajenih voénih vrsta je
kompleksan, heterogen i zahtevan za analizu.

2.6.1 Lipidi

Lipidi su biomolekuli heterogene prirode sa razliitim hemijskim strukturama i vaznim
bioloskim ulogama u zivim sistemima. Mogu se koristiti kao izvor energije prilikom razvoja biljke,
imaju strukturnu i zastitnu ulogu i u€estvuju u prenosu nervnih impulsa. Seme predstavlja skladiste
lipida u biljkama (uglavnom u obliku triacilglicerola) koji su izvor energije za rast klice u procesu
klijanja semena. Hidrolizom triacilglicerola se dobija energija potrebna za sintezu Secera,
aminokiselina i ugljeni¢nih lanaca neophodnih za rast embriona. U poredenju sa ugljenim hidratima,
oksidacijom lipida dobija se dvostruko veci sadrzaj energije. Saharoza je regulatorni faktor u
proucavanju mehanizma metabolizma lipida, jer se koristi i kao supstrat za biosintezu lipida u toku
razvoja semena, a nastaje i kao krajnji proizvod razgradnje lipida.'®”

Metabolizam lipida i njihov nivo u semenu tokom klijanja su odredeni hidrolitickim enzimima
lipazama. Mobilizacija skladisnih lipida u procesu klijanja semena pocinje hidrolizom estarskih veza
triacilglicerida dejstvom lipaza, pri ¢emu nastaju slobodne masne kiseline i glicerol. Zatim dolazi do
f-oksidacije masnih kiselina i formiranja acetil-koenzima A, nakon ¢ega pocinje glioksilatni ciklus
koji je regulisan dejstvom pet enzima (citrat-sintaza, malat-sintaza, izocitrat-liaza, akonitaza i malat-
dehidrogenaza). Nastali sukcinat se transportuje do mitohondrija gde se pretvara u malat putem
Krebsovog ciklusa, dok se malat nakon transporta u citoplazmu, pretvara u oksaloacetat. Konacno,
procesi glukoneogeneze i sinteze Secera predstavljaju oblik transporta ugljenika, posebno kod klijanja
semena.!'?

Klalsifikacija lipida se moze izvrsiti na osnovu njihove polarnosti (polarni i nepolarni), porekla,
fizickih svojstava na sobnoj temperaturi (masti i ulja), slozenosti njihove hemijske strukture (proste
i slozene) i na osnovu njihove funkcije u organizmu. U proste lipide se ubrajaju masti, ulja i voskovi,
koji nastaju esterifikacijom alkohola sa masnim kiselinama. U zavisnosti od broja masnih kiselina
vezanih za glicerol u mastima i uljima, razlikuju se mono-, di- i triacilgliceroli. Za razliku od prostih,
jedinicu (glikolipidi).

Karakterizacija ulja izolovanog iz biljnog semena najces¢e podrazumeva odredivanje lipidnog
profila u pogledu zastupljenosti odredenih klasa nepolarnih (mono-, di-, triacilglicerola, slobodnih
masnih kiselina i sterolestara) i polarnih lipida i njihovog masno-kiselinskog sastava. Ovako dobijeni
lipidni profil se koristi kao osnova za nutritivau procenu biljnog ulja.!''®

Triacilgliceroli su najzastupljeniji neutralni lipidi u ulju semena voca i njihova nutritivna
vrednost je odredena pozicionom distribucijom masnih kiselina. Razlike u sastavu masnih kiselina
izmedu proucavanih frakcija lipida mogu se pripisati razli¢itim fazama biosinteze acilglicerola 1
polarnih lipida i faze biosinteze i akumulacije masnih kiselina. Polarni fosfolipidi se prvi sintetisu, a
zatim se u sledecoj fazi akumuliraju triacilgliceroli. Prva fazu takode karakterise visoka koncentracija
zasi¢enih masnih kiseline koje se akumuliraju u fosfolipidima, dok se u drugoj fazi sintetiSu
nezasicene masne kiseline koje se skladiSte prvenstveno u triacilglicerolima. Takode, studije su
pokazale da su membranski fosfolipidi podlozniji oksidaciji u poredenju sa emulgovanim
triacilglicerolima.'!?

Biljna ulja pored jedinstvenog profila masnih kiselina sadrze i specificne komponente u
tragovima, kao $to su fitosteroli, tokoferoli i karotenoidi, odgovorne za senzorna i antioksidativna
svojstva ovih ulja. Fitosteroli dokazano smanjuju nivo holesterola kod ljudi i imaju antiinflamatorna,
antivirusna i antikancerogena svojstva.!!! Sadrzaj fitosterola u ulju semena jagodastog voca veci je
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nego sadrzaj fitosterola u ulju masline, soje i suncokreta. Profil fitosterola je jedinstven za odredene
biljne vrste, ¢ak iako su proizvedene u razli¢itim uslovima, $to moze biti koristan parametar za
procenu njihove autenti¢nosti.” Ranija istraZivanja su pokazala da je udeo semena u svezim uzorcima
jagodastog voca iz familije Rosaceae od 4,4% do 12,2%, dok sadrzaj lipida ovog semena varira
izmedu 6,9% i 23,2% u odnosu na suvu masu uzoraka.!!?

2.6.2 Masne Kiseline

Masne kiseline su gradivne jedinice lipida, koje nastaju sintezom iz acetilkoenzima A kao
osnovnog supstrata. Najcesc¢e sadrze paran broj atoma ugljenika i mogu biti zasi¢ene i nezasicene.
Zbog raznovrsnosti masnih kiselina, stepena nezasi¢enosti, geometrije i polozaja dvostrukih veza,
njihov sastav je vazna karakteristika ulja i moze se nazvati profilom masnih kiselina ili ,,otiskom
prsta® posmatranog ulja.'!3

Ulje semena jagodastog vo¢a ima visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina, pri ¢emu su
najzastupljenije linolna (C18:2, n-6) i a-linoleinska kiselina (C18:3, n-3). Ove polinezasi¢ene masne
kiseline zajedno sa mononezasi¢enim masnim kiselinama ¢ine preko 90% ukupnih masnih kiselina u
uljima semena jagodastog voca, sa mnogo povoljnijim n-6/n-3 odnosom u poredenju sa ve¢inom
uobicajeno konzumiranih biljnih ulja. Preporuceni odnos ovih masnih kiselina u ishrani je 4:1, i
vec¢ina do sada ispitanih ulja semena gajenog i samoniklog vo¢a zadovoljava ovaj uslov i mogu se
koristiti kao dobra alternativa konvencionalnim biljnim uljima u proizvodnji funkcionalne hrane.”-'1?
Polinezasi¢ene masne kiseline sa 18, 20 i 22 atoma ugljenika spadaju u esencijalne masne kiseline
koje se ne mogu sintetisati u nasem organizmu poznatim hemijskim putevima, ali su neophodne za
njegovo normalno funkcionisanje i zato se moraju unositi putem ishrane. Dokazano je da njihovo
konzumaranje smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti i reguliSe metabolizam lipoproteina. Pored
linolne (42-61%) i o-linoleinske kiseline (18-37% ), u ulju semena kupine, maline, borovnice i
jagode koja su bila predmet raznih studija, sledec¢a po zastupljenosti je mononezasi¢ena oleinska
kiselina, ¢iji sadrzaj se krece u opsegu od 15% do 21%. Za uzorke semena crne ribizle karakteristi¢no
je prisustvo y-linolne kiseline (C18:3, n-6), €iji sadrzaj se krec¢e u opsegu 15-20%. Visok sadrzaj ove
masne kiseline je negativno korelisan sa sadrzajem a-linoleinske kiseline, ukazujuci na kompetitivnu
inhibiciju A6 i A15 desaturaza. Najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline u ulju semena jagodastog
voca su palmitinska i stearinska.!'? Pored dominantnih masnih kiselina, u biljnim uljima su odredene
1 palmitoleinska, 11-eikozenoniska, 11,14-eikozenoniska, laurinska, mirstinska, margarinska,
arahidinska i druge.!'® Tako su prisutne u manjim koli¢inama, znacajno doprinose karakterizaciji
razlicitih biljnih vrsta i definisanju njihovog jedinstvenog masno-kiselinskog profila, koji se moze
koristiti u proceni autenti¢nosti proizvoda nastalih preradom voca. Sastav masnih kiselina u semenu
odredene biljne vrste je jedinstven i konstanatan, pa se moze smatrati fenotipskim obelezjem
genotipova. Ukoliko dode do promene njihovog sastava, to moze biti pokazatelj poremecaja
metabolizma biljke.!'* Razlike u sastavu masnih kiselina se mogu objasniti i geografskim poreklom,
klimatskim uslovima, uslovima uzgoja, genetskim razlikama medu vrstama, fazama zrelosti semena,
kao 1 izborom metode ekstrakcije.

Ispitivanjem masno-kiselinskog profila gajenih i divljih borovnica, uoceno je da je sadrzaj
zasi¢enih masnih kiselina manji u divljim formama (7,32 - 8,37%) nego u gajenim (do 17,93%).
Mononezasi¢ene masne kiseline bile su uglavnom predstavljene oleinskom kiselinom i njihov sadrzaj
se nije znacajno razlikovao izmedu uzoraka gajenog i samoniklog voc¢a. U slucaju polinezasic¢enih
masnih kiselina najzastupljenije su bile linolna i linolenska kiselina, pri ¢emu je sadrzaj linolenske
kiseline bio ve¢i kod uzoraka samoniklih genotipova, dok je sadrzaj linolne kiseline bio veci u
uzorcima gajene borovnice. Odnos zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina u uzorcima samoniklih
genotipova se kretao u opsegu 0,098 — 0,11, dok je u gajenim borovnicama ovaj odnos kretao od 0,14
do 0,28.112
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Sadrzaj slobodnih masnih kiselina (eng. free fatty acids, FFA) u biljnim uljima se koristi kao
prvi parameter procene njihovog kvaliteta. Ranije studije radene na uljima semena jagodastog voca
su pokazale da se sadrzaj slobodnih masnih kiselina, izrazen kao ekvivalenti oleinske kiseline u
procentima, kreée u opsegu od 0,5 do 1,5%. Kako nema definisanih smernica za kategorizaciju novih
ulja, koristi se postojeca kategorizacija kvaliteta za maslinovo ulje, prema kojoj se ulja izolovana iz
semena jagodastog voca mogu svrstati u kategoriju ekstra devi¢anskih uja (sadrzaj FFA < 0,8%) i
deviGanskih (sadrzaj FFA < 2%), dok svakodnevna ili obi¢na ulja imaju sadrzaj FFA < 3,3%.”

2.6.3 Seceri

Seéeri su primarni metaboliti nastali u biljkama u procesu fotosinteze. Nivo $eéera u biljnim
¢elijama, njihov transport, koriSéenje i skladistenje su precizno regulisani i odredeni fizioloSkom
aktivno$¢u ¢elije i biljnih organa, uslovima Zivotne sredine i razvojnom fazom biljke.!'> Oni imaju
ulogu izvora energije i ugljenika kod biljaka i to od procesa embriogeneze do procesa senescencije,
gde ukljucuju odgovor biljke na stresne faktore iz zivotne sredine, deluju kao signalni molekuli koji
reguliSu meducelijsku komunikaciju i ekspresiju gena, ucestvuju u sintezi drugih kompleksnih
jedinjenja i koordiniSu vitalne procese kao $to su klijavost i razvoj semena i drugih biljnih organa.®?

Seceri igraju kljuénu ulogu u odbrambenim odgovorima biljaka na razligite abioti¢ke i bioticke
faktore stresa: susu, salinitet, temperaturne promene, povrede biljnih delova ili infekcije razlicitim
patogenima. Sposobnost biljke da reguliSe nivo Secera u celijama moze delovati kao kontrolni
mehanizam, koji povezuje uticaj uslova zivotne sredine i unutrasnje razvojne procese koji se
odigravaju u razli¢itim biljnim delovima i direktno su regulisani fitohormonima. Seéeri se koriste kao
glavni supstrati u procesu celijskog disanja, jer se njihovom oksidacijom obezbeduje energija za
¢elijske odbrambene odgovore protiv stresnih faktora. Takode, obezbeduju ugljeni¢ni skelet za
sintezu odbrambenih jedinjenja ukljucuju¢i sekundarne metabolite kao S§to su polifenoli, stilbeni 1
lignini.!'!?

Pored arome, boje i konzistencije ploda, sadrzaj Secera je jedan od glavnih parametara koji uti¢u
na ukus voc¢a ijedan od bitnih kriterijuma koji se razmatra prilikom procene nutritivne vrednosti voca.
Sadrzaj Se¢era u samoniklom i gajenom vocu odreden je genetskim faktorima, geografskim
poreklom, primenjenim agrotehnickim merama prilikom gajenja, kvalitetom i sastavom zemljista,
uslovima Zivotne sredine i staro$¢u biljke.”? Najzastupljeniji i najéeCesce kvantitativno odredivani
Seceri u plodu jagodastog voéa su glukoza, fruktoza i saharoza. Ipak, njihov medusobni odnos i
koncentracije su promenljivi iz prethodno navedenih razloga. Ranije studije su pokazale da zbir
glukoze i fruktoze ¢ini oko 75% od ukupnog sadrzaja Secera.''® Uglavnom nizi sadrzaj saharoze u
poredenju sa glukozom i fruktozom moze se objasniti enzimskom hidrolizom ovog disaharida u plodu
nakon njegove translokacije iz lista. Ipak, zavisno od voéne vrste, razlikuje se i metabolizam ugljenih
hidrata, pa uzorci jagode u poredenju sa uzorcima borovnice mogu imati znacajno veci sadrzaj
saharoze. U ovom sluc¢aju saharoza ima klju¢nu ulogu kao signalni molekul u sazrevanju jagode, koja
nema klimakteri¢no voée.”?

Pored glukoze, fruktoze i saharoze u plodovima samoniklog i gajenog voca odredeni su i drugi
manje zastupljeni Seceri i to (1) monosaharidi: galaktoza, riboza, ramnoza, arabinoza i ksiloza, (2)
disaharidi: trehaloza, melibioza, maltoza i turanoza, (3) trisaharidi: rafinoza, izomaltotrioza,
maltrioza i panoza i (4) Secerni alkohol sorbitol.”> Sorbitol je glavni proizvod fotosinteze i primarni
translokacioni Secer kod vrsta koje pripadaju familiji Rosaceae. SintetiSe se u listovima, odakle se
floemom transportuje do ostalih biljnih organa. Ima znacajnu ulogu kao izvor ugljenika u ranim
fazama razvoja voca, utice na kvalitet ploda i prilagodavanje biljaka osmotskom stresu. Metabolizam
sorbitola je odreden uslovima zivotne sredine. Pod uticajem abiotickih stresnih faktora kao Sto je
susa, dolazi do akumulacije sorbitola §to sniZzava osmotski potencijal ¢elija i omogucava osmotsko
prilagodavanje biljaka. Sinteza sorbitola utice i na sastav i odnos Secera i kiselina u plodu, a samim
tim i na njegov kvalitet.!!”
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Dobijanje kompletnog profila Secera je analitCki zahtevnije zbog Ccestog nedostatka
komercijalnih standarda, slicne hemijske struktrure i male zastupljenosti odredenih saharida u
uzorcima, ali je izuzetno znacajno za karakterizaciju razli¢itih biljnih vrsta i procenu njihove
autenti¢nosti. Jagodasto voce i seme dobijeno njegovom preradom mogu biti i dobar izvor
funkcionalnih oligosaharida, koji se ne mogu svariti enzimima prisutnim u ljudskim crevima, pa se
mogu koristiti kao vlakna i prebiotici. Pored upotrebe u ishrani ili u vidu dijetetskih suplemenata
koji mogu regulisati nivo glukoze u krvi, smanjiti nivo lipida i regulisati telesnu tezinu, funkcionalni
oligosaharidi su nasli primenu i u farmaciji, kozmetici i agrohemiji.''®

Za razliku od ploda, profil Secera semena samoniklog i gajenog voca je manje ispitan. Studije
radene na semenu breskve i kajsije su pokazale da su saharoza, glukoza i fruktoza najzastupljeniji
Seceri, kao i da je profil Se¢era semena i ploda vrlo sli¢an.''120 Saharoza je glavni saharid koji se
transportuje iz fotosinteticki aktivnih tkiva (potpuno razvijenih listova) preko floema do semena
biljke. Kada dospe u seme saharoza moze biti hidrolizovana pre upotrebe u metabolizmu ili se moze
koristiti kao izvor ugljenika za sintezu razli¢itih oligo- i polisaharida. Razgradnja saharoze moze biti
katalizovana saharoza-sintazom pri ¢emu nastaju fruktoza i UDP-glukoza ili hidrolitickim enzimom
invertazom pri ¢emu nastaju glukoza i fruktoza. Heksoze nastale razgradnjom saharoze se mogu
koristiti kao signalni molekuli koji reguliSu razvoj biljke i ekspresiju gena.'?!

2.6.4 Proteini

Proteini su fundamentalni makronutritijenti u ljudskoj ishrani, odgovorni za rast ¢elija i za
regenerativne mehanizme. Za procenu nutritivnog kvaliteta proteina nije klju¢an samo ukupan
sadrzaj proteina u sirovini, ve¢ i njihova svarljivost i aminokiselinski sastav. Proizvodnja proteina
zivotinjskog porekla zahteva velike resurse i ulaganja i povezana je sa brojnim zdravstvenim rizicima.
Iz navedenih razloga, sve vec¢i broj naucnih istrazivanja usmeren je ka pronalazenju alternativnih
izvora proteina. Veliki izbor biljaka i biljnih organa kao $to je seme, koji zaostaju kao nusproizvodi
u prehrambenoj industriji, je dostupan za izolovanje proteina i njihovu dalju upotrebu.'?? Studije
funkcionalnih svojstava novih izvora proteina pruZzaju informacije o potencijalnoj efikasnosti
proteina u prehrambenim proizvodima. Vazna funkcionalna svojstva proteina za primenu u hrani su
rastvorljivost, bubrenje i kapacitet zadrZzavanja vode/masti, emulgatorska aktivnost i kapacitet
Zeliranja.

Na osnovu funkcije koju obavljaju u semenu biljaka, proteini su podeljeni na rezervne,
strukturne i enzime koji reguliSu metabolizam c¢elija. Rezervni proteini se znacajno akumuliraju u
semenu u toku njegovog razvoja i njihova glavna uloga je snabdevanje energijom i skladistenje
rezervi azota, ugljenika i sumpora, koji su neophodni tokom klijanja semena.!?3 Razli¢ite faze razvoja
biljke, uslovi zivotne sredine, stimulansi i stresni faktori mogu uticati na sastav proteina u biljkama.
Ipak, studije radene na semenu vrsta koje pripadaju familiji Rosaceae ukazuju na Cinjenicu da su
proteini semena, za razliku od drugih biljnih delova, veoma stabilni i da ne podlezu uticaju uslova
sredine, te su stoga pogodni za primenu u taksonomskoj klasifikaciji biljaka. Proteinski profili biljaka
dobijeni primenom SDS-PAGE elektroforeze uspesno su koris¢eni u razja$njavanju odnosa izmedu
odredenih taksona, kao i u razgrani¢enju vrsta i rodova u razli¢itim biljnim familijama.'**

Iako je poznat sadrzaj proteina u semenu maline (12,2%)'?°, komini zaostaloj nakon
proizvodnje soka od maline (10,0%) '?°, semenu peruanske jagode (8,1-13,7%)'?” i crne ribizle (19,4-
22,5%)!28, profili proteina semena gajenog i samoniklog voca su bili predmet malog broja
istrazivanja.'?

Odredivanje aminokiselinskog sastava u proteinima izolovanim iz semena crne ribizle pokazalo

je da su najzastupljenije aminokiseline glutamin (17%), asparaginska kiselina (9%), arginin (8%) i

leucin (6,1%). Na osnovu sastava aminokiselina vrsi se procena bioloske vrednosti i kvaliteta proteina

u uzorcima semena voca u odnosu na parametre referentnog proteina iz celog jajeta. U ispitivanim

uzorcima semena kupine bioloSka vrednost proteina semena crne ribizle iznosila je 68, dok je
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bioloska vrednost proteina celog jajeta 100. Kvalitet proteina semena crne ribizle je procenjen kao
dobar, jer sadrzi sve esencijalne aminokiseline u prili¢no uravnotezenom odnosu. '8

Poznavanje proteinskog sastava semena voc¢a bi ukazalo na njegov nutritivni potencijal i
mogucnost primene kao alternativog izvora proteina sa povoljnim aminokiselinskim sastavom.
Pouzdani biomarkeri dobijeni iz profila proteina semena mogu biti mo¢no sredstvo u autentifikaciji
biljnog porekla.

2.6.5 Fenolna jedinjenja

Za razliku od prethodno opisanih proizvoda primarnog metabolizma (Seceri, lipidi i proteini)
koji imaju fundamentalnu ulogu u rastu i razvoja biljaka, fenoli su sekundarni metaboliti biljaka
znacajni za njihovu ekofiziolosku adaptaciju. U zavisnosti od strukture, mogu imati razlic¢ite uloge u
biljkama kao §to je mehanicka potpora, zastita od Stetnog UV suncevog zracenja i prekomernog
gubitka vode, antioksidativna i antimikrobna uloga, privlacenje opraSiva¢a semena, odbrambena
reakcija protiv biotickih ili abiotickih stresova i uticaj na organolepticka svojstva. Neka od ovih
jedinjenja mogu da potisnu rast obliznjih konkurentskih biljaka ili da obezbede zastitu od biljojeda i
patogena. Iz navedenih razloga prepoznati su kao vredni biljni molekuli sa veoma vaznim bioloskim
funkcijama.'30

Fenolna jedinjenja se sintetiSu uglavnom putem fenilpropanoidnog metabolizma, koji
podrazumeva prisustvo prekursora koji nastaju pomocu dva glavna puta: put Sikiminske kiseline i put
malonske kiseline. Obuhvataju jednostavna jedinjenja sa jednim hidroksilovanim aromati¢nim
prstenom kao S$to su fenolne kiseline i kumarini do sloZenijih metabolita stilbena (dva aromati¢na
prstena), flavonoida (tri prstena) i taninskih polimera. Biljke proizvode vise od 10.000 fenolnih
jedinjenja i ve¢ina njih su produkti metabolizma fenilpropanoida, koji poti¢u iz fenilalanina ili u
manjoj meri iz tirozina. Najzastupljenija fenolna jedinjenja u biljnom materijalu su flavonoidi i
fenolne kiseline.'3!

Fenolne kiseline pokazuju razli¢ite oblike bioloske aktivnosti ukljucujuéi asimilaciju hranljivih
supstanci, sintezu proteina, aktivnost enzima i fotosintezu. U zavisnosti od toga da li u bo¢nom nizu
vezanom za fenolno jezgro sadrze jedan (C6-C1) ili tri ugljenikova atoma (C6-C3), dele se na derivate
hidroksibenzoeve kiseline i derivate hidroksicimetne kiseline. Najzastupljeniji hidroksi-derivati
benzoeve kiseline su: p-hidroksibenzoeva, vanilinska, galna, protokatehinska, siringinska i
gentizinska kiselina, koje su prisutne u biljkama u slobodnom obliku ili vezane u obliku glikozida.
Pored slobodnih hidroksilnih grupa za aromati¢no jezgro mogu biti vezane i metoksi-grupe kao $to
je to slucaj kod vanilinske kiseline. Najzastupljeniji hidroksi derivati cimetne kiseline su: p-
kumarinska, kofeinska, ferulinska i sinapinska kiselina koje su €esto prisutne u hrani kao estri sa
hininskom kiselinom ili glukozom. Najpoznatiji estar kofeinske i hininske kiseline je hlorogena
kiselina.'3!

Flavonoidi su jedinjenja sa fenil-benzopiranskim skeletom (C6-C3-C6), kod kojeg su dva
benzenova prstena spojena preko heterociklicnog piranskog prstena. Flavonoidi su Siroko
rasprostranjeni u biljnim vrstama, posebno u semenu biljaka gde se uglavnom nalaze vezani za
Sec¢erne komponente u obliku O-glikozida ili rede C-glikozida. U zavisnosti od nivoa oksidacije
piranskog C3 prstena, u biljkama su prisutni kao flavoni, izoflavoni, flavanoni, flavanoli,
dihidroflavanoli, flavan-3-oli i njihovi oligomeri (proantocijaniini) i antocijanini.'3!

Plodovi samoniklog i gajenog voca su poznati kao dobar izvor fenolnih jedinjenja i zato je
ispitivanje njihovog sastava, kao i uticaja upotrebe ovog voca na ljudsko zdravlje bilo predmet
mnogobrojnih studija.!%: 132134 Poyecan unos jagodastog vo¢a moze smanjiti rizik od poremecaja
izazvanih reaktivnim vrstama kiseonika, ukljucujuci rak, kardiovaskularne poremecaje i inflamatorne
procese. Sinteza sekundarnih metabolita u biljkama je odredena vrstom, genotipom, fiziologijom
biljke, razvojnom fazom i faktorima sredine tokom rasta. Ovo ukazuje na ¢injenicu da su fizioloski
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adaptivni odgovori koje koriste razliite taksonomske grupe biljaka u suocavanju sa stresom i
odbrambenim stimulansima specifi¢ni za taksonomski bliske grupe. Informacije o kvalitativnom i
kvantitiativnom sastavu fenolnih jedinjenja izolovanih iz semena ili drugih biljnih organa mogu
posluziti kao osnova za hemotaksonomsku klasifikaciju biljaka i utvrdivanje sli¢nosti i razlika
izmedu posmatranih taksona.!33

Najzastupljenija polifenolna jedinjenja odredena u jagodastom vocu su antocijanini (3-
glukozidi delfinidina, cijanidina, malvidina i peonidina, kao i odgovaraju¢i antocijanidini), derivati
hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline, zatim flavonoli, katehini i tanini.'*® Antocijanini su
obojeni pigmenti koji deluju kao moc¢ni antioksidansi i posebno su zastupljeni u plodovima gajenih i
samoniklih vrsta vocaka, ¢iji su plodovi zelene, zute, naranzaste, crvene, plave, ljubicaste ili skoro
crne boje. Elaginska kiselina ¢ini 50% ukupnih fenolnih jedinjenja velikog broja jagodastih vrsta,
posebno iz roda Rubus, a najvise kod maline (Rubus idaeus) 1 moZe postojati u slobodnom obliku, u
obliku glikozida, ili u vidu elagitanina (lambertianin C i sanguiin H-6). Postoji poseban interes za
elaginsku kiselinu zbog njenih potencijalnih hemopreventivnih, antiinflamatornih, antioksidativnih i
antibakterijskih efekata.>!%® Pored elaginske kiseline, u plodovima gajenih i samoniklih vrsta vo¢aka
odredene su i m- and p-kumarinska, 3,4-dimetoksicinaminska, ferulinska, kofeinska, gentizinska,
vanilinska, galna, hlorogena i protokatehinska kiselina.!33

Jagode, borovnice i aronija su bogati izvori flavon-3-ola, dok maline i borovnice imaju visok
sadrzaj tanina. Najveca koli¢ina kondenzovanih tanina sa visokim stepenom polimerizacije nalazi se
u aroniji. Pod taninima se podrazumevaju kondenzovani nehidrolizovani tanini (proantocijanidini) i
estri galne i elaginske kiseline definisani kao tanini koji se mogu hidrolizovati. Tanini igraju sustinsku
ulogu u oblikovanju senzornih svojstava voca i voénih proizvoda. Hidrolizujuéi tanini se rede
susrecu, ali je njihovo prisustvo potvrdeno u jagodi, malini i kupini. Dok su proantocijanidini
zastupljeni u borovnici i brusnici.’

Dostupna literatura se uglavnom odnosi na plod jagodastog voca, a manje na seme.!37:138

Medutim, semenke jagodastog voc¢a se obi¢no nalaze unutar mesnatog mezokarpa (osim kod jagode
gde su semenke na povrsini mesnatog dela) i u vecini slucajeva se konzumiraju zajedno sa plodom.
Njihov doprinos ukupnom sadrzaju bioaktivnih jedinjenja i bioloskoj aktivnosti jagodastog voca je
oko 60-70%, $to naglasava njihovu nutritivnu vrednost.* Elagitanini, derivati galne ili elaginske
kiseline, prisutni u semenu kupine i maline su pokazali znacajan zastitni efekat na DNK humanih
limfocita, zahvaljuju¢i svom snaZznom antioksidativnom potencijalu ve¢em od antioksidativnog
potencijala Cistih sintetickih elagitanina. Pretpostavlja se da je visok antioksidativni potencijal
ekstrakata semena rezultat sinergistiCkih efekata pojedinacnih jedinjenja prisutnih u semenu
kupine/maline.'3”-138 Uzimajuci u obzir zdravstvene koristi od konzumiranja semena jagodastog voca
1 poveéanu potraznju na trziS§tu za procenom autentiCnosti, postoji potreba za potpunom
fitohemijskom karakterizacijom razli¢itih vrsta i sorti. To bi ujedno ukazalo i na njihovu mogucéu
primenu u proizvodnji prirodne funkcionalne hrane, aditiva za hranu i dijetetskih suplemenata, kao i
u farmaceutskoj, kozmetickoj industriji i industriji sto¢ne hrane.

2.6.6 Elementalni sastav

Minerali su nutritijenti neophodni za rast, razvoj i pravilno funkcionisanje ljudskog organizma.
Adekvatan unos mineralnih supstanci je esencijalan za odrzavanje opsteg zdravlja, kao i za prevenciju
i leCenje razlicitih bolesti, kao §to su demineralizacija kostiju, arterijska hipertenzija i ukupni
kardiovaskularni rizik. PoSto organizam ne moZe da sintetiSe esencijalne elemente i elemente u
tragovima, oni se moraju redovno unositi u odgovaraju¢im koli¢inama putem ishrane. Znacajan deo
ukupnog unosa elemenata u ljudski organizam se ostvaruje konzumiranjem voca, kao jednog od
najboljih dijetetskih izvora bioaktivnih jedinjenja. Seme jagodastog voca se konzumira zajedno sa
plodom, pa je poznavanje sadrzaja esencijalnih elemenata i toksicnih metala u semenu ovog voca
znacajno za procenu njihovog doprinosa ukupnom dnevnom unosu metala.”*
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Elementi koji imaju vaznu ulogu (strukturnu ili kao aktivatori enzima) u vitalnim biohemijskim
1 fizioloskim funkcijama u Zivim organizmima prepoznati su kao esencijalni za zivot. Pored N, C, H
1 O za normalan rast i razvoj biljaka neophodno je jo$ najmanje 13 makroelemenata i mikroelemenata,
kojima se biljke snabdevaju iz vazduha, vode i zemljiSta. ZemljiSte predstavlja glavni izvor
makroelemenata u koje se ubrajaju N, P, K, Ca, Mg i S i mikroelemenata u koje spadaju Fe, Mn, B,
Mo, Cu, Zn, Cli Co.'® Distribucija i translokacija mineralnih elemenata u semenu su vazni procesi
za njegov razvoj zbog Cinjenice da su ovi elementi ukljuc¢eni u mnoge procese ve¢ od ranih faza
razvoja embriona, kao Sto su odrzavanje integriteta membrane, regulisanje koncentracije hormona i
regulacija sinteze ugljenih hidrata i proteina. Apsorpcijom vode u semenu, ovi elementi postaju
veoma pokretni i dospevaju u razli¢ite regione embriona kao $to je koren, da bi obezbedili neophodne
uslove za rupturu endosperma i semenjace, poboljsavajuci klijanje i rast biljke. Seme biljaka sadrzi
velike koli¢ine fosfora u organskom obliku, koji podrzava rast tokom ranih faza razvoja biljke. U
semenu se takode akumuliraju mineralne hranljive supstance kao sto su K, Mg, Ca, Fe, Zn, Cui Mn
koje su povezane sa odrzivoscu semena i uklju¢ene su u sintezu proteina kao enzimski aktivatori.
Fitinska kiselina deluje kao jak helator metalnih katjona u biljkama i vezuje ih u fitat, so inositol-
heksakisfosfat. Tokom klijanja, fitat disosuje i hidrolizuje pomocu fitaza, a zatim se iz fitata
oslobadaju neorganski fosfati, inozitol i minerali. !4

Seme voca je obic¢no bogato vitaminima i mineralima, stoga je vazna funkcija semena da deluje
kao izvor energije i hranljivih supstanci za novu biljku. Klijanje semena kao rana faza razvoja biljke
predstavlja period kada postoji poveéana osetljivost na metale.'#! Sadrzaj elemenata u svim delovima
biljke, ukljucujuéi i seme, zavisi od nacina na koji biljke akumuliraju, distribuiraju, metabolisu i
koriste mineralne supstance. Pored toga, mineralni sastav voca zavisi ne samo od vrste ili sorte, ve¢
1 od uslova uzgoja kao §to su tip zemljista i geografsko poreklo. Naime, uocene su razlike medu
vrstama duda sa razli¢itih podru¢ja na osnovu mineralnog sastava.'4? Takode je moguce razlikovanje
samoniklog i gajenog voc¢a na osnovu mineralnog profila. Divlje borovnice, koje rastu u prirodnim
uslovima i nisu tretirane mineralnim dubrivima, su se pokazale kao bolji izvor Ca, Na i Mg, kao i Mn
i Zn, u poredenju sa gajenim.!®3 Pored sadrzaja mineralnih supstanci prisutnih u samonikom i
gajenom vocu, njihova bioraspolozivost je vazna za procenu nutritivnog potencijala vo¢a. Dokazano
je da odredena bioloski aktivna jedinjenja prisutna u godzi bobicama, kao Sto su karotenoidi, fenolne
kiseline i flavonoidi, mogu da heliraju jone Cu i Zn i na taj nacin poboljSalju njihovu biodostupnost
u ljudskom organizmu.'** Ispitivanje biodostupnosti esencijalnih elemenata u uzorcima kupine,
maline, borovnice i jagode, ukazalo je na niZu biodostupnost Fe i Zn usled gradenja nerastvornih
jedinjenja sa fitatima i vlaknima prisutnim u voéu, u poredenju sa Cu i Mn koji grade rastvorljive
komplekse sa fitatima.'4

Poznavanje biodostupnosti, metabolizma i distribucije mineralnih supstanci u semenu razlicitih
vrsta voca je od velikog znacaja za procenu njegove bioloSke vrednosti i uticaja na ljudsko zdravlje.
Na taj nacin bi se istovremeno podstaklo bolje iskoriS¢enje biootpada, zaostalog nakon prerade voca
u prehrambenoj industriji. Pored toga, odredivanjem mineralnog sastava semena voca mogu se
definisati makroelementi i mikroelementi kao markeri autenticnosti biljnog i geografskog porekla.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1 Uzorci semena voca

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 74 uzorka semena voca, od toga 45 uzoraka vodilo je poreklo
od gajenih sorti, a 29 uzoraka od samoniklih vrsta vo¢aka. Plodovi 9 razli¢itih vrsta gajenih voc¢aka
(Tabela 1) prikupljeni su tokom jedne sezone (leto/jesen 2014. godine), u komercijalnim zasadima
¢ije su geografske koordinate (geografska Sirina i duzina) navedene u Tabeli 1. Tokom
eksperimentalne godine prose¢na dnevna temperatura je bila izmedu 11 °C1i 11,5 °C, dok je prose¢na
godiSnja koli¢ina padavina bila oko 650 L/m?. Pre sadnje, zemiljiste je adekvatno pripremljeno,
izvrSeno je suzbijanje korova i provera kiselosti tla. Rastojanje i dubina sadnje prilagodeni su svakoj
vocnoj vrsti/sorti. Sve neophodne agrotehnicke mere, kao Sto su rezidba, dubrenje i navodnjavanje,
vrsene su redovno i u skladu sa Direktivom o integrisanom upravljanju Stetoc¢inama 2009/128/EC.
Sav sadni materijal kupljen je od sertifikovanih rasadnika koji su garantovali da je materijal
razmnozen iz poznate matic¢ne biljke sa proverenim fitosanitarnim statusom, uz tvrdnju da je veran
sortnom tipu (uz originalnu etiketu). Zasad jagoda organizovan je na podignutim duplim bankovima,
prekrivenim crnom polietilenskom folijom. Borovnice su zasadene na podignutim lejama malciranim
agrotekstilom. Parcele sa malinom, kupinom, ribizlom, ogrozdom, aronijom, peruanskom jagodom i
godzijem pripremljene su potpunom obradom zemljista, gde je prostor izmedu biljaka, unutar reda,
bio ru¢no odrzavan. Svi voénjaci su imali sistem za navodnjavanje ,.kap po kap” koji je koriS¢en i za
fertigaciju. U prolece su biljke prihranjene sa NPK dubrivom (20:20:20) za stimulaciju vegetacije
rasta, dok je formulacija NPK 11:11:33 kori§¢ena u fazi orezivanja. Za jagode je kori§¢eno folijarno
kalcijumovo dubrivo sa mikroelementima i aminokiselinama, dok su kod borovnica, u fazi zametanja
i razvoja ploda, kori$¢eni amonijum- kalijum- i magnezijum-sulfat.

Seme samoniklog voc¢a dobijeno je iz plodova 23 voéne vrste, koji su prikupljeni u istom
periodu sa razli¢itih lokacija u Srbji (Tabela 2). U vreme berbe, nasumicno je sakupljen uzorak od
50 potpuno zrelih plodova. Ubrane bobice su bile tipi¢nog oblika i boje, neostec¢ene i bez znakova
bolesti.

Seme gajenog i samoniklog voca je ru¢no odvojeno od mezokarpa neposredno nakon branja,
oprano, osuseno na vazduhu do konstantne mase i usitnjeno u fini prah primenom analitickog mlina
sa te¢nim azotom (A 11 basic Analytical mill, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen/ Germany), u
cilju povecanja dodirne povrSine uzoraka semena radi efikasnije ekstrakcije ispitivanih jedinjenja.
Tako pripremljeni uzorci ¢uvani su u plasticnim bocicama, na sobnoj temperaturi do analize.
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Tabela 1. Spisak ispitanih uzoraka semena gajenog voca.
Geografske
Oznaka . koordinate
p . Zemlja .
uzorka Voéna vrsta/Porodica  Sorte Pedigre mesta
(GV) porekla prikupljanja
uzoraka
Malina/Rosaceae
1 Rubus idaeus Glen Ample Skotska Kompleksna ukrstanja koja
ukljucuju sorte
Glen Prosen i Meeker 44°45'11.4"N
2 Meeker SAD Willamette x Cuthbert 20°35'08.0"E
3 Tulameen Kanada Nootka x Glen Prosen
4 Willamette SAD Newburgh x Lloyd George
Ogrozd/
Grossulariaceae
5 Ribes uva-crispa Finska Nepoznat 44°45'11.4"N
Hinnonmaki red 20°35'08.0"E
6 Hinnonmaki Finska Od divljeg ogrozda
yellow
Kupina/ Rosaceae
7 Rubus fruticosus Cagak’s Srbija Dirksen Thornless x Black
thornless Saten oA "
8 Loch Ness Skotska Nepoznat ‘113:3% 'Z?)g"l]:jl
9 Rubus allegheniensis Triple crown SAD Carbondale 47 x Arkansas ’
545
Aronija/ Rosaceae 44°10'10.8"N
10 Aronia arbutifolia Nero Ceska Nepoznat 20°28'44.0"E
Godzi/ Solanaceae 44°37'11.3"N
11 Lycium barbarum Ningxia No 1 Kina Nepoznat 20°06'30.2"E
Peruanska jagoda/ 44°11'35.3"N
Solanaceae 20°16'44.3"E
12 Physalis peruviana Goldenberry Peru Nepoznat )
Borovnica/ Ericaceae
13 Vaccinium corymbosum  Bluecrop SAD GM-37 (Jersey x Pioneer) x
CU-5 (Stanley x June)
14 Brigita blue Australija Nepoznat on g "
15 Duke SAD (Ivanhoe x Earliblue) x (E 1426 05.4'N
19°53'17.0"E
30xE 11)
16 Patriot SAD LS3 x Earliblue
17 Spartan SAD Earliblue x US 11-93
Crna ribizla/
Grossulariaceae
18 Ribes nigrum Ben Nevis Skotska (Brodtrop x Janslunda) x
(Consort x Magnus)
19 Ben Sarek Skotska Goliath x Ojebyn
20 Bona Poljska Ojebyn x S/12 (Ribes
dikuscha x Climax)
21 Caganska crna Srbija Sadnica Malling Jet
22 Malling Juel Engleska Nepoznat
23 Ojebin Svedska Nepoznat 44°39'00.0"N
24 Ometa Svajcarska Westra x R. Nigrum 20°14'15.4"E
25 Silmu Holandija Nepoznat
26 Tenah Holandija (Goliath x R.n.) x R.n.) x
Brodtorp
27 Titania Svedska Altajskaja Desertnaja x
(Consort x Kajaanin Musta)
28 Triton Svedska Altajskaja Desertnaja x
(Consort x Kajaanin Musta)
29 Tsema Holandija (Goliath x R.n.) x R.n.) %

Brodtorp
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Tabela 1. Nastavak.
Geografske
Oznaka koordinate
uzorka Voéna vrsta/Porodica  Sorte Zemlja porekla Pedigre mesta
(GV) prikupljanja
uzoraka
Jagoda/ Rosaceae
30 Fragaria % ananassa Sel.30.8 Italija Nepoznat
31 Capri Italija ‘CIVRI-30’ x R6R1-26
32 Albion SAD Diamante x Cal 94.16—
1
33 Alba Italija Honeoye x Tudla
34 Premy Italija Nepoznat
35 Asia Italija Maya x NF101
36 Joly Italija Clery x Darselect
37 Leatitia Italija Nepoznat
38 Garda Italija Kompleksno ukrstanje
koje ukljucuje sledece
sorte: Addie, Alba,
Belmbl, Cardinal i 44°49'58 2N
Holiday 20°18'44.3"E
39 Clery Italija Sweet Charlie x ’
Marmolada
40 Roxana Italija Surprise des Halles x
Senga Sengana
41 Brilla Italija Kompleksno ukrstanje
koje ukljucuje sorte:
Alba, Brighton,
Darselect, Cesena i
Tribute
42 Jeny Italija Nepoznat
43 Irma Italija Don x sel. ISF 89.33.1.
44 VR 4 Italija Nepoznat
45 Arosa Italija Chandler x Marmolada
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Tabela 2. Spisak ispitanih uzoraka semena samoniklog voca.

Geografske koordinate

Oznaka mesta prikupljanja
uzorka Voéna vrsta (latinski naziv) Porodica Lokacija uzoraka (geografska
(SY) duZina/Srina/
nadmorska visina)
1 Beli dud (Morus alba) Moraceae Novi Beograd 20°43'E/ 44°81'N/ 78
2 Beli glog (Crategus monogyina) Rosaceae Novi Beograd 20°43'E/44°81'N/ 78
3 Burjan (Sambucus ebulus) Adoxaceae Planina 20°32'E/ 44°07'N/ 635
Rudnik
4 Crni dud (Morus nigra) Moraceae Novi Beograd 20°43'E/4°81'N/ 78
5 Crni trn  (Prunus spinosa) Rosaceae Jakovo 20°15'E/ 44°45'N/ 64
6 Crni trn (Prunus spinosa) Rosaceae Saranovo 20°51'E/ 44°13'N/ 250
7 Divlja borovnica (Vaccinium myrtillus)  Ericaceae Planina 20°16'E/ 43°20'N/ 1100
Golija
8 Divlja borovnica (Vaccinium myrtillus) Ericaceae Tara Planina 19°18'E, 43°54'N/ 1300
Grossulariaceae  Stara Planina, 22°43'E, 44°01'N, 680
9 Divlja crvena ribizla (Ribes alpinum) Radicevac
10 Divlja kupina (Rubus caesius) Rosaceae Suva Planina  22°10’E, 43°10'N, 900
11 Divlja dlakava kupina (Rubus hirtus) Rosaceae Golubac 21°37'E, 44°39'N, 179
12 Divlja malina (Rubus idaeus) Rosaceae Kopaonik 20°49'E, 43°16'N, 1200
13 Divlja tresnja (Prunus avium) Rosaceae Kusici 20°10'E, 43°50'N, 1000
14 Divlji ogrozd (Ribes grossularia) Grossulariaceae  Stara Planina, 22°43'E, 44°01'N, 680
Radicevac
15 Dunjarica (Cotoneaster interrgerumis) Rosaceae Stara Planina, 22°43'E, 44°01'N, 680
Radicevac
16 Kleka (Juniperus communis) Cupressaceae Zlatar Planina  19°47'E, 43°24'N, 850
17 Planina 20°32'E, 44°07'N, 635
Orlove kandze (Lonicera caprifolium) Rudnik
18 Poljska ruza (Rosa arvensis) Rosaceae Suva Planina  22°10’E, 43°10'N, 1100
19 Rosaceae Uvacko 19° 56" E, 43°25'N, 985
‘Burnet’ ruza (Rosa spinosissima) jezero
20 Sipurak (Rosa canina) Rosaceae Planina Zlatar 19°47'E, 43°24'N, 1000
21 Svib (Cornus sanguinea) Cornaceae Planina 20°32'E, 44°07'N, 635
Rudnik
22 Simgirika (Berberis vulgaris) Berberidaceae Beograd 20°41'E, 44°84'N, 79
Zemun
23 Sumska jagoda (Fragaria vesca) Rosaceae Zlatibor 19°40'E, 43°38'N, 700
24 Tisa (Taxus baccata) Taxaceae Beograd- 20°41'E, 44°45'N, 79
Zemun
25 Zova (Sambucus nigra) Capryfoliaceae ~ Deliblatska 21°05'E, 44°53'N, 250
Pescara
26 Crna udika (Viburnum lantana) Adoxaceae Nacionalni 22°31'E, 44°40" N, 320
park Perdap
27 Crvena udika (Viburnum opulus) Adoxaceae Tara Planina 19°18'E, 43°54'N, 700
28 Crni glog (Crataegus nigra) Rosaceae Stara Planina  21°99’E, 43°58'N, 513
29 Divlja peruanska jagoda (Physalis sp.) Solanaceae Ljig 20°14'E, 44°13'N, 210
3.2  Hemikalije i materijali

2-Aminoetil-difenilborinat (NTS) nabavljen je od firme Fluka (Steinheim, Germany), toluen,
etil-acetat, aceton, n-heksan, F'C reagens, azotna kiselina, kalijum-hlorid, amonijum-heptamolibdat
tetrahidrat, kalijum-hidroksid, hlorovodoni¢na kiselina (37%, v/v) 1 vodonik-peroksid proizvodi su
firme Merck (KGaA, Darmstadt, Nemacka), poliethilenglikol (PEG 400), cerijum(IV)-sulfat,
natrijum-hidrogensulfat monohidrat, anhidrovani magnezijum-sulfat, natrijum-karbonat, metanol
kao i sve hemikalije i ragensi koriS¢eni u elektroforezi su proizvodi kompanije Sigma-Aldrich
(Steinheim, Nemacka i St Louis, MO, USA), dok je mravlja kiselina nabavljena od kompanije
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Kemika (Zagreb, Hrvatska). Ultracista voda (0,055 pS/cm, ThermoFisher TKA MicroPure,
Niederelber, Nemacka), je koriS¢ena za pripremu ekstrakata i standarda. Filteri za Spriceve (13 mm,
PTFE membrane 0.45 pm) su proizvedeni od strane firme Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Standardi koriséeni za identifikaciju i kvantifikacju masnih kiselina: Multikomponentni
standard metil-estara masnih kiselina (Supelco® 37 Component FAME Mix, nabavljen od firme
Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA), koga ¢ine metil-estri miristinske kiseline (C14:0, tr = 7,95),
palmitinske (C16:0, tr=9,30), palmitoleinske kiselina (C16:1, tr=9,53), margarinske kiseline (C17:0,
tr=10,17), cis-10-heptadekanske kiseline (C17:1, tr=10,46), stearinske kiseline (C18:0, tr=11,23),
oleinske i elaidinske kiseline (C18:1 (ct+t), tr=11,48), linolelaidinske i linolne kiseline (C18:2 (c+t),
tr=12,07), y-linolne kiseline (C18:3 n-6, tr=12,46), a-linoleinske kiseline (C18:3 n-3, tr=12,90),
arahidinske kiselina (C20:0, tr=13,86), 11-eikozenoinske kiselina (C20:1, tr=14,19), cis-11,14-
eikozadienske kiselina (C20:2, tr=14,94) kao i jo§ 22 masne kiseline, koje nisu identifikovane u
ispitivanim uzorcima semena voca.

Standardi koris¢eni za identifikaciju i kvantifikacju Secera: glukoza (Glc), fructoza (Fru),
saharoza (Sac), trehaloza (Tre), maltoza (Mal), arabinoza (Ara) su nabavljeni od Tokyo Chemical
Industry, TCI ((Zwijndrecht, Belgium); turanoza (Tur), ramnoza (Rham), gentiobioza (Gent),
isomaltoza (Ism), panoza (Pan), rafinoza (Raf), izomaltotrioza (Ismt), maltotrioza (Malt), melibioza
(Mel), ksiloza (Xyl), celobioza (Cel), melezitoza (Mels) i maltotrioza (Maltotri), maltotetroza
(Maltotetr), maltopentoza (Maltopen), maltoheksoza (Maltohek), i maltoheptoza (Maltohep) su
proizvedene u Tokyo Chemical Industry, TCI (Tokyo, Japan); sorbitol (Sor), eritriol (Ert), arabinitol
(Arabt), manitol (Mant), i galaktitol (Glt) su proizvodi firme Sigma—Aldrich (Steinheim, Nemacka).
Za kvantifikaciju ugljenih hidrata kori§¢eni su osnovni standardni rastvori dobijeni rastvaranjem
glukoze, fruktoze i saharoze u ultraistoj vodi tako da koncentracija dobijenih rastvora bude 1000
ng/mL, dok je koncentracija ostalih standardnih rastvora iznosila 100 ng/mL. Za dobijanje standardne
serije radnih rastvora na osnovu kojih su formirane kalibracione prave, osnovni standardni rastvori
su razblazeni u rasponu koncentracija od 0,9 do 100 ng/mL, u zavisnosti od koncentracije u uzorku.

Markeri molekulskih masa korisceni kod SDS-PAGE elektroforeze: fosforilaza B (94000 Da),
albumin govedeg seruma (66000 Da), ovalbumin (45000 Da), karbonatna dehidrataza (30000 Da),
tripsin inhibitor (20100 Da), and a-laktalbumin (14400 Da).

Standardi koriséeni za identifikaciju i kvantifikacju fenolnih jedinjenja: protokatehuinska
kiselina, eskulin, gentizinska kiselina, katehin, p-hidroksibenzoeva kiselina, galna kiselina, hlorogena
kiselina, p-hidroksifenilsircetna kiselina, kofeinska kiselina, eskuletin, vanilinska kiselina,
siringinska kiselina, rutin, viteksin, polidatin, p-kumarinska kiselina, izokvercetin, apin, sinapinska
kiselina, ferulinska kiselina, naringin, astragalin, apigetrin, florizin, koniferil aldehid, miricetin,
luteolin, kvercetin, kampferol i narigenin su nabavljeni od kompanije Sigma-Aldrich (Steinheim,
Nemacka).

Standardi koriséeni za kvantifikacju metala: Osnovni multiclementalni rastvor u kojem je
koncentracija odredenih makroelemenata (Al, Ca, Fe, K, Na, Mg, S, i P) iznosila 0,5000 g/L koris¢en
je za pripremu serije standardnih rastvora (ICP-OES merenja), dok je za ICP-MS merenja, serija
standardnih rastvora napravljena od osnovnog multielementalnog rastvora, u kojem je koncentracija
odredenih mikroelemenata i elemenata u tragovima iznosila 1,0000 g/L. (Thermo Fisher Scientific,
Kandel, Nemacka). Za proveru tacnosti i preciznosti instrumenta koris¢en je standardni referentni
materijal: ERM-CD281 (rye grass), Institut za referentne materijale i merenja (IRMM). Razlike
izmedu sertifikovanih vrednosti i kvantifikovanih koncentracija odredivanih elemenata bile su ispod
10%. Rezultati odredivanja sadrzaja elemenata u referentnom materijalu su predstavljeni u Tabeli 3.
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Tabela 3. Rezultati odredivanja sadrzaja elemenata u referentom materijalu.

ERM-CD28]1 (rye grass)

Sertifikovana vrednost ~ Odredena vrednost =+ Recovery
Element + merna nesigurnost (%)
merna nesigurnost™® (mg/kg)
(mg/kg)
As 0,042 + 0,010 0,040 £ 0,012 95,24
Cd 0,120 + 0,007 0,125 + 0,005 104,17
Cr 24,8 +1,3 242+1,0 97,58
Cu 10,2+0,5 10,0 +0,4 98,04
Hg 0,0164 £ 0,0022 0,0149 £ 0,0030 90,85
Mn 82+4 80+3 97,56
Ni 15,2+0,6 15,0+0,4 98,68
Pb 1,67 +0,11 1,65+0,09 98,80
Zn 30,5+1,1 31,2+0,9 102,30
Dodatne informacije o Odredena vrednost Recovery
materijalu (g/kg) (g/kg) (%)
Ca 6,3 6,148 97,59
Fe 0,18 0,169 93,89
K 34 33,197 97,64
Mg 1,6 1,516 94,75
Na 4 4,135 103,38
P 2,8 2,751 98,25
S 3,4 3,309 97,32

*Merna nesigurnost za 95% interval pouzdanosti (vrednost faktora pokrivanja, k = 2).
3.3  Metode ekstrakcije fitohemikalija iz semena voca

Ekstrakcija lipida: Lipidi su iz semena voca ekstrahovani modifikovanom metodom po Fol¢u
(Folch).'#¢ Masa od 2 g uzorka ekstrahovana je sa 90 mL smeSe rastvaraéa metanol : hloroform (1:2,
v/v). Odmerenoj koli¢ini uzorka dodato je 30 mL metanola i sadrZaj je ekstrahovan tokom 5 minuta
na ultrazvu¢nom kupatilu, na sobnoj temperaturi. Zatim je dodato 60 mL hloroforma i ekstrakcija je
nastavljena narednih 6 h. Ostatak semenki odvojen je od organske faze centrifugiranjem u toku 10
minuta na 7000 rpm 1 uradena je jedna reekstrakcija. Dobijene organske faze su spojene i isprane sa
50 mL 0,88% vodenog rastvora kalijum-hlorida, a zatim sa 50 mL smeSe metanol : voda (1:1, v/v).
Organski sloj je suSen anhidrovanim MgSQg4, a zatim je rastvara¢ uparen do suva na rotacionim
vakuum uparivacu pod sniZzenim pritiskom. Osuseno ulje semena je odmereno, rastvoreno u 4 mL
hloroforma i ¢uvano u zamrzivacu (-20 °C) do upotrebe.

Esterifikacija masnih kiselina dobijenih iz ulja semena voca: Metil-estri masnih kiselina su
pripremljeni brzom metodom transmetilovanja u alkalnim uslovima, primenom hladnog metanolnog
rastvora kalijum-hidroksida, prate¢i ISO 12966-2:2017 standardnu metodu.'¥” Ova brza metoda
primenjiva je na rutinske analize masti i ulja koja sadrze masne kiseline pocev od buterne kiseline
(C4:0). Odmereno je oko 0,1 g ekstrahovanog ulja i rastvoreno u 2 mL n-heksana, u plasti¢noj kiveti
od 10 mL. Potom je dodato 1 mL metanolnog rastvora kalijum-hidroksida koncentracije 2 mol/L i
sadrzaj kivete je meSan na vorteksu tokom 2 minuta, na sobnoj temperaturi. Heksanski sloj je odvojen
centrifugiranjm na 4000 obrtaja tokom 5 minuta i rastvor je osusen dodatkom 1 g soli natrijum-
hidrogensulfata monohidrata. Nakon odvajanja sredstva za susenje u vidu taloga, 1 mL heksanskog
sloja je prenet u vijalu od 2 mL za analizu masnih kiselina. Dobijeni ekstrakti metil-estara masnih
kiselina su pre analize razblazeni 100 puta (10 pL pocetnog ekstrakta razblazeno je do 1 mL sa n-
heksanom).
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Ekstrakcija Secera: Za ekstrakciju Sec¢era odmereno je oko 0,1 g svakog uzorka i dodato je 10
mL ultraCiste vode, nakon cega je sadrzaj meSan u toku 30 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu, na
sobnoj temperaturi. Ekstrakti su centrifugirani 10 minuta na 8000 rpm, profiltrirani kroz 0,45 pm
membranske PTFE filtere i u dobijenim filtratima je odreden sadrzaj ugljenih hidrata.

Ekstrakcija proteina: Nakon ekstrakcije lipidne frakcije i odmaséivanja uzoraka uradena je
ekstrakcija proteina semena jagodastog voca sa Tris/HCI puferom prema ranije opisanoj proceduri.®
Masa od 0,1 g odmas¢enog uzorka ekstrahovana je sa 1 mL Tris/HCI pufera koncentracije 0,03 mol/L
(pH = 8), koji je sadrzavao 0,01 mol/L rastvora B-merkaptoetanola, u toku 2 h na sobnoj temperaturi
uz intenzivno mesanje na mehanickoj mesalici. Sakupljeni supernatanti nakon centrifugiranja na
17000 g u toku 10 minuta (Sigma Aldrich 201M centrifuge, Osterode am Harz, Nemacka ) su
koriS¢eni za dalje spektrofotometrijske i elektroforetske analize.

Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja: 1zmereno je oko 0,5 g uzoraka semena voéa i dodato je 10
mL meSavine metanol - voda (70:30, v/v) zakiSeljene sa 0,1% HCI. Ekstrakcija je vrSena na
ultrazvu¢nom kupatilu (Sonic, Nis, Srbija) u toku 30 min, a zatim je sadrzaj centrifugiran 15 minuta
na 8000 rpm (Thermo Scientific Centrifuge, SL 16, Massachusetts, USA). Ekstrakcije su izvedene u
tri ponavljanja, supernatanti su sakupljeni i koncentrovani do suva koris¢enjem rotacionog vakuum
uparivaca (IKA RV 05 basic Rotary Evaporator, Staufen, Nemacka) pod snizenim pritiskom na 35°C.
Ostatak nakon uparavanja rastvoren je u 10 mL metanola i ¢uvan na 4°C. Uzorci su filtrirani kroz
0,45 um membranske filtere (Siringe Filter, PTFE, Supelco) pre dalje analize.

Priprema uzorvaka za analizu elemenata: Uzorci semena voca su za analizu elemenata
pripremljeni metodom mokre digestije. Masa od oko 0,25 g svakog uzorka odmerena je u
politetrafluoroetilenske (PTFE) kivete, koje su prethodno oprane potapanjem u 10% rastvor azotne
kiseline u toku 12 h, a zatim ispirane destilovanom vodom. Potom je u kivete dodato 7 mL 65%
azotne kiseline i I mL 30 % vodonik-peroksida. Digestija uzoraka je vrSena tokom 6 h na temperaturi
od 85 °C. Nakon zavrSene digestije, uzorci su ohladeni i kvantitativno preneti u normalne sudove
zapremine 25 mL i razblazeni ultracistom vodom. Rastvor slepe probe je pripremljen prema istoj
proceduri. Pripremljeni rastvori uzoraka su ¢uvani u frizideru (4°C) do analize.

3.4  Hemijska karakterizacija semena gajenog i samoniklog voéa

3.4.1 Lipidni profil semena vocéa dobijen primenom visokoefikasne tankoslojne
hromatografije

Optimizacija uslova u tankoslojnoj hromatografiji

Pregled mobilnih faza koriS¢enih tokom optimizacije hromatografskog sistema za razdvajanje
lipida na tankom sloju, dat je u Tabeli 4. Kao stacionarna faza koriS¢en je silika gel 60 F254 nanet
na alumnijumske plo¢ice (HPTLC plate silica gel 60, Art. 105547, Merck, Darmstadt, Nemacka). Za
derivatizaciju hromatograma korisc¢en je rastvor cerijum-amonijum-molibdata (CAM), koji je nakon
zagrevanja ploce dao plave zone na beloj podlozi.

Priprema reagensa za derivatizaciju (CAM): Odmereno je 40 g amonijum-heptamolibdata
tetrahidrata i 1,6 g cerijum(I'V)-sulfata i rastvoreno u 720 mL destilovane vode. Potom je ukapano 80
mL koncentrovane sumporne kiseline uz mesanje i hladenje rastvora. Dobijen je bistar zuti rastvor,
koji je ¢uvan u tamnoj staklenoj boci u frizideru, do upotrebe.
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Tabela 4. Mobilne faze kori$¢ene u optimizaciji hromatografskih uslova.

Tip .
hromatografije Mobilna faza
1D n-Heksan/dietil-etar/sir¢etna kiselina (80:20:1)
1D n-Heksan/dietil-etar/sir¢etna kiselina (60:40:1)
1D Hloroform/metanol/voda (65:25:4)
1D Hloroform/aceton/metanol/sir¢etna kiselina/voda (50:20:10:10:5)
MOD Kupke i saradnici 4
MOD Vajt i saradnici (White) 4
1. smer hloroform/metanol/voda (65:25:4),
2D 2. smer hloroform/aceton/metanol/siréetna kiselina/voda
(50:20:10:10:5)
D 1. smer n-heksan/dietil-etar/sir¢etna kiselina (70:30:1,5)
2. smer hloroform/metanol/voda (65:25:4)
D 1. smer n-heksan/dietil-etar/siretna kiselina (60:40:1)
2. smer n-heksan/dietil-etar/siretna kiselina (80:20:1)
D 1. smer Vajt i saradnici'#’

2. smer n-heksan/dietil-etar/sir¢etna kiselina (60:40:1)
1D- jednodimenzionalna, 2D-dvodimenzionalna, MOD- multi-jednodimenzionalna

Dvodimenzionalna TLC uradena je na ploCicama koje su parcijalno impregnirane srebro-
nitratom. U prvom smeru je kori§¢ena multi-jednodimenzionalana tankoslojna hromatografija prema
Vajtu i saradnicima '*°, a u drugom smeru kao mobilna faza je koriS¢ena smesa: n-heksan/dietil-
etar/sir¢etna kiselina (70:30:1). Posle impregnacije, plo€ice su susene na vazduhu tokom 30 minuta i
aktivirane tokom 30 ili 60 minuta u susnici na temperaturi od 110 °C.

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija

Pripremljeni ekstrakti lipida, zapremine 1 pL, naneti su na staklene ploce silika gela (HPTLC
plate silica gel 60, Art. 105461, Merck, Darmstadt, Germany) upotrebom Linomata (CAMAG,
Muttenz, Switzerland). Koris¢ene su ploc¢e dimenzija 20x10 cm, zone su nanete u obliku traka Sirine
6 mm, a front rastvaraca iznosio je 90 mm. KoriS¢eno je gradijentno eluiranje, uz upotrebu Cetiri
mobilne faze prema sledecem redosledu: do 25 mm hloroform:metanol:sir¢etna kiselina (90:10:1,
v/A/v), do 70 mm n-heksan:dietil-etar:aceton (60:40:5, v/v/v), do 85 mm n-heksan:dietil-etar (97:3,
v/v) i do 90 mm 100% n-heksan.'* Hromatogrami su razvijani u hromatografskoj kadi sa dva kanala
(CAMAG, Muttenz, Switzerland), zasi¢enoj parama rastvaraca u toku 10 minuta. Nakon razvijanja
svake mobilne faze, plo¢e su suSene u struji toplog vazduha. Hromatogrami su derivatizovani
uranjanjem ploca u sveze pripremljeni rastvor cerijum-amonijum-molibdata. PloCice su potom
osusene u struji toplog vazaduha i zagrevane na 110 °C tokom 5 minuta. Dobijeni hromatogrami su
snimljeni fotoaparatom i obradeni upotrebom ImagelJ programa, u cilju dobijanja podataka pogodnih
za dalju statisticku evaluaciju.

3.4.2 Profil masnih Kkiselina dobijen primenom gasne hromatografije sa masenom
spektrometrijom (GC-MS)

GC-MS analiza je radena upotrebom Thermo Fisher Focus GC polaris Q sistema sa TR-WAX-
MS kapilarnom kolonom (Carlsbad, USA). Ekstrakti metil-estara masnih kiselina semena gajenog i
samoniklog voca razdvojeni su na kapilarnoj HP-88 koloni (0,20 um debljina filma, 30 m duZzina
kolone i pre¢nik 0,25 mm). Temperaturni program peénice: inicijalna temperatura 50 °C (1 minut),
zatim 25 °C/min do 200 °C i na kraju 3 °C/min do 230 °C (18 minuta).

30



Doktorska disertacija EKSPERIMENTALNI DEO

Radni uslovi su bili slede¢i: temperatura injektora, transfer linije i jonskog izvora redom
250 °C, 260 °C i 260 °C. Zapremina injektovanog uzorka bila je 1 pL, injektor je bio u split modu
(50:1). Kao noseci gas koriS¢en je helijum sa brzinom protoka 1 mL/min. Vreme trajanja analize
iznosilo je 35 minuta. Metil-estri masnih kiselina su identifikovani poredenjem retencionog vremena
dobijenih signala u uzorcima sa retencionim vremenima standardnih supstanci iz multikomponentnog
FAME standarda (Tabela 5), kao i analizom dobijenih masenih spektara uzoraka i standarda sa onima
u NIST bazi podataka. Rezultati sadrzaja masnih kiselina u uzorcima semena voca izrazeni su kao
relativni sadrzaj (%), dobijen metodom unutrasnjeg normiranja. Polazec¢i od Cinjenice da ukupna
povrsina svih eluiranih komponenata prisutnih na hromatogramu predstavlja 100%, izracunat je
procenat povrsSine svake od analiziranih masnih kiselina kao udeo povrSine odgovarajuceg pika u
odnosu na zbir povrSina svih eluiranih pikova. Relativni sadrzaj odgovaraju¢ih metil-estara masnih
kiselina predstavlja njihov maseni udeo u smesi svih eluiranih komponenata. Izrazeni rezultati
predstavljaju srednju vrednost dva ponovljena merenja za svaki analizirani uzorak. Ponovljivost
merenja (izrazena kao srednja vrednost relativne standardne devijacije) za komponente sa niskim
sadrzajem u uzorku (manje od 5%) bila je do 3%, dok je RSD za komponentne prisutne u uzorku u
koli¢ini vecoj od 5% iznosila izmedu 1-2%.

Tabela 5. Spisak standarda koris¢enih metil-estara masnih kiselina.

Metil-estri masnih Kiselina

prisutni u standardu Nazivi masnih kiselina

tr Lipidni broj

7,95 Cl14:0 Metil-tetradekanoat Miristinska kiselina

9,30 Cl6:0 Metil-palmitat Palmitinska kiselina

9,53 Clé6:1 Metil-palmitoleat Palmitoleinska kiselina

10,17 C17:0 Metil-heptadekanoat Margarinska kiselina

10,46 C17:1 Metil-estar cis-10-heptadekanske kiselina cis-10-Heptadekanske kiselina
11,23 C18:0 Metil-oktadekanoat Stearinska kiselina

s Cintey Ml dnde il Ol o

207 Cisa ey Mo Il
12,46 C18:3n-6 Metil-estar gama-linolne kiseline y-Linolna kiselina

12,90 C18:3n-3 Metil-linolenat a-Linoleinska kiselina

13,86 C20:0 Metil-arahidat Arahidinska kiselina

14,19 C20:1 Metil-cis 11-eiokozenoat 11-Eikozenoinska kiselina
14,94 C20:2 Metil-estar cis-11,14-eikozadienske kiseline cis-11,14-Eikozadienska kiselina

3.4.3 Analiza profila Se¢era primenom visokoefikasne jonske hromatografije

Identifikacija i kvantifikacija ugljenih hidrata u ekstraktima semena voc¢a uradena je primenom
tecnog hromatografskog sistema ICS 3000 DP (Dionex, Sunnzvale, CA, USA). Sistem je opremljen
sfernom anjon-izmenjivackom kolonom CarboPac PA100 (dimenzija 4 x 250 mm, veli¢ina Cestica
8,5 mm) (Dionex) na 30 °C, koja je kori¢ena za hromatografsko razdvajanje Secera, ICS AS-DV 50
autosamplerom (Dionex) pomocu kojeg su uzorci injektovani (zapremina uzorka: 25 pL), CarboPac
PA100 Guard kolonom (4x50 mm) kao pretkolonom za dodatno uklanjanje necisto¢a i pulsnim
amperometrijskim detektorom (PAD). Mobilna faza se sastojala od 600 mmol/L natrijum-hidroksida
(A), 500 mmol/L natrijum-acetata (B) i ultraciste vode (C), a kori$¢ena je prema slede¢em linearnom
gradijentnom programu (brzina protoka, 0,7 mL/min): 0-5 min, 15% A, 85% C; 5,0-5,1 min, 15%
A, 2% B, 83% C; 5,1-12,0 min, 15% A, 2% B, 83% C; 12,0 -12,1 min, 15% A, 4% B, 81% C; 12,1
— 20,0 min 15% A, 4% B, 81% C; 2,0 — 20,1 min 20% A, 20% B, 60% C; 20,1 — 30,0 min 20% A,
20% B, 60% C. Sistem je prekondicioniran mobilnom fazom koja se sastojala od 15% A i1 85% C,
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tokom 15 minuta. Za detekciju Secera u uzorcima semena voca kori$c¢en je elektrohemijski detektor,
koji se sastojao od Ag/AgCl referentne elektroda i zlatne, radne elektrode. Softverski paket
Chromeleon (verzija 6.80) je koris¢en za kontrolu uredaja, dokumentovanje i analizu podataka.
Parametar linearnog modela, koeficijent korelacije (R?), standardna devijacija (SD), relativna
standardna devijacija (RSD), granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) za svaki standard Secera
koriS¢en za kvantifikaciju dati su u Tabeli 6. Rezultati sadrZaja Secera u ispitivanim uzorcima su
predstavljeni kao srednje vrednosti tri ponovljena merenja izraZzene u mg/g.

Tabela 6. Parametar linearnog modela, koeficijent korelacije (R?), standardna devijacija (SD),
relativna standardna devijacija (RSD), granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) za svaki
standard Secera koriS¢en za kvantifikaciju.

“ . . 5 o LOD LOQ
Seéeri Nagib R SD RSD (%) (mg/g) (mg/g)
Eritrol 1,234 0,9956 1,856 2,85 0,039 0,129
Glicerol 3,577 10,9986 1,086 2,96 0,053 0,175
Arabinitol 2,697 0,9963 2,356 3,02 0,047 0,155
Sorbitol 4919 0,9990 1,842 2,41 0,027 0,089
Galaktitol 2,777  0,9945 1,986 3,68 0,035 0,116
Manitol 3,539  0,9951 2,893 3,41 0,039 0,129
Trehaloza 0,538 0,9991 1,365 4,02 0,043 0,142
Ramnoza 1,256 00,9987 3,256 4,65 0,062 0,205
Arabinoza 1,310 0,9993 2,965 1,02 0,044 0,145
Ksiloza 1,322 0,9987 2,441 1,42 0,057 0,188
Glukoza 1,224 0,9992 5,325 1,05 0,031 0,102
Fruktoza 1,094  0,9994 5,689 1,04 0,046 0,152
Melibioza 1,153  0,9978 4,214 3,56 0,062 0,205
Izomaltoza 1,249  0,9935 5,632 4,65 0,063 0,208
Saharoza 0,560  0,9990 3,211 4,52 0,029 0,096
Celibioza 0,719  0,9987 2,985 2,89 0,038 0,125
Melezitoza 0,606 0,9974 4,659 3,86 0,045 0,149
Gentiobioza 1,798  0,9962 5,332 4,03 0,052 0,172
Turanoza 3,459  0,9975 2,963 4,56 0,067 0,221
Rafinoza 1,008 0,9971 4,698 4,36 0,044 0,145
Izomaltotrioza 0,563 00,9941 5,896 4,33 0,187 0,617
Maltoza 0,676  0,9962 4,227 3,12 0,089 0,294
Panoza 0,703  0,9953 6,325 4,05 0,156 0,515
Maltotrioza 0,807  0,9948 5,356 4,68 0,073 0,241
Maltotrteraoza 0,567 00,9935 6,332 4,73 0,095 0,314
Maltopentaoza 0,591  0,9937 5,895 4,58 0,103 0,340
Maltoheksaoza 0,372  0,9921 6,056 4,86 0,128 0,422
Maltoheptaoza 0,317  0,9933 4,997 4,54 0,132 0,436

3.4.4 Odredivanje sadrZaja proteina i elektroforetski proteinski profil semena voca
3.4.4.1 Spektrofotometrijsko odredivanje sadrZaja rastvorljivih proteina Bradfordovom
metodom

Sadrzaj ekstraktibilnih proteina odreden je ranije opisanom Bradfordovom metodom.¢’
Zapremina od 100 pL pripremljenih ekstrakata proteina je pomesana sa 5 mL Bradfordovog reagensa
1 intenzivno mesana na vorteksu, a zatim ostavljena 20 min na sobnoj temperaturi. Sadrzaj ukupnih
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rastvorljivih proteina odreden je spektrofotometrijski (UV-1800 Spektrofotometar, Shimadzu, USA),
merenjem apsorbancije na talasnoj duzini od 595 nm. Albumin iz govedeg seruma je koris¢en za
pripremu standardnih rastvora, na osnovu kojih je konstruisana kalibraciona kriva. Koli¢ina prisutnih
proteina izracunata je metodom najmanjih kvadrata i izrazena kao g BSA u 100 g suvog odmaséenog
uzorka semena voca. Sva merenja su uradena u tri ponavljanja, a rezultat je izrazen kao srednja
vrednost & standardna devijacija.

Za pripremu Bradfordovog reagensa odmerena je masa od 100 mg boje Coomassie® brilliant
blue G250 i dodato 50 mL 95% etanola, zatim 100 mL 85% fosforne kiseline i 850 mL destilovane
vode. Ovako pripremljen reagens je Cuvan na tamnom mestu i profiltriran pre upotrebe kroz Watman
filter hartiju (WNo1).

3.4.4.2 Gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE) u redukuju¢im uslovima
je izvedena prema metodi koju su opisali Fling i Gregerson.!>® Koris¢en je vertikalni sistem za
elektroforezu LKB-2001-100 sa gel plo¢ama (dimenzije 145x155x%1,5 mm) u kombinaciji sa izvorom
napajanja LKB Macrodrive 5 i LKB-MultiTemp II kao rashladnom jedinicom (LKB, Upsala,
Sweden), na konstantnoj temperaturi od 10 °C. Upotrebljen je 12,5% (w/v), pH 8,85 gel za
razdvajanje 1 5% (w/v) pH 6,80 gel za koncentrovanje, dok je Tris-glicin (pH = 8,3) koris¢en kao
radni rastvor pufera, koji ¢ine 0,05 mol/L Tris, 0,19 mol/L glicin i 0,1% (w/v) SDS. Ekstrakati
uzoraka semena su razblazeni puferom za uzorke pH 6,80 (0,055 mol/L Tris-HCI, 2% (w/v) SDS, 5%
(v/v) B-merkaptoetanol, 0,0025% (w/v) bromfenolplavo, 7% (v/v) glicerol) do koncentracije od 0,25
mg proteina/mL i zagrejani u kljucalom vodenom kupatilu u toku 5 minuta. Nakon hladenja, 100 pL.
svakog uzorka naneto je u bunare gela za elektroforezu. Elektroforeza je inicijalno radena pri jacini
struje od 30 mA, dok polipeptidi iz koncentrujuceg gela nisu presli u razdvajajuci gel, kada je jacina
struje dostigla vrednost od 45 mA. Elektroforeza je radena u toku 4 h, a potom su gelovi fiksirani i
bojeni upotrebom prethodno pripremljenog 0,23 % (w/v) rastvora boje (Coomassie brilliant blue
R250), koji je sadrzao 3,90% (w/v) trihlorsir¢etne kiseline, 17% (v/v) metanola i 6% (v/v) sirCetne
kiseline. Za obezbojavanje gela i kontrastiranje proteinskih traka kori§¢en je rastvor 18% (v/v) etanola
1 8% (v/v) sirCetne kiseline. Gelovi su skenirani i analizirani upotrebom SigmaGel programa
(SigmaGel software version 1.1, Jandal Scientific, San Rafael, CA) i Image J programa. Sadrzaj
ekstrahovanih proteina izraZen u %, izracunat je kao udeo povrSine identifikovanih polipeptida u
odnosu na ukupnu povrsinu svih detektovanih polipeptida. Analiza je izvodena u dva ponavljanja za
svaku gel elektroforezu i koriS¢enjem uzoraka iz dve nezavisne ekstrakcije proteina, a rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost ponovljenih merenja.

3.4.5 Odredivanje polifenolnog profila uzoraka semena samoniklog i gajenog voéa
3.4.5.1 Spektrofotometrijsko odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola

Ukupan sadrzaj polifenola (eng. Total Phenolic Content, TPC) u analiziranim uzorcima
odreden je spektrofotometrijski (GBC UV-Visible Cintra 6 spektrofotometar, Dandenong, VIC,
Australia) uz upotrebu FC reagensa i galne kiseline kao standarda, prema postupku opisanom u
literaturi.'>! SmeSa od 0,5 mL ekstrakta uzorka i 0,5 mL ultra¢iste vode pomeSana je sa 2,5 mL 10 %
FC reagensa. Posle 5 min, dodato je 2 mL 7,5% vodenog rastvora natrijum-karbonata. Ovako dobijeni
rastvor je inkubiran 2 h na sobnoj temperaturi na tamnom mestu, nakon ¢ega je merena apsorbancija
na talasnoj duzini od 765 nm. Galna kiselina je koriS¢ena za pripremu standardnih rastvora
koncentracija od 20, 40, 60, 80 i 100 mg/L, pomocu kojih je konstruisana kalibraciona kriva. Rezultati
su izrazeni kao g ekvivalenta galne kiseline po kilogramu osusenog uzorka (g GAE/kg). Sva merenja
su uradena u tri ponavljanja, a rezultat je izrazen kao srednja vrednost = standardna devijacija.
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3.4.5.2 HPTLC fenolni profil

Za dobijanje fenolnog profila uzoraka gajenog i samoniklog voca primenjena je tehnika uzlazne
visokoefikasne tankoslojne hromatografije. Alikvoti od 10 puL svakog ekstrakta semena voca naneti
su na ploce silika gela 60 (dimenzije 20 x 10 cm) kao zone Sirine 8 mm, upotrebom TLC CAMAG
Linomat 4 za automatsko nanoenje uzorka (CAMAG, Muttenz, Svajcarska). Ploge su razvijene u
hromatografskoj kadi (CAMAG), primenom smese toluen : etil-acetat : mravlja kiselina : voda
(3:6:1:0,6, v/v/v/v) kao mobilne faze. Front rastvaraca iznosio je 70 mm. Nakon hromatografskog
razdvajanja, ploce su osuSene u struji toplog vazduha i zagrejane 3 minuta na 100 °C (TLC Heater
111, CAMAG), a zatim su uronjene u rastvor za derivatizaciju (0,5% rastvor etanolamin-difenilborata
u etil-acetatu) u toku 1 sekunde sa brzinom uranjanja 3,5 cm/s (Chromatogram Immersion Device IlI,
CAMAG). Nakon suSenja na vazduhu, plo¢e su ponovo uronjene u 5% rastvor polietilenglikola 400
u dihlormetanu, u cilju poboljsanja intenziteta fluorescencije i stabilizacije zona. Slike su snimljene
na talasnoj duzini od 366 nm pomocu Digistore 2 (CAMAG) uredaja za analizu slika u kombinaciji
sa Reprostar 3 (CAMAG) sistemom. Fotografije su sacuvane kao TIF datoteke za dalju obradu.

3.4.5.3 Identifikacija fenolnih jedinjenja primenom masena spektrometrije UPLC-LTQ
OrbiTrap MS

Razdvajanje i identifikacija fenolnih jedinjenja iz uzoraka semena gajenog i samoniklog voca
uradeni su primenom sistema za ultracfikasnu te¢nu hromatografiju (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Nemacka) sa hibridnim masenim spektrometrom visoke rezolucije koji se sastoji iz linearne
jonske zamke i Orbitrap analizatora. Sistem je opremljen Syncronis C18 analitickom kolonom (100
x 2,1 mm, veli¢ina Cestica 1,7 um), Accela autosemplerom i kvaternarnom Accela 600 pumpom.
Sastav mobilne faze bio je sledeci: (A) voda i 0,1% mravlja kiselina i (B) acetonitril i 0,1% mravlja
kiselina, koji su linearno gradijentno eluirani prema slede¢em programu: 0,0—1,0 min 5% B, 1,0-14,0
min 5-95% B, 14,0-14,2 min od 95% do 5% B, zatim 5% B do 20 min.'3? Brzina protoka mobilne
faze bila je 0,3 mL/min, dok je zapremina injektovanog uzorka bila 5 pL. Elektrosprej jonizacija je
izvedena u negativnom jonizacionom rezimu, obuhvataju¢i opseg od 100 do 1000 m/z. Napon
jonskog izvora bio je 5 kV, temperatura kapilara 300 °C, glavni i pomo¢ni protok gasa (N2), 401 8
proizvodnih jedinica. Identifikacija fenolnih jedinjenja u uzorcima semena voca je izvrSena na osnovu
odgovarajuc¢ih spektralnih karakteristika: masenih spektara, tacne mase, karakteristicnih obrazaca
fragmentacije i karakteristicnog vremena zadrzavanja (retenciono vreme). Prisustvo pojedinih
fenolnih jedinjenja je potvrdeno poredenjem dobijenih masenih hromatograma sa dostupnim
standardima ili u sluc¢aju nedostatka standarda poredenjem sa putevima MS fragmentacije datim u
literaturi.'33-158 Molekulske formule jedinjenja su dobijene na osnovu snimljenih monoizotopskih
masa molekulskog jona, dok je analiza karakteristi¢nih puteva fragmentacije ispitivanih jedinjenja
koriS¢ena za razjaSnjavanje njihove strukture. ChemDraw softver za uredivanje molekula (verzija
12.0, CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA) i genericki servis hemijske baze podataka ChemSpider
(vvv.chemspider.com) su koriS¢eni za izraCunavanje tacnih masa ispitivanih jedinjenja. Xcalibur
softver (version 2.1, Thermo Fisher Scientific) je koriS¢en za kontrolu instrumenta, kao i za
prikljupljanje i obradu podataka.

3.4.5.4 Kvantifikacija fenolnih jedinjenja primenom masene spektrometrije UPLC-DAD
MS/MS

Polifenolna jedinjenja u uzorcima semena voca su razdvojena i kvantifikovana primenom
Dionex Ultimate 3000 HPLC sistema. Dati sistem je opremljen sa ultraviolentnim detektorom sa
veéim brojem dioda (eng. Diode Array Detector — DAD) povezanim na 7SQ Quantum Access Max
maseni spektrometar sa detektorom sa tri analizatora - trostruki kvadrupol (UPLC-DAD MS/MS).
Karakteristike analiticke kolone, sastav mobilne faze, gradijent eluiranja, brzina protoka mobile faze
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i injekciona zapremina su detaljno opisani u prethodnom odeljku koji se odnosi na kvalitativnu
analizu fenola.

Kori$¢eni maseni spektrometar 7SQ Quantum Access Max sa elektrosprej jonskim izvorom bio
je zagrejan na temperaturu od 200 °C, napon elektrospreja iznosio je 5 kV, dok je temperatura
koris¢ene kapilare bila 300 °C.!> Snimanje masenog spektra je izvr§eno u negativnom rezimu unutar
odabranog opsega (100 - 1000 m/z). Za sve standarde polifenola kori§¢ene za kvantifikaciju snimljen
je molekulski jon i dva fragmenta najjaceg intenziteta iz MS/MS spektra (Tabela 7). Za kontrolu
instrumenta, dokumentovanje i distribuciju podataka koriS¢en je Xcalibur softver (verzija 2.2).
Komercijalni standardi su koris¢eni za identifikaciju polifenola. Koli¢ina prisutnih polifenolnih
jedinjenja izraCunata je metodom najmanjih kvadrata i izrazena u mg/kg suvog uzorka.

Molekulski jon (m/z) i osnovni MS/MS fragmenti (m/z) sa kolizionim energijama (eV),
regresioni parametri (Y = A + BX), koeficijent determinacije (R?), granice detekcije (LOD) i
kvantifikacije (LOQ) i SE — standardna greska, za svaki kori$¢eni standard polifenola dati su Tabeli
7.
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Tabela 7. Molekulski jon (m/z) 1 osnovni MS/MS fragmenti (m/z) sa kolizionim energijama (eV), regresioni parametri (Y = A + BX), koeficijent
determinacije (R?), granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) i SE — standardna gre$ka za svaki kori$¢eni standard fenola.

Jedinieni Molekulski jon, MS/MS fragmenti, m/z Y = A + BX (x10%) 2 LOD LOQ
edinjenje .. . R
m/z (Koliziona energija, eV) (A = SE) (B SE) (mg/L) (mg/L)

Protokatehinska Kkiselina (PrA) 153,013 108,09(23); 109,10(14) -0,47+0,23 23,78 £0,24 0,9980 0,10 0,34
Eskulin (Esk) 339,080 133,09(44); 177,06(25) -0,41+£0,32 113,24 £0,34 0,9999 0.01 0,05
Gentizinska kiselina (GA) 153,003 108,07(5); 109,10(15) -0,07 +£1,03 28,50 + 1,80 0,9998 0,02 0,06
Katehin (Cat) 289,094 203,00(23); 245,03(31) -1,72+£0,70 107,71 £ 1,35 0,9943 0,07 0,23
p-Hidroksibenzoeva kiselina (HBA) 137,057 93,19(19); 108,33(22) -0,05+0,10 1,96 £ 0,08 0,9934 0,14 0,48
Hlorogena Kkiselina (CGA) 353,103 191,28(25) -232+1,13 286,00 + 2,08 0,9997 0,02 0,07
p-Hidroksifenilsiréetna kiselina (HFA) 151,018 136,03(15); 92,11(22) 0,73 +0,26 6,53 +£0,22 0,9944 0,20 0,67
Kofeinska kiselina (CA) 179,004 134,00(13); 135,00(16) 0,20 £ 1,60 417,02 +£3,24 0,9997 0,02 0,07
Eskuletin (Ek) 176,992 150,25(20); 133,28(19) 4,63 +£5,28 264,84 £7,34 0,9946 0,12 0,39
Vanilinska Kiselina (VA) 167,018 152,02(15); 108,23(21) -1,68 £2,39 77,11 £2,33 0,9945 0,18 0,60
Siringinska Kkiselina (SirA) 197,046 182,02(21); 153,02(16) -2,50+ 1,00 69,28 +1,05 0,9982 0,09 0,30
Rutin (Rut) 609,197 299,98(42); 301,20(32) -1,22+1,31 206,49 +£2,31 0,9994 0,03 0,11
Viteksin (Vit) 430,999 311,06(27); 383,06(36) —-5,94+£3,42 196,63 + 8,86 0,9919 0,09 0,29
Polidatin (Pld) 389,400 227,07(5); 185,20(32) -0,35+0,16 3,52+0,14 0,9921 0,20 0,67
p-Kumarinska kiselina (CouA) 163,031 93,12(39); 119,09(16) 1,43 +£0,50 4,17 £0,12 0,9977 0,07 0,22
Izokvercitrin (IsoQue) 447,316 300,96(20); 270,82(38) -0,31 +1,48 157,16 £ 1,56 0,9992 0,06 0,20
Apin (Apn) 563,056 269,01(41); 461,16(28) -2,50+0,91 32,69 +1,18 0,9923 0,14 0,47
Sinapinska kiselina (SinA) 223,082 149,21(36); 151,42(29) 0,00 £ 0,03 2,56 £0,07 0,9984 0,04 0,14
Ferulinska kiselina (FA) 193,057 134,00(18); 178,00(15) 0,08 £0,08 10,07 +£0,21 0,9933 0,15 0,50
Naringin (Nar) 579,241 151,42(43); 217,26(33) —0,64 £0,48 112,09 £0,91 0,9939 0,08 0,27
Astragalin (Ast) 447,008 284,03(29); 255,03(43) -1,47+1,79 189,25 +£4,65 0,9970 0,05 0,16
Apigetrin (Apg) 431,004 268.03(36); 239,11(53) 221 +£2,17 194,34 +£4,19 0,9972 0,06 0,20
Florizin (Plz) 435,149 273,16(20); 167,16(34) 0,26 £0,74 155,32 +£1,43 0,9995 0,03 0,09
Koniferil aldehid (CA) 177,083 162,10(16); 134,12(22) -2,45+0,98 29,31 +£0,94 0,9938 0,19 0,59
Miricetin (Myr) 317,052 109,31(45); 150,97(27) 0,31 +0,41 26,17 + 1,02 0,9980 0,06 0,21
Luteolin (Lut) 285,035 133,06(36); 151,03(28) ~434+2,99 423,84 5,75 0,9991 0,04 0,13
Kvercetin (Que) 301,026 151,01(22); 179,00(20) -11,52 +2,86 319,38 £4,92 0,9988 0,05 0,16
Naringenin (Narn) 271,036 151,01(20); 107,07(26) -1,13+0,37 49,01 £0,72 0,9991 0,04 0,13
Apigenin (Apgn) 269,032 151,00(26); 225,09(23) —4,31+0,76 192,40 £ 1,46 0,9997 0,02 0,07
Kampferol (Kfrl) 285,074 211,00(32); 227,00(32) -5,08 £1,43 197,97 £2,58 0,9991 0,04 0,12
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3.4.6 Analiza makroelemenata , mikroelemenata i elemenata u tragovima

Svi uzorci semena voca analizirani su u duplikatu, dok su koncentracije elemenata odredene u
tri ponovljena merenja. Koncentracija makroelemenata (Al, Ca, Fe, K, Na, Mg, S, i P) je odredena
primenom indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom spektrometrijom koju proizvodi
Thermo Fisher Scientific, United Kingdom), model 6500 Duo, opremljen CID86 detektorom.
Instrument ima optimizovano i aksijalno i radijalno posmatranje plazme. Eksperimentalni uslovi rada
instrumenta primenjeni za analizu: radna RF snaga iznosila je 1150 W, glavni protok argona bio je
12 L/min, pomo¢ni protok 0,5 L/min, protok argona u rasprsivacu iznosio je 0,5 L/min, dok je protok
uzorka iznosio 1 L/min. Ceo sistem je kontrolisan upotrebom Iteva softvera (verzija 8). Odabrane
talasne duzine analiziranih elemenata bile su: 308,2 nm (Al), 422,6 nm (Ca), 238,2 nm (Fe), 285,2
nm (Mg), 769,8 nm (K), 818,3 nm (Na), 718,2 nm (P) i 180,7 nm (S). Osnovni multielementalni
rastvor u kojem je koncentracija odredenih makroelemenata iznosila 0,5000 g/L. koris¢en je za
pripremu serije standardnih rastvora. Parametar linearnog modela, koeficijent korelacije (r) i
vrednosti granice detekcije i kvantifikacije (LOD i LOQ) za koris¢ene standarde elemenata (pg/L)
koji su odredeni upotrebom ICP-OES date su Tabeli 8.

Tabela 8. Parametar linearnog modela, koeficijent korelacije (r) i vrednosti granice detekcije i
kvantifikacije (LOD i LOQ) za standarde elemenata odredene upotrebom ICP-OES.

Element Nagib r LOD (ng/L) LOQ (pg/L)
Al 3,024 0,9994 1,02 3,04
Ca 48,25 0,9985 0,54 1,69
Fe 15,47 0,9995 0,49 1,55
K 0,145 0,9997 85,65 250
Mg 214,68 0,9999 0,06 0,20
Na 0,163 0,9987 0,84 2,65
P 0,142 0,9999 8,32 26,11
S 0,116 0,9999 4,60 13,46

Koncentracije ostalih elemenata odredene su upotrebom indukovano spregnute plazme sa
masenim detektorom, iCAP Q proizvodaca Thermo Scientific X series 2, United Kingdom). Ceo
sistem instrumenta je kontrolisan pomoc¢u softvera Qtegra Instrument Control Software (verzija
2.8.3170.392). Eksperimentalni uslovi rada instrumenta bili su slede¢i: RF snaga 1548, protok gasa
u L/min 13,9; 0,9; 0,8; vreme snimanja 3 x 50 s, snimanje je radeno u tri ponavljanja, vreme
zadrzavanja bilo je 10 ns i kori§¢en je pulsni rezim rada detektora. Izmereni su slede¢i izotopi: 7°As,
136Ba, 11Cd, ¥Co, 3°Cr, Cu, 2°2Hg, 3Mn, ®Ni, 29Pb, 36Sr, %Zn. Serija standardnih rastvora
elemenata za ICP-MS merenja napravljena je od osnovnog multielementalnog rastvora, u kojem je
koncentracija odredenih mikroelemenata i elemenata u tragovima iznosila 1,0000 g/L. Parametar
linearnog modela, koeficijent korelacije (r) i vrednosti granice detekcije i kvantifikacije (LOD i LOQ)
za koriSc¢ene stadarde elemenata (ug/L) koji su odredeni upotrebom ICP-OES date su Tabeli 9.
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Tabela 9. Parametar linearnog modela, koeficijent korelacije (r) i vrednosti granice detekcije i
kvantifikacije (LOD i LOQ) za standarde elemenata odredene upotrebom ICP-MS.

Element Nagib r LOD (ng/L) LOQ (ng/L)

0Cr 6096 0,9998 0,022 0,062
>Mn 107633 0,9995 0,036 0,114
*Co 76863 0,9998 0,001 0,003
2Ni 3270 0,9996 0,116 0,390
%Cu 18548 0,9999 0,105 0,324
7n 26795 0,9997 0,138 0,512
P As 12027 0,9996 0,008 0,028
8Sr 168887 0,9998 0,067 0,201
"2cd 6480 0,9993 0,008 0,024
¥"Ba 117593 0,9999 0,016 0,047
2Hg 8296 0,9992 0,041 0,128
2%ph 92218 0,9998 0,024 0,084

3.4.7 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada prikupljenih podataka je obuhvatila prikazivanje elemenata deskriptivne
statistike, KW test, Tuki test (eng. Tukey test), obradu slika hromatograma/elektroforegrama i njihovo
prevodenja u matricu podataka i multivarijantu analizu, PCA i PLS-DA.

Elementi deskriptivne statistike izrazeni pomoc¢u numerickih i grafickih prikaza su dobijeni
pomocu Analysis toolpack programskog dodatka u okviru programskog okruzenja Microsoft Office
Excel-a. KW jednofaktorska analiza varijanse rangova i Tuki post hoc test su uradeni upotrebom
NCSS softverskog paketa za statistiCku analizu. SigmaGel softver verzija 1.1 je koris¢ena (Jandal
Scientific, San Rafael, CA) za detekciju i kvantifikaciju specifi¢nih proteinskih traka. Obrada slika
hromatograma/elektroforegrama je izvedena primenom ImageJ softverskog programa verzija 1.53¢
(National Institute of Health, Maryland, USA) koji je dostupan na sledeCem linku
http://rsb.info.nih.gov/ij i algoritimima dostupnim u okviru PLS Toolbox statistickog paketa
(Eigenvectors Inc. v. 5.7) u okviru MATLAB verzije 7.4.0.287 (R2007a) (MathWorks INC, Natick,
MA, USA). Navedni PLS Toolbox softverski paket je koris¢en i za PCA i PLS-DA multivarijantnu
analizu podataka. Vrednosti Q i T? za Hotelingovu (Hotelling) raspodelu tokom PCA odredeni su na
95% nivo znacajnosti 1 koriS¢eni za utvrdivanje prisustva rezultata koji su posledica grubih greSaka,
dok je PLS-DA izvedena koris¢enjem SIMPLS algoritma. Optimalna slozenost i pouzdanost
rezultuju¢ih PLS-DA modela je obezbedena Cetvorostrukom unakrsnom validacijom (CV) koja je
izvedena primenom metode preklapanja (Venetian blinds).

Obrada slika u okviru Imagel programa je obuhvatila korekciju pozadine koris¢enjem FFT
propusnog filtera, koja se primenjuje zbog neujednacenog osvetljenja i horizontalnih ,linija
skeniranja®, sa Sirinom od 40 piksela za vece strukture i 3 piksela za manje. Median filter sa Sirinom
od tri piksela je koris¢en za uklanjanje Suma. Za dalju obradu podataka koja podrazumeva
poravnavanje, normiranje i centriranje podataka, upotrebljeni su algoritmi implementirani u softveru
PLS ToolBox u okviru MATLAB paketa, koji su navedeni u nastavku:

Lipidni profil (HPTLC): Variable Alignment (COW: Segment Length = 50, Slack =5, Target Sample
- Auto), SNV, Mean Centre;

Masno-kiselinski profil (GC-MS): Variable Alignment (Peak Alignment: Slack = 5, Alignment
Function= Iterative Polynomial = 0, Target Sample - Auto), SNV, Mean Centre;

Proteinski profil (SDS-PAGE): Variable Alignment (COW: Segment Length = 50, Slack =5, Target
Sample - Auto), SNV, Mean Centre;
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Secerni profil (HPAEC/PAD): Variable Alignment (COW: Segment Length = 50, Slack = 5, Target
Sample - Auto), SNV, Median Centre;

Fenolni profil (HPTLC): Variable Alignment (COW: Segment Length = 50, Slack =5, Target Sample
- Auto), SNV, Mean Centre;

Elementalni profil (ICP-OES/MS): Autoskaliranje.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Metabolomicka procena autenti¢nosti semena voéa

Traganje za specificnim svojstvima odredenog taksona je glavni zadatak procene autentic¢nosti.
Hemijska struktura metabolita i njihovi biosintetski putevi su specifi¢ni i ograni¢eni na taksonomski
srodne vrste i stoga korisni za Kkarakterizaciju i klasifikaciju prirodnih proizvoda.'3?
Hemotaksonomija, kao pristup klasifikaciji biljaka na osnovu njihovih hemijskih sastojaka, danas
ima veliku primenu.

Sekundarni metaboliti se Siroko koriste za hemotaksonomsku klasifikaciju zbog velikih razlika
u strukturi, zastupljenosti i funkciji.!*> Dokazano je da su glikozidi, alkaloidi, isparljiva ulja,
flavonoidi, fenoli i terpenoidi dobri markeri porekla zbog svojih specificnih funkcija i ogranic¢ene
pojave u biljkama. Primarni metaboliti su, medutim, ukljuceni u fundamentalne metaboli¢ke procese
kao $to su fotosinteza, asimilacija hranljivih supstanci i disanje i imaju sustinsku ulogu u rastu i
razvoju biljaka i prilagodavanju stresu.'®® Oni su sveprisutni, retko specifi¢ni i stoga uglavnom
neprikladni za metabolomicke studije.'®!

Zbog slozene prirode biljaka, hemijski otisak prsta koji uspostavlja karakteristiCan hemijski
obrazac ekstrakta je ponekad bolji pristup za procenu autenti¢nosti u poredenju sa ciljanom analizom
koja je ogranitena na kvantitativnu analizu klase jedinjenja koja su povezana sa specifi¢nim putem. '6?
Medutim, iako hemijsko profilisanje podrazumeva brzu analizu, velika koli¢ina podataka dobijenih
iz profila zahteva naprednu analizu podataka, koja ukljucuje obradu signala i hemometriju, kako bi
se iz dobijenih rezultata izvukla maksimalna koli¢ina korisnih informacija.

Metabolicka procena autenti¢nosti semena samoniklog i gajenog voca ispitivanih u ovoj studiji
izvrSena je kroz:

a) odredivanje hemijskog sastava uzoraka: lipidni profil, sastav masnih kiselina, profil Secera,
proteinski profil, fenolni profil i elementalni sastav;

b) utvrdivanje veze izmedu odredenih hemijskih karakteristika semena i njegovog biljnog
porekla koriste¢i metode multivarijantne analize;

¢) uporednu studiju koriS¢enih analitickih tehnika za profilisanje metabolita i klasifikaciju
uzoraka.

4.1.1 Lipidni profil

Kompletna karakterizacija lipidnog profila analiziranih semenki voca u cilju procene njhove
autenti¢nosti izvrSena je primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije. Zbog sloZenog
sastava ekstrakata semena jagodastog voca, uradena je optimizacija hromatografskih uslova radi sto
boljeg razdvajanja slabo, srednje i veoma polarnih lipidnih jedinjenja (polarni lipidi - PL,
monoacilgliceroli — MAG, steroli — ST, diacilgliceroli — DAG, slobodne masne kiseline — FFA (eng.
free fatty acids), triacilgliceroli — TAG i sterolestri — SE). Optimizacija hromatografskih uslova je
obuhvatila izbor mobilne faze 1 optimizaciju nacina impregniranja plocica, kao i primenu
jednodimenzionalne, multi-jednodimenzionalne i dvodimenzionalne hromatografije.

Mobilne faze, koje su se sastojale od smeSe n-heksana, dietil-etra i sir¢etne kiseline u razli¢itim
odnosima, su razdvojile neutralne lipide, ali nisu bile dovoljno polarne da bi razdvojile polarne lipide,
ve¢ su oni ostajali na pocetnoj zoni. Nasuprot tome, mobline faze u kojima su glavne komponente
sadrzale hloroform, metanol i vodu pokazale su se kao suviSe polarne i nisu dovele do razdvajanja,
ve¢ su sve komponente eluirane zajedno sa mobilnom fazom. Na osnovu dobijenih hromatograma
zakljuCeno je da primena samo jedne mobilne faze ne moze dobro razdvojiti 1 neutralne i polarne
lipide. Razdvajanje ukupnih lipida pokusano je primenom vise mobilnih faza u istom smeru, pri ¢emu
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je svaka mobilna faza imala razli¢itu polarnost i duzinu puta. S obzirom da su lipidi bogati dvostrukim
vezama uradena je i hromatografska analiza gde je stacionarna faza impregnirana 5% i 10% vodenim
rastvorom srebro-nitrata, kao i potapanjem plocice u 0,5% metanolni rastvor srebro-nitrata. Uradeno
je razdvajanje i na parcijalno impregniranoj plocici, gde se u prvom smeru lipidi razdvajaju na klase,
au drugom se pojedine klase razdvajaju prema razlicitom broju nezasi¢enja. lako su pokusani razliciti
nacini impregnacije, u ovim uslovima nije doslo do razdvajanja u drugom smeru. Takode, u uslovima
dvodimenzionalne tankoslojne hromatografije moguce je razviti samo jedan uzorak po plocici.
Primenom viSe mobilnih faza u istom smeru mogu se razdvojiti slozene smese lipida i moguce je
naneti viSe uzoraka na ploc€icu. Zato je za razdvajanje lipida u uzorcima semena ispitivanog voca
odabrana multi-jednodimenzionalna hromatografija uz upotrebu cetiri mobilne faze prema slede¢em
redosledu: do 25 mm hloroform:metanol:siréetna kiselina (90:10:1, v/v/v), do 70 mm r-heksan:dietil-
etar:aceton (60:40:5, vA/v), do 85 mm n-heksan:dietil-etar (97:3, v/») i do 90 mm 100% n-heksan.'#’
Izabrani sistem dao je veliki broj ostrih traka, sa velikom efikasno$¢u razdvajanja i minimalnim
pozadinskim signalom za sve biljne vrste i sve klase lipida. Identifikacija zona na hromatogramima
bila je zasnovana na poznavanju polarnosti svih klasa lipida, kao i na poredenju sa ranije objavljenim
rezultatima (Rr vrednosti za ispitivane klase lipida PL: ~0,11, MAG: 0,22 — 0,32, ST: 0,42, DAG:
0,48, FFA: 0,62, TAG: 0,75 i SE: 0,92).163 Na Slici 2 su prikazani hromatogrami ekstrakata lipida
razli¢itih vrsta gajenog voca. Dobijeni hromatogrami sacuvani su u jpeg formatu i zatim obradeni
primenom ImageJ programa prema proceduri detaljno opisanoj u Eksperimentalnom delu. Sirovi
podaci su eksportovani u Microsoft Excel, gde su graficki predstavljeni kao zavisnost intenziteta sive
boje od Rr vrednosti za svaku analiziranu vrstu voca (Slika 3).

Gajeno voce

Vizuelnim uporedivanjem hromatograma (Slika 2) i odgovaraju¢ih dijagrama hromatografskih
signala (Slika 3) analiziranih uzoraka uocava se ujednacenost lipidnih profila u okviru svake
ispitivane jagodaste vrste vocaka, ali takode i razlike u zavisnosti od njihovog biljnog porekla. Iste
klase lipida su prisutne u svim uzorcima, ali su u okviru svake od klasa prisutna razli¢ita jedinjenja u
razli¢itim koli¢inama. UocCene razlike se ogledaju u prisustvu ili odsustvu zona u odredenoj grupi
uzoraka kao i varijabilitetu intenziteta signala prisutnih u uzorcima na istim Rr vrednostima.
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Slika 2. Lipidni profil analiziranih uzoraka gajenog vo¢a dobijen HPTLC metodom.

Hromatogrami uzoraka jagode (trake 30—45) imaju intenzivne zone na Rr = 0,75 koje
odgovaraju triacilglicerolima i jasno razdvojene zone (za razliku od ostalih uzoraka) na Rr
vrednostima 0,50 i 0,62 koje odgovaraju slobodnim masnim kiselinama. Hromatogrami uzoraka crne
ribizle (trake 18—29) i maline (trake 1—4) imaju karakteristicne intenzivne zone pri nizim Rp
vrednostima (izmedu 0,1 i 0,3), koje se mogu smatrati polarnim lipidima. Uzorci semena maline
takode imaju intenzivne zone koje mogu odgovarati slobodnim masnim kiselinama (Rr= 0,62). Zone
sa najvi$im Rr vrednostima (0,92) koje mogu odgovarati sterolestrima, najintenzivnije su u uzorcima
godzija i peruanske jagode (trake 11 i 12). Iste zone su slabo uocljive u uzorcima borovnice (trake
13—17). Dobijeni hromatogram za ekstrakt semena aronije (traka 10) ima ve¢i broj zona od ostalih
analiziranih vrsta vo¢a. Hromatogrami lipidnog profila godZija i peruanske jagode (trake 111 12) su
sli¢ni uzorcima maline (trake 1—4), dok su profili ogrozda (trake 5 i 6) slicni borovnicama (trake
13-17).
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Slika 3. Lipidni profili predstavljeni kao grafici zavisnosti intenziteta sive boje od Rr vrednosti za
svaku vrstu gajenog voca.

Dalja analiza dobijenih rezultata obuhvatila je multivarijantnu obradu podataka, u cilju
utvrdivanja postojanja obrazaca ponasanja izmedu uzoraka razli¢itog biljnog porekla i odgovarajuc¢ih
hromatografskih signala. Matrica podataka se sastojala od 45 objekata (isptivani uzorci) i 1200
varijabli, koje predstavljaju intenzitete sive boje izraZene u pikselima duz linije hromatograma.

Dobijeni PCA model se sastoji iz 4 komponente koje su objasnile 77,49% ukupnog
varijabiliteta medu podacima. Prva komponenta (PC1) obuhvata 38,80% varijabiliteta, dok druga
komponenta (PC2) objasnjava 22,26% varijabiliteta. Grafik skorova (Slika 4a) potvrdio je postojanje
5 razlic¢itih klastera koji odgovaraju razli¢itim vrstama jagodastog voca (kupina, jagoda, crna ribizla,
malina i borovnica). Dve najvece grupe, koje ¢ine uzorci semena crne ribizle i semena jagode, su se
razdvojile duz PC2 ose. Izmedu njih se nalaze klasteri koji pripadaju uzorcima maline i borovnice,
dok su uzorci semena kupine potpuno odvojeni od ostalih uzoraka u gornjem levom delu grafika.
Mali broj uzoraka semena ogrozda, peruanske jagode, aronije i godzija sprecava njihovu potpunu
karakterizaciju, ali moZe da ukaZe na odredene trendove u njihovom hemijskom sastavu. Ovi uzorci
rasporedeni su izmedu klastera koji ¢ine uzorci semena maline i jagode $to ukazuje na sli¢nost u
njihovim lipidnim profilima.

Najveci pozitivan uticaj na navedenu diferencijaciju uzoraka duz PC1 ose imaju zone sa Rr
vrednostima 0,37 1 0,54 koje odgovaraju slobodnim masnim kiselinama, zatim zone sa Ry 0,70 (koja
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odgovara triglicerolima) i 0,84. Najveci negativan uticaj na razdvajanje duz ove ose imaju varijable
sa R vrednostima 0,13, 0,27, 0,47 i 0,60 (Slika 4b). Pored toga zone sa Rr vrednostima 0,34
(odgovaraju sterolima), 0,41 (odgovaraju digliceridima), 0,53 (odgovaraju slobodnim masnim
kiselinama), 0,65 1 0,68 (odgovaraju trigliceridima) i 0,79 (odgovaraju sterolestrima) imaju znac¢ajan
pozitivan uticaj na difrencijaciju uzoraka duz PC2, dok zone sa Rrvrednostima 0,22, 0,25, 0,47, 0,59,
i 0,73 imaju najveci negativan uticaj (Slika 4c).

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina i triglicerola znacajno utie na diferencijaciju semena
borovnice i ogrozda, dok su estri sterola, digliceridi, trigliceridi i slobodne masne kiseline glavni
faktori koji dovode do odvajanja uzoraka borovnice, crne ribizle i kupine.
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Slika 4. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za lipidni profil
uzoraka semena gajenog voca, b/c) uzajamne projekcije vektora koeficijenata latentnih varijabli.

Samoniklo voée

Posmatrajuci hromatograme i odgovarajuce dijagrame dobijene za uzorke semena samoniklog
voca (Slike 5 i 6) uocava se da su odredene klase lipida (sterolestri, Rr= 0,95; triacilgliceroli Rr=
0,76; slobodne masne kiseline, Rr~0,60 i steroli, Rr~0,40) zastupljene u svim uzorcima bez obzira na
njihovo biljno poreklo, samo se intenzitet njihovih zona razlikuje. Razlike u lipidnom profilu na
osnovu biljnog porekla ispitivanih uzoraka semena voca (u smislu prisustva i odsustva odredenih

traka, kao i njihovog intenziteta) poti¢u od klasa lipida Cije se zone javljaju u opsegu Rr vrednosti od
0,10 do 0,60.
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Slika 5. Lipidni profil analiziranih uzoraka samoniklog vo¢a dobijen HPTLC metodom.

Najveci broj jasno odvojenih i intenzivnih zona u toj oblasti imaju uzorci divlje tresSnje (uzorak
13) i borovnice (trake 7 i 8), dok je uzorak kleke imao najjednostavniji lipidni profil sa samo dve
jasno definisane zone (koje poti¢u od polarnih lipida, Rr= 0,10 i triacilglicerola, Ry = 0,76). Uzorci
divljih ruza (Rosa arvensis - traka 18 i Rosa canina — traka 20) pokazali su slican lipidni profil kao
uzorak Sumske jagode (traka 23), dok se profil uzorka ruze Rosa spinossima (traka 19) razlikovao jer
je imao veéi broj zona srednjeg intenziteta u opsegu Rr vrednosti od 0,1, do 0,4. Hromatogrami
uzoraka semena crnog trna sa dve lokacije (trake 5 i 6) imali su isti lipidni profil, sa najizraZenijim
zonama koje poticu od triglicerida (Rr = 0,76). Takode, njihovi hromatogrami su sli¢ni
hromatogramima divljih ruza (uzroci 18 i 20) i Sumske jagode (traka 23), §to se verovatno moze
objasniti Cinjenicom da pripadaju istoj porodici ruza (Rosaceae). Najjednostavniji lipidni profil
pokazali su uzorci dunjarice i kleke (trake 15 i 16), u kojima su jedino bile prisutne zone koje
odgovaraju polarnim lipidima sa Rr vrednostima izmedu 0,1 1 0,3 i zona slabog intenziteta sa Rr 0,76
koja odgovara triacilglicerolima. Najve¢i broj jasno razdvojenih intenzivnih zona uocen je u uzorku
tresnje (traka 13), sa karakteristicnim zonama koje odgovaraju sterolima.

Uzorci semena belog i crnog duda (trake 1 i 4) i burjana (traka 3) pokazali su slian lipidni
profil sa izrazito intenzivnim zonama koje pripadaju sterolima i trigliceridima, dok je uzorak crnog
gloga (traka 28), za razliku od belog gloga (traka 2), sadrZzao zone koje poticu od slobodnih masnih
kiselina 1 diglicerida. Iste klase lipida su bile prisutne u uzorcima semena crne i crvene udike (trake
26127), samo je intenzitet njihovih zona bio ve¢i u uzorku crne udike. Hromatogrami uzoraka orlovih
kandzi, Simsirike, i zove (trake 17, 22 i 25) takode su bili slicni, samo se intenzitet zona razlikovao.
Seme sviba i tise (trake 21 i 24) sadrzalo je iste klase lipida, a njihove zone su bile sli¢nog intenziteta.
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Slika 6. Grafici zavisnosti intenziteta sive boje od Rr vrednosti za uzorke samoniklog voca.

Radi lakSeg uocavanja sli¢nosti i razlika u lipidnim profilima istih sorti semena samoniklog i
gajenog voca, njihovi hromatogrami su preklopljeni i predstavljeni na Slici 7. Hromatogrami su
pokazali uniformnost u lipidnim profilima unutar svake vrste vo¢a nezavisno od nacina uzgajanja
(divlje 1 gajeno voce). U uzorcima ogrozda i1 borovnice uocava se da su prisutne iste klase lipida, ali
je intenzitet njihovih zona ve¢i u uzorcima samoniklog voca, dok su u slucaju peruanske jagode i
ribizle, intenzivnije zone u uzorcima gajenog voca.
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Slika 7. Preklopljeni hromatogrami zavisnosti intenziteta sive boje od Rr vrednosti za sorte gajenih i
divljih uzoraka maline, kupine, borovnice, jagode, ogrozda, peruanske jagode i ribizle.

4.1.2 Profil masnih Kkiselina

Seme se smatra dobrim izvorom biljnih ulja sa visokim sadrzajem esencijalnih masnih kiselina,
zbog Cega bi potencijalno moglo da se koristi u proizvodnji funkcionalne hrane i dodataka ishrani.
Zbog raznovrsnosti masnih kiselina duz lanca, stepena nezasiCenosti, geometrije i poloZaja
dvostrukih veza, njihov sastav predstavlja vaznu karakteristiku ulja i moze se oznaciti kao
masnokiselinski profil ili ,,otisak prsta” posmatranog ulja.!'3 Takode, raspored masnih kiselina u
triacilglicerolima uti¢e na nutritivnu vrednost lipida izolovanih iz semena voc¢a.!!?

Razdvajanje, identifikacija i kvantifikacija metil-estara masnih kiselina dobijenih iz semena
voca uradena je primenom gasne hromatografije sa masenom detekcijom. Kvalitativni opis razlika u
masno-kiselinskim profilima razli¢ititth vrsta voca se zasniva na prisustvu i intenzitetu
hromatografskih signala masnih kiselina, dok je kvantitativni sastav masnih kiselina izrazen kao
relativni sadrzaj u % 1 prikazan u Tabelama 10 i 11.
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4.1.2.1 Kvalitativna analiza masnih Kiselina
Gajeno voce

Profili masnih kiselina za iste biljne vrste pokazali su specifican obrazac (Slika 8).
Najzastupljenija masna kiselina u uzorcima gajenog voca bila je linolna kiselina (fr = 12,07), pracena
oleinskom (zr = 11,48) i a-linoleinskom kiselinom (#r = 12,90), $to je u skladu sa rezultatima studije
radene na uzorcima semena maline, koja je pokazala da 96% ukupnih masnih kiselina u ulju semena
maline ¢ine upravo ove tri masne kiseline.'®* Oleinska kiselina je bila najzastupljenija u uzorcima
ogrozda i borovnice, dok je a-linoleinska kiselina bila najzastupljenija u semenu jagode i borovnice,
a odsutna u semenu godzija i aronije. Ranija istrazivanja su potvrdila nizak sadrzaj a-linoleinske
kiseline u uzorcima godzija (1,1%) i aronije (0,34%) 2, dok je za ulje semena brusnice potvrdeno
da sadrzi 22% o-linoleinske kiseline, §to ukazuje na njegovu potencijalnu upotrebu kao izvora ove
kiseline u ishrani.'® Analizom hromatograma uzoraka ribizle i ogrozda uoCava se velika
zastupljenost y-linolne kiseline (zr = 12,46), Sto potvrduje literaturne podatke da su ulja semena voca
iz porodice Grossulariaceae (rod Ribes) bogat izvor ove masne Kiseline.'® Sa druge strane u uzorcima
ulja semena jagode, maline i kupine ova masna kiselina nije zastupljena, §to se smatra karakteristikom
vrsta koje pripadaju porodici Rosaceae. Navedene razlike izmedu vrsta koje pripadaju porodicama
Grossulariaceae i Rosaceae, iz istog reda Rosanae, su posledica razli¢itog profila enzima desutaraza
koji razlazu masne kiseline u voénim vrstama iz ove dve familije. !¢’
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Slika 8. Preklopljeni hromatogrami masnih kiselina semena gajenog voca.
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Palmitoleinska kiselina (zr = 9,53) i cis-11-eikozenoinska kiselina (zr = 14,19) se javljaju kao
signali srednjeg intenziteta u uzorcima jagode i ribizle. Heneikozapentaenoinska kiselina (21:5, n—3),
trr = 13,34, je nezasi¢ena masna kiselina koja je prisutna u uzorcima ogrozda, ribizle i jagode
(identifikacija ove kiseline je zbog nedostatka standarda izvrSena poredenjem dobijenih masenih
spektara sa NIST bazom podataka).

Hromatografski signali koji poti¢u od zasi¢enih masnih kiselina pripadaju palmitinskoj (tr =
9,30), stearinskoj (tr = 11,23) i arahidinskoj kiselini (fr = 13,86). Palmitinska i stearinska kiselina su
identifikovane u svim uzorcima semena gajenog voca, ali je intenzitet signala koji potice od
palmitinske kiseline bio veéi, posebno u ulju semena ogrozda. Ovakvi rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima koji navode palmitinsku kiselinu kao glavnu zasi¢enu masnu kiselinu nadenu
u uzorcima semena i pulpe ogrozda.'®® Arahidinska kiselina (zr = 13,86) je pokazala slabe signale,
prisutne samo u uzorcima kupine, godzija i jagode.

U cilju dalje analize rezultata, dobijeni hromatogrami masnih kiselina uzoraka gajenog voca su
eksportovani u Microsoft Excel kao funkcija intenziteta analitickog signala na detektoru (2384
varijabli) od retencionog vremena. Ovi podaci su iskori§¢eni kao matrica za multivarijantnu analizu,
u cilju definisanja markera autenti¢nosti biljnog porekla semena gajenog vo¢a na osnovu masno-
kiselinskog profila. Priprema podataka za multivarijantnu analizu je opisana u Eksperimentalnom
delu.

Dobijeni PCA model za profil masnih kiselina se sastojao od Cetiri glavne komponente, kojima
se objaSnjava 84,96% ukupnog varijabiliteta podataka (PC1 - 46,17%, PC2 - 21,38%). Graficki
prikaz uzajamne projekcije faktora skorova ukazuje na diferencijaciju uzoraka prema biljnom poreklu
(Slika 9a). Uzorci semena kupine, jagode, crne ribizle, maline i borovnice formirali su pet
kompaktnih klastera, $to ukazuje na uniformne profile slobodnih masnih kiselina unutar odredene
sorte. Uzorci semena jagode razdvojeni su od svih ostalih uzoraka duz PC1 ose, dok su uzorci crne
ribizle razdvojeni od ostalih ispitivanih uzoraka duz PC2 ose. Uzorci ogrozda se preklapaju sa
uzorcima maline, dok se uzorci godzija i aronije preklapaju sa uzorcima semena borovnice. lako
uzorci crne ribizle i ogrozda pokazuju specifi¢ne signale na hromatogramima koji odgovaraju vy-
linolnoj i heneikozapentaenoinskoj kiselini, oni su razli¢ito klasifikovani prema njihovim celokupnim
masno-kiselinskim profilima. Uzorak semena peruanske jagode je pokazao jedinstven profil masnih
kiselina, u poredenju sa svim ispitivanim vrstama voc¢aka.

Posmatranjem grafika doprinosa pojedina¢nih varijabli (Slika 9b/¢) uo¢avamo da su varijable
sa retencionim vremenom 9,30 min, 11,48 min, 12,03 mini 12,89 min (koje odgovaraju palmitinskoj,
oleinskoj, linolnoj, a-linoleinskoj kiselini, redom) imale najveci negativan uticaj na PC1 osu, dok su
varijable sa retencionim vrememenima 11,91 1 12,77 min imale najveéi pozitivan efekat. Navedene
varijable su imale najve¢i uticaj na razdvajanje uzoraka semena jagode od ostalih vrsta vocaka.

Varijable koje su imale potencijalno najveci uticaj na razdvajanje duz PC2 ose su signali koji
javljaju na retencionim vremenima 9,53 min (palmitoleinska kiselina), 11,23 min, 11,48 min, 11,87
min (6-oktadekanoinska kiselina), 12,07 min, 12,46 min, 12,90 min (linolna, y-linolna kiselina i -
linoleinska kiselina) i 13,34 min. Medu identifikovanim masnim kiselinama, one koje odgovaraju
retencionim vremenima 9,53 min, 11,87 min, 12,46 min i 13,34 min se smatraju specifiénim
markerima semena crne ribizle. Dodatno, signal na 11,23 min definiSe uzorke borovnice. S obzirom
na Cinjenicu da je grafik faktora skorova ukazao na difrencijaciju razli¢itih sorti gajenog voca, jasno
je da se za karakterizaciju odredenog biljnog porekla mora posmatrati ceo profil masnih kiselina.
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Slika 9. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za profil masnih
kiselina u uzorcima semena gajenog voca, b/c) uzajamne projekcije koeficijenata latentnih varijabli.

Samoniklo voce

Analizom hromatograma uzoraka semena samoniklog voca predstavljenih na Slici 10 uoc¢ava
se slican trend kao kod gajenog voca, najzastupljenija masna kiselina je linolna kiselina, pracena
oleinskom i a-linoleinskom kiselinom. Hromatografski signali koji poti¢u od linolne kiseline su
najintenzivniji u uzorcima belog i crnog duda, Sto je u skladu sa prethodnim studijama radenim na
uzorcima semena belog duda iz Bangladesa ¢, kao i uzorcima belog i crnog duda iz Spanije.!”
Oleinska kiselina se javlja kao pik srednjeg intenziteta kod vecine analiziranih uzoraka divljeg voca,
osim kod uzoraka crnog trna (51 6) i tise (24) gde se javlja kao vrlo intenzivan hromatografski signal.
Signal koji potice od a-linoleinske kiseline je najintenzivniji u uzorcima Simsirike (22) i Sumske
jagode (23). Od polinezasic¢enih masnih kiselina, prisutna je jos y-linolna kiselina, ¢iji je najveci pik
uocen na hromatogramima divlje ribizle (9) i ogrozda (14), Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim
za gajeno voce. U ovim uzorcima identifikovana je i heneikozapentaenoinska kiselina (C21:5, n-3),
kao karakteristi¢na za rod Ribes.

Palmitinska i stearinska kiselina su identifkovane u svim uzorcima semena divljeg voca, kao
pikovi niskog do srednjeg inetnziteta, dok je arahidinska kiselina identifikovana kao signal slabog
intenziteta u pojedinim uzorcima semena divljeg voca.
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Slika 10a. Preklopljeni hromatogrami masnih kiselina semena samoniklog voca.
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4.1.2.2 Kvantitativni sadrZaj masnih kiselina

Gajeno voce

Rezultati kvantifikacije masnih kiselina u uzorcima gajenog i samoniklog voca dobijenih
primenom GC-MS metode, izrazeni su kao relativni sadrZaj (%) i1 predstavljeni u Tabelama 101 11.
Analizom dobijenih rezultata, uocava se da su u uzorcima semena gajenog voca dominantne
nezasi¢ene masne kiseline (eng. Unsaturated Fatty Acids - UFA), koje ¢ine vise od 90% od ukupnog
sadrzaja, i to linolna, oleinska i a-linoleinska kiselina, dok su od zasi¢enih masnih kiselina (eng.
Saturated Fatty Acids - SFA) prisutne palmitinska, stearinska i arahidinska kiselina.

Linolna kiselina (C18:2, n-6) je najzastupljenija masna kiselina u semenu gajenih vocaka, sa
najvec¢im relativnim sadrzajem u semenu peruanske jagode (80,09%) i godzija (74,86%), dok se njen
sadrzaj u ostalim uzorcima kretao u opsegu 45 — 60%. Ovo je u skladu sa postoje¢im literaturnim
podacima za ulje pulpe peruanske jagode iz Cilea u kojem je sadrzaj ove kiseline iznosio 74,60%,
Sto moZe ukazati na slican masno-kiselinski sastav pulpe i semena ove vrste jagodastog voca.!”!
Najmanji relativni sadrzaj ove kiseline imali su uzorci semena borovnice (44,37%), saglasno
rezultatima ranije studije za hladno cedena komercijalna ulja semena borovnice u kojima je sadrzaj
ove kiseline bio 41,9%.!7? SadrZaj oleinske kiseline (C18:1, n-9, c+t) je bio u opsegu od 11,07%
(uzorak jagode, 20GV) do 26,38% (uzorak ogrozda, 5SGV), §to je veci sadrZzaj od onog navedenog u
ranije objavljenim studijama za uzorke semena ogrozda iz Slovenije (14,32%)!7 i uzorke ploda
ogrozda poreklom iz Italije (17,90 — 22,40%).!7* Najveca razlika u sadrZaju se javlja kod a-linoleinske
kiseline koja je prisutna u uzorcima kupine oko 10%, kod ribizle 12 — 20%, maline oko 23%, kod
jagode 1 borovnice izmedu 25% i 38%, dok je kod godzija i aronije njen udeo oko 2%. Sli¢an trend
uocen je i pregledom literature; sadrzaj ove masne kiseline se kretao u Sirem opsegu koncentracija,
sa najve¢im sadrzajem u ulju semena jagode, a najmanjim u semenu aronije.!”

v-Linolna kiselina (C18:3, n-6) je bila prisutna u analiziranim uzorcima u opsegu 0,05 —
24,42%, sa najve¢im srednjim relativnim sadrZzajem u uzorcima crne ribizle (14,63%), dok u
uzorcima jagode i borovnice nije identifikovana. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima studije radene
na uzorcima ulja semena jagode (0,04%), maline (0,04%) i crne ribizle (18,54%) iz Poljske.!”® Ulje
semena crne ribizle se zbog visokog sadrzaja ove kiseline (15 —20%) oznaava kao funkcionalo ulje
koje ima primenu u farmaceutskoj industriji.!”’

Palmitoleinska (C16:1) i cis-11-cikozenoinske kiselina (C20:1) su mononezasi¢ene masne
kiseline (eng. Monounsaturated Fatty Acids - MUFA), ¢iji je sadrzaj u analiziranim uzorcima bio
manji od 1% od ukupnih odredenih masnih kiselina. Palmitoleinska kiselina je odredena u uzorcima
crne ribizle (0,30%), godzija (0,28%), jagode (0,20%) i borovnice (0,11%), dok u uzorcima maline,
kupine, ogrozda i aronije nije identifikovana. cis-11-Eikozenoinska kiselina je odredena u uzorcima
crne ribizle (0,98%) i jagode (0,33%).

Sadrzaj SFA bio je najveéi u uzorcima ogrozda (11,32%) i crne ribizle (6,93%), medu kojima
su najzastupljenije bile palmitinska i stearinska kiselina. Rezultati ranijih ispitivanja uzoraka semena
voca, roda Ribes, su pokazali sliCan odnos zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina.'”®* Sadrzaj
palmitinske kiseline se kretao od 2,04% (malina) do 8,65% (ogrozd), dok je sadrzaj oleinske kiseline
bio nizi u svim ispitivanim uzorcima (0,14 — 3,15%). Od zasi¢enih masnih kiselina u uzorcima
semena voca, odreden je jo$ sadrzaj arahidinske kiseline, i to u uzorcima semena jagode (0,77%),
godzija (0,50%) i kupine (0,21%).

Dobijeni rezultati za sadrzaj masnih kiselina u uzorcima semena gajenog voca su u skladu sa
literaturnim podacima, male razlike se mogu pripisati razlicitoj efikasnosti tehnika ekstrakcije ulja iz
uzorka. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je ulje semena ispitivanih jagodastih
vrsta vocaka dobar izvor n-9 mononezasi¢enih i n-3 i n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (eng.
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Polyunsaturated Fatty Acids — PUFA), sa niskim vrednostima odnosa SFA i UFA (manji od 0,1) i
kao takvo se moze koristiti kao vredna sirovina u kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji, kao i u
proizvodnji biogoriva.

Rezultati KW testa, primenjenog na sadrzaj masnih kiselina u semenu pet razli¢itih vrsta
vocaka, koje su imale statisticki znacajan broj uzoraka (malina, kupina, borovnica, crna ribizla i
jagoda) prikazani su u Tabeli 10. Na osnovu ovih rezultata, uocava se da izmedu ispitivanih uzoraka
postoji statisticki znacajna razlika (p <0,05) u sadrzaju svih odredenih masnih kiselina. Uzorci jagode
sadrzali su statisticki znacajno razlicitu koli¢inu C18:0 i C20:0 masnih kiselina u odnosu na ostale
vrste vocaka, dok je sadrzaj C16:0, C18:3 n-6, SFA, UFA i odnos zasié¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina (S/U) imao uticaj na diferencijaciju uzoraka crne ribizle. Sadrzaj MUFA, i to C18:1 (c+t) i
C20:1 bio je znacajan za razlikovanje uzoraka kupine i borovnice.
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Tabela 10. Sastav masnih kiselina u uzorcima gajenog voca izrazen kao relativni sadrzaj u % i rezultati KW-testa.

C18:1n-9 C18:2n-6 C18:3 C18:3

C16:0 cler - cis0 o ) 6 3 C20:0  C20:1 SFA MUFA PUFA  UFA SiU
stvred. 3,07 0,00 L7 1592 57,17 0,14 22,54 0,00 0,00 424 15,92 79.85 95,76 0,04
) medijana 3,06 0,00 143 16,18 57,99 0,00 23,24 0,00 0,00 4,49 16,18 81,15 95,51 0,05
M“L“:‘4(M) stdev 1,03 0,00 093 145 431 0,23 2,12 0,00 0,00 1,94 1,45 2,70 1,94 0,02
min 2,04 0,00 0,14 1436 52,51 0,00 20,15 0,00 0,00 2,18 14,36 76,73 93,96 0,02
max 4,10 0,00 194 1723 61,00 0,41 24,22 0,00 0,00 6,04 17,23 81,64 97,82 0,06
srvred. 3,33 0,00 228 22,93 61,37 415 5,72 0,21 0,01 5,82 22,94 7124 94,18 0,06
. medijana 3.33 0,00 228 22,93 61,37 415 572 0,21 0,01 5,82 22,94 7124 94,18 0,06
K“Ir’l'ia3(K) stdev 0,53 0,00 0,03 738 7,62 5,87 6,38 0,27 0,01 0,77 7,36 8,14 0,77 0,01
min 2,95 0,00 226 17,71 55,98 0,00 121 0,02 0,00 5,27 17,73 65,49 93,64 0,06
max 3,70 0,00 230 28,15 66,76 8,31 10,24 0,40 0,02 6,36 28,15 77,00 94,73 0,07
srvred. 3,83 0,11 147 2181 4437 0,00 28,42 <0,01 <0,01 5,30 21,92 72,79 94,70 0,06
medijana 3,70 0,11 147 21,76 4434 0,00 28,50 0,00 0,00 5,17 21,87 72,69 94,85 0,05
Borovnica (B) (4., 0,47 0,03 037 096 2,78 0,00 2,77 0,01 0,01 0,81 0,98 0,90 0,81 0,01
n=3 min 3,43 0,07 1,04 2082 41,77 0,00 25,36 0,00 0,00 447 20,92 71,86 93,58 0,05
max 4,49 0,14 192 22,88 47,03 0,00 31,30 0,01 0,01 6,41 23,01 73,90 95,53 0,07
svred. 5,18 0,30 173 13,63 438,83 14,63 14,61 0,01 0,98 6,93 14.91 78,07 92,98 0,07
Crna medijana 5,18 0,15 1,76 13,50 50,52 13,46 13,92 0,00 1,17 7,18 14,62 7746 92,83 0,08
Ribizla (R)  stdev 0,67 0,37 033 1,73 3,8 443 1,87 0,04 0,60 0,78 1,50 1,54 0,88 0,01
n=12 min 434 0,00 120 11,07 42,48 10,15 11,53 0,00 0,00 5,54 12,88 75,50 91,72 0,06
max 6,35 1,19 237 1632 52,04 2442 18,35 0,12 1,61 7,93 17,69 80,76 94,46 0,09
srvred. | 3,17 0,20 114 1333 49,63 0,00 31,42 0,77 0,33 5,08 13,86 81,06 94,92 0,05
medijana 3,10 0,19 L2 13,19 49,53 0,00 31,37 0,74 0,26 5,03 13,94 81,31 94,96 0,05
Jargl"_dél‘()(']) stdev 0,24 0,12 0,21 1,79 3,82 0,01 3,94 0,19 0,18 0,42 1,76 1,86 0,42 0,00
min 2,81 0,00 088 10,15 42,56 0,00 25,20 0,46 0,07 4,53 10,72 7781 94,13 0,05
max 3,76 0,47 1,68 1644 5581 0,05 37,91 1,08 0,62 5,87 17,01 84,68 95,48 0,06
Ogrozd (n=2) 8,26 0,00 305 2583 4891 11,57 1,03 0,00 0,00 1132 2583 61,51 87,34 0,13
Aronija (n = 1) 387 0,00 168 2278 70,26 141 0,00 0,00 0,00 5,55 22,78 71,67 94,45 0,06
Godzi (n=1) 4,43 0,28 246 15,52 74.86 0,40 0,95 0,50 0,00 7,39 15,80 76,83 92,63 0,08
P.jagoda (n— 1) 4,86 0,16 164 1271 80,09 0,00 0,53 0,00 0,00 6,50 12,87 80,62 93,49 0,07
p <0,0001 0,024 00011 0,0014 0,0033 0,0001  <0,0001  <0,0001 0,001 0,0004 0,004  0,0002  0,0004  0,0004
KW test 7. JKM B(J,K.M RIKM,B) R(BJM) BK(U,R) JBKR) R(BJM) R(BJ,
dnost | RUKM) 1\51 & ) JKR) BK(UR) REK,,I\,/I) ) RBJM) BJKR) JBMR) ; (ga,va)’ ) RBIM)  BKUR) 13((1\’4)’ ) RBJIM) M()
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Analiza glavnih komponenata primenjena na podatke relativnog sadrzaja masnih kiselina (%)
(Tabela 10), rezultirala je cetvorokomponentnim modelom pomocu kojeg je objaSnjeno 89,41%
ukupnog varijabiliteta podataka (PC1 - 49,85%, PC2 - 21,00%). Na grafiku skorova latentnih
varijabli (Slika 11a) se uo¢ava grupisanje podataka u tri klastera u okviru 95% intervala pouzdanosti,
dok uzorci ogrozda formiraju ¢etvrti klaster koji se nalazi izvan ovog intervala zbog znac¢ajnih razlika
u sadrzaju masnih kiselina u odnosu na ostale uzorke gajenih vrsta voc¢aka. Prvi klaster ¢ine uzorci
crne ribizle koji su rasuti u gornjem desnom delu grafika i odvojeni duz PC1 ose od uzoraka jagode
koji formiraju drugi kompaktan klaster. U okviru tre¢e grupe koju ¢ine uzorci maline, kupine,
borovnice i aronije, se javljaju dve podgrupe (prvu Cine uzorci maline, a drugu uzorci borovnice,
kupine i aronije). Sa grafika vektora latentnih varijabli (Slika 11b) uocava se da su uzorci crne ribizle
odvojeni od ostalih uzoraka duz PC2 ose, zahvaljuju¢i ve¢em sadrzaju C20:1, C18:3 n-6, C16:0,
C16:1, SFA i S/U. Najveci uticaj na odvajanje uzoraka jagode imale su varijable C18:3 n-3, C20:0 1
PUFA, dok su za odvajanje uzoraka ogrozda od ostalih uzoraka jagodastih vo¢aka odgovorne pre
svega zasi¢ene masne kiseline C16:01 C18:0, kao i SFA i S/U. Varijabla C18:2 (c+t) je imala uticaj
na razdvajanje uzoraka borovnice, koji su imali nizi sadrzaj ove kiseline u poredenju sa drugim
uzorcima. Sadrzaj C18:1 (c+t) bio je veci u uzorcima kupine, aronije, ogrozda i borovnice u odnosu
na drugo gajeno voce. Rezultati PCA analize primenjene na sadrzaj masnih kiselina u uzorcima
gajenog voca su u skladu sa rezultatima univarijantne analize (KW test).
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Slika 11. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za relativni
sadrzaj masnih kiselina u uzorcima semena gajenog voca, b) uzajamne projekcije koeficijenata
latentnih varijabli.

Poredenjem rezultata PCA analize primenjene na profile masnih kiselina i na kvantitativni
sadrzaj, vidi se da je u oba slucaja doslo do grupisanja uzoraka na osnovu biljnog porekla semena.
Pri analizi profila doslo je do boljeg razdvajanja uzoraka malina, kupina i borovnica, dok su uzorci
crne ribizle formirali kompaktniji klaster, ali se njihov profil razlikovao od uzoraka ogrozda iako
pripadaju istom rodu Ribes. Posmatrajuci grafike dobijene za sadrzaj masnih kiselina uo¢avamo da
ogrozd nije slican uzorcima malina, $to je bio slucaj kod grafika dobijenih za profil masnih kiselina.

..........

Samoniklo voce

U uzorcima semena samoniklog voca, uocen je slican trend u sadrzaju masnih kiselina kao i
kod uzoraka gajenog voca, ali je broj odredenih masnih kiselina kao i opseg relativnog sadrzaja bio
Siri, zbog veceg broja vrsta i rodova. Najveci relativni sadrzaj imale su nezasi¢ene masne kiseline i
to linolna, oleinska i a-linoleinska kiselina, dok su od zasic¢enih kiselina palmitinska, stearinska i
arahidinska bile najzastupljenije. Uzorci belog i crnog duda (1 i 4) su imali najveci sadrzaj linolne
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kiseline (83 — 90%), dok je sadrzaj oleinske kiseline u ovim uzorcima (6,34 — 6,51%) bio najmanji u
poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama. Rezultati studije radene na uzorcima belog i crnog duda
poreklom iz Spanije, ukazuju na sli¢an sadrzaj oleinske kiseline (5,32 — 7,26%), dok je sadrzaj linolne
kiseline bio manji (72,55 — 78,02%).'7° U slu¢aju uzorka tise (24) sadrzaj linolne kiseline bio je
najnizi (20,95%) medu ispitivanim uzorcima, a sadrzaj oleinske kiseline najvisi (69,67%). Slican
sadrzaj linolne kiseline naden je u uzorcima ove Cetinarske voéne vrste iz Poljske (19,40 — 30,02%),
dok je sadrzaj oleinske kiseline bio znatno nizi (6,65 — 12,35%).!7® U uzorku tise identifikovana je i
5,9-oktadekadienska kiselina (taksoleinska kiselina), poredenjem odgovarajueg masenog spektra sa
bazom podataka, ali njena kvantifikacija nije bila moguca zbog nedostatka standarda. Ova masna
kiselina je tipi¢na za ulja poreklom iz semena Taxus baccata.'”

Sadrzaj a-linoleinske kiseline se u uzorcima semena samoniklog voca, kao i u slucaju gajenih
vrsta, kretao u Sirem rasponu od 0,13% (crni trn, uzorak 5) do 42% (Sumska jagoda), dok u uzorcima
crvene udike (27) i crnog gloga (28) nije identifikovana. Seme Sumske jagode je bolji izvor a-
linoleinske kiseline (42%) od semena gajenih jagoda (25,20 — 37,91%). Studije radene na uzorcima
divlje jagode iz Portugalije su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u okviru ovog rada.!”

Sadrzaj y-linolne kiseline (C18:3, n-6) je odreden u uzorcima belog duda (1), belog gloga (2),
ribizle (9), treSnje (13), ogrozda (14) i dunjarice (15). Najve¢i sadrzaj ove kiseline imali su uzorci
divlje ribizle (8,32%) i ogrozda (8,34%), Sto potvrduje rezultate dobijene za gajene uzorke ovih vrsta,
a takode i literaturne podatke koji ukazuju na visok sadrzaj y-linolne kiseline u uzorcima roda
Ribes.'%6

Sadrzaj palmitoleinske, cis-11-heptadekanske i cis-11-eikozenoinske kiseline bio je manji od
1% od ukupnog sastava. Palmitoleinska kiselina (C16:1) odredena je u uzorcima crnog trna (5 i 6),
borovnice (8), divlje tresnje (13), orlovih kandzi (17) i divlje peruanske jagode (29), dok je cis-11-
heptadekanska kvantifikovana u uzorcima crnog trna (5 i 6) i divlje kupine (11). Najveci sadrzaj cis-
11-eikozenoinske kiseline odreden je u uzorku kleke (3,78%), ali je karakteristi¢na i za samonikle
uzorke iz porodice Rosaceae (osim za uzorke crnog trna i crnog gloga), sto je u skladu sa literaturnim

podacima za uzorke samoniklih vocaka iz iste porodice prikupljene u Poljskoj. '8

Palmitinska (2,0 - 15,6%), stearinska (0,86 — 10,52%) i arahidinska (0,1 - 3,58%) kiselina su
najzastupljenije SFA u semenu samoniklog voc¢a. Miristinska kiselina (C14:0) je odredena samo u
uzorku crne udike (0,01%), margarinska kiselina (C17:0) u uzorku divlje kupine (0,09%), dok je
dokosanoinska kiselina (C22:0) prisutna jedino u uzorku Sumske jagode (0,05%). Najveci sadrzaj
SFA, kao i najvece vrednosti odnosa S/U uocene su kod uzorka kleke (16).

U poredenju sa uzorcima gajenog voca, seme samoniklog voc¢a je imalo vec¢i prosecan sadrzaj
SFA, odnosno nizi sadrzaj MUFA i PUFA.
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Tabela 11. Sadrzaj masnih kiselina u semenkama samoniklog voca izrazen kao relativni sadrzaj u %.

Oznaka C18:1 C18:2n-6 C18:3 C18:3

workasy C16:0  Cle1 CIT:0 CI7:1 €180 0 L 6 o3 C20:0 C20:1 SFA MUFA PUFA UFA S/U
1 5,52 - - - 2,80 6,34 89,70 0,57 1,07 - - 832 634 9134 97,68 0,09
2 4,60 - - - 1,72 27,27 59,25 2,52 3,15 095 0,55 727 27,82 6492 9274 0,08
3 4,43 - - - 2,02 26,46 46,57 - 20,53 - - 6,45 26,46 67,10 93,56 0,07
4 6,19 - - - 3,13 6,51 83,16 - 1,01 - - 932 651 84,17 90,68 0,10
5 3,63 0,68 - 0,16 0,89 64,18 30,32 - 0,13 - - 452 6502 3045 9547 0,05
6 3,88 0,86 - 0,11 1,05 64,98 29,11 - - - - 493 6595 29,11 9506 0,05
7 3,78 - - - 0,96 26,03 40,36 - 28,87 - - 474 26,03 6923 9526 0,05
8 3,61 0,26 - - 0,86 23,37 38,54 - 33,36 - - 447 23,63 71,90 9553 0,05
9 4,10 - - - 1,06 21,70 46,87 832 17,95 - - 516 21,7 73,14 94,84 0,05
10 2,26 - - - 2,46 23,68 55,14 - 1522 0,87 036 559 2404 7036 944 0,06
11 2,53 - 0,09 0,06 1,85 12,77 71,61 - 10,17 0,61 030 508 13,13 81,78 9491 0,05
12 2,03 - - - 1,01 14,69 55,16 - 26,62 0,29 020 3,33 148 81,78 96,67 0,03
13 5,29 0,47 - - 2,54 44,47 44,71 028 039 1,18 0,68 901 4562 4538 91,00 0,10
14 5,52 - - - 1,28 16,91 44,86 8,34 231 - - 6,80 16,91 7630 9321 0,07
15 5,59 - - - 2,87 2542 50,54 128 12,06 1,37 0,87 9,83 2629 63,88 90,17 0,11
16 15,62 - - - 10,52 26,54 28,02 - 11,95 3,58 3,78 29,72 30,32 39,97 7029 042
17 4,86 0,05 - - 1,65 32,06 60,65 - 0,74 - - 6,51 32,11 61,39 935 007
18 2,50 - - - 231 11,43 58,79 - 23,73 0,86 038 567 11,81 82,52 9433 0,06
20 2,05 - - - 1,23 16,21 50,35 - 28,79 0,75 061 4,03 1682 79,14 9596 0,04
21 4,43 - - - 1,93 25,67 66,50 - 0,76 021 049 6,57 2616 6726 9342 0,07
22 6,65 - - - 3,58 15,18 36,36 - 37,30 0,52 041 10,75 15559 73,66 8925 0,12
23 2,41 - - - 1,72 10,10 42,54 - 42,02 09 026 508 1036 84,56 9492 0,05
24 2,66 - - - 3,66 69,67 20,95 - 1,73 - 1,33 632 71,00 22,68 93,68 0,07
25 8,00 - - - 3,00 14,85 40,59 - 32,56 - 1,00 11,00 1585 73,15 89,00 0,12
26 3,36 - - - 1,35 4231 52,10 - 0,85 - 0,02 472 4233 5295 9528 0,05
27 2,53 - - - 1,61 61,57 34,19 - - 0,1 - 424 61,57 34,19 9576 0,04
28 527 - - - 321 2843 61,51 - - 1,59 - 10,07 2843 61,51 89,94 0,11
29 4,78 0,17 - - 1,62 12,83 79,08 - 0,53 - - 6,50 12,85 80,48 9345 0.07
sr.vred. 4,58 0,09 000 0,01 228 27,55 50,66 0,76 13,38 0,49 040 736 28,06 6480 92,86 0,08
medijana 4,27 0,00 0,00 0,00 1,79 24,55 48,61 0,00 11,06 0,05 0,11 639 2504 69,80 94,01 0,07
stdev 2,64 022 002 0,04 1,82 18,15 17,00 220 13,84 0,78 0,75 489 1835 18,86 497 007
min 2,03 0,00 0,00 0,00 0,86 6,34 20,95 0,00 0,00 0,00 0,00 333 634 2268 7029 0,03
max 1562 0,86 0,09 0,16 10,52 69,67 89,70 8,34 42,02 3,58 3,78 29,72 71,00 91,34 97,68 042
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4.1.3 Profil Seéera

Metabolomicka procena autenti¢nosti semena voca na osnovu sadrzZaja Secera obuhvatila je
dva pristupa, metabolomicko profilisanje i ciljanu analizu. U prvom slucaju posmatran je kompletan
profil Secera kao jedinstveni set hromatografskih signala karakteristicnih za odredeni uzorak,
odnosno ispitivanu biljnu vrstu. Ciljana analiza podrazumevala je kvantitativno odredivanje unapred
definisanih Secera uz upotrebu odgovarajuéih standarda, ¢iji su rezultati predstavljeni u Tabelama
12 i 13. Za analizu Secera koriS¢ena je visokoefikasna anjonsko-izmenjivacka hromatografija sa
pulsnom amperometrijskom detekcijom.

Gajeno voce

U ispitivanim uzorcima semena gajenog voca identifikovano je i kvantifikovano ukupno 28
Secera, od toga 5 monosaharida (Ram, Arabt, Ksil, Glu i Fru), 8 disaharida (Treh, Mel, Isomal, Sah,
Gent, Tur, Malt i Cel), 5 trisaharida (Melez, Raf, Izomaltri, Pan i Maltri), po jedan tetra-, penta-,
heksa- i heptasaharid (Maltetr, Malpet, Malhek i Malhept), kao i 6 Sec¢ernih alkohola (Erit, Glic, Arab,
Sor, Gal i Man) (Tabela 12). Najzastupljeniji Seceri u svim ispitivanim vrstama bili su glukoza (37,0—
148,6 mg/g), fruktoza (33,1 — 179,2 mg/g) i saharoza (59,8 — 279,5 mg/g). Dobijeni rezultati su
ocekivani jer su razvoj ploda i semena i fiziologija biljke odredeni sintezom, transportom i
razgradnjom ovih Secera.'8! Najve¢i sadrzaj Glu, Fru i Sah odreden je u uzorcima semena kupine.
Saharoza, glukoza i fruktoza su takode odredene kao dominantni Seceri u jezgri breskve i kajsije. %120
Sah je glavni transportni ugljeni hidrat u viS§im biljkama, izuzev biljaka koje pripadaju familiji
Rosaceae, koje koriste Sor kao osnovni translokator ugljenika. Transport Sah i Sor u procesu
regulacije ugljenika se obavlja kroz floem od izvora (listova) do korena, ploda i semena.'8? Pored
transportne uloge u biljkama, saharoza i proizvodi njene razgradnje (glukoza i fruktoza) deluju i kao
signalni molekuli ukljuéeni u kontrolu ¢elijske deobe, ekspanziju éelija i razvoj biljke.'®* Nivo Seéera
heksoze (Glu i Fru) zavisi od aktivnosti enzima invertaze i saharoza-sintaze.'®* Studije radene na
uzorcima gajenog i samoniklog g voc¢a iz Slovenije, a medu njima i jagodastih vrsta, su potvrdile da
glukoza i fruktoza ¢ine 75% od ukupnog sadrzaja Secera.!!®

Pored Glu i Fru, kao glavnih monosaharida u uzorcima semena voca, odreden je jos i sadrzaj
Ram (0,06 — 0,84 mg/g), Ksil (0,01 — 2,66 mg/g) i Arab (0,26 — 7,25 mg/g). Sadrzaj Arab bio je
najveci u uzorcima kupine (2,58 — 7,25 mg/g) i aronije (7,13 mg/g).

Medu odredenim disaharidima Treh je bila najzastupljenija u uzorcima semena crne ribizle
(14,03 — 59,62 mg/g) dok se u ostalim ispitivanim vrstama vocaka njen sadrzaj kretao od 0,14 mg/g
do 18,12 mg/g. Sadrzaj Mel bio je najveci u ekstraktima semena maline (0,21 — 33,7 mg/g), dok se u
ostalim uzorcima kretao u opsegu od 0,11 mg/g do 13,54 mg/g. Tur je bila najzastupljenija u uzorku
semena godzija (15,33 mg/g), peruanske jagode (12,74 mg/g) i aronije (12,60 mg/g), dok je najmanji
sadrzaj odreden u ekstraktima semena maline (2,50 — 4,21 mg/g). Malt je bila prisutna u opsegu
koncentracija od 1,92 do 7,28 mg/g, Isomal u opsegu 0,08 — 4,59 mg/g. Uzorci semena crne ribizle i
jagode imali su najvisi sadrzaj Gent (2,12 mg/g i 2,27 mg/g, redom) i Cel (2,91 mg/gi 1,47 mg/g,
redom).

Panoza je najzastupljeniji trisaharid u uzorcima semena voca, §to je u skladu sa literaturnim
podacima dobijenim za kostice kajsije.!'!” Najvisi sadrzaj Pan prisutan je u ekstraktima semena kupine
(8,08 — 55,41 mg/g), dok je u ostalim uzorcima bila prisutna u opsegu koncentracija od 1,90 mg/g do
26,26 mg/g. Za razliku od Pan, ostali trisaharidi su bili prisutni u nizim koncentracijama, Melez (0,18
— 7,77 mg/g), Raf (0,80 — 8,36 mg/g), Isomaltri (0,20 — 1,75 mg/g) i Maltri (0,12 — 0,88 mg/g).

Maltetr (0,32 — 11,03 mg/g), Malpet (0,24 — 9,16 mg/g), Malhek (0,32 — 15,70 mg/g) 1 Malhept
(0,31 — 15,82 mg/g) su odredeni u svim ispitivanim ekstraktima semena gajenog voca, ali najveci
sadrzaj ovih oligosaharida bio je u uzorcima semena kupine. Ranije studije su pokazale da
polisaharidi izolovani iz semena kupine imaju antikoagulaciono dejstvo, Sto je dalo farmakolosku
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osnovu za klinicku primenu izolovanih polisaharida u prevenciji i tretmanu kardiovaskularnih
oboljenja.'® Maltooligosaharidi se mogu koristiti kao izvor ugljenika za klijanje i razvoj semena, ako
postoji enzim za hidrolizu ovih oligosaharida do krajnjih proizvoda glukoze i maltoze. '8¢

Glicerol je najzastupljeniji Secerni alkohol u uzorcima semena gajenog voca (5,87 — 44,98
mg/g) §to se objasnjava Cinjenicom da seme predstavlja skladiste lipida u biljkama uglavnom u obliku
triacilglicerola (nastalih eterifikacijom glicerola i tri masne kiseline), koji se lako hidrolizuju u
uslovima analize Secera (alkalna sredina). Srednja vrednost sadrzaja Erit (0,98 — 14,19 mg/g) i Sor
(0,90 — 9,0 mg/g) u ispitivanim uzorcima bila je ve¢a od srednje vrednosti sadrzaja Arabt (0,58 —4,36
mg/g), Man (0,39 — 2,10 mg/g) i Gal (0,13 — 1,04 mg/g).

Na sadrzaj Secera u uzorcima semena gajenog voca primenjen je KW test (Tabela 12), u cilju
provere postojanja statisticki znacajne razlike u vrednostima medijana ispitivanih vrsta vo¢a. Od
ukupno 28 analiziranih Secera, jedino se sadrzaj Isomal u ispitivanim vrstama nije statisticki znacajno
razlikovao. Na osnovu sadrzaja maltooligosaharida (Maltetr, Malpet, Malhek, Malhep) moguce je
razlikovati ribizlu od maline, kupine i jagode, kao i borovnicu od maline i kupine (Z-test, Tabela 12).
Na osnovu sadrzaja Gal moguce je razlikovati ribizlu od ogrozda, na osnovu sadrzaja Sah ribizlu od
borovnice, a na osnovu sadrzaja Malt borovnicu od jagode. Uzorci maline i kupine, familija Rosaceae,
se mogu razlikovati na osnovu sadrzaja Arab i Isomaltri. Rezultati ovog testa potvrdili su da uzorci
jagode i ribizle imaju jedinstvene profile Secera, koji se znacajno razlikuju prema velikom broju
ispitivanih parametara u odnosu na ostale vrste.
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Tabela 12. Parametri deskriptivne statistike Secera u analiziranim uzorcima semena gajenog voca (mg/g) i rezultati KW-testa.

Botanicka Parametar Erit Glic Arabt  Sor Gal Man Treh Ram Arab Ksil Glu Fru Mel Isomal
vrsta fr (min) 221 2,36 2,61 2,72 3,05 3,38 3,68 421 5,04 5,36 591 6,88 7,91 8,39
st.vred. 0,98 11,80 0,87 2,01 0,45 1,75 0,24 0,27 1,80 0,63 88,0 130,4 10,67 1,30
Malina (M) medijana 0,88 12,14 0,36 1,40 0,37 1,75 0,18 0,28 1,80 0,79 81,9 139,5 4,39 0,25
- stdev 0,83 1,74 1,04 1,58 0,37 0,91 0,15 0,11 0,64 0,34 37,1 31,6 15,48 2,20
min 0,09 9,39 0,33 0,95 0,10 0,90 0,14 0,13 1,06 0,12 49,6 86,0 0,21 0,08
max 2,10 13,54 2,43 431 0,98 2,60 0,47 0,40 2,55 0,81 138,8 156,7 33,7 4,59
sr.vred. 2,54 14,72 0,99 1,46 0,13 0,87 2,53 0,57 3,46 0,99 62,0 105,8 5,50 0,67
medijana 2,54 14,72 0,99 1,46 0,13 0,87 2,53 0,57 3,46 0,99 62,0 105,8 5,50 0,67
Ogrozd (0)  4ey 1,98 3,08 1,26 1,04 004 049 3,03 038 0,12 0,64 2,79 48,4 0,96 0,23
n=2 min 1,14 12,54 0,10 0,73 0,10 0,53 0,39 0,31 3,38 0,53 60,0 71,6 4,82 0,50
max 3,94 16,90 1,87 2,20 0,16 1,22 4,67 0,84 3,55 1,44 64,0 140,0 6,17 0,83
sr.vred. 2,74 14,90 1,50 3,05 0,58 2,10 6,44 0,21 4,77 1,87 120,7 1483 5,73 1,20
Kupina (K) medijana 1,62 13,92 0,44 3,22 0,52 1,86 1,00 0,07 447 2,51 134,4 136,2 4,71 0,45
. stdev 2,05 2,23 2,10 1,77 0,40 1,26 10,12 0,26 2,35 1,24 36,8 21,6 3,53 1,38
min 1,50 13,33 0,14 1,20 0,21 0,98 0,20 0,06 2,58 0,44 78,9 135,5 2,82 0,35
max 5,11 17,45 3,93 4,72 1,00 3,47 18,12 0,52 7,25 2,66 148,6 173,2 9,66 2,79
sr.vred. 1,36 9,03 0,65 2,53 0,52 0,39 6,85 0,22 2,21 0,28 70,2 79,4 0,44 0,74
Borovnica  medijana 1,46 8,42 0,54 2,29 0,38 0,40 6,62 0,18 2,23 0,27 60,8 60,6 0,44 0,34
B) stdev 0,45 1,70 0,22 0,47 0,27 0,13 3,64 0,14 0,56 0,19 20,5 29,8 0,17 0,64
n=>5 min 0,62 7,50 0,50 2,18 0,27 0,20 3,41 0,09 1,37 0,08 48,5 53,2 0,25 0,24
max 1,81 11,52 1,02 3,28 0,84 0,56 12,39 0,45 2,86 0,47 100,4 116,8 0,60 1,64
st.vred. 521 28,04 436 1,44 1,04 1,42 14,03 0,30 2,28 0,29 68,5 77,0 3,79 0,52
Crna medijana 3,80 27,85 0,34 1,32 0,64 1,20 6,72 0,24 2,17 0,15 70,6 68,4 3,18 0,53
Ribizla (R)  stdev 3,79 9,58 13,24 1,34 1,23 0,76 17,17 0,17 1,24 0,30 18,0 30,5 3,17 0,32
n=12 min 1,95 15,77 0,09 0,08 0,08 0,45 2,15 0,08 0,26 0,01 37,0 33,1 0,73 0,10
max 14,19 4498 46,35 5,06 420 2,85 59,62 0,61 433 0,80 99,0 130,2 11,81 1,33
sr.vred. 2,28 12,22 0,58 0,90 0,59 0,50 3,83 0,17 2,41 1,02 77,1 125,2 2,01 0,62
Jagoda () medijana 1,84 12,20 0,54 0,84 0,48 0,47 3,37 0,17 2,46 0,86 84,1 131,7 0,87 0,68
e stdev 1,56 4,28 0,25 0,32 0,44 0,27 1,58 0,07 0,79 0,30 16,8 28,4 3,39 0,22
min 1,11 5,87 0,31 0,47 0,08 0,07 1,66 0,07 1,23 0,78 51,6 71,1 0,11 0,19
max 7,34 19,28 1,17 1,54 1,62 1,24 6,86 0,29 3,77 1,79 96,3 179,2 13,54 1,01
Aronija (n=1) 1,71 16,53 1,30 9,0 0,45 0,39 16,02 0,71 7,13 1,79 133,7 34,5 2,66 0,14
Godzi(n=1) 3,76 29,48 0,90 1,69 0,24 0,82 2,16 0,11 3,92 0,22 76,9 77,6 4,82 0,15
Peruanska jagoda (n= 1) 2,48 12,78 0,63 0,82 0,29 0,48 2,18 0,36 1,86 0,095 67,7 69,0 1,51 0,93

P 0,0017 <0,0001 06085 0,0075 04889 0,00025 0,0049 0,0729 0,0946  0,00014 02804  0,00237 0,0475  0,6769
BJ(K, B,RUJ.K) K(O,R) B,RJKM) B(XK0O
KWiest 5 rednost  RBL peimy kR BUR R M,I({) M(B,JR) OUJK)  KMR) GO KOR (D J(g(,R)) /

M) 1K) I(R) IR) M)
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Tabela 12. Nastavak.
Botanicka Parametar  Sah Cel Melez Gent Tur Raf Isomaltri Malt Pan Maltri  Maltetr Malpet Malhek Malhep
vista  g@min) 970 1072 1374 14,01 14,35 14,62 14,93 1582 18,11 1943 2438 24,68 25,03 25,39
st.vred. 1444 0,86 0,39 0,20 3,53 3,09 0,32 285 13,18 018 132 Ll 1,62 1,78
Malina v ™ediina 1608 0.81 037 0,21 3,71 3,31 0,25 287 1327 0,14 1,54 1,36 1,99 2,10
o Stdev 554 024 0,12 0,08 0,79 0,56 0,18 028 1025 009 0,68 0,58 0,88 1,03
Min 694 061 0,27 0,09 2,50 2,27 0,20 2,50 387 012 033 0,26 0,32 0,35
Max 1868 LIS 0,55 0,27 421 347 0,59 317 2230 032 1,88 1,48 2,18 2,58
st.vred. 1558 2.6 104 049 4,59 7,09 1,43 3,57 1861 049 225 2,09 3,05 2,88
Ogrozd (0) Medliana 1558 2,26 1,04 0,49 4,59 7,09 1,43 3,57 1861 049 225 2,09 3,05 2,88
o Stdev 1240 1,53 1,22 0,52 1,01 1,79 0,44 017 936 032 090 0,73 111 0,50
Min 68,0 1,18 0,18 0,13 3.87 5,82 1,12 345 119 026 16l 1,58 2,26 2,53
Max 2435 3.34 1,90 0,86 5,31 8.36 1,75 3.69 2523 071 288 2,61 3.83 3.23
st.vred. 1503 0,84 1,61 1,04 3,51 3.80 0,88 328 2745 037 140 1,26 1,85 2,02
, medijana 1114 0,74 087 0,41 2,29 342 0,93 290 1885 035 1,39 131 1,89 2,16
K“p‘fa3(K) Stdev 1148 028 1,50 1,09 2,16 1,67 0,14 080 2481 007 1,09 1,00 1,50 1,64
n= Min 599 0,62 062 0,40 2,24 2,35 0,73 274 808 031 032 0,24 0,32 0,31
Max 2795 115 3,33 2,30 6,01 5,62 0,99 421 5541 044 2,50 2,24 3,33 3,58
st.vred. 912 0,84 1,72 1,34 7,04 3,13 0,54 249 837 047 398 3,64 4,93 543
Borovnica  medijana 92,3 1,09 1,85 1,75 7,19 1,68 0,57 227 458 039 4,18 3,79 5,43 6.25
(B) Stdev 157 049 1,18 0,99 0,80 2,86 0,18 047 1007 028 1,51 132 1,48 1,52
n=5s Min 730 022 039 027 5,73 0,80 0,37 209 234 015 1,76 1,73 2,53 2,86
Max 1150 136 340 234 7.88 7.64 0.81 304 2626 078 553 5,04 6.47 6,45
st.vred. 14536 291 2,81 2,12 5.1 4,00 0.83 342 7.9 042 7.06 6,07 9,24 10,21
Crna  medijana 1492 147 272 1,45 6,33 3.49 0,84 3,19 532 036 670 6,17 9,58 10,98
Ribizla (R)  Stdev 234 298 121 2,35 1,60 1,48 0,38 1,09 572 023 275 2,37 3.85 3,91
n=12  Min 959 025 08l 1,20 1,22 2,64 0.35 1,92 239 015 233 2,17 3,33 4,07
Max 1846 1001 498 9,55 7.65 7.81 1,74 568 1925 088 11,03 9.16 15,70 15,82
st.vred. 1328 147 396 227 6,97 5,15 0,69 399 651 043 278 2,51 3,60 4,09
Jagoda sy Mediama 1077 139 377 2,11 7,07 5,28 0,58 392 682 040 26l 2,37 3,25 335
800 D Stdev 520 029 1,36 0,91 0,68 1,55 031 123 282 016 16l 1,44 2,26 2,60
Min 598 1,08 2,07 1,03 5,77 2,13 0,38 1,69 190 018 117 111 1,77 2,02
Max 2296 221 7,67 4,11 8,02 8,37 1,51 699 1089 069 177 6.95 10,96 12,54
Aronija (n— 1) 978 0,75 1,84 0,69 12,60 7,22 0,60 267 1940 053 176 1,44 232 235
Godii (n = 1) 1622 129 374 245 15,33 6.68 0,73 728 2063 021 Lel 1,06 1,30 112
Peruanska jagoda (n— 1) 1212 2,16 777 2,62 12,74 3,96 0,76 3,14 893 030 220 1,90 2,72 3,10
3 02533 0,0094  0,00046 00022  0,00082 00222 0,009 00559 0,1333 02028 0,00015 000015  <0,0001  <0,0001
KW test JBK, M@BJ, B(KM) B(KM)  B(KM)  BM)
Z-vrednost  B(R) ’Jf\%(B’K xg{)) l}fg?’J’R) ﬁﬁ()K’M’O) %B’%’R) 1(\)/1((]?,’1]{}\13 B() }3(%0) R) RUKMO) RUKM)  RMKJ) ggJ,K,M,
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Hromatogrami Secera dobijeni primenom Chromeleon softvera su eksportovani u Excel/ kao
zavisnost intenziteta signala od retencionog vremena i koriS¢eni za metabolicko profilisanje. Analiza
glavnih komponenata primenjena na profil Secera ekstrakata semena gajenog voca rezultirala je
cetvorokomponentnim modelom, koji je objasnio 82,18% od ukupnog varijabiliteta podataka. Na
Slici 12a je prikazan grafik skorova prve i druge latentne varijable, koje su objasnile 47,37%, i
23,91% varijabiliteta izmedu podataka, redom. Za razliku od rezultata dobijenih za profil masnih
kiselina i lipida, PCA primenjena na profile Secera pokazala je potpunu diferencijaju uzoraka semena
crne ribizle i jagode, dok su uzorci maline, kupine i borovnice formirali klastere koji se delimi¢no
preklapaju. Uzorci semena peruanske jagode, aronije i godzija su pokazali jedinstvene profile Secera,
koji se razlikuju od ostalih vrsta gajenog voca. Na grafiku doprinosa pojedinacnih varijabli (Slika
12b/c) uocava se da su varijable koje imaju najveci uticaj na razdvajanje duz PC2 ose Seceri na tr =
2.37 (Gly), 9,70 (Sac) i 13,74 min (Mels). Varijable sa najve¢im pozitivnim uticajem na razdvajanje
duz PCI1 ose su Seceri na tr = 5,90 (Glu), 6,88 (Fru), 10,72 (Cel) i 14,01 min (Gent).
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Slika 12. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za profil Sec¢era
u uzorcima semena gajenog voca, b/c) uzajamne projekcije koeficijenata latentnih varijabli.
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Slika 13. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za sadrzaj Secera
(mg/g) uuzorcima semena gajenog voca, b/c) uzajamne projekcije koeficijenata latentnih varijabli.

Ciljana analiza izvrSena je primenom analize glavnih komponenata na podatke o sadrzaju
odredivanih Seéera (mg/g) (Tabela 12). Dobijen je Sestokomponentni model pomoéu kojeg je
objasnjeno 65,21% od ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1 - 20,50%, PC2 - 11,49%). Na
grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 13a) se uocava odvajanje uzoraka crne ribizle duz PC1 ose
od ostalih vrsta. Uzorci jagode su formirali kompaktan klaster i pokazali slican profil Secera kao
uzorci borovnice, peruanske jagode i godZija. Uzorci kupine su delimi¢no preklopljeni sa uzorcima
maline i aronije, dok su uzorci godzija formirali zaseban klaster izmedu uzoraka jagode, crne ribizle
i kupine. Sa grafika vektora latentnih varijabli (Slika 13b) uocavamo da su uzorci crne ribizle
odvojeni od ostalih uzoraka duz PCl ose, zahvaljujuéi viSim vrednostima sadrzaja
maltooligosaharida (Maltri, Isomaltri, Maltetr, Malpet, Malhek, Malhep) i Cel i Erit, dok je sadrzaj
Pan, Arab, Glu i Ksil bio veéi u uzorcima kupine i aronije. U uzorcima ogrozda je sadrzaj Raf'i Ram
bio veci u poredenju sa drugim vrstama, dok je sadrzaj Isomal bio najmanji. Rezultati PCA analize
primenjene na sadrzaj Secera u uzorcima gajenog voca su u skladu sa rezultatima univarijantne analize
(KW test).

Poredenjem rezultata PCA analize primenjene na profile Secera i na sadrzaj pojedinacnih
Secera, vidi se da je u oba slucaja doslo do grupisanja uzoraka crne ribzle i jagode, kao najbrojnijih
grupa uzoraka. PCA model dobijen za sadrzaj Secera, obuhvatio je manji udeo od ukupnog
varijabiliteta medu podacima i to sa ve¢im brojem komponenata. Uzorci jagode su bolje razdvojeni
od ostalih vrsta voc¢aka na osnovu profila Secera, za razliku od kvantitivnog sastava gde su formirali
kompaktan klaster ali delimi¢no preklopljen sa uzorcima maline, borovnice, peruanske jagode i
godzija. U slucaju uzoraka ogrozda bolje razdvajanje je postignuto na osnovu sadrzaja pojedinacnih
Secera, dok su na osnovu profila Secera ovi uzorci preklopljeni sa uzorcima kupine, maline i
borovnice. Kompletan profil Secera je omogucio jasnu diferencijaciju uzoraka semena peruanske
jagode, aronije i godZija, za razliku od kvantitativnog sastava odredenog broja ciljanih jedinjenja na
osnovu kojeg nije bilo moguée razdvojiti ove uzorke od ostalih bijnih vrsta sa veé¢im brojem
ispitivanih sorti.

Samoniklo voce

U analiziranim divljim vrstama voc¢aka najzastupljeniji Seceri su bili Glu (57,1 — 343,3 mg/g),
Fru (54,5 — 204,2 mg/g) i Sah (15,5 — 204,5 mg/g) (Tabela 13), dok su u uzorcima semena gajenih
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vrsta vocaka bile dominatne Fru i Sah. Dobijeni rezultati u skladu su sa istrazivanjima radenim na
uzorcima gajene i divlje jabuke, koja su pokazala da su Fru i Sah dominantni rastvorljivi saharidi u
uzorcima gajene jabuke, dok su Glu i Fru najzastupljeniji u divljoj jabuci. Prose¢na koncentracija
ukupnih Secera i indeks slasti bili su relativno sli¢ni izmedu uzoraka gajene i divlje jabuke, §to je
dovelo do pretpostavke da je ukupna kiselost voca, a ne slast, bila pod znacajnim uticajem selekcije
tokom pripitomljavanja.'®’ Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije takode su pokazali
slicne vrednosti za prose¢ne koncentracije ukupnih Seera u ispitivanim uzorcima gajenog i
samoniklog vo¢a odredene vrste. U uzorcima malina je prose¢na koncentracija ukupnih saharida u
gajenim uzorcima iznosila 426 mg/g a u samoniklim 425 mg/g, za seme kupine (GV — 514 mg/g, SV
— 498 mg/g), za seme ogrozda (GV — 408 mg/g, SV — 362 mg/g), za seme jagode (GV — 407 mg/g,
SV —386 mg/g), peruanske jagode (GV — 335 mg/g, SV — 366 mg/g), dok je u semenu ribizle prosecna
koncentracija ukupnih saharida bila primetno niZza u gajenim uzorcima (417 mg/g) u poredenju sa
samoniklim (560 mg/g). IstraZivanje radeno na uzorcima divlje borovnice, jagode i Sipurka sa
podrucja Bosne i Hercegovine, takode je pokazalo najvisi sadrzaj Fru i Glu, dok je sadrzaj Sah bio
manji, $to se obja$njava visokom aktivno$¢u invertaze u zavr$noj fazi zrenja.'®® SadrZaj ostalih
monosaharida (Ram, Ksil, Arab) u semenu samoniklog voca bio je znatno nizi (0,02 — 2,25 mg/g;
0,05 5,11 mg/g; 0,11 — 28,6 mg/g, redom), u poredenju sa Glu i Fru.

Mel je najzastupljeniji disahardid posle Sah u svim ispitivanim uzorcima divljeg voca, sa
srednjim sadrzajem od 15,0 mg/g, dok je visok sadrzaj ovog Secera primecen u uzorku kleke (158,0
mg/g). Sadrzaj Malt (1,35 — 40,3 mg/g), Treh (0,17 — 21,8 mg/g) i Tur (0,93 — 10,0 mg/g) bio je veci
od sadrzaja Cel (0,07 — 16,4 mg/g), Gen (0,003 — 8,00 mg/g) i Isomal (0,01 — 6,63 mg/g). Kao i u
slu¢aju semena gajenog voca, Pan je najzastupljeniji trisaharid sa najve¢im sadrzajem u uzorku crne
udike (134,1 mg/g), dok je u ostalim uzorcima prisutna u opsegu koncentracija od 1,09 do 50,0 mg/g.
Zatim slede Raf (0,16 — 35,9 mg/g) i Melez (0,02 — 14,21 mg/g), dok su Maltri (0,19 — 7,53 mg/g) i
Isomaltri (0,13 — 1,92 mg/g) prisutni u niZim koncentracijama. Srednja vrednost sadrzaja visih
maltooligosaharida (Maltetr, Malpet, Malhek, Malhep) u uzorcima samoniklog voca kretala se u
opsegu 6,21 — 7,67 mg/g.

Zbog hidrolize triacilglicerola u uslovima analize Secera, glicerol je najzastupljeniji Secerni
alkohol i u uzorcima semena samoniklog voca (4,95 — 57,0 mg/g). Sadrzaj Sor (0,02 — 28,1 mg/g) i
Arabt (0,05 — 21,7 mg/g ) u ispitivanim uzorcima bio je ve¢i od sadrzaja Erit (0,11 — 6,51 mg/g), Man
(0,10 — 11,4 mg/g) i Gal (0,06 — 5,88 mg/g).
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Tabela 13. Parametri deskriptivne statistike Secera u analiziranim uzorcima semena samoniklog voca (mg/g).

Oznaka Erit  Glic Arabt Sor Gal Man Treh Ram Arab Ksil Glu Fru Mel Isomal Sah Cel Melez Gent
uzorka (SV)

1 1,64 57,0 1,62 7,12 0,06 0,23 4,19 0,47 0,24 6,49 136,9 82,8 1,70 1,03 102,3 0,65 2,57 0,99

2 2,84 154 239 6,97 2,00 0,13 088 016 1,39 038 90,9 72,00 0,12 1,73 99.9 0,48 0,99 0,01
3 0,73 428 4,90 16,0 340 3,82 8,03 085 0,71 0,11 153,6 149,1 1,07 0,47 87,1 2,82 1,03 0,06
4 0,74 52,7 281 28,1 1,92 2,11 6,04 225 1,04 125 1601 167,01 2,11 6,40 592 1,39 1,14 0,06
5 356 133 039 13,1 227 391 1722 0,02 0,05 4,62 2594 1045 585 0,13 51,1 1,41 0,86 0,06
6 359 13,1 1,68 152 342 1,68 5,83 1,34 013 561 3433 2042 303 0,12 45,1 120 1,24 0,18
7 2,07 29,1 0,15 103 1,59 036 0,17 096 026 856 778 684 12,6 3,79 714 2,03 272 0,04
8 1,58 24,6 3,63 129 1,56 0,92 047 050 0,84 194 161,6 171,6 169 247 745 0,70 7,63 0,55
9 6,51 152 281 983 1,09 044 1,17 055 0,74 4,72 101,5 121,5 133 031 1863 053 1,89 0,02
10 2,84 393 0,05 11,1 298 0,68 1,97 096 0,16 435 161,6 1840 26,7 045 37,5 1,97 0,02 0,01
11 099 23,6 2,18 13,6 240 0,12 9487 037 084 623 1219 1286 0,0 0,09 48,1 3,55 0,05 0,003
12 1,43 112 0,07 397 040 173 0,66 0,16 293 3,18 1058 1165 5,1 0,21 139,1 16,4 1,18 0,06
13 2,18 20,0 3,59 144 352 069 184 0,67 421 28,6 1429 93,7 355 0,28 102,6 10,5 0,60 0,24
14 482 154 099 1,71 142 050 0,85 028 0,60 242 684 635 68 0,37 130,8 0,77 1,14 0,23
16 0,11 518 034 512 415 029 14,0 0,74 022 245 99,1  130,1 1580 6,63 40,0 045 3,93 2,54
18 044 128 21,7 1,02 58 0,61 281 0,79 0,76 327 63,5 634 85 0,47 150,7 031 7,02 7,38
19 141 199 6,96 0,70 030 123 0,53 048 1,62 240 799 845 2,1 0,23 284 1,08 2,77 2,30
20 0,56 495 0,05 0,02 0,77 482 040 025 246 936 1000 1670 16,6 0,06 155 007 237 0,99
21 234 241 232 1,68 021 1,58 1,07 029 037 2,67 842 855 49 0,05 314 0,66 0,64 2,79
22 2,85 213 143 226 016 0,10 1,67 003 2,15 081 57,1 545 15 0,63 363 0,51 1,58 0,43
23 026 9,67 1,82 681 0,79 086 847 031 041 281 1112 1236 168 0,01 75,1 0,46 6,98 431
24 340 19,6 3,22 245 012 0,71 025 044 022 497 867 744 132 0,63 938 433 3,72 3,88
25 145 366 1,58 130 1,18 2,61 716 025 292 020 1097 1188 247 0725 722 1,92 142 5,06
26 1,47 149 081 1,57 056 236 4,54 034 234 761 678 851 1,1 0,29 80,9 027 1,84 0,48
27 138 17,7 3,06 130 1,53 114 8,08 043 511 1,82 2276 1235 20 0,33 204,5 0,17 3,65 5,11
28 2,70 28,6 3,04 6,15 2,05 573 218 016 3,71 435 2025 1774 55 0,69 1755 036 8,46 8,00
29 1,08 13,8 1,97 581 1,17 0,67 254 041 034 104 681 803 3,9 0,43 75,6 0,45 224 1,32
30 418 621 0,80 226 055 052 3,04 034 1,08 252 992 1253 2,0 0,45 63,0 039 0,19 0,47

sr.vrednost 2,11 21,7 2,73 8,08 1,69 1,81 4,86 0,53 1,35 5,08 126,5 115,0 15,0 1,04 84,9 1,99 2,95 1,70

medijana 1,61 18,6 1,89 6,89 1,48 0,79 2,68 0,42 0,80 3,23 103,6 117,6 5,67 0,40 74,8 0,68 1,87 0,47
stdev 1,50 134 4,04 6,47 1,42 2,39 5,58 0,45 1,37 6,02 65,9 41,8 29,7 1,75 49,6 3,48 3,22 2,34
min 0,11 4,95 0,05 0,02 0,06 0,10 0,17 0,02 0,05 0,11 57,1 54,5 0,02 0,01 15,5 0,07 0,02 0,003
max 6,51 57,0 21,7 28,1 5,88 11,4 21,8 2,25 5,11 28,6 3433 2042 1580 6,63 204,5 164 14,2 8,00
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Tabela 13. Nastavak.

Szzonrz;(l;a(SV) Tur Raf  Isomaltri Malt Pan  Maltri Maltetr  Malpet Malhek  Malhep

1 4,57 2,50 1,51 2,58 12,3 0,30 4,11 4,43 5,94 6,57

2 4,34 0,82 0,13 1,35 4,30 1,03 3,27 2,44 2,75 3,14

3 4,44 1,41 0,27 16,9 1,09 0,62 2,09 1,19 1,44 0,57

4 7,10 3,22 1,43 6,13 36,7 0,74 9,39 8,24 8,08 8,65

5 3,23 1,47 1,46 1,79 21,8 0,69 4,62 4,19 4,09 4,39

6 328 0,16 1,67 3,12 17,5 0,63 4,42 3,84 4,60 3,10

7 7,67 3,35 1,59 3,30 3,77 0,66 8,15 5,50 6,97 5,01

8 9,99 443 1,16 3,28 22,9 3,65 3,16 2,37 3,66 3,29

9 5,08 6,58 1,92 2,64 47,8 7,53 9,27 4,75 2,89 3,37

10 0,93 444 1,69 4,96 49,8 5,00 9,87 11,9 0,76 5,85

11 1,57 885 1,41 6,73 17,5 6,00 3,87 6,74 3,93 4,29

12 1,77 0,82 0,87 4,63 4,14 0,19 0,72 0,62 0,67 0,60

13 3,80 6,84 1,02 2,17 6,02 0,91 17,5 15,7 22,2 24,8

14 5,50 4,96 0,66 5,08 13,2 0,20 7,68 6,56 8,16 8,63

16 6,47 7,26 0,38 3,14 24,7 0,29 2,50 1,15 1,53 1,33

18 1,33 457 0,48 40,3 13,7 0,24 13,6 10,5 12,8 10,3

19 5,23 1,31 1,08 10,6 43,1 0,56 16,8 9,71 10,3 6,76

20 3,52 8,59 1,03 4,42 17,7 1,48 12,6 9,05 13,4 13,9

21 7,47 520 0,72 7,07 33,8 0,97 9,04 8,56 12,8 13,9

22 2,98 4,82 0,58 8,71 16,9 0,40 4,16 3,48 5,09 5,52

23 7,54 359 0,69 10,4 29,4 0,86 15,3 13,6 20,2 22,6

24 5,44 583 0,40 9,63 7,23 2,42 8,79 7,51 10,7 12,1

25 4,24 0,97 0,42 3,83 43,6 0,25 12,1 10,9 16,1 17,2

26 3,12 2,64 0,43 7,65 8,78 0,26 7,63 7,19 10,3 9,89

27 5,89 16,7 0,58 18,6  134,1 0,44 2,41 2,21 3,39 3,74

28 6,47 16,2 0,80 15,3 16,0 0,56 3,32 2,79 3,82 3,31

29 597 4,65 0,57 8,84 20,8 0,66 6,97 5,81 8,22 8,69

30 4,10 4,20 0,17 4,68 27,0 0,46 3,50 3,06 3,33 3,14

sr.vrednost 4,75 6,03 0,90 7,78 24,8 1,36 7,39 6,21 7,44 7,67

medijana 4,50 4,50 0,76 5,02 17,6 0,65 7,30 5,66 5,51 5,68

stdev 2,16 7,11 0,52 7,81 25,5 1,88 4,71 3,95 5,72 6,19

min 093 0,16 0,13 1,35 1,09 0,19 0,72 0,62 0,67 0,57

max 9,99 35,9 1,92 40,3  134,1 7,53 17,5 15,7 22,2 24,8

4.1.4 Proteinski profil

Skladisni (rezervni) proteini se akumuliraju u semenu u toku njegovog razvoja i predstavljaju
izvor energije 1 rezervu za skladiStenje azota, ugljenika i sumpora, neophodnih tokom klijanja
semena.'?* Osim $to pokazuju antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost, proteini semena se mogu
koristiti kao alternativni izvor proteina za ljudsku ishranu.'® U cilju procene nutritivne vrednosti
semena voca odreden je ukupan sadrzaj rastvorljivih proteina primenom Bradfordove metode prema
ranije opisanom posupku i izrazen kao broj g BSA na 100 g odmascéenog praha semena voca (Tabele
14 i 15, Slike 14 i 15). Upotrebom SDS-PAGE elektroforeze dobijen je proteinski profil, koji je
koris¢en kao jedinstvena karakteristika uzoraka u neciljanoj metabolomickoj proceni autenti¢nosti
(Slike 171 18).
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4.1.4.1 Odredivanje sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina

Gajeno voce

Najve¢i srednji sadrzaj ekstraktibilnih (rastvorljivih) proteina u uzorcima gajenog voca
odreden je u semenu ogrozda (1,01 + 0,54 g/100 g), crne ribizle (0,89 = 0,48 g/100 g) i jagode (0,74
+ 0,45 g/100 g). Nesto manji sadrzaj rastvorljivih proteina imali su uzorci kupine (0,80 £ 0,17 g/100
g), borovnice (0,49 + 0,18 g/100 g), maline (0,48 £ 0,16 g/100 g), aronije (0,58 g/100g), godzija (0,46
g/100g) i peruanske jagode (0,42 g/100g). Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima za
uzorke godzija iz razli¢itih regiona Kine, gde se sadrzaj rastvorljivih proteina kretao u opsegu od
0,41 do 0,62 g/100 g uzorka.'**

KW test (Tabela 14, Z test) primenjen na sadrzaj rastvorljivih proteina u semenu gajenog voca
je pokazao da ne postoji statisticki znacajna razlika u njihovom sadrzaju izmedu razli¢itih sorti
gajenog jagodastog voca.

Tabela 14. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj rastvorljivih proteina u uzorcima gajenog voca
i rezultati KW-testa.

Botanicka Crna
vrsta Malina  Ogrozd Kupina  Borovnica ribizla Jagoda Aronija GodZi P.jagoda
o BSA/100 g (n=4) (n=2) (n=3) (n=5) (n=12) (n=16) (n=1) (n=1) (n=1)
sr.vrednost 0,48 1,01 0,80 0,49 0,89 0,74 0,58 0,46 0,42
Medijana 0,49 1,01 0,84 0,49 0,91 0,58
Stdev 0,16 0,54 0,17 0,18 0,48 0,45
Min 0,27 0,63 0,62 0,23 0,16 0,20
Max 0,66 1,40 0,95 0,68 1,91 1,67
P 0,2874
KW test 7 -
vrednost

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je odmaséeno seme jagode (159-171 g/kg) bolji izvor
proteina u poredenju sa semenom marakuje (108 g/kg), ssmenom pomorandze (31 g/kg), maline (60
g/kg) i kupine (122 g/kg).!1-193, 125
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Slika 14. Sadrzaj rastvorljivih proteina u uzorcima semena gajenog voca.
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Samoniklo voce

Sadrzaj rastvorljivih proteina u uzorcima semena samoniklog voca je varirao u opsegu od 0,09
do 3,63 g BSA/100 g suvog odmaséenog semena, osim u uzorcima roda Prunus (uzorci 5,6 1 13), gde
je sadrzaj bio veéi (10,89-23,28 g/100g) u odnosu na ostale ispitivane vrste (Tabela 15, Slika 15).
Ranija istrazivanja radena na uzorcima jezgre badema, koji pripadaju rodu Prunus, potvrdila su visok
sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina, koji se kretao u opsegu od 23,96 do 24,64 g/100 g.%°
Poredenjem literaturnih podataka za sadrzaj proteina u plodu samoniklog Sipurka (1,60g/100 g) sa
njihovim sadrzajem u semenu dobijenom u okviru ove disertacije (3,63 g/100g), moze se zakljuditi
da je seme bolji izvor proteina od ploda.!** Dokazano je i da uslovi sredine kao §to je susa, koji u
slu¢aju samoniklog voca nisu kontrolisani, mogu zna¢ajno redukovati sadrzaj proteina u biljkama. '

Tabela 15. Sadrzaj rastvorljivih proteina izrazen kao g BSA u 100 g odmascenih suvih uzoraka
semena samoniklog voca.

Oznaka
uzorka Vocéna vrsta g BSA/100 g
8Y)
1 Beli dud 1,78
2 Beli glog 0,16
3 Burjan 0,91
4 Crni dud 1,59
5 Crni trn 22,38
6 Crni trn 23,28
7 Divlja borovnica 0,68
8 Divlja borovnica 0,38
9 Divlja crvena ribizla 0,75
10 Divlja kupina 0,78
11 Divlja kupina 0,31
12 Divlja malina 0,28
13 Divlja tresnja 10,89
14 Divlji ogrozd 0,68
15 Dunjarica 0,26
16 Kleka 0,61
17 Orlove kandze 0,27
18 Poljska ruza 1,94
19 ‘Burnet’ ruza 0,22
20 Sipurak 3,63
21 Svib 1,83
22 Simgirika 0,09
23 Sumska jagoda 0,31
24 Tisa 0,62
25 Zova 0,34
26 Crna udika 1,64
27 Crvena udika 0,23
28 Crni glog 0,18
29 Divlja Peruanska jagoda 0,64
sr.vrednost 2,68
medijana 0,64
stdev 5,94
min 0,09
max 23,28

Na Slici 15 se moze uociti da vrste koje pripadaju istom rodu imaju slican sadrzaj proteina, §to
ide u prilog Cinjenici da biljno poreklo takode ima veliki uticaj na proteinski sastav. [zuzetak su uzorci
roda Viburnum, kojem pripadaju crna i crvena udika, gde je sadrzaj ukupnih ekstraktiblnih proteina
bio sedam puta veé¢i u uzorku crne udike. Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim istraZivanjima,
koja tvrde da crna udika ima ve¢i sadrZaj proteina, esencijalnih ulja i saponina od crvene udike.!*
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Takode, sadrzaj proteina u uzorku ruze (19) je bio znacajno manji od sadrzaja u druga dva uzorka
ruze (181 20).
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Slika 15. Sadrzaj rastvorljivih proteina u uzorcima semena samoniklog voca.

Poredenjem rezultata za ukupan srednji sadrzaj rastvorljivih proteina istih vrsta vo¢a (maline,
ogrozda, kupine, crne ribizle i jagode) koje su uzgajane u razli¢itim uslovima (samoniklo i gajeno
voce) uocava se da su gajene vrste imale veci sadrzaj proteina. Ovakvi rezultati su u skladu sa ranijim
studijama koje su pokazale da na sadrzaj proteina znacajno utiCe upotreba sintetickih mineralnih
dubriva, koja povecavaju dostupnost i apsorpciju raspoloZzivog azota, neophodnog za razvoj biljke. !’

4.1.4.2 SDS-PAGE elektroforeza
Gajeno voce

Analizom elektroforetskih profila ekstraktibilnih proteina semena gajenog jagodastog voca
uocava se da je prisutan veliki broj polipeptida, od kojih su dva polipeptida od 36 —40 kDa i 23 -27
kDa, bila prisutna u svim uzorcima (Tabela 16, Slike 16 i 17). Trake koje poti¢u od ovih polipeptida
su bile dominantne u svim ispitivanim vrstama, osim u semenu aronije, ogrozda i godzija, gde su
najzastupljeniji bili polipeptidi sa molekulskim masama manjim od 20,1 kDa. Ranija istrazivanja su
pokazala da su proteini sa molekulskim masama od 36, 24 i 23 kDa karakteristi¢ni za ahenije (seme)
jagode i da su oznaceni kao ahenija-proteini.'?° To su skladi$ni proteini semena i zato su detektovani
u svim analiziranim uzorcima.

Takode je uoceno da sve sorte unutar iste vrste jagodastih vo¢aka imaju identi¢ne polipeptidne
trake sa karakteristicnim molekulskim masama. Ovo je u skladu sa ranijim studijama koje su ukazale
na identi¢ne SDS-PAGE elektroforetske obrasce za razli¢ite sorte uzoraka soje 9519, kikirikija * i
badema.®® Iz navedenog se moze zakljuiti da su proteinski profili specifi¢ni za svaku biljnu vrstu,
ali ne 1 za razliCite sorte u okviru iste biljne vrste. Sorte se mogu razlikovati prema intenzitetu
polipetidnih traka i udelu karakteristi¢nih polipeptida.

Pored glavnih proteinskih traka koje su bile prisutne u svim analiziranim uzorcima, svaka vrsta
gajenog voca je sadrzala karakteristicne polipeptide koji su ih razlikovali. Seme jagoda je sadrzalo
karakteristicne polipeptidne trake sa molekulskim masama na 44,4 kDa, 37,9 kDa, 26,5 kDa i 15,7
kDa; seme crne ribizle na 52,5 kDa, 37,2 kDa, 34,7 kDa, 13,4 kDa i 10,7 kDa; seme borovnice na
53,4 kDa, 38,5 kDa, 36,2 kDa, 23,7 kDa, 14,2 kDa i 12,5 kDa, dok su uzorci semena kupine i maline
imali identi¢ne dominantne proteinske trake na 39,8 kDa, 26,5 kDa i 17,4 kDa, kao i specifican
polipeptid na 55,1 kDa za uzorke maline i na 46,1 kDa za uzorke kupine (Tabela 16, Slike 16 i1 17).
Dobijeni SDS-PAGE elektroforetski obrasci su u skladu sa literaturnim podacima za ahenije jagode
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i za uzorke malina.!?%?% Seme ogrozda je pokazalo slian proteinski profil kao i uzorci semena crne
ribizle, sa intenzivnim polipeptidnim trakama na 13,4 kDa i 10,7 kDa, ali i karakteristicnu zonu na
108,8 kDa koja nije bila prisutna u uzorcima crne ribizle. Sli¢an polipetidni profil za uzorke ogrozda
i crne ribizle je ocekivan, s obzirom da oba pripadaju rodu Ribes, ali specificna traka na 108,8 kDa u
uzorcima ogrozda se moze koristiti za njihovu diferencijaciju. Ova traka (108,8 kDa) je takode
prisutna u uzorcima peruanske jagode, godzija, borovnice i jagode. Trake koje poticu od polipeptida
sa molekulskim masama ispod 14,4 kDa nisu bile prisutne samo u uzorcima semena jagoda.

Aronija Kupina Malina Borovnica Crna ribizla
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Slika 16. Elektroforetski profil semena gajenog voca dobijen SDS-PAGE -elektroforezom u
redukuju¢im uslovima. Crvenim brojevima su oznafene odgovarajuce trake specifi¢nih proteina
(polipeptida) koje su karakteristicne za seme svake analizirane vrste gajenog jagodastog voca.
Molekulske mase i polipetidni sastav detektovanih traka, koji su odredeni upotrebom Sigma gel
softvera, prikazani su Tabeli 16.

Prikazani rezultati ukazuju da seme svake od vrsta gajenih jagodastih vocaka ima jedinstven
proteinski profil, koji se moze koristiti za diferencijaciju uzoraka na osnovu biljnog porekla, kao i za
otkrivanje falsifikata u proizvodima na bazi jagodastog vo¢a.?’! Ranije studije su pokazale da razli¢ite
jezgraste voéne vrste imaju specificne proteinske profile koji se mogu potencijalno koristiti kao
markeri autenti¢nosti 22, dok se razlike u pokretljivosti specifi¢nih proteinskih traka mogu uspes$no
koristiti za otkrivanje falsifikata govedeg, kozjeg i ovéijeg mleka.>’

Radi lakSeg uocavanja razlika u sastavu rastvorljivih proteina u razli¢itim vrstama gajenog
jagodastog voca, kao i izmedu svake sorte pojedinacno, svi identifikovani polipeptidi semena su
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klasifikovani prema molekulskim masama u Cetiri opsega proteina: > 45 kDa, 30 — 45 kDa, 20,1 -30
kDai<20,1 kDa (Tabela 16). Znacajne razlike se mogu uociti kod svih prouc¢avanih jagodastih vrsta
i sorti. Proteinske frakcije sa MM vec¢im od 45 kDa cinile su manje od 10% rastvorljivih proteina
semena jagode, dok je vise od 40% bilo prisutno u semenkama godzija. Nize proteinske frakcije (<
20,1 kDa) bile su najzastupljenije u semenu aronije (62,94%) i crne ribizle (35,45% —56,81%), dok
su najmanji sadrzaj imali uzorci semena kupine (5,05% - 16,21%). Proteinske frakcije sa MM od
20,1 — 30 kDa su ¢inile 33,76 — 53,36% od ukupnih rastvorljivih proteina semena maline, dok su
frakcije sa MM izmedu 30 i 45 kDa predstavljale 26,86 — 74,11% od ukupnih proteina semena jagode.
Ova dva opsega MM bila su najmanje prisutna kod ekstrakta semena godzija (4,03% za 30 - 20,1
kDa 19,54% za 45 - 30 kDa). lako svaka vrsta ima jedinstven sastav proteina, razli¢ite sorte u okviru
iste vrste mogu se razlikovati po udelu polipeptida u specifi¢nim opsezima molekulskih masa.?"!
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Slika 17. Profil proteina semena gajenog voca predstavljen kao zavisnost intenziteta sive boje od Rr
vrednosti, dobijen nakon obrade slika elektroforegrama u ImageJ softveru.
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Tabela 16. Polipeptidni sastav (%) rastvorljivih proteina u semenu gajenog jagodastog voca dobijenog uz upotrebu Sigma Gel softvera: Malina (1-4);
ogrozd (5-6); kupina (7-9); aronija (10); godzi (11); peruanska jagoda (12); borovnica (13-17); ribizla (18-29) i jagoda (30-45).
*Boldirane vrednosti u Tabeli oznacavaju procenat (%) dominantnih polipeptidnih zona u semenu analiziranog voca.

Broj MM MM MM
trake | (kDa) 1 2 3 4 (kDa) > 6 (kDa) 7 8 9
1 119,5 0,64+0,022 0,96+0,022 0,95+0,03? 0,47+0,032> 108,8 3,5%0,1° 2,91940,009* | 83,6 0,900,032 0,18+0,012 2,64+0,08?
2 83,6 0,620,022 0,98+0,042 0,46+0,02° 1,3440,052 78,1  0,82+0,04bs 0,109+0,008° | 65,7 1,4940,032 0,57+0,012¢ 0,60+0,01°
3 65,7 0,335+0,003®  1,337+0,0032  0,97+0,04° 0,54+0,032> 64,1  4,5+0,2¢ 2,440,12 46,1 11,7+0,4° 10,8+0,5° 13,940,6¢
4 55,1 6,7510,04° 4,7110,04° 8,4910,04° 1,009+0,0072b 58,2  4,14+0,07%¢ 3,47740,009¢ | 42,3 0,71+0,03? 0,85+0,012d 0,56+0,03°
5 45,1 0,74610,032 1,052+0,006@  0,278+0,003  1,21+0,01° 48,4 0,790,080 0,663+0,001° | 39,8  26,4+0,5¢ 30,7+0,7¢ 33,1+1,0d
6 43,5 0,54040,022 0,044+0,003¢  0,222+0,0032  0,135+0,009° 39,4  27,910,5¢ 27,210,49 36,2 0,624+0,0052  1,53+0,01¢ 0,36+0,01°
7 39,8 19,740,3¢ 23,240,549 29,2+1,0¢ 19,4+0,3¢ 37,2  0,35%0,01° 3,340,2¢ 32,2 1,360,042 1,04+0,034e 0,6+0,02°
8 38,5 2,700,024 2,301+0,003¢  n.d. n.d. 26,5 13,4410,01¢ 4,9+0,1¢ 26,5 40,510,9¢ 44,9+0,2f 43,210,7¢
9 26,5 52,3+0,6° 41,010,6f 33,810,449 53,4+0,9¢ 25,7 n.d. 0,64+0,02° 17,4 15,0+0,8¢ 8,7910,068 4,1610,082
10 17,4 16,3+0,4f 23,440,24 24,6+0,7¢ 23,240,4¢ 24,3  8,9+0,3f 6,1+0,2f 14,2 1,25+0,032 0,699+0,0012¢  0,89+0,04°
11 14,2 n.d. n.d. 2,34+0,03f n.d. 16,4 1,26+0,028h 2,47+0,06°
12 15,1 1,56+0,06" 0,292+0,004°
13 13,4 10,410+0,002' 14,710,68
14 10,7 23,010,5! 30,910,2"
SadrZaj proteinskih frakcija (%)
>45,0 kDa 9,09 9,05 11,50 4,57 13,74 9,55 14,12 11,58 17,10
45,0-30,0 kDa 22,95 25,59 29,45 19,56 28,24 30,49 29,14 34,08 34,64
30,0-20,1 kDa 52,30 41,99 33,76 53,36 21,83 11,66 40,53 44,86 43,21
<20,1 kDa 16,32 23,37 26,93 23,18 36,18 48,30 16,21 9,48 5,05
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Tabela 16. Nastavak.
fr':ie :\"('D'V; , 10 :\"('D'V; ) 1 :\"('I';’; ), :\"('I')V; , B 14 15 16 17
1 75,5 0,528+0,003° | 108,8  1,518+0,004*®® | 108,8  3,97:0,03 108,8  0,930:0,003%"  0,75:0,02%8  0,68+0,02% 2,11+0,07° 1,82+0,02%
2 46,1 18,0+0,8" 78,1  0,105:0,008° 78,1 0,2110,01° 73,3 1,430,04% 1,16£0,04%°  1,4240,02% 1,38+0,03% 1,96+0,06%8
3 41,8 5,00,3¢ 75,5  0,420,02°¢ 71,5 0,3620,02" 68,8 0,55+0,03% 0,70£0,02%8 0,70£0,01%f 1,820£0,005%"  2,88+0,03%
4 39,8 0,549+0,001° | 62,7  1,65+0,04%" 65,2 0,67+0,01°¢ 61,2 3,8610,1° 1,68+0,02° 1,91%0,04°¢  8,01%0,02° 2,5£0,1%
5 37,9 0,232+0,004% | 53,4  36,8+0,7¢ 61,2 0,31#0,03° 53,4 18,9+0,5¢ 10,7+0,4° 6,447+0,009°  4,1+0,2° 18,4+0,9"
6 36,2 0,65+0,02° 44,4 1,07310,002%% | 56,0 1,080,019 41,8 0,858+0,008? 2,84+0,06° 0,51240,005%  0,041+0,004¢ 0,19+0,02°
7 27,1 0,106+0,008° | 39,4 1,57+0,06° 52,5 7,3£0,3¢ 38,5 23,0+0,2° 22,1+0,5° 17,1+0,7¢ 52,4+1,4° 17,1+0,8¢
8 26,5 11,8+0,1¢ 37,2 2,49:0,05° 45,1 1,940,1° 36,2 5,3+0,1" 6,0+0,2" 8,3+0,2¢ 6,8+0,2f 4,96+0,06°
9 25,2 0,042+0,003° | 36,2  2,04+0,02°' 41,8 0,410,03" 32,2 0,9300,003%"  1,12¢0,022*  0,559+0,001*"  0,56+0,02° 3,530:0,03%
10 24,3 0,190+0,007° | 30,7  2,4+0,1° 38,5 3,35:0,01' 27,1 0,716:0,005°  0,606:0,005% 0,68+0,02°" 1,300,027 0,78+0,01®
11 20,0 5,08+0,07¢ 28,0 0,94+0,01%"" 37,2 23,8+0,68 25,2 1,88+0,05° 0,933#0,005°  3,50,1° 0,97+0,02%" 1,77+0,07%
12 17,4 3,740,2° 27,1 0,55¢0,04% 25,7 5,519+0,009" | 24,3 0,906+0,005° 0,140,018 0,280+0,001%"  2,2+0,1% 0,049:0,004°
13 15,7 54,1+0,3" 252  0,36:0,03°" 24,3 0,980+0,0059 | 23,7 21,6+0,48 10,13+0,08°  9,6+0,3" 8,8+0,4° 3,8+0,1°f
14 24,3 0,811:0,006" | 23,7 0,82+0,06°! 22,7 0,906+0,005° 0,023+0,0028  0,14+0,01f 0,37:0,04% 0,15+0,01¢
15 22,7 1,36:0,04% 16,4 1,11+0,04° 21,7 1,408:0,008°"  1,10+0,03? 1,445:0,001%"  2,306+0,007¥  0,99:0,028"
16 16,4  3,6:0,1 15,7 1,44+0,07% 16,4 1,67+0,05° 3,22+0,08¢ 1,3840,04% 0,810£0,0078"  3,80+0,02¢f
17 14,2 40,8+0,6" 14,2 1,03+0,04% 14,2 0,98+0,05°" 0,956+0,004°  12,610,65 1,14+0,048" 30,8+2,0'
18 125  1,5240,05%" 13,4 18,31+0,03 12,5 11,2+0,2! 28,4+0,8" 27,7+2,1" 3,340,249 0,2900,001°
19 10,7 27,49+0,04' 10,1 2,93+0,05¢ 7,7+0,2' 5,1+0,2" 1,460,042 3,8+0,1°f

Sadrzaj proteinskih frakcija (%)

>45,0 18,47 40,44 15,71 25,70 14,99 11,19 17,46 28,09
45,0-30,0 6,47 9,54 27,56 30,10 32,05 26,47 59,86 25,76
30,0-20,1 kDa 12,13 4,03 7,32 27,38 12,93 15,58 15,98 7,55
<20,1 kDa 62,94 45,99 49,40 16,82 40,03 46,76 6,70 38,60
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Tabela 16. Nastavak.

Broj MM

wake (kpa) 8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
0,1650,009

1 68,8 0,69£0,02%° 0,129+0,006°  0,151+0,006°  0,32+0,02° 0,99+0,06°¢ a 0,36%0,02%¢ 0,140+0,008°  0,068+0,003°  0,213+0,02° 0,139+0,006°  0,29+0,03%

2 64,1 0,28+0,04%¢ 0,21+0,03° 0,091+0,004®  0,21+0,02° 0,75+0,05° 0,56+0,04%® 0,570,012 0,140+0,008°  0,71+0,04° 0,092¢0,006°  0,33£0,01° 0,083+0,004°

3 58,2 1,2¢0,1% 1,330,03° 0,1240,02° 0,420,087 0,620,047 0,92¢0,05°  2,310,1° 0,210,02° 0,81£0,04° 1,070£0,01%  0,583:0,004°  0,87+0,04"

4 52,5 18,35:0,07°  13,2:0,2° 11,9:0,3° 1,59£0,01° 9,9:0,3° 10,4£0,1° 2,5:0,1° 0,31:0,02° 6,84+0,08° 14,19:0,4° 13,5:0,1% 15,0£0,1°

5 39,8 0,046£0,002¢  n.d. 7,2+0,1¢ 0,107+0,008°  2,0+0,1¢ 1,25:0,03¢ 0,081+0,004°  0,105+0,006°  n.d. n.d. 1,11+0,04¢ 2,240,1¢

6 37,2 22,0:0,5° 27,9+0,3¢ 9,6£0,2¢ 19,32:0,05°  14,16:0,019 3514205  27,6:0,2¢ 16,0£0,4° 27,21:0,08%  33,5:2,0° 24,92¢0,05°  29,2:0,5°

7 347 96201 5,440,3° 2,990£0,08°  13,0:0,2° 19,240,6° 4,60¢0,020  4,34+0,08° 9,6+0,4° 4,9:0,2° 2,88+0,08% 8,610,18 7,420,2"

8 30,7 n.d. 1,910,1f n.d. n.d. n.d. n.d. 1,4510,01f 3,4910,05d n.d. n.d. n.d. n.d.

9 28,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,370,02%¢ 3,840,1¢ n.d. n.d. n.d. n.d.

10 25,7 2,440,058 0,340,037 1,690,02" 6,840,2° 10,19:0,001°  1,25:0,03¢  1,30:0,06™ 0,105:0,006°  0,169:0,007°  0,85:0,03%¢  0,25¢0,01%°®  0,578+0,06%
g b d b 108740003 L 103*0005 g e f de h h

11 25,2 2,90+0,08 1,590,06 9,74%0,02 1,486x0,004 ,98720, ¢ 3,78+0,03 1,32+0,07 5,86+0,04 1,95+0,02 1,97+0,03 4,60+0,04

12 24,3 1,89+0,02" 0,43£0,07° n.d. 5,9¢0,2 3,240, nd. 1,056:0,008"  2,48:0,03" 1,89£0,098 0,886£0,001%  2,28+0,04 1,240,03'

13 21,7 o,97t0,06b 0,2610,01° n.d. n.d. 1,5+0,03% n.d. 3,610,048 5,51+0,088 n.d. n.d. n.d. n.d.

14 19,5 n.d. 0,086+0,004°  0,66+0,038 0,43£0,03° 0,62+0,04° 0,26+0,02° 0,37+0,02%¢ 0,35+0,02° 0,24+0,01° 0,28+0,02° 0,30£0,02° 0,29+0,01%8

15 17,4 1,66+0,08" 0,17+0,04° n.d. n.d. 3,60+0,03' 0,46+0,04°°  1,10+0,03" 0,350,02° 0,74+0,04° 0,310,02° 0,86+0,05/ 2,32+0,02¢

16 15,1 0,69+0,022® 3,820,058 9,740,2¢ 1,380£0,004°  1,2440,05* 0,8240,01%% 349200018  5,6:0,18 2,8120,09" 5,00,1' 3,7+0,1¢ 1,24+0,07'

17 13,4 31102 9,410,1" 18,4:0,1" 15,240,48 1,86£0,01° 4,720,1f 11,98+0,01' 14,9:0,1" 17,13+0,09' 16,10,48 13,45:0,02¢  15,520,2)

18 10,7  34,2:04" 33,810,3' 27,840,4' 33,8:0,6" 28,1+1,0¢ 29,440,6° 33,8:0,3' 35,6£0,5' 30,7+0,3! 22,7:0,6" 27,98+0,02' 19,21+0,05"

Sadrzaj proteinskih frakcija (%)

>45,0 kDa 20,46 14,86 12,29 2,55 12,29 12,04 5,72 0,80 8,43 15,57 14,53 16,27

45,0-30,0 kDa 31,73 35,16 19,74 32,47 35,38 40,99 33,50 29,17 32,07 36,36 34,65 38,72

30,0-20,1 kDa 8,20 2,61 11,43 14,22 16,89 11,28 10,11 13,22 7,92 3,69 4,50 6,41

<20,1 kDa 39,60 47,36 56,54 50,76 35,45 35,69 50,68 56,81 51,58 44,37 46,31 38,60

75



Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

Tabela 16. Nastavak.

fr?':e ("\("D“:) 30 31 32 33 34 35 36 37

1 108,8  0,306+0,009%° n.d. 0,20+0,02° 0,14+0,02°f 0,26+0,02° 0,104+0,007° 0,37+0,02%¢ 0,2620,02%f

2 78,1 0,084+0,005° n.d. 0,400,012 0,41+0,03% 0,64+0,04% 0,052+0,004° 0,43%0,04% 0,26+0,02%

3 65,7  0,799+0,009°¢ 1,07+0,04°  0,474+0,004° 0,69+0,01%¢ 0,87+0,01%" 0,5240,01%° 0,3740,04°¢ 0,5920,02%f

4 652  0,39:0,06° 1,620,1° 0,240,02° 0,620,022 0,3410,02° 0,078+0,005° 0,5610,03%¢ 0,4430,001%"

5 582  0,39:0,03%° n.d. 2,81+0,01° 1,84+0,05° 0,4240,02°f 1,170,05°¢ 0,6240,03%¢ 3,80,1°

6 444  13,1+0,3° 2,83+0,03°  9,7:0,3° 8,00,1° 6,610,3" 9,31+0,01° 0,24+0,06" 5,040,1°

7 41,8  1,17+0,04 1,07£0,04%  1,740,07° 1,18+0,03¢ 0,2610,02° 0,96+0,01%°¢ 0,250,01° 1,1040,02%

8 37,9  47,1:0,3f 61,110,2% 62,310,6° 54,0£0,6° 46,4+0,7¢ 51,0+1,0¢ 33,1+0,3¢ 46,5+2,0°

9 34,7  0,39:0,03%° n.d. 0,28+0,022 0,59+0,022 0,152+0,009°  0,18+0,01° 0,74+0,03°%8 0,19+0,02°

10 32,2 (,78:0,02°¢ n.d. 0,20£0,02° 0,104+0,009"  0,19+0,01° 1,64+0,04° n.d. 0,480+0,004%"

11 26,5  13,6:0,4° 27,5£0,4° 10,9:0,3f 10,2+0,38 19,6+0,6% 13,6+0,7° 14,5:0,2f 9,3:0,4%

12 252 2 98+0,028 0,680,084  5,410,28 12,4+0,2" 0,38+0,02° 4,68+0,078 0,990,028 6,9+0,2°

13 20,5  1,84:0,03° 0,29+0,02" 0,280,022 0,5620,01%" 2,5+0,1¢ 0,99+0,01°%¢ 0,186+0,009° 1,36520,007%

14 188  0,306+0,009%° 0,68:0,06°F  n.d. 0,34620,005%"  1,25:0,04" 0,01320,005% 0,930,028 1,73+0,04

15 157  15,81+0,08" 3,22¢0,01°  5,2+0,18 8,90:0,08' 20,2+0,5¢ 15,4+0,5" 45,70+0,01" 22,1+1,08
SadrzZaj proteinskih frakacija (%)

<45,0 kDa 2,95 2,63 4,12 3,71 2,54 1,92 2,35 5,31

45,0-30,0 kDa 62,54 65,03 74,11 63,94 53,63 63,12 35,32 53,24

30,0-20,1 kDa 18,39 28,44 16,58 23,11 22,43 19,22 15,70 17,60

>20,1 kDa 16,12 3,90 5,19 9,25 21,40 15,73 46,63 23,85
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Tabela 16. Nastavak.
::'ie '\("'(';'a) 38 39 40 a a2 43 a4 45
1 108,8 1,0240,04% 0,30:0,01>  0,398:0,006°  0,400+0,002° 0,54+0,03% 3,70£0,05° 8,240,2° 0,64+0,01%
2 78,1 0,43+0,03? 0,24+0,01% 0,057+0,003° 0,461+0,007°° 0,23+0,01° 0,20£0,02° 0,106+0,005" 1,6£0,1°
3 65,7 0,27+0,02° 0,36:0,04%  0,114:0,007°  0,18+0,02° 0,143+0,007° 2,3620,03° 0,159+0,007° 0,41+0,02%
4 65,2 2,36+0,02%" 0,5310,03*  1,16%0,05° 1,66+0,01° 0,57+0,03% 0,240,1° 0,159+0,007° 1,784+0,003°
5 58,2 1,61+0,06"° 0,17940,009°  1,65+0,05° 0,150,01° 0,77+0,02% 2,07+0,03" 1,11+0,06" 0,500,027
6 44,4 6,07+0,06¢ 1,8+0,2°¢ 8,7+0,2° 12,9+0,5° 10,39:0,02° 5,93+0,08¢ 7,1+0,1¢ 5,70,3¢
7 41,8 0,48+0,03? 0,42+0,02% 0,17+0,01° 1,14£0,03%° 0,086+0,004° 0,5690,002° 0,64+0,036" 0,590,021
8 37,9 12,110,2¢ 51,3%0,8° 35,3+0,4° 48,8+2,0¢ 31,7+0,9° 55,0%0,3° 47,310,9° 45,8+0,3¢
9 34,7 7,920,3f 0,36:0,02° 0,310,047 0,18+0,02° 1,4+0,1% 0,6510,008" 0,48+0,02° 4,34+0,01°
10 32,2 0,3+0,02° n.d. 0,23+0,01% 1,475+0,003%° 0,171+0,0082 n.d. 0,42+0,02°° 0,183+0,009"
11 26,5 20,9+0,58 16,9:0,3¢ 13,8+0,3" 15,1#0,7° 17,240,3° 11,1+0,1f 15,0+0,3 3,3+0,18
12 25,2 2,42+0,07°" 2,08:0,08°  2,504+0,0018  7,0£0,2f 1,593+0,008%f 9,4+0,68 2,643+0,0078 11,320,1"
13 20,5 0,860+0,001% 1,19+0,06°  0,85:0,04° 0,15+0,01° 2,360,031 1,625+0,001" 1,37+0,05" 0,915+0,001"
14 18,8 3,12+0,08" 0,36:0,02°  0,28+0,01° 0,22+0,02° 1,310,08° 0,24+0,02° 0,26+0,01° 1,098+0,009'
15 15,7 40,2+1,1° 24,0+0,3f 34,48+0,04" 10,08+0,088 31,5+1,0° 7,0340,04' 15,1+0,2f 21,8+0,3"
Sadrzaj proteinskih frakcija (%)
>45,0 kDa 5,70 1,60 3,38 2,86 2,25 8,53 9,72 4,94
45,0-30,0 kDa 26,86 53,92 44,74 64,54 43,74 62,11 55,94 56,63
30,0-20,1 kDa 24,17 20,15 17,11 22,30 21,18 22,09 19,02 15,55
<20,1 kDa 43,27 24,32 34,77 10,30 32,83 7,27 15,32 22,88

,.d.“-nije detektovan; Ista slova u istoj koloni oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika izmedu uzoraka prema Tukey’s testu, p<0.05.

77



Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

Slike elektroforegrama su pomoc¢u ImagelJ programa obradene i prevedene u matricu podataka,
koja predstavlja zavisnost intenziteta sive boje od pokretljivosti proteina (Rr vrednosti), prema
prethodno opisanom postupku u Opstem i Eksperimentalnom delu disertacije. Da bi se odgovarajuce
Rr vrednosti korelisale sa molekulskom masom proteina (MM), nacrtan je grafik linearne zavisnosti
logaritmske vrednosti molekulske mase standarda proteina (koja je tacno definisana) od njihove
pokretljivosti, Rr (Slika 18). Molekulska masa nepoznatih proteina je izraCunata interpolacijom krive
logMM = f(RF).
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s o
2 —— Standardi o 1
£ 560,000 e
360,000 0.5 = 'E‘Eajgggeﬂwz
160,000 1]
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1] 0.2 04 0.8 0.8 1 1.2
R: R:
a b

Slika 18. Grafici zavisnosti: a) intenziteta sive boje od od pokretljivosti proteina (Rr vrednosti), b)
logaritmske vrednosti molekulske mase standarda proteina od njihove pokretljivosti (RF).

Analiza glavnih komponenata je dalje koris¢ena u cilju uocavanja mogucih trendova u
elektroforetskim profilima rastvorljivih proteina iz semena gajenih jagodastih voc¢aka i definisanja
proteinskih traka koje bi se mogle koristiti kao potencijalni markeri autenti¢nosti. Dobijeni PCA
model se sastojao iz pet glavnih komponenata i objasnio 79,08% od ukupnog varijabiliteta medu
podacima, pri ¢emu je PC1 objasnila 38,39%, PC2 15,59%, dok je PC3 obuhvatila 10,25%
varijabiliteta medu podacima (Slika 19). Analizirani uzorci su grupisani u klastere na osnovu
njihovog biljnog porekla. Uzorci ogrozda, peruanske jagode, aronije i godzija su na grafiku skorova
bili udaljeni od uzoraka kupine, jagode, ribizle, maline i borovnice. Navedeni uzorci su pokazali
jedinstvene proteinske profile, iako potpuna karakterizacija ovih biljnih vrsta zbog malog broja
uzoraka nije bila moguca. Uzorci jagode, crne ribizle i kupine su razdvojeni duz PC1 ose od uzoraka
maline, ogrozda i borovnice, pri ¢emu su uzorci svake vrsta posebno formirali kompaktne klastere
unutar vrste. Na grafiku doprinosa pojedina¢nih varijabli (Slika 19b/c) uocava se da su trake na Rr
vrednostima 0,27; 0,43 1 0,62 (koje odgovaraju molekulskim masama 62,3 kDa, 41,8 kDa i 26,0 kDa,
redom) imale najveéi pozitivan uticaj na razdvajanje duz PC1 ose, dok su varijable sa Rr vrednostima
0,35; 0,52;0,56; 0,761 0,92 (koje odgovaraju molekulskim masama 51,0 kDa, 33,4 kDa, 30,2 kDa
18,3 kDa i 12,3 kDa, redom) imale najveci negativan uticaj. Najveci pozitivan uticaj na razdvajanje
duz PC3 ose imale su varijable sa Rr vrednostima 0,23; 0,38; 0,61; 0,90; 0,97 (koje odgovaraju
proteinima sa MM 68,8;47,3;26,7; 12,91 10,8 kDa, redom), dok su najve¢i negativan uticaj pokazale
trake sa Rr vrednostima 0,29; 0,45; 0,56; 0,64; 0,76 1 0,94 (koje odgovaraju proteinima sa MM 59,2;
39,7; 30,2; 24,7, 18,3 1 11,7 kDa).

Na osnovu dobijenog obrasca u elektroforetskim polipeptidnim profilima ispitivanog semena
gajenog voca, identifikovano je nekoliko markera biljnog porekla. Polipeptidi sa molekulskim
masama 26,7 kDa i 41,8 kDa su specifi¢ni za uzorke maline, 10,6 kDa, 26,0 kDa, 41,8 kDa i 62,3
kDa za uzorke ogrozda, 11,7 kDa, 18,3 kDa, 24,7 kDa, 39,7 kDa i 59,2 kDa za uzorke borovnice i
kupine i 30,2; 33,4; 51,0 kDa za uzorke crne ribizle.
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Slika 19. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za proteinski
profil semena gajenog voca, b/c) grafici vektora latentnih varijabli.

Samoniklo voce

Elektroforetski profili rastvorljivih proteina semena divljeg vo¢a ukazuju na prisutvo velikog
broja polipeptida, od kojih su tri polipeptida od 36 — 40 kDa, 23 — 27 kDa i 13,6 — 17,7 bila
najzastupljenija (Tabela 17, Slika 20). Uzorci belog duda (1), belog gloga (2), orlovih kandzi (17) i
zove (25) su pokazali sli¢ne proteinske profile sa dominantnom trakom na 14,5 kDa, zatim trakama
na 23,1 kDa i 35 kDa. Literaturni podaci dobijeni za proteinski profil lista belog duda, takode ukazuju
na prisustvo intenzivne trake na 14,5 kDa, ali su pored nje uzorci lista za razliku od ispitivanih
uzoraka semena imali zastupljene i trake na 55 kDa i 102 kDa.?*} Uzorci belog gloga (2), burjana (3),
crnog trna (5 1 6), divlje tresnje (13), dunjarice (15), ruze (18 i 21), Sumske jagode (23) i crnog gloga
(28) sadrzali su karakteristicnu proteinsku traku molekulske mase 16,7 kDa, $to se moze smatrati
karakteristikom porodice Rosaceae kojoj pripadaju svi navedeni uzorci osim burjana (3). Ranija
istrazivanja radena na uzorcima semena biljnih vrsta iz porodice Rosaceae pokazala su da su proteini
semena izuzetno stabilni i da njihov sastav ne zavisi od spoljasnjih faktora, zbog Cega se proteinski
profil semena moze koristiti kao marker u taksonomiji biljaka.!?* Polipeptidne trake na 17,7 kDa i
27,1 kDa bile su najzastupljenije u uzorcima roda Rubus - divlje kupine (101 11) i maline (12), ali za
razliku od uzorka maline uzorci kupina su sadrzali i proteinske trake na 39,5; 41,7 i 44,6 kDa.
Navedeni proteini takode su identifikovani u uzorcima divlje tresnje (13), Rosa arvensis (18) i Rosa
canina (20). Uzorci belog i crnog duda pokazali su iste najintenzivnije polipeptidne trake na 23 1 15
kDa, ali je uzorak crmog duda za razliku od uzorka belog duda imao veci broj proteinskih traka
molekulskih masa > 45kDa. Uzorci crnog trna sa dve lokacije, 5 i 6, imali su vrlo sli¢an proteinski
profil, sa najintenzivnjim polipeptidnim trakama na 38,8 kDa i 43,7 kDa.

Najjednostavniji proteinski profil pokazali su uzorci Rosa spinossima (19) sa jednom
karakteristicnom trakom na 26,6 kDa, zatim SimSirika (22) sa karakteristicnim polipeptidom
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molekulske mase 15,4 kDa, crna udika (26) sa proteinskom trakom na 23,1 kDa i uzorak tise (24) sa
dve polipetidne trake molekulskih masa 35,71 12,8 kDa.

Poredenjem elektroforetskih profila semena gajenog i samoniklog voca istih botanickih vrsta,
uocava se manji broj prisutnih traka slabijeg intenziteta u uzorcima samoniklog voc¢a, posebno u
slucaju maline (12), kupine (11 i 10) i jagode (23). U uzorcima gajene borovnice uocljiva je traka na
53,4 kDa, koja nije prisutna u analiziranim divljim srodnicima. Ekstrakati semena crne ribizle
pokazali su iste dominatne proteinske trake kao i uzorak divlje crvene ribizle, ali je proteinski profil
gajene ribizle znatno bogatiji.
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Slika 20. Elektroforetski profil semena gajenog voca dobijen SDS-PAGE -elektroforezom u
redukuju¢im uslovima. Crvenim brojevima su oznacene odgovarajuce trake specificnih proteina
(polipeptida) koje su karakteristicne za seme svake analizirane vrste divljeg voca. Molekulske mase
i polipetidni sastav detektovanih traka, koji su odredeni upotrebom Sigma gel softvera, prikazani su
Tabeli 17.

Kao i u slucaju gajenih jagodastih vrsta vocaka, svi identifikovani polipeptidi semena su
klasifikovani prema molekulskim masama u Cetiri opsega proteina: >45 kDa, 30 - 45 kDa, 20,1 - 30
kDa i <20,1 kDa (Tabela 17). Proteinske frakcije sa molekulskim masama ve¢im od 45 kDa Cinile
su manje od 10% rastvorljivih proteina semena uzoraka divljeg vo¢a, sem u uzorcima crvene udike
(48,12%), sviba (12,94%), i crnog trna (12,36 i 18,32%). Nize proteinske frakcije (<20,1 kDa) bile
su najzastupljenije u svim ispitivanim uzorcima, osim u uzorcima crvene i cme udike, Rosa
spinossima 1 dunjarice koji nisu sadrzali polipeptidne trake niZzih molekulskih masa. Proteinske
frakcije sa MM od 20,1 - 30 kDa su ¢inile 100% rastvorljivih proteina semena ruze (19) i crne udike
(26), dok su u ostalim uzorcima bile prisutne u opsegu od 6,20% (u uzorku crnog gloga) do 58,09%
(u uzorku dunjarice). Frakcije sa MM izmedu 30 i 45 kDa bile su najzastpljenije u uzorku semena
tise — 80,45%, zatim u uzorcima voca iz porodice Rosaceae i to iz roda Prunus (uzorci crnog trna,
56,47 - 65,89% 1 tresnje 44,46%) i roda Rosa (Rosa arvensis, 48,82% 1 Rosa canina — 46,95%), kao
1 uzorku crvene udike — 51,88%. Ranija istraZivanja radena na uzorcima Sest razli¢itih sorti treSnje
pokazala su slican profil sa najvecim brojem proteinskih traka u opsegu molekulskih masa 30 - 56
kDa.?** Dobijeni proteinski profil semena divlje ruZe (Rosa canina) imao je veéi broj polipeptidnih
traka u poredenju sa rezultatima do kojih su su dosli Dovidar i saradnici (Dowidar) 24 ispitujuci
proteinski profil semena biljaka iz porodice Rosacea, ali MM najzastupljenijih proteinskih traka bile
su u saglasnosti sa navedenim literaturnim podacima.
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Tabela 17. Polipeptidni sastav (%) rastvorljivih proteina u semenu divljeg voca.
wake (o) o) 2 (o) 3 (k0a) 4 jos) S ® (k0a) ’ 8
1 388 5340,3° 26,6  7,9+0,1° 54,3  4,00£0,09° 81,8  0,294+0,002° | 756 7,260,058  5,69£0,05° 75,6  0,334:0,006°  0,33%0,01°
2 350 1,37:¢0,02€ | 255  1,63:0,01* | 41,7  0,90:0,02° 69,9 0,166:0,009° | 61,9  2,53:0,06°  0,91:0,01° 655 0,211+0,01°  0,4%0,02°
3 24,8  1,18:0,02°F | 24,1  4,9+0,3¢ 37,8  0,150+0,009° | 655  0,294:0,002° | 56,2  2,57+0,04°  11,70,2° 38,8  12,03+0,03°  15,8:0,1°
4 23,1 16,0£0,9° 16,7  4,3:0,1° 357  9,6:0,3° 543  6,98:0,03° 43,7  382+0,4° 35,1+0,6¢ 362  6,983:0,1° 5,2+0,3¢
5 20,5  13,0:0,2° 14,5 81,3:0,6° | 34,0 17,33:0,06° | 39,5 11,11:0,08° | 388  27,7:0,3¢ 21,0£0,7° 248  15,13+0,1¢ 12,7+0,1¢
6 19,5  1,76+0,09 28,4  4,210,1° 37,8  0,79:0,01¢ 340  nd. 0,326+0,005° | 23,7  0,879:0,02°  1,04+0,04°
7 14,5 53,0%+1,08 27,1 1,01:0,01° 36,2  7,58+0,02° 29,5 1,87+0,07¢ 0,37:0,01° 22,2 1,477:0,04" 2,3+0,2°¢
8 12,8  0,93+0,04° 23,7 19,9:0,1f 27,1 1,12+0,03¢ 284  0,471:0,001" 0,94+0,01° 13,6  62,94+0,18 62,2+0,8
9 10,0 7,650,098 22,6  7,08:0,028 25,9  2,81:0,07' 259 8900088  7,5:0,2
10 20,5  1,80:0,04" 23,7  17,06:0,095 | 24,1 6,5+0,2" 6,42+0,03%
11 16,7  29,30,6 21,5  3,0:0,2f 20,5 1,46+0,058 4,560,058
12 14,5  4,79:0,03 195  1,53:0,01" 18,4  0,392:0,0060 1,141+0,002°
13 154  44,1:0,3' 16,7 1,210,029 3,0:0,1"
14 13,6  0,037+0,002° | 13,6  0,958:0,001 1,23:0,06"
15 10,7  3,12:0,07'
SadrZaj proteinskih frakcija (%)
>45,0 kDa 0 [ 4,00 7,73 12,36 18,32 0.54 0.76
45,0-30,0 kDa 6,66 0 27,95 19,48 65,89 56,47 19.01 21.02
30,0-20,1 kDa 30,12 14,41 33,96 23,97 19,20 19,83 17.49 16.02
<20,1 kDa 63,22 85,59 34,09 48,81 2,56 5,39 62.94 62.2
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Tabela 17. Nastavak.
?:I:e :\"('3’; ) 9 mg’; ) 10 11 12 :\"('3’; ) 13 :\I’(';‘; ) 14 ml';:\ ) 15 ml';:\ ) 16 ’(Vl'{“;a) 17
1 65,5 1,320:0,001° | 44,6  2,12+0,04% 0,992+0,001° n.d. | 655  0,77+0,02° 61,9  1,384:0,001° | 69,9 6,2:0,1° | 756 0,84:0,03° | 756  0,91%0,02°
2 57,3 4,97+0,03° | 41,7 3,38:0,08° 0,35:0,03" n.d. 61,9  0,36%0,02° 39,5  15,740,3° 61,9 2,66:0,04° | 655 1,29:0,04°" | 69,9  0,35:0,02°
3 40,7  41,5%0,6° 39,5  4,27+0,07° 10,24+0,08° 6,1%0,3% | 49,3  1,411:0,002° | 36,2  3,810,04° 446 12,4+0,3° | 57,3 0,840,01°¢ | 61,9 0,70+0,03%
4 37,8 0,59:0,02° | 271 386:0,5¢ 16,0+0,3° 9,840,4° | 44,6  2,14+0,02° 259  5,6:0,2¢ 40,7 20,7:0,4% | 37,1  3,1:0,2° 37,8 6,16:0,01°
5 26,6 836+0,02° | 17,7 49,8:0,5°  71,0£0,1° 54'110'6 41,7 14,67:0,03% | 24,8  1,042+0,004° | 26,2 581+0,3° | 34,0 26,56:0,06° | 350  84+0,3°
6 255  4,63:0,02° 39,5 3,6:0,1° 23,7  1,1840,03° 26,6 0,47:0,01° | 26,6  12,3+0,6°
7 154  19,7:0,2f 35,7  1,304+0,008° | 154  17,0%0,2° 24,1 27,6:0,3 23,1 8380,3
8 11,1 19,0£0,38 33,0 22,8:0,4" 12,8 14,84+0,04f 16,1  36,5:0,3% 21,5  2,59:0,06°
9 26,6  16,3+0,38 10,4 39,420,048 11,1 1,71+0,02*" | 145  59,8+1,0f
10 248  2,460,03"
11 23,7  7,55:0,06"
12 18,4  16,70,3¢
13 16,7  3,5:0,1°
14 154  2,481+0,003°
15 13,6  3,358£0,006°
16 11,1  0,663+0,0042
Sadrzaj proteinskih frakcija (%)

>45,0 kDa 6,29 0 0 0 2,54 1,38 8,83 2,97 1,96
45,0-30,0kDa 42,07 9,77 11,58 6,1 44,46 19,56 33,08 29,67 14,55
30,0-20,1 kDa 12,98 38,63 16,01 9,77 26,34 7,78 58,09 28,11 23,70
<20,1 kDa 38,66 49,75 70,97 84,13 26,65 71,28 0 38,24 59,79
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Tabela 17. Nastavak.

rare k02) 18 ko2) 20 (ko) 21 kD2) 2 on P won B o 7| on 28 (k02) 29
1 75,6  0,079+0,005° | 81,8 0,520+0,008% | 75,6  1,65+0,03° 38,8 13,7+0,3% | 35,7 80,4%0,1% | 37,1 7,1%0,1° 75,6 11,4+0,3° | 110,1 0,96+0,02° | 61,9  1,33+0,01%
2 655 1,33t0,02° | 756  0,2930,008% | 59,7  11,3:0,1° 27,1 16,8+0,4° | 12,8 19,6:0,1° | 350 88:0,1° | 69,9 17,4:0,6° | 69,9 0,32:0,01° | 49,3  2,89:0,08"
3 56,2  2,32+0,05° 65,5 3,31+0,02° 38,8 5,2+0,2° 16,7 69,5+0,7¢ 231 11,5¢0,6° | 61,9 19,3+3,0° | 61,9  2,13+0,03° | 43,7  0,350,01°
4 446 10,16:0,03% | 57,3 1,160,02° 37,1 3,62:0,02° 14,5 59,0:0,8% | 40,7 10,0+1,0° | 43,7  4,7%0,2° 37,1 8,66:0,01¢
5 39,5 36,67+0,03° | 44,6 11,3£0,4° 35,0 26,7+0,2° 10,4 13,6:0,2° | 37,8 42,0£3,0° | 37,8  6,73+0,08° | 350  2,6:0,1°¢
6 36,2 0,363:0,008" | 39,5  26,9+0,1° 284  1,60£0,02° 27,1 5,46+0,08" | 27,7  1,65+0,02%
" ; 0,187+0,01 2,003+0,04

7 34,0 1,45:0,01% |33,0  866£0,09 27,1 0,70£0,01 259 255 ..
0,173+0,004 0,56+0,02° 2,43740,02
8 325 30,9  0,133:0,005° | 23,7 860,18 55 23,7
9 26,2 25,53+0,03 | 28,4  0,67:0,028 22,6  0,517+0,005 154  78,9:0,4%8 | 23,1  0,22+0,01¢
10 24,8 1,058:0,007 | 26,2  28,59+0,01" | 22,2  3,1+0,2" 222 0,54:0,01%
11 21,5 0,65:0,01 21,5 2,740,1' 16,1  10,5:0,1' 17,7 11,5:0,1"
12 20,5  0,320:0,007%8 | 14,5  26,50+0,06° 16,1 15404’
13 195  0,668+0,0028 13,6  20,7:0,5
14 16,7 14,8+0,2 12,8  1,33:0,02%
15 10,7  28,4+0,9¢
Sadrzaj proteinskih frakcija (%)

>45,0 kDa 3.72 5,29 12,94 [ 0 0 48,12 3,41 4,22
45,0-30,0 kDa 48.82 46,95 35,51 13,73 80,45 15,92 51,88 11,47 11,63

30,0-20,1 kDa 27.71 32,30 14,56 16,77 ()} 11,51 ()} 6,20 6,86
<20,1 kDa 19.74 15,47 36,99 69,50 19,55 72,57 (] 78,92 77,29

,»n.d.“-nije detektovan; Ista slova u istoj koloni oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika izmedu uzoraka prema Tukey s testu, p<0.05.

*Uzorci broj 19, 22 i 26 su zbog malog broja proteinskih traka opisani u tekstu i nisu predstavljeni tabelarno.
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4.1.5 Fenolni profil

Fenolna jedinjenja kao proizvode sekundarnog metabolizma biljaka, odlikuje velika
raznovrsnost u strukturi i funkciji. Zbog svojih specifi¢nih uloga i ograni¢ene pojave u biljkama,
dobri si markeri biljnog/geografskog porekla i nasli su veliku primenu u taksonomskoj klasifikaciji.
Umesto ciljanog pristupa ogranicenog na kvantitativnu analizu klase jedinjenja povezanih sa
odredenim metabolickim putem, analiza fenolnih jedinjenja ispitivanih uzoraka semena gajenog i
samoniklog voc¢a bila je fokusirana na skeniranje celokupnog fenolnog profila kao jedinstvene
karakteristike uzoraka. U tu svrhu su koris¢ene HPTLC i UPLC Orbitrap MS tehnike.

4.1.5.1 Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola (TPC)
Gajeno voce

Ukupan sadrzaj polifenola u analiziranom semenu gajenog vo¢a opadao je prema sledecem
redosledu: kupina (26 - 33 g GAE/kg), malina (16 -29 g GAE/kg), jagoda (8 - 29 g GAE/kg), aronija
(20 g GAE/kg), borovnica (2,0 - 10,6 g GAE/kg), ogrozd (2,0-2,6 g GAE/kg), godzi (1,4 g GAE/kg),
peruanska jagoda (0,9 g GAE/kg) i ribizla (0,6 — 1,7 g GAE/kg) (Tabela 18.). Dobijeni rezultati su u
skladu sa ranijim istrazivanjima, gde su najveéi sadrzaj polifenola izrazen na kg zaledenog uzorka
imali uzorci kupine (3,8 g GAE/kg), praceni uzorcima maline (2,4 - 2,8 g GAE/kg) i jagode (2,5 g
GAE/kg).?%

Tabela 18. Ukupan sadrzaj polifenola (g GAE/kg) u uzorcima semena gajenog voca i rezultati KW-
testa.

Crna

TPC Malina  Ogrozd Kupina  Borovnica ribizla Jagoda Aronija GodZzi P.jagoda
(gGAE/kg) (n=4) n=2) n=3) n=5) (n=12) (n=16) @m=1) (@m=1) m=1)
sr.vrednost 242 2,29 30,3 6,8 0.87 20,0 19,6 1,42 0,87
medijana 25,9 - 31,3 7,1 0,79 21,1
stdev 6,0 0,45 3,5 32 0.31 52
min 16.3 1,96 26,4 2,0 0.58 79
max 28.9 2,61 33,2 10,6 1.69 29,0
P <0,0001
KW test Z- R(K,M,J)

vrednost K(B,0)

Biljne vrste sa reprezentativnim brojem uzoraka (jagoda, borovnica, malina, kupina, crna
ribizla i ogrozd) su analizirane primenom KW neparametrijskog statistiCkog testa, da bi se utvrdilo
da li uzorci pripadaju istoj populaciji. Test je pokazao da postoje statisticki znacajne razlike u
medijanama ispitivanih vrsta, uzorci semena crne ribizle su imali znac¢ajno nizi sadrzaj polifenola u
poredenju sa semenom maline, jagode i1 kupine, dok su uzorci semena kupine pokazali statisti¢ki
znacajno vec€i sadrzaj fenolnih jedinjenja u poredenju sa uzorcima semena borovnice i ogrozda
(Tabela 18).

Samoniklo voce

U uzorcima samoniklog voéa najveéi sadrzaj ukupnih polifenola (Tabela 19) odreden je u
uzorku SimSirike (84,2 g GAE/kg), zatim u uzorcima Rosa spinosissima (34,0 g GAE/kg), maline
(31,8 g GAE/kg), orlovih kandzi (29,1 g GAE/kg), tise (23,2 g GAE/kg) i borovnice (17,5 -21,8 g
GAE/kg). Ranija istrazivanja radena na korenu (147,2 g GAE/kg), listu (120,7 g GAE/kg) i plodu
(148,0 — 448,3 pg-GAE/mg) Simsirike potvrdila su veliki sadrzaj polifenola i antioksidativni
potencijal ovog voca, ukazujuci na veliku moguénost njegove primene u prehrambenoj industriji, kao
funkcionalne hrane ili kao antioksidanasa u razli¢itim tehnoloSkim procesima proizvodnje.?0%-207

84



Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

Literaturni podaci dobijeni za plod uzoraka koji pripadaju vrstama iz roda Rosa pokazali da su ukupan
sadrzaj polifenola i antioksidativni kapacitet ve¢i u uzorku R. spinosissima nego u ostalim ispitivanim
Rosa vrstama (R. canina, R. gallica, R. rugosa), §to je u skladu sa dobijenim rezultatima u okviru ove
doktorske disertacije 1 ukazuje da se kao dobar izvor antioksidanasa iste mogu koristiti za
oplemenjivanje i razvoj novih sorti.??® Sadrzaj polifenola u semenu divlje maline sli¢an je rezultatima
dobijenim za seme gajenih malina (24,2 mg GAE/g), kao i sa TPC vrednostima dobijenim za seme
crne i crvene maline zaostalo nakon proizvodnje hladno cedenog ulja iz ovog voca (25,1 —41,2 mg
GAE/g).?*° Sadrzaj polifenola u uzorcima divlje borovnice (17,5 - 21,8 g GAE/kg) je znadajno veéi
od sadrzaja polifenola odredenog u uzorcima gajenih borovnica (2,0 — 10,6 g GAE/kg). Najnizi
sadrzaj polifenola (< 1 g GAE/kg) odreden je u semenu crvene ribizle, belog duda, belog gloga,
burjana i crnog trna. Dobijeni rezultati za seme belog duda su u saglasnosti sa literaturnim podacima

(76,104 - 109,107 mg GAE/100 g).2!°

Tabela 19. Ukupan sadrzaj polifenola (g GAE/kg) u uzorcima semena samoniklog voca.

Oznaka
uzorka Voéna vrsta (;T:E/k
1 Beli dud 0,97
2 Beli glog 0,92
3 Burjan 0,89
4 Crni dud 3,1
5 Crni trn 0,70
6 Crni trn 0,98
7 Divlja borovnica 17,5
8 Divlja borovnica 21,8
9 Divlja crvena ribizla 0,47
10 Divlja kupina 18,6
11 Divlja kupina 10,3
12 Divlja malina 31,8
13 Divlja tresnja 1,7
14 Divlji ogrozd 1,0
15 Dunjarica 6,3
16 Kleka 7,3
17 Orlove kandze 29,1
18 Poljska ruza 7,2
19 ‘Burnet’ ruza 34,0
20 Sipurak 8,6
21 Svib 1,5
22 Simsirika 84,2
23 Sumska jagoda 16,8
24 Tisa 23,2
25 Zova 1,8
sr.vrednost 13,7
medijana 7,2
stdev 18,3
min 0,47
max 84,2

4.1.5.2 HPTLC fenolni profil

Metode otiska prsta naglasavaju skup jedinstvenih hromatografskih signala, koji se mogu
koristiti za dobijanje karakteristi¢nih obrazaca za prepoznavanje uzoraka. HPTLC je tehnika koja je
cesto koriS¢ena za pocetni skrining sloZenih sistema. U okviru ove disertacije ona je primenjena za
profilisanje fenolnih kiselina i flavonoida u cilju potvrde biljnog porekla ekstrakata semena
ispitivanog voca.
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Gajeno voce

Vizuelnim pregledom hromatograma otkrivene su sli¢nosti i razlike u fenolnom profilu
semena gajenog voca. Svi ekstrakti semena su pokazali obrazac u kojem dominiraju polarnija
jedinjenja koja se jace adsorbuju na povrsini silika gela a koja se pojavljuju kao narandzaste, plave i
zelene (366 nm), odnosno Zute trake (Vis) u oblasti Rr 0,1 — 0,3. Pored toga, nepolarniji flavonoidi,
kao sto su flavonoli, flavanoni i izoflavonoidi, pojavljuju se na ve¢im Rr vrednostima kao plave zone.
Svi hromatogrami sadrze i karakteristicnu plavu zonu na Rr = 0,5 (366 nm) (Slika 21). Takode,
uocene su razlike u fenolnim profilima izmedu uzoraka razli¢itog biljnog porekla i sli¢nosti unutar
svake biljne vrste, dok su se jedinjenja koja su bila prisutna u svim uzorcima, razlikovala po koli¢ini
u kojoj su zastupljene u odredenim uzorcima (Slika 21). Hromatografsko profilisanje je dobar izvor
informacija, ali ne identifikuje nedvosmisleno markere autenti¢nosti i ne moze se koristiti za
diferencijaciju uzoraka prema biljnom poreklu, zbog ¢ega su hromatogrami dalje koris¢eni kao ulazni
podaci za hemometrijsku analizu, kojoj je prethodila obrada slike.

Svaki hromatogram je dodatno propusten kroz tri filtera — crveni, zeleni i plavi, ¢ime je
formiran set specifi¢nih hromatograma za svaki uzorak. Propustanje slike hromatograma kroz RGB
kanale izrSeno je u cilju povecanja selektivnosti, kako bi se razdvojile eventualno preklopljene zone
razlicitih boja koje odgovaraju razli¢itim jedinjenjima. Grafici zavisnosti intenziteta sive boje od Rk
vrednosti u vecoj meri u odnosu na hromatograme, ukazuju na autenti¢nost pojedinog uzorka (Slika
22).

Slike sva tri kanala su obradene i prikupljeni podaci su izvezeni u Exce! za dalju hemometrijsku
obradu. PCA je izvedena na matrici podataka koja se sastojala od 45 uzoraka i 608 varijabli koje
predstavljaju intenzitet piksela duz linije hromatograma duzine 608, za svaki kanal pojedinac¢no.
Najbolje performanse modela postignute su za zeleni kanal, dobijen je ¢etvorokomponentni model
koji je objasnio 85,81% od ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1 - 43,16%, PC2 - 17,67%,
PC3 - 15,83%) (Slika 23).
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Aronija
Godzi
Pjagoda

Malina Ogrozd Kupina Borovnica Crna ribizla Jagoda

| FLD-366 nm

0.2
.-..!gl-_ . EaRES
Re 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
10 =
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Slika 21. HPTLC-FLD 366 nm i Vis hromatogrami fenolnih jedinjenja u uzorcima semena razli¢itih vrtsa jagodastog voca (10 pL, svaka zona),
razdvojeni na HPTLC silika gel plo¢ama upotrebom mobile faze: toluen — etil-acetat — mravlja kiselina — voda (3:6:1:0.6, vivA/v)
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Slika 22. Profil fenola semena gajenog voca predstavljen kao zavisnost intenziteta sive boje od Rr
vrednosti, dobijen nakon obrade slika HPTLC hromatograma u ImageJ softveru.

Uzimaju¢i u obzir grafik skorova za prvu i trecu glavnu komponentnu (Slika 23a), posmatrani
uzorci su formirali pet klastera koji odgovaraju razli¢itim vrstama jagodastog voca (jagoda, crna
ribizla, malina, kupina i borovnica). Uzorci aronije i godzija su pokazali slicne fenolne profile kao i
uzorci semena borovnice, dok su uzorci semena ogrozda i peruanske jagode pokazali jedinstvene
fenolne profile, razlicite od ostalih vrsta jagodastog voc¢a. Dobijeni model je omogucio potpunu
diferencijaciju analiziranog semena kultivisanog jagodastog voca prema biljnom poreklu, na osnovu
fenolnog profila. Grafici vektora latentnih varijabli (Slika 23b/c) su pokazali da varijable sa Rr
vrednostima 0,05; 0,12 i 0,46 imaju najveci pozitivan uticaj na razdvajanje duz PCI ose. Ove
varijable su imale najve¢i uticaj na diferencijaciju sorti maline, jagode, borovnice, kupine, aronije i
godzija, dok je zona na Rr vrednosti 0,31 imala najve¢i negativan uticaj na izdvajanje uzoraka semena
crne ribizle. Zone na Rr vrednostima 0,13 i1 0,49 uticale su na PC3 na pozitivan nacin, §to ukazuje na
visok sadrzaj ovih jedinjenja u sortama borovnice, aronije, ogrozda i godzija, dok su zone na Rf
vrednostima 0,08; 0,18 i 0,50 znacajno uticale na PC3 na negativan naéin i odgovorne su za
diferencijacija uzoraka semena maline, jagode i peruanske jagode.
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Slika 23. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli dobijen za fenolni profil
semena gajenog voca, b/c) grafici vektora latentnih varijabli.

Samoniklo voce

Metabolizam fenolnih jedinjenja u biljkama zavisi od velikog broja faktora: genotipa,
geografskog porekla, klimatskih uslova, agrotehnickih mera, navodnjavanja, primene dubriva i
pesticida. Sli¢no uzorcima semena gajenog voca, ekstrakti semena samoniklog voc¢a pokazali su
obrazac kojim dominiraju narandzaste, plave i zelene (366 nm), odnosno zute trake (Vis) u oblasti Rr
0,1 — 0,3 i karakteristi¢na plava zona na Rr 0,5 (366 nm) (Slika 24). Posmatranjem fenolnog profila
i preklopljenih hromatograma (Slike 24 i 25) uocCene su razlike u fenolnim profilima izmedu uzoraka
razli¢itog biljnog porekla i sli¢nosti unutar svake biljne vrste. Takode, poredenjem hromatograma
uzoraka semena divlje maline, kupine, borovnice i jagode sa odgovaraju¢im hromatogramima istih
vrsta gajenog voca, uocavaju se slicnosti u fenolnim profilima, samo se intenzitet zona razlikuje.
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Slika 24. HPTLC-FLD 366 nm i Vis hromatogrami fenolnih jedinjenja u uzorcima semena razlicitih
vrsta samoniklog voc¢a (10 pL, svaka zona), razdvojeni na HPTLC silika gel plo¢ama upotrebom
mobile faze: toluen — etil-acetat — mravlja kiselina — voda (3:6:1:0.6, viv/iv/).
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Slika 25. Profil fenola semena samoniklog voca predstavljen kao zavisnost intenziteta sive boje od
Rr vrednosti, dobijen nakon obrade slika HPTLC hromatograma u ImageJ softveru.
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4.1.5.3 Identifikacija fenolnih jedinjenja primenom UPLC-LTQ OrbiTrap masene
spektrometrije u uzorcima ekstrakata semena gajenog i samoniklog voca

Za UPLC-LTQ OrbiTrap MS analizu odabran je po jedan reprezentativni uzorak od svake
ispitivane vrste vo¢a. HPTLC profili ekstrakata semena voca istog biljnog porekla ukazali su na
uniformnost sastava unutar iste biljne vrste, ¢ime je opravdana dalja analiza na jednom uzorku po
vrsti.

Identifikovano je ukupno 114 fenolnih jedinjenja, od toga 54 fenolne kiseline i njihovih
derivata, 34 flavonoida i 26 glikozida. Identifikovani flavonoidi su podeljeni u pet klasa: trinaest
jedinjenja iz grupe flavan-3-ola, Sest iz grupe flavonola, dva flavanonola, dvanaest flavona i jedan
flavanon. Svako fenolno jedinjenje je navedeno sa retencionim vremenom (fr), molekulskom
formulom, izraCunatom i tacnom masom, greSkom (A ppm) i glavnim jonima nastalim
fragmentacijom koji su koriS¢eni za identifikaciju fenolnih jedinjenja u odsustvu standarda (Tabela
P1). Hromatogrami fenolnih jedinjenja identifikovanih u analiziranim vrstama jagodastog voca su
predstavljeni na Slici 26.
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Slika 26. Hromatogrami fenolnih jedinjenja identifikovanih u uzorcima semena: A) maline, B)
ogrozda, C) kupine, D) aronije, E) godZija, F) peruanske jagode, G) jagode i I) crne ribizle.
Identifikacija fenolnih kiselina i njihovih derivata

Ekstrakti semena voca su pokazali velike razlike u sastavu fenola. Snimljeni maseni spektri
su potvrdili prisustvo 53 fenolne kiseline i njihovih derivata. Fenolne kiseline su bile prisutne kao
slobodne ili u vezanoj formi, u obliku heksozida i estara. Najzastupljenije fenolne kiseline pripadaju

klasi hidroksibenzoeve kiseline (jedinjenja 1, 10, 11, 12, 13 1 36). Elaginska kiselina je identifikovana
u svim analiziranim uzorcima semena voca, dok su derivati elaginske kiseline ukljucujuéi elagitanine,
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bili najzastupljeniji u ekstraktima semena gajene i samonikle maline, kupine i jagode, potvrdujuci
ranije rezultate dobijene za seme jagodastog voca iz familije Rosaceae (rod Rubus i
Fragaria)."”"*'1212 Poznato je da su elaginska kiselina i elagitanini prisutni u velikim koli¢inama u
jagodastom voc¢u.'3¢ Fragmentacija fenolnih kiselina i njihovih derivata je generalno zasnovana na
gubitku ugljen-dioksida, pri ¢emu nastaje glavni fragmentacioni jon [M—H—44]".

Metil-elagoil metil-heksuronid (38) na m/z 505 je identifikovan samo u ekstraktu semena
gajene kupine, kao i u uzorcima samonikle kupine, maline i jagode. Njegovom fragmentacijom
nastaju joni na m/z 315 1 300, §to odgovara masama deprotonovanog metil-estra elaginske kiseline i
deprotonovane elaginske kiseline, redom.?!3 PredloZeni fragmentacioni put ovog jedinjenja
predstavljen je na Slici 27.
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Slika 27. Predlozeni fragmentacioni put metil-elagoil metil-heksuronida.

Metil-elagoil-pentozid (37) 1 metil-elagoil-heksozid (35) na m/z 477 imaju slican put
fragmentacije (MS/MS glavni fragmentacioni jon na m/z 3151 MS/MS jon na m/z 300), Sto ukazuje
na gubitak pentozne i heksozne jedinice.?'* Deprotonovani molekulski jon na m/z 447 (33) je
fragmentacijom formirao jone na 301 [448-H-146] i 300 [448-H-147]". MS/MS jon na m/z 301 je
dalje fragmentisan do m/z 244 i 216, i identifikovan je kao ramnozid elaginske kiseline,
karakteristiCan za sorte jagode.?!>

Od derivata galne kiseline (gallic acid — GA), najzastupljeniji je bio metil-galat (4) u svim
ispitivanim ekstraktima semena gajenog i samoniklog voca. [zomeri trigaliol-heksozida su na m/z 635
identifikovani u semenu gajene i divlje maline, kupine i jagode (5) i trigaliol-heksozid 2 (6) u
uzorcima gejene kupine i maline i divlje borovnice. Gubitkom jednog galiol-estra u slu¢aju trigaliol-
glukozida kao proizvod nastaju MS/MS fragmenatcioni joni na m/z 465 [636-H-GA]™ i m/z 483 [636-
H-15277, koji pripadaju dehidratisanoj digaliol-glukozi [484-H-H2O]™ 1 digaliol-glukozi [484-H]",
redom. Kao rezultat dalje fragmentacije nastaju osnovni joni na m/z 271 [484-H-212]", m/z 313 [484-
H-GA] im/z 211 [484-H-272] .21

Prisustvo hidroksicinaminskih kiselina (p-kumarinska i sinapinska kiselina, 47 i 50) u
ekstraktima semena voca je potvrdeno upotrebom standarda. Dimetoksicimetna kiselina (54) je
identifikovana u svim analiziranim uzorcima dok su izomeri metil-kafeoilhinata (52 i 53) i diheksozid
ferulinske kiseline (48) u semenu gajenih uzoraka nadeni samo u ekstraktima borovnice. Za razliku
od gajenih vrsta, u semenu samoniklog voca feruloil-diheksozid (48) nije odreden, dok su izomeri
metil-kafeoilhinata (52 i 53) bili prisutni u uzorcima belog gloga, burjana, crnog duda, borovnice,
orlovih kandzi i zove.
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Dalje, tri izomera metil-kafeoilhinata (43, 44 i 45) su identifikovana na m/z 367. Prvi je
pokazao MS/MS fragementacioni jon na m/z 161 [kofeinska kiselina—H>O-H]™ koji odgovara metil-
3-O-kofeoilhinatu, dok su druga dva izomera metil-5-O-kofeoilhinata formirala fragmentacioni
MS/MS jon na m/z 179 (koji odgovara deprotonovanoj kofeinskoj kiselini) i jon na m/z 135 dobijen
gubitkom CO> grupe.''!7 Jedinjenja (52 i 53) na m/z 529 sa MS/MS osnovnim fragmentom na m/z
367 su oznacena kao metil-estri dikofeoilhininske kiseline prema literaturnim podacima.?'®

Identifikacija flavonoidnih aglikona

Flavonoidi su sekundarni metaboliti prisutni u velikom broju u semenu biljaka, gde igraju
znaCajnu ulogu u klijanju semena i zastiti od biotickih i abiotic¢kih faktora.?!® Klase flavonoida,
ukljucujuéi flavonole, flavanole, flavanonole, flavone i flavanone, identifikovane su u semenu
ispitivanog voca. Diferencijacija pojedinacnih jedinjenja unutar klase zavisi od supstitucije
funkcionalnih grupa (metilovani, hidroksilovani, acilovani i sulfatni derivati).??° Flavonoidni aglikoni
se uglavnom dobijaju kao proizvodi hidrolize odgovarajucih glikozida. Najvazniji put fragmentacije
za strukturnu karakterizaciju aglikonskog dela flavonoidnih konjugata je retro—Dils—Alderova (RDA)
reakcija. U negativnom rezimu jonizacije, RDA fragmenti se naj¢esce javljajuna m/z 179, 1651 151.%
U semenu ispitivanog voca, od derivata flavan-3-ola identifikovana su tri izomera B-tip procijanidin
dimera (58, 61 i 63), tri izomera A-tip procijanindin dimera (64 i 65), katehin, epikatehin i
(epi)katehin-galat (60, 62 i 66). Deprotonovani molekuli izomera B-tip procijanidin dimera (58, 61 i
63) na m/z 577 su proizveli glavne fragmentacione jone na m/z 451 (rezultat heterociklicne fisije
prstena), m/z 425 (proizvod RDA fragmentacije dimera), m/z 407 (proizvod sekvencijalne eliminacije
vode) i m/z 285, §to je u skladu sa literaturnim podacima.??! U ispitivanim uzorcima gajenog voca
jedan izomer B-tipa procijanidin dimera (58) je identifikovan samo u semenu aronije, dok su druga
dva izomera (61 i 63) bila karakteristicna za seme maline i kupine. Ovo je u skladu sa literaturnim
podacima za gajeno jagodasto voce.> Za razliku od gajenog, u uzorcima samoniklog voca ovi izomeri
su identifikovani u semenu borovnice, kupine, maline, Rosa arvensis, Rosa spinosissima, $imsirike,
Sumske jagode i zove. Katehin, epikatehin i (epi)katehin-galat (60, 62 i 66) su bili dominantni flavan-
3-oli u sortama gajene maline, kupine, aronije, borovnice i jagode. U uzorcima samoniklog voca
katehin i epikatehin (60 i 62) su bili prisutni u ekstraktima borovnice, kupine, maline, tres$nje,
dunjarice, orlove kandze, Rosa arvensis, Rosa spinosissima, S$imSirike, jagode, tise i zove.
(Epi)katehin-galat (66) je bio karakteristican za samoniklu kupinu, malinu i jagodu. Fragmentacija
katehina i njihovo prisustvo u ispitivanim uzorcima potvrdeni su dostupnim standardima.??? Prisustvo
miricetina, kvercetina, kampferola i izoramnetina (69, 70, 72, 73), iz grupe flavonola, je bilo
karakteristi¢no za uzorke semena gajene maline, ogrozda, kupine, aronije, borovnice, crne ribizle i
jagode, kao i za vecinu ispitivanih uzoraka samoniklog vo¢a. Navedena jedinjenja se razlikuju u broju
i poloZaju hidroksilnih grupa na C3 i C5, i to su naj¢e$ce identifikovani fenoli u jagodastom vocéu. !¢
Prethodna istrazivanja su takode potvrdila da su miricetin, kvercetin i kampferol dominantni
flavonoidi u uzorcima semena crne ribizle.??* Pored toga, pokazali su da seme i plod jagodastog voca
imaju sliCan fenolni sastav. RDA fragmentacija je uocena za kampferol i miricetin, koji su dali
zajednicki fragment na m/z 151. Razli¢it put fragmentacije u slucaju kvercetina je formirao
fragmentni jon [?A—CO] ™ na istoj m/z 151, $to je u skladu sa ranijim istrazivanjima.* Izoramnetin
je proizveo fragmentni jon [M—H-15]" na m/z 300 i karakteristican RDA fragment na m/z 151.%

U slucaju flavanonola, taksifolin (74) je identifikovan u svim analiziranim uzorcima semena
gajenog voca, dok je aromadendrin (75) bio karakteristiCan samo za uzorke semena crne ribizle i
jagode. Pomenuti flavanoli su identifikovani u svim ispitivanim ekstraktima semena samoniklog
voca, osim belog gloga, burjana i crnog trna. Identifikacija taksifolina je zasnovana na MS?
fragmentnim jonima na m/z 285, 177, 1 125. Prisustvo aromadendrina [M—H]™ je potvrdeno na osnovu
MS? fragmenata na m/z 269, 259 i 243, koji su nastali kao rezultat uzastopnog gubitka H.O, CO, i
COz dela, navedenim redom.?**
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Na osnovu masenih spektara potvrdeno je prisustvo dvanaest flavona (76—86) i jednog
flavanona (naringenin, 80), u semenu jagodastog voca. Jedinjenja 78 i 80 su identifikovana kao
apigenin i luteolin. Samo u semenu ogrozda (GV) i SimSirike (SV) identifikovan je apigenin [M—H]~
na m/z 269 pomocu karakteristiénih MS? fragmentacionih jona na m/z 241, 225, 201 i 197.23 Luteolin
[M—H] ™ na m/z 285 je pronaden u uzorcima semena gajene crne ribizle i jagode, kao i u ve¢ini uzoraka
samoniklog voc¢a (osim belog gloga, burjana, crnog trna, kupine i sviba), a identifikovan je na osnovu
glavnih MS? fragmenata na m/z 241, 243, 217, 199 i 175.2'® Glavni fokus je bio na specificnoj RDA
fragmentaciji flavonoida.?”> U nekim slu¢ajevima nije bilo moguce odrediti polozaj hidroksilne i
metil grupe na flavonoidnom skeletu, pa takva jedinjenja nije bilo moguce identifikovati. Za seme
borovnice karakteristicni su bili pentahidroksi-metoksiflavon (76) i trihidroksi-trimetoksiflavon
izomer 3 (82). Pentahidroksi-metoksiflavon (76) je detektovan pomoc¢u [M—H]™ osnovnog jona na
m/z 331 i fragmenata nastalih gubitkom metil grupe (m/z 299) i eliminacijom CO; (m/z 255) i CO
(m/z 227). Ramnocitrin (86) je identifikovan samo u semenu gajene crne ribizle, pa moze biti znacajan
hemijski marker u odredivanju njihovog biljnog porekla. Medu uzorcima samoniklog voca prisustvo
ramnocitrina je potvrdeno u semenu orlovih kandzi i Rosa arvensis. Odredivanje ramnocitrina je
uradeno prema prethodno objavljenim fragmentacionim jonima na m/z 271, 255 i 165, nastalim
gubitkom CO, OH i C7H20s3 grupe, redom. Poredenje dobijenog MS spektra i retencionog vremena
sa standardom omogucilo je identifikaciju naringenina (88), flavanona koji se nalazi u semenu gajene
kupine, aronije, crne ribizle i jagode, kao i u ve€ini uzoraka semena samoniklog voc¢a osim belog
gloga, crnog trna, crvene ribizle i sviba.

Identifikacija fenolnih glikozida

Fenolne kiseline i flavonoidi se u biljkama nalaze uglavnom u obliku glikozida, Sto poboljsava
njihovu biodistribuciju i metabolizam. Seéerne jedinice su povezane sa aglikonom kao O-glikozidi
ili retko kao C-glikozidi (91 i 95). Primenjena UPLC-LTQ OrbiTrap MS metoda ne moze ta¢no da
identifikuje saharidnu jedinicu bez odgovaraju¢eg standarda, moze samo da razlikuje da li je saharid
heksoza, deoksiheksoza ili pentoza. Uobicajeni put fragmentacije glikozida podrazumeva raskidanje
glikozidne veze, pri ¢emu kao glavni MS? proizvodi nastaju [M—H]™ joni koji poti¢u od fenolnih
jedinjenja ili odgovarajuéi saharidi.

Na osnovu masenih spektara identifikovano je 26 glikozida, iz Cetiri klase flavonoida. 1z klase
flavona, identifikovani su glikozidi luteolina (89, 94, 108, 110 i 111), apigenina (91, 100 i 107),
pentahidroksiflavona (97, 103 i 106), pentahidroksimetoksiflavona (98) i hrizin-C-di-heksozid (95).
Iz grupe flavonola, analizirani uzorci semena voca su bili okarakterisani prisustvom glikozida
kampferola (104, 112 i 114), kvercetina (93, 96, 101 i 113) i izoramnetina (102). Eriodiktiol (99) i
naringenin (109) heksozid derivati flavanona identifikovani su u vecini vrsti. Pored toga,
aromadendrin heksozid (90) je pronaden u svim ispitivanim vrstama gajenog vo¢a osim u uzorku
godzija, dok je u uzorcima divljeg voca nije identifikovan samo u semenu belog gloga, crnog trna,
crvene ribizle, ogrozda, sviba i zove.

Izoramnetin-3-O-(6"-ramnozil)-heksozid (102) je pronaden u semenu ogrozda, aronije,
borovnice i crne ribizle sa glavnim MS? fragmentom na m/z 315 usled gubitka ramnozil-glukozida (-
308 Da).?!? Jedinjenje 113 na m/z 609, identifikovano u uzorcima semena gajene jagode i samonikle
borovnice kupine i ruze (18 — 20 SV), oznaceno je kao kvercetin-3-O-(6"-p-kumaroil)-heksozid.
Njegovom fragmentacijom formira se MS? jon na m/z 463, usled gubitka p-kumaroil grupe (-146 Da).
Dalje, MS? fragment na m/z 301 nastao gubitkom heksozil grupe (-162 Da) i MS* fragmenti su
potvrdili prisustvo kvercetina kao aglikona. Jedinjenje 112 je identifikovano u uzorcima semena
gajene jagode i aronije i divlje borovnice, kupine, maline, dunjarice, ruze, sviba i jagode, kao
kampferol-3-O-metil-heksuronid i njegovom fragmentacijom nastali su karakteristicni joni na m/z
284 (gubitak metil-heksuronil grupe, -191 Da), 255 1 227. Utvrdeno je da su apigenin-6-C-heksozid-
8-C-pentozid (91), hrizin-6,8-C-di-heksozid (95), kvercetin-3-O-heksozid (96 i 101) jedinstveni za
seme gajene aronije. Identifikacija jedinjenja 91 i 95 zasnovana je na literaturnim podacima.?!3216
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Rezime UPLC-LTQ OrbiTrap MS analize

Sumiranjem rezultata dobijenih UPLC-LTQ OrbiTrap MS analizom identifikovana su
fenolna jedinjenja koju se mogu koristiti kao markeri biljnog porekla ispitivanih uzoraka gajenog
voca.??® Dihidroksibenzoil-diheksozid, feruloil-diheksozid, metil-3,5-dikafeoil-hinat, pentahidroksi-
metoksiflavon, trihidroksi-trimetoksiflavon izomer 3 i pentahidroksiflavon-pentozid su fenolna
jedinjenja odgovorna za diferencijaciju uzoraka semena borovnice. Hidroksibenzoil-diheksozid,
vaniloil-heksozid, derivat elagitanina 2, elagoil-ramnozid i kvercetin-3-O-(6"-p-kumaroil)-heksozid
bili su specificni za seme jagode. Derivat elagitanina 11, metil-elagoil metil-heksuronid, izomer 2
dimetilelaginske kiseline, tip-A procijanidin dimera izomer 1 su jedinjenja karakteristicna za seme
kupine. Ramnocitrin i p-hidroksifenilsircetna kiselina bili su specificni za uzorke semena crne ribizle.
Skoro svi detektovani derivati elaginske kiseline ukljucujuci elagitanine, flavan-3-ol monomere i
dimere i derivate galne kiseline bili su prisutni u uzorcima semena maline i doprineli su njihovoj
dobroj diferencijaciji od drugih sorti. Najveci uticaj na odvajanje semena ogrozda od ostalih uzoraka
su imali luteolin-O-heksozid izomer 3, trihidroksi-metoksiflavon izomer 2 i apigenin. Kvercetin-3-
O-heksozid, hrizin-6,8-C-di-heksozid, apigenin-6-C-heksozid-8-C-pentozid, trihidroksi-
dimetoksiflavon izomer 4 i B-tip procijanidin dimera izomer 1 pokazali su se kao karakteristi¢ni za
seme aronije, dok su gentizinska kiselina i metil-5-kafeoilhinat izomer 1 jedinstveni za seme
ogrozda.??¢

Galokatehin, B-tip prodelfinidin galat i B-tip procijanidin trimer su se pokazali kao
karakterististicni flavan 3-oli za ekstrakt semena Rosa spinosissima, dok su galokatehin i
epigalokatehin specificni za uzorak semena tise. Miricetin-di-O-heksozid i diosmetin su fenolna
jedinjenja karakteristi¢na za seme kleke, dok je hesperetin-7-O-(6"-ramnozil)-heksozid jedinstven za
seme divlje borovnice i orlovih kandzi.

4.1.5.4 Kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja u uzorcima semena gajenog i samoniklog voéa

Dalja ciljana analiza fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima semena voca uradena je
primenom UPLC-DAD-MS/MS tehnike. Ciljani metabolomicki pristup podrazumeva odredivanje
koncentracije unapred izabranog ograni¢enog broja fenolnih jedinjenja, uz upotrebu odgovarajucih
referentnih standarda. U okviru ovog rada za kvantifikaciju je koris¢eno 30 standardnih supstanci
navedenih u Tabeli 7 i dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 20. Zahvaljuju¢i prethodno
opisanim uniformnim fenolnim profilima dobijenim za iste biljne vrste, za analizu kvantitativnog
sastava su odabrani reprezentativni predstavnici gajenog voc¢a, dok su u slucaju samoniklog voca
analizirani svi uzorci zbog njihove velike raznolikosti.

Od ukupno 30 ciljanih jedinjenja, sadrzaj Cetiri jedinjenja je bio ispod granice kvantifikacje
EK (0,39 mg/kg), Apn (0,47 mg/kg), Vit (0,29 mg/kg) i Nar (0,27 mg/kg) u svim ispitivanim
uzorcima, pa njihovo odredivanje nije bilo moguce. Od fenolnih kiselina u ispitivanim uzorcima su
bile najzastupljenije PrA, GA, p-HbA, CA i SinA, dok VA i SirA, ¢iji je najveéi sadrzaj u uzorcima
divlje borovnice, dunjarice i ruze. Vanilinska kiselina je identifikovana u ve¢ini analiziranih uzoraka
(Tabela P1) prema svojim spektralnim karakteristikama, ali kvantifikacija nije bila moguca u svim
uzorcima zbog niskog sadrzaja (< LOQ). FA je odredena samo u uzorku gajene borovnice, dok je p-
HFA karakteristicna za uzorak kleke. Kvercetin i katehin su najzastupljeniji flavonidi, praceni sa
IsoQue, Rut i Kfrl.

Najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja imali su uzorci gajene maline (3GV) i aronije (10GV) i
uzorci divlje borovnice (7SV), orlovih kandzi (17SV) i Sim$irike (23SV). Rezultati su u skladu sa
prethodno prikazanim rezultatima odredivanja ukupnog sadrzaja polifenola spektrofotometrijski
(Tabela 18 i 19), gde su navedeni uzorci takode pokazali visoke vrednosti TPC-a.

Dobijeni rezultati su ukazali na prednost primene metabolickog otiska prsta u proceni
autenti¢nosti semena voca, u poredenju sa kvantitativnom analizom unapred odredenih jedinjenja.
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Posmatranje celokupnog fenolnog profila kao jedinstvene karakteristike uzoraka omogudilo je
taksonomsku klasifikaciju razli¢itih biljnih vrsta, dok je glavno ogranicenje kvantitativne analize bio
nedostatak odgovaraju¢ih standardnih supstanci usled velike raznovrsnost fenolnih jedinjenja i
Sirokog opsega koncentracija u kojima mogu biti prisutna u vocu.
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Tabela 20. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima semena gajenog (GV) i samoniklog voca (SV) izrazen u mg/kg.

3GV 5GV. 7GV__ 9GV__ 110GV _11GV_ 12GV_ 16GV_ 20GV__ 18V 28V 38V 4SV 58SV 6 SV 78V 9ISV
PrA 0,10 0,207 0,227 0370 7,482 0,10 0,149 0270 5,045 0,747 0,124 0423 0485 0392 0434 3,652 0437
Esk 0,01 0,014 0,01 0,01 0,013 0,047 0,01 0,01 0,01 0,048 0,01 0,01 0,090 0,01 0,01 0,01 0,01
GA 1,118 0,121 0,353 0,423 0,203 0,086 0,076 1,297 1,047 0,186 0,261 0,108 0,460 0,803 0,937 0,244 0,250
Cat 6,744 0,07 0,901 1,375 0,393 0,07 0,07 0,504 0,065 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 1,255 0,07
p-HbA 0,870 0,783 1,389 1,331 1,885 0,14 0,14 1,577 1,189 0,330 0,261 0,310 0,348 0,171 0,242 0,785 0,419
CGA 0,02 0,02 0,02 0,02 1,602 0,02 0,02 0,02 0,610 0,548 0,542 0,02 0,02 0,02 0,02 0,564 0,02
CA 0,042 0,048 0,048 0,036 0,071 0,043 0,040 0,074 0,186 0,101 0,038 0,172 0,095 0,054 0,060 0,156 0,074
VA 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,199 0,18
SirA 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,235 0,09
Rut 0,03 0,164 0,03 0,087 1,382 0,03 0,03 0,136 0,188 0,731 0,03 0,03 0,546 0,03 0,03 1,501 0,108
Pid 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 1,034 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
CouA 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,113 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
IsoQue 0,06 0,062 0,06 0,06 1,777 0,06 0,06 0,06 1,519 0,260 0,06 0,06 0,180 0,06 0,06 1,851 0,137
SinA 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,066 0425 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
FA 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,193 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Ast 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,114 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Apg 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Plz 0,040 0,03 0,205 0,084 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Myr 0,06 0,085 0,06 0,06 0,110 0,06 0,06 0,06 0,06 0,200 0,06 0,06 0,095 0,06 0,06 0,06 0,06
Lut 0,04 0,094 0,04 0,04 0,067 0,04 0,04 0,021 0,120 0,042 0,04 0,04 0,053 0,04 0,04 0,092 0,04
Que 0,205 0,184 0449 0,648 8,585 0,05 0,151 5,154 0,896 0,180 0,153 0,153 0,417 0,05 0,05 8,292 0,707
Narn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,072 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,129 0,04
Apg 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Kifrl 0,049 0,04 0,04 0,071 0,157 0,045 0,04 0,082 0,177 0,058 0,04 0,04 0,070 0,04 0,04 0,214 0,04
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Tabela 20. Nastavak.

10 SV 11 SV 12 SV 13 SV 14 SV 15 SV 16 SV 178V 18 SV 19 SV 20 SV 218V 22 SV 23 SV 24SV__ 258V
PrA 0,504 0,644 0,176 0,410 0,192 2,379 0,577 0,602 1,264 2,488 0,115 0,107 4,791 0,161 0,110 3,557

Esk 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,051 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
GA 0,861 1,730 1,007 0,629 0,709 0,747 0,164 1,106 3,532 0,321 1,131 0,452 0,185 1,790 0,02 0,416
Cat 0,07 0,868 4,932 0,07 0,07 0,616 0,07 0,188 3,183 3,319 0,053 0,07 5,591 4,153 0,575 0,129
p-HbA 0,463 0,753 0,630 0,290 0,805 0,844 0,364 0,952 0,426 0,760 0,245 0,14 0,804 0,608 0,14 0,631
CGA 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 10,377 0,02 0,02 0,02 0,02 0,945 0,02 1,120 0,02
p-HFA 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,220 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
CA 0,039 0,056 0,059 0,042 0,152 0,220 0,089 0,233 0,112 0,089 0,055 0,055 0,103 0,075 0,039 0,162
VA 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,467 0,18 0,18 0,276 0,18 0,18 0,18 0,18 0,225 0,18 0,18
SirA 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,270 0,09 0,09 0,132 0,09 0,09 0,09 0,158 0,09 0,09 0,09
Rut 0,075 0,03 0,03 0,132 0,457 0,419 1,937 0,362 0,089 0,216 0,074 0,120 0,483 0,03 0,111 6,184
Pid 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,913 0,20 0,20 0,237 0,20 0,403 0,567 0,20 0,20 0,20 0,20
CouA 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,083
IsoQue 0,06 0,06 0,06 0,084 0,135 1,843 3,111 0,214 0,354 1,385 0,06 0,110 0,802 0,131 0,311 2,793
SinA 0,04 0,04 0,04 0,233 0,078 0,04 0,04 0,115 0,060 0,069 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,079
Ast 0,05 0,175 0,05 0,05 0,05 0,05 0,192 0,646 0,05 0,208 0,05 0,05 0,05 0,344 0,05 0,05
Apg 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 1,023 0,224 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Plz 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,071 0,03 0,03 0,053 0,03 0,03 0,03
CA 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,122 0,19 0,19 0,19 0,19
Myr 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,146 0,06 0,06 0,086 0,06 0,06 0,089 0,084 0,06 0,06
Lut 0,04 0,04 0,04 0,04 0,048 0,041 0,475 0,167 0,04 0,04 0,04 0,04 0,052 0,044 0,04 0,04
Que 0,594 0,370 0,237 0,05 0,167 0,793 0,557 3,806 0,495 1,541 0,424 0,223 7,021 0,249 0,797 0,568
Narn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,048 0,04 0,303 0,04 0,068 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Apgn 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,028 0,386 0,050 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

Kifrl 0,069 0,761 0,04 0,04 0,04 0,04 0,071 1,226 0,064 0,063 0,442 0,04 0,966 0,602 0,396 0,04
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4.1.6 Elementalni sastav

Mineralni sastav i biodostupnost su vazni parametri koji se koriste u proceni nutritivne
vrednosti voca. Prisustvo elemenata u svim biljnim delovima, ukljucujuci i seme, zavisi od nacina na
koji biljke akumuliraju, distribuiraju i metaboli§u mineralne supstance.'*? Ovi procesi su u velikoj
meri odredeni uslovima gajenja (samoniklo i gajeno voce), biljnim i geografskim poreklom, ali i
dubrenjem i navodnjavanjem. U semenu voca se akumuliraju velike koli¢ine fosfora, koji podrzava
rast sejanica u primarnim fazama razvoja. Pored fosfora, seme biljaka sadrzi znacajne koli¢ine N, K,
Mg, Ca, Fe, Zn, Cu i Mn.'%

Sadrzaj 20 makroelemenata i mikroelemenata odredenih u semenu samoniklog i gajenog voca
primenom ICP-OES (MS) tehnike, izrazen je u mg/kg suve mase i prikazan u Tabelama 21 i 22.

Gajeno voce

Sadrzaj elemenata odredenih u uzorcima semena gajenog voc¢a (malina, kupina, borovnica, crna
ribizla i jagoda) predstavljen je u Tabeli 21 i graficki pomocu Stapicastih dijagrama (Slika 28).
Vertikalni Stapi¢i oznacavaju 0,95 interval poverenja. Rezultati dobijeni za sadrzaj elemenata u
uzorcima ogrozda, aronije, godzija i peruanske jagode nisu predstavljeni na slici zbog malog broja
uzoraka, ali su opisani u daljem tekstu. Medu ispitivanim vrstama, uzorci crne ribizle su pokazali
najvisi ukupni sadrzaj makroelemenata, pri ¢emu su K (4,98 g/kg) i P (6,61 g/kg) bili najzastupljeniji
i njihov sadrzaj je najmanje dvostruko visi u odnosu na druge vrste. Sadrzaj K i P imao je slican trend
i u uzorcima ogrozda (3,87 1 5,40 g/kg), aronije (3,12 14,55 g/kg) i godzija (3,34 1 5,35 g/kg), dok je
u ostalim ispitivanim vrstama gajenog voca Ca bio najzastupljeniji element (u opsegu koncentracija
od 2,79 k/kg do 5,44 g/kg). Sadrzaj K u plodovima gajenog vocéa (jagode, crne ribizle, kupine i
borovnice) iz Finske bio je znatno visi u poredenju sa srednjim koncentracijama ovih elemenata u
uzorcima semena jagodastog voca iz Srbije koje su se kretale u opsegu od 1,64 g/kg do 4,98 g/kg.??’
Ovo se moze objasniti razli¢itim agroklimatskim uslovima gajenja, razli¢itim tipom zemljista, kao i
razli¢itim biljnim delovima koji su analizirani u ove dve studije. Sadrzaj Ca (5,44 g/kg), Mg (2,05
g/kg) i Na (2,72 g/kg) u uzorcima jagode odgovaraju vrednostima dobijenim u prethodnoj studiji za
uzorke semena jagode iz Poljske, dok je sadrzaj K (2,16 g/kg) niZi u odnosu na objavljene rezultate.'*!
Koncentracija Mg bila je najve¢a u uzorku aronije (2,68 g/kg), dok su sorte crne ribizle i ogrozda
imale najveci sadrzaj S (2,50 g/kg i 2,47 g/kg).

Pored vecéeg sadrzaja makroelemenata, sorte crne ribizle su imale od 1,5 do 4 puta veéi sadrzaj
Ni, dok je sadrzaj Mn bio od 4 do 6 puta nizi u poredenju sa drugim vrstama (Slika 28). Sadrzaj Fe
je bio najvisi u uzorku kupine, sorta ‘Triplkraun® (Triplecrown) (0,097 g/kg) i uzorku maline sorta
‘Tulamin® (Tulameen) (0,091 g/kg), Sto ih ¢ini pogodnim za upotrebu kod ljudi sa anemijom. Seme
jagoda je imalo ve¢i sadrzaj Zn (0,064 g/kg), u odnosu na ostale vrste jagodastog voca, kao i u odnosu
na rezultate dobijene u prethodnim studijama (0,043 g/kg)."”! Seme borovnica je imalo najveci
sadrzaj Al (0,0197 g/kg).

Distribucija toksi¢nih metala, kao §to su Hg, Pb i Ni bila je razli¢ita u svim vrstama jagodastog
voca i kretala se u Sirokom opsegu koncentracija. Srednji sadrzaj Hg se kretao od 0,0015 g/kg za
uzorke kupine, do 0,0060 g/kg za uzorke jagode. Sadrzaj Ni je bio najmanji u uzorcima kupina 0,0011
g/kg, a najveci u uzorcima crne ribizle 0,0059 g/kg. Uzorci kupina su imali najmanji sadrzaj Pb
(0,0034 g/kg), dok su uzorci jagoda pokazali najveci prosecan sadrzaj ovog elementa (0,0085 g/kg).
Sorta jagode "Kleri® (Clery) je akumilirala najve¢i sadrzaj Pb u semenu, verovatno zbog upotrebe
mineralnih dubriva, kao $to je superfosfat.?® Seme kupine je generalno sadrzalo niske koncentracije
teskih metala, kao §to su Cr, Hg, Ni i Pb.
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Slika 28. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u uzorcima semena gajenog voca.

Posmatrajuci sve analizirane vrste gajenog jagodastog voca, izuzev specificne usvojivosti
pojedinih sorti, uocava se ujednacena distrubucija makroelemenata, odnosno mali varijabiltet medu
podacima (Slika 28). S druge strane, sadrzaj ve¢ine mikroelemenata i elemenata u tragovima se
kretao u Sirokom opsegu koncentracija oko centralne vrednosti, ukazujuci na veliki varijabilitet medu

podacima.

KW test je koriS¢en u cilju provere postojanja statisticki znacajne razlike u sadrzaju 20
ispitivanih elemenata, uzimajuci pet biljnih vrsta gajenog voca kao jedinstveni faktor. Na osnovu
dobijenih rezultata (Tabela 21) potvrdeno je da elementi Al, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, K,Mg, Mn, Ni, P,
S, i Zn dovode do statistiCki znacajnih razlika izmedu ispitivanih biljnih vrsta. Uzorci semena jagode
i ribizle su se odvojili od ostalih uzoraka na osnovu sadrzaja ovih elemenata.
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Tabela 21. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u uzorcima gajenog voc¢a (mg/kg) i rezultati KW-testa.

Al As Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Hg

sred. vred. 10,86 0,074 2,14 3232 0,252 0,275 1,30 11,40 675 3,10

Malina vy Medijana 11,05 0,073 1,94 3012 0,240 0,180 1,01 11,93 62,3 2,75

- stdev 0,63 0,061 0,74 528 0,169 0,285 0,74 1,39 16,3 1,10

min 9,94 0,004 1,53 2891 0,092 0,067 0,80 9,39 54,6 221

max 11,38 0,145 3,13 4014 0,437 0,673 2,40 12,34 90,9 4,70

sred. vred. 11,00 0,116 3.85 3214 0,041 0,060 0,73 12,13 61,1 1,50

_ medijana 11,78 0,073 2.85 3185 0,045 0,065 0,88 11,62 44,9 2,14

K“‘I’l‘:"s(K) stdev 1,78 0,140 1,86 397 0,012 0,010 0,40 2,49 31,0 1,24

min 8,95 0,004 2,71 2833 0,028 0,049 0,28 9,93 41,5 0,08

max 12,23 0,273 5,99 3625 0,051 0,066 1,04 14,83 96,8 2,29

sred. vred. 19,70 0,025 2,80 2788 0,064 0,050 1,80 8,08 71,0 4,07

medijana 16,16 0,018 2,88 2885 0,041 0,042 1,18 9,04 72,8 2,32

Borovnica (B) ey 9,74 0,025 1,29 580 0,052 0,017 1,35 132 14,9 4,00

n=> min 11,22 0,004 139 2180 0,030 0,034 0,86 6,98 51,1 2,19
max 32,83 0,063 4,75 3379 0,156 0,072 412 10,57 92,3 11,23

sred. vred, 6,64 0,060 2,34 4574 0,065 0,153 1,08 12,15 68,2 3.44

. medijana 5,26 0,063 2,59 4389 0,047 0,096 0,99 12,20 64,6 2,36

R‘b‘flﬁl'z(R) stdev 2,86 0,047 0,73 445 0,054 0,224 0,45 1,43 10,6 2,66

e min 3,34 0,004 0,29 4067 0,014 0,010 0,16 9,98 54,7 0,34
max 11,60 0,164 3,11 5466 0,205 0,857 1,69 15,07 84,6 10,54

sred. vred. 17,53 0,063 3.82 5444 0,102 0,308 1,30 15,94 85,3 6,00

medijana 15,22 0,052 3,56 5348 0,055 0,321 1,07 15,88 83,8 3,37

Jagoda ) sidev 7.38 0,043 0.92 610 0,122 0,075 0,60 2,03 235 5.80

min 9,17 0,004 2,55 4244 0,018 0,191 0,59 12,61 53,4 1,96
max 32,07 0,167 5,52 6516 0,428 0,411 2,60 19,23 14,9 21,07

Ogrozd (n=2) 7.89 0,065 2,89 5273 0.118 0.113 1,72 13,59 70,4 1,67
Aronija (n=1) 17,47 0,018 39,42 7067 0,399 0,108 122 14,32 64,0 2,82
Godzi (1= 1) 412 0,048 1,59 1911 1,154 0,243 122 15,53 76,2 3,02

Pjagoda (n=1) 40,48 0,005 0,69 1551 0,039 0,130 0,70 13,30 81,8 1,75
P 0,0002 0,4332 0,0013 <0,0001 0,1092 <0,0001 3,6332 <0,0001 08342  0,0827

KWiest — rednost R(B, J) / JB,RM) (If{’(g: 11\3/1’)M) / J (E’(f/l’)B) / J (Kﬁh%’ M) / /
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Tabela 21. Nastavak.

K Mg Mn Na Ni P Pb S Sr Zn
sred. vred, 1878 1583 76,2 3062 4,14 2478 635 1224 15,0 40.8
Malina vy Medifana 1946 1578 56,6 3059 3,61 2543 5,53 1234 15,0 38,1
- stdev 169 106 70,3 344 1,76 241 2,40 90 1,9 11,0
min 1631 1460 19,3 2677 2,69 2143 4,50 1105 12,7 31,7
max 1990 1716 172,5 3453 6,65 2684 9,82 1323 17,2 55,1
sred. vred, 1723 1162 66,1 2985 1,13 2410 336 1102 15,1 28,5
medijana 1709 1112 67,9 3234 0,80 2208 4,00 1131 15,0 27.2
Kupina (K) 40y 151 114 15,4 657 0,68 295 1,27 55 1,7 9.4
n=3 min 1579 1083 49,8 2240 0,67 2187 1,90 1039 13,4 19,9
max 1881 1293 80.5 3482 1,91 2744 4,18 1136 16,9 385
sred. vred, 1644 1051 7.8 2720 2,99 2581 433 1885 14,7 34,0
medijana 1767 1125 79.8 2780 2,38 2987 434 2095 14,3 35,0
Borovnica (B) 40 479 232 26,1 494 2,50 864 0,70 460 11 10,0
n=s min 837 700 373 2167 0,57 1165 3,48 1186 13,3 17,8
max 2117 1255 102,6 3355 5,86 3241 5,40 2263 15,8 452
sred. vred, 4984 2327 13,5 2618 5.88 6612 4,79 2496 14,6 31
medijana 4962 2324 14,3 2544 6,40 6631 4,04 2473 14,2 32,5
Ribizla (R) 50, 282 121 4.1 399 2,08 445 2,69 190 1,6 32
n=12 min 4560 2156 1,5 2098 0,61 5956 0,69 2052 12,0 293
max 5466 2611 17,8 3204,4 8,24 7553 11,13 2732 16,6 383
sred. vred. 2164 2051 61.8 2717 1,42 5375 8,50 1914 14,8 64,4
medijana 2144 2025 60,1 2858 1,22 5434 5,19 1903 14,8 53,0
Jagoda ) sudev 188 155 9.2 537 058 476 8,68 162 1.5 316
min 1894 1792 51,7 1418 0,68 4324 338 1627 11,1 30,0
max 2570 2332 80,4 3574 2,66 6107 36,88 2180 17,2 1252
Ogrozd (n=2) 3865 2089 26,5 2565 1,72 5401 321 2470 18,3 47,0
Aronija (n=1) 3117 2679 682 2569 3.64 4549 514 2126 24.9 62,1
Godzi (n=1) 3338 2266 45,1 2847 2,09 5347 6.2 1999 14,0 83.8
Pjagoda (n=1) 2782 2464 24.9 2442 0,96 5321 348 1933 11,5 36,9
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 04201 0,0006 <0,0001 02474  <0,0001 0,9564  0,0010
KW test S R(K,J 1(35\/1, ) R §I(<ﬁ]?1§l;d) R(K, B, M.J) ) R N({l((kl?};) Rj(g{’%,hﬁ)n , R (KJ, 1(3161\4, 7 , J (1}({,)3,
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Multivarijantna analiza podataka primenjena na rezultate elementalnog sastava u uzorcima
semena gajenog voca rezultirala je modelom koji se sastoji iz 7 glavnih komponenata i objasnjava
77,70% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1 - 22,04%, PC2 - 16,27%). Uzajamne projekcije
skorova latentnih varijabli, za prve dve glavne komponente, prikazane su na Slici 29.
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Slika 29. Analiza glavnih komponenata: a) grafik skorova latentnih varijabli za sadrzaj elemenata u
uzorcima semena gajenog voca, b) grafik vektora latentnih varijabli.

Sa grafika skorova prikazanog na Slici 29a uocava se grupisanje podataka u tri klastera. Uzorci
grupisani u prva dva klastera su razdvojeni duz PCI1 ose. Sorte kupine i maline (rod Rubus) i
borovnice su formirale prvi klaster u donjem levom uglu grafika, dok drugi klaster potice od uzoraka
ogrozda i crne ribizle (rod Ribes) na desnoj strani grafika. Tre¢a grupa uzoraka se odvojila od prve
dve duz PC2 ose i obuhvata uzorke jagode, aronije, peruanske jagode i godZzija.

Grafik vektora latentnih varijabli (Slika 29b) pokazao je da su Mg, P, S i K, varijable sa
najvec¢im pozitivnim uticajem na razdvajanje duz PC1 ose. Visok sadrzaj ovih elemenata u uzorcima
semena ogrozda i crne ribizle je uticao na njihovo razdvajanje od ostalih ispitivanih uzoraka. Najve¢i
negativan uticaj na razdvajanje duz PC1 ose imali su Mn, Al i Na. Varijable koje su potencijalno
imale najveci uticaj na razdvajanje duz PC2 ose su Zn, Cu, Cd, Co, Pb, Hg i Cr, §to ukazuje na njihov
vedi sadrzaj u uzorcima jagode, aronije, peruanske jagode i godzija.

Samoniklo voce

Kako bi istakli karakteristike ovih retkih i slabo istrazenih vrsta, posmatran je njihov
elementalni profil (Tabela 22), s obzirom na to da dalja statisticka obrada podataka dobijenih za
sadrzaj metala nije bila moguca zbog malog broja uzoraka. Najzastupljeniji element bio je Ca, sa
prose¢nim sadrzajem od 5,49 g/kg suve mase, dok je prosecni sadrzaj ovog elementa u uzorcima
semena gajenog voca bio 4,41 g/kg. Iako oba nacina gajenja voc¢a ukazuju na veliki varijabilitet medu
podacima, sadrzaj Ca u uzorcima semena samoniklog voca bio je vise rasut oko centralne vrednosti
i kretao se u opsegu 1,02 g/ kg (divlja peruanska jagoda) do 13,96 g/kg (Sumska jagoda), u poredenju
sa gajenim voc¢em gde se sadrzaj Ca kretao od 1,55 g/kg (gajena peruanska jagoda) do 7,06 g/kg u
uzorku aronije. Uzorci peruanske jagode u oba nacina gajenja imali su najmanji sadrzaj Ca, dok je
njegov sadrzaj bio najvisi u uzorcima divlje crvene ribizle, kleke i drena. Zajedno sa zelenim
povréem, jezgrastim i suvim vocem, seme divljeg i gajenog voca se pokazalo kao dobar izbor Ca.
Fosfor je bio prisutan u sli¢nim koncentracijama kao i Ca, sa ve¢im prose¢nim sadrZajem u uzorcima
gajenog voca (4,91 g/kg) u poredenju sa samoniklim vo¢em (3,34 g/kg). Ove razlike su bile izrazenije
ako se u obzir uzmu odgovarajuc¢e medijane (5,33 g/kg za gajeno i 2,94 g/kg za samoniklo voce).
Ve¢i sadrzaj u gajenom vocu moZe se objasniti primenom sintetickih mineralnih dubriva koja sadrze
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P. Sto se ti¢e uzoraka samoniklog vo¢a, najveéi sadrzaj P imali su divlja tre$nja (6,53 g/kg), peruanska
jagoda (5,64 g/kg) i ogrozd (5,20 g/kg). U poredenju sa Ca i P, koncentracije K i Na su bile manje (u
opsegu 2,70 — 2,90 g/kg) i prisutni su u slicnim koli¢inama u uzorcima gajenim na oba nac¢ina. Ovo
je u skladu sa ranijim tvrdnjama, da vrsta dubriva ne uti¢e na skladisStenje kalijuma u vo¢u.??° Najveci
sadrzaj K pronaden je u uzorku divlje tresnje (5,02 g/kg). Kalijum je bio tre¢i element po
zastupljenosti u uzorcima semena voca, $to je u suprotnosti sa rezultatima iz prethodne studije koja
je radena na uzorcima plodova jagodastog voc¢a.?3® Ovi autori su tvrdili da je K najzastupljeniji
element u semenu, zbog svoje vece pokretljivosti u ksilemu i floemu od ostalih elemenata i da je
efekat transpiracije biljaka na distribuciju K zanemarljiv. Sadrzaj Na u uzorcima samoniklog voca se
kretao u opsegu od 1,18 g/kg u semenu divlje jagode do 3,97 g/kg u semenu belog duda. Specifican
mineralni profil u pogledu sadrzaja makroelemenata dobijen je za uzorak Sumske jagode, koja sadrzi
izrazito veliku koli¢inu Ca (14,0 g/kg) i manje koli¢ine K (2,47 g/kg), Mg (1,76 g/kg) i Na (1,18
g/kg).

Makroelementi Mg i S bili su prisutni u slicnim koli¢inama, u opsegu koncentracija od 1,50 do
2,00 g/kg, sa ve¢im sadrzajem u semenu gajenog voc¢a. Vrednosti dobijene za sadrzaj Mg su u opsegu
vrednosti dobijenih za uzorke jagodastog voca iz Australije i Pakistana, sa slicnim sadrzajem Mg u
semenu i plodu.?31232 Literaturni podaci ukazuju na to da koncentracija Mg u semenu biljaka ne zavisi
od koncentracije drugih elemenata. Takode, ranija istrazivanja su potvrdila ve¢i sadrzaj S u uzorku
crnog trna u poredenju sa drugim vrstama divljeg voca, §to je slucaj i u ovoj studiji. Dostupni podaci
ukazuju i na sli¢an sadrzaj S u semenu i plodu voca, ali Cinjenica da je nasa studija obuhvatila samo
uzorke semena otezava njihovo poredenje.

Biljke mogu akumulirati dovoljne koli¢ine veéine metala prisutnih u tragovima, koji su klju¢ni
za njihov normalan rast. Sadrzaj mikronutritijenata u ispitivanim uzorcima opadao je prema slede¢em
redosledu: Fe > Zn ~ Mn > Sr > Cu. Sa izuzetkom Sr, svi navedeni elementi su bili prisutni u veéoj
koli¢ini u uzorcima gajenog voca.

Literaturni podaci ukazuju da je beli glog odli¢an izvor Fe 2*3, dok je na$a studija pokazala da
su crni trn 1 borovnica najbolji izvor ovog elementa (~0,09 g/kg). Sadrzaj Mn je takode bio visok u
semenu borovnice (0,189 g/kg), sto je u skladu sa rezultatima dobijenim za uzorke voca iz Finske,
gde je medu svim ispitivanim vrstama voc¢a plod borovnice imao najveéi sadrzaj Mn (0,289 g/kg).??’
Samoniklo voce takode moze biti dobar izvor Cu, ¢iji je srednji sadrzaj iznosio 0,013 g/kg, dok su
uzorci crnog trna i divlje tresnje imali sadrzaj preko 0,016 g/kg. SadrZzaj Zn je bio najveéi u uzorku
burjana (0,131 g/kg), $to je slicno sadrzaju ovog metala dobijenom u gajenom uzorku jagode sorte
Albion (0,125 g/kg). Ovo je suprotno dostupnim podacima za uzorke voca iz Finske gde je uzorak
maline imao najveci sadrzaj ovog mikroelementa .2’ Cink je antagonist drugih metala kao $to su Cu,

Pb i Ni i moze smanjiti negativne efekte ovih toksi¢nih elemenata.?**

Odredene vrste samoniklog voc¢a pokazale su specificnu usvojivost minerala. [zuzetno visok
sadrzaj Al pronaden je u belom dudu (0,114 g/kg) i divljoj borovnici (0,059 g/kg), dok se u ostalim
uzorcima kretao u opsegu od 0,0041 do 0,0320 g/kg. Seme divlje borovnice se takode pokazalo kao
bogat izvor Mn, dok je seme burjana sadrzalo viSe Zn od svih ostalih divljih i gajenih vrsta.

Raspodela toksi¢nih metala, kao $to su Hg, Pb, Ni i Cr se u uzorcima samoniklog voc¢a kretala
u Sirokom opsegu koncentracija. Sadrzaj Hg se kretao u slicnom opsegu kao kod gajenog voca, od
0,0017 g/kg za uzorke kupine, do 0,0067 g/kg za uzorak sviba. Sadrzaj Ni je bio najmanji u uzorcima
kupina 0,00014 g/kg, a najveci u uzorku crvene ribizle 0,00536 g/kg. Uzorak crvene ribizle imao je
najmanji sadrzaj Pb (0,00227 g/kg), dok je uzorak borovnice pokazao najveci sadrzaj ovog elementa
(0,0142 g/kg). Sadrzaj Cr bio je najmanji u uzorku sviba (0,00065 g/kg), a najveci u uzorku ogrozda
(0,00491 g/kg). Slicno gajenim uzorcima i samonikli uzorci kupine su pokazali najmanji potencijal
za usvajanje toksicnih elemenata.
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Tabela 22. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u uzorcima semena divljeg voca (mg/kg suvog uzorka).

Oznaka
uzorka Al As Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Hg K Mg Mn Na Ni P Pb S Sr Zn
SV
1 114,13 0,125 5,31 7766 0,022 0,123 1,43 13,12 67,0 4,5 2698 2322 28,46 3966 3,21 5432 843 2213 26,6 44,6
2 7,79 0,004 9,96 4423 0,070 0,148 0,86 1534 396 33 1168 816 18,18 2608 2,56 1274 6,82 835 140 243
3 8,60 0,176 7,17 7383 0,295 0,132 0,80 9,88 456 6,5 1934 1206 19,28 2113 0,53 2035 12,56 1008 17,5 1315
4 31,98 0,023 3,63 6126 0,026 0,133 0,90 1098 66,2 29 3327 2091 21,31 2933 2,89 5126 4,67 1960 24,4 40,7
5 4,10 0,004 6,85 6108 0,139 0,104 0,87 1591 749 4,1 3577 2388 20,33 2830 0,58 4451 7,54 2636 18,6 67,0
6 2481 0,064 13,01 6422 0,138 0,304 1,97 16,88 89,0 3,6 4228 2257 19,78 2943 1,68 4733 7,10 2435 184 60,7
7 42,88 0,050 13,80 3649 0,175 0,066 1,80 1587 493 29 1269 1153 189,04 2592 244 2999 532 2660 144 503
8 74,94 0,108 8,79 3225 0,059 0,091 1,06 15,92 90,2 6,6 1797 1093 117,63 3455 3,23 2491 1420 2418 154 55,7
9 5,18 0,004 1942 9071 0,038 0,069 0,87 12,91 54,7 1,8 3791 1791 85,82 2923 536 4825 2,27 2250 248 245
10 8,05 0,026 2,90 3363 0,057 0,074 0,98 1229 62,7 2,8 2507 1606 17,37 1937 131 3244 5,69 1486 11,8 435
11 11,31 0,099 2,58 4355 0,033 0,051 0,68 12,18 61,6 1,7 1906 1495 20,42 2084 0,14 2963 3,30 1191 12,8 332
12 12,58 0,028 7,50 4166 0,104 0,098 1,38 10,69 523 3.4 1610 1501 34,70 3131 1,68 2476 3,48 1185 174 347
13 5,71 0,021 9,89 6315 0,036 0,074 1,00 17,01 67,4 1,9 5015 2986 20,46 2243 0,22 6525 293 2165 15,1 29,8
14 9,76 0,004 10,00 6173 0,137 0,066 4,91 1539 771 4,0 3673 2167 3448 2591 1,01 5204 7,46 2512 19,1 232
16 8,82 0,041 2,87 9742 0,056 0,314 1,06 15,78 499 3,0 2477 1285 33,40 3008 1,18 2590 6,38 1527 17,2 45,1
18 15,79 0,060 2,69 5193 0,052 0,110 0,83 11,73 48,8 3,7 2566 1612 17,60 2792 242 2915 7,07 1657 18,5 288
20 5,22 0,031 2,70 3791 0,364 0,074 2,66 844 404 5,1 2074 1301 1887 3503 0,77 2310 899 1373 16,6 17,6
21 4,57 0,159 3,72 9537 0,037 0,103 0,65 879 265 6,7 1153 807 6,90 2511 0,28 1440 7,19 1108 21,8 12,7
22 6,79 0,004 0,85 2495 0,020 0,127 0,76 15,18 446 2,5 4763 1218 2443 2387 191 3389 5,11 2227 12,0 339
23 10,61 0,004 115,13 13961 0,221 0,211 0,68 1591 49,6 42 2472 1758 62,67 1182 1,34 4449 7,16 1854 44,5 285
24 15,84 0,166 2,22 2782 0,022 0,070 1,07 9,18 46,6 2,0 2590 1028 14,22 3461 1,19 2191 3,28 1173 18,3 36,6
25 13,41 0,049 4,77 4821 0,039 0,060 0,90 14,19 592 23 1253 1117 19,83 3301 1,01 1450 4,41 1072 16,1 42,7
26 7,71 0,032 7,07 3009 0,504 0,076 1,42 13,58 31,6 2,4 3936 910 15,12 2424 1,84 2792 4,39 1021 12,0 24,0
27 5,62 0,004 8,95 2757 0,167 0,099 1,34 852 393 3,8 4279 1363 17,17 2388 1,06 2605 830 1051 11,1 204
28 5,84 0,004 11,71 5127 0,340 0,138 1,47 7,60 259 49 1132 537 15,56 2833 1,20 1364 10,72 814 15,9 13,0
29 5,22 0,013 1,06 1024 0,088 0,089 1,50 9,58 56,7 24 2338 1804 28,55 1886 2,40 5635 5,02 1530 9,5 25,6
sr.vred. 17,97 0,050 10,95 5492 0,125 0,116 1,30 12,80 54,5 3,6 2674 1524 3544 2693 1,67 3343 6,53 1668 17,8 382
medijana 8,71 0,029 6,96 4974 0,065 0,098 1,03 13,02 51,1 33 2492 1429 20,38 2700 1,32 2939 6,60 1529 16,9 335
stdev 24,89 0,055 21,72 2837 0,126 0,067 0,87 3,00 16,9 1,5 1175 581 39,55 602 1,17 1494 2,89 610 69 23,6
min 4,10 0,004 0,85 1024 0,020 0,061 0,65 7,60 259 1,7 1132 537 6,90 1182 0,14 1274 227 814 9,5 12,7
max 114,13 0,176 115,13 13961 0,504 0,314 491 17,01 902 6,7 5015 2986 189,04 3966 536 6525 1420 2660 44,5 1315

106



Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

4.2  Uporedna studija koriS¢enih analitickih tehnika za profilisanje metabolita i klasifikaciju
uzoraka

U prethodnoj analizi rezultata PCA je primenjena u cilju utvrdivanja kriterijuma za
diferencijaciju semena jagodastog vo¢a prema biljnom poreklu. Podaci koji se mogu pronaci u
literaturi ukazuju na ¢injenicu da je prirodne proizvode, kao sloZene smese koje sadrze veliki broj
jedinjenja, tesko okarakterisati posmatraju¢i samo jednu klasu jedinjenja, ve¢ uglavnom
kombinacijom vise razli¢itih klasa. Medutim, rezultati dobijeni u okviru ove disertacije su primer
uspesnog odredivanja biljnog porekla semena vo¢a samo na osnovu sadrzaja jedne klase jedinjenja,
bilo primarnih ili sekundarnih metabolita. Rezultati takode ukazuju na uspesnost primene razli¢itih
analitickih tehnika u proceni autenti¢nosti. Studija je obuhvatila analiticke tehnike koriS¢ene za
dobijanje lipidnog i fenolnog profila (HPTLC), profila masnih kiselina (GC-MS), profila Secera
(HPAEC-PAD), profila proteina (SDS-PAGE) i metala (ICP-OES/MS).

U cilju odabira optimalne metode za hemotaksonomsku klasifikaciju semena gajenog
jagodastog voca, rezultati su dalje podvrgnuti klasifikacionom modelovanju. PCA metoda dala je
uvid u strukturu podataka i ukazala na postojanje nekih logickih obrazaca u podacima koji bi se mogli
objasniti, ali nije mogla da se koristi kao klasifikacioni model, ve¢ samo kao nagovestaj Sta se moze
ocekivati od podataka. Za poredenje performansi kori$¢enih analitickih tehnika analizirani su
statisticki parametri modela PLS regresije sa diskriminativnim pristupom. Zavisno promenljiva u
PLS regresionom modelu bila je kategoricka varijabla, tj. klasa ili kategorija, odnosno biljna vrsta
kojoj uzorak pripada. S obzirom na ogranic¢en broj botanickih vrsta sa statisticki zadovoljavaju¢im
brojem uzoraka, evaluacija je vrSena samo na semenu borovnice, crne ribizle, maline i jagode.

Parametri PLS-DA modela bili su statisti¢ki znacajni, sa relativno visokim vrednostima R’ i
R?cv i malom razlikom izmedu RMSEC i RMSECYV, i dobrom prediktivnom sposobno§¢u modela,
visoke vrednosti Rpreq i niskom vredno$¢u RMSEP (Tabela 23, Slike 30-35). Vrednosti koeficijenta
determinacije bile su u rasponu od R’ = 0,6428, u slu¢aju semena maline na osnovu profila
elemenata (ICP-OES/MS), do R?ca1= 0,9786 za seme maline na osnovu profila masnih kiselina (GC-
MS). Iako je najbolja hemotaksonomska klasifikacija postignuta na osnovu GC-MS podataka, sa
prose¢nim R? = 0,9058 i 0% greske u pogresnoj klasifikaciji, nju blisko prate PLS-DA modeli
zasnovani na SDS-PAGE profilu proteina (R? u rasponu od 0,7451 do 0,9779) i HPTLC profilu lipida
(sa R? urasponu od 0,7171 do 0,9582). Medutim, matemati¢ki modeli zasnovani na HPAEC profilu
Secera (R?> u rasponu od 0,4734 do 0,8801, sa aritmetickom sredinom 0,7392), zatim HPTLC
fenolnom profilu (R? u rasponu od 0,4137 do 0,9646, sa aritmeti¢kom sredinom 0,7173) i ICP-
OES/MS profilu elemenata (R? u rasponu od 0,2682 do 0,9614, sa aritmetickom sredinom 0,7181),
bili su nesto losiji. Pretpostavka je da to nije rezultat nedostataka navedenih tehnika, ve¢ verovatno
posledica velike varijabilnosti u sadrzaju Secera, fenola i metala ¢ak i unutar svake pojedinacne vrste,
Sto je sprecilo uspesnu diferencijaciju klasa zbog preklapanja raspona.

lako je GC-MS tehnika pruza najbolje ukupne performanse PLS-DA modela, ovi modeli su
najbolji za klasifikaciju semena jagode i maline (proseéne vrednosti R? za kalibraciju, unakrsnu
validaciju i predikciju, za ove dve klase su 0,9440, i 0,9726, redom). U slucaju semena borovnice i
crne ribizle SDS-PAGE proteinski profil daje modele sa najboljim statistickim parametrima
(proseéne vrednosti R? su 0,9454 10,9139, redom). Ovako dobri rezultati GC-MS tehnike, u smislu
obezbedivanja najpogodnijih hromatografskih profila za PLS-DA modele, idu u prilog Cinjenici da je
MS u sprezi sa HPLC i GC metodama odvajanja, najcesée koriS¢eni analiticki alat za profilisanje
sloZzenih smeSa metabolita. Medutim, GC-MS analiza zahteva opseznu pripremu uzoraka i
komplikovane procedure derivatizacije!®? iskusne i dobro obucene analiti¢are za rukovanje opremom
i precizno podeSavanje velikog broja parmetara usled moguc¢nosti analize velikog broja razlicitih
analita. Takode, visoka cena reagenasa i troSkova odrzavanja opreme mogu biti ogranicavajuci faktor
u primeni ove metode.
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Glavne prednosti HPTLC metode su jednostavnost, fleksibilnost, pouzdanost, osetljivost i
pristupacnost. Sa razvojem adsorbenasa visokih performansi i sofisticirane instrumentacije za
nanosenje uzoraka, razvoj hromatograma, derivatizaciju i evaluaciju znacajno se povec¢ala mogucnost
primene HPTLC tehnike za analizu slozenih metabolita, Sto je i dokazano ovom studijom. HPTLC
daje dobre klasifikacione modele, te stoga moze biti metoda izbora za prvu fazu analize kompleksnih
uzoraka i generisanje podataka za otkrivanje biomarkera. Pored toga, glavna prednost HPTLC je
mogucénost primene Sirokog spektra rastvaraca razli¢itog polariteta kombinovanih u multi-
jednodimenzionalnom hromatografskom sistemu. S druge strane, elektroforetske tehnike kao
klasicne metode odvajanja su isplative, brze, pouzdane i osetljive za analizu proteinskih profila.
Proteinski profil dobijen primenom SDS-PAGE elektroforeze moze posluziti kao dobar marker za
procenu autenti¢nosti i taksonomsku klasifikaciju biljnih vrsta, §to je potvrdeno ovom studjom na
osnovu dobrih klasifikacionih i predikcionih parametra modela.

Tabela 23. Statisticke performanse PLS-DA modela za klasifikaciju Cetiri najbrojnije grupe uzoraka
gajenog jagodastog vocéa, na osnovu profila lipida, masnih kiselina, Seéera, proteina, fenola i
elemenata.

LIPIDNI PROFIL PROFIL MASNIH KISELINA
Botanicka vrsta Borovnica riCl:ilzl:la Malina  Jagoda | Borovnica r?bril:a Malina Jagoda
RZcal 0,9434 0,9270  0,8912 0,9316 0,8061 0,9000 0,9786  0,9509
Rlcy 0,8762 0,8710  0,7171 0,8489 0,7034 0,8067 0,9452  0,9021
RZpreD 0,7937 0,9052  0,8872 0,9582 0,9318 0,9717  0,9940 0,9789
RMSEC 0,0911 0,1221  0,1020 0,1294 0,0911 0,1221  0,1020 0,1294
RMSECV 0,1348 0,1664  0,1668 0,1939 0,1348 0,1664 0,1668 0,1939
RMSEP 0,1835 0,1502  0,1057 0,1020 0,1103 0,1148 0,0493  0,0738
PROFIL SECERA PROFIL PROTEINA
Botanicka vrsta Borovnica r(i:l:ilzl?a Malina  Jagoda | Borovnica r?l;rzl;la Malina Jagoda
R 0,7771 0,8604  0,8774 0,8737 0,9728 0,9607 0,9763  0,9648
Rlcy 0,4734 0,7861  0,4935 0,5395 0,8855 0,8550  0,8187  0,8839
R%prED 0,8219 0,8801  0,6537 0,8332 0,9779 0,9259 0,7451  0,9260
RMSEC 0,1569 0,1826  0,1176 0,1819 0,050 0,091 0,046 0,092
RMSECV 0,2544 0,2221  0,2444 0,3654 0,108 0,177 0,133 0,170
RMSEP 0,1961 0,1834  0,1813 0,2012 0,078 0,129 0,164 0,132
FENOLNI PROFIL ELEMENTALNI PROFIL
Botanicka vrsta Borovnica r(i:l:ilzl?a Malina Jagoda | Borovnica r(i:l:ilzl?a Malina  Jagoda
R 0,9646 0,8544 09346  0,8353 0,8017 0,9614  0,6428 0,9343
Ry 0,8748 0,7354  0,4287  0,4273 0,5058 0,9234  0,2682 0,8226
RZpRED 0,9377 0,6456  0,5554  0,4137 0,7882 0,7975  0,3502 0,8205
RMSEC 0,0520 0,1799  0,0707  0,2029 0,1447 0,0917  0,1942 0,1273
RMSECV 0,1014 0,2553  0,2138  0,4150 0,2286 0,1296  0,2848 0,2092
RMSEP 0,0930 0,2967 0,2912  0,5730 0,1839 0,2270  0,2573 0,2314
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Imajuci u vidu da su svi PLS-DA modeli pokazali dobre performanse za hemotaksonomsku
klasifikaciju semena voca, jasno je da je pristup zasnovan na kombinovanju napredne analize
podataka sa metaboli¢kim profilisanjem bio u stanju da prevazide glavne izazove povezane sa
neciljanim profilisanjem metabolita.'®® Prvi nedostatak neciljane strategije, koja obuhvata slozene
protokole i vreme potrebno za smanjenje velikih skupova podataka generisanih iz metabolickih
profila u manji skup signala kojim se moze upravljati, prevaziden je primenom jednostavne redukcije
dimenzionalnosti podataka na nekoliko latentnih varijabli (PCA, PLS-DA). Poteskoc¢e u identifikaciji
i karakterizaciji nepoznatih metabolita, kao drugi nedostatak neciljanog pristupa, reSene su
koris¢enjem celokupnog hromatografskog signala kao jedinstvenog hemijskog otiska ekstrakta, bez
identifikacije pojedinacnih pikova. Tre¢i nedostatak neciljane strategije je uticaj metabolita prisutnih
u velikoj koli¢ini na diferencijaciju i klasifikaciju. Smanjenje dominacije signala prisutnih u velikoj
koli¢ini u odnosu na one koji su manje zastupljeni, postignuto je adekvatnom prethodnom pripremom
podataka pre multivarijantne analize. U slucaju ciljane analize, koja je koriS¢ena prilikom analize
elementalnog sastava semena voc¢a, model sa zadovoljavajuc¢im statistiCkim performansama dobijen
je u slucaju uzoraka crne ribizle i jagode.
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Slika 30. PLS-DA primenjen na podacima za lipidni profil gajenog voca a) grafici skorova, b) VIP skorovi ¢) grafici koeficijenata parametara.
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Slika 31. PLS-DA primenjen na podacima za profil masnih kiselina gajenog vo¢a a) grafici skorova, b) VIP skorovi ¢) grafici koeficijenata parametara.
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Slika 33. PLS-DA primenjen na podacima za profil proteina gajenog voc¢a a) grafici skorova, b) VIP skorovi c) grafici koeficijenata parametara.
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Slika 34. PLS-DA primenjen na podacima za profil fenola gajenog voca a) grafici skorova, b) VIP skorovi c) grafici koeficijenata parametara.
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Slika 35. PLS-DA primenjen na podacima za profil metala gajenog vo¢a a) grafici skorova, b) VIP skorovi c) grafici koeficijenata parametara.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije uradena je sistematska analiza statisticki znacajnog broja
uzoraka semena gajenog (45 uzoraka) i samoniklog voc¢a (29 uzoraka), kroz odredivanje njihovog
fitohemijskog sastava. Definisani su pouzdani markeri biljnog porekla i odredeni su genotipovi sa
najvisim sadrzajem fitohemikalija. Kompletna analiza kvalitativnog i kvantitivnog hemijskog sastava
ispitivanih biljnih vrsta do sada nije opisana u raspolozivoj literaturi jer je najcesce analiziran manji
broj uzoraka ploda ili proizvoda dobijenih tehnoloskom preradom voca, i karakterizacija je vrSena
ispitivanjem odredene klase jedinjenja.

Autenti¢nost ispitivanih uzoraka u pogledu biljnog porekla potvrdena je kombinacijom setova
podataka dobijenih na osnovu lipidnog profila, sastava masnih kiselina, profila Secera, proteinskog
profila, fenolnog profila i elementalnog sastava, sa hemometrijskim metodama. PCA primenjena na
svaku pojedina¢nu klasu primarnih ili sekundarnih metabolita dala je zadovoljavajuce rezultate i
pokazala da se uspesno moze koristiti za diferencijaciju semena jagodastog voca na osnovu biljnog
porekla. Za razliku od literaturnih podataka koji ukazuju na €injenicu da je zbog slozenosti prirodne
proizvode teSko okarakterisati posmatraju¢i samo jednu klasu jedinjenja, rezultati dobijeni u okviru
ove disertacije su primer uspesnog odredivanja biljnog porekla semena vo¢a samo na osnovu sadrzaja
jedne klase jedinjenja, bilo primarnih ili sekundarnih metabolita.

U okviru ovog rada je zbog slozenog sastava ekstrakata semena samoniklog i gajenog voca, a
u cilju §to boljeg razdvajanja slabo, srednje i veoma polarnih lipidnih jedinjenja, uradena optimizacija
uslova za razdvajanje lipida tankoslojnom hromatografijom. Izabrani multi-jednodimenzionalni
sistem dao je veliki broj ostrih traka, sa velikom efikasno$¢u razdvajanja i minimalnim pozadinskim
signalom za sve biljne vrste i sve klase lipida. Lipidni profil tako velikog broja uzoraka semena
samoniklog i gajenog voca i njegova upotreba u proceni autenti¢nosti, prema saznanjima autora do
sada nisu bili predmet istrazivanja. Na osnovu dobijenog lipidnog profila u ispitivanim uzorcima su
identifikovane slobodne masne kiseline i trigliceroli kao glavni markeri biljnog porekla za uzorke
semena borovnice i ogrozda, dok su sterolestri, digliceridi, trigliceridi i slobodne masne kiseline
najuticajniji parametri za razlikovanje uzoraka crne ribizle i kupine od drugih biljnih vrsta. Uocena
je i uniformnost u lipidnim profilima unutar svake vrste voca nezavisno od nacina uzgajanja.

Profil masnih kiselina pokazao je da je najzastupljenija masna kiselina u svim ispitivanim
uzorcima semena voca bila C18:2 (n-6), pracena C18:1 (n-9) i C18:3 (n-3), dok su od zasi¢enih
masnih kiselina najvise bile zastupljene C16:0, C18:0 i C20:0. Dobijeni rezultati su potvrdili da je
ulje semena ispitivanog gajenog voca dobar izvor MUFA i PUFA sa malim vrednostima odnosa SFA
i UFA 1 kao takvo ima visok potencijal za industrijsku upotrebu. U poredenju sa uzorcima gajenog
voca, seme samoniklog vo¢a imalo je veéi prosecan sadrzaj SFA, odnosno nizi sadrzaj MUFA i
PUFA. Na osnovu sadrzaja masnih kiselina C20:1, C18:3 n-6, C16:0, C16:1, SFA i S/U seme crne
ribizle se razlikovalo od ostalih gajenih biljnih vrsta. Parametri C18:3 n-3, C20:0 i PUFA bili su
odgovorni za diferencijaciju uzoraka jagode, dok su zasi¢ene masne kiseline C16:0 i C18:0, kao i
SFA i S/U bile karakteristi¢éne za uzorke semena ogrozda i omogucile su njegovo razlikovanje od
ostalih biljnih vrsta. Sadrzaj C18:1 (c+t) bio je veéi u uzorcima kupine, aronije, ogrozda i borovnice
u odnosu na drugo gajeno voce, dok je nizak sadrzaj C18:2 (c+t) bio karakteristican za seme
borovnice.

Prema dostupnim literaturnim podacima do sada nije bio odreden kompletan profil Secera u
semenu gajenih i samoniklih vocaka, koji bi se mogao koristiti za identifikaciju markera biljnog
porekla voca i procenu njegove autenti¢nosti. Ogranicen broj radova se bavio odredivanjem sadrzaja
najzastupljenijih Sec¢era u uzorcima ploda i lista voc¢a. U okviru ovog rada dobijen je ,,otisak prsta”
Secera ispitivanih uzoraka semena i odreden je kvantitativni sadrzaj 28 saharida. Najzastupljeniji
Seceri u svim ispitivanim vrstama bili su Fru, Glu i Sah. Najve¢i sadrzaj ovih Secera utvrden je u
uzorcima semena kupine. ProseCan sadrzaj ispitivanih Secera bio je slican u semenu samoniklih i
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gajenih uzoraka iste sorte, §to je dovelo do pretpostavke da je kiselost voc¢a, a ne slatkoca, bila
kriterijum za selekciju prilikom pripitomljavanja. Jedinstven profil Secera uzoraka jagode i crne
ribizle omogucéio je njihovo razlikovanje od ostalih voénih vrsta. Potvrdeno je da je na osnovu
sadrzaja maltooligosaharida (Maltri, Isomaltri, Maltetr, Malpet, Malhek, Malhep) moguce razlikovati
uzorke crne ribizle od maline, kupine i jagode, kao i borovnicu od maline i kupine. Na osnovu
sadrzaja Gal moguce je razlikovati ribizlu od ogrozda, na osnovu sadrzaja Sah ribizlu od borovnice.
U uzorcima ogrozda je sadrzaj Raf i Ram bio ve¢i u poredenju sa drugim vrstama, dok je sadrzaj
Isomal bio najmanji.

Prema saznanjima autora, profil proteina kao jedinstvena karakteristika uzoraka semena
samoniklog i gajenog voca, je po prvi put koris¢en u proceni autenti¢nosti biljnog porekla. Dobijeni
rezultati za proteinski profil ispitivanih vrsta vocaka ukazali su na njihov jedinstven polipeptidni
sastav, koji se moze koristiti za diferencijaciju uzoraka na osnovu biljnog porekla. Identifikovani su
slede¢i markeri autenti¢nosti: polipeptidi sa molekulskim masama 26,7 kDa i 41,8 kDa su specifi¢ni
za uzorke maline, 10,6 kDa, 26,0 kDa, 41,8 kDa i 62,3 kDa za uzorke ogrozda, 11,7 kDa, 18,3 kDa,
24,7 kDa, 39,7 kDa i 59,2 kDa za uzorke borovnice i kupine i polipeptidne trake sa molekulskim
masama 30,2 kDa, 33,4 kDa i 51,0 kDa karakteristicne za uzorke crne ribizle. Poredenjem
elektroforetskih profila semena gajenog i samoniklog voca istih biljnih vrsta, kao i rezultata za
ukupan srednji sadrzaj rastvorljivih proteina uocava se da su gajene vrste imale veéi sadrzaj proteina.
Ovo je ukazalo na ¢injenicu da na sadrzaj proteina u velikoj meri uti¢e upotreba mineralnih sintetckih
dubriva, koja povecavaju dostupnost i apsorpciju raspolozivog azota kod gajenih sorti.

Rezultati dobijeni za fenolni profil ispitivanih uzoraka semena voca potvrdili su da su fenolna
jedinjenja zbog svoje specificne uloge i velike raznolikosti dobri hemijski markeri u taksonomskoj
klasifikaciji biljaka. Na osnovu fenolnog profila dobijenog HPTLC metodom bila je moguca
diferencijacija uzoraka semena jagodastog voca prema biljnom poreklu. Seme gajene jagode, crne
ribizle, maline, kupine, borovnice, ogrozda i peruanske jagode imalo je jedinstvene fenolne profile,
dok su aronija i godZi pokazali slican fenolni profil kao i seme borovnice. Primenom UPLC-LTQ
OrbiTrap MS tehnike je identifikovano ukupno 114 fenolnih jedinjenja kao markera biljnog porekla,
koji su omogudili tacnije oznacavanje pomenutih samoniklih i gajenih vrsta vo¢aka. Primenom
UPLC-DAD-MS/MS tehnike odreden je kvantitativni sadrzaj 26 fenolnih jedinjenja. Najveci sadrzaj
ukupnih polifenolnih jedinjenja odreden je spektofotometrijski u semenu gajene kupine, zatim
maline, jagode i aronije, dok je u sluc¢aju samoniklog voc¢a najbolji izvor fenolnih jedinjenja bio
uzorak semena SimsSirike.

Slicno rezultatima analize lipida, Secera i proteina, do sada nema objavljenih studija koje se
bave odredivanjem mineralnog sastava u tako velikom broju uzoraka semena gajenih i samoniklih
jagodastih voénih vrsta, na osnovu kojih bi se mogli definisati makroelementi i mikroelementi kao
markeri biljnog porekla. Objavljeni rezultati se odnose najces¢e na plod manjeg broj ispitivanih
uzoraka voca. Rezultati dobijeni za mineralni sastav ispitivanih vo¢nih vrsta u okviru ovog
istrazivanja pokazali su da je seme voca dobar izvor P, K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu i Mn. Posmatrajuci
sve analizirane vrste gajenog jagodastog voc¢a, uocava se ujednacena distrubucija makroelemenata,
dok se sadrzaj vecine mikroelemenata i elemenata u tragovima kretao u Sirokom opsegu
koncentracija oko centralne vrednosti, ukazujuc¢i na veliki prirodni varijabilitet ovih parametara. U
slu¢aju samoniklog voca odredene vrste su pokazale specificnu usvojivost. Izuzetno visok sadrzaj Al
pronaden je u belom dudu i borovnici. Seme divlje borovnice se takode pokazalo kao bogat izvor Mn,
dok je seme burjana sadrzalo viSe Zn od svih ispitivanih divljih i gajenih vrsta. Elementalni profil
ispitivanih uzoraka se pokazao kao dobar parametar za procenu njihove autenti¢nosti na osnovu
biljnog porekla. Makroelementi Mg, P, S i K mogu se smatrati markerima biljnog porekla za uzorake
ogrozda i crne ribizle (porodica Grossulariaceae), dok su Zn, Cu, Cd, Co, Pb, Hg i Cr glavni parametri
za diferencijaciju uzoraka jagode, aronije, peruanske jagode i godzija.U cilju poredenja performansi
koris¢enih analitickih tehnika (HPTLC, GC-MS, HPAEC-PAD, SDS-PAGE i ICP-OES/MS) i
odabira optimalne metode za hemotaksonomsku klasifikaciju semena gajenog jagodastog voca,
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analizirani su statisticki parametri modela PLS regresije sa diskriminativnim pristupom. Svi PLS-DA
modeli pokazali su dobre performanse za hemotaksonomsku klasifikaciju semena voca i na taj nacin
potvrdili da se kombinovanje napredne analize podataka sa metabolickim profilisanjem i ciljanom
analizom moze koristi za predvidanje porekla novih uzoraka na osnovu fitohemijskog sastava.
Takode, rezutati su ukazali na prednost primene metabolickog otiska prsta u proceni autenti¢nosti
slozenih metaboloma, kakvo je seme voca, u poredenju sa kvantitativnom analizom unapred
definisanih jedinjenja. Posmatranje celokupnog profila uzorka, kao njegove jedinstvene
karakteristike, omogucilo je taksonomsku klasifikaciju ispitivanih biljnih vrsta, dok je glavno
ograni¢enje primenjene kvantitativne ciljane analize bio nedostatak odgovaraju¢ih standardnih
supstanci usled velike raznovrsnosti jedinjenja i Sirokog opsega koncentracija u kojima mogu biti
prisutna u vo¢u. Utvrdeni matematicki modeli se mogu koristiti za predvidanje porekla novih uzoraka
voca na osnovu njihovog fitohemijskog sastava.

Poznavanje kompletnog hemijskog sastava semena voc¢a bi moglo da doprinese razvoju novih
sorti sa zeljenim karakteristikama, ali i boljem iskoris¢enju poljoprivredno-industrijskog otpada,
njegovom primenom u hemijskoj, farmaceutskoj i industriji hrane.
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7. PRILOG
Tabela P1. Karakterizacija fenolnih jedinjenja identifikovanih u semenu gajenog i samoniklog vo¢a upotrebom UPLC-LTQ OrbiTrap MS.
Redni Identifikovana tg, min Molekulska lzracunata  Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja formula, masa, masa, umasi (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovana identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] A ppm pika) usemenu GV: semenu SV:
Derivati galne kiseline
1 Galna kiselina 2.46 C7Hs0s~ 169.01425 169.01261 1.63 123(25), 125(100), 81(100), 84(8), - 3,7,9, 20, 32, 7, 10, 11, 12, 14, 18,
126(7) 97(6), 99(3), 42 19, 20, 22, 23, 25
107(10)
2 Metil-galoil-heksozid 4.27 Ci4H17010™ 345.08272 345.08073 1.99 124(12), 125(20), 125(100) 81(100), 141(22) 3,5,7,9,10, 3,20,21
izomer 1 151(14), 168(13), 11, 16, 32, 42
169(100), 313(52)
3 Metil-galoil-heksozid 4.59 C14H17010™ 345.08272 345.08051 2.21 125(18), 151(9), 107(3), 125(100) 81(100), 97(18) 3,5,7,9,10, 5,6,7,9,10,11, 12,
izomer 2 169(100), 170(10), 16, 20, 32, 42 14, 15,17, 18, 19, 20,
183(42), 313(24) 21, 22, 23, 24, 25
4 Metil-galat 5.38 CgH70s5~ 183.02990 183.02862 1.28 124(77), 168(100) 124(100) - 3,5,7,9, 10, 1,2,3,4,6,7,9, 10,
11, 12,42, 16, 11, 12, 14, 15, 16, 17,
20, 32,42 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24,25
5 Trigaloil-heksozid 560  CpH3015~  635.08899  635.08597  3.01 301(21), 331(5), 169(27), 211(6),  169(100), 193(32), 3,7,9,32,42  11,12,20,23
izomer 1 465(100), 466(17), 235(6), 295(8), 241(32), 253(20)
552(8) 313(100)
6 Trigaloil-heksozid 5.89 Cy7H23018™ 635.08899 635.08600 2.98 301(13), 423(100), 193(26), 211(33), 193(100), 211(14), 3,7,9 7
izomer 2 424(17), 465(36), 253(14), 253(28)
483(37), 617(31) 271(100), 405(95)
Drugi derivati hidroksibenzoeve kiseline
7 Dihidroksibenzoil- 2.66 Ci9H25014~ 477.12498 477.12283 2.15 152(42), 153(100), 109(100) - 16 5,6,13
diheksozid 163(33), 225(37),
315(51), 459(33)
8 Hidroksibenzoil- 2.95 Ci3H1509™ 315.07216 315.06991 2.24 108(12), 109(9), 109(100) 81(100) 32,42 1,2,3,4,6,12,13,14,
diheksozid 152(42), 153(100), 15,17, 18, 19, 20, 21,
154(8), 163(10) 23
9 Vaniloil-heksozid 3.77  CuHiy04 329.08781  329.08553  2.28 167(100), 168(8) 108(10), 123(69),  107(6), 108(100) 32,42 1, 7, 11, 15, 16, 18,
152(100) 19, 22, 23, 25
10  Protokatehinska kiselina  4.15  C;HsO4~ 153.01933  153.01836  0.97 107(100), 108(18),  51(12),79(100),  51(100) 3,5,7,9, 10, 1,3,4,7,9,10,11, 15,
109(96), 110(6), 81(9), 95(13), 16, 20 16,17, 18, 19, 22, 25
117(7), 125(7) 123(6)
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Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata Nadena GreSska  MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS* Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, Appm (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovana u identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] pika) semenu GV: semenu SV:
12 p-Hidroksibenzoeva 5.14 C7HsO5 137.02442 137.02357 0.85 93(100), 94(7), - - 3,5,7,9,10,16, 1-23,25
kiselina 95(5), 109(10) 20, 32,42
13 Vanilinska kiselina 5.61 CgH704~ 167.03498 167.03382 1.16 108(15), 123(85), 108(100) 80(100) 5, 20, 32,42 1-9, 11-16, 18-
124(7), 152(100), 23,25
153(8)
14 Metoksi-benzoeva 6.76 CsgH;03 151.04007 151.03912 0.95 136(100), 137(4) 92(100), 108(63), - 3,7,9,11,12, 1-7, 10, 11, 12,
kiselina izomer 1 109(12) 16, 20, 32, 42 13, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21,
23,25
15 Metoksi-benzoeva 8.05 CsgH;03 151.04007 151.03911 0.96 136(100), 137(6) 92(100) - 3,5,7,9,10,11, 1-25
kiselina izomer 2 12, 16, 20, 32,
42
Derivati elaginske kiseline ukljucujuci elagitanine
16  Elagitanin derivat 1 272 CssHaOp~  815.09486  815.09113  3.73 301(100), 302(13),  185(33),229(60), 185(100),202(7), 3,7,9 11,12
333(19), 479(6), 230(17), 213(12), 229(91)
481(25), 795(7) 257(100), 284(39)
17  Elagitanin derivat 2 3.93  C3H»sO2~  783.06865  783.06457  4.07 275(19),301(100),  185(31),229(50), 185(100), 201(19), 32,42 19
302(15), 481(32), 257(100), 258(9),  213(16), 229(91)
763(11) 284(20)
18  Elagitanin derivat 3 441  CyHiOi~  631.05769  631.05479  2.90 301(8), 425(5), 379(11),395(16), 361(25),377(41),  3,7,9, 32,42 10, 11, 12, 20
449(7), 451(100), 407(10), 423(19),  389(23), 405(100)
452(21), 453(3) 433(100)
19  Elagitanin derivat 4 455  CamHxsOn  933.06395  933.05948  4.47 451(100), 452(20),  395(15),407(10), 361(27),377(41), 3,7,9 10, 11, 12,
631(49), 632(12), 423(23), 389(25), 405(100)
913(9), 914(4) 433(100), 434(19)
20 Elagitanin derivat 5 4.60 Ca7H21018™ 633.07334 633.06961 3.73 275(5), 301(100), 185(32), 229(63),  185(72), 201(10), 3,7,9,32,42 10, 11, 12, 18,
302(13) 257(100), 213(20), 229(100) 19, 20, 23
258(15), 284(33)
21  Elagitanin derivat 6 4.84  CauH»0,-  783.06865  783.06444  4.21 275(17),301(100),  185(31),229(64), 185(76),213(15), 3,7,9 10, 11, 12, 21
302(15), 481(22) 257(100), 229(100)
258(13), 284(25)
22 Elagitanin derivat 7 5.17 C3sH29019™ 753.13085 753.12863 2.23 301(100), 302(14), 185(35), 229(63),  185(100),213(31), 3,7,9 10, 11, 12

331(10), 463(5)

257(100),
258(11), 284(32)

227(9), 229(100)
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Tabela P1. Nastavak
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata  Nadena GreSska  MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, Appm (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovanau identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] pika) semenu GV: semenu SV:
23 Elagitanin derivat 8 5.23 C41H25026~ 933.06395 933.05923 4.72 299(15), 301(11), 301(29), 315(53), 301(14), 443(48), 3,7,9,32,42 10,11, 12,20, 23
315(14), 613(30), 469(43), 587(26), 445(100), 461(78)
631(100), 632(24) 613(100)
24 Elagitanin derivat 9 5.25 Cy7H21018™ 633.07334 633.07036 2.97 301(100), 302(12), 185(36), 229(61),  185(100), 201(14), 3,7,9,32,42 11, 18, 19, 20,
463(5), 613(7) 257(100), 213(18), 229(96) 21,23
258(16), 284(29)
25  Elagitanin derivat 10 534  CasHpyO~  815.09486  815.09039  4.47 613(12), 631(8), 275(5),301(100), 185(39),201(14), 7,9, 32, 42 10, 20, 23
633(100), 634(27) 302(11) 229(80), 257(100)
26 Elagitanin derivat 11 5.42  CpHiO1s~  631.05769  631.05453  3.15 301(14), 451(20), 301(12), 315(9),  301(18),443(46), 7,9 10, 11, 12, 23
481(17), 613(41), 469(11), 587(22), 445(100), 461(76)
631(100), 632(22) 613(100)
27 Elagoil-heksozid izomer 5.53 C0H15013™ 463.05181 463.04917 2.64 300(29), 301(100), 185(35), 229(66),  185(100), 201(15), 3,7,9,32,42 10, 11, 12, 18,
1 302(12) 257(100), 213(18), 229(100) 19,20, 21, 23, 24
258(12), 284(26)
28  Elagoil-heksozid izomer ~ 5.81  CpoHisO~  463.05181  463.04991  1.90 300(39),301(100),  185(28),229(63),  185(77), 201(9), 3,7,9 10, 11, 12, 20
2 302(15) 257(100), 213(24), 229(100)
258(11), 284(29)
29  Elagitanin derivat 12 5.82  CaHasO  785.08430  785.08094  3.36 300(11),301(100),  185(25),229(50),  185(96),201(37),  3,7,9 11, 12
302(17), 615(10), 257(100), 213(19), 229(100)
633(31), 634(7) 258(15), 284(19)
30  Elagitanin derivat 13 5.83  CasHpyO~  815.09486  815.09124  3.62 315(13), 483(100),  301(23), 287(100), 299(5) 3,7,9,32,42 10, 11, 12, 20, 23
484(18), 613(14), 315(100),
633(25) 316(20), 317(5)
31  Elagoil-pentozid 6.06  Ci.Hi:01~  433.04125 433.03879  2.46 300(67),301(100),  185(35),229(73), 185(94),201(13),  3,7,9, 20, 32, 10, 11, 12, 15,
302(10) 257(100), 213(20), 229(100) 42 18, 19, 20, 23
258(13), 284(31)
32 Elagitanin derivat 14 6.10 C41H27026~ 935.07960 935.07563 3.97 301(52), 302(7), 275(3),301(100), 185(39), 229(68), 3,7,9,32,42 11, 12, 18, 19,
633(100), 634(23),  302(4), 463(6), 257(100), 284(30) 20, 23
915(5) 481(3)
33 Elagoil-ramnozid 621  CxHisO~  447.05690  447.05431  2.59 300(100), 301(32) 229(47), 172(21), 188(9), 32,42 7,10, 11, 12, 16,
244(100), 200(37), 216(100) 19, 22,23,24
257(63), 271(35),
272(43)
34 Elagoil-C-heksozid 6.24 CoH15013~ 463.05181 463.04986 1.95 313(30), 315(37), 300(7),315(100), 271(14), 298(6), 3,7,9 -
(

331(18), 343(100),
344(17), 373(61)

316(9)

300(100), 301(14)
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Doktorska disertacija PRILOG
Tabela P1. Nastavak
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata  Nadena GreS  MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, ka (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovanau identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] A pika) semenu GV: semenu SV:
ppm
35 Metil-elagoil-heksozid 6.31 C21H17013™ 477.06746 477.06425 3.22 300(9), 315(100), 300(100), 301(4) 200(67), 244(100), 3,32,42 9, 10, 11, 12, 16,
316(15), 441(5), 271(49), 272(38) 17, 18, 19, 20,
468(5) 21, 22,23
36  Elaginska kiselina 6.55  CuHsOs 300.99899  300.99714 1.85  185(35), 229(62), 185(86), 201(8), - 3,5,7,9,10,11, 1-25
244(18), 257(100), 213(25), 229(100) 12, 16, 20, 32,
284(32), 300(40) 42
37 Metil-elagoil-pentozid 7.02 CoH15012™ 447.05690 447.05453 2.37 255(4), 284(22), 300(100), 301(5) 200(44), 244(100), 3,7,9,20, 32, 2,10, 11, 12, 15,
285(18), 315(100), 271(39), 272(34) 42 16, 17, 18, 19,
316(11), 327(4) 20, 23
38  Metil-elagoil metil- 712  CpHiyOw~  505.06238  505.05971  2.67  300(7), 315(100), 300(100), 301(4)  228(35), 244(100), 7,9 10, 11, 12, 23
heksuronid 316(11) 271(41), 272(43)
39  Metil-elaginska kiselina ~ 7.47  CisH;05 315.01464  315.01246 2.18  300(100), 301(14) 200(43), 172(18), 188(15),  3,5,7,9,10,32, 7,10, 11, 12, 16,
izomer 1 244(100), 200(38), 216(100) 42 22,23
271(37), 272(40),
300(44)
40  Metil-elaginska kiselina ~ 7.66  CysH;0g 315.01464  315.01251 2.14  300(100), 301(14) 200(43), 172(18), 188(15), 3,7, 9, 20, 32, 10, 11, 12, 15,
izomer 1 244(100), 200(38), 216(100) 42 18, 19, 20, 21,
271(37), 272(40), 22,23, 24,25
300(44)
41  Dimetil-elaginska 9.05  CieHoOg 329.03029  329.02817 2.12  314(100), 315(11) 299(100), 300(4)  271(100) 3,7,9 -
kiselina izomer 1
42 Dimetil-elaginska 9.25 C16H90g™ 329.03029 329.02829 2.00 314(100), 315(11) 299(100), 300(4) 271(100) 7,9 -
kiselina izomer 2
Derivati hidroksicinaminske kiseline
43 Metil-3-kafeoilhinat 5.64  CiH190g 367.10346  367.10168 177  133(8), 135(10), 133(100) 77(53), 105(100) 5,7,9,10, 11, 1,2,3,4,5,6,7,
161(100), 162(9), 16, 20 9,14, 15, 16, 17,
193(11) 18,19, 20, 22, 25
44 Metil-5-kafeolhinat 6.01  CiH1s0s 367.10346  367.10109 2.37  135(46), 161(12), 135(100) 107(100) 12 1,2,3,4,5,6,7,
izomer 1 179(100), 180(10), 9,13, 14, 17, 18,
191(20) 22,25
45  Metil-5-kafeoilhinat 623  CiH1s05 367.10346  367.10108 2.38  135(44), 161(10), 135(100) 91(41),107(100),  3,5,7,9,10,12, 1,2, 3, 4, 7, 9,

izomer 2

179(100), 180(10),

191(20)

135(21)

16, 20, 32, 42

12, 13, 14, 15,
17, 18, 19, 20,
21,22,23,25
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Doktorska disertacija PRILOG
Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata  Nadena GreSska  MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, Appm (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovanau identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] pika) semenu GV: semenu SV:
46 Feruloil-heksozid izomer  6.53 C16H1909™ 355.10346 355.10097 2.48 193(100), 194(7) 133(11), 133(100) 3,5,7,9,10,11, 1,2,3,4,5,6,7,
1 134(74), 16, 32, 42 10, 11, 12, 13,
161(100), 14, 16, 17, 18,
178(34), 193(3) 19, 20, 21, 22,
24, 25
47 p-Kumarinska kiselina 6.61 CoH705~ 163.04007 163.03895 1.12 119(100), 120(8) 91(100) - 5,10,11,16,20, 1, 3, 7, 11, 13,
32,42 14, 15, 18, 19,
20, 23, 25
48  Feruloil-diheksozid 6.67  CpHaO1~  517.15628 517.15417  2.10 161(3), 193(100), 133(13), 134(64),  133(100) -
194(10) 161(100), 16
178(34), 193(3)
49 Feruloil-heksozid isomer  6.82 Ci6H1909™ 355.10346 355.10139 2.06 193(100), 194(7) 133(11), 134(74), 133(100) 3,5,7,9,10,11, -
2 161(100), 16, 20
178(34), 193(3)
50  Sinapinska kiselina 6.89  CyHuOs 223.06120  223.05957  1.63 164(19), 179(37), 135(7), 149(20),  135(24),149(100) 3,7, 9, 10, 16, 5,7, 9, 13, 14,
208(100), 209(13) 163(52), 20 15, 16, 17, 18,
164(100), 193(10) 19, 25
7,56  CxHasO~  529.13515  529.13217  2.98 161(11), 367(100),  133(9), 135(18),  133(100) - 3, 4,17, 25
51  Metil-3,4-dikafeoilhinat 368(21) 161(100), 179(4),
193(12)
52 Metil-3,5-dikafeoilhinat  7.94  CpeHasO~  529.13515  529.13251  2.64 161(5), 179(3), 135(52), 161(71),  135(100) 16 2,3,4,7,13, 15,
349(6), 367(100), 179(100), 17,25
368(12) 191(23), 193(8)
53  Metil-4,5-dikafeoilhinat  8.13  CpHasO1~  529.13515  529.13238  2.77 161(5), 179(9), 133(7), 135(61),  135(100) 10, 16 3,4,7,15,17,25
349(5), 367(100), 161(67),
368(13) 179(100), 191(25)
54 Dimetoksi-cimetna 9.53 C11H1104™ 207.06628 207.06474 1.54 147(4), 192(100), 133(27), 164(9), 133(100) 3,5,7,9,10,11, 1-25
kiselina 193(9) 177(100) 12, 16, 20, 32,
42
Flavan-3-oli monomeri i dimeri
55  Galokatehin 401  CysH1:07 305.06668  305.06456  2.12 179(100), 219(75), 135(23),137(15), 108(8), 120(100), - 19, 24
221(76), 259(59), 151(48), 164(100) 136(12)
261(61), 285(56)
56  Epigalokatehin 4,78  CisHi305 305.06668  305.06458  2.09 179(100), 219(83),  135(22),137(20),  120(100), 122(5), - 7,24

221(66), 259(58),
261(62), 285(50)

151(37), 164(100)

136(6)
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Doktorska disertacija PRILOG
Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lzracunata  Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min formula, masa, masa, u masi (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovanau identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] A ppm pika) semenu GV: semenu SV:
57 B-tip prodelfinidin galat 4,87 C37H29017~ 745.14102  745.13760  3.42 441(29), 467(20), 315(26), 423(22),  153(24), 287(13), - 19
593(100), 594(24), 441(100), 467(32) 289(20), 315(100)
727(26)
58 B-tip procijanidin dimer ~ 4.95 C3oH25012~ 577.13515  577.13245 2.70 289(12), 407(36), 273(7), 381(5), 281(63),285(100), 10 7,11, 12, 18, 19,
izomer 1 408(11),425(100),4  407(100) 297(35), 389(49) 22,23
26(16), 451(15)
59 B-tip procijanidin trimer 5,06 CysH37018™ 865.19854  865.19458  3.96 575(38), 577(71), 405(45), 451(47), 391(44), 405(8), - 19, 22
695(100), 713(38), 525(34), 525(100)
739(51), 787(98) 543(100), 677(49)
60 Katehin 5.12 C15H1306™ 289.07176  289.06983 1.93 179(9), 203(7), 187(21), 188(15), 161(20),175(100), 3,7,9, 16, 32, 7,11, 12,15, 17,
205(27), 245(100), 203(100), 217(7),  185(17), 188(59) 42 18, 19, 22, 23,
246(11) 227(27) 24, 25
61 B-tip procijanidin dimer ~ 5.31 C30H25012~ 577.13515  577.13244 271 289(14), 407(37), 273(7),381(4), 281(78), 283(37), 3,7,9 7,11, 12, 15, 18,
izomer 2 408(9), 425(100), 407(100) 285(100), 297(36) 19, 22, 23, 25
426(21), 451(19)
62 Epikatehin 5.63 Ci15H1306~ 289.07176  289.06983 1.93 179(13), 203(11), 161(21), 187(21), 161(30),175(100), 3,7,9, 10, 16, 2,7,11, 12, 13,
205(39), 231(7), 203(100), 217(9), 185(16), 188(64) 32,42 15, 17, 18, 19,
245(100), 246(17) 227(28) 22,23,24,25
63 B-tip procijanidin dimer ~ 5.89 C3oH25012~ 577.13515  577.13250  2.65 287(17), 289(21), 273(10), 381(7), 281(100), 283(26), 3,7,9 15, 18,19, 22, 23
izomer 3 407(37), 425(100), 407(100) 285(83), 389(33)
426(16), 451(15)
64 A-tip procijanidin dimer ~ 6.04 C30H23012~ 575.11950 575.11639 3.11 285(30), 289(13), 285(25), 125(100), 161(37), 7,9 7,12, 15, 18, 19,
izomer 1 449(100), 450(23), 287(100), 219(21), 243(89) 22,23,25
453(33), 555(23) 297(43), 325(24),
327(25)
65 A-tip procianidin dimer 6.67 C3oH23012~ 575.11950 575.11645 3.05 407(13), 423(31), 281(27), 125(93), 161(32), 10,12, 32,42 1, 2,5 6,79,
izomer 2 447(11), 449(100), 287(100), 243(100), 245(30) 11, 12, 13, 15,
450(23), 453(13) 297(32), 325(42), 17, 18, 20, 22,
327(24) 23, 24,25
66 (Epi)katehin-galat 6.73 Cy2H17010™ 441.08272  441.08050  2.22 289(100), 290(17) 179(13), 203(9), 161(30), 188(22), 3,7,9,10, 16 11,12,24
205(29), 231(6), 203(100), 227(31)
245(100)
67 A-tip procijanidin dimer ~ 7.20 C30H23012~ 575.11950 575.11666  2.84 285(32), 423(100), 285(100), 213(24), 217(44), 3,7,9,10, 16, 7,9, 11, 12, 13,
izomer 3 424(17), 447(13), 297(23),313(10), 241(100), 257(63) 32,42 15,17,25
449(77), 450(20) 379(9), 405(16)
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Doktorska disertacija

PRILOG

Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lzracunata  Nadena GreSka  MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min formula, masa, masa, Appm (% osnovnog pika) (% osnovnog (% osnovnog pika) identifikovanau identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] pika) semenu GV: semenu SV:
Flavonoli
68 Miricetin-di-O-heksozid 5,73 Ca7H29018™ 641.13594  641.13167 4.26 317(22), 318(4), 316(5), 317(100) 177(100), 255(69), - 16, 21
477(17), 478(12), 273(57), 299(61)
479(100), 480(24)
69 Miricetin 5.92 Ci1sHsO0g™ 317.03029  317.02839 1.91 179(100), 191(39), 151(100), 169(5) 65(8), 83(12), 3,7,9,20 4, 7, 10, 11, 15,
231(53), 255(21), 107(100) 20,21, 22,24,25
271(24), 299(44)
70 Kvercetin 8.87 CisHsO7~ 301.03538  301.03343 1.95 179(8), 255(5), 199(85), 201(31), 171(18),199(100), 3,5,7,9,10,16, 1,4,7,9,10,11,
271(100), 272(12) 215(37),227(89), 201(23), 215(50) 20, 32,42 12, 14, 15, 16,
243(100) 17, 18, 19, 20,
21,22,23,24,25
71 Galangin 9,37 Ci15Hg05™ 269.04555  269.04379 1.76 149(42), 151(29), 169(21),180(19), 117(100), 141(54), - 1, 4, 7, 11, 14,
183(16), 201(28), 181(100), 153(56), 154(32) 15, 16, 17, 20,
225(100), 227(17) 183(37), 197(37) 23, 24,25
72 Kampferol 9.54 C15H906™ 285.04046  285.03854 1.92 151(58), 169(64), 151(85), 213(43), - 3,5,7,9,10,11, 1-25
213(63), 229(78), 229(49), 241(48), 16, 20, 32,42
239(61), 285(100) 257(100)
73 Izoramnetin 9.74 Ci6H1107~ 315.05103  315.04895 2.08 270(15), 285(14), 151(89), 228(19),  215(6), 227(34), 3,5,7,9,10,16, 3,4,7,9,10,11,
298(14), 300(100), 255(36), 243(100) 20, 32,42 12, 14, 15, 16,
301(13) 271(100), 272(73) 17, 19, 20, 21,
22,23
Flavanonoli
74 Taksifolin 7.01 CisH1107~ 303.05103  303.04893 2.10 125(8), 177(11), 175(57),199(18), 197(62), 199(64), 3,5,7,9,10,11, 1,4,7,9,10, 12,
273(21), 274(3), 217(13), 213(100), 223(14) 16, 20, 32,42 13, 14, 15, 16,
285(100), 286(12) 241(100), 243(16) 17, 18, 19, 20,
23, 24,25
75 Aromadendrin 7.73 Ci5H1106” 287.05611  287.05419 1.92 243(10), 259(100), 125(48),151(14), 172(39),173(100), 20, 32, 42 1, 4, 7, 10, 11,
260(10), 269(4) 165(11), 200(14) 12, 13, 14, 15,
215(100), 241(20) 16, 17, 18, 22,
23,24
Flavoni
76 Pentahidroksi- 6.88 Ci6H110g~ 331.04594  331.04381 2.13 227(20), 245(30), 227(42),231(19), 199(22), 213(18), 16 7,24
metoksiflavon 255(67), 271(69), 243(11), 226(15), 227(100)
272(44), 299(100) 255(100), 271(84)
77 Tetrahidroksi- 7.73 Ci17H1308~ 345.06159  345.05941 2.18 330(100), 331(16) 298(10), 227(34), 243(41), 3,5,10, 16 7,18,19,24

dimetoksiflavon

299(100), 300(13)

255(44), 271(100)

140



Doktorska disertacija

PRILOG

Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata  Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS* Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, umasi (% osnovnog pika) (% osnovnog pika) (% osnovnog identifikovana identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H] A ppm pika) usemenu GV: semenu SV:
78 Apigenin 7.80 C15H905™ 269.04555 269.04400 1.55 147(13), 176(16), 173(30), 197(41), NA 5 22
197(13), 201(12), 199(100), 213(71),
225(69), 241(100) 224(9)
79 Trihidroksi- 7.82 Ci7H1307~ 329.06668 329.06482 1.86 255(7), 270(8), 286(20), 297(7), 227(70), 3,7,9,10, 16 -
dimetoksiflavon izomer 299(19), 314(100), 299(100) 255(100),
1 315(17) 271(58), 281(14)
80  Luteolin 851  CisHoOg 285.04046  285.03852  1.95 175(73), 199(74), 197(91), 198(100),  169(63), 20, 32, 42 1,4,7,9,13, 14,
217(66), 241(100), 199(79), 213(78), 170(100), 15, 16, 17, 19,
243(60), 255(65) 226(25) 174(10), 199(11) 22,23, 24, 25
81 Trihidroksi- 8.53 Ci6H1107~ 315.05103 315.04892 2.10 300(100), 301(12) 216(100), 227(66),  173(23), 187(8), 5 16, 20, 24
methoksiflavon 228(84), 256(54), 188(100), 201(17)
272(67)
82  Trihidroksi- 893  CigHisOg 359.07724  359.07502  2.22 344(100), 345(19) 284(24),329(100)  242(29), 286(43), 16 -
trimetoksiflavon 301(100), 314(91)
83  Diosmetin 9,37  CiHuO¢ 299.05611  299.05415  1.96 284(5), 284(100), 212(55), 227(100),  183(100), - 16
285(12) 228(99), 255(41),  199(16), 227(6)
256(69)
84  Trihidroksi- 9.55  CyH1:05 329.06668  329.06459  2.08 314(100), 315(16) 296(27),299(100),  243(14), 255(25), 10 7,9, 14, 16, 20,
dimetoksiflavon izomer 300(5) 271(100) 22,24
2
85  Izokampferid 10.52  CigH1106 299.05611  299.05456  1.55 229(5), 257(7), 239(100) 171(7), 183(6), 3,7,9 14
267(100), 268(15), 195(17), 211(100)
269(7)
86  Ramnocitrin 11.69  CigH1106 299.05611  299.05418  1.93 165(100), 240(21),  65(21), 91(10), 89(22),91(100), 20 17,18
255(15), 271(77), 97(49), 121(100), 93(24)
272(10), 284(25) 150(42)
87 Dihidroksi-tetrametoksi- 11,82  CigH170s8~ 373.09289 373.09081 2.08 358(100), 359(19) 343(100) 300(10), 315(6), - 15, 20
flavon 328(100)
Flavanoni
88  Naringenin 934  CysHuOs 271.06120 271.05939  1.81 151(100), 152(7), 65(4), 83(4), 63(6), 65(100) 7,9,10,20,32, 1,3,4,7,10-20,
165(5), 177(24) 107(100) 42 22,23,24,25
Flavonoid glikozidi
89 Luteolin-O-heksozid 4.49 C21H19011~ 447.09329 447.09041 2.87 284(63), 285(100), 213(17),217(34), 197(99), 199(33), 5,7,9,10, 16 7,10, 11, 18, 23,

izomer 1

286(16), 299(17),
327(8), 339(5)

241(100),
243(60), 257(31)

212(19), 213(100)

25
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Doktorska disertacija PRILOG
Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, umasi (% osnovnog (% osnovnog pika) (% osnovnog identifikovana u identifikovana
[M-H] [M-H] [M-H]- Appm pika) pika) semenu GV: u semenu SV:
90 Aromodedrin-7-0O- 5.77 C21H21011~ 449.10894 449.10675 2.18 227(16),259(27), 243(17),259(100), 125(68), 173(18), 3,5,7,9,10, 12, 16, 1,3,4,7, 10,
heksozid izomer 1 269(26), 269(7) 215(100), 241(11)  20,32,42 11, 12, 13, 15,
287(100), 288(13) 16,17, 18, 19,
20, 22,23, 24
91  Apigenin-6-C-heksozid-  6.08  CyHp7014~  563.14063 563.13812  2.51 353(35),383(22), 353(100), 354(7),  297(50), 10 7
8-C-pentozid 443(100), 383(25) 325(100), 326(5)
444(23), 473(66),
474(20)
92  Aromodedrin-O- 6,21  CnHaO1u~  449.10894 449.10604  2.89 259(63), 201(6), 243(20), 125(50), 173(30), - 1, 2,3, 4, 12,
heksozid izomer 2 287(100), 288(9) 259(100), 269(6) 215(100), 241(23) 15,17, 18, 21,
22,25
93 Kvercetin-3-0-(6"- 6.26 Ca7H29016™ 609.14611 609.14256 3.55 271(8), 299(6), 151(69), 179(100), 151(100) 5,7,9,10, 16, 20 1,4,7,9, 10,
ramnozil)-heksozid 300(34), 257(15), 272(11), 13, 14, 15, 16,
301(100), 273(16) 17, 18, 19, 21,
302(12), 343(7) 22,24,25
94  Luteolin-O-heksozid 6.26  CuHisOu~  447.09329 447.09225  1.03 285(100), 286(11) 175(93), 199(98),  197(100), 5,20 7, 9, 16, 17,
izomer 2 217(73), 241(100),  198(79), 199(59), 19, 22
243(66) 213(58)
95  Hrizin-6,8-C-di-heksozid  6.26  CyHpO14~  577.15628 577.15294  3.34 337(35),338(8),  337(100),338(5),  191(4),281(55), 10 2,17
367(14), 367(12) 309(100)
457(100),
458(23), 487(31)
96 Kvercetin-3-O-heksozid 6.29 Ca7H29015~ 593.15119 593.14761 3.58 285(100), 286(13)  175(92), 199(87), 197(47), 10 7,15, 16,17
izomer 1 217(72), 241(100),  198(100),
243(61) 199(52), 213(18)
97  Pentahidroksiflavon O-  6.39  CyHiO:1~  463.08820 463.08648  1.72 299(5), 301(100),  165(63),229(44),  211(38),212(27), 11,12,42,20,32,42 1, 4,7, 9, 13,
heksozid izomer 1 302(15) 255(100), 273(37), 227(100), 240(50) 14, 15, 16, 17,
283(57) 18, 19, 20, 21,
22,23,25
98  Pentahidroksi- 6.42  CpH»O1~  493.09877 493.09624  2.52 312(5),313(14),  153(12),177(100), 105(4), 133(100), 10, 11 7,16
methoksiflavon O- 330(23), 181(18), 313(25), 149(13)
heksozid 331(100), 332(16) 316(57)
99 Eriodiktiol-7-O-heksozid 6.48 C21H21011~ 449.10894 449.10561 3.32 287(100), 288(14) 107(2), 125(4), 65(8), 83(2), 3,11, 16, 20 7, 13, 15, 16,
135(3), 151(100), 107(100) 17,18, 20

269(3)
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Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lIzracunata Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min  formula, masa, masa, umasi (% osnovnog (% osnovnog pika) (% osnovnog identifikovana u identifikovana u
[M-H] [M-H] [M-H]- Appm pika) pika) semenu GV: semenu SV:
100 Apigenin-7-0-(6"- 6.65 Ca7H29014~ 577.15628 577.15357 2.71 269(100), 270(13)  149(30), 197(41), 169(27), 181(46), 10, 16 17
ramnozil)-heksozid 225(100), 227(30), 196(19), 197(100)
269(29)
101  Kvercetin-3-O-heksozid 6.68 C21H19012™ 463.08820 463.08531 2.89 298(7), 299(48), 151(73),179(100), 151(100), 169(7) 10 9,16, 24
izomer 2 300(47), 257(13), 272(11),
301(100), 302(15) 273(19)
102  Izoramnetin-3-0-(6"- 6.75  CHaiO  623.16176 623.15796  3.80 271(8),300(20),  272(6), 287(5), 255(55), 5, 10, 16, 20 1, 4,5, 6, 7,
ramnozil)-heksozid 315(100), 316(12) 300(100), 301(3) 271(100), 272(42) 13, 14, 15, 16,
17,19, 21, 22,
24,25
103  Pentahidroksiflavoni O-  6.89  CypHi701~  433.07764 433.07525  2.38 299(9),301(100),  165(57), 201(43),  213(13), 16 15, 16, 19, 23,
pentozid 302(13) 229(46), 255(100), 227(100), 237(7), 25
283(61) 240(21)
104  Kampferol-3-O-heksozid ~ 6.94  CpiHO1~  447.09329 447.09081  2.48 284(70), 151(100), 169(3),  63(4), 65(4), 16,10,11,20,32,42 1, 4, 7, 9, 10,
285(100), 286(11) 213(12),241(30),  83(10), 107(100) 11, 13-25
257(46)
105  Hesperetin 7-0-(6"- 7.05  CpgHasOs 609.18249 609.17986  2.64 299(10), 125(20), 242(55),  174(26), 199(88), - 7,17
ramnozil)-heksozid 301(100), 302(12) 257(32), 283(37),  242(98), 258(100)
286(100)
106  Pentahidroksiflavon O-  7.07  CyiH01  463.08820 463.08561  2.59 299(15), 165(49), 229(40),  211(41),212(29), 5,7, 9, 10, 11, 20, 1,4,9,10, 11,
heksozid izomer 2 301(100), 302(14) 255(100), 257(36),  227(100), 240(52) 32, 42 15, 16, 17, 18,
283(54) 19, 20, 21, 22,
23
107  Apigenin-7-O-heksozid ~ 7.08  CyiH01~  431.09837 431.09594  2.43 268(18), 149(28),197(38),  169(59), 181(70), 11,20 16, 17, 22, 25
269(100), 270(13)  225(100), 227(29), 196(48), 197(100)
269(26)
108  Luteolin-O-pentozid 7.18 C20H17010™ 417.08272 417.08091 1.81 284(4), 285(100), 151(42), 175(87), 197(100), 3,10, 16 15, 16, 17, 19,
izomer 1 286(11) 199(86), 217(68),  198(56), 199(43), 25
241(100) 213(45)
109  Naringenin-7-O-heksozid 7.40  CpH»n O~ 433.11402 43311222  1.80 271(100), 272(10)  107(5), 119(3), 65(4), 83(5), 3,5,7,9,10,16,20, 7, 9, 10, 12,
151(100), 165(6), 107(100) 32,42 13, 14, 15, 16,
177(24) 17, 18, 19, 20,
22,23
110  Luteolin-O-pentozid 7.45 C0H17010™ 417.08272 417.08074 1.98 283(5), 284(25), 187(18), 213(71), 145(35), 185(38), 10, 16 15, 16,17, 25

izomer 2

285(100), 286(9)

240(14), 241(100),
257(41)

197(26), 213(100)
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PRILOG

Tabela P1. Nastavak.
Redni Identifikovana tg, Molekulska lzracunata Nadena Razlika MS? Fragmenti MS3 Fragmenti MS? Fragmenti Jedinjenja Jedinjenja
broj jedinjenja min formula, masa, masa, umasi (% osnovnog (% osnovnog pika) (% osnovnog identifikovana u identifikovana u
[M-H] [M-H]- [M-H]- A ppm  pika) pika) semenu GV: semenu SV:
111  Luteolin-O-heksozid 7.55 Ca1H19011~ 447.09329 447.09091 2.38 285(100), 286(11) 192(18), 213(70), 145(30), 185(39), 5 15, 16
izomer 3 229(15), 241(100), 197(32), 213(100)
257(37)
112 Kampferol-3-O- 7.64 Ca2H19012™ 475.08820 475.08574 2.46 255(26),284(100), 227(12),255(100), 211(55), 10, 32, 42 7,10, 11, 12, 15,
metilheksuronid 285(80), 286(13),  256(21), 257(5) 227(100), 255(7) 19, 21,23
323(8), 327(12)
113 Kvercetin-3-0-(6"-p- 7.76 C3oH25014~ 609.12498 609.12148 3.50 301(15), 445(4), 300(26), 301(100), 151(72), 32,42 7,11, 15, 18, 19,
kumaroil)-heksozid 463(100), 464(20) 302(4) 179(100), 20
257(11), 273(20)
114  Kampferol-3-O-(6"-p- 8.23 C3oH25013~ 593.13007 593.12697 3.09 285(100), 151(85), 213(43), 163(32),213(19), 7,9,16,20,32,42 1, 4, 7, 10, 11,
kumaroil)-heksozid 286(12), 307(4), 229(49), 241(48), 229(100), 239(21) 14, 15, 17, 18,
447(8) 257(100) 19, 20, 23
Druga jedinjenja
115  p-Hidroksifenil-sir¢etna 5.53 CgH;03~ 151.04007 151.03916 0.91 59(91), 107(29), - - 20 7,15, 16, 17, 19,
kiselina 108(19),109(100), 22

123(16), 136(44)
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H3zjaBa o ayropcTBY

Nme u npeznme ayropa 'Bypha Kperuh
bpoj unnexca AX07/2015

HUzjaBibyjem

Jla je JOKTOpCcKa JucepTalyja noJ HacJIoBOM

MeTa60/I0MIYKA MPOLIEHA AYTEHTHYHOCTH CeMeHa CAMOHMKJIOT U rajenor Boha

* pe3yaTaT COICTBEHOT UCTPAKUBAUKOT PAJIa;

* 1a IMcepTanyja y UeJWHN HU y JISIIOBIMa HUje Oia IPEeIIokKeHa 3a CTHLAE IPyre AUTIOME
npemMa CTYJIjCKUM IIPOTrpaMruMa JIpYTUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA;

* 1a Cy pe3yATaTH KOPEKTHO HABEACHH U

* Ja HUCAM KPIIWJIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUIIA HHTEIIEKTYaIHy CBOjUHY JIPYTUX JIHIA.

VY beorpany,

IToTnuc ayropa
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOI pajaa

Nme u npe3nme ayTopa Bypha Kpcruh

bpoj unnexca AX07/2015

Ctyaujcku nmporpam Xemuja

Hacnos pana MeTa60/I0MHYKAa  TIPOIlEHA  AYTEHTHYHOCTH  CeMeHa

CaAMOHMKJIOT M rajeHor soha

MenTop ap Jeaena Tpudxosuh

UzjaBspyjeM Ja je mTammnaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JEKTPOHCKO] BEp3uju
KOjy caM Ipelayia pajd MoxpamuBama y JHrHTaJHOM pPeno3uTopujymMy YHHBEP3HTETa Y
Beorpany.

JlozBospaBaM /1a ce 00jaBe MOjU JTMYHHU TTOIalli BE3aHU 32 T00Wjamke akaJIeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME€ U TIPe3uMe, TOINHA U MECTO pohema U AaTyM o0paHe paja.

OBHM NTMYHH TOJAIM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHHM CTpaHHWIAMa JUTHUTAIHEe OHOIMoTeKe, Y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJloTy M y ImyOnukanujama YHuBep3uTeta y beorpamy.

VY beorpany,

IToTnuc ayropa
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HzjaBa o kopumhemwy

OgnamhyjeM YHHUBEpP3UTETCKY OMONMHMOTEKY ,,CBero3ap MapkoBuh® na y Jlururamau

penozuTopujymM YHHEBep3uTeTa y beorpanay yHece Mojy TOKTOPCKY TUCEPTAIN]y MO HACTOBOM:

MeTa60/I0MIYKA MPOLIEHA AYTEHTHYHOCTH CeMeHa CAMOHMKJIOT U rajenor Boha

KOja je Moje ayTOpCKO JIeJo.

Jucepranyjy ca CBUM MPHUIO3UMa MpeJiaia caM y eeKTPOHCKOM (opMaTy IMOTOTHOM 32
TPajHO apXUBHPAIBE.

Mojy mOKTOpCKy aucepTanujy TMoxpameHy Yy JIMrHTamHOM — perno3uTOpHjyMy
VYuusepsutera y beorpagy u g0cTynmHY y OTBOPEHOM IPUCTYIy MOTY Jia KOPHUCTE CBH KOjH
MOINTYjy oapende caapkaHe y onmabOpanom tumy nunenne KpeatuBHe 3ajegnunie (Creative
Commons) 3a K0jy caM ce OTy4duIa.

1. AyropctBo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepijanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKOMepIjanHo — 6e3 npepana (CC BY-N1:-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjarHO — Aenutn noj uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutH noa uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo /1a 3a0Kpy>KUTE CaMo jeTHY OJ1 IeCT NOHYH)eHNX JTHICHIIN.

Kparak onmc numeHnm je cacTaBHU JIe0 OBE H3jaBe).

VY beorpany,

IoTnue ayropa
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1. AyropcTBo. J[03BosbaBaTe yMHOXABambe, JUCTPUOYIIHM]Y U jaBHO CAOIIITaBabhE Jeia, U Ipepase,
aKo ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH ojapelheH o CTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Y
KoMmeprujaiaae cBpxe. OBo je HajcI000aHUja O/ CBUX JIUICHIIN.

2. AyrtopctBo — HekoMmepumjaiaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IAUCTPUOYIHM]Y ¥ jaBHO
CaoIILTaBambe J1eN1a, U pepajie, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o cTpaHe ayTopa HiIu
nasaona jauueHe. OBa JMILEHIa He 103B0JbaBa KOMEPLIMjaIHy yoTpeOy aerna.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepUHjaaHo — 0e3 mpepana. J(o3BosbaBaTe YMHOXKaBaWme, JUCTPUOYIH]Y H
JaBHO CaoMIITaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, NPeodINKOBamka WIKM YHOTpeOe /1eia y CBOM ey, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ofpeleH oJ] cTpaHe ayTopa Win JaBaoua juueHne. OBa JuleHa He
7I03BOJbaBa KOMEpILMjaIHy ynoTpeOy Jena. Y OAHOCY Ha CBE OCTalle JIHIIEHIIE, OBOM JIMLEHIIOM ce
orpannvaBa HajBehn oOum mpaBa xopuihema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJTHO — JIeJIUTH MO UCTHM ycJoBuMa. J[03BoJbaBaTe YMHOKABAE,
TUCTPUOYIN]Y U jaBHO CAOIIIITaBa-e Jeja, U Ipepajie, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
O] CTpaHe ayTopa WX JaBaolia JIMICHIIE U aKO Ce Mpepaaa JUCTPHOYyHpa Mo UCTOM WM CITMYHOM
nuneHoM. OBa JIHIIEHIIa He T03BOJhaBa KOMEPIMjaliHy yHoTpeOy aera u mpepaja.

5. AyropcTBo — 6e3 npepana. J/[o3BoJjpaBaTe YMHOXKaBame, JUCTPUOYLH]Y M jaBHO CAOMIITaBAE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOINKOBamka WK YIIoTpeOe Aea y CBOM JIely, aKo Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha
HauyMH oxpeheH o cTpaHe ayTopa Wi AaBaola JuieHne. OBa JIMIEHIA 103B0JbaBa KOMEPIIHU]jaTHy
ynotpeOy nena.

6. AyTOpPCTBO — 1eJINTH NOJ HCTHM yCJOBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBambe, AUCTPUOYIH]Y U jJaBHO
caoMIITaBame Jeia, ¥ Ipepasie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauMH ozpeleH o1 cTpaHe ayTopa Win
JlaBaolia JIMIEHIIE U aKO Cce Ipepajia TUCTPUOyHpa 1oL UCTOM MM CIIMYHOM JnuiieHioM. OBa JIHleHa
JI03BOJbaBa KOMEPIIHjaIHy yHoTpeOy aena u npepaga. CiudHa je cohTBEPCKUM JIMIIEHIIaMa, OJJHOCHO
JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/Ia.
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