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FIZIOLOSKA, KEMIJSKA I ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA SVJEZEG 1
USKLADISTENOG SJEMENA PINUJE (Pinus pinea L.)

PHYSIOLOGICAL, CHEMICAL AND ANTIOXIDANT PROPERTIES OF FRESH
AND STORED STONE PINE SEED (Pinus pinea L.)

Tamara JAKOVLJEVIC!, Marija GRADECKI-POSTENJAK!, Ivana RADOJCIC REDOVNIKOVI(?

SAZETAK: Pinija (Pinus pinea L.) je mediteranska vrsta drveca. Rasirena
Jje na cijelom podrucju Sredozemlja. U Hrvatskoj je prirodno rasprostranjena
na otoku Mljetu u podrucju Saplunare. Zbog ekonomske, ekoloske, pejzazne,
nutritivne i zdravstvene vrijednosti mogucnosti koristenja sjemena pinije su
velike. U Sumarstvu se koristi za posumljavanje degradiranih stanista medite-
ranskog krskog podrucja Hrvatske, a zbog Siroke kisobranaste krosnje i vrlo
dekorativnog izgleda, interesantna je kao hortikulturna vrsta. Nutritivna i
zdravstvena vrijednost sjemena proizlazi iz kemijskog sastava. Bogato je pro-
teinima, vitaminima A,B,C, D, E, od minerala Zeljezom, magnezijem, fosforom
i cinkom, nezasicenim masnim kiselinama i polifenolnim spojevima. Ispitana
Jje kvaliteta sjemena (klijavost sjemena, masa 1000 sjemenki, sadrzaj viage),
kemijski sastav i antioksidativna svojstva unutarnje sjemenske ljuske i sje-
mena (koli¢ina ukupnog sumpora, dusika, sirovog proteina, fosfora, kalija,
kalcija, magnezija, bakra, cinka, Zeljeza, mangana i ukupnih polifenola). Fi-
zioloska, kemijska i antioksidativna svojstva ispitana su na svjezem sjemenu
(3 provenijencije) i na dugorocno uskladistenom sjemenu (1 provenijencija).
Sjeme je sabrano na podrucju USP Split, svjeze sjeme je sabrano 2009. go-
dine, a uskladisteno sjeme je sabrano 1995. godine. Klijavost svjezeg sjemena
bila je visa od standardom propisane. Provenijencija Mljet imala je nisku ene-
rgiju klijavosti i najvise ucesce sturog sjemena. Uzrok tomu je starost stabala.
Ucesce svjezeg neisklijalog sjemena ukazuje na dormantnost sjemena, a izno-
silo je prosjecno 9 %. Kod sjemena pinije radi se o tipu mehanicke dormant-
nosti. Provenijencija Dubrovnik imala je najvise ucesce svjezeg neisklijalog
sjemena. Zdravstveno stanje sjemena svih istrazivanih provenijencija bilo je
dobro (Tablica 2). Klijavost uskladistenog sjemena provenijencije Zadar u
razdoblju od 1995. do 2010. godine, iznosila je prosjecno 74 %. (Tablica 3).
Znacajna kolicina dusika i sumpora predstavija pokretacku snagu rasta em-
brija. Ukupna kolicina dusika, sumpora, sirovih proteina i fosfora u sjemenu
Je visoka, dok je u sjemenskoj ljusci niska. Visoke vrijednosti sirovih proteina
ukazuju na to da je sjeme pinije bogat izvor proteina (Tablica 4.). Sjemenke su
bogate mineralima. Najzastupljeniji element je kalij, a slijede ga fosfor i ma-
gnezij. Ostali elementi zastupljeni su ovim slijedom: kalcij, Zeljezo, mangan,
cink i bakar. Nije uocena bitna razlika u mineralnom sastavu unutarnje ljuske
i sjemena. Provenijencija Mljet (prirodna sastojina) ima najvecu kolicinu svih
ispitivanih minerala osim fosfora, jer je sastojina stara (1ablica 5). Istrazen je
udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet unutarnje sjemenske lju-
ske i sjemena pinije. Na temelju dobivenih rezultata za udio ukupnih polife-
nola vidljivo je da istrazene provenijencije sadrze razlicite udjele ukupnih
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polifenola. Koncentracija ukupnih polifenolnih spojeva dva puta je visa u
unutarnjoj sjemenskoj ljusci nego u sjemenu pinije (Slika 3.). Antiokisdacijski
kapacitet tj. ORAC vrijednosti znacajno su vece u uzorcima unutarnje sjemen-
ske ljuske nego u sjemenu (Slika 4). Izmedu vrijednosti ukupnih polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta odredena je i linearna korelacija s visokim koefi-
cijentom determinacije, Sto ukazuje da su polifenolni spojevi odgovorni za an-
tioksidacijsku aktivnost sjemena (Slika 5). Dobiveni rezultati istrazivanja su u
skladu s literaturnim podacima istrazivanja provedenim u drugim mediteran-
skim zemljama. Uporaba sjemena pinije u Hrvatskoj je zanemariva, stoga bi
bilo potrebno intenzivirati njegovu proizvodnju. Fizicka, fizioloSka, nutritivna
i zdravstvena svojstva sjemena pinije ukazuju na potrebu osnivanja multifunk-

cionalnih sjemenskih plantaza za proizvodnju sjemena.

Kljucne rijeci: antioksidacijska aktivnost, kemijski sastav sjemena,
kvaliteta sjemena, Pinus pinea L., polifenoli, sjeme pinije, unutarnja sjemen-

ska ljuska

UVOD - Introduction

Pinija (Pinus pinea L.) je izrazito mediteranska
vrsta drveca. RasSirena je na cijelom podru¢ju Sredo-
zemlja u blizini morskih obala. U zapadnom Sredo-
zemlju prelazi u sjevernu Afriku i na Kanarske otoke,
gdje se penje izuzetno i do 1000 m n. v. U Hrvatskoj je
prirodno rasprostranjena na otoku Mljetu u podrucju
Saplunare (Vidakovi¢, 1982). U svom prirodnom
arealu obi¢no prati maslinu. Svjetloljubljiva je vrsta, a
glede tla uspijeva na pjeScanim, vapnenastim i silikat-
nim tlima. Izraziti je kserofit. Cvjeta u razdoblju od tra-
vnja do lipnja, CeSer joj dozrijeva u jesen druge godine,
a otvara se u tre¢oj godini. Dozivi starost i preko 200
godina. Sjeme pinije zove se pinjol. Prema tipu sje-
mena s gledista sabiranja i ekstrakcije, sjeme pinije
spada u skupinu pravog sjemena, $to znaci da se ekstra-
hira iz ¢eSera (Regent, 1980). Kod gotovo svih crno-
gori¢nih vrsta drveca, pravo sjeme ujedno predstavlja i
komercijalno sjeme.

Zbog ckonomske, ekoloske, pejzazne, nutritivne i
zdravstvene vrijednosti, moguénosti koristenja sjemena
pinije (pinjola) su velike. U Sumarstvu se koristi za po-
Sumljavanje degradiranih staniSta mediteranskog krs-
kog podru¢ja Hrvatske, a zbog Siroke kiSobranaste
kro$nje vrlo dekorativnog izgleda koristi se 1 kao horti-
kulturna vrsta (Tomasevic, 1995, Topi¢ idr. 2006).
Kwvaliteta sjemena je kompleksno svojstvo koje ovisi o
velikom broju ¢imbenika. Cine ju genetska, fizikalna,
fizioloska i zdravstvena svojstva sjemena na koja utjecu
uvjeti tijekom vegetacijskog razdoblja (Marcos-
Filho i McDonald, 1998), proces dorade (Schaf-
fer i Vanderlip, 1999) te uvjeti i duzina skladistenja
(Saxena idr. 1987, Vieira idr. 2001).

MATERIJALI I METODE

Uzorci CeSera pinije razliCitih provenijencija sa-
brani su tijekom srpnja/kolovoza 2009. godine u Sum-
skim sjemenskim objektima na podrudju US
Podruznice Split, u Sumarijama: Biograd i Dubrovnik,
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Strukturu sjemena pinije Cine sljedeci dijelovi:
vanjska sjemenska ljuska koja je tvrda i inkrustrirana
(a), membranasta unutarnja sjemenska ljuska (b), en-
dosperm (c) i embrij ili klica (d) (Slika 2.). Cesto puta,
kod sjemena postoje dvije sjemenske ljuske, vanjska i
unutarnja, kao sto je slucaj i kod pinjola. Glavna zadaca
sjemenske ljuske je da stiti sjeme od nepovoljnih vanj-
skih utjecaja te da regulira komunikaciju sjemena s
okolinom. Embrij ili klica predstavlja malu, potpunu
bilj¢icu iz koje ¢e se razviti nova biljka (klijanac). Em-
brij je smjesten u embrionalnoj Supljini u endospermu.
Endosperm je smjesten unutar sjemenske ljuske i pred-
stavlja spremnik hrane (ulje, Skrob, proteini, mineralne
tvari) koja daje energiju potrebnu za klijanje embrija i
za pocetni razvoj klijanaca.

Nutritivna i zdravstvena vrijednost pinjola proizlazi
iz kemijskog sastava. Bogati su proteinima, vitami-
nima A, B, C, D, E, od minerala Zeljezom, magnezijem,
fosforom, selenom i cinkom, nezasi¢enim masnim Kki-
selinama i polifenolima (Ruggeri idr, 1998; Ner-
giz i Donmez, 2004). Istrazivanja su pokazala da
polifenolni spojevi u biljnoj hrani stite od kroni¢nih bo-
lesti, koje ukljucuju razli¢ite tumore, kardiovaskularne
bolesti i dijabetes (Scalbert, 2002). Zahvaljujuci tim
saznanjima, posljednjih su godina istrazivanja usmje-
rena na odredivanje udjela i antioksidativnog kapaci-
teta polifenola u razli¢itim namjernicama biljnog
podrijetla, ukljucujuci i orasaste plodove (Kornstei-
ner idr,2006; Pellergini idr., 2006).

Cilj istrazivanja bio je istraziti kvalitetu, mineralni sa-
stav, koli¢inu proteina i antioksidativna svojstva svjezeg
i uskladistenog sjemena pinije razlicitih provenijencija.

— Material and Methods

te u Saplunari na otoku Mljetu. U istrazivanje je uklju-
¢eno i uskladisteno sjeme pinije provenijencije Zadar,
koje je bilo sabrano 1995. godine. Od tada je dugoro-
¢no uskladiSteno u hladnjaci Hrvatskog Sumarskog in-
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stituta u propisanim uvjetima temperature i vlage u sje-
menu: temperatura od 0-5 °C, a sadrzaj vlage u sje-
menu 8 %. U razdoblju od 1995. do 2009. svake je
godine kontrolirana kvaliteta sjemena.

U Tablici 1. prikazani su osnovni podaci o istraziva-
nim provenijencijama sjemena pinije.

Tablica 1. Popis Sumskih sjemenskih objekata u kojima su sakupljeni ¢eSeri

Table 1  List of forest seed stands where cones were collected
USP Split Gospodarska Reg. oznaka Starost
Sumarija jedinica, Sumskog Kategorija Godina sastojine
Forest odjel/odsjek sjemenskog Provenijencija sjemena sabiranja | (godina)
enterprise Management objekta Provenance Seed Year of Stand
Split unit, Register number chategory collecting age
Forest office compartment of seed stands (vears)
Biograd Biograd 7. Ceta SI-111-544/1993. Biograd poznato podrijetlo 2009. 50-60
Dubrovnik Stedrica 1d, 1f SS-111-602/2001. Dubrovnik selekcionirano 2009. 30-40
Dubrovnik Saplunara - Mljet | zasti¢eni krajolik Mljet poznato podrijetlo 2009. > 120
Zadar Nin-KoZino= | pog 111-528/1978. | Zadar selekcionirano 1995. | 60-80
Brisevo

Na svakoj provenijenciji sabrano je 15 kg Cesera s
ukupno 5 stabala. Sabrani ¢eSeri su ru¢no istruseni u la-
boratoriju. Za potrebe ovih istrazivanja odvojen je 1 kg
normalno razvijenog sjemena.

-

Slika 1.

Ceger i sjeme pinije
Figure 1 Cone and stone pine seeds
(Foto — Photo: M. Gradecki-Postenjak)

Kvaliteta sjemena — Seed quality

Kvaliteta sjemena odredena je prema medunarodnoj
metodologiji — ISTA Rules (2010) koju propisuje Medu-

narodna udruga za testiranje sjemena (International Seed
Testing Association — ISTA). Ispitana su sljedeca fizicka
i fizioloska svojstva kvalitete sjemena: masa 1000 sje-
menki, sadrzaj vlage u sjemenu te energija klijavosti i
klijavost sjemena. Klijavost sjemena podrazumijeva broj
sjemenki koje su normalno isklijale u propisanim labora-
torijskim uvjetima i u propisanom vremenskom roku, a
energija klijavosti podrazumijeva broj sjemenki koje su
isklijale u kra¢em roku od onoga koji je propisan za kli-
javost odredene vrste. Prilikom ispitivanja klijavosti sje-
mena u uzorku se utvrduju sljede¢e kategorije sjemena:
klijavo sjeme, Sturo sjeme, bolesno i gnjilo sjeme te
svjeze neisklijalo sjeme. Njihovo ucesce izrazava se u
postotku od ukupnog broja sjemenki u uzorku. Analiza
pojedinih svojstava kvalitete sjemena provedena je na
radnim uzorcima. Veli¢ina radnog uzorka propisana je
prema ISTA Rules. Radni uzorci su uzorci na kojima se

a=vanjska
sjemenska
ljuska
stony seed
coat

b =unutarnja
sjemenska
ljuska
seed coat

¢ =endosperm
endosperm

d =embrij
embryo

Slika 2. Dijelovi sjemena pinije
Figure 2 Parts of stone pine seed

(Foto — Photo: Anonimus)
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provodi ispitivanja i razlikuju se u veli¢ini od metode do
metode (ISTA Rules, 2010.)

Kemijski sastav sjemena — Chemical composition
of seed

Za odredivanje kemijskog sastava i antioksidativne
aktivnosti na sjemenkama pinije odvojeni su posebno:
unutarnja sjemenska ljuska i sjeme. Prije mljevenja
uzorci su suseni 24 sata na 80 °C, samljeveni do veli¢ine
0,20 mm na mlin IKA M10 (UN EC ICP, 2007). Za po-
trebe odredivanje fosfora, kalija, kalcija, magnezija,
cinka, bakra, zeljeza i mangana odvagano je 0, 50 g uzo-
raka te je provedena digestija sa 96 % sulfatnom kiseli-
nom, uz dodatak par kapi 60 % perklorne kiseline pri
sobnoj temperaturi (UN EC ICP, 2007). Ukupni fosfor
odreden je na UV/VIS spektrofotometru PE Lambda 1A
pri apsorpcijskom maksimumu od 890 nm. Koli¢ina ka-
lija, kalcija, magnezija, cinka, bakra, Zeljeza i mangana
odredena je na atomskom apsorpcijskom spektrofoto-
metru PE (Perkin-Elmer, 1999).

Na elementarnom analizatoru SC 132 odredena je
koli¢ina sumpora, a na elementarnom analizatoru CNS
2000 odredena je koli¢ina dusika i ugljika (Leco,
2000). Analiza je provedena suhim spaljivanjem uzo-
raka bez prethodne kemijske pripreme tzv. “elementar-
nom analizom” (ISO 10694, 1995). Spaljivanje uzoraka
na elementarnim analizatorima provedeno je pri tempe-
raturi od 1350 °C u struji kisika analiticke Cistoce
(Leco,2002).

Sirovi proteini utvrdeni su na osnovi koli¢ine ukupnog
dusika umnozene specificnim konverzijskim faktorom
tzv. “Jones faktor”. Koli¢ina sirovih proteina izraCunata je
koristenjem konverzijskog faktora. Kad specifican faktor
nije poznat, opéenito se koristi konverzijski faktor 6.25
(FAO, 2007). Rezultati su prikazani kao srednje vrijedno-
sti dvaju ponavljanja + standardna devijacija (Miller i
Miller, 2005).

Ekstrakcija polifenola — Extraction of polyphenols

Za ekstrakciju polifenola formirani su uzorci sje-
mena pinije na nacin da je odijeljena unutarnja sjemen-
ska ljuska od sjemena (embrija i endosperma). Uzorci
(unutarnja sjemenska ljuska i sjeme) su susSeni, samlje-
veni te odmascéeni. Provedena je trostruka ekstrakcija s
heksanom (1:5 w/v, 15 min x 3) pri sobnoj temperaturi,
a zaostali talog centrifugiran 10 min pri 5000 ° min’!
(Hettich Zentrifugen EBA 20, Germany). Supernatanti
su oddekantirani i odbaceni, a dobiveni talozi su prosu-
Seni na sobnoj temperaturi kroz 12 h. Za ekstrakciju po-
lifenolnih spojeva upotrjebljeno je 0,50 g odmascenog
uzorka ljuske (DPPS) i jezgre (DPPK), a ekstrakcija je
provedena sa 70 % metanolom (5 mL x 2 ) kroz 15 min.
Ekstrakt je centrifugiran 10 min pri 5000 ° min’!, a su-
pernatanti su spojeni i razrjedeni do 10 mL sa 70 % me-
tanolom i spremljeni u hladnjak na —18 °C i ¢uvani do
daljnje analize (M azor Joli¢ isur., 2011).
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Odredivanje ukupnih polifenola — Determination
of total phenolics

Spektrometrijsko odredivanje ukupnih polifenola
pomocu Folin-Ciocalteau reagensa provedeno je prema
metodi koju su opisali Singleton i Rossi (1995). Na
0,50 mL polifenolnog ekstrakta dodano je 2,50 mL FC
reagensa razrijedenog 10 puta i potom ostavljeno sta-
jati 5 min. Zatim je dodano mL Na,CO, (75g L") i sve
se zagrijavano 5 min pri 50 °C. Reakcija je brzo zau-
stavljena u ledenoj kupelji te je na UV/VIS spektrofo-
tometru (Cary 3, Varian, Palo Alto, USA) izmjerena
apsorbancija pri A=760nm. Za izraCunavanje mase
koncentracije polifenola koristena je galna kiselina (pet
tocka za bazdarnu krivulju, 10 - 50 mg L' galne kise-
line u 70 % metanolu). Dobiveni podaci mjerenja izra-
zeni su kao mg ekvivalenta galne kiseline po gramu
odmascenog uzorka sjemena Pine pinea L.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ORAC-
metodom — Antioxidant activity determined by ORAC
assay

Antioksidacijske aktivnosti ORAC-metodom odre-
dena je prema metodi Cao i sur. (1993). Otopina za mje-
renje (3 mL) sadrzi: 2,25 mL 0,04 mM fluoresceina u
0,075 M fosfatnom puferu (pH 7,0) 1 0,375 mL razrijede-
nog uzorka. Otopine su inkubirane 30 min pri 37 °C.
Nakon 30 min dodan je 0,375 mL 152 mM AAPH [2,2-
azinobis (2-amidinopropane) dihydrochloride]. Mjerenja
su provedena spektrofluorimetrom Cary Eclipse Spec-
trofluorimeter (Varian, Palo Alto, USA) pri lgiciie = 485
nm i lypigie = 520 nm pri 37 °C, a promjena intenziteta
fluorescencije mjeri se svaku minutu. Za slijepu probu
umjesto uzorka dodano je 0,375 mL 0,075 M! fosfatnog
pufera. Standard za kalibracijsku krivulju za odredivanje
ORAC-vrijednosti je Trolox. Iz pripremljene 0,5 mM
otopine Troloxa pripravljena su 6 razrjedenja. Mjerenja
ORAC-vrijednosti provedena su na isti na¢in kao i za
uzorak. ORAC vrijednost izraCunata je prema formuli:

Relativna ORAC vrijednost =
(AUCy - AUCs s yxaxh(l)
AUC,,, — AUC,,

[umol Trolox ekvivalent g! uzorka]
> AUC=0,5+R/R)+HR/R)+........ +R,+R)) (2)
> AUC, = antioksidacijski kapacitet uzorka
> AUC, = antioksidacijski kapacitet slijepe probe
> AUCzx= antioksidacijski kapacitet Troloxa
> k = faktor razrjedenja
> a = molarna koncentracija Troloxa

V

> h= eksirakia

b4 uzorka.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju po-
navljanja + standardna devijacija. Svi parametri, kao i gra-
ficki prikazi, sacinjeni su koristenjem programa EXCEL.

Reagensi, standardi i otopine pripremljeni su s ul-
tracistom vodom i kemikalijama analiticke Cistoce.

REZULTATI I RASPRAVA — Results and Discussion

Rezultati istrazivanja pojedinih svojstava kvalitete
svjezeg sjemena razlicitih provenijencija prikazani su u
Tablici 2.

Krupnoca sjemena vazno je svojstvo sjemena u ra-
sadnickoj proizvodnji, jer najkrupnije sjeme daje i naj-
vece sadnice (Vidakovic¢, 1985). Najkrupnije sjeme
(Tablica 2) imala je provenijencija Biograd s masom
1000 sjemenski od 891 g, a najsitnije provenijencija
Mljet s masom 1000 sjemenki od 410 g. Krupnoca ce-
Sera i sjemena povezana je i sa staroSc¢u sastojine, odno-
sno stabala, te sa stupnjem degradiranosti sastojine.
Stare i degradirane sastojine proizvode male CeSere s
najlakSim sjemenom, a ucesée Sturog sjemena je vece
(Bazzas idr., 2000). Osim toga, stare sastojine proiz-
vode sjeme nize klijavosti nego mlade sastojine (Fran-
kis 1999, Escudero 1dr. 2002, Court-Picon 1dr.
2004). Najvisu klijavost imala je provenijencija Biograd
(80 %). Provenijencija Dubrovnik imala je najnizu klija-
vost (65 %), iako je najmlada sastojina. Na klijavosti
sjemena takoder utjeCu periodicitet plodonosenja i stu-
panj uroda. U godinama dobrog uroda klijavost sjemena
jevisa (Regent 1980, Gradecki 2002). Za proveni-
jenciju Dubrovnik 2009. godina bila je godina loSeg
uroda, $to se odrazilo i na klijavost. Prosje¢na vrijednost
klijavosti svjezeg sjemena pinije za sve Cetiri proveni-
jencije iznosila je 73 % i bila je viSa od minimalne, stan-
dardom propisane koja iznosi 60 %.

Provenijencije Biograd, Dubrovnik i Mljet, imale su
nisku energiju klijavosti sjemena, a klijanje sjemena
bilo je usporeno. To ukazuje da starost stabala, odnosno
sastojina, utjece na brzinu klijavosti sjemena (proveni-
jencija Mljet), te na prisutnost dormantnosti sjemena
(provenijencije Biograd i Dubrovnik), (Frankis,
1999, Roberts, 1972). Kod pinjola se radi o tipu me-
hanicke dormantnosti, kojoj je uzrok nepropusnost i
tvrdo¢a vanjske sjemenske ljuske (Regent, 1980,
ISTA, 1991). Na dormantnost sjemena takoder ukazuje

Tablica 2. Kvaliteta svjezeg sjemena razlicitih provenijencija

iucesce svjezeg neisklijalog sjemena. Energija klijavo-
sti sjemena provenijencije Biograd iznosila je 8 %, a
ucesce svjezeg neisklijalog sjemena 9 %. Provenijen-
cija Dubrovnik imala je energiju klijavosti 0,5 %, i naj-
viSe ucesée svjezeg neisklijalog sjemena 20 %. Tako
visok postotak ucesca svjezeg neisklijalog sjemena
znacajno je utjecao na visinu klijavosti (65 %).

Ucesce Sturog sjemena u istrazivanim provenijenci-
jama iznosilo je od 2 % (provenijencija Biograd) do 16
% (provenijencija Mljet). Razlog tako visokom u¢eséu
Sturog sjemena u provenijenciji Mljet je starost stabala,
koja iznosi vise od 120 godina (Frankis, 1999,
Escudero idr, 2002).

Zdravstveno stanje sjemena svih istrazivanih prove-
nijencija bilo je okularno dobro. Uces¢e bolesnog i
gnjilog sjemena kretalo se od 0 % do maksimalno 9 %
(Tablica 2).

Klijavost uskladistenog sjemena pinije provenijen-
cije Zadar u razdoblju od 1995. do 2010. godine prika-
zana je u tablici 3. Tijekom skladistenja kvaliteta
sjemena kontrolirana je svake godine. U godini saku-
pljanja (1995. godina) sjeme je bilo vrlo visoke kvali-
tete. To je bila godina dobrog uroda ceSera pinije.
Klijavost sjemena iznosila je (91 %), ucesce svjezeg
neisklijalog sjemena iznosilo je 3 %, Sturog sjemena
nije bilo, a ucesée bolesnog i gnjilog sjemena iznosilo
je 6 %. Iste godine sjeme je dugoro¢no uskladisteno.
Rezultati ispitivanja klijavosti sjemena u 2010. godini
su bili visoki.

Table 2 Quality of fresh seed of different provenances
Kvaliteta sjemena — Seed quality
Svjeze Bolesno i
Provenijencije Masa 100.0 Sadrzaj Efl.erglja' Klijavost S‘turo llels-kll.] alo g.nJ ilo
sjemenki vlage klijavosti L sjeme sjeme sjeme
Provenance . oo Germination
1000-seed Moisture | Germination capacity (%) Empty Fresh Rotten and
weight (g) | content (%) rate (%) pacity (7o seed (%) | ungerminated decayed
seed (%) seed (%)
Biograd 891 7,2 8 80 2 9 9
Dubrovnik 861 9,7 0,5 65 9 20 6
Mljet 410 7,5 13 73 16 6 5
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Tablica 3. Klijavost uskladistenog sjemena po godinama za provenijenciju Zadar

Table 3 Seed germination of stored seed according to years for Zadar provenances
Godina .

ispitivanja Svjeze Bolesno i

ISP,I . X Energija Klijavost neisklijalo sjeme e

klijavosti . . L & . gnjilo sjeme
. klijavosti Germination Sturo sjeme Fresh

sjemena Germination capacity (%) Empty seed (%o) ungerminated Rotten and
7 (1)
Year of te.stm'g rate (%) seed (%) decayed seed (%)
seed germination

1995. 26 91 0 3 6
2002. 25 61 11 20 8
2003. 76 94 6 0 0
2004. 25 92 8 0 0
2005. 13 73 17 5 5
2006. 1 66 9 20 5
2007. 0 47 0 18 35
2008. 13 77 0 7 16
20009. 0 55 7 34 4
2010. 0 87 7 1 5

prosjecno 17,9 74,3 6,5 10,8 8.4

U tablici 4. prikazane su vrijednosti ukupne koli¢ine
sumpora, dusika, sirovog proteina i fosfora u sjemenu i
unutarnjoj sjemenskoj ljusci. Znacajna koli¢ina dusika

i sumpora predstavlja pokretacku snagu rasta embrija.
Visoke vrijednosti sirovog proteina ukazuju na to je
sjeme pinije bogat izvor proteina (Tablica 4).

Tablica 4. Koli¢ina ukupnog sumpora, dusika, sirovog proteina i fosfora u unutarnjoj sjemenskoj ljusci (LJ) i sjemenu (S)

po razli¢itim provenijencijama

Table 4  Total sulphur, nitrogen, crude protein and phosphorus content in seed coat (LJ) and seed (S) of
different provenances
Provenijencija | Sifra uzorka Ukupan sumpor Ukupan dusik Sirovi proteini Fosfor
Provenance Sample code Total sulphur (%) | Total nitrogen (%) | Crude protein (%) | Phosphorus (mg/g)

Biograd BLJ 0,06+0,01 0,34+0,01 2,13+0,05 0,35+0,05
BS 0,45+0,01 6,21+0,13 38,81+0,67 9,35+0,10

Dubrovik DSLJ 0,05+0,01 0.35+0.01 2,19+0,05 0,340,01
DSS 0,48+0,01 5,88+0,18 36,75+0,97 8,5120,12

Mijet MSLJ 0,07+0,01 0,40+0,03 2,50+0,18 0,6120,03
MSS 0,55+0,02 6,37+0,17 39,81+0,90 9,35+0,13

Zadar ZKLJ 0,05+0,01 0,26:+0,01 1,63+0,01 0,40+0,03
ZKS 0,54+0,01 6,06+0,05 37,88+0,26 10,46+0,13

* Rezultati su prosijeci dvaju usporednih odredivanja +standardna devijacija

* Results are means = S.D. (n=2)

Ukupne koli¢ine sumpora, dusika, sirovog proteina
i fosfora vece su u sjemenu nego u unutarnjoj sjemen-
skoj ljusci.

Sjemenke su bogate i mineralima. Najzastupljeniji
elementi su kalij i magnezij. Ostali elementi zastupljeni
su ovim slijedom: kalcij, zeljezo, mangan, cink i bakar
(Tablica 5). Nema znacajne razlike u njihovim vrijed-
nostima u sjemenu i unutarnjoj sjemenskoj ljusci.

Provenijencija Mljet (prirodna sastojina) ima naj-
vecu koli¢inu svih ispitivanih minerala osim fosfora,
jer je sastojina stara. Analizirano uskladiSteno sjeme
provenijencije Zadar ne pokazuje odstupanja u kemij-
skom sastavu u usporedbi sa svjezim sjemenom ostalih
analiziranih provenijencija
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Najvecu koli¢inu fosfora, imalo je sjeme najvece
klijavosti provenijencije Zadar (uskladiSteno sjeme), a
najmanju sjeme najmanje klijavosti provenijencije Du-
brovnik. Reprodukcijski dijelovi i mlada tkiva sadrze
relativno vise anorganskog fosfata. Pokretljivost fos-
fora je dobra i on se brzo premjesta iz manje aktivnih
tkiva i organa u mlade i vitalnije dijelove (Vukadi-
novic¢, 2010). Fosfor kao esencijalni hranjivi element
sudjeluje u brojnim biokemijsko-fizioloskim reakci-
jama. Najvece potrebe za ovim elementom su upravo u
intenzivnom razvoju i kod prijelaza iz vegetacijske u
reprodukcijsku fazu.

Dobiveni rezultati udjela ukupnih polifenola kao i
odnosi izmedu udjela u ljusci i sjemenu su usporedivi s
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Tablica 5. Mineralni sastav u unutarnjoj sjemenskoj ljusci (LJ) i sjemenu (S) po provenijencijama
Table 5 Mineral composition of seed coat (LJ) and seed (S) according to provenances

e e Sifra Kalij Kalcij Magnezij Bakar Cink Zeljezo Mangan
Provenijencija | uzorka . . . .
Provenance | Sample Potassium | Calcium | Magnesium| Copper Zinc Iron Manganese
code (mg/g) | (mgg) | (mg/g) | (mgkg) | (mgke) (mg/kg) (mg/kg)
Biograd BLJ 7,12+0,11 | 0,13+0,60 | 3,20+0,35 | 15,65+0,25 | 58,92+0,25 | 100,25+1,20 | 68,20+0,65
BS 7,13+0,13 | 0,13+0,60 | 3,2440,25 | 15,70+0,20 | 60,10+0,15 | 101,12+1,20 | 68,50+0,50
Dubrovnik DSLJ 7,11+0,09 | 0,11+0,20 | 3,28+0,30 | 15,68+0,20 | 62,15+0,15 | 99,85+0,80 | 67,80+0,15
DSS 7,13+£0,05 | 0,13+0,09 | 3,314+0,40 | 15,70+0,20 | 52,58+0,15 | 100,20+0,90 | 68,00+0,45
Mijet MSLJ | 7,14+0,12 | 0,14+0,70 | 3,30+0,55 | 18,80+0,09 | 65,50+0,08 | 102,20+0,20 | 70,50+0,50
MSS | 7,20+0,10 | 0,16+0,50 | 3,38+0,50 | 19,10+0,10 | 65,80+0,10 | 103,00+0,50 | 71,20+0,65
Zadar ZKLJ | 7,10+£0,10 | 0,12+0,36 | 3,21+0,30 | 11,30+0,20 | 55,65+0,15 | 98,00+0,20 | 67,50+0,15
ZKS 7,14+0,18 | 0,13+£0,40 | 3,27+0,30 | 11,35+0,20 | 56,00+0,05 | 98,15+0,30 | 68,00+0,15

* Rezultati su prosijeci dvaju usporednih odredivanja +standardna devijacija
* Results are means =S.D. (n= 2)

rezultatima u literaturi (Kornsteiner i dr., 2006;
Pellergini idr, 2006, Arcan i Yemenicioglu,

2009). Izmedu provenijencija najveci udio ukupnih poli-
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Slika 3. Udjeli ukupnih polifenola u unutarnjoj sjemenskoj ljusci (LJ) i sjemenu (S)
Figure 3 Total phenolic content in seed coat (LJ) and seed (S)
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Slika 4. Antioksidacijska aktivnosti odredena ORAC metodom u unutarnjoj ljusci (LJ) i sjemenu (S)

Figure 4 Antioxidant activity determined by ORAC assay of seed coat (LJ) and seed (S)

fenola imalo je sjeme pinije provenijencije Mljeta te sli-
jede provenijencije Biograd i Dubrovnik (Slika 3).
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Zanimljivo je da uskladiSteno sjeme (15 godina)
provenijencije Zadar imalo sli¢ne udjele polifenola kao
i sjeme pinije provenijencije Dubrovnik. Antioksidacij-
ski kapacitet odreden je ORAC metodom. ORAC vri-
jednosti kretale su se rasponu od 9,31 — 28,36 umol

Trolox g! odmas¢enog uzorka. Vidljivo je kako su veéi
antioksidacijski kapacitet imali uzorci unutarnje ljuske
nego sjemena pinije. Uzorci koji sadrze vece koli¢ine
polifenola imaju i veéu ORAC vrijednost i najduze
sprjecavaju pad intenziteta fluorescencije (Slika 4).
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Slika 5. Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti (ORAC) i ukupnih polifenola (n = 8)
Figure 5 Correlation between antioxidant activity (ORAC) and total polyphenols (n = 8)

Izmedu vrijednosti ukupnih polifenola i antioksida-
cijskog kapaciteta utvrdena je linearna korelacija s vi-
sokim koeficijentom determinacije (R>=0,9723), sto

ukazuje na to da su polifenolni spojevi odgovorni za
antioksidacijsku aktivnost sjemena pinije (Slika 5).

ZAKLJUCCI — Conclusions

» klijavost sjemena svih provenijencija vi$a je od mi-
nimalne, standardom propisane klijavosti

* na brzinu i visinu klijavosti, u¢esc¢e Sturog sjemena
te krupnoc¢u cesera i sjemena utjeCu dob i stupanj
degradiranosti sastojine, odnosno stabala; mlade sa-
stojine imale su krupnije sjeme vece klijavosti

» sjeme pinije pokazuje znakove dormantnosti, koju
uzrokuje tvrda i nepropusna vanjska sjemenska lju-
ska

* najvecu koli¢inu fosfora, ima sjeme najvece klija-
vosti i energije klijavosti

» ukupne koli¢ine sumpora, dusika, sirovog proteina i
fosfora vece su u sjemenu nego u unutarnjoj sje-
menskoj ljusci

» sjeme je bogato kalijem i magnezijem; ostali zastu-
pljeni minerali su: kalcij, zeljezo, mangan, cink i
bakar; nema znacajne razlike u njihovim vrijedno-
stima u sjemenu i unutarnjoj sjemenskoj ljusci

» vedi antioksidacijski kapacitet imali su uzorci unu-
tarnje ljuske nego sjemena pinije

 polifenolni spojevi dobro koleriraju s antioksidacij-
skom aktivnosti sjemena pinije

Zbog nutritivnih i zdravstvenih vrijednosti sjemena
pinije potrebno je intenzivirati njegovu proizvodnju. Fizi-
¢ka, fizioloska, nutritivna i zdravstvena svojstva sjemena
pinije ukazuju na potrebu osnivanja multifunkcionalnih
sjemenskih plantaza za proizvodnju sjemena.
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SUMMARY: The stone pine (Pinus pinea L.) is typically Mediterranean tree species found
along the Mediterranean basin. In Croatia the stone pine is natively distributed on the island of
Miljet, the locality Saplunara. The use of these seeds is extensive in the trade, the ecology, the
landscape as well as in the nutrition. In the forestry it is used for the reforestation of degraded
stands of the Mediterranean Karst region in Croatia. The umbrella shaped crown gives it very
decorative form interesting in horticulture. The chemical composition is the reason for nutritive
and health values. The seeds are rich in proteins, vitamins A, B, C, D and E, iron, magnesium,
phosphorus, zinc, unsaturated fatty acids and polyphenols. In this research qualitative proper-
ties of seed (germination capacity, 1000 seed weight, moisture content), the chemical composi-
tion and antioxidant properties of seed coat and the seed (amount of total sulphur, total nitrogen
and crude protein, phosphorus, potassium, calcium, magnesium, copper, zinc, iron, manganese

and total polyphenols) were investigated.

Physiological, chemical and antioxidant properties were investigated on fresh seed (3 prove-
nances) and stored seed (1 provenance). Fresh seed was collected in 2009 and stored seed was
collected in 1995 on the area of Forest Enterprise Split. The germination capacity was higher
than the standard value. The provenance Mljet had low germination energy and the highest per-
centage of empty seed. The reason for this was the age of trees. The percentage of fresh unger-
minated seed has shown seed dormancy, and the average was 9%. It was the type of mechanical
dormancy. The provenance Dubrovnik had the highest percentage of fresh ungerminated seed.
The seed health of all investigated provenance was good (Table 2). The average of germination
capacity of stored seed provenance Zadar in the period from 1995 to 2010 was 74% (Table 3).
Significant amount of nitrogen and sulphur gives the embryo the power to growth. The total
amount of nitrogen, sulphur, crude protein and phosphorus was higher in the seed than in the
seed coat. The high amount of crude protein shows that the stone pine seed is good source of
proteins (Table 4). Stone pine seeds are rich in minerals, the most abundant element was potas-
sium than phosphorus and magnesium. The other element abundance was as follows: calcium,
iron, manganese, zinc and copper. Provenance Mljet (natural stand) had the highest amount of
all investigated elements except phosphorus because it was an old stand (Table 5). There is no
significant difference of mineral composition in the seed and in the seed coat. The amount of
total polyphenols and the antioxidant capacity were investigated in the seed and in the seed
coat. From the obtained results of total polyphenols it could be seen that seed from different pro-
venances had different amount of polyphenols. The concentrations of total polyphenols were
two times higher in the seed coat that in the seed (Figure 3). Antioxidant capacity i.e. ORAC va-
lues were significantly higher in the seed coat than in the seed (Figure 4). The linear correlation
with high coefficient of determination was found between total polyphenols and antioxidant ca-
pacity (Figure 5). Total polyphenols are responsible for antioxidant activity. Research results
are in good agreement with the reported values in other Mediterranean countries.

The use of stone pine seed in Croatia is negligible therefore its production should be increa-
sed. Physical, physiological, nutritive and health properties of stone pine seed indicates that the
foundation of multifunctional seed orchards would be necessary for seed production.

Key words: antioxidant capacity, chemical composition, seed quality, Pinus pinea L., po-

lyphenols, seed coat, stone pine seed
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