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Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

1.UvOD

Zahvaljujuéi geografskim, geoloskim i geomorfoloskim karakteristikama, kao i prirodnim
uslovima (klima, zemljiste, itd.) na prostoru centralnog Balkana raste veliki broj razlicitih biljnih vrsta.
Podru¢je Srbije poseduje bogatu floru koja je i taksonomski veoma raznovrsna (Stevanovié i sar.,
1995). Uprkos tome, u $iroj upotrebi je tek oko 250 — 300 vrsta, od kojih najveci broj raste spontano u
prirodi. Tokom poslednjih ¢etrdeset godina insistira se na ispitivanju lekovitog bilja koje sve Cesce
ulazi u sastav gotovih lekova i time redukuje upotrebu sintetskih lekova pracenu nezeljenim
farmakoloskim delovanjima. Mnoge biljne droge koriste se u svom nativnom obliku, neke kao
sirovina za izradu standardizovanih ekstrakata, od kojih se kasnije izraduju fitopreparati, dok se
znacajan broj droga koristi za izolovanje odredenih hemijskih jedinjenja, koja dalje sluze kao polazna

sirovina u sintezi nekih lekova (Tasi¢, Savikin, Menkovi¢, 2009).

Prirodni biljni proizvodi, posebno biljni ekstrakti, danas se uglavnhom dobijaju primenom
konvencionalnih metoda ekstrakcije. Klasi¢ni postupci ekstrakcije imaju niz nedostataka kao Sto su
niska efikasnost procesa, veliki utroSak energije i vremena, upotreba toksi¢nih rastvaraca, termicka
degradacija jedinjenja, negativan uticaj na zivotnu sredinu i proizvodnja ekstrakata neodgovarajuceg
kvaliteta. 1z tog razloga se u savremenoj proizvodnji ekstrakata biljnog porekla tezi razvoju
ekstrakcionih postupaka koji se zasnivaju na primeni "zelenih” netoksi¢nih rastvaraca uz njihovu
smanjenu potro$nju, a istovremeno se obezbeduje povecan prinos i ujednacen visok kvalitet krajnjeg
proizvoda. "Zeleni” pomak u industriji prirodnih proizvoda je u skladu sa zahtevima trzista za

nedenaturisanim biodegradabilnim ekstraktima bez prisustva kontaminanata (Chemat i sar., 2015).

Zbog svega navedenog, ispitivanja u okviru ove disertacije su usmerena na mogucnost
primene savremenih metoda ekstrakcije (ultrazvucna ekstrakcija, mikrotalasna ekstrakcija, ekstrakcija
subkritiénom vodom i ekstrakcija superkriti¢nim ugljendioksidom) za proizvodnju te¢nih i lipofilnih
ekstrakata iz nadzemnog dela Marrubium vulgare L. Svaka ekstrakciona tehnika je posebno
optimizovana u kontekstu definisanja uticajnih parametara ekstrakcije u cilju dobijanja maksimalnog
prinosa ekstrakcije, ciljnih grupa jedinjenja i bioloskih osobina ekstrakata. Ispitana je in vitro
antihiperglikemijska aktivnost i definisan potencijal inhibicije enzima o-amilaze i a-glukozidaze
odabranih te¢nih ekstrakata, odnosno ultrazvu¢nog i mikrotalasnog ekstrakta, dobijenih pri optimalnim
uslovima ekstrakcije. Takode, antibakterijska aktivnost optimalnih ekstrakata je ispitana na odabranim
bakterijskim sojevima mikrodilucionom metodom, pri ¢emu su odredene minimalna inhibitorna i
minimalna baktericidna koncentracija. Lipofilni ekstrakti dobijeni superkritiénom ekstrakcijom

ugljendioksidom su detaljno analizirani po pitanju hemijskog sastava.
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Primenom ultrazvuéne ekstrakcije, mikrotalasne ekstrakcije i ekstrakcije subkriticnom vodom
dobijeni su ekstrakti u te¢noj formi. Te¢ni proizvodi zahtevaju vecée troskove u pogledu skladiStenja i
transporta, odlikuje ih manja stabilnost, dok je moguénost inkorporacije u nove proizvode ograni¢ena.
Radi prevazilazenja pomenutih nedostataka te¢nih formi proizvoda, cilj ove disertacije je i ispitivanje
moguénosti primene suSenja raspriivanjem (spray drying) za transformaciju te¢nih ekstrakata M.
vulgare u suve ekstrakte, odnosno prahove. Suvim ekstraktima su definisane najznacajnije fizicke i
hemijske osobine, kao i biolosSka aktivnost. Antibakterijska aktivnost odabranih ekstrakata ispitana je
na odredenim bakterijskim sojevima mikrodilucionom metodom, pri ¢emu su odredene minimalna
inhibitorna i minimalna baktericidna koncentracija. Glavni cilj svih ispitivanja je bilo dobijanje
kvalitetnih suvih ekstrakata koji se mogu direktno inkorporirati u funkcionalnu hranu, dijetetske
suplemente ili dalje koristiti u formulaciji razli¢itih gotovih proizvoda koji se primenjuju preventivno

ili radi poboljSanja zdravlja ljudi.
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2. OPSTI DEO

2.1. Marrubium vulgare L.

Marrubium vulgare L. (o€ajnica, macina trava, beli tetrljan) je viSegodi$nja biljka gorkog
ukusa i neprijatnog mirisa. Naj¢e$c¢e je zastupljena u formi razgranatog grma visine od 0,3 do 0,6 m.
Stabljika je uspravna, prekrivena belim dlakama, a listovi su okruglo-jajasti, liska naborana i tupo
nazubljena. Mladi listovi su gusto obrasli dlakama. Cvasti su sakupljene u pazuhu listova u loptaste,
razmaknute priljenove. Caica je sa 10 unazad savijenih zubaca. Cvetovi su sitni, krunica bela,

pokrivena maljama (Slika 1). Vreme cvetanja je od juna do avgusta (Tasi¢, Savikin, Menkovi¢, 2009).

Slika 1. Vrsta Marrubium vulgare L., izgled cvasti i grma

(http://vro.agriculture.vic.gov.au/dpi/vro/vrosite.nsf/pages/weeds_herbs_perennial_horehound)

2.2. Taksonomija i rasprostranjenost

Genus Marrubium (Lamiaceae) obuhvata oko 49 vrsta (Ahvazi i sar., 2016), koje ukljucuju
jednogodisnje i viSegodisnje biljke. Uprkos tome §to su vrste genusa ve¢inom rasprostranjene u irano-
turanskim kao i u Mediteranskim fitogeografskim regijama, neke vrste su naturalizovane u Americi i
Australiji (Akgiil i sar., 2008). Prema Flora Iranica (Rechinger, 1982) i Flora of Iran (Jamzad, 2012),
Marrubium obuhvata 11 vrsta u Iranu, od kojih je jedna endemi¢na (M. procerum Bunge). Veéina
Marrubium vrsta je rasprostranjena po stepama i suvim oblastima Irana (Grassia i sar., 2006). Postoji
mnogo diskusija o infrageneri¢koj klasifikaciji roda. Bentham (1836) je detaljno pregledao ovaj genus
i podelio Marrubium u dve sekcije, Lagopsis i Marrubium. Boissier (1867) i Briquet (1896) su podelili
genus u dve i tri sekcije. Medutim, u nekim zemljama kao §to su Iran i Turska, Marrubium vrste nisu

klasifikovane u sekcije (Cullen, 1982; Rechinger i Hedge, 1982; Jamzad, 2012). Vaskularna flora
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Srbije prepoznaje tri Marrubium vrste (M. vulgare, M. peregrinum i M. incanum), pri ¢emu je M.
vulgare najrasprostranjenija (Tasi¢, Savikin, Menkovi¢, 2009). Sistematski polozaj vrste M. vulgare,

odnosno oc¢ajnice, prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1. Sistematski polozaj vrste M. vulgare

Carstvo (regnum) Plantae

Klasa (classis) Dicotyledonae

Red (ordo) Lamiales

Familija (familia) Lamiaceae

Rod (genus) Marrubium L.
V/rsta (species) Marrubium vulgare

2.3. Biljna droga i biljni proizvodi/preparati

Za hiljne proizvode i preparate na bazi M. vulgare, navedene indikacije su detaljno opisane u

farmakopejama i drugoj struénoj literaturi (Tabele 2 i 3):

Tabela 2. Respiratorni i torakalni poremecaji

Katar respiratornog trakta Blaschek i sar., 2009
Akutni bronhitis, neproduktivni kasalj, katar
respiratornog trakta
Tradicionalna primena u sluc¢aju simptomatskog
tretmana kaslja i sklonosti ka akutnom Janicke i sar., 2003; Barnes, 2007; Seitz i
beningnom bronhitisu i u cilju poboljsanja Zepernick, 2007
sekretoliticke aktivnost u respiratornom traktu

Bradley, 1992

Blumenthal i sar., 1998; Bradley 1992;
Katar gornjeg respiratornog trakta Teuscher, 2004; Schilcher, 2007; Seitz, 2007;
Blaschek, 2009

Akutni ili hroniéni bronhitis

bronhitis sa neproduktivnim kasljem, BHP (1976, 1983)
veliki kasalj
Ekspektorans BHP (1976, 1983, 1990, 1996)

Ekspektorans, preparati na bazi ove biljke se
proizvode u formi infuza, oksimela ili sirupa,
zastupljen je kao lek protiv kaslja, prehlade i u

slucaju sklonosti ka pluénim infekcijama

Kasalj/bronhitis, respiratorni katar PDR for Herbal Medicines (1998)

British Pharmaceutical Codex (1934)
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Tabela 3. Poremecaji Zeludca

Nadutost i flatulencija Blumenthal i sar. (1998)
Primena u cilju unapredenja funkcije
gastrointestinalnog trakta

Indikations liste (2005)

Osecaj sitosti i flatulencija Blaschek i sar. (2006)
Dispepsija Bradley (1992)
Laksativ (u ve¢im dozama) British Pharmaceutical Codex (1934)
Dispepticke smetnje DAC (1995, 1997, 2003)
Vrste medicinskih agenasa koji uti¢u na Osterreichisches Arzneibuch (1960, 1981,
praznjenje zuci 1990)

Di tick tnj imanje i flatulencij -
ispepticke smetnje, nadimanje i flatulencija, PDR for Herbal Medicines (1998)

smetnje u zu¢noj kesi

Za neke od ovih indikacija potvrdena je i terapijska efikasnost M. vulgare u zvani¢noj
medicini, §to je omoguéilo da primena ove biljke bude odobrena od strane razli¢itih komisija za
registraciju biljnih preparata (EMA/HMPC/604271/2012; ESCOP, 2013). Prema pregledu proizvoda

koji su plasirani na trziSte, istaknute su sledece indikacije:

v Sok isceden iz sveze Marrubii herbe: 2-6 supenih kasika dnevno, katar respiratornog trakta,
osecaj sitosti i flatulencija (Janicke, 2003; Schilcher i sar., 2007; Seitz i Zepernick, 2007;
Blaschek, 2009),

v’ Tecni ekstrakt dobijen ekstrakcijom Marrubii herbe (odnos droga/rastvara¢ 1:1, 20% etanol):
1-4 mL tri puta dnevno, tradicionalna primena kako bi se poboljsala sekretoliticka aktivnost u
respiratornom traktu (Bradley, 1992; Janicke i sar., 2003; Barnes, 2007; Seitz i Zepernick,
2007),

v' 4,5 g droge dnevno ili 1-2 g infuza tri puta dnevno (Bradley, 1992; Janicke i sar., 2003;
Teuscher i sar., 2004; Barnes i sar., 2007; Schilcher i sar., 2007; Seitz i Zepernick, 2007,
Blaschek i sar., 2009),

v" Tinktura (1:5, 25% etanol): 3-6 mL dnevno (Bradley, 1992).

Prema literarnim podacima i indikacijama koji se odnose na proizvode koji se plasiraju na

trziste, u monografiji su propisane sledece indikacije:

a) Tradicionalni medicinski preparat na bazi bilja, koji deluje kao ekspektorans u slucaju
prehlade pracene kasljem;

b) Tradicionalni medicinski preparat na bazi bilja, koji se koristi u toku simptomatskog
tretmana, u slu¢aju blagih dispepti¢kih smetnji (nadimanje i flatulencija);

c) Tradicionalni medicinski preparat na bazi bilja, koji se koristi u slucaju privremenog

nedostatka apetita.
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Upotreba ekstrakata M. vulgare van medicinskog domena je u svrhu korigovanja ukusa
razli¢itih prehrambenih proizvoda, konditora i alkoholnih napitaka (gorka rakija i likeri), posebno piva
gde se Koristi kao supstitucija za hmelj (Pukalskas i sar., 2012).

2.4. Hemijski sastav

Od svih predstavnika roda Marrubium, detaljno su fitohemijski ispitane sledece vrste: M.

vulgare i M. peregrinum. Literaturni podaci o ostalim vrstama ovog roda su oskudni.

Karakteristi¢ni konstituenti roda Marrubium su diterpeni labdanskog tipa marubiin (0,12 —
1,0%) i marubenol, dobijeni metabolickim reakcijama iz njihovih prekursora premarubiina i
premarubenola tokom perioda rasta, zatim peregrinol i vulgarol, do 7% tanin, do 0,1% feniletanoidnih
estara, ukljucujuci verbaskozide, balotetrozid, forzitozid B, marubozid i arenariozid, etarsko ulje (0,05
— 0,06%) u ¢iji sastav spadaju uglavnom fenilpropanoidi, mono- i seskviterpeni, hidroksicimetne
kiseline, hlorogenska, kafena, kafeoil-jabu¢na kiselina i kafeoil hininska kiselina, flavon- i flavonol
glikozidi, laktoil flavoni, metoksilovani flavon ladanein, amini ukljucujuc¢i holin (0,2%) i betonicin
(0,3%) (Nawwar i sar., 1989; Sahpaz i sar., 2002a; Sahpaz i sar., 2002b; Martin-Nizard i sar., 2003;
Belhattab i sar., 2006; Knoss, 2006; Seitz i Zepernick, 2007; Morteza-Semnani i sar., 2008; Blaschek i
sar., 2009; Ahmed i sar., 2010; Alkhatib i sar., 2010; Zawislak, 2011).

2.4.1. Etarsko ulje

Uprkos tome §to M. vulgare spada u vrste koje nisu prepoznatljive po bogatom sadrzaju
etarskog ulja (0,05 — 0,06%) (EMA/HMPC/604271/2012; ESCOP, 2013), brojne studije su se bavile
ispitivanjem upravo ovog aspekta ove biljne vrste. Neki autori su ispitivali i poredili sastav etarskog
ulja dobijenog iz biljke u razli¢itim fazama vegetacije, dok su drugi ispitivali sadrzaj etarskog ulja
dobijenog iz razli¢itih delova biljke (list, cvet i stablo). Belhattab i sar. (2006) su analizirali etarsko
ulje dobijeno hidrodestilacijom i simultanom destilacijom-ekstrakcijom iz nadzemnih delova M.
vulgare prikupljenih tokom vegetativne (V) i reproduktivne (R) faze. Prinos etarskog ulja je iznosio <
0,05% (v/m). Eugenol je detektovan kao dominantna komponenta (50%) u R-ulju, dok je u V-ulju
prisutan tek 16%. B-Bisabolen je identifikovan kao dominantna komponenta (29%) V-ulja i druga po
redu glavna komponenta (11%) R-ulja. Letchamo i sar. (1997) su ispitali etarsko ulje u listovima,
cvetovima i stabljikama M. vulgare i dobili su prinose od 0,29%, 0,10% i 0,01%. U tabelama 4 i 5 dati
su rezultati odabranih naucnih studija koja su se bavila isptivanjem etarskog ulja i komponenata

etarskog ulja izolovanog iz M. vulgare.
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Tabela 4. Prinos etarskog ulja, ukupan prinos, broj identifikovanih jedinjenja, deo biljke i primenjeni
postupak destilacije M. vulgare

Ukupan Broj
Prinos | prinos | identifikovanih Deo biljke Ekstrakcija Zemlja Literatura

(%) (%) jedinjenja porekla
Nadzemni deo, Destilacija vodenom
osuSen u su$nici | parom (3 h), aparatura

0,05 - 23 na 30°C po Deryng-u Poljska Zawislak, 2012
(6 dana)

Nadzemni deo, Destilacija vodenom

0,05 - 48 osuen u su$nici | parom (3 h), aparatura Poljska Zawislak, 2015
na 30°C po Deryng-u
(6 dana)

Faza cvetanja, Hidrodestilacija (3 h),
nadzemni deo, aparatura po

0,07 - 31 osusen u susnici | Clevenger-u Poljska Hmamou i sar., 2013
na 30°C

(4 dana)
Faza cvetanja, Hidrodestilacija (3 h),
nadzemni deo, aparatura po

0,06 98 26 osusen u su$nici | Clevenger-u Poljska Nagy i Svajdlenka,
na 30°C 1998
(4 dana)

Nadzemni deo Metod po Farmakopeji

0,07 96 21 osu$en na Slovacka Asadipour i sar., 2005
vazduhu
Nadzemni deo Hidrodestilacija (4 h),

0,1 77,08 86,2 osuSen na aparatura po Iran Khanavi i sar., 2005
vazduhu Clevenger-u
Faza cvetanja, Hidrodestilacija (3 h),

0,09 95,1 34 nadzemni deo aparatura po Iran Morteza-Semnani i
osusen na Clevenger-u sar., 2008
vazduhu
Faza cvetanja, Hidrodestilacija (3 h),

0,4 93,5 20 osusen aparatura po Iran Hamdaoui i sar., 2013
nadzemni deo Clevenger-u
Nadzemni deo Hidrodestilacija (2 h),

0,02 74,6 35 osuSen na aparatura po Tunis Bayir i sar., 2014
vazduhu Clevenger-u

Destilacija vodenom
- - 11 Listovi parom (3 h), aparatura Turska Golparvar i sar., 2015
po Clevenger-u
Hidrodestilacija (3 h),
- 99,89 44 Nadzemni deo aparatura po Iran Said-Al Ahl i sar.,
Clevenger-u 2015
Faza cvetanja, Hidrodestilacija (2 h),
- 99,39 32 sveza biljka aparatura po Egipat Rezazi i sar., 2017
Clevenger-u
Listovi osuseni | Hidrodestilacija (3 h),

0,05 97,72 28 u susnici na aparatura po Alzir Weel i sar., 1999
30°C (6 dana) Clevenger-u
Svezi usitnjeni Hidrodestilacija (3 h),

- - 47 listovi osuseni aparatura po Litvanija Letchamo i
na vazduhu Clevenger-u Mukhopadhyay, 1997
Faza cvetanja, Hidrodestilacija (3 h),
0,05 90 30 nadzemni deo aparatura po Alzir Belhattab i sar., 2006

osuSen na
vazduhu

Clevenger-u
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Vegetativha Hidrodestilacija (3 h),
0,05 90 30 faza, nadzemni | aparatura po Alzir Belhattab i sar., 2006
deo osusen na Clevenger-u
vazduhu
Nadzemni deo Hidrodestilacija (4 h),
0,34 100 34 osusen na aparatura po Tunis Kadri i sar., 2011
vazduhu Clevenger-u
Nadzemni deo Hidrodestilacija (4 h),
0,05 82,46 50 osusen na aparatura po Alzir Abadi i Hassani, 2013
vazduhu Clevenger-u
Nadzemni deo Hidrodestilacija do
1 99,79 36 osusen na konstantne zapremine Libija El-Hawary i sar., 2013
vazduhu (minimum 1 h)
Listovi osuseni | Hidrodestilacija (4 h),
0,34 100 34 na vazduhu aparatura po Iran Bokaeian i sar., 2014
Clevenger-u
Listovi osuseni | Hidrodestilacija (2 h),
0,75 - 30 na vazduhu aparatura po Iran Dehbashi i sar., 2015
Clevenger-u
Sveza biljka, Hidrodestilacija,
0,2 57,50 19 nadzemni deo aparatura po Egipat Salama i sar., 2012
Clevenger-u

Elbali i sar. (2018) su ispitali varijabilnost etarskog ulja M. vulgare, sakupljene sa 10 razli¢itih

lokaliteta u Alziru. Etarska ulja su klasifikovana u 5 hemotipova: B-bisabolen-tip (3,1-43,4%)

karakteristican za peskovito zemljiste na visokoj nadmorskoj visini, &-kadinen-tip (0,2-34,2%)

karakteristiCan za peskovito zemljiSte

i visoke temperature,

E-p-farnezen-tip (1,4-34,8%)

karakteristican za alkalno zemljiSte na visokoj nadmorskoj visini, B-kariofilen-tip (3,4-43,1%)

karakteristiCan za glinovito zemljiSte sa organskom materijom, i germakren-D-tip (2,1-37,9%)

karakteristican za vlazna i slana zemljista. Rezultati ispitivanja ovih autora ukazuju i na visoku

varijabilnost antioksidativne i antimikrobne aktivnosti, §to samo dodatno potvrduje uticaj geografskog

staniSta 1 faktora zivotne sredine na bioloske aktivnosti.

Tabela 5. Sadrzaj dominantnih komponenti etarskog ulja M. vulgare

Jedinjenje Sadrzaj Literatura
(%)
3,1-43,4 Elbali i sar., 2018
28,3 Hamdaoui i sar., 2013
B-bisabolen 0,81 Golparvar i sar., 2015
0,86 Kadri i sar., 2011
25,4 Khanavi i sar., 2005
1,05 El-Hawary i sar., 2013
3,30 Kadri i sar., 2011
6-kadinen 0,36 Golparvar i sar., 2015
0,2-34,2 Elbali i sar., 2018
3,13 Abadi i Hassani, 2013
2,1 Khanavi i sar., 2005
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9,61 Abadi i Hassani, 2013
9,37 Kadri i sar. 2011
14,4 Nagy i Svajdlenka, 1998
0,41 Golparvar i sar., 2015
germakren-D 1,69 El-Hawary i sar., 2013
4,71 Weel i sar., 1999
2,1-379 Elbali i sar., 2018
9,7 Khanavi i sar., 2005
20,23-31,14 Zawislak, 2012
15,66 El-Hawary i sar., 2013
7,4 Hamdaoui i sar., 2013
11,39 Golparvar i sar., 2015
(E)-p-farnezen 8,3 Khanavi i sar., 2005
9,61 Weel i sar., 1999
1,4-34,8 Elbali i sar., 2018
7,8 Hamdaoui i sar., 2013
32,19 Golparvar i sar., 2015
11,6 Khanavi i sar., 2005
45,8 Nagy i Svajdlenka, 1998
p-kariofilen 2,22 El-Hawary i sar., 2013
2,15 Kadri i sar., 2011
8,50 Weel i sar., 1999
3,4-43,1 Elbali i sar., 2018

Poredenjem hemijskog sastava etarskog ulja M. vulgare sa razli¢itog geografskog porekla
zapazena je znacajna varijabilnost kako sadrzaja etarskog ulja, tako i njegovog hemijskog sastava. U
Litvaniji, hidrodestilacijom isparljivih komponenti koje su analizirane pomo¢u GC-MS, utvrdeno je
da su glavni konstituenti etarskog ulja B-bisabolen, 6-kadinen i izokariofilen (Weel i sar., 1999). U
Egiptu, timol i y-kadinen su navedeni kao dominantni konstituenti etarskog ulja M. vulgare (Salama i
sar., 2012). U Libiji, EI-Hawary i sar. (2013) su ispitali glavne komponente etarskog ulja i zaklju¢eno
je da su to karvakrol, (E)-B-farnezen i timol. U Tunisu, Hamdaoui i sar. (2013) su naveli B-bisabolen
(28,3%), B- kariofilen (7,8%), (E)-p-farnezen (7,4%) i 1,8-cineol (4,8%) kao dominantne konstituente
etarskog ulja. U Alziru, Abadi i Hassani (2013) su utvrdili da su glavne komponente ovog etarskog
ulja 4,8,12,16-tetrametil heptadekan-4-olid (16,97%), germakren D-4-ol (9,61%), a-pinen (9,37%),
fitol (4,87%), sabina-keton (4,12%), piperiton (3,27%), é-kadinen (3,31%), 1-okten-3-ol (2,35%) i
benzaldehid (2,31%). U Iranu, Golparvar i sar. (2015) su identifikovali 44 jedinjenja u etarskom ulju,
dobijenom iz nadzemnih delova M. vulgare, pomoéu GC-MS. Prema ovoj studiji dominantna
jedinjenja ovog etarskog ulja su p-kariofilen (32,19%), (E)-B-farnezen (11,39%), 1,8-cineol (8,17%) i
a-pinen (6,64%). U drugoj studiji identifikovano je 34 jedinjenja u etarskom ulju ulju M. vulgare, a
kao glavni konstituenti navedeni su oksidovani monoterpeni (40,02%) i seskviterpeni (42,7%),
zastupljeni u gotovo jednakom procentu. Na slici 2 su prikazane hemijske strukture najzastupljenijih

komponenti etarskog ulja M. vulgare.
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CHy CHy CH,

(E)-p-farnezen

Slika 2. Hemijske strukture najzastupljenijih komponenti etarskog ulja M.vulgare

Proizvodnja sekundarnih metabolita, ukljuéujuci i etarsko ulje, u velikoj meri zavisi od uslova

sredine i pratecih faktora kao $to su geografsko staniSte, vreme i nacin branja, temperatura, tip

zemljista, dostupnost vode i nutritijenata i atmosferski uslovi (Mahmoud i sar., 2018; Elbali i sar.,
2018; Zawislak i sar., 2015; Zawislak i sar., 2012; Hamdaoui i sar., 2013; Ahvazi i sar., 2016; Amri i

sar., 2017), §to je najverovatnije i uzrok pomenute varijabilnosti. U prilog ovoj konstataciji ide i

Cinjenica da su Kadri i sar. (2011) i Bokaeian i sar. (2014) detektovali y-eudezmol kao dominantnu

komponentu, dok u drugim studijama ovo jedinjenje uopste nije detektovano.
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2.4.2. Fenolna jedinjenja

Sekundarni metaboliti poreklom iz biljaka poseduju znacajne bioloske i farmakoloske
aktivnosti. Mnogi poremecaji u ljudskom organizmu, poput koronarnih sr¢anih oboljenja, inflamacije,
dijabetesa, karcinogeneze i neurodegenerativnih bolesti, mogu biti rezultat povecane koncentracije
slobodnih radikala u organizmu. Oksidativni stres usled proizvodnje slobodnih radikala je glavni
okida¢ za pojavu razli¢itih bolesti. Oksidaciono osteéenje postize se "napadom” slobodnih radikala na
razlic¢ite biomolekule, posebno proteine, lipide i DNK, $to rezultira degradacijom ¢elije i apoptozom.
Stetni efekti naruiene ravnoteze antioksidans-prooksidans mogu se u velikoj meri spreéiti unosom
antioksidanasa preko suplemenata ili hrane koja sadrzi antioksidanse (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Zbog svog prirodnog porekla, antioksidansi dobijeni iz biljaka imaju veé¢i benefit u poredenju sa
sintetskim za koje je otkriveno da imaju neZeljene sekundarne efekte (Rohman i sar., 2010; Zheng i
Wang, 2001). Stoga ispitivanja hemijskog sastava i bioloske aktivnosti lekovitog bilja kao
potencijalnog izvora prirodnih antioksidanasa imaju rastu¢i trend. Fenolne Kiseline i flavonoidi su
detaljno proucavani zbog njihovih antioksidativnih svojstava jer su u stanju da spree ili odloze
reakcije oksidacije, slobodno radikalske lancane reakcije koje se deSavaju u auto-oksidativnim
sistemima (Tarnavski i sar., 2004). Fenolne kiseline i flavonoidi su ukljuceni u antioksidativnu
aktivnost jer mogu da heliraju jone metala koji u€estvuju u stvaranju interaktivnih vrsta kiseonika
(ROS) ili "nvataju” slobodne radikale i formiraju stabilne intermedijarne strukture, ograni¢avajuci na
taj nacin slobodne radikalske reakcije inicijacije ili propagacije (Moon i Shibamoto, 2009; Zheng i
Wang, 2001). Njihova proizvodnja pokazuje Siroku kvalitativnu i kvantitativnu varijaciju izmedu
biljnih organa i zavisi od rasta biljaka, faktora zivotne sredine i stresnih stimulansa poput UV zracenja,

suse i visokih temperatura (Sosa i Tonn, 2008).

Fenolna jedinjenja predstavljaju najbrojniju klasu sekundarnih biomolekula biljaka gde
dominiraju flavonoidi, fenil propanoidi i fenolne kiseline. Flavonoidi sadrze vise fenolnih hidroksilnih
grupa vezanih za difenilpropanski (C6-C3-C6) skelet. Prema stepenu oksidacije centralnog piranskog
prstena flavonoidi su podeljeni u 12 klasa, od kojih su u biljkama najces¢e zastupljeni flavoni,
flavonoli, flavan-3-oli, antocijanidini i izoflavoni (Rice-Evans i sar., 1997). Flavonoidi su povezani sa
Sirokim spektrom zdravstvenih benefita i nezaobilazna su komponenta u razli¢itim prehrambenim,
farmaceutskim, medicinskim i kozmeti¢kim aplikacijama. Takode, biljni flavonoidi poseduju bogatu
paletu farmakoloskih aktivnosti koja obuhvata antioksidativno, antiinflamatorno, antimutageno i
antikancerogeno delovanje, zajedno sa njihovom sposobno$¢u da modulisu kljucne ¢elijske funkcije
enzima. Takode je poznato da su potentni inhibitori nekoliko enzima, kao Sto su ksantin oksidaza,
ciklooksigenaza, lipooksigenaza i fosfoinozitid 3-kinaza (Metodiewa i sar., 1997; Hayashi i sar., 1988,
Walker i sar., 2000).
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Vise od 10 flavonoida, ukljucuju¢i aglikone i glikozide, su identifikovani u razli¢itim
delovima biljke M. vulgare. Ukupno 11 flavonoida, ukljucujuéi i njihove glikozide, izolovano je iz
listova M. vulgare: viteksin, hrizoeriol, kvercetin-3-O-a-1-ramnozil glukozid, izokvercetin, luteolin,
apigenin, apigenin-7-O-glukozid, apigenin-7-laktat, apigenin-7-(6 —p-kumaroil)-glukozid, luteolin-7-
O-B-D-glukozid i luteolin-7-laktat (Nawwar i sar., 1989, Kowalewski i Matlawska 1978, Rahman,
2007). Derivat flavona, 3-hidroksi apigenin-4’-O-(6’’-O-p-kumaroil)-p-D-glukopiranozid, izolovan je
iz metanolnog ekstrakta cele biljke M. vulgare (Shaheen i sar., 2014). Ladanein je izolovan po prvi put
iz dihlormetanskog ekstrakta nadzemnog dela M. vulgare (Alkhatib i sar., 2010). U drugoj studiji,
nadzemni delovi M. vulgare ekstrahovani su smeSom metanol-voda-siréetna kiselina, pri ¢emu je po
prvi put iz M. vulgare izolovan 7-O-B-glukuronil luteolin zajedno sa drugim jedinjenjima kao $to su
ladanein i 7-O-B-glukopiranozil luteolin (Pukalskas i sar., 2012). Osam fenolnih kiselina i pet
flavonoida su identifikovani u etil acetatnoj frakciji M. vulgare i kvantifikovani pomo¢u HPLC-DAD,

pri ¢emu je sadrzaj kvercetin-3-D-O-galaktozida dominantan (Boulila i sar., 2015).

2.4.3. Fenipropanoidni i feniletanoidni glikozidi

Pojedini fenilpropanoidi, u koje spadaju (E)-kafeoil-L-jabu¢na kiselina, forzitozid B, akteozid,
balotetrozid i arenariozid izolovani su iz nadzemnih delova M. vulgare u fazi cvetanja (Saphaz i sar.,
2002a; Popa i Pasechnik, 1975). Verbaskozid i forzitozid B su izolovani iz nadzemnih delova M.
vulgare (Pukalskas i sar., 2012) smeSom rastvarata metanol-voda-siréetna kiselina (79:20:1, v/v/v).
Vulgarkozid A, diglikozid diterpena peregrinola, izolovan je iz metanolnog ekstrakta cele biljke M.
vulgare (Shaheen i sar., 2014). Takode, feniletanoidni glikozidi marubozid i acetil-marubozid

izolovani su iz nadzemnih delova M. vulgare (Saphaz i sar., 2002b).

2.4.4. Diterpen marubiin

Vise od 54 sekundarna metabolita je izolovano i identifikovano iz razli¢itih delova M. vulgare.
Medu njima, diterpeni, seskviterpeni i flavonoidi se smatraju za dominantne klase jedinjenja, od kojih
neke pokazuju potencijalne bioloske aktivnosti in vitro i in vivo. Diterpeni predstavljaju znacajnu
klasu jedinjenja prisutnih u nadzemnim delovima M. vulgare. Do danas je iz M. vulgare izolovano i
identifikovano devet razlicitih vrsta diterpena (Slika 3) ukljucuju¢i i njihove alkoholne derivate (Lodhi
i sar., 2017). Najznacajniji sekundarni metabolit ove biljne vrste je marubiin (0,3-1%), furanski
labdanski diterpen koji je izolovan po prvi put iz listova M. vulgare i smatra se hemotaksonomskim
markerom za rod Marrubium. Marubiin je poznat kao gorki princip ove biljke i mnogih drugih u

okviru porodice Lamiaceae (Popoola i sar., 2013).

12



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

marubiin premarubiin

marubenol vulgarol marubiol

Slika 3. Hemijske strukture najznacajnijih diterpena izolovanih iz M. vulgare

Marubiin nastaje kao nusproizvod iz premarubiina tokom procesa ekstrakcije posebno pri
vi$im temperaturama (Yousefi i sar., 2016). Premarubiin, premarubenol i vulgarol su takode prisutni u
herbi M. vulgare (Knoss i sar., 1997; Henderson i MCcrindle, 1969; Popa i Pasechnik, 1975).
Labdanski skelet sluzi kao prekursor za mnoge diterpene, kao i u biosintezi marubiina koji se sintetiSe
preko mevalonat-nezavisnog puta. Akumulacija furanskih labdanskih diterpena je ispitana u razli¢itim
delovima herbe M. vulgare (Knoss i sar., 1997). Dokazano je da se furanski labdanski diterpeni
proizvode i akumuliraju iskljucivo u nadzemnim delovima biljke i to ve¢inom u listovima i cvetovima,
dok maksimalno nakupljanje nastaje u zrelim listovima neposredno pre cvetanja (Piccoli i Bottini,
2008).
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2.5. BioloSka aktivnost

2.5.1. Antioksidativna aktivnost

M. vulgare je bogat izvor fenolnih sekundarnih metabolita u kvalitativnom smislu, dok je
sadrzaj ovih jedinjenja manji od 1% u ukupnom ulju (Weel i sar., 1999). Brojna in vitro ispitivanja
razli¢itih ekstrakata M. vulgare potvrdila su njihov izuzetan antioksidativni potencijal, koji se ogleda u
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala, uklju¢uju¢i ABTS i DPPH radikale, sposobnosti redukcije
Fe®* jona i inhibicije lipidne peroksidacije. U vecini studija ovi efekti se pripisuju polifenolnom
sastavu M. vulgare (VanderJagt i sar., 2002; Berrougui i sar., 2006; Katalinic i sar., 2006; Matkowski i
Piotrowska, 2006; Wojdylo i sar., 2007; Dall’Acqua i sar., 2008, Kadri i sar., 2011; Pukalskas i sar.,
2012).

Razliciti autori su ispitali antioksidativni kapacitet etarskog ulja (Abadi i Abdellatif, 2013;
Kadri i sar., 2011) i ekstrakata M. vulgare dobijenih konvencionalnim metodama ekstrakcije sa
razli¢itim rastvara¢ima kao $to su voda (Weel i sar., 1999; Berrougui i sar., 2006; VanderJagt i sar.,
2002), metanol (Pukalskas i sar., 2012; Berrougui i sar., 2006), aceton (Weel i sar., 1999) i siré¢etna
kiselina (Pukalskas i sar., 2012). Utvrden je protektivni efekat 40% metanolnog ekstrakta nadzemnog
dela M. vulgare na kardiovaskularne bolesti. Protektivni efekat se ogleda u sposobnosti ekstrakta da
§titi lipoproteine niske gustine (LDL) od lipidne peroksidacije, i na taj na¢in smanjuje rizik od pojave
kardiovaskularnih bolesti, kao i da stimuliSe povratni transport holesterola, posredstvom lipoproteina
visoke gustine (HDL), u humanim THP-1 makrofagima (eng. Tamm-Horsfall Protein-1; humana
monocitna Celijska linija uzeta od pacijenta sa akutnom monocitnom leukemijom) (Berrougui i sar.,
2006).

Metanolni ekstrakt listova M. vulgare je pokazao znacajan antioksidativni potencijal prema
DPPH (ICso = 35 pg/mL) i ABTS (ICsp = 25 pg/mL) radikalima. Antioksidativna aktivnost acetatnih i
vodenih ekstrakata dobijenih iz listova M. vulgare je testirana u ulju uljane repice (Brassica napus L.)
na temperaturi od 80 °C (Weel i sar., 1999). Acetatni ekstrakt se pokazao kao potentniji u odnosu na
vodeni ekstrakt M. vulgare. U drugoj studiji, antioksidativna aktivnost vodenih ekstrakata M. vulgare
je odredivana pomocu dvostepenog Trolox testa koji je pokazao znacajan antioksidativni potencijal

(VanderJagt i sar., 2002).

Antioksidativni potencijal etarskog ulja M. vulgare je ispitivan in vitro pomoc¢u nekoliko
testova medu kojima su sposobnost hvatanja slobodnih radikala (DPPH test), test izbeljivanja B-
karotena i ukupni redukcioni kapacitet (FRAP test) (Kadri i sar., 2011). Ova ispitivanja su takode
ukazala na znacajnu razliku u hemijskom sastavu etarskog ulja M. vulgare u zavisnosti od geografskog

porekla. Autori studije su zakljucili da antioksidativni potencijal etarskog ulja M. vulgare potice od
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jedinjenja sa hidroksilnim grupama i moguceg sinergistickog delovanja sa jedinjenjima koja sadrze
kiseonik. DPPH test je pokazao da etarsko ulje M. vulgare ispoljava znacajnu antioksidativnu
aktivnost in vitro, koja je dvostruko veca od sintetskog antioksidansa (butil-hidroksitoluen; BHT).
Rezultati testa izbeljivanja B-karotena su potvrdili da je antioksidativni kapacitet etarskog ulja M.
vulgare uporediv sa BHT. Ukupni redukcioni kapacitet etarskog ulja M.vulgare je znatno nizi u
odnosu na BHT pri istoj koncentraciji. Abadi i sar. (2013) su takode ispitali antioksidativni status
etarskog ulja M. vulgare odredivanjem sposobnosti heliranja jona prelaznih metala i sposobnosti
hvatanja DPPH radikala. Rezultati su pokazali da je antioksidativni potencijal etarskog ulja nizi od

sintetskog antioksidansa butil-hidroksianizola (BHA).

Pukalskas i sar. (2012) su ispitali antioksidativhu aktivnost izolovanih jedinjenja (5,6-
dihidroksi-7,4-O-dimetoksiflavon,  7-O-B-glukopiranozil  Iluteolin,  7-O-B-glukuronil luteolin,
verbaskozid i forzitozid B) u odnosu na rozmarinsku kiselinu pomoc¢u slede¢ih testova: sposobnost
neutralizacije stabilnih DPPH i ABTS radikala. Delovanje verbaskozida i fortizida B se pokazalo
sli¢éno delovanju rozmarinske kiseline prilikom ispitivanja sposobnosti hvatanja ABTS, moguce usled
prisustva sli¢nog aglikonskog dela molekula. Sli¢nu antioksidativnu aktivnost prema ABTS pokazali
su luteolin glikozidi, dok je 7-O-B-glukuronil luteolin ispoljio ve¢u antioksidativnu aktivnost u odnosu
na svoj glukopiranozil analog. Ova ¢injenica ukazuje na to da i Secerna komponenta moze uticati na
biolosku aktivnost jedinjenja. Martin-Nizard i sar. (2003) su ispitali protektivni efekat Cetiri
fenilpropanoidna glikozida (verbaskozid, forzitozid B, arenariozid i balotetrozid) i neglikozidnog
derivata (kafeoil-jabu¢na kiselina), izolovanih iz nadzemnih delova M. vulgare, prema citotoksi¢nosti
izazvanoj oksidovanim LDL proteinima. Ova jedinjenja inhibiraju Cu-indukovanu LDL oksidaciju i

Stite morfoloske apekte ¢elija tokom njihove inkubacije sa oksidovanim LDL.

2.5.2. Antimikrobna aktivnost

Uprkos dostupnosti antibiotika Sirokog spektra delovanja, njihova neracionalna primena
dovela je do pojave rezistentnosti pojedinih bakterijskih sojeva. Upravo zato ispitivanje antimikrobne
aktivnosti biljnih ekstrakata predstavlja nezamenjiv korak njihove Kkarakterizacije. Posebno je
neophodno ispitati prirodne proizvode, jer postoje podaci da su bogat izvor antimikrobnih agenasa

niske toksi¢nosti, Sirokog spektra delovanja i zadovoljavajuée farmakokinetike (Cushnie i sar., 2003).

Keles i sar. (2001) su ispitali antibakterijsku aktivnost etanolnog ekstrakta M. vugare na
slede¢e bakterijske sojeve: Salmonella enteritis, Salmonella gallinarum, Streptococcus dysgalatiae,
Streptococcus agalactiae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus i Escherchia coli. Dokazana
je antimikrobna aktivnost na rast K. pneumonia i S. aureus. Al-Bakri i Afifi, (2007) su takode ispitali
antimikrobno delovanje etanolnog ekstrakta M. vulgare, uz pomo¢ brze XTT kolorimetrije i metode

brojanja bakterija. Ekstrakt je ispoljio antimikrobno dejstvo na bakterije B. subtilis i S. aureus. Drugi

15



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

autori su ispitali antimikrobnu aktivnost metanolnog ekstrakta M. vulgare disk-difuzionom metodom.
Rezultati in vitro ispitivanja antimikrobne aktivnosti su pokazali da ekstrakt M. vulgare ispoljava
dozno-zavisnu aktivnost na bakterije B. subtilis, S. epidermidis, S. aureus i gljivice Candida albicans,
kao i umereno antimikrobno delovanje na Proteus vulgaris i E. coli (Kanyonga i sar., 2011).
Rezultati druge studije su demonstrirali da metanolni ekstrakt M. vulgare pokazuje umerenu
antimikrobnu aktivnost prema pet patogenih mikroorganizama: Bacilus subtilis, Sthapylococcus
epidermis i S. aureus, Pseudomonas vulgaris i Escherichi coli (Masoodi i sar., 2008).

Zarai i sar. (2011) su evaluirali antibakterijsku aktivnost etarskih ulja M. vulgare prema osam
Gram (+) bakterijskih sojeva: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus 25923, Bacillus subtilis i
Bacillus cereus, i prema Cetiri Gram (-) bakterijska soja: Pseudomonas aeruginosa 27853, Klebsielle
pneumoniae WHO24, Escherchia coli 25922 i Salmonella. Dobijeni rezultati su pokazali znac¢ajnu
aktivnost prema Gram (+) bakterijama, a u sluaju Gram (-) bakterija slabije delovanje. Etarsko ulje
M. vulgare je inhibiralo rast bakterijskih sojeva stvarajuci zonu inhibicije pre¢nika od 6,6 do 25,2 mm,
sa ICsq vrednostima 560 - 1100 pg/mL i vrednostima minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 1120
- 2600 pg/mL. Najsnaznije antibakterijsko delovanje je ispoljeno prema Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus aureus 25923, dok je najslabije delovanje primeceno kod Bacillus cereus i
Enterococcus faecalis. Autori ove studije aktivnosti etarskog ulja M. vulgare pripisuju njegovom
sastavu, posebno visokom sadrzaju jedinjenja sa kiseonikom (46,21%), a najvecu osetljivost sojeva
Staphilococcus epidermidis i Staphilococcus aureus njihovoj strukturi celijskog zida i spoljne

membrane.

Buzayan i sar. (2012) su ispitali antimikrobno delovanje vodenih ekstrakata M. vulgare (droga
sakupljena sa dva lokaliteta, Sirija i Libija) prema Mycobacterium tuberculosis. Vodeni ekstrakt M.
vulgare iz Sirije je pokazao znacajnu, koncentracijski zavisnu antimikrobnu aktivnost koja se
manifestovala smanjenjem stepena bakterijskog rasta. Sa povecanjem koncentracije ekstrakta od 400
do 3200 pL povecavala se i njihova antimikrobna aktivnost. Ekstrakt M. vulgare iz Libije je takode

pokazao antimikrobnu aktivnost pri ve¢im koncentracijama.

Klebsiella pneumoniae su oportunistiC¢ke patogene bakterije povezane sa nosokomijalnim
infekcijama, pri ¢emu su mnogi sojevi razvili otpornost na trenutno dostupne antibiotike. Zbog toga su
pojedini autori ispitali potencijalni antibakterijski efekat etarskih ulja M. vulgare prema 30 sojeva K.
pneumoniae izolovanih iz kulture urina hospitalizovanih pacijenata. Rezultati su pokazali da je K.
pneumoniae rezistentna na tri testirana antibiotika, a da etarsko ulje ima preventivan efekat na ve¢inu
izolata. MIC vrednosti variraju u intervalu od 1,25 do 5 mg/mL, i pripisuju se hemijskom sastavu
etarskog ulja u kojem dominiraju y-eudezmol (11%), germakren (10%) i B-citronelol (8%). Prema

ovoj studiji, ne postoji korelacija izmedu koncentracije etarskog ulja i MIC vrednosti, dok minimalna
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baktericidna koncentracija (MBC) pokazuje direktnu zavisnost od upotrebljene koncentracije etarskog
ulja (Dehbashi i sar., 2015). Bokaeian i sar. (2014) su ispitali in vitro antibakterijsko delovanje
etarskog ulja M. vulgare prema 17 sojeva Staphilococcus aureus. MIC i MBC za etarsko ulje M.
vulgare su odredene mikrodilucionom metodom. Rezultati su pokazali da etarsko ulje i etanolni
ekstrakti M. vulgare imaju inhibitoran efekat na veéinu prirodnih izolata. U slucaju etanolnog
ekstrakta M. vulgare, najmanja MIC vrednost je 2,5 mg/mL, a najve¢a MBC vrednost 5 mg/mL. U
slu¢aju etarskog ulja M. vulgare, najmanja MIC vrednost je 0,3 mg/mL, a najve¢a MBC je 5 mg/mL.
Ramos-Guerra i sar. (2007) su ispitali in vitro antimikrobnu aktivnost acetatnog i metanolnog
ekstrakta M. vulgare na bakterije Entamoebia histolytica i Giardia lamblia (uzro¢nike amebiaza i
giardiaza). Ekstrakti su ispoljili izrazito toksi¢no delovanje na E. histolytica i blago toksi¢no delovanje
na G. lamblia. Robles-Zepeda i sar. (2011) su ispitali antibakterijsko delovanje metanolnog ekstrakta
M. vulgare na dva soja Helicobacter pylori (uzroénika ¢ira na zelucu), uz pomo¢ mikrodilucione
metode. Utvrdili su da je koncentracija 200-400 pg/mL metanolnog ekstrakta M. vulgare dovoljna za

inhibiciju najmanje 50% bakterijskog rasta.

Antifungalno delovanje etarskog ulja M. vulgare je ispitano prema Cetiri soja gljivica: Botrytis
cinerea, Fusarium solan, Penicillium digitatum i Aspergillus niger disk difuzionom i mikrodilucionom
metodom. U ovoj studiji, zone inhibicije se nalaze u intervalu 6,4-12,6 mm, sa ICs, i MIC vrednostima
koje variraju u opsegu od 2190 do 3220 pg/mL i 1100-1190 pg/mL. Maksimalne zone inhibicije su
dobijene za Botrytis cinerea, dok su minimalne ostvarene za Penicillium digitatum i Aspergillus niger.
Germakren D, dominantni konstituent etarskog ulja M. vulgare, poseduje znacajne antibakterijske i

antifungalne aktivnosti (Zarai i sar., 2011).

2.5.3. Antihiperglikemijska aktivnost

a-Glukozidaze su enzimi koji kataliSu apsorpciju digestirane glukoze iz dijetetskih
polisaharida u tankom crevu (Wang i sar., 2012). Inhibicija a-glukozidaze se smatra efikasnom merom
za regulisanje dijabetesa tipa II preko kontrole unosa glukoze. Inhibitori a-glukozidaze su danas
predmet mnogih nau¢nih istrazivanja usled njihovog obecavajuceg terapijskog potencijala i protiv
bolesti kao Sto su HIV infekcije, kancer i bolesti lizozomalnog skladistenja (Jabeen i sar., 2013).
Uprkos ustanovljenoj efikasnosti sintetskih a-glukozidnih inhibitora, neizostavni pridruZeni nezeljeni
efekti namecu potrebu za pronalaskom prirodnih i bezbednijih alternativa. Mnoge studije su vec
pokazale da unos biljnog materijala bogatog polifenolima uzrokuje antihiperglikemijske efekte kod

ljudi i zivotinja, pretpostavlja se putem inhibicije a-glukozidaze i/ili a-amilaze (Hogan i sar., 2010).

Alarcon-Aguilara i sar. (1998) su ispitali hipoglikemijski efekat vodenog ekstrakta M. vulgare
na modelu zdravih zeCeva sa Zeludatnom administracijom ekstrakta i tolbutamida (oralni

hipoglikemijski lek koriS¢en kao pozitivna kontrola). Ustanovljeno je da ekstrakt i tolbutamid
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znacajno smanjuju hiperglikemiju (30,4%). Delovanje ekstrakta se statisticki ne razlikuje od delovanja
tolbutamida. Sli¢ne rezultate su objavili i autori drugih studija. Boudjelal i sar. (2012) su sproveli
seriju in vivo eksperimenata na pacovima, ispitujuc¢i antidijabetski efekat vodenih ekstrakata M.
vulgare. Dijabetes je indukovan kod pacova intraperitonealnom injekcijom aloksana. Dokazano je da
kod pacova tretiranih vodenim ekstraktima M. vulgare dolazi do najveceg smanjenja nivoa glukoze u
krvi, $to je uporedivo sa efektom glibenklamida. Pacovi sa aloksan-indukovanim dijabetesom su
tretirani sa vodenim ekstraktom M. vulgare. Oralne doze od 100, 200 i 300 mg/kg telesne mase su
administrirane dva puta dnevno tokom 15 dana. Od petog dana, zabelezeno je znafajno smanjenje
glukoze u krvi za sve oralne doze u poredenju sa dijabetskom kontrolom (p < 0,001). Dozno-zavisno
smanjenje glikemije bilo je 50,75%, 61,06% 1 62,55%. Poveéani nivoi glukoze u krvi, zatim ukupnih
lipida, triglicerida i ukupnog holesterola kod dijabetskih pacova su znacajno smanjeni dodatkom

ekstrakta i rezultati su uporedivi sa glibenklamidom.

Novaes i sar. (2001) su ispitali in vivo hipoglikemijski efekat etanolnog ekstrakta M. vulgare.
Dijabetes je indukovan kod pacova intraperitonealnom injekcijom aloksana. Autori ukazuju na vezu
izmedu sekundarnih metabolita M. vulgare (dominantni identifikovani metaboliti su fitosterol, -
sitosterol i marubiin) i hipoglikemijskog delovanja. Slede¢a in vivo studija, sprovedena na pacovima
obolelim od dijabetesa, je pokazala znaCajno smanjenje nivoa glukoze u krvi nakon 28 dana od
apliciranja ekstrakta M. vulgare. Metanolni ekstrakt je administriran kroz dnevnu dozu od 500 mg/kg
telesne mase u trajanju od 28 dana kod muskih pacova. Tretman je zapocet 11 dana nakon indukcije
dijabetesa streptozotocinom. Nivoi glukoze u krvi su znacajno redukovani nakon 14, 21 i 28 dana u
poredenju sa dijabetskom kontrolom, ¢ak za nijansu bolje od grupe pacova tretiranih glibenklamidom.
Plazma insulin, kao i glikogen u mi$i¢ima i jetri su znacajno povecani nakon 28 dana tretmana u
poredenju sa dijabetskom kontrolom. ZabeleZeni su pozitivni efekti na plazma lipidni profil nakon
tretmana ekstraktom M. vulgare: za 24% smanjen ukupni holesterol, za 27% smanjen LDL holesterol i
za 27% povecan HDL holesterol. Tretman je pobolj$ao aktivnost enzima jetre i gotovo normalizovao
glutation peroksidazu, glutation reduktazu, glutation-S-transferazu, takode redukovao nivoe glutationa
i malondialdehida (p < 0,05) (Elberry i sar., 2015). Herrera-Arellano i sar. (2004) su sproveli klini¢ko
ispitivanje u koje je ukljucen 21 pacijent. Rezultati su pokazali da ekstrakt listova M. vulgare smanjuje
nivo glukoze (0,64%), holesterola (4,16%) i triglicerida (5,78%). Manje znacajan hipoglikemijski
efekat primecen je kod pacova na koje je primenjen predtretman etanolnim suvim ekstraktom listova
M. vulgare u pojedinac¢noj oralnoj dozi od 100 mg/kg telesne mase primljenoj 30 min nakon

opterecenja glukozom od 2 g/kg (Vergara-Galicia, 2012).
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2.6. Savremene metode ekstrakcije

Danas je za ekstrakciju i izolaciju funkcionalnih jedinjenja dostupan Sirok spektar
cvrsto-tecno ekstrakcionih postupaka (Galanakis, 2012), tako da je gotovo nemoguée pronaci
proizvodnu liniju u prehrambenoj, farmaceutskoj ili kozmetickoj industriji koja ne upotrebljava neki
od Kklasi¢nih postupaka ekstrakcije (maceracija, digestija, Soxhlet ekstrakcija, itd.). Medutim,
konvencionalni postupci ekstrakcije podrazumevaju nedostatke kao $to su niska efikasnost procesa,
veliki utroSak energije i vremena, upotreba toksi¢nih rastvaraca, termicka degradacija jedinjenja,
negativan uticaj na zivotnu sredinu i proizvodnja ekstrakata neodgovarajuceg kvaliteta (Alonso-Salces
i sar., 2001; Dai i Mumper, 2010; Ince i sar., 2013). Uz sve vece troskove energije i teznju ka redukciji
emisije gasova sa efektom staklene baste, hemijskim industrijama je postavljen zadatak da pronadu
inovativne tehnologije kako bi se smanjila potrosnja energije i zadovoljile zakonske regulative za
emisije, bezbednost/kontrolu proizvoda i tehnoloskog postupka, i generalno smanjili troskovi, a

povecao kvalitet i ekonomska dobit (Chemat i sar., 2017).

Glavni ciljevi savremenih metoda ekstrakcije su maksimizacija prinosa Zeljenih jedinjenja bez
ili sa minimalnim uticajem na njihove Kkarakteristike i istovremena minimalizacija ekstrakcije
nepozeljnih jedinjenja. Upotreba toksi¢nih hlorovanih (hloroform, ugljen tetrahlorid, tetrahlor etilen) i
ne-hlorovanih (aceton, metanol, acetonitril) rastvaraca je uobiCajena za konvencionalne postupke
ekstrakcije, pri ¢emu oni zaostaju u ekstraktu (Tiwari, 2015). Implementacija procesa bez rastvaraca se
namece kao idealno resenje. Medutim, rastvaraCi su neizbezni usled svoje krucijalne uloge u
rastvaranju Cvrste faze, prenosu mase i toplote, kao i kod operacija separacije i pre¢is¢avanja. Zbog
toga se tezi upotrebi zelenih rastvaraca, pre svega vode, koji nisu $tetni po okolinu. Voda se ve¢ koristi
u industrijskim postrojenjima, uglavnom kod procesa polimerizacije u emulzijama i kod
hidrodestilacije. Uprkos tome, mala selektivnost vode i visoki energetski zahtevi za njeno uklanjanje
limitiraju njenu §iru upotrebu i usmeravaju ka razmatranju alternativnih "zelenih” rastvaraca (Sheldon,
2005). U cilju prevazilazenja ovih nedostataka i unapredenja postojecih tehnika ekstrakcije razvijene
su savremene metode ekstrakcije koje obuhvataju ultrazvuénu ekstrakciju, mikrotalasnu ekstrakciju,
ekstrakciju fluidima u superkriticnom stanju i ekstrakciju subkriticnom vodom. Ove nove tehnike nude
ogroman potencijal da se smanji ili eliminiSe upotreba toksicnih organskih rastvaraca, istovremeno
povecavajuéi prinos ekstrakcije i kvalitet ekstrakta. One su takode poznate kao "hladne” ekstrakcione
tehnike, jer je temperatura tokom procesa ekstrakcije relativno niska i ne utiCe na stabilnost

ekstrahovanih jedinjenja.
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2.6.1. Ultrazvucna ekstrakcija (UAE)

U poslednje dve decenije dolazi do ekspanzije upotrebe ultrazvuénih talasa, frekvencije od 20
kHz do 10 MHz, u hemijskoj i prehrambenoj industriji. Ultrazvuéna ekstrakcija (eng. ultrasound
assisted extraction; UAE) je klju¢na tehnologija za postizanje principa odrzive zelene ekstrakcije. Za
ultrazvuk je poznato da ima znacCajan efekat na brzinu razlicitih procesa u hemijskoj i prehrambenoj
industriji. Kori$¢enjem ultrazvuka, ekstrakcije su reproduktibilne, traju svega nekoliko minuta i
rezultiraju redukovanom potrosnjom rastvara¢a obezbedujuéi vece prinose ekstrakta veéeg stepena
Cistoée, eliminiSuéi post-tretman efluenata i pritom troSe¢i samo deo energije potrebne za neki od
konvencionalnih postupaka ekstrakcije uz jednostavnu manipulaciju (Chemat i sar., 2017). Ultrazvuk
se moze koristiti kao predtretman ili tokom same ekstrakcije razli¢itih molekula i biomaterijala,
ukljucujuéi polisaharide, etarska ulja, proteine, peptide i pigmente, i bioaktivne molekule od

komercijalnog interesa (Tiwari, 2015).

3 B F "N

kompresija kompresija kompresija kompresija

AVANVARANYANY
ViV,

dekompresija dekompresija dekompresija dekompresija dekompresija

FO"mh"‘::le > Rast mehuriéa —_— Dostizanje =——p  IMPLOZIA
mehurica u sukcesivnim nestabilne
ciklusima veli¢ine

Slika 4. Mehanizam formiranja i implozije mehuri¢a vazduha prilikom ultrazvuéne kavitacije
(Vinatoru i sar., 2017)

Akusti¢na kavitacija predstavlja glavnu pogonsku silu u ultrazvu¢noj ekstrakceiji. Ultrazvuk
nastaje usled serije visoko-pritisnin (kompresija) i nisko-pritisnin (dekompresija) ciklusa talasa
indukovanih u molekulima medijuma kroz koji on prolazi. Pri dovoljno velikoj snazi, ciklus
dekompresije moze nadjaCati privla¢ne sile molekula te¢nosti i tada dolazi do formiranja, rasta i
implozije mehuri¢a vazduha (Slika 4). Mehuri¢i nastali u homogenoj tecnosti su simetri¢ni i podlezu
simetri¢noj imploziji (Slika 5a) koja vodi ka naglom lokalnom porastu temperature i pritiska (Mason i
Peters, 2002). Nagli skok temperature i pritiska na povrSini biljnog materijala dovodi do o$te¢enja
¢elijskog zida. Razaranjem c¢elijskog zida usled mehanickih efekata ultrazvuéne kavitacije formiraju se

mikro pukotine i pore na povrSini zida i na taj na¢in povecava permeabilnost zida. Intracelijski sadrzaj
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postaje dostupan rastvaracu olakSavajuci oslobadanje i difuziju ciljanih jedinjenja iz ¢vrste u te¢nu
fazu. Kada kavitacioni mehuri¢i podlezu imploziji u blizini ¢vrste faze (zid suda ili suspendovan biljni
materijal u tecnosti), oni se deformisu usled asimetri¢ne implozije i formira se mlaz velike brzine (>
400 km/h) koji udara u povrsinu ¢vrste faze i uklanja Cestice sa nje ili uzrokuje njeno razaranje (Slika
5b,c) (Newman i sar., 1996; Lauterborn i Ohl, 1997). Ovo je ujedno i glavni efekat kavitacije koji je
neophodno uzeti u obzir prilikom definisanja UAE mehanizama, jer Cini ovaj proces izrazito

efikasnim.

Slika 5. Tlustracija simetri¢ne (a) i asimetriéne (b, ¢) implozije mehuri¢a vazduha
(Vinatoru i sar., 2017)

Kavitacioni mehuri¢ ne sadrzi vakuum, jer se podvrgava "ispravljenoj” difuziji (ovaj proces
ukljucuje spor rast pulsiraju¢eg mehurica gasa zbog prose¢nog protoka mase u mehuri¢ u zavisnosti od
vremena) i moze neometano da raste (Crum i Fowlkes, 1986). Pare rastvaraca i gasovi (rastvoreni u
rastvaracu) koji se nalaze u mehuricu izloZeni su ekstremnim uslovima nastalim implozijom. Ako se u
mehuri¢u nalaze pare vode, njegova implozija ¢e dovesti do homolitickog cepanja molekula vode pri
C¢emu nastaju reaktivni radikali HO" i H' (Schmitt i sar., 1929). Novonastali radikali podlezu
reakcijama koje vode ka formiranju H,O, i drugih aktivnih agenasa (Anbar i Pecht, 1964; Mason i sar.,
1999; Makino i sar., 1983; Riesz i sar., 1985):

H,0 — HO' +H'
H +0,— HO,
2HO" — H,0,

2HO,” — H,0,+ O,

Iako je koli¢ina ovako nastalih oksidacionih agenasa mala, moguce je da izazovu degradaciju
ekstrakta ukoliko sonifikacija traje duzi vremenski period. Kada se smese vode i etanola koriste kao
ekstragens u ekstrakciji, smanjuje se generisanje reaktivnih oksidacionih agenasa nastalih raspadom
molekula vode (Vinatoru i sar., 2017). Razlog tome je $to tokom rasta kavitacionih mehuri¢a u voda-
etanol smesi, usled "ispravljene difuzije”, ne ulazi samo voda u mehuri¢ ve¢ i etanol koji je stabilniji u

pogledu homolitickog raspada.
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2.6.2. Parametri koji uticu na UAE

Sposobnost ultrazvuka da izazove kavitaciju zavisi od osobina samog zracenja (frekvencija i
snaga), osobina rastvaraca (viskoznost i povrSinski napon) i ambijentalnih uslova (temperatura i
pritisak) (Henglein i Kormann, 1985). S obzirom na to da je ultrazvuk mehanicki talas, njegove
karakteristike mogu uticati na akusticnu kavitaciju, a samim tim i na proces ekstrakcije. Fizicki
parametri kao Sto su dizajn (oblik i veli¢ina) ultrazvucnih reaktora i oblik ultrazvu¢ne sonde takode
uti¢u na proces (Pingret i sar., 2013). Izbor rastvaraca, odnos droga/rastvaraé, temperatura i vreme
ekstrakcije su parametri Ciji je uticaj na prinos ekstrakcije, kao i na prinos odredenih bioaktivnih
jedinjenja, temeljno ispitan kroz brojne studije (Wang i sar., 2007; Hosseini i sar., 2016; Rami¢ i sar.,
2015; Tomsik i sar., 2016).

(1) Snaga i frekvencija

lako su dostupne fizicke metode koje omogucavaju direktno ili indirektno merenje
realne vrednosti snage ultrazvuka, ovaj podatak je Cesto izostavljen iz nau¢nih publikacija. Uticaj
snage i frekvencije ultrazvuénih talasa na prinos ekstrakcije i fenomene prenosa nije jednostavno
izmeriti. Vecina metoda se zasniva na aproksimaciji transfera energije mere¢i fizi¢ke ili hemijske
promene u medijumu kroz koji ultrazvuk prolazi. Najéesce, fizicke metode su zapravo merenje
akusti¢nog pritiska pomoc¢u hidrofona ili optickih mikroskopa, metode sa Al folijjom i kalorimetrijske
metode (Chivate i Pandit, 1995; Margulis i Margulis, 2004; Martin i Law, 1983). Medu hemijskim
metodama, najée$ce se koriste indirektno merenje OH" radikala formiranih sonoluminiscencijom i

merenje hemijskim dozimetrima (Makino i sar., 1983; Suslick i sar., 2011).

Nekoliko studija opisuje da visoka ultrazvucna snaga uzrokuje drasticne promene u
ispitivanim materijalima (Bermudez-Aguirre i sar., 2011), dok druge insistiraju na tome da varijacija
snage rezultira povecanjem selektivnosti prema ciljanim molekulima (Chemat i sar., 2004; Wei i sar.,
2010). Najcesce koriscene frekvencije u UAE procesima se krecu u opsegu od 20 do 100 kHz.
Upotreba visih frekvencija u UAE je ispitana u tek nekoliko studija. Toma i sar. (2001) su zabelezili
redukovan fizicki uticaj na strukturu biljne sirovine kada su aplicirali visoke frekvencije (500 kHz) u
poredenju sa niskim (20 kHz), dok su Chukwumah i sar. (2009) detektovali razli¢iti hemijski sastav
ekstrakata dobijenih na razli¢itim frekvencijama (25 i 80 kHz). Na nizim frekvencijama (20-40 kHz)
mehanicki efekti su dominantni ukljuc¢ujuéi poja¢ano mesanje, smanjenje veli¢ine ¢estica i penetraciju
rastvaraCa. Smatra se da ovi mehanicki efekti uti¢u na teksturu biljnog materijala i predstavljaju
procese koji stoje iza poboljsanih ekstrakcionih sposobnosti ultrazvuka kroz formiranje mikromlazova
usled neravnomernog kavitacijskog kolapsa u blizini ¢vrste povrSine. Na visim frekvencijama (> 200

kHz) kraci vek kavitacionog mehurica rezultira oslobadanjem radikala, koji se nalaze unutar mehurica,
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u okolnu sredinu pri ¢emu dominiraju hemijski efekti, naro¢ito na frekvencijama bliskim 850 kHz.
Ovde radikali uticu na biljni materijal tako §to pojacavaju oksidativne procese, koji mogu biti korisni

ili Stetni za antioksidativna svojstva (Paniwnyk, 2017).

(2) Intenzitet

Ultrazvucni intenzitet (Ul) se izrazava kao transmitovana energija u sekundi po metru
kvadratnom emitujuce povrSine. Prema UI, ultrazvuk se moze klasifikovati u dve vrste sonifikacije:
sonifikacija niskog intenziteta (< 1 W/cm?) i visokog intenziteta (10-1000 W/cm?) (Tiwari, 2015).
Ovaj parametar je u direktnoj korelaciji sa amplitudom emitera ultrazvuka i posledi¢no sa amplitudom
pritiska zvu¢nog talasa (Santos i Capelo, 2007). Sa povec¢anjem pritiska amplitude, implozija mehurica
je intenzivnija. Da bi se dostigao prag kavitacije neophodan je minimalan ultrazvuéni intenzitet. Sa
aspekta ekstrakcije, Ul predstavlja relevantnu ulaznu vrednost koja znacajno uti¢e na njenu efikasnost
(Tiwari, 2015). Povecanje Ul ima za posledicu povecanje sonohemijskih efekata (Mason i Lorimer,
2002). Kako je povecanje amplitude direktno proporcionalno sa Ul, potrebno je naglasiti da visoke
amplitude vode ka brzom propadanju emitera ultrazvuka, S$to za posledicu ima agitaciju umesto
kavitacije teCnosti i slabu transmisiju ultrazvuka kroz tec¢ni medijum. Medutim, amplituda treba da je

povecéana kada se koriste izrazito viskozne te¢nosti kao $to su ulja (Santos i Capelo, 2007).

(3) Dizajn (oblik i veli¢ina) ultrazvué¢nih reaktora

Postoje relevantni nau¢ni dokazi koji potkrepljuju pogodnost ultrazvucnog sistema za
intenzifikaciju ekstrakcije za krace vreme, u poredenju sa trajanjem konvencionalne ¢&vrsto-teéne
ekstrakcije, koriste¢i Ciste "zelene” rastvaraCe. Kako bi se u potpunosti iskoristio potencijal
ultrazvuéne tehnologije, neophodno je optimizovati procesne parametre. Primarni parametri na koje
treba obratiti paznju prilikom upotrebe ultrazvucnog sistema su ultrazvucna snaga, ultrazvucni
intenzitet i gustina akusti¢ne energije jer se odnose na ulaznu vrednost energije u sistem. Danas su u
upotrebi dva tipa uredaja, ultrazvuc¢no kupatilo (Slika 6a) i ekstraktor sa ultrazvu¢nom sondom (Slika
6b), komercijalno dostupna za ekstrakcione procese na razli¢itim frekvencijama. Oba uredaja se

zasnivaju na upotrebi transduktora za generisanje ultrazvuka (Vinatoru i sar., 1997).
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Slika 6. Sematski prikaz a) ultrazvuénog kupatila i b) ultrazvuénog ekstraktora sa mesalicom
(Strieder i sar., 2019; Vinatoru i sar., 1997)

Postoje dve vrste transduktora koje se najceSce koriste u ultrazvucénoj tehnologiji,
piezoelektriéni i magnetostriktivni. Pozicioniranje transduktora ima vitalnu ulogu u odredivanju
efikasnosti ekstrakcije, intenzifikacije procesa i gubitaka energije. Transduktori mogu biti postavljeni
sa obe strane ekstrakcione posude, tako da se ultrazvucni talasi prenose kroz spoljasnji zid posude.
Glavna prednost ovakvog pozicioniranja transduktora je $to nisu u direktnom kontaktu sa uzorkom,
mada se javljaju gubici akusticne energije na zidove posude i okruzenje. Visestruki transduktori se
koriste kod protocnih ekstrakcionih sistema vecih razmera i kod kontinualnih ekstrakcionih sistema.
Kada su transduktori u direktnom kontaktu sa uzorkom u odgovaraju¢em rastvaracu, ekstrakciona
efikasnost je povecana, dok su gubici akustiéne energije minimizirani (Vinatoru i sar., 1997). U
poslednje vreme upotreba ultrazvuénih kupatila je potisnuta frekventnijom upotrebom ekstraktora sa
ultrazvucnom sondom (Slika 7a) koji obezbeduju efikasniju ekstrakciju u kontekstu vecih prinosa za
krac¢e vreme. Vrsta i zapremina ispitivanog materijala su dva klju¢na faktora koja determinisu izbor
oblika ultrazvucne sonde. Postoji nekoliko razliCitih oblika sonde, gde spadaju uniformni i
eksponencijalni cilindar, i konus, koji moze biti linearan ili stepenast. Prilikom odabira sonde visokog
intenziteta, koje mogu zagrejati medijum do 85 °C, neophodno je povesti ratuna o temperaturnoj

osetljivosti ciljanih jedinjenja, kao i o zapaljivosti rastvarac¢a (Chemat i sar., 2017).

U zavisnosti od vrste ekstraktora razlikuju se diskontinualni i kontinualni sistemi (7a i 7b).
Kontinualni sonoreaktor sa vise redno vezanih sondi moze da radi u neprekidnom i pulsnom rezimu.
Autori su ispitivali uticaj ova dva rezima rada na prinos ekstrakcije i antioksidativnu aktivnost osusene
kore nara. Konstatovali su da je UAE proces u pulsnom rezimu rada superiorniji usled manjeg
energetskog utroska, znaCajne redukcije vremena ekstrakcije i povecanja prinosa ekstrakcije i

antioksidativne aktivnosti (Pan i sar., 2012).
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Slika 7. Sematski prikaz a) ultrazvuéne sonde i
b) kontinualne sonifikacije sa ultrazvu¢nom sondom (Tiwari, 2015)

(4) Rastvarad

Selekcija rastvaraca u UAE procesu je determinisana rastvorljivos¢u ciljanih metabolita, ali
isto tako i fizickim parametrima poput viskoziteta, povrSinskog napona i napona pare rastvaraca.
Navedeni fizi¢ki parametri utiCu na fenomen akusti¢ne kavitacije, a posebno na prag kavitacije
(Mason i Lorimer, 2002). Iniciranje kavitacije u te€nosti zahteva da negativan pritisak tokom ciklusa
dekompresije nadjaca privlacne sile izmedu molekula teCnosti. Porast viskoziteta ili povrSinskog
napona indukuje povecanje ovih molekularnih interakcija, stoga se znacajno povecava prag kavitacije.
Na ovaj nacin, kada su predmet ispitivanja viskozniji uzorci treba povecati amplitudu kako bi se
obezbedile neophodne mehanicke vibracije koje uzrokuju kavitaciju. Za UAE procese, preporucuje se
rastvara¢ sa manjim vrednostima napona pare, jer je implozija mehuri¢a intenzivnija u poredenju sa

rastvarac¢ima vecih vrednosti napona pare (Flannigan i Suslick, 2010).
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(5) Temperatura

Temperatura direktno utiCe na karakteristike rastvaraca. Porast temperature uzrokuje
smanjenje viskoziteta i povrSinskog napona, a istovremeno povecanje napona pare, pri ¢emu pare
rastvaraca u ve¢oj meri ulaze u unutra$njost mehuri¢a koji ¢e implodirati manje burno i tako smanjiti
efekte sonifikacije (Santos i Capelo, 2007). Stoga su sonohemijski efekti favorizovani na nizim
temperaturama, ¢ija kontrola se sprovodi sa ciljem da se limitira njen porast (SaliSova i sar., 1997). Sa
aspekta ekstrakcije, temperatura uglavnom doprinosi njenoj efikasnosti uti¢uéi na porast prinosa. U
slucaju UAE, neki autori istiCu pozitivan efekat temperaturnog rasta od 20 do 70 °C u poredenju sa
konvencionalnim ekstrakcijama (Shirsath i sar., 2012). Ovaj efekat se objasnjava porastom broja
kavitacionih mehuric¢a, veCom ¢vrsto-te¢no kontaktnom povr§inom, poboljSanom difuzijom rastvaraca
sa porastom desorpcije i rastvorljivosti jedinjenja. Medutim, ovaj efekat je umanjen kada je
temperatura bliska temperaturi kljuanja rastvaraca, te stoga postoje autori koji sugeriSu pozitivan
uticaj niske temperature (ispod 30 °C) na UAE proces (Esclapez i sar., 2011; Palma i Barroso, 2002;
Zhang i sar., 2008).

2.6.3. Mikrotalasna ekstrakcija (MAE)

Mikrotalasi su nejonizujuéi elektromagnetni talasi frekvencije od 300 MHz do 300 GHz,
pozicionirani izmedu rendgenskih i infracrvenih talasa u elektromagnetnom spektru (Letellier i
Budzinski, 1999). Mikrotalasna ekstrakcija (eng. microwave assisted extraction; MAE) se zasniva na
lokalizovanom, dielektricnom zagrevanju vode prisutne u svim prirodnim materijalima, a posebno u
biljnom. Nasuprot prenosu toplote kod konvencionalnih postupaka ekstrakcije, koji zavise od
fenomena kondukcije/konvekcije, kod MAE procesa maseni i toplotni gradijenti su jednako usmereni
(iznutra prema spolja), obezbedujuci brzo zagrevanje unutar Cvrste faze gde se odvija rastvaranje
konstituenata (Slika 8) (Ciriminna i sar, 2016). Princip zagrevanja mikrotalasima se zasniva na dva
fenomena: jonskoj kondukciji i rotaciji dipola. Jonska kondukcija predstavlja elektroforetsku
migraciju jona pod uticajem promena elektri¢cnog polja. Do jonske kondukcije dolazi jer migracijom
jona u rastvoru usled delovanja elektromagnetnog polja dolazi do otpora i trenja, §to dalje dovodi do
zagrevanja (Chemat i Cravotto, 2012). Prilikom rotacije dipola, toplota se generise usled trenja izmedu
molekula koji rotiraju. Ova dva mehanizma ukazuju na to da se samo dielektri¢ni rastvaraci sa
permanentnim dipolima mogu zagrevati mikrotalasima. Efikasnost zagrevanja rastvaraca
mikrotalasima zavisi od faktora disipacije, koji je mera sposobnosti rastvara¢a da apsorbuje

mikrotalasnu energiju i prenese je u vidu toplote na molekule u okruzenju (Zuloaga i sar., 1999).

26



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

— Konvencionalna ekstrakcija
0 RN Prenos toplote

A D ¢ .
'-/ / | ‘ Prenos mase >
:. %)

\ Mikrotalasna ekstrakcija

N ‘
\ \__//\ Prenos toplote
~ Prenos mase

L]

([

1. Desorpcija
2. Unutrasnja difuzija
3. Spoljasnja difuzija

Slika 8. Mehanizam prenosa mase i toplote pri konvencionalnoj i mikrotalasnoj ekstrakciji
(Kusuma i Mahfud, 2016)

2.6.4. Parametri koji uticu na MAE

(1) Rastvarad

Pravilan izbor rastvaraca je od sustinske vaZznosti za optimizaciju procesa mikrotalasne
ekstrakcije. Izbor rastvaraca je diktiran rastvorljivos¢u ciljanog analita, interakcijom izmedu rastvaraca
i biljnog matriksa, i naposletku apsorbuju¢im svojstvima rastvaraca (Letellier i Budzinski, 1999).
Pozeljno je da rastvara¢ ima visoku selektivnost prema analitu, iskljucujuéi izdvajanje nezeljenih
komponenti biljnog matriksa. Svojstva rastvara¢a se mogu modifikovati kombinovanjem razli¢itih
rastvaraca, Sto takode dovodi do razliCitih selektivnosti rastvaraca za razli¢ita jedinjenja. Za
ekstrakciju termolabilnih jedinjenja moze se Kkoristiti kombinacija rastvarata sa relativno nizim
dielektricnim svojstvima da se obezbedi da temperatura rastvaraca ostane niza da bi ohladila analite
oslobodene u rastvara¢. U ovom slucaju, mikrotalasna energija deluje povoljno na biljni matriks
(Kaufmann i Christen, 2002) §to dovodi do efikasnog oslobadanja jedinjenja u rastvarac. U
mikrotalasnoj ekstrakciji se mogu koristiti i polarni (Li i sar. 2009; Casazza i sar. 2010) i nepolarni
rastvaracCi (Barnabas i sar., 1995). Benzen, hloroform, etar i etil acetat su uobicajeni rastvaraci za
ekstrakciju manje polarnih komponenti, dok su aceton, etanol, metanol i voda uobicajeni rastvaraci za
mikrotalasnu ekstrakciju polarnih jedinjenja (Harborne i sar. 1975; Terigar i sar. 2010; Tsukayama i
sar. 2010). Varijacije koncentracije rastvaraca takode uti¢u na ekstrakciju flavonoida kao S$to je
primeceno u slu¢aju MAE kvercetina i rutina koriste¢i razlicite koncentracije etanola. Ustanovljeno je
da se prinos ekstrakcije povecava kada se koncentracija etanola poveca sa 30% na 50% i smanjuje sa
daljim razblaZzivanjem etanola (Zhang i sar., 2008). Postoji mnogo drugih primera koji potvrduju
¢injenicu da na efikasnost ekstrakcije uti¢e vrsta rastvaraca koji se koristi za ekstrakciju (Kiss i sar.,
2000; Escribano-Bailon i Santos-Buelga, 2003; Song i sar., 2007) zajedno sa razli¢itim nivoima

razblazenja dobijenim upotrebom vode (Chan i sar., 2007; Song i sar., 2007). Primeéeno je da ne samo
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sastav rastvara¢a, ve¢ i pH vrednost rastvarata mogu znacajno uticati na razliitu efikasnost

ekstrakcije (Stalikas, 2007).

MAE se moze izvesti sa istim rastvaracem upotrebljenim za konvencionalnu ekstrakciju, mada
izbor rastvarata za MAE ne treba da se vr$i po ugledu na rastvara¢ koris¢en u konvencionalnoj
proceduri. Mikrotalasna ekstrakcija dumbira uz heksan kao rastvara¢ dala je manji prinos u odnosu na
Soxhlet ekstrakciju (Alfaro i sar., 2003). Sa druge strane, upotreba etanola kao ekstragensa u MAE
procesu obezbedila je znacajno veci prinos u odnosu na Soxhlet ekstrakciju etanolom. Ovo se moze
pripisati razlici u dielektricnim svojstvima rastvaraca. Etanol ima dobar apsorbuju¢i kapacitet za
mikrotalase i samim tim se brze zagreva i moze poboljSati proces ekstrakcije, dok je heksan
transparentan za mikrotalase i samim tim se ne zagreva mikrotalasima. Dakle, ustanovljeno je da
efikasnost i selektivnost MAE procesa u velikoj meri zavise od dielektri¢ne konstante (g;) rastvaraca.
U veéini sluCajeva upotrebljavaju se smeSe rastvaraca sa dobrom efikasno$¢u zagrevanja
mikrotalasima, a u tu svrhu sluze razli¢ite koncentracije etanola i metanola (Talebi i sar., 2004). Medu
raznim ispitivanim koncentracijama etanola, upotreba 95% etanola pokazala je najbolje rezultate u
mikrotalsanoj ekstrakciji Salvia miltiorrhiza (Pan i sar., 2001). Mala koli¢ina vode u ekstragensu moze
lako da prodre u celije biljnog matriksa i time omoguci bolje zagrevanje matriksa. Ovo zauzvrat
povecava prenos mase aktivnih principa u ekstragens. Kao optimalan ekstragens za mikrotalasnu
ekstrakciju hlorogenske i genipozidinske kiseline pokazao se 80% metanol (Li i sar., 2004). Takode,
autori drugih studija navode ove rastvaraCe kao podesne za mikrotalasnu ekstrakciju kumarina,
antrahinona i fenolnih jedinjenja (Martino i sar., 2006; Hemwimon i sar., 2007; Chan i sar., 2006;
Sterbova i sar., 2004). Ponekad binarne smese visoko i nisko apsorbujucih rastvaraca daju optimalne
rezultate. Etanol je relativno dobar apsorber (¢, = 25,7) mikrotalasne energije, ali nije adekvatan
rastvara¢ za ekstrakciju solanesola. Medutim, heksan je dobar ekstragens za solanesol, ali nije dobar
apsorber mikrotalasne energije (g = 2,0). Zbog toga smeSa heksana i etanola u odnosu 1:3 (v/v) daje
najveci prinos solanesola mikrotalasnom ekstrakcijom (Zhou i Liu, 2006). Odnos droga/rastvara¢ je
takode kritiCan faktor. Poznato je da zapremina rastvaraca mora biti dovoljna da se obezbedi potpuno
uranjanje biljnog materijala tokom celog MAE procesa. Postoji mnogo razlicitih studija u vezi sa
upotrebljenim odnosom droga/rastvara¢. Generalno, dok je veé¢i odnos droga/rastvaral efikasan u
konvencionalnim metodama ekstrakcije, u MAE procesima moze biti uzrok manjih prinosa kao
posledica neadekvatnog mesSanja rastvarac¢a od strane mikrotalasa (Wang i Weller, 2006). Prilikom
ispitivanja uticaja razli¢itih odnosa droga/rastvara¢ na prinos pektina u MAE procesu (Wang i sar.,
2007), utvrdeno je da manji odnos daje veéi prinosa pektina. Postoje studije koje zastupaju opreéni
stav, kao u slucaju mikrotalasne ekstrakcije Aretimisia annua gde se veéi prinos postize ve¢om

zapreminom rastvaraca (Hao i sar., 2002).
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(2) Vreme ekstrakcije

Kao i kod drugih tehnika ekstrakcije, vreme je kljucni parametar ¢iji uticaj treba uzeti u obzir.
Obicno se sa poveanjem vremena ekstrakcije koli¢ina izdvojenog analita povecava, mada postoji
rizik od degradacije. Najc¢esce je maksimalno vreme ekstrakcije 15-20 min, jer se pokazalo da ¢ak
izlaganje mikrotalasima od svega 40 s obezbeduje zadovoljavajuce prinose (Chen i sar., 2007; Wang i
sar., 2007). Kinetika mikrotalasne ekstrakcije polifenola i kofeina je pokazala da se prinos povecava
do 4 min, a kasnije smanjuje sa porastom vremena (Pan i sar., 2001). U ekstrakciji artemisinina ukupni
prinos od 92% postignut je nakon svega 12 min nakon ¢ega se prinos ekstrakcije drasticno smanjuje
(Hao i sar., 2002), verovatno usled prekomernog izlaganja koje dovodi do termicke degradacije
aktivnih principa. Nasuprot tome, postoje i studije koje pokazuju da variranje vremena ekstrakcije ne
uti¢e znacajno na prinos. Barbero i sar. (2008) su ispitivali vreme mikrotalasne ekstrakcije potrebno za
potpuno iscrpljivanje kapsaicina iz paprike. Rezultati su pokazali da ne postoji korelacija izmedu
povecanja prinosa ciljanog jedinjenja i povecanja vremena ekstrakcije. Zbog kontradiktornih uticaja

vremena ekstrakcije na prinos neophodno je izvrSiti optimizaciju ovog parametra.
(3) Dizajn mikrotalasnih reaktora

Postoje MAE sistemi sa usmerenim i neusmerenim zracenjem (Slika 9a i 9b). Sistemi sa
neusmerenim zracenjem se primenjuju za ekstrakcije pod pritiskom, odnosno u zatvorenim sistemima,
dok se u otvorenim sistemima koristi usmereno zracenje za ekstrakciju pod atmosferskim pritiskom
(Mandal i sar., 2007).

a)
rotacioni MAGNETRON elektromagnetni
usmerivac talasi
mikrotalasna
komora
posuda
rotaciono
postolje
stojeci
elektromagnetni
talas

usmeravac komora

talasa

posuda

Slika 9. Sematski prikaz a) zatvorenog i b) otvorenog MAE sistema (Stefanidis i sar., 2014)
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Zatvoreni MAE sistemi su najrasprostranjeniji, sa primenama od modifikovanih
mikrotalasnih peci do velikih industrijskih susara. Obi¢no imaju oblik pravougaone zatvorene metalne
kutije, odnosno komore. Unutar komore postoji veliki broj rezonantnih modusa koji nastaju usled
odbijanja mikrotalasa od zida komore. Zahvaljujuéi tim refleksijama dolazi do interferencije. Stoga je
mikrotalasno polje, kome je podvrgnut biljni materijal, izrazito neuniformno uprkos upotrebi mesalice
ili rotiraju¢eg diska. Prednost ovih sistema je u tome §to se mogu relativno lako prevesti na industrijski

nivo predviden za obradu velike koli¢ine materijala (Jacob, 2012).

Sa aspekta potroSnje rastvaraca, upotreba zatvorenog sistema je ekonomi¢na, mada potreba da
takav sistem izdrzi visoke pritiske poskupljuje proces. Obi¢no se moze koristiti samo za ekstrakciju
malih koli¢ina uzorka u svakom ekstrakcionom ciklusu. Suprotno tome, otvoreni MAE sistem se moze
koristiti u manje zahtevnim radnim uslovima (npr. pri atmosferskom pritisku), $to poboljsava pitanje
bezbednosti (Zhang i sar., 2011). Unutar komore se stvara relativno stabilniji stoje¢i talas. Zraceni
materijal se obi¢no postavlja u jedan od maksimuma elektromagnetnog polja (Slika 9b). Ova
karakteristika otvorenog MAE sistema podrazumeva da su zapremina i masa biljnog materijala strogo
ograniCeni. Zbog toga se sistemi sa usmerenim zra¢enjem obi¢no primenjuju za obradu zapremine do
200 ml, $to se moze smatrati njihovim glavnim ograni¢enjem (Jacob, 2012). Medutim, prednost
usmerenih sistema u poredenju sa neusmerenim jeste ta $to se unutar komore moze posti¢i veca
gustina elektromagnetnog polja i na taj nacin veca brzina zagrevanja i $to se moze koristiti dvojako za

ekstrakcije bez i sa dodatkom rastvaraca (Luque-Garcia i Luque de Castro, 2001).

Slika 10. Polu-industrijski mikrotalasni ekstraktor sa 4 magnetrona (4 x 1500 W, 2450 MHz)
(Ciriminna i sar., 2016)

30



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

(4) Temperatura

Snaga i temperatura mikrotalasa su medusobno usko povezane i treba im posvetiti posebnu
paznju, posebno kada se radi sa zatvorenim MAE sistemom. U zatvorenom sistemu, temperatura moze
biti ve¢a od tacke kljuCanja rastvaraca (Letellier i Budzinski, 1999). Ovako poviSena temperatura
dovodi do poboljsanja efikasnosti ekstrakcije, jer se povecava desorpcija analita iz unutra$njosti
matriksa. Pored toga, rastvaraci na viSoj temperaturi imaju veéi kapacitet da rastvaraju analite, jer
povrsinski napon i viskozitet rastvaraca opadaju sa porastom temperature, Sto ¢e poboljsati kvasenje
uzorka i penetraciju u matriks. Xiao i sar. (2008) su zakljucili da se prinos flavonoida smanjuje kada je
temperatura veca od 110 °C, dok su Tsubaki i sar. (2010) zakljucili da se maksimalan sadrzaj fenolnih
jedinjenja ostvaruje na temperaturi od 170 °C. Poveéanje temperature je takode povezano sa
povecanjem pritiska u zatvorenim sistemima. Temperatura se moze efikasno kontrolisati u otvorenom

sistemu kombinacijom ekstragenasa koji imaju razli¢ite dielektri¢ne konstante (Talebi i sar., 2004).

(5) Snaga

Pri mikrotalasnoj ekstrakciji biljnog materijala, ve¢a snaga mikrotalasa moze uzrokovati mali
prinos ekstrakcije usled degradacije termicki osetljivih jedinjenja. Takode, kada je snaga mala,
razaranje Celijskog zida se odvija postepeno, §to omogucava selektivnost MAE. Snaga mora biti
izabrana pravilno da bi se izbegla previsoka temperatura, koja bi mogla dovesti do degradacije analita
i nadpritiska unutar mikrotalasne komore. Generalno, prinos ekstrakcije raste proporcionalno sa
povecanjem snage mikrotalasa do odredene granice kada povecanje postaje neznatano ili prinos opada
(Mandal i Mandal, 2010; Xiao i sar., 2008; Chemat i sar., 2004; Kwon i sar., 2003). Snaga mikrotalasa
obezbeduje lokalizovano zagrevanje u uzorku i deluje kao pokretacka sila MAE procesa da se razori
biljni matriks i omogu¢i nesmetano difundovanje analita u rastvara¢. Povecanje snage u vecini
slucajeva poboljsava prinos ekstrakcije i rezultira kra¢im vremenom ekstrakcije (Chan i sar., 2011; Hu
i sar.,, 2008). Ma i sar. (2009) su ustanovili povecanje prinosa flavonoida iz Radix astragali sa
povecanjem snage sa 200 na 1000 W. Medutim, velika snaga uz produzeno izlaganje ukljucuje rizik
od termicke degradacije. Sa druge strane postoje studije koje pokazuju da variranje snage od 400 do
1200 W nema znacajan uticaj na prinos flavonoida ali uti¢e na redukovanje vremena ekstrakcije za 45

min (Gao i sar., 2006).
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2.6.5. Ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE)

Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju (eng. subcritical water extraction; SWE), poznata i
pod nazivom ekstrakcija pregrejanom vodom ili ekstrakcija vrelom vodom pod pritiskom, je ekoloski
prihvatljiva alternativna tehnologija koja se sve vise koristi kao zamena za konvencionalne postupke
ekstrakcije (Herrero i sar, 2006). Prednosti koje pruza SWE proces u odnosu na tradicionalne
ekstrakcione tehnike su krace vreme ekstrakcije, veéi prinos i upotreba vode kao rastvaraca sa
zanemarljivim uticajem na Zzivotnu sredinu (Huie, 2002). SWE proces koristi vodu na temperaturi
iznad tacke kljucanja (100 - 374 °C) i odgovaraju¢em pritisku (od 10 do 60 bar) kako bi se voda

zadrzala u teCnom stanju na radnoj temperaturi (Turner i Ibanez, 2011).

|
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Slika 11. pT dijagram faznih stanja vode
(Asl i Khajenoori, 2013)

Ono §to vodu ¢ini atraktivnim i fleksibilnim rastvara¢em u procesima ekstrakcije je ¢injenica
da se njena fizicka i hemijska svojstva mogu menjati variranjem temperature. Na sobnoj temperaturi,
voda je izrazito polarna tecnost sa visokom dielektricnom konstantom (g, = 80 na 20 °C) i dipolnim
momentom (1,85 D), dok sa porastom temperature dolazi do znacCajnog smanjenja njene dielektri¢ne
konstante, viskoziteta i povrSinskog napona, a povecanja brzine difuzije. Posledi¢no, polarnija
jedinjenja sa ve¢om rastvorljivo$¢u u vodi se efikasno ekstrahuju na niZzim temperaturama, dok se
umereno polarna i nepolarna jedinjenja ekstrahuju na poviSenim temperaturama (Smith, 2006). Sa
porastom temperature sa 20 na 350 °C, dielektri¢na konstanta vode se drasticno smanjuje sa 80 na 14
(Uematsu i Franck, 1980), a voda u subkritiénim uslovima (Slika 11, p i T su ispod kriti¢ne tacke)
rastvara hidrofobna jedinjenja (Yang i sar., 1995). Ono $to se dogada je da poveéanje temperature
smanjuje elektrostaticke interakcije izmedu molekula vode, i takode izmedu molekula vode i okolnih
jona i molekula. Stoga upotreba vode na visim temperaturama omogucava rastvaranje manje polarnih

jedinjenja, jer intermolekularne interakcije koje ukljucuju vezivanje vodonika postaju manje izrazene,
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a samim tim favorizuju se slabije disperzione sile. Drugim re¢ima, poviSena temperatura ¢ini vodu
manje polarnim rastvara¢em, te voda na temperaturama od 200 - 275 °C ima dielektri¢nu konstantu

sli¢énu metanolu i etanolu na sobnoj temperaturi (Uematsu i Franck, 1980; Carr i sar., 2011).

2.6.6. Parametri koji uticu na SWE

Mehanizam ekstrakcije subkritiénom vodom moze se opisati pomocu pet faza (Vladi¢, 2017)
koje su predstavljene na slici 12:
(1) kvaSenje matriksa ekstragensom,
(2) desorpcija rastvorka iz matriksa,
(3) difuzija rastvorka unutar pora matriksa,
(4) difuzija rastvorka kroz staticki fluid u poroznom materijalu,

(5) difuzija rastvorka kroz film fluida van Cestica.

U okviru ovih faza, razli¢ita molekularna svojstva i intermolekularne sile upravljaju brzinom
kojom se ciljana jedinjenja ekstrahuju iz matriksa, pri ¢emu je uticaj prve faze zanemarljiv (Kubatova i
sar., 2002). Na ekstrakciju subkriticnom vodom uti¢u prvenstveno fizickohemijska svojstva ciljanih

jedinjenja, matriksa i vode, kao i interakcija izmedu ova tri faktora (Carr i sar., 2011).

Protok /7 "\ J . Protok
fluida / fluida

Jexgro
¢estice

Organski
materijal”

Slika 12. Mehanizam prenosa mase ekstrakcijom subkritiénom vodom (Khajenoori i sar., 2009)

Kinetickim fazama (2) i (3) dominiraju intermolekularne adhezivne i kohezivne sile
izmedu analita, matriksa i vode. Na povisenim temperaturama napon pare mnogih analita raste, $to
uzrokuje oslobadanje veéeg udela analita iz organskog matriksa (Ong i sar., 2006). Sto je manje
analita vezano za aktivna mesta u matriksu (vodoni¢nim vezama, van der Waals-ovim silama ili

dipolskim privlacenjem), to se analit lakSe rastvara u subkriti¢noj vodi. Pri poviSenim temperaturama
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voda ima nizi viskozitet i medupovrSinski napon nego na sobnoj temperaturi (Coym i Dorsey, 2004).
Smanjivanje viskoziteta i medupovrsinskog napona uzrokuje da subkriticna voda bude vise difuzivan

rastvara¢ nego voda na sobnoj temperaturi (Teo i sar., 2010).

Kineticki mehanizam odgovoran za fazu (4) je koncentracijski gradijent izmedu analita u
matriksu i analita u vodi. Termodinamicka raspodela analita predstavlja fazu koja ograni¢ava brzinu
SWE procesa (Kubatova i sar., 2002). Rastvorljivost jedinjenja u vodi zavisi¢e od polariteta analita
koji se izdvaja subkritichom vodom. U nekim slucajevima vele temperature mogu smanjiti
rastvorljivost polarnih i umereno polarnih jedinjenja u vodi (Ibanez i sar., 2003). Stoga se mora
razmotriti polaritet jedinjenja koja ¢e se ekstrahovati. Poslednja faza ukljucuje eluiranje rastvora
zasi¢enog analitom, koje ¢e zavisiti od transportnih svojstava rastvora i hidroskopicnosti

ekstrakcionog matriksa (Carr i sar., 2011).

(1) Temperatura

Temperatura tokom ekstrakcije je dominantan faktor koji utice na efikasnost i selektivnost
SWE procesa. Temperaturu treba podesiti tako da se u potpunosti iskoriste njene prednosti, u smislu
poboljsane rastvorljivosti i prenosa mase, a istovremeno minimiziraju reakcije degradacije (Kubatova i
sar., 2002). Upotreba visokih temperatura poboljsava efikasnost ekstrakcije tako $to pomaze prekidu
interakcije biljnog matriksa i analita uzrokovanih van der Waals-ovim silama, vodoni¢nim vezama i
dipolskim privlacenjem (Richter i sar., 1996). Upotreba toplotne energije pomaZze u prevazilazenju
kohezivnih (molekul-molekul) i adhezivnih interakcija izmedu razli¢itih molekula, u ovom slucaju
analita i biljnog matriksa, smanjujuéi energiju aktivacije koja je potrebna za proces desorpcije.
PoviSena temperatura smanjuje povrSinski napon rastvaraca, analita i matriksa, i na taj nacin
intenzivira kvasenje uzorka (Mockel i sar., 1987). PoviSena temperatura smanjuje viskozitet i
povrsinski napon rastvaraca i na taj nacin pojac¢ava njegovu penetraciju unutar ¢estica matriksa, $to
rezultira poboljSanim procesom ekstrakcije. Poslednja znacajna prednost upotrebe vece temperature
rastvaraca je poboljSana brzina difuzije, odnosno maseni prenos molekula u rastvaracu, Sto omogucava

brzu ekstrakciju (Fernandez-Gonzalez i sar., 2008, Moreno i sar., 2006).

(2) Pritisak

Pritisak ima zanemarljiv uticaj na karakteristike vode kao rastvaraca sve dok omogucava
zadrzavanje vode u te¢nom stanju na radnoj temperaturi (Hawthorne i sar., 1994). Pored toga, povisen
pritisak moZe olaksati kvasenje matriksa §to rezultira poboljSanom efikasno$¢u ekstrakcije (Kronholm
i sar., 2007). NajéeS¢e se SWE proces odvija na pritiscima u opsegu 20-100 bar, gde su razlike u

rastvorljivosti usled promena pritiska neznatne (Miller i Hawthorne, 1998).
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(3) Protok i vreme ekstrakcije

Protok moze da uti¢e na brzinu kojom se jedinjenje ekstrahuje. Vecina studija navodi da veci
protok na konstantnoj temperaturi dovodi do smanjenja vremena ekstrakcije (Anekpankul i sar., 2007,
Ozel i sar., 2003). U pogledu efikasne upotrebe vode, veéi protok mozda nije optimalan ako je
koncentracija analita u subkriticnoj vodi veoma mala. Guclu-Ustundag i sar. (2007) su zakljucili da
mali protoci obezbeduju koncentrovaniji ekstrakt u poredenju sa velikim protocima, dok su
Anekpankul i sar. (2007) pokazali da protok nema nikakav uticaj na koncentraciju analita u
subkriticnoj vodi. Obe grupe autora su koristile slicne protoke i temperature $to implicira da je

optimalan protok specifi¢an za ciljano jedinjenje.

Vreme ekstrakcije potrebno za potpuno iscrpljenje odredenog matriksa zavisi od vrste analita,
matriksa i nacina ekstrakcije, jer se SWE proces moze izvesti u statickom ili u rezimu kontinualnog
protoka. U statickom rezimu, zasiceni ekstragens nije potrebno neprestano menjati sa svezim, ali ako
se koristi viSe od jednog ciklusa ekstrakcije, rastvarac¢ je potrebno delimi¢no ili potpuno zameniti
nakon nekog vremena (Gilbert-Lopez i sar., 2017). RavnoteZa izmedu analita u matriksu i onih u
vodenoj fazi se moze posti¢i statickom ekstrakcijom, ali se efikasnost postupka ekstrakcije nece
povecati nakon postizanja ravnoteze. Dodatno, degradacija pojedinih analita kao i nepozeljne hemijske
reakcije se mogu lakSe odvijati. Zato je neophodna pazljiva optimizacija vremena ekstrakcije u
statickom rezimu. U kontinualnom rezimu SWE procesa postoji konstantan protok ekstragensa kroz
ekstrakcionu ¢eliju. Ovaj rezim je povoljniji za potpunu ekstrakciju matriksa jer se izbegava postizanje
ravnoteze. Jo§ jedan parametar za ispitivanje u kontinualnom rezimu je brzina protoka. Proces
ekstrakcije u ovom rezimu moze biti kontrolisan rastvorljivosc¢u ili desorpcijom, u zavisnosti od toga
gde se nalaze analiti u matriksu i kako interaguju sa matriksom (Hawthorne i sar., 1994). Ako je
ekstrakcija kontrolisana rastvorljivoscu, veéi protok ¢e poboljSati prinos ekstrakcije u jedinici
vremena, dok ako je to desorpcija, prinos ekstrakcije u jedinici vremena se ne¢e menjati sa protokom.
Brzina protoka direktno utic¢e na vreme ekstrakcije potrebno za potpuno iscrpljenje sirovine. Jedan od
nacina da se minimiziraju nepozeljne hemijske reakcije i degradacija analita je da se koristi rezim
kontinualnog protoka sa dovoljno velikim protokom vode. Glavni nedostaci koris¢enja veéih koli¢ina
vode u SWE su $to dobijeni ekstrakt moZe postati previSe razblazen za analiticko odredivanje i Sto

uklanjanje vecih koli¢ina vode moze znaciti i skuplju proceduru (Gilbert-Lopez i sar., 2017).

(4) Modifikatori

PodeSavanje pH vrednosti, dodatkom pojedinih organskih i neorganskih modifikatora,
povrsinski aktivnih materija (PAM) 1 aditiva moze povecati rastvorljivost analita u ekstragensu i
uticati na fizicka svojstva biljnog matriksa i desorpciju analita iz uzorka. Prema nekim autorima

upotreba aditiva poput PAM-a moze se koristiti kao alternativa organskim rastvarac¢ima u SWE (Ong i
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Len, 2003; Machado i sar., 2015). Nedavno je pokazano da se nejonske PAM mogu Koristiti kao
alternativni rastvara¢ u SWE (Choi i sar., 2003), pomoc¢u koga se moze kontrolisati degradacija
jedinjenja (Kiathevest i sar., 2009). Ostali aditivi od interesa za SWE su antioksidansi, kao §to su
askorbinska kiselina ili BHT, od posebnog znacaja za analite podloZzne oksidaciji. U praksi se najcesce
dodaju etanol i mravlja kiselina (Arapitsas i Turner, 2008; Tomsik i sar., 2017; King i sar., 2003), kao
i HCI (Naffati i sar., 2017; Wang i sar., 2014; Asghari i Yoshida, 2007).

(5) Ostali parametri

Velicina cCestica, odnosno srednji precnik Cestica, uzorka uti¢e na kinetiku ekstrakcije, jer
manja veli¢ina Cestica dovodi do povecanja kontaktne povrSine izmedu uzorka i ekstragensa. Veliina
Cestica mora biti odgovarajua kako bi se maksimizirala kontaktna povrSina uz izbegavanje
aglomeracije Cestica. U nekim slu¢ajevima, disperzatori (npr. staklene kuglice) se uvode u uzorak u
ekstrakcionu posudu da bi se favorizovala uniformna distribucija uzorka i ekstragensa u cilju
povecanja prinosa ekstrakcije. Agitacija se takode moze koristiti da se izbegne formiranje aglomerata

(Plaza i Turner, 2015).

Odnos droga/rastvaraC je takode vazan parametar SWE procesa. Povecanje odnosa uzorka i
ekstragensa rezultira ve¢im udelima analita koji se ekstrakuje bez zamene zasi¢enog svezim
rastvaraCem (Rezaei i1 sar.,, 2013). Medutim, veci odnos droga/rastvaraCc zahteva zagrevanje vece
zapremine vode. Dodatno, analit ¢e biti manje koncentrovan u ekstraktu, pa se javlja potreba za
koncentrovanjem i povecava rizik od degradacije analita. Stoga je vazno da odnos droga/rastvarac
bude $to manji, ali istovremeno dovoljno velik da obezbedi najve¢i moguci prinos ekstrakcije (Ravber
i sar., 2015). Sadrzaj vlage u uzorku je joS jedan parametar koji potencijalno utiCe na prinos
ekstrakcije. Neke studije pokazuju da uzorci sa ve¢im sadrzajem vlage daju bolje prinose ekstrakcije

polifenola od osuSenih uzoraka (Monrad i sar., 2010; Monrad i sar., 2014; Rajha i sar., 2014).

(6) Degradacija

Postoje tri glavna nedostatka pri koriS¢enju poviSene temperature: smanjena selektivnost
ekstrakcije, degradacija ciljnih jedinjenja i nepoZeljne hemijske reakcije (Maillard-ove reakcije,
reakcije karamelizacije i termooksidacije) (Richter i sar., 1996; Bjorklund i sar., 2000). Veca
temperatura uzrokuje ekstrakciju vec¢eg broja nepozeljnih jedinjenja, tj. kontaminanata, rezultirajuci
nizom selektivnoscu i ve¢om potrebom za naknadnim preciS¢avanjem subkriticnog ekstrakta. Takode,
degradacija analita, koja se moze javiti na poviSenim temperaturama, je Cesto pracena formiranjem
novih jedinjenja, tako da je otezana krajnja determinacija i klasifikacija jedinjenja na nativna i ona
koja su nastala kao nusproizvod termic¢ke degradacije. Do pojave degradacije jedinjenja dolazi jer je

voda na povisenim temperaturama izvor hidronijum (H;O") i hidroksilnih (OH") jona, koji katalisu
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razliCite reakcije ukljucujuéi hidrolizu polisaharida i proteina na manje molekule. Ovi mali molekuli

su podlozniji medusobnim reakcijama (Teo i sar., 2010).

Khuwijitjaru i sar. (2014) su ispitali kinetiku degradacije devet fenolnih kiselina i jednog
flavanola nakon ekstrakcije subkriticnom vodom u trajanju od 30 - 120 min. Na temperaturama od 100
i 150 °C, degradacioni procesi svih fenolnih jedinjenja se mogu opisati kinetickim modelom prvog
reda, dok se na temperaturama od 200 i 250 °C razgradnja odvija daleko brze. Hlorogenska, p-
hidroksibenzoeva, protokatehinska i siringinska kiselina su prisutne nakon SWE na 200 °C u trajanju

od 1 h, dok se i one u potpunosti raspadaju na 250 °C nakon 30 min SWE.

2.6.7. Ekstrakcija superkriti¢énim ugljendioksidom (SC-CO)

Za ekstrakciju komponenti iz razli¢itih biljnih sirovina danas se primenjuje veliki broj metoda.
Vecina ovih metoda koristi organske rastvarace u procesu ekstrakcije pri cemu na kraju ostaju velike
koli¢ine tecnog otpada. Pored generisanja velike koli¢ine ovakvog tipa otpada, nedostaci
konvencionalnih postupaka poput Soxhlet ekstrakcije su i nedovoljna selektivnost, vremenski zahtevna
procedura i potencijalna emisija toksi¢nih para tokom ekstrakcije (Naudé i sar.,1998). U cilju
prevazilazenja pomenutih nedostataka razvijene su Ciste zelene tehnologije, poput ekstrakcije
superkritiénim fluidima (eng. supercritical fluid extraction; SFE), za izolovanje komponenti iz
sloZzenih matriksa. SFE je privukla znacajnu paznju poslednjih decenija kao obecavajuca alternativa
konvencionalnoj évrsto/teénoj (C/T) ekstrakeiji i mehani¢kom presovanju za dobijanje ekstrakata
biljnog porekla jer nudi brojne prednosti, ukljucuju¢i potpuno uklanjanje ekstragensa (prevodenje
fluida u gasovito stanje) i efikasnije izolovanje aromati¢nih jedinjenja (Norulaini i sar., 2008; Zaidul i
sar., 2007; Herrero i sar., 2006).

superkriticni

000 fluid

100

Pritisak (bar)

10

—- >
200 250 300 350 400
Temperatura (K)

Slika 13. pT dijagram faznih stanja ugljendioksida

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carbon_dioxide_pressure-temperature_phase_diagram.svg)
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Proces ekstrakcije superkritiénim fluidima moZe se sumirati u pet uzastopnih faza (Sovova,
2012):

(1) Difuzija superkriticnog fluida do povrsine Eestice kroz film fluida koji je okruzuje,

(2) Prodiranje i difuzija superkriti¢cnog fluida kroz spoljasnji sloj sfernog omotaéa ¢vrstog
inertnog materijala,

(3) Kontakt superkriticnog fluida sa rastvorenom supstancom na povrsini neizreagovanog
jezgra i ekstrakcija rastvorene komponente,

(4) Difuzija rastvorene komponente u superkriti¢cnom fluidu kroz sloj spoljasnjeg sfernog
omotaca ¢vrstog inertnog materijala na spoljasnju povrsinu Cestice,

(5) Difuzija rastvorene komponente u superkriticnom fluidu kroz film fluida koji okruzuje

éesticu.

Najznacajnije fiziko-hemijske karakteristike superkriticnog fluida su njegova gustina,
difuzivnost, viskozitet i dielektri¢na konstanta. Usled niskog viskoziteta (10° u odnosu na 10* Ns/m?
za teGnosti) i relativno visoke difuzivnosti (10° u odnosu na 10 cm%s za te¢nosti), superkriticni fluidi
imaju poboljSane osobine prenosa toplote i mase u odnosu na te¢nosti, te mogu lako difundovati kroz
¢vrste materijale gde se analit nalazi unutar poroznog matriksa (Phelps i sar., 1996). Jedna od glavnih
karakteristika superkritiénog fluida je moguénost promene gustine fluida, variranjem pritiska i/ili
temperature (Herrero i sar., 2006), ¢ime se omogucava da mo¢ rastvaranja fluida oponasa Sirok spektar

razlic¢itih rastvaraca (Tabela 6).

Tabela 6. Kriti¢ni parametri najcesée koris¢enih rastvara¢a u SFE

Rastvaracé Kriti¢na Kriti¢ni Gustina
temperatura pritisak (kg/m®)
(°O) (bar)
Ugljendioksid 31,1 73,8 468
Etilen 9,3 50,4 218
Azot oksid 36,7 72,7 470
Propan 96,7 42,5 217
Amonijak 132,5 112,8 235
Dietil-etar 194 36,4 265
Voda 374,3 220,5 322

Na izbor fluida koji ¢e se koristiti kao superkriticni rastvara¢ uti¢e prvenstveno polarnost
ciljanog analita. Relativno niska kriticna temperatura (31,1 °C) i pritisak (73,8 bar) favorizuju
upotrebu ugljendioksida, koji se iskljuc¢ivo koristi za nepolarna jedinjenja i umereno polarna poput
alkana, terpena, aldehida, estara, alkohola i lipida (Phelps i sar., 1996). Ekstrakcija superkriti¢nim

ugljendioksidom (eng. supercritical carbon dioxide extraction; SC-CO,) je separaciona tehnologija

38



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

koja koristi ugljendioksid kao rastvara¢. Ugljendioksid je naj¢eSce kori$¢en rastvara¢ u SFE, jer pored
toga Sto je dostupan u visokom stepenu Cistoce, jeftin, bezbedan za rukovanje i fizioloski bezopasan,
lako se uklanja iz ekstrakta ekspanzijom na atmosferskom pritisku i ekoloski je prihvatljiv (eng.
Generally Recognized as Safe; GRAS) (Brunner, 2005; Reverchon i De Marco, 2006). Ugljendioksid
prelazi u superkriticno stanje na temperaturi iznad 31,1 °C i pritisku iznad 73,8 bar, $to ga cini
idealnim rastvaraem za ekstrakciju termicki osetljivih jedinjenja. Prelaz ugljendioksida u
superkritiéno stanje prikazan je na slici 14, gde se jasno vidi da ispod kritiénih vrednosti pritiska i
temperature, ugljendioksid postoji u dve faze, te¢noj i gasovitoj (Slika 14A). Pove¢anjem temperature
vidljivost granice izmedu faza se smanjuje (Slike 14B i 14C) jer gustina te¢ne i gasovite faze postaje
sve sli¢nija. Kada su postignuti kriticna temperatura i pritisak, razlika izmedu dve faze prestaje biti
uocljiva (Slika 14D), te one formiraju novu homogenu fazu — superkriti¢ni fluid (Cunico i Turner,
2017).

Slika 14. Prelaz ugljendioksida kroz razliite faze sa porastom pritiska i temperature
(A, B, C —gas i te¢nost, D — superkriti¢an fluid) (Cunico i Turner, 2017)

2.6.8. Parametri koji uti¢u na SC-CO,

(1) Pritisak i temperatura

SC-CO, se definise kao visoko-pritisna tehnologija $to ukazuje na to da je ova varijabla od
izuzetnog znacaja za mnoge tehnicke i ekonomske aspekte ovog procesa. Gustina predstavlja fizicko-
hemijsku karakteristiku na koju direktno uti¢u promene pritiska. Kada se ispituje uticaj gustine na
ponasanje superkriti¢nih fluida, pritisak je mnogo pozeljnija varijabla za podeSavanje njegovih
vrednosti, jer nudi znatno ve¢e opsege manipulacije nego temperatura. Pritisak se moze povecéavati i
do 10 puta u odnosu na vrednost pritiska neophodnu za prelaz fluida u superkriti¢no stanje, dok je
temperatura ogranicena na uzi opseg, odnosno moze se povecavati do 3 puta u odnosu na najcesce
koris¢enu tempearturu od 40 °C. Vecina studija koje se bave SC-CO, procesima se fokusiraju na
pritiske od 100 do 400 bar, pri ¢emu unutar ovog intervala gustine variraju od 200 do 900 kg/m°.
Medusobna zavisnost pritiska i gustine je posebno vidljiva pri niskim pritiscima (npr. 100 bar) (Slika
15), pri ¢emu gustine osciluju do 70% na temperaturama od 40 do 100 °C, dok je pri ve¢im pritiscima

(npr. 400 bar) moguca oscilacija najvise 20% (de Melo i sar., 2014).
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Slika 15. Gustina superkriti¢nog ugljendioksida u zavisnosti od pritiska i temperature

Sa aspekta temperature, vecina studija koja se bavi SC-CO, procesima se fokusira na opseg
40-60 °C favorizujuci temperaturu od 40 °C. Jedan od glavnih razloga za ispitivanje uticaja pritiska na
posmatrane parametre na nizim temperaturama je verovatno zbog veceg stepena varijacije gustine u
ovom regionu, ali takode i zbog predostroZznosti u vezi sa termickom degradacijom jedinjenja koja se
ekstrahuju, ograni¢enja opreme i smanjenja troSkova (de Melo i sar., 2014). Drugi razlog za redu
selekciju temperature kao nezavisno promenljive je to Sto moze da izazove nedosledno "ponasanje”
superkritiénog ekstragensa usled fenomena poznatog kao "crossover "efekat. Kada temperatura raste,
gustina superkriticnog fluida opada, ali rastvorljivost analita se i dalje moze povecati kao rezultat
povecanog napona pare analita. Grafici zavisnosti rastvorljivosti od pritiska pri konstantnim, ali
razli¢itim temperaturama dva puta se ukrStaju i te preseCne tacke se nazivaju donjim i gornjim
crossover tackama (de Melo i sar., 2009). Pri pritiscima izmedu ove dve tacke, rastvorljivost opada sa
porastom temperature, jer efekat gustine rastvaraca prevazilazi efekat napona pare. Dok je iznad
gornje ili ispod donje tacke ukrstanja, efekat pritiska pare izraZeniji od efekta gustine, pa rastvorljivost

raste sa porastom temperature (de Melo i sar., 2009; Ozkal i sar., 2005; Anitescu i Tavlarides, 1999).
(2) Protok

Protok ugljendioksida je relevantan parametar ukoliko se proces kontrolise spoljnim otporom
prenosu mase ili ravnoteZom, u tom slu¢aju koli¢ina dotoka superkritiénog rastvaraca u posudu za
ekstrakciju odreduje brzinu ekstrakcije (Reverchon i De Marco, 2006). lako protok, za razliku od
pritiska i temperature, ne utie na osobine superkriti¢cnog fluida ima direktan uticaj na fenomene
prenosa mase, kao Sto su aksijalna disperzija, koeficijent konvektivnog prenosa mase i akumulacija
jedinjenja koja se ekstrahuju u superkritiénom ugljendioksidu (de Melo i sar., 2014). Da Porto i sar.
(2015) su ispitali uticaj protoka ugljendioksida na SC-CO, ukupnih fenola iz pogace grozda (zaostale

nakon presovanja) i ustanovili da se sa smanjenjem protoka povecava prenos mase. Ova pojava se
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pripisuje tome da se vreme kontakta izmedu ekstragensa i jedinjenja koja se ekstrahuju povecava, a
samim tim i vreme potrebno za unutrasnju difuziju Sto pozitivno uti¢e na efikasnost ekstrakcije.
Nasuprot tome, povecanje protoka u odredenoj meri moze uticati na povecanje prenosa mase usled
pomeranja koncentracionog gradijenta dotokom svezeg ekstragensa, ali preveliko poveéanje protoka
bez izrazitog povecanja prinosa jedinjenja od interesa naruSava ekonomsku odrzivost procesa (de
Melo i sar., 2014). Takode, protok ugljendioksida je povezan sa vremenom ekstrakcije i moze uticati

na redukciju vremena ekstrakcije sa udvostruc¢avanjem protoka (Vasapollo i sar., 2004).
(3) Modifikatori

Rastvorljivost polarnih i nepolarnih jedinjenja u superkriticnom fluidu moze biti poboljSana uz
dodatak modifikatora, koji mogu biti polarni (etanol, metanol, aceton i dr.) i nepolarni (propan, oktan i
dr.). Modifikatori se obi¢no dodaju u maloj koncentraciji kako bi povecali rastvorljivost analita u
superkritiénom fluidu (Sinha i sar., 1992). Etanol je naj¢es¢e koris¢en modifikator sa koncentracijom u
opsegu 5-30% (Da Silva i sar., 2016; Saldana i sar., 2010; Shi i sar., 2009; Kassama i sar., 2008), dok
se organski rastvara¢i poput hloroforma (Cadoni i sar., 1999), tetrahidrofurana (Ciurlia i sar., 2009) i
acetona (Ollanketo i sar., 2001), kao i biljna ulja poput maslinovog ulja (Shi i sar., 2009), ulja kanole

(Saldana i sar., 2010) i ulja lesnika (Vasapollo i sar., 2004) takode koriste u tu svrhu.

2.7. SuSenje te¢nih ekstrakata spray drying tehnikom

Primenom prethodno opisanih savremenih metoda ekstrakcije skracuje se vreme ekstrakcije,
ubrzava prenos mase i toplote, kontroliSe nastanak Maillard-ovih reakcija, poboljsava kvalitet i
funkcionalnost proizvoda (Galanakis, 2013). Krajnji rezultat primene ovakvih metoda ekstrakcije su
vodeni i vodeno etanolni ekstrakti visokog kvaliteta, ali ograni¢enog roka trajanja zbog prisustva vode
koja je medijum podloZzan mikrobioloskim kontaminacijama. U cilju prevodenja te¢nih ekstrakta u
suve ekstrakte u najve¢em broju slucajeva koristi se spray drying tehnika, odnosno susenje
rasprSivanjem (Pordevi¢ i sar., 2015). Prednosti suvih ekstrakata, odnosno prahova, u odnosu na tecne
forme ekstrakata, su smanjena aktivnost vode koja obezbeduje mikrobiolosku stabilnost, amortizuje
degradacione procese, smanjuje troSkove transporta i skladiStenja i naposletku unapreduje instant

rastvorljivost krajnjeg proizvoda (Gharsallaoui i sar., 2007).

Spray drying je jednostepeni tehnoloski postupak za uklanjanje te¢nosti (rastvaraca) koji se
sastoji iz atomizacije (rasprSivanja) te¢ne napojne smese u struji toplog gasovitog medijuma i nastanka
suvog praskastog proizvoda (Gharsallaoui i sar., 2007). Kao gasoviti medijum za susenje najcesce se
koristi vazduh ili rede azot. Te¢na napojna smesa moze biti rastvor, emulzija ili suspenzija. Finalni

proizvod moZe biti u formi granula, praha ili aglomerata u zavisnosti od fizi¢ko-hemijskih osobina
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napojne smeSe i procesnih parametara (Filkova i Mujumdar, 1995; Masters, 1985). Naj¢e$¢i oblik
Cestica osuSenih rasprsivanjem je sferican, sa srednjim pre¢nikom opsega 10-100 um. ~ Spray drying
je rasprostranjena tehnologija za mikrokapsulaciju u industrjskim uslovima jer je ekonomicna,

fleksibilna, jednostavna za manipulaciju i predstavlja kontinualan proces. Spray drying je

.....

.....

(Santivarangkna i sar., 2007). Dodatno, prednost spray drying procesa u odnosu na liofilizaciju i
vakuum susenje je i relativno kratko vreme kontakta napojne smeSe i medijuma za susenje, usled ¢ega
ova tehnika suSenja ima tendenciju o¢uvanja osetljivih komponenti kao §to su vitamini i minerali,

boje, arome, lipidi i enzimi (Rodriguez-Hernandez i sar., 2005; Yousefi i sar., 2011).

2.7.1. Princip spray drying procesa

Spray drying je konvektivni proces suSenja i sastoji se iz Cetiri osnovne faze:

(1) Atomizacija te¢ne napojne smese u kapi

Proces atomizacije je krucijalna faza suSenja, koja se odnosi na formiranje praha ili tecne
suspenzije u gasu i naknadno smanjenje veliCine Cestica. Efikasan proces atomizacije podrazumeva
konvertovanje teCne napojne smese u sitne kapljice jednakih veli¢ina ¢ime se obezbeduje uniforman
prenos mase i toplote tokom spray drying procesa. Usled smanjenja veli¢ine Cestica i disperzije Cestica
u medijumu za suSenje, povrsSina Cestica se drasticno povecava. Ovaj prirastaj u povrSini Cestica
omogucava gotovo trenutno susenje napojne smeSe. Sa malim precnikom kapljica i ujednacenom
distribucijom napojne smese, uklanjanje vlage se odvija bez naruSavanja integriteta materijala koji se
susi (Cal i Sollohub, 2010). Atomizacija se vr§i pomocu atomizera koji se klasifikuju na osnovu vrste
energije koja deluje na napojnu smesu prilikom atomizacije. Dva osnovna tipa atomizera su rotacioni i
atomizeri sa diznama (Cal i Sollohub 2010; Murugesan i Orsat, 2012). Izbor atomizera se vr§i na
osnovu karakteristika napojne smese koja treba da se susi i Zeljenih karakteristika krajnjeg proizvoda

(Masters, 1997).

Rotacioni atomizeri (Slika 16) koriste centrifugalnu energiju kako bi rasprsili napojnu smesu
(Filkova i Mujumdar, 1995; Masters, 1985). Ukratko, napojna smesa se propusta kroz cilindar koji
dovodi tecnost do rotacionog diska koji rotira velikom brzinom (Murali i sar., 2015). Relativno
jednostavna manipulacija i dobijanje Cestica uniformne veli¢ine koja moze da se varira promenom
brzine rotacije diska su samo neke od prednosti ovog tipa atomizera. Nedostaci su otezan rad sa
teCnostima povisenog viskoziteta usled ¢ega se otvori kroz koje se te¢nost rasprsuje blokiraju. Pored
toga, kao posledica neadekvatnog razdvajanja finih ¢estica od gasovitog medijuma u ciklonu dolazi do

povecanih gubitaka praha, odnosno smanjenja efikasnosti susenja (Anandharamakrishnan, 2015).

42



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

|§—

Slika 16. Sema uredaja za su$enje raspriivanjem pomodéu rotacionog atomizera
(https://www.labrotovap.com/how-does-spray-dryer-work/)

Atomizeri kod kojih se raspr§ivanje napojne smese ostvaruje kroz dizne se dele na hidrauli¢ne
dizne, dizne sa dva fluida i ultrazvuéne dizne (Slika 17). Kod hidrauli¢nih dizni (Slika 17a), mlaznica
za rasprsivanje pretvara energiju te¢nosti u kineticku energiju. Ovaj tip dizni nije pogodan za viskozne
fluide jer se dobijaju prahovi neuniformne raspodele veli¢ina Cestica i postoji realan rizik od blokiranja
otvora dizne. Jedini parametar koji se moze podeSavati kod ovog tipa mlaznica je brzina protoka

napojne smese (Cal i Sollohub, 2010).

a) b) c)

Slika 17. Dizne za rasprSivanje: a) hidrauli¢na, b) dizna sa dva fluida i ¢) ultrazvuéna

Kod dizni sa dva fluida (Slika 17b), atomizacija napojne smesa se postize meSanjem iste sa
vazduhom ili drugim gasom pod pritiskom, te tako zajedno prolaze kroz diznu. Napojna smesa trpi
velike sile trenja koje dovode do dezintegracije rastvora u kapljice. Oblik i veli¢ina formiranih kapljica
su zavisni od karakteristika napojne smese (povrSinski napon, gustina i viskozitet) i pritiska
komprimovanog gasa (Cal i Sollohub, 2010). Ovakav tip dizni pogodan je za viskozne tecnosti.
Nedostatak koji ograni¢ava upotrebu ovog tipa dizni je nastanak ¢estica male gustine i loSih proto¢nih

karakteristika usled zadrZavanja velike koli¢ine vazduha unutar ¢estica (Anandharamakrishnan, 2015).

Ultrazvu¢ne dizne (Slika 17¢) predstavljaju noviju tehnologiju u atomizaciji napojne smese.
Ultrazvucni talasi stvaraju vibracije visoke frekvencije kojima se rasprSuje napojna smesa. Prednost

ovih dizni je dobijanje finih ¢estica uniformne raspodele i sposobnost samociséenja, sto olaksava rad

43



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

sa viskoznim fluidima. Dodatno, formirane kapljice se kre¢u malim brzinama §to uti¢e na povecanje
prinosa suSenja (Cal i Sollohub, 2010). Tokom atomizacije, napojna sme$a se izlaze medijumu za
suSenje koji je u najvecem broju slucajeva atmosferski vazduh. Vazduh se uvodi kroz filtracioni sistem
i naknadno zagreva na zadatu temperaturu. Ponekad se koriste azot ili drugi inertni gasovi ukoliko je
napojna smesa izrazito nestabilna ili su njene komponente osetljive na prisustvo kiseonika (Cal i
Sollohub, 2010).

(2) Kontakt kapi i medijuma za susenje

Druga faza procesa susenja, kontakt rasprsenih kapi i medijuma za suSenje, determinise brzinu
i intenzitet suSenja. Vreme zadrzavanja kapljica unutar komore za susenje je odredeno brzinom
protoka napojne smeSe i veli¢inom komore za suSenje. Kontakt izmedu rasprSenih kapljica i vrelog
gasovitog medijuma moze se ostvariti na viSe nacina, pa se u zavisnosti od smera kretanja grejnog

medijuma i kapljica moze razlikovati istostrujan i protivstrujan (Slika 18) (Oakley, 2004).

Napojna Napojna
smega smesa

Ulaz gasa
Izlaz gasa

Suvi ekstrakt Suvi ekstrakt
(a) (b)

Slika 18. Kontakt napojne smese i grejnog medijuma (a) protivstrujni, (b) istostrujni
(Oakley, 2004)

Kod istostrujnog smera kretanja, napojna smesa se rasprSuje u istom smeru kao i strujanje
grejnog medijuma kroz uredaj, pri ¢emu ulazna temperatura toplog vazduha (obi¢no 150-220 °C)
obezbeduje gotovo trenutno isparavanje, te je suvi prah izlozen umerenim temperaturama (obi¢no 50—
80 °C) Sto ogranicava termicku degradaciju. Kod protivstrujnog smera kretanja, napojna smesa se
raspr§uje u suprotnom smeru od strujanja toplog vazduha, pri ¢emu je suvi prah izlozen visokim
temperaturama $to ograni¢ava primenu ovog tipa suSenja kod termo-osetljivih jedinjenja. Glavna

.....

(Fleming, 1921).
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(3) Isparavanje rastvaraca iz kapi

SusSenje kapljica napojne smeSe u spray drying procesu nastaje kao rezultat istovremenog
prenosa mase i toplote (Filkova i Mujumdar, 1995; Masters, 1985). Prilikom kontakta kapljica - vru¢
vazduh, izmedu tene i gasne faze uspostavlja se ravnoteza temperature i parcijalnog pritiska pare.
Stoga se konvektivan prenos toplote vrsi iz vazduha kao grejnog medijuma na kapljice kao rezultat
razlike u temperaturi, dok se prenos vode vr$i u suprotnom smeru zbog razlike pritiska pare. Na
osnovu teorije susenja mogu se razlikovati tri uzastopna koraka. Neposredno nakon kontakta vruceg
vazduha i napojne te¢nosti, prenos toplote uglavnom izaziva porast temperature kapljica do konstantne
vrednosti. Nakon toga se vrs$i isparavanje vode iz kapljica pri konstantnoj temperaturi i parcijalnom
pritisku vodene pare. Brzina difuzije vode iz jezgra ka povrsini kapljica obi¢no se smatra konstantnom
i jednakom brzini isparavanja vode sa povrsine. Kona¢no, kada sadrzaj vode u kapljicama dostigne
kriticnu vrednost, na povrsini kapljice se formira suva kora, a brzina suSenja drasticno opada sa
napredovanjem suSenja i postaje zavisna od brzine difuzije vode kroz koru. SuSenje je teoretski
zavrSeno kada temperatura Cestica postane jednaka temperaturi vazduha. Opisana tri koraka imaju
razli¢ite duZine trajanja u zavisnosti od prirode proizvoda i ulazne temperature vazduha. Ako je
temperatura ulaznog vazduha visoka, suva kora se brzo formira zbog velike brzine isparavanja vode.
Usled velikog odnosa povrSina/zapremina rasprSene kapljice, suSenje formirane kapljice u atmosferi

vrelog vazduha je izuzetno kratkotrajan proces (Gharsallaoui i sar., 2007).

(4) Separacija ¢vrstih Cestica od gasa

Poslednja faza u suSenju je separacija ¢vrstih Cestica od gasa i skupljanje praha u prihvatnom
sudu. Samo razdvajanje se odvija u ciklonu koji je pozicioniran van komore za suSenje ¢ime se
redukuju gubici praha. Upotrebom ciklona obezbeduje se inertna separacija faza, odnosno razdvajanje
na osnovu razlike u gustini izmedu faza. Ovaj koncept koristi prednost manje brzine Cestica vece
gustine u odnosu na vazduh kao medijuma manje gustine, kada su obe faze izloZzene vrtloznom
rotacionom kretanju (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008). Najteze ¢estice se skupljaju u dnu komore
za suSenje dok najlakSe prolaze kroz ciklon gde se vrsi separacija od vazduha (Gharsallaoui i sar.,
2007). Pored ciklona, uredaj za spray drying je obi¢no opremljen vrec¢astim filterima koji se koriste za

uklanjanje najfinijih ¢estica praha (Bonazzi i Dumoulin, 2011).
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2.7.2. Nosacdi

Dominantni procesni parametri koji uti¢u na susenje su priroda i ulazna/izlazna temperatura
napojne smes$e, Njen protok, tip atomizera, i priroda i koncentracija nosaca primenjenog u susenju
(Finney i sar.,, 2002; Reineccius, 1988). Dobijanje visoko kvalitetnog praha tokom suSenja
raspriivanjem je Cesto izazov zbog njegove niske temperature ostakljavanja (eng. glass transition
temperature; Tg) i higroskopne prirode, pa moze dovesti do nastanka gumenastog i lepljivog krajnjeg
proizvoda (Jaya i Das, 2009). Tg se moze definisati kao temperatura na kojoj dolazi do prelaska
amorfne strukture iz staklastog u gumenasto stanje termickim procesima ili plastifikacijom vodom
(Mani i sar., 2002). Temperatura ostakljavanja je znacajno svojstvo za proizvode u formi prahu, jer je
indikator kvaliteta proizvoda. Niska Tg moze prouzrokovati fizicke promene tokom suSenja,
prvenstveno lepljenje i zgrudvavanje tokom kojih se mogu javiti promene boje i arome, i smanjiti
prinos procesa. Tri faktora koja direktno uticu na Tg proizvoda su: temperatura susenja, vlaga i sastav
proizvoda (Intipunia i Bhandari, 2010). Za optimalnu stabilnost, temperatura susenja treba da bude
ispod temperature ostakljavanja (Bhandari i sar., 1997, Fazaeli i sar., 2012). Sadrzaj vlage takode igra
vaznu ulogu u smanjenju Tg, jer je voda rastvara¢ sa najmanjom molekulskom masom i Tg od -135 °
C. lako ve¢ina praskastih proizvoda ima do 5% vlage, mali porast vlage (npr. 1%) moZe drasti¢no
smanjiti Tg (Fang i Bhandari,2012). Problem lepljivosti praha je uglavhom uzrokovan prisustvom
komponenti male molekulske mase, kao sto su ugljeni hidrati (Tabela 7) i organske kiseline, koje

poseduju nisku Tg.

Tabela 7. Temperatura ostakljavanja (Tg) razli¢itih ugljenih hidrata

Ugljeni hidrat Tg
(°O)

Fruktoza 5
Glukoza 31
Galaktoza 32
Saharoza 62
Maltoza 87
Laktoza 101
Skrob 243

Efikasna proizvodnja suvog ekstrakta primenom spray drying tehnike ostvaruje se primenom
nosaca koji podizu Tg napojne smesSe i na taj nacin onemogucavaju pojavu lepljivosti tokom susenja i
pojavu lepljivosti u krajnjem proizvodu—prahu. Odabirom odgovarajuéeg nosaca i1 njegove
koncentracije utiCe se na proces susenja i karakteristike praha. Pored toga, selekcija adekvatnog nosaca

(mehanic¢ka ¢vrstoca, kompatibilnost sa prehrambenim proizvodom, odgovarajuca veliina Cestica,
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itd.) (Brazel, 1999) prilikom spray drying procesa je izuzetno bitna kako bi se izbegle nepoZeljne

promene praha usled oksidacije, hemijskih interakcija ili isparavanja (Alvarenga Botrel i sar., 2012).

Nosac ima ulogu i da zastiti materijal jezgra Cestica praha od faktora koji mogu prouzrokovati
njegovu degradaciju, da spre¢i preranu interakciju izmedu materijala jezgra i drugih sastojaka, da
ogranici isparljive gubitke, i naposletku da omogué¢i kontrolisano oslobadanje pod Zeljenim uslovima
(Shahidi i Han, 1993). U zavisnosti od materijala jezgra i zeljenih karakteristika krajnjeg proizvoda,
nosaci se mogu izabrati iz Sirokog spektra prirodnih i sintetskih polimera. S obzirom da se vecina
spray drying suSenja u prehrambenoj industriji izvodi iz vodene formulacije napojne smese, nosac
mora biti rastvorljiv u vodi u prihvatljivoj meri (Gouin, 2004). Pored visoke rastvorljivosti, nosac¢
treba da poseduje dobre osobine emulgovanja i formiranja filma, kao i da pokazuje nisku viskoznost
¢ak i pri ve¢im koncentracijama (Anker i Reineccius, 1988). Mnogi dostupni nosaci poseduju ove
karakteristike, ali je broj materijala odobrenih za prehrambenu upotrebu ograni¢en (Dziezak, 1988).
Kao nosaci koriste se biopolimeri iz razli¢itih izvora, kao $to su prirodne gume (arapska guma,
alginati, karagenani, itd.), proteini (proteini iz mleka ili surutke, Zelatin, itd.), maltodekstrini sa
razli¢itim stepenom dekstroznog ekvivalenta, voskovi i njihove meSavine. Medutim, najéesce se
koriste ugljeni hidrati velike molekulske mase, kao §to su skrob i modifikovani skrob, maltodekstrini,
arapska guma i ciklodekstrini. Glavna funkcija nosaca je povecanje temperature ostakljavanja napojne
smeSe, $to posledi¢no smanjuje lepljivost praha, njegovo zaostajanje na zidovima (eng. wall
deposition) i tendenciju ka aglomeraciji tokom suSenja i skladiStenja, i sve zajedno dovodi do

stabilnijeg proizvoda (Roos i Karel, 1991; Bhandari i sar., 1993; Oliveira i sar., 2010).

2.7.3. Maltodekstrini

Maltodekstrini su polimeri koji se dobijaju kiselom ili enzimskom hidrolizom skroba i sastoje
se od jedinica D-glukoze koje su primarno povezane a-1,4 vezama. Ovi proizvodi se klasifikuju po
svom dekstroznom ekvivalentu (DE), koji predstavlja meru stepena hidrolize skroba i obrnuto je

proporcionalan molekulskoj masi (Tabela 8) (De Oliveira i sar., 2009).

Tabela 8. Molekulske mase i Tg maltodekstrina razli¢itih dekstroznih ekvivalenata

Nosa¢é DE Molekulska masa Tg
(g/mol) (°C)

36 500 100

25 720 121

Maltodekstrin 20 900 141
10 1800 160

5 3600 188
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Maltodekstrini su Siroko rasprostranjeni zahvaljujuci relativno niskoj ceni, neutralnom mirisu 1
ukusu, niskom viskozitetu pri ve¢im koncentracijama i odlicnoj zastiti enkapsuliranog materijala od
oksidacije. Ogranicavajuéi faktor u kori§¢enju ovog nosaca je njegov nizak emulgujuci kapacitet i
grani¢no zadrzavanje isparljivih komponenata, te se esto kombinuje sa drugim nosa¢ima (Buffo i

Reineccius, 2000; Krishnan i sar., 2005).

Uprkos tome, utvrdeno je da maltodekstrin ima sposobnost modifikovanja povrsinske
lepljivosti niskomolekularnih Secera i organskih kiselina, pa je pogodan za proizvodnju prahova
razlicitih vrsta materijala: riblje ulje, ulje mandarine, biljni ekstrakti, vo¢na pulpa, itd. (Martinelli i
sar., 2007; Goula i Adamopoulos, 2008a; Goula i Adamopoulos, 2008b; Sansone i sar., 2011; Nadeem
i sar., 2011; Caliskan i Dirim, 2016). Temperatura ostakljavanja i viskozitet su dva fizicko-hemijska
parametra koji karakteriSu ponaSanje biopolimera u razliitim prehrambenim i farmaceutskim
aplikacijama (Avaltroni i sar., 2004; Roos i Karel, 1991). Medu biopolimerima koji su od interesa za
suSenje rasprSivanjem, maltodekstrini su posebno korisni zbog svoje rastvorljivosti u vodi, male
viskoznosti i visoke Tg nakon susenja (Kenyon, 1995). Medu $irokim izborom komercijalno dostupnih
maltodekstrina, izbor odgovarajueg predstavlja kompromis izmedu njegovih svojstava u rastvoru

(pre susenja) i njegovih svojstava u staklastom stanju (posle susenja) (Marchal i sar., 1999).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Katedre za
biotehnologiju i farmaceutsko inzenjerstvo, Tehnoloski fakultet Novi Sad; u laboratoriji Katedre za
mikrobiologiju, Prirodno-matemati¢ki fakultet, Novi Sad; u laboratoriji Instituta za farmaceutsku
tehnologiju i regulatorne poslove, Segedin (Madarska); u laboratoriji Katedre za projektovanje
tehnoloskih procesa i konstrukcijskih materijala, Prehrambeno-tehnoloski fakultet, Osijek (Hrvatska) i

laboratoriji Instituta za proucavanje lekovitog bilja "Dr Josif Panci¢”, Beograd.

3.1. Biljni materijal

Marrubium vulgare L. je plantazno gajen 2015. godine, na oglednom polju od strane lokalnog
dobavljaca gajenih biljaka "Chamomilla” (Banatski Karlovac, Srbija). Nadzemni deo biljke M. vulgare
je osusen u tankom sloju na vazduhu. Nakon toga je skladiSten u papirnim vre¢ama, na Sobnoj

temperaturi na tamnom i suvom mestu.

3.2. Hemikalije

Sledece hemikalije i reagensi su koriS¢eni za izradu doktorske disertacije: Folin-Ciocalteu
reagens, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), galna kiselina, katehin, ferulna kiselina,
hlorogenska kiselina, p-kumarinska Kiselina, kafena kiselina, rutin, hiperozid, kvercetin, 5-hidroksi-2-
metilfurfural, maltodekstrin (Sigma Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka); etanol (Sani-hem, Novi
Bedej, Srbija); metanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija); tehnicki ugljendioksid (> 99,0 %) i tehnicki
azot (> 99,0 %) (Messer Tehnogas, Novi Sad, Srbija). a-Amilaza iz svinjskog pankreasa, a-
glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae, 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid i akarboza su nabavljene
od proizvodaca Sigma (St. Louis, MO, USA). Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u

eksperimentalnom radu su stepena analiticke Cistoce.

3.3. Uredaji

Za izradu ove doktorske disertacije kori$¢eni su slede¢i uredaji:

v’ Uredaj za ekstrakciju ugljendioksidom u superkritiénom stanju (HPEP - High Pressure
Extraction Plant) - NOVA Swiss, Effretikon, Svajcarska;

v' Sistem za ekstrakciju subkritié(nom vodom, sa regulatorom temperature - PARR Instrument
Company, SAD;

v Ultrazvuéno kupatilo EUP540A, Euinstruments, Francuska;
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Modifikovana kuhinjska mikrotalasna pe¢ (NN-E201W, Panasonic, Japan);

Spray dryer komora za susenje - Anhydro, Danska;

Peristalticka pumpa, magnetna mesalica - IKA Werke GmbH & Co. KG, Nemacka;
Analiticka vaga - Sartorius 2474, Nemacka;

Vortex mikser - EV 100, Tehnica, Zelezniki, Slovenija;

Mlin za kafu - Bosch, Nemacka;

Vibracioni set sita - CISA, Cedaceria, Spanija;

Sejker sa termostatom - KS 4000, IKA, Staufen, Nemacka;

Rotavapor - Devarot, Elektromedicina, Ljubljana, Slovenija;

Spektrofotometar - Jenway 6300 VIS, Velika Britanija;

AN NN Y N N U N N NN

Uredaj za gasnu gromatografiju Agilent 7890B sa masenim spektrometrom (Agilent, Series
5977A, SAD);
v Uredaj za te¢nu hromatografiju pod visokim pritiskom (HPLC) - Agilent, SAD.

3.4. Ispitivanje biljnog materijala

3.4.1. Odredivanje veli¢ine Cestica usitnjenog biljnog materijala

Osuseni biljni materijal je usitnjen u mlinu za kafu. Usitnjena droga (100 g) je radi utvrdivanja
velicine Cestica prosejana kroz vibracioni set sita. Izmerena je masa droge koja je zaostala na svakom

situ nakon prosejavanja, a srednji preénik Cestica je izracunat prema jednacini (Lepojevic, 2000):

—=Z'—,. @Y

gde je:
mi - maseni procenat i-te frakcije,

di - srednji pre¢nik i-te frakcije.
3.4.2. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja

Sadrzaj etarskog ulja u biljnom materijalu odreden je po oficinalnoj metodi hidrodestilacije

propisanoj po Ph. Jug. V, koriste¢i aparaturu po Clevenger-u.

3.4.3. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage (%) u biljnom materijalu je odreden gravimetrijskim postupkom, na osnovu

gubitka susenjem (105 °C) do konstantne mase, koji propisuje Ph. Jug. V.
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3.5. Ekstrakcija biljnog materijala

3.5.1. Konvencionalna ekstrakcija

Konvencionalna C/T ekstrakcija je izvr§ena u cilju odredivanja eksperimentalnog opsega za
koncentraciju etanola koja je kori§¢ena za optimizaciju ultrazvu¢ne i mikrotalasne ekstrakcije. U svim
eksperimentima 10 g M. vulgare je ekstrahovano sa 100 mL razli¢itog ekstragensa. Ekstrakcije su
radene na temperaturi od 25 °C tokom 24 h na laboratorijskom Sejkeru sa termostatom uz konstantno
mesanje (150 rpm) (KS 4000, IKA, Staufen, Nemacka). Kao ekstragens je koriS¢ena voda i smeSa
etanol-voda (30, 50, 70 i 96%; m/m). Nakon ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod
vakuumom (V-700, Biichi, Switzerland), zatim prebaceni u staklene bocice i Cuvani na 4 °C do
analize. Poznata zapremina te¢nog ekstrakta (5 mL) je prenesena u prethodno izmereni balon i sadrzaj
balona je uparavan do suva na rotacionom vakuum upariva¢u. Dobijeni ekstrakt je osuSen u suSnici na

temperaturi od 105 °C do konstantne mase. Prinos ekstrakcije je izrazen kao % (g/100 g droge).

3.5.2. Ultrazvucna ekstrakcija

U svim eksperimentima, 10 g M. vulgare je odmereno u erlenmajer (250 mL) i zatim dodato
100 mL 50% etanola. Ekstrakcije su radene u ultrazvu¢nom kupatilu (EUP540A, Euinstruments,
Francuska), prikazanom na slici 19, sa konstantnom frekvencijom od 40 kHz.

Slika 19. Uredaj koris¢en za UAE
(https://www.topdiesel.com/yo/dual-frequency-series-28khz40khz-digital-timerheater.html)

Temperatura (40, 60 i 80 °C), vreme ekstrakcije (40, 60 i 80 min) i snaga ultrazvuka (24, 42 i
60 W/L) su kontrolisani preko kontrolne table uredaja. Na erlenmajer je postavljen povratni
kondenzator kako bi se spreéilo eventualno isparavanje ekstragensa. Erlenmajeri su uvek postavljani
na istom rastojanju u odnosu na emiter ultrazvuka, dok dodatno mesanje tokom ekstrakcije nije
primenjivano. Nakon ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod vakuumom, sakupljeni

u staklene bocice i ¢uvani na 4 °C do analize.
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3.5.3. Mikrotalasna ekstrakcija

Za mikrotalasnu ekstrakciju je koris¢ena modifikovana kuhinjska mikrotalasna pe¢ (NN-
E201W, Panasonic, Japan) u koju je postavljen stakleni balon sa povratnim kondenzatorom (Slika 20).
U svim eksperimentima, 10 g M. vulgare pomesano je sa zapreminom ekstragensa od 100 mL. Sve
ekstrakcije su radene na konstantnoj frekvenciji. Baloni su uvek postavljani na istom rastojanju od
magnetrona, dok dodatno mesanje tokom ekstrakcije nije primenjivano. Nezavisne promenljive u
ovom procesu bile su koncentracija etanola (40, 60 i 80%), vreme ekstrakcije (10, 20 i 30 min) i snaga
mikrotalasa (400, 600 i 800 W). Nakon ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod

vakuumom, preneti u staklene bocice i ¢uvani na 4 °C do analize.

(OX®)

Slika 20. Sema modifikovane mikrotalasne peéi koris¢ene za MAE
(Quintero Quiroz i sar., 2019)

3.5.4. Ekstrakcija subkritiécnom vodom

Ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE) je radena u Sarznom visoko-pritisnom ekstraktoru
(Parr Instrument Company, SAD) unutrasnje zapremine 450 mL i maksimalnim radnim pritiskom i
temperaturom 200 bar i 350 °C. Ekstraktor je povezan sa temperaturnim kontrolerom (4838, Parr
Instrument Company, SAD). Sematski prikaz sa glavnim delovima uredaja je dat na slici 21 (Zekovi¢ i
sar., 2014).

e
'll. I:I

Slika 21. Sematski prikaz $arznog SWE ekstraktora: 1. ekstraktor; 2. boca sa azotom; 3. ulazni ventil
za gas, 4. manometar; 5. elektricna grejna obloga; 6. temperaturni kontroler; 7.

temperaturna sonda; 8. magnetna mesalica; 9. izlazni ventil za gas.
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U svim eksperimentima, 10 g M. vulgare je pomesano sa 100 mL rastvaraca (destilovana voda
ili odgovaraju¢i rastvor HCI) u ekstraktoru (1). Radni pritisak je postignut uvodenjem azota iz boce (2)
kroz ventil (3) i meren je manometrom (4). Azot je primenjen za postizanje radnog pritiska kako bi se
sprecila potencijalna oksidacija do koje moze doéi na povisenoj temperaturi u prisustvu kiseonika iz
vazduha. Ekstraktor je zagrevan grejnom oblogom (5), a temperatura je merena i kontrolisana preko
kontrolne table (6), povezane sa temperaturnom sondom (7). Magnetna mesalica (8) (1000 rpm) je
kori$¢ena za ubrzavanje prenosa mase i toplote, kao i za sprecavanje lokalog pregrevanja na zidovima
ekstraktora (Zekovic¢ i sar., 2014). Temperatura (120, 160 i 200 °C), vreme ekstrakcije (10, 20 i 30
min) i koncentracija HCI u ekstragensu (0, 0,75 i 1,5%) su bile nezavisne promenljive, dok su svi
ostali parametri procesa bili konstantni. Nakon ekstrakcije, ekstraktor je ohladen u ledenom kupatilu
do 30 °C i azot je ispusten kroz ventil (9). Zatim su ekstrakti profiltrirani kroz filter papir pod

vakuumom, sakupljeni u staklene bocice i ¢uvani na 4 °C do analize.

3.5.5. Ekstrakcija superkriti¢nim ugljendioksidom

Ekstrakcija superkriti¢cnim ugljendioksidom je vrSena na laboratorijskom postrojenju za

visoko-pritisnu ekstrakciju (HPEP, NOVA — Swiss), ¢ija je Sema prikazana na slici 22.

ITy

T

Slika 22. Sematski prikaz uredaja za ekstrakciju superkriti¢nim ugljendioksidom: 1. Merni konektor;
2. Filter; 3. Kompresor sa dijafragmom; 4. Kontrolni ventil; 5. Sigurnosni ventil; B - Boca sa
ugljendioksidom; V - Ventil; M - Manometar; RV - Regulacioni ventil; IT - Izmenjiva¢
toplote; P - Manometar; E - Ekstraktor; T - Termometar; UT - Ultratermostat; S - Separator;
Eks - Ekstrakt; MP - Rotametar (Zekovié, 1998)

Ekstraktor (E) je prvo napunjen odmerenom masom M. vulgare (40 g). Biljni materijal u

ekstraktoru se najpre oslobada prisutnog vazduha produvavanjem ugljendioksida iz boce (B) u

gasovitom stanju, nakon ¢ega se zatvore ventil (Vs) i regulacioni ventil (RV,). Ultratermostatima
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(UTy) i (UT,) se odrzavaju radne temperature u ekstraktoru (E) i separatoru (S) pri zatvorenom ventilu
(V1) boce sa ugljendioksidom. Zatim se, nakon otvaranja ventila od V; do Vs (V, je zatvoren),
kompresor na kome je grubo podeSen radni pritisak pusti u pogon i regulacionim ventilom (RV;) se
podesi radni pritisak na ta¢nu vrednost. Ugljendioksid se nakon prolaska kroz izmenjivac toplote (HE)
otvaranjem ventila (Vs) uvodi u ekstraktor, pri ¢emu je regulacioni ventil (RV;) zatvoren. Otvaranjem
i podesavanjem regulacionih ventila (RV,) i (RV3) se ostvaruje zeljeni pritisak u separatoru, kao i
odrzavanje radnog protoka ekstragensa (Zekovi¢, 1998). Ekstrakcije su vrSene 4 h tokom kojih je
pracena kinetika tako $to je odredivan prinos ekstrakcije nakon 30, 60, 90, 120, 180 i 240 min izrazen
kao % (m/m). Ekstrakcije su izvedene pri razli¢itim kombinacijama pritiska (100, 200 i 300 bar) i
temperature (40, 50 i 60 °C), a pri konstantnom protoku ugljendioksida (0,3 kg/h). Dobijeni ekstrakti

su preneti u staklene bocice koje su ¢uvane na temperaturi od 4 °C do hemijske analize.

3.5.6. Soxhlet ekstrakcija

Usitnjena droga (8 g) je prenesena u ekstrakcionu Cauru koja je postavljena u Soxhlet
ekstraktor na koji je povezan povratni kondenzator. U balon je zatim dodat metilen hlorid (150 mL)
koji je koris¢en kao ekstragens. Cirkulaciona ekstrakcija sa povremenim ispusStanjem ekstrakta,
odnosno Soxhlet ekstrakcija, se odvija tako $to se sadrzaj balona zagreva pri ¢emu pare rastvaraca
prolaze kroz cev ekstraktora, kondenzuju se u povratnom kondenzatoru i vra¢aju u telo ekstraktora gde
se odvija ekstrakcija. Kada se telo ekstraktora napuni ekstragensom, sadrzaj se preliva preko sifona u
balon i postupak sifoniranja se ponavlja izmedu 15 i 18 puta do iscrpljenja uzorka (Lepojevic, 2000).
Nakon zavrSene ekstrakcije rastvarac je uklonjen iz ekstrakta uparavanjem na rotacionom vakuum

uparivacu do suva i odreden je prinos ekstrakcije (%, m/m).
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3.6. Hemijska karakterizacija te¢nih ekstrakata

3.6.1. Sadrzaj ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (TP) u te¢nim ekstraktima M. vulgare odreden je
spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rosi, 1965). Ova metoda se zasnhiva
na merenju redukcionog kapaciteta polifenolnih jedinjenja. Disocijacijom polifenola nastaju proton i

fenoksidni anjon koji redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog jona:

Na,WO,/Na,MoO, + fenol — (Fenol — MoW;040)*
Mo(V1) (zuto obojen) + e- — Mo(V) (plavo obojen)

Odgovarajuce razblazenje te¢nog ekstrakta M. vulgare (0,1 mL) je pomeSano sa 7,9 mL
destilovane vode, 0,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 mL 20% Na,COj;. U pripremi slepe probe je
umesto 0,1 mL uzorka dodato 0,1 mL destilovane vode, ili odgovaraju¢e smese etanol-voda koja je
koridé¢ena kao ekstragens u C/T ekstrakciji. Reakciona smesa je inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi i
apsorbanca uzorka je izmerena na 750 nm. Prinos TP u postupcima C/T ekstrakcije je izrazen u mg
ekvivalenta galne kiseline po g suvog ostatka (mg EGK/g S.0.). Sva merenja su izvrSena u tri
ponavljanja.

3.6.2. SadrZzaj ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF) u teénim ekstraktima M. vulgare odreden je
spektrofotometrijskom metodom po Markham-u (Harborne, 1989). Odredivanje sadrzaja ukupnih
flavonoida zasnovano je na njihovoj sposobnosti da sa metalima grade odgovaraju¢e metalo-organske
komplekse. Reakciona smeSa je pripremljena meSanjem 1 mL uzorka (odgovarajuce razblazenje
teCnog ekstrakta) sa 4 mL destilovane vode i 0,3 mL 5% NaNO,. Smesa se zatim inkubira na sobnoj
temperaturi 6 min i u nju se dodaje 0,3 mL 10% AICl; x 10 H,0, zatim se nakon 5 min dodaje 2 mL 1
M NaOH. Dobijena smesa se dopuni destilovanom vodom (3,4 mL) do ukupne zapremine 10 mL. Kao
slepa proba koristi se smesa u koju je umesto 1 mL uzorka dodato 1 mL rastvaraca (destilovana voda
ili odgovarajuca smesa etanol-voda). Apsorbanca uzorka je o¢itana na talasnoj duzini od 510 nm i sva
merenja su izvrena u tri ponavljanja. Prinos TF u postupcima C/T ekstrakcije je izrazen u mg

ekvivalenta katehina po g suvog ostatka (mg EK/g S.0.).
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3.6.3. HPLC analiza fenolnih kiselina i hidroksimetil furfurala (HMF)

Sadrzaj fenolnih kiselina u te¢nim ekstraktima (UAE, MAE, MAC i SWE) i 5-hidroksi-2-
metilfurfurala (HMF) u subkriti¢nim ekstraktima M. vulgare je analiziran pomoc¢u Agilent 1200 Series
HPLC sa DAD detektorom (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) opremljenog sa
LiChrospher® 100 RP-18 kolonom (250 x 4 mm, 5 um). Binarna mobilna faza se sastojala od 0,17%
vodenog rastvora mravlje kiseline (A) i acetonitrila (B). Injekciona zapremina uzorka je 10 pL i brzina
protoka 0,8 mL/min, a eluiranje je vrSeno gradijentom po sledecoj Semi: 0-53 min, 0-100% B.
Detekciona talasna duzina podesena je na 280 nm za HMF, odnosno na opseg 200-400 nm za fenolne
kiseline. Ispitivani uzorci su analizirani u tri nezavisna ponavljanja. ldentifikacija jedinjenja je
izvrSena na osnovu poredenja retencionih vremena i apsorpcionih spektara nepoznatih pikova sa
referentnim standardima (ferulna Kkiselina, hlorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, kafena
kiselina, rutin, hiperozid, kvercetin, HMF). Prahovi, odnosno suvi ekstrakti su rastvoreni u metanolu

(1:10, m/v) i filtrirani neposredno pre analize, dok su te¢ni uzorci analizirani bez dodatne pripreme.

3.7. Hemijska karakterizacija lipofilnih ekstrakata

3.7.1. GC-MS analiza isparljivih komponenti

Za analize je koris¢en gasni hromatograf Agilent 7890B zajedno sa masenim spektrometrom
(Agilent, Series 5977A, SAD). Komponente lipofilnih ekstrakata M. vulgare razdvojene su na
kapilarnoj koloni HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) (19091 S - 433 UI-INT, Agilent Technologies,
USA). Temperatura injektora podeSena je na 250 °C i za 3 pL svakog injektiranog uzorka radeno je u
split modu od 1:50. Kao gas nosa¢ koris¢en je helijum Cistoc¢e 99,99%, u rezimu konstantnog protoka
od 1 mL/min. Postavljen je slede¢i temperaturni program: temperatura na 70 °C (2 min), zatim je
povecana na brzinu od 3 °C/min do postizanja 200 °C i odrzavana konstantnom 18 min. Razdvojene
komponente su analizirane na masenom spektrometru pri energiji elektrona 70eV sa rasponom
skeniranja u m/z opsegu 30-450. Temperatura jonskog izvora iznosila je 230 °C, a temperatura
kvadrupola 150 °C. Analiza svakog uzorka je izvedena u tri ponavljanja i izracunate su srednje

vrednosti.
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3.8. Bioloska aktivnost te¢nih ekstrakata

3.8.1. Antioksidativna aktivnost

(1) Sposobnost neutralizacije DPPH radikala (DPPH test)

Sposobnost neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH") ekstraktima M. vulgare
odredena je spektrofotometrijskom metodom po Espinu (Espin i sar., 2000). Metoda se zashiva nha
pracenju promene boje rastvora DPPH’ radikala (ljubi¢asto obojen) u njegov redukovan oblik (DPPH-
H) koji je Zzuto obojen. Razlicite zapremine prethodno pripremljenih ekstrakata M. vulgare su
pomesane sa 95% metanolom tako da zajedno ¢ine 3 mL i dodat je 1 mL rastvora 90 uM 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikala. Prilikom pripremanja slepe probe umesto uzorka dodat je rastvara¢. Nakon 1 h
inkubacije na sobnoj temperaturi izmerena je apsorbanca na 515 nm. Sva merenja su izvrSena u tri
ponavljanja i rezultat je izrazen kao srednja vrednost. Rezultati antioksidativne aktivnosti za te¢ne
ekstrakte su izrazeni kao 1Csy (mg/mL), Sto predstavlja koncentraciju koja dovodi do neutralizacije
50% DPPH radikala u reakcionoj smesi. RSC (eng. Radical Scavenging Capacity) vrednost je izrazena

u procentima (%RSC) i zracunata prema sledecoj jednacini:

Auz 100
% RSC = 100 ———— 2)

gde su Auz - apsorbanca uzorka, Asp - apsorbanca slepe probe.
(2) Redukcioni kapacitet (FRAP test)

Redukciona mo¢ (eng. reducing power) te¢nih ekstrakata M. vulgare, dobijenih ultrazvu¢nom
i mikrotalasnom ekstrakcijom, odredena je spektrofotometrijskom metodom po Oyaizu (Oyaizu,
1986). Odgovarajuce razblazenje teénog ekstrakta M. vulgare (1 mL) je pomeSano sa fosfatnim
puferom (1 mL; 0,2 M i pH 6,6) i 1% rastvorom kalijum fericijanida (1 mL). Tako dobijen rastvor je
inkubiran na 50 °C tokom 20 min. Nakon inkubacije, u reakcionu smesu je dodat 1 mL 10% rastvora
trihlorsiréetne kiseline. Kivete sa uzorcima su zatim centrifugirane 10 min na 3000 o/min. Nakon toga,
supernatant (2 mL) je pomeSan sa 2 mL bidestilovane vode i 0,4 mL 0,1% rastvora FeCls. Apsorbanca
je izmerena na 700 nm i sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja. Slepa proba je pripremljena na isti
nacin osim $to je umesto ekstrakta dodata ista zapremina destilovane vode. Kao mera redukcione moci
koristi se ECsy vrednost (mg/mL) koja predstavlja koncentraciju ispitivanog uzorka pri kojoj se postize

apsorbanca od 0,5 pri navedenim uslovima analize.
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3.8.2. Antimikrobna aktivnost

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti te¢nih ekstrakata M. vulgare (dobijenih primenom
UAE, MAE i MAC tehnike) koris¢eno je 9 bakterijskih sojeva, od Cega je 5 pripadalo Gr+
bakterijama, a 4 Gr- bakterijama, kao i 2 soja kvasaca, a primenjena je mikrodiluciona metoda prema
protokolu (CLSI, 2007).

Bakterijski sojevi: Sojevi kvasaca:
1. Bacillus cereus ATCC 11778 (Gr+) 1. Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
2. Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gr+) 2. Candida albicans ATCC 10231
Bacillus subtilis PY79 (Gr+)
Staphylococcus epidermidis JR-07 (Gr+)

Micrococcus luteus JR-10 (Gr+)
Escherichia coli ATCC 11775 (Gr-)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Gr-)
Proteus mirabilis ATCC 12453 (Gr-)
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 (Gr-)

© o N o g~ w

Suvi ekstrakti su rastvoreni u dimetilsulfoksidu u koncentraciji od 100 mg/mL, kako bi
pocetna koncentracija u ¢eliji mikrotitar ploce (12 x 8) bila 50 mg/mL (tako Sto se 50 uL ekstrakta
koncentracije 100 mg/ml u prvoj ¢eliji mikrotitar ploce pomesa sa 50 uL suspenzije mikroorganizama
u hranljivom bujonu i na taj nacin duplo razblazi). Zatim je u sve Celije mikrotitar plo¢a pipetirano po
50 uL destilovane vode, osim u prvi red. U prvi red mikrotitar plo¢a dodato je po 100 uL ekstrakta.
Zatim je iz prvog reda prebaceno 50 pL ekstrakta i pomeSano sa vodom u drugom redu, i na taj nacin
dobijena duplo manja koncentracija ekstrakta u drugom redu. 1z drugog reda je na isti na¢in preba¢eno
50 uL ekstrakta u trec¢i red i pomeSano sa vodom. Postupak je ponavljan do 11. reda celija, te je u
svakom narednom dobijena duplo manja koncentracija od prethodne (koncentracije su iznosile 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39; 0,195; 0,098 i 0,049 mg/mL, redom). Poslednji 12. red ¢elija je
rezervisan za kontrolu hranljive podloge — 50 pL destilovane vode je pomesano sa 50 puL podloge.
Zatim su u ¢elije mikrotitar plo¢a dodati mikroorganizmi. Kulture su gajene preko no¢i na 37 °C (30
°C za Bacillus i Saccharomyces) na hranljivom agaru za bakterije i Sabouroud maltoznom agaru za
kvasce. Od kolonija ispitivanih bakterija napravljene su suspenzije u epruvetama sa sterilnim
fizioloskim rastvorom, tako da je gustina svake pojedinacne bakterijske suspenzije odgovarala
McFarland standardu 0,5. Suspenzija bakterija koja po gustini odgovara McFarland standardu 0,5
sadrzi priblizno 10° CFU/mL (eng. colony-forming unit; CFU). Primenjeni metod predstavlja
modifikaciju klasi¢nog antibiogram testa (Prabuseenivasan i sar., 2006). Kako bi pocetna brojnost

mikroorganizama bila 10° CFU/mL, napravljene suspenzije su razblaZene meSanjem sa podlogom.
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Tako napravljena smeSa suspenzije i podloge pipetirana je u sve Celije koje su predvidene za dati
mikroorganizam (alikvot od 50 pL). Postavljena je negativna kontrola — niz koncentracija ekstrakta —
po 50 uL ekstrakta (isto kao Sto je ve¢ opisano, mesanje ekstrakta sa vodom) i 50 pL ¢istog hranljivog
bujona, bez mikroorganizama. Postavljena je i kontrola rasta mikroorganizama — 50 uL vode i 50 uL
suspenzije mikroorganizama u hranljivom bujonu (za svaku vrstu u po dva ponavljanja, tj. u dve
¢elije). Inkubacija je vrSena na 37 °C tokom 24 h. Nakon inkubacije o¢itane su vrednosti minimalne

inhibitorne koncentracije (MIC) za svaki soj (prva ¢elija u kojoj nema vidljivog rasta).

Dalje je za svaki soj iz ¢elije u kojoj je zabelezena MIC koncentracija i svih ¢elija sa ve¢om
koncentracijom od te, pipetiran alikvot od 5 pL spot metodom na plo¢e sa hranljivim agarom.
Inkubacija je vrSena na 37 °C tokom 24 h. Nakon inkubacije, za svaki soj je odredena minimalna
baktericidna koncentracija (MBC), odnosno najniza koncentracija na kojoj nema rasta na hranljivom

agaru. Antimikrobna aktivnost svakog ekstrakta je za svaki soj ispitana u dva ponavljanja.
3.8.3. Antihiperglikemijska aktivnost

(1) Inhibitorni potencijal a-amilaze (a-AlP)

Ispitivanje inhibicije a-amilaze uradeno je po postupku opisanom od strane Johnson i sar.
(2011), uz manje modifikacije. Akarboza (generic¢ki antidijabetski lek) je koriS¢ena kao pozitivna

“AP yrednost od 80

kontrola koja je inhibirala a-amilazu na dozno-zavisan nacin, obezbedujuci I1Csg
pug/mL. Ukratko, 100 pL wuzorka, pozitivne kontrole (2 mM akarboze) ili negativhe kontrole
(destilovana voda) je dodato u 200 pL rastvora a-amilaze u 0,02 M natrijum fosfatnom puferu (pH
6,9). Epruvete su inkubirane na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min. Nakon toga, 200 puL 1%
rastvora skroba (pripremljenog u istom puferu) je dodato u svaku epruvetu i inkubirano 6 min.
Kona¢no, 100 pL dinitrosalicilne kiseline (bojeni reagens) je dodato, i epruvete su postavljene u
vodeno kupatilo na 100 °C i inkubirane 5 min. Zapremina od 1600 pL destilovane vode je dodata u
smesu, i absorbanca je izmerena na talasnoj duzini od 540 nm (T80 UV-Vis Spectrophotometer PG

instruments LTD, UK) u tri ponavljanja. Procenat inhibicije je izracunat prema sledecoj jednacini:

L AAk — AAuz
% Inhibicija = X 100 3)

gde su AAk i AAuz razlike u absorbancama kontrole i uzorka.
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(2) Inhibitorni potencijal a-glukozidaze (a-GIP)

Test za ovu metodu je opisan od strane Chan i sar. (2010). Akarboza (pozitivna kontrola) je
inhibirala a-glukozidazu na dozno-zavisan nacin, obezbedujuci [Cs0C" vrednost od 27 pug/mL. U
¢elije mikrotitar ploce (12 x 8) je odmereno po 100 puL 2 mmol/L 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida u
10 mmol/L puferu kalijum fosfata (pH 7,0) i 20 uL uzorka. Reakcija je inicirana nakon dodatka 100
pL rastvora enzima. Paralelno sa uzorcima pripremljene su i analizirane kontrolna i slepa proba.
Mikrotitar ploce sa uzorcima su inkubirane 10 min na temperaturi 37 °C, nakon ¢ega je izmerena
apsorbanca na 405 nm (T80 UV-Vis Spectrophotometer PG instruments LTD, UK) u tri ponavljanja, a
rezultat izrazen kao srednaj vrednost. Procenat inhibicije a-glukozidaze je izraCunat prema sledecoj
jednacini:

AAk — AAuz

gde su AAk i AAuz razlike u absorbancama kontrole i uzorka, pre reakcije i nakon 10 min inkubacije.

3.9. Eksperimentalni dizajn i optimizacija ekstrakcije

Za analizu uticaja parametara savremenih ekstrakcionih tehnika (UAE, MAE i SWE) na
ispitivane odzive i optimizaciju ekstrakcije M. vulgare koris¢ena je metoda odzivne povrsine (eng.
response surface methodology; RSM). RSM predstavlja skup matematickih i statisti¢kih tehnika koje
se zasnivaju na fitovanju eksperimentalnih vrednosti polinomnim jedna¢inama, koje opisuju ponasanje
skupa podataka sa ciljem izrade statistickih predvidanja (Bas i Boyaci, 2007). Ova metoda se Cesto
primenjuje kada se ispituje uticaj viSe procesnih parametara na jedan ili viSe odziva, u cilju njihove
istovremene optimizacije i dobijanja Zeljenih vrednosti odziva (Bezzera i sar., 2008). Buduc¢i da
potpuni faktorijalni dizajn na tri nivoa za vise od dve promenljive (N = 3%, gde je N broj eksperimenata
a k je broj promenljivih) zahteva vise eksperimentalnih ciklusa nego Sto se obicno moze izvesti u
praksi usled ogranic¢enih resursa, dizajni koji predstavljaju manji broj eksperimentalnih tac¢aka, kao §to
su Box-Behnken i centralni kompozitni, se daleko ¢es¢e koriste (Morris, 2000). Glavne karakteristike

Box-Behnken eksperimentalnog dizajna (BBD) su (Bezerra i sar., 2008):

v" Jednadina N = 2k (k — 1) + Cp, gde je Cp broj ponavljanja u centralnoj tacki, se koristi za
odredivanje broja eksperimenata i

v" Nezavisne promenljive su rasporedene na tri nivoa (-1, 0, 1) sa jednakim rastojanjem izmedu
njih.
Svaka primenjena tehnika je posebno optimizovana pri ¢emu je ispitan uticaj najvaznijih

parametara procesa na razlicite odzive. U svim slucajevima je koris¢en BBD sa tri numericka faktora
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na tri nivoa. Dizajn se sastojao od 17 eksperimenata sa pet ponavljanja u centralnoj tacki kod UAE i
MAE tehnika, odnosno od 15 eksperimenata sa tri ponavljanja u centralnoj tac¢ki kod SWE. U daljem
tekstu ekstrakti dobijeni na optimalnim uslovima ultrazvuéne ekstrakcije oznacavace se skracenicom
UAEopt, na optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije MAEopt i SWEopt na optimalnim
uslovima subkriti¢ne ekstrakcije vodom. U Tabeli 9 je dat eksperimentalni dizajn sa realnim i

kodiranim parametrima ekstrakcije za ispitivane tehnike.

Tabela 9. Box-Behnken eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim vrednostima parametara
ispitivanih ekstrakcionih tehnika

Kodirana vrednost
Ekstrakciona tehnika Nezavisno promenljiva -1 0 1
Realna vrednost
Temperatura (°C) 40 60 80
Ultrazvucna ekstrakcija Vreme ekstrakcije (min) 40 60 80
(UAE) Snaga ultrazvuka (W/L) 24 42 60
Koncentracija etanola (%) 30 50 70
Mikrotalasna ekstrakcija Vreme ekstrakcije (min) 15 25 35
(MAE) Snaga mikrotalasa (W) 400 600 800
Temperatura (°C) 120 160 200
Ekstrakcija subkriticnom vodom | \/reme ekstrakcije (min) 10 20 30
(SWE) Koncentracija HCI (%) 0 0,75 15

Sve nezavisne promenljive su kodirane tako da budu u opsegu od -1 do 1, u cilju normalizacije

parametara kako bi njihove jedinice bile zanemarljive (Bas and Boyaci, 2007):

X_Xi—Xo
TAX

&)

gde X predstavlja kodiranu vrednost, Xi realnu vrednost, Xo realnu vrednost u centralnoj tacki i AX
razliku maksimalne i centralne vrednosti nezavisne promenljive. Ispitivani odzivi su fitovani

kvadratnim polinomom prema jednacini (Ferreira i sar., 2007):

Y = Bo+ ZB: BiXi + i BiiXi2 +§2: i BijXiXj (6)
i=1 i=1

i=1 j=i+1

gde je Y odziv, Xi i Xj su stvarne ili kodirane nezavisno promenljive, a So, Bi, Sii i Sij su regresioni
koeficijenti za srednju vrednost, linearne, kvardratne i clanove interakcije. Optimalni uslovi
ekstrakcije su odredeni primenom pozeljne funkcije, D (eng. desirability function; D) (Derringer,

1980) i analize linearne regresije, a u tu svrhu je koris¢en Design-Expert v.7 Trial (Stat-Ease,
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Minneapolis, Minnesota, USA) softver. Rezultati su statisti¢ki tretirani analizom varijanse (ANOVA),
dok je adekvatnost modela odredena koeficijentom determinacije (R?), koeficijentom varijacije (CV) i
p-vrednostima za model i nedostatak prilagodavanja (eng. lack of fit). U cilju provere predvidenih
vrednosti odziva na optimalnim uslovima ekstrakcije, izvrSena je validacija i eksperimentalno dobijene

vrednosti odziva su poredene sa 95% intervalom poverenja za predvidene vrednosti.

3.10. Dobijanje suvih ekstrakata spray drying tehnikom

Dobijeni te¢ni ekstrakti M. vulgare (primenom UAE i MAE tehnike), na optimizovanim
uslovima procesnih parametara, i te¢ni macerat sa 50% etanolom kao ekstragensom su koriséeni kao
napojna smesa za susenje spray drying tehnikom na poluindustrijskom uredaju (APV Anhydro AS,
Danska). Te¢ni ekstrakti su u spray dryer transportovani peristaltickom pumpom (FH100 Series,
Thermo Scientific, USA). Za suSenje MAC i MAE uzoraka uzeta je zapremina od 1000 mL po uzorku,
dok je za susenje UAE uzorka uzeta zapremina od 1490 mL po uzorku. Pre susenja, napojna smesa je
zagrejana na 40 °C i odrzavana na toj temperaturi tokom trajanja procesa susenja. Za atomizaciju
te¢nih ekstrakata kori$¢ena je dizna pod pritiskom (p = 3 bar), odnosno dizna sa dva fluida. Nakon
suSenja, tj. ispravanja rastvaraca, suvi ekstrakt je odvojen od toplog vazduha u ciklonu i sakupljen u
prihvatnom sudu. Maltodekstrin (DE 16,5) je koris¢en kao nosa¢ kod suSenja svih ekstrakata. Dodate
koncentracije maltodekstrina od 10 i 50% su izraCunate u odnosu na suvi ostatak tecnih ekstrakata.
Neposredno pred suSenje rastvor maltodekstrina je pomesan sa ekstraktom, homogenizovan uz
mesanje napojne smeSe magnetnom mesalicom, koje je nastavljeno tokom celog spray drying procesa.

Vrednosti ulazne i izlazne temperature su kontrolisane tokom celog procesa suSenja (Tabela 10).

Tabela 10. Vrednosti ulazne (Tu) i izlazne temperature (Ti) tokom suSenja te¢nih ekstrakata

Uzorak MD Tu Ti

(%) (°O) (9]
P UAE-10 10 130 78-80
P UAE-50 50 130 78-80
P MAE-10 10 130-135 78-80
P MAE-50 50 130 78-80
P MAC-10 10 130-135 78-80
P MAC-50 50 130-135 78-80

Dobijeni suvi ekstrakti gde je ultrazvucni ekstrakt na optimalnim uslovima koris¢en kao
napojna smesa uz dodatak 10 i 50% maltodekstrina su u daljem tekstu obelezavani sa P UAE-10 i P
UAE-50, gde je mikrotalasni ekstrakt na optimalnim uslovima koris¢en sa P MAE-10 i P MAE-50, i
gde je macerat sa 50% etanolom kao ekstragensom koris¢en sa P MAC-10 i P MAC-50. Svi suvi
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ekstrakti su preneti u staklene posude, zatvorene poklopcem i parafilmom, i tako ¢uvani u eksikatoru

na sobnoj temperaturi.

3.10.1. Priprema napojne smese

(1) Maceracija

Konvencionalna C/T ekstrakcija, odnosno maceracija, je izvriena primenom etanola (50%)
kao ekstragensa na na temperaturi od 25 °C tokom 24 h na laboratorijskom $ejkeru sa termostatom uz
konstantno meSanje (150 rpm) (KS 4000, IKA, Staufen, Nemacka). Nakon isteka 24 h, ekstrakt
(MAC) je profiltriran kroz filter papir pod vakuumom i u plasti¢noj boci ¢uvan na 4 °C do dalje
upotrebe. Zapremina dobijenog ekstrakta je iznosila 2000 mL.

(2) Ultrazvuéna ekstrakcija

Ekstrakcija je izvrSena primenom etanola (50%) na optimalnim uslovima koji predvidaju
maksimalan prinos polifenola: temperatura od 73,6 °C, vreme ekstrakcije od 40 min i snaga ultrazvuka
od 30,3 W/L. Nakon isteka 40 min, ekstrakt je profiltriran kroz filter papir pod vakuumom i u
plasti¢noj boci ¢uvan na 4 °C do dalje upotrebe. Zapremina dobijenog ekstrakta je iznosila 2980 mL.

(3) Mikrotalasna ekstrakcija

Ekstrakcija je izvrSena na optimalnim uslovima koji predvidaju maksimalan prinos polifenola:
koncentracija etanola od 63,8%, vreme ekstrakcije od 15 min i snaga mikrotalasa od 422 W.
Podesavanje snage mikrotalasa na mikrotalasnoj peci koris¢enoj za MAE je izvrSeno na 420 W kao
najblizoj vrednosti snage onoj koja predvida maksimalan prinos (422 W). Nakon isteka 15 min,
ekstrakt je profiltriran kroz filter papir pod vakuumom i zapremina dobijenog ekstrakta je iznosila

2000 mL. Ekstrakt je u plasti¢noj boci ¢uvan na 4 °C do dalje upotrebe.

3.10.2. Efikasnost spray drying procesa

Efikasnost susenja predstavlja odnos mase dobijenog suvog ekstrakta i ocekivane teorijske
mase izrazene u procentima (%). U laboratorijskim uslovima, proces suSenja se smatra uspeSnim

ukoliko je efikasnost veca od 50% (Vidovi¢ i sar., 2014).

63



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

3.10.3. Fizicke osobine suvih ekstrakata
(1) Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage (%) u dobijenim suvim ekstraktima odreden je standardnom metodom, suSenjem

uzorka na temperaturi od 105 °C do konstantne mase (Ph. Jug. V).

(2) Higroskopnost

Higroskopnost je odredena merenjem porasta mase suvog ekstrakta, koji se nalazio u Petri
plo¢i, u eksikatoru u koji je prethodno stavljen zasic¢en rastvor natrijum hlorida (Sablani i sar., 2008;
Vidovi¢ i sar., 2014). Zasicen rastvor natrijum hlorida sluzi da bi povecao relativnu vlaznost vazduha
u eksikatoru. Higroskopnost je izmerena nakon 48 h i rezultat je izrazen u procentima (%) prema

jednacini:

mo, — My
X=——x100 (7
my

gde su m, i m, mase suvog ekstrakta pre i posle apsorbovanja vlage.

3.11. Hemijska karakterizacija suvih ekstrakata
3.11.1. HPLC analiza fenolnih Kiselina
Sadrzaj fenolnih kiselina u suvim ekstraktima M. vulgare (P UAE-10, P UAE-50, P MAE-10,

P MAE-50, P MAC-10 i P MAC-50) je analiziran pomo¢u Agilent 1200 Series HPLC sa DAD

detektorom. Postupak je detaljno opisan u poglavlju 3.6.3.

3.12. Bioloska aktivnost suvih ekstrakata

3.12.1. Antimikrobna aktivnost

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti suvih ekstrakata M. vulgare (P UAE-10, P UAE-50, P
MAE-10, P MAE-50, P MAC-10 i P MAC-50) koris¢eno je 9 bakterijskih sojeva, od ¢ega je 5
pripadalo Gr+ bakterijama, a 4 Gr- bakterijama, kao i 2 soja kvasaca, a primenjena je mikrodiluciona

metoda prema protokolu (CLSI, 2007). Postupak je detaljno opisan u poglavlju 3.8.2.

3.12.2. Antihiperglikemijska aktivnost

Ispitivanje inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze suvih ekstrakata M. vulgare (P UAE-10, P
UAE-50, P MAE-10, P MAE-50, P MAC-10 i P MAC-50) je uradeno po istom postupku kao za tecne
ekstrakte. Postupak je detaljno opisan u poglavlju 3.8.3.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Karakterizacija biljnog materijala M. vulgare i odredivanje
koncentracije etanola za dalju primenu u procesu ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja

U ovom doktoratu, ispitivani nadzemni materijal M. vulgare je usitnjen do srednjeg prec¢nika
Cestica od 0,28 mm i kao takav koris¢en u svim eksperimentima. U ispitivanom biljnom materijalu
sadrzaj vlage je iznosio 6,51%, §to je u granicama propisanim Farmakopejom (Ph. Jug. V). Sadrzaj
etarskog ulja odredenog hidrodestilacijom iznosio je 0,05% (v/m), §to je u skladu sa literaturnim
podacima (EMA/HMPC/604271/2012; ESCOP, 2013; Belhatab i sar., 2006). U cilju odabira
adekvatnog ekstragensa za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, poput fenola, iz M. vulgare primenjena
je konvencionalna metode C/T ekstrakcije, odnosno maceracija, uz upotrebu vode i etanola razligite
koncentracije (30, 50, 70 i 96%) kao ekstragenasa. Ukupni prinos ekstrakcije (Slika 23) u na ovaj
naéin dobijenim i ispitivanim uzorcima je varirao u opsegu 1,75 — 15,90%. Najveci prinos ekstrakcije
(15,90%) dobijen je upotrebom 30% etanola kao ekstragensa, a najmanji (1,75%) primenom 96%

etanola, $to je bio i glavni razlog za njegovu eliminaciju iz narednih eksperimenata i primene.

: |
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Slika 23. Ukupan prinos ekstrakcije M. vulgare dobijen maceracijom koris¢enjem vode i
etanola razlicite koncentracije kao ekstragensa
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Slika 24. Prinos ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u ekstraktima M. vulgare dobijenih maceracijom
koris¢enjem vode i etanola razli¢ite koncentracije kao ekstragensa

Nekoliko studija je potvrdilo da M. vulgare poseduje znacajna fenolna jedinjenja (Matkowski i
Piotrowska, 2006; Sahpaz i sar., 2002a; Weel i sar.,1999). Polifenoli ¢ine jednu od najbrojnijih i
najzastupljenijih grupa sekundarnih biljnih metabolita i sastavni su deo ishrane ljudi i zivotinja koja
poseduje Sirok spektar bioloskih aktivnosti, uklju¢ujué¢i antioksidativnu, antiinflamatornu,
antibakterijsku i antivirusna aktivnost (Bennick, 2002; Haslam, 1996; Quideau i Feldman, 1996). U
slucaju TP, ekstraktima dobijenim maceracijom, prinos je varirao u opsegu 51,06 — 92,11 mg EGK/g
S.0., pri ¢emu je najveci prinos ostvaren kada je kao ekstragens primenjen 50% etanol. U slucaju TF,
prinos je varirao u opsegu od 20,70 do 53,14 mg EK/g S.O., pri ¢emu je najveci prinos ostvaren kao i
kod TP kada je kao ekstragens primenjen 50% etanol (Tabela 9). Amessis-Ouchemoukh i sar. (2014)
su ispitali sadrzaj polifenola u ekstraktima M. vulgare dobijenim maceracijom sa metanolom, pri ¢emu
su dobili TP od 40,57 mg EGK/g S.O. i TF od 10,25 mg QE/g S.O. (ekvivalent kvercetina; QE).
Bouterfas i sar. (2014) su ispitali uticaj razli¢itih rastvaraca (etanol, metanol i aceton) razliCite
koncentracije (20, 40, 60 i 80%; v/v), temperature (20, 25, 30, 40, 50 i 60 °C) i vremena ekstrakcije
(30, 90, 180, 270, 360 i 450 min) na ekstrakciju TP i TF. Metanol je obezbedio najveéi TP (137,79 mg
EGK/g S.0.) i TF (35,64 mg EK/g S.0.) iz listova M. vulgare. Dalje, utvrdena je znacajna razlika (p <
0,001) izmedu kori$¢enih organskih rastvaraca. Pokazalo se da su smese alkohola i vode efikasnije u
ekstrakciji fenolnih jedinjenja u poredenju sa monokomponentnim sistemom rastvaraca. Povecavanje
udela vode u organskom rastvaraGu obi¢no stvara polarniji medijum koji olakSava ekstrakciju

polifenola sa umerenom polarno$¢u (Spigno i sar., 2007; Uma i sar., 2010).

Bouterfas i sar. (2016) su takode ispitali uticaj lokaliteta M. vulgare na sadrzaj fenola i
antioksidativni potencijal. Vrednosti TP su varirale u opsegu 40,7 — 160 mg EGK/g S.O., dok su
vrednosti TF varirale u opsegu 27,4 — 66,3 mg EK/g S.O. Ekstrakcija TP i TF je bila optimalna kada je
kori§¢en metanol kao ekstragens na temperaturi od 25 °C. U tom slucaju dobijeni su sledeci prinosi:

TP od 194,16 mg EGK/g S.O. i TF od 53,31 mg EK/g S.O. sa zna¢ajnom razlikom (p < 0,001) kada su
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primenjene razliCite temperature. Sli¢ne rezultate u pogledu optimalne temperature za ekstrakciju
polifenola su publikovali i drugi autori (Uma i sar., 2010; Hismath i sar., 2011). Povecanje
temperature preko 25 °C dovelo je do znaCajnog smanjenja prinosa TP, najverovatnije usled
degradacije fenolnih jedinjenja koja su ve¢ desorbovana iz biljnog matriksa na niZzim temperaturama.
Dalje, povecanje temperature moze dovesti i do raspadanja polifenola u biljnpom matriksu. 1z ovih
razloga je u ovom radu kori§¢ena temperatura od 25 °C za sve konvencionalne ekstrakcije. Rezultati
odredivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom su dati u

Tabeli 11, a graficki predstavljeni na slici 25.

Tabela 11. TP, TF i ICs vrednosti za ekstrakte M. vulgare dobijene upotrebom razli¢itih rastvaraca:
vode (MAC-H,0), 30, 50 i 70% etanola (EtOH)

Uzorak Y TP TF 1Csp
(%) (mg EGK/g S.0.) (mg EK/g S.0.) (ng/mL)
MAC-H,0 15,15 51,06 20,70 48,03
30% EtOH 15,90 63,77 35,71 28,87
50% EtOH 11,55 92,11 53,14 18,43
70% EtOH 10,35 70,90 47,86 2018
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Slika 25. Antioksidativna aktivnost (1Cs) ekstrakata M. vulgare dobijenih maceracijom primenom
vode i etanola razli¢ite koncentracije kao ekstragenasa

Antioksidativna aktivnost ekstrakata je varirala u opsegu 18,43 — 48,03 pug/mL, pri ¢emu se
50% etanol izdvojio kao najadekvatniji ekstragens za dobijanje ekstrakta sa visokom antioksidativnom
aktivnoscu. Amessis-Ouchemoukh i sar. (2014) su ispitali antioksidativni kapacitet metanolnog
ekstrakta M. vulgare i dobili 1Csy vrednost od 82 pg/mL, §to ukazuje na znacajno slabiju sposobnost
ekstrakta da neutralizuje slobodne radikale u odnosu na etanolne ekstrakte dobijene u ovom radu. U
studiji koju su sproveli Bouterfas i sar. (2016) sposobnost ekstrakata da neutralizuju slobodne radikale

je znacajno varirala (p< 0,001) u zavisnosti od vrste koriS¢enog organskog rastvaraca i lokaliteta
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uzorka, i kretala se u opsegu 33,7 — 774 ug/mL. Uzimajuéi u obzir najvece prinose TP i TF, kao i
najvecu antioksidativnu aktivnost, za dalju primenu u procesu ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja iz M.
vulgare odabrana je koncentracija etanola od 50%, i ona je dalje primenjena u ispitivanjima UAE. U

analizi MAE, koncentracija etanola predstavljala je nezavisno promenljivu u opsegu 30 — 70%.

4.2. Ultrazvucna (UAE) i mikrotalasna (MAE) ekstrakcija

4.2.1. Provera adekvatnosti modela UAE i MAE

Eksperimentalni rezultati pet ispitivanih odziva, gde spadaju ukupni prinos ekstrakcije (Y),
prinos ukupnih fenola (TP) i ukupnih flavonoida (TF), kao i indikatori redukcione moci (ICsy i ECsg
vrednosti), dobijenih pod razli¢itim UAE uslovima (temperatura, vreme ekstrakcije, snaga ultrazvuka)
i MAE uslovima (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola, snaga ultrazvuka) procesnih parametara,
koriste¢i BBD, su dati u Tabeli 12 i 13.

Tabela 12. BBD sa realnim parametrima UAE i eksperimentalno dobijene vrednosti prinosa
ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida i antioksidativne aktivnosti

Nezavisno promenljive Ispitivani odzivi
Redni | Temperatura | Vreme Snaga Y TP TF ICso ECso
br. (°C) ekstrakcije | ultrazvuka | (%) | (mgEGKI/g | (mgEK/g | (mg/mL) | (mg/mL)
(min) (WIL) S.0.) S.0)
1 60 60 42 15,92 85,10 50,42 0,0172 | 0,0593
2 60 40 60 16,02 87,66 52,40 0,0180 | 0,0566
3 80 40 42 18,48 99,30 53,19 0,0218 | 0,0575
4 60 60 42 15,76 76,36 49,84 0,0178 | 0,0591
5 60 80 60 17,42 80,10 48,58 0,0177 | 0,0576
6 40 80 42 15,16 78,94 44,97 0,0215 | 0,0561
7 80 60 60 20,08 92,39 50,93 0,0256 | 0,0636
8 40 40 42 12,91 76,00 49,03 0,0199 | 0,0480
9 60 60 42 16,90 82,45 44,67 0,0178 | 0,0557
10 40 60 60 15,35 73,66 49,08 0,0207 | 0,0505
11 60 60 42 15,95 82,15 51,10 0,0164 | 0,0562
12 60 40 24 15,19 79,85 50,51 0,0170 | 0,0524
13 80 60 24 17,95 94,57 44,59 0,0193 | 0,0566
14 60 80 24 17,15 77,58 49,15 0,0222 | 0,0569
15 40 60 24 13,61 83,89 50,35 0,0197 | 0,0427
16 80 80 42 19,11 90,00 48,25 0,0217 | 0,0568
17 60 60 42 16,22 86,99 52,97 0,0218 | 0,0606
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Tabela 13. BBD sa realnim parametrima MAE i eksperimentalno dobijene vrednosti prinosa

ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida i antioksidativne aktivnosti

Nezavisno promenljive Ispitivani odzivi
Redni | Koncentracija | Vreme Snaga Y TP TF 1Cso ECso
br. etanola ekstrakcije | mikrotalasa | (%) | (mgEGK/g | (mg EK/g | (mg/mL) | (mg/mL)
(%) (min) (W) S.0) 5.0)
1 50 35 400 18,29 107,08 56,05 0,0216 | 0,0671
2 50 15 400 18,20 106,85 57,97 0,0197 | 0,0635
3 70 15 600 13,74 102,58 65,54 0,0192 | 0,0475
4 30 25 400 18,26 93,33 59,58 0,0188 | 0,0630
5 50 15 800 18,70 86,05 54,70 0,0171 | 0,0636
6 50 25 600 17,26 92,89 57,92 0,0198 | 0,0659
7 50 35 800 20,36 81,94 52,10 0,0275 0,0651
8 50 25 600 19,07 109,13 52,42 0,0159 | 0,0726
9 50 25 600 19,65 82,28 49,98 0,0212 | 0,0677
10 70 25 800 16,36 94,00 57,30 0,0240 0,0590
11 30 25 800 22,30 94,36 49,76 0,0164 0,0776
12 30 35 600 22,61 86,69 53,46 0,0129 | 0,0790
13 50 25 600 18,95 89,36 52,96 0,0186 0,0657
14 70 25 400 14,64 96,04 62,78 0,0195 0,0528
15 30 15 600 20,69 82,29 50,93 0,0178 | 0,0735
16 70 35 600 14,33 116,94 65,80 0,0259 0,0445
17 50 25 600 18,16 117,58 54,58 0,0175 0,0633

Rezultati su fitovani kvadratnim polinomom (jednacina (6)) i metoda najmanjih kvadrata je

koriS¢ena za odredivanje regresionih koeficijenata za linearne, kvadratne i interakcijske ¢lanove.
Analiza varijanse (ANOVA) i deskriptivna statistika (koeficijent determinacije i koeficijent varijacije)
su kori$¢ene za proveru slaganja modela sa eksperimentalnim podacima, a rezultati su dati u Tabeli 14.
Prema izrazito visokim vrednostima koeficijenta determinacije (R?) za odzive Y, TP, TF, ICs i ECso
(0,9668, 0,8349, 0,8717, 0,9567 i 0,8304) dobijene za UAE, svi primenjeni polinomni modeli su
saglasni sa eksperimentalnim rezultatima. Drugi parametar deskriptivne statistike koji je uzet u obzir
je koeficijent varijacije (CV), koji se ¢esto koristi kao relativna mera rasipanja slucajne promenljive
oko njene srednje vrednosti i predstavlja odnos standardnog odstupanja i srednje vrednosti. Relativno
nizak koeficijent varijacije (CV < 12%) za sve odzive, sugeriSe zadovoljavaju¢u reproduktibilnost
ispitivanih sistema. Adekvatnost polinomnog modela za UAE izrazena preko deskriptivne statistike je
potvrdena znacajnim p-vrednostima (< 0,001) za Y i I1Cs, dok je za odzive TP, TF i ECs, potvrdena

umereno znacajna adekvatnost preko p-vrednosti (< 0,05).

Sli¢na situacija je i sa odzivima Y, TP, TF, ICsy i ECs, dobijenim za MAE, gde je koeficijent
R? imao vrednosti 0,9141, 0,9334, 0,8386, 0,8337 i 0,8302. Adekvatnost polinomnih modela za MAE
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je potvrdena primenom deskriptivne statisticke analize preko izrazito zna¢ajne p-vrednosti (< 0,01) za
Y i TP, dok je za odzive TF, ICs i ECsy potvrdena umereno znaajna adekvatnost (p < 0,05).
Adekvatnost polinomnog modela je takode potvrdena neznatnim lack of fit (p > 0,05) za sve modele,
Sto znaci da disperzija eksperimentalnih rezultata ne zavisi od modela i u domenu je greSke merenja
(Myers i sar., 2009). Testiranje na nedostatak adekvatnosti, odnosno lack of fit test, se vrsi na osnovu
ponavljanja eksperimenata u centralnoj tacki kako bi se utvrdilo da 1i neslaganje sa modelom potice
usled neadekvatnosti samog modela ili usled greske merenja. ANOVA i deskriptivna statistika, kao i
primenjen kvadratni model (jedna¢ina (6)) predstavljaju zadovoljavajuéu aproksimaciju
eksperimentalnih rezultata za obe tehnike ekstrakcije, UAE i MAE. Metod najmanjih kvadrata je
upotrebljen za dobijanje regresionih koeficijenata u jednacini (6), koji su obezbedili modele
deskriptivnih jedancina (8)-(17) za svih pet odziva, za UAE i MAE:

UAE

Y = 16,15 + 2,32X,+0,78X,+ 0,62X, (8)
TP =0,083 +7,97-10°X, + 4,14:10° X,? (9)
TF = 0,051 — 1,40-10° X, + 2,40-10™ X; X5 — 1,86-10% X, (10)
IC50=0,017 + 5,84:10 X5+ 1,58:10° X, X5 — 1,40- 10X, X5 + 3,33-10°X;*+ 8,51-10™ X5° (11)
ECso= 0,058 + 4,64-10° X, + 2,49-10° X5— 3,07-10° X, (12)
MAE

Y=18,62 — 3,1X, + 1,04X, (13)
TP =0,083 +8,36:10° X,— 8,87-10° X5+ 5,91-107°X,*+ 5,87-10°X,% + 6,72 10X (14)
TF = 0,054 + 4,71-10° X,— 2,82:10° X5+ 3,36:10° X, (15)
ICso= 0,019 + 1,77-10° X + 2,83-10° X, + 2,89:10 X, X, (16)
ECs = 0,067 — 0,011X, (17)

gde su: Xy, X, i X3 temperatura, vreme ekstrakcije i snaga ultrazvuka u slu¢aju UAE, dok u slucaju
MAE predstavljaju vreme ekstrakcije, koncentraciju etanola i snagu mikrotalasa. Prethodne jednacine
predvidene modelom su interpretirane u redukovanom obliku (jednacina (6)), jer se koeficijenti

promenljivih sa malim uticajem mogu zanemariti.
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Tabela 14. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

UAE | MAE
Prinos ekstrakcije

Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0002 Model 0,0054
X1 — Temperatura <0,0001* X1 — Temperatura 0,2208
X, — Vreme 0,0034 X, —Vreme 0,0001
ekstrakcije ekstrakcije

X3 — Snaga 0,0105 X3 — Snaga 0,0339
ultrazvuka ultrazvuka

X1+ X2 0,1566 X1 X, 0,5696
X1 X3 0,7143 X1 - X3 0,5051
X2 X3 0,5972 Xz - X3 0,3367
X1z 0,2930 X1z 0,8479
X2z 0,9427 X2z 0,1481
X32 0,2470 X3z 0,7798
Lack of fit 0,3136 Lack of fit 0,2446

Ukupni fenoli

Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0423 Model 0,0024
X1 — Temperatura 0,0013 X1 — Temperatura 0,6941
X, — Vreme 0,2320 Xz — Vreme 0,0008
ekstrakcije ekstrakcije

X3 — Snaga 0,8710 X3 — Snaga 0,0006
ultrazvuka ultrazvuka

X1+ X2 0,2040 X1+ Xo 0,9955
X1 - X3 0,3880 X1 - X3 0,6239
Xz - X3 0,5638 Xz - X3 0,4306
X1z 0,0931 X1z 0,0238
X2z 0,7544 X2z 0,0246
X3z 0,7782 X3z 0,0137
Lack of fit 0,3594 Lack of fit 0,0692

Ukupni flavonoidi

Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0195 Model 0,0396
X1 — Temperatura 0,6171 X1 — Temperatura 0,8377
X, — Vreme 0,0123 X, —Vreme 0,0024
ekstrakcije ekstrakcije

X3 — Snaga 0,1637 X3 — Snaga 0,0281
ultrazvuka ultrazvuka

X1+ X2 0,2324 X1+ Xo 0,7070
X1 - X3 0,0047 X1+ X3 0,9099
X2 X3 0,2107 Xz - X3 0,4765
X1z 0,0145 X1z 0,4200
X2z 0,6597 X22 0,0485
X3z 0,1588 X3 0,7988
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Lack of fit | 0,4961 Lack of fit | 0,0590
1Cs, vrednost

Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0006 Model 0,0432
X1 — Temperatura 0,1235 X1 — Temperatura 0,0605
X, —Vreme 0,2852 X, —Vreme 0,0091
ekstrakcije ekstrakcije

X3 — Snaga 0,0512 X3 — Snaga 0,4196
ultrazvuka ultrazvuka

X1+ X2 0,2903 X1 - Xo 0,0367
X1 X3 0,0029 X1 X3 0,1003
X2 X3 0,0054 Xz - X3 0,1696
X1z <0,0001 X1z 0,3658
X2z 0,1935 X2 0,5369
X302 0,0421 X3z 0,1437
Lack of fit 0,2875 Lack of fit 0,3580

ECs, vrednost

Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0458 Model 0,0460
X1 — Temperatura 0,0037 X1 — Temperatura 0,6595
X, — Vreme 0,1828 X, — Vreme 0,0010
ekstrakcije ekstrakcije

X3 — Snaga 0,0559 X3 — Snaga 0,2885
ultrazvuka ultrazvuka

X1+ X2 0,1967 X1+ X 0,4941
X1+ X3 0,8936 X1 - X3 0,8581
X2 X3 0,5826 X - X3 0,4932
X1z 0,0792 X1z 0,4893
X2z 0,7284 X2z 0,2220
X302 0,2764 X32 0,9648
Lack of fit 0,1248 Lack of fit 0,0708

* jzrazito znaCajan (p < 0,01) ; ** znacajan (0,01 < p < 0,05); *** umereno znacajan (0,05 < p < 0,10)
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4.2.2. Uticaj parametara UAE i MAE

Kod UAE, linearni ¢lan temperature (p < 0,0001) je dominantan u odnosu na druge parametre
u kontekstu uticaja na prinos ekstrakcije. Prema stepenu uticaja nakon temperature izdvaja se linearni
¢lan vremena ekstrakcije koji je pokazao izrazito znacajan (p < 0,01) uticaj na prinos ekstrakcije
(Prilog: Slika P1). Kod MAE, samo linearni ¢lan koncentracije etanola (p < 0,001) je pokazao izrazito
znaCajan uticaj na prinos ekstrakcije (Prilog: Slika P2). Prema ANOVA rezultatima iz Tabele 12,
moze se uociti da kod UAE linearni ¢lan temperature (p < 0,01) pokazuje znaajan uticaj, dok
kvadratni ¢lan temperature (p < 0,1) pokazuje umereno znacajan uticaj na TP. U slu¢aju MAE,
najuticajniji parametri su linearni ¢lanovi koncentracije etanola i snage mikrotalasa (p < 0,001), dok su
njihovi kvadratni ¢lanovi ispoljili znac¢ajan uticaj (0,01< p < 0,05) na TP. U slucaju UAE, linearni ¢lan
vremena ekstrakcije (p < 0,1) je pokazao umereno znacajan uticaj na TF, dok je linearni ¢lan
interakcije izmedu temperature i snage ultrazvuka pokazao izrazito znacajan uticaj (p < 0,005). Kod
MAE, i linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola (p < 0,1) su pokazali umereno znacajan uticaj na
TF.

(1) Prinos ekstrakcije

Medu postoje¢im nauc¢nim radovima koji se bave tematikom valorizacije mikrotalasnog
ekstrakta M. vulgare, veéina se fokusira na izolovanje marubiina (Mittal i Nanda, 2017; Amri i sar.,
2017; Martino i sar., 2019). U ovom radu, prinos ekstrakcije kod MAE procesa je varirao u opsegu
13,74 — 22,61%, i bio neznatno veéi od prinosa kod UAE procesa koji je varirao od 12,91 do 20,08%.
U poredenju sa prinosom ekstrakcije kod maceracije sa 50% etanolom, tj. MAC (11,55%), oba prinosa

UAE (17,92%) i MAE (16,30%) ekstrakcije na optimizovanim uslovima, su bila veca (Slika 26).
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Slika 26. Ukupan prinos ekstrakcije M. vulgare dobijen maceracijom (MAC), MAE i UAE tehnikama

na optimizovanim uslovima
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Mittal i Nanda (2017) su primenili Soxhlet ekstrakciju (18 h) etanolom nadzemnog dela M.
vulgare i dobili prinos od 11,27%, dok je prinos od 20,48% ostvaren MAE procesom u trajanju od
6,22 min. Pored znacajno veceg prinosa i odnos droga/rastvara¢ je optimizovan na 1:32 (m/v) u MAE
procesu, §to sugeriS§e manju potro$nju rastvaraca u poredenju sa Soxhlet ekstrakcijom (1:50, m/v).
Martino i sar. (2018) su zakljucili da su najpovoljniji uslovi MAE u pogledu ukupnog prinosa
ekstrakcije temperatura od 40 °C, 20% etanol kao ekstragens i vreme ekstrakcije 15 min. Nasuprot
tome, UAE jos uvek nije primenjena za ekstrakciju M. vulgare.

(2) Sadrzaj ukupnih fenola

Eksperimentalno dobijene vrednosti za TP u UAE ekstraktima M. vulgare su varirale u opsegu
od 73,66 do 99,30 mg EGK/g S.O. (Tabela 10), u zavisnosti od primenjenih uslova procesnih
parametara. Sli¢an opseg za TP (62,2 — 99,0 mg EGK/g S.0O.) je odreden kod ekstrakata zalfije koji su
dobijeni primenom UAE (Zekovi¢ i sar., 2017). Najveca vrednost prinosa TP (99,30 mg EGK/g S.0.)
odredena je u ultrazvu¢nom ekstraktu M. vulgare dobijenom na 80 °C nakon 40 min ekstrakcije i
ultrazvucnoj snazi od 42 W/L, dok je najmanji prinos (73,66 mg EGK/g S.0.) dobijen nakon 60 min
ekstrakcije na 40 °C pri ultrazvuénoj snazi od 60 W/L. Generalno, manji prinosi TP (73,66 — 83,89 mg
EGK/g S.0.) dobijeni su na temperaturi od 40 °C, dok su veéi (90,0 — 99,30 mg EGK/g S.0.)
ostvareni na temperaturi od 80 °C. Ovi rezultati su u saglasnosti sa radom Zekovi¢ i sar. (2017), koji
su zakljucili da su najveéi prinosi TP u ekstraktima zalfije dobijenim primenom UAE na temperaturi
od 80 °C, dok su svi UAE ekstrakti dobijeni na 40 °C imali znacajno manje prinose TP. Tomsik i sar.
(2017) su takode odredili najvece prinose TP u ekstraktima sremusa dobijenim na temperaturi od 80
°C, koriste¢i isti rastvarac (50% etanol). Ovo sugeriSe da bi temperatura mogla biti jedan od uticajnijih

parametara u UAE procesima.

U sluéaju MAE, vrednosti TP su varirale u opsegu od 81,94 do 117,58 mg EGK/g S.O. Moze
se potvrditi da su i UAE i MAE procesi obezbedili znacajno povec¢anje prinosa TP u poredenju sa
konvencionalnim ekstrakcijama sa 30, 50 i 70% etanolom (63,77; 92,11 i 70,90 mg EGK/g S.O.).
Najveci prinos TP (117,58 mg EGK/g S.0.) je dobijen primenom 50% etanola za 25 min ekstrakcije
mikrotalasnom snagom od 600 W. Uporeduju¢i maksimalne prinose TP dobijene UAE i MAE
procesima, moze se uo¢iti da MAE obezbeduje za 15% veci prinos TP. Ova razlika se moze pripisati
intenzivnijem razaranju c¢elija biljnog matriksa mikrotalasima (Kaderides i sar., 2019). Amri i sar.
(2017) su primenili 80% metanol za MAE listova M. vulgare, na slede¢im uslovima procesnih
parametara: temperatura od 60 °C, vreme ekstrakcije od 10 min i mikrotalasna snaga od 800 W. TP
odredena spektrofotometrijski iznosi 6,02 mg EGK/g S.O. §to je znacajno manje od prinosa TP (86,05
mg EGK/g S.0.) dobijenog u ovom radu za 15 min ekstrakcije sa 50% etanolom kao ekstragensom na

800 W. Razlicito geografsko staniste i stepen usitnjenosti biljnog materijala su najverovatnije uzrok za
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znacajnu razliku u prinosu TP. Takode, u ovom radu je kori§¢en nadzemni deo M. vulgare dok su

Amri i sar. (2017) koristili samo listove ove biljke.

(3) Sadrzaj ukupnih flavonoida

Upotreba ultrazvuka se pokazala kao obecavajuca tehnologija za ekstrakciju antocijana,
podgrupe flavonoida, iz sporednih proizvoda Aronia melanocarpa (Ramié¢ i sar., 2015). Uslovi
procesnih parametara UAE koji su obezbedili najveéi prinos antocijana u tom istrazivanju Su
temperatura od 70 °C, vreme ekstrakcije od 60 min i ultrazvu¢na snaga od 144 W. U ovom radu,
eksperimentalno dobijene vrednosti TF u UAE ekstraktima M. vulgare su varirale u opsegu 44,59 —
53,19 mg EK/g S.O., §to je vece od prinosa TF (42,51 mg EK/g S.0.) dobijenog konvencionalnom
ekstrakcijom u trajanju od 24 h uz znacajnu uStedu vremena, jer su ultrazvucne ekstrakcije trajale 40 —
80 min. Najve¢i prinos TF (53,19 mg EK/g S.0.) je dobijen na temperaturi od 80 °C, nakon 40 min
ekstrakcije pri ultrazvuénoj snazi od 42 W/L, kao $to je bio slucaj sa TP, $to sugerise ¢vrstu korelaciju

izmedu uticaja parametara UAE i prinosa polifenola.

Vrednosti TF dobijene eksperimentalnim putem u MAE procesima su varirale u opsegu od
49,76 do 65,80 mg EK/g S.O. Prinos TF u MAE ekstraktima je bio neznatno ve¢i od TF u UAE
ekstraktima, ponavljajuéi obrazac primecen kod TP. Maksimalna vrednost TF (65,80 mg EK/g S.0.) u
MAE procesu dobijena je primenom 70% etanola tokom 35 min ekstrakcije pri mikrotalasnoj snazi od
600 W. Amri i sar. (2017) su u svojoj studiji ostvarili prinos TF od 45,21 mg EK/g S.O. na slede¢im
uslovima: temperatura od 60 °C, trajanje MAE procesa od 10 min i mikrotalasna snaga od 800 W, koji

je manji od prinosa TF (54,70 mg EK/g S.0.) ostvarenog u ovom radu za 15 min MAE na 800 W.

(4) Antioksidativna aktivnost

U literaturi se navodi da M. vulgare sadrzi diterpene (marubiin i marubenol) (Knoss i Zapp,
1998), fenilpropanoidne estre (marubozid) (Sahpaz i sar., 2002a; Sahpaz i sar., 2002b) i derivate
flavonoida (Nawwar i sar., 1989) koji mogu znacajno doprineti antioksidativnom potencijalu.
VanderJagt i sar. (2002) su sproveli studiju za procenu antioksidativne aktivnosti 30 lekovitih biljaka
iz Meksika i zakljucili da je vodeni ekstrakt listova M. vulgare jedan od najpotentnijih na osnovu
rezultata Trolox testa. U drugoj studiji, metanolni ekstrakt M. vulgare pokazuje znacajnu
antioksidativnu aktivnost u neutralizaciji DPPH radikala (Matkowski i Piotrowska, 2006). Amri i sar.
(2017) su spektrofotometrijski odredivali antioksidativni potencijal M. vulgare, pri ¢emu je ICsg
vrednost iznosila 0,0386 mg/mL. U ovom radu, uzorak dobijen za 15 min MAE je pokazao duplo
snazniji antioksidativni potencijal (0,0170 mg/mL). Mittal i Nanda (2017) su takode izvrsili
optimizaciju procesnih parametara kod MAE, koriste¢i centralno kompozitni dizajn, u cilju postizanja

maksimalne antioksidativne aktivnosti. Optimalni uslovi za MAE su mikrotalasna snaga od 539 W,
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vreme ekstrakcije od 6,22 min i odnos droga/rastvara¢ 1:32 (m/v), pri ¢emu je antioksidativna
aktivnost, izrazena preko ICso 0d 0,066 mg/mL bila slabija od ICs, vrednosti (0,027-0,013 mg/mL)
MAE uzoraka odredenih u ovom radu. Stankovi¢ (2011) je ispitao antioksidativni potencijal
Marrubium peregrinum, druge najzastupljenije vrste roda Marrubium. Metanolni ekstrakt sa najve¢im
antioksidativnim kapacitetom je pokazao ICsy vrednost od 0,1874 mg/mL, $to je ¢ak deset puta manji
potencijal u odnosu na etanolne ekstrakte u ovom radu. Boulila i sar. (2015) su ispitali antioksidativni
potencijal tri frakcije (etanolne, etil acetatne i vodene) M. vulgare. Rezultati su pokazali da je
sposobnost neutralizacije DPPH radikala veca kod etil acetatnog ekstrakta (ICsp = 92,41 pg/mL) u
poredenju sa etanolnim (ICso = 118,20 pg/mL) i vodenim (ICso = 105,78 pg/mL) ekstraktima. Takode,
rezultati su pokazali znacajnu varijabilnost antioksidativnog potencijala uzoraka u zavisnosti od
lokaliteta. ICso vrednosti su najvise varirale u vodenim ekstraktima (83,92 — 117,94 ug/mL), zatim u
etil acetatnim ekstraktima (68,98 — 118,15 pg/mL), i etanolnim ekstraktima (95,36 — 131,31 pg/mL).
Ako se uporede ICsy vrednosti dobijene u etanolnim UAE (0,026 — 0,016 mg/mL) i MAE (0,027 —
0,013 mg/mL) ekstraktima, moze se zakljuciti da obe savremene tehnike, UAE i MAE, daju ekstrakte

sa izrazenijom antioksidativnom aktivnosti u odnosu na macerate.

4.2.3. Optimizacija UAE i MAE procesa

U cilju istovremenog poveéanja prinosa ckstrakcije, TP i TF, kao i antioksidativnog
potencijala, za optimizaciju je upotrebljena desirability function. U tabeli 13 su prikazani predvideni
optimalni uslovi za postizanje maksimalnog Y, TP, TF i antioksidativnog potencijala, izraZenog preko
ICso 1 ECso vrednosti. U slucaju UAE, najveci prinos ekstrakcije, sadrzaj polifenola (TP i TF) i
antioksidativni potencijal bi¢e postignut na temperaturi od 73,6 °C, vremenu ekstrakcije od 40 min i
primenom ultrazvuka snage od 30,3 W/L. U slucaju MAE, optimizovani uslovi procesnih parametara
su koncentracija etanola od 63,8%, vreme ekstrakcije od 15 min i snaga mikrotalasa od 422 W.
Optimizovani uslovi su u skladu sa analizom metode odzivne povrsine i analizom varijanse ANOVA
(Tabela 15).

Moze se zakljuciti da se primenom obe tehnike, UAE i MAE, obezbeduje znacajno povecanje
prinosa polifenola u poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom. U cilju provere predvidenih
optimalnih uslova eksperimentalnim putem, izvrSena je ekstrakcija M. vulgare na datim uslovima i
zapazeno je dobro slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. To dalje zna¢i da su dobijeni
polinomni modeli (jedni¢ine (8) - (17)) verifikovani i da se mogu adekvatno Koristiti za opisivanje

procesa UAE i MAE u okviru ispitivanog eksperimentalnog domena.
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Tabela 15. Optimizovani uslovi UAE i MAE u cilju dobijanja maksimalnog prinosa, sadrZaja ukupnih
fenola i flavonoida, i antioksidativne aktivnosti

Ekstrakciona

Optimalni uslovi

Predvidena vrednost

Eksperimentalna vrednost

tehnika Odziva odziva
Y =16,93% Y =16,90%
Temperatura: 73,6 °C TP =91,48 mg EGK/g S.O. TP =109,62 mg EGK/g S.O.
UAE Vreme ekstrakcije: 40 min TF =50,07 mg EK/g S.O. TF =53,36 mg EK/g S.O.
Snaga ultrazvuka: 30,3 W/L | ICs, = 0,0181 mg/mL ICso = 0,0189 mg/mL
ECso = 0,0564 mg/mL ECs, = 0,0623 mg/mL
Y =15,76% Y =16,66%
Koncentracija etanola: 63,8% | TP = 110,04 mg EGK/g S.0. | TP =110,26 mg EGK/g S.O.
MAE Vreme ekstrakcije: 15 min TF =62,45 mg EK/g S.O. TF =54,86 mg EK/g S.O.

ICsq = 0,0180 mg/mL
ECs, = 0,0555 mg/mL

Snaga mikrotalasa; 422 W ICs0 = 0,0191 mg/mL

ECso = 0,0545 mg/mL

Jedna od uobiéajenih prednosti upotrebe UAE i MAE procesa je drasti¢no smanjenje vremena
ekstrakcije. To podrazumeva da jedinjenja od interesa nisu izlozena invazivnim uslovima, te mogu da
zadrze vecu aktivnost u poredenju sa drugim metodama (Pan i sar., 2012; Navarrete i sar., 2011).
Komercijalizacija savremenih metoda ekstrakcije na industrijski nivo Cesto predstavlja izazov zbog
visokih pocetnih troskova ulaganja, relativno visokih troskova energije i nedostatka jedinstvene
metodologije za dizajn i scale up. Glavni faktori koje treba uzeti u obzir prilikom scale up MAE su
debljina sloja uzorka i ucestalost elektromagnetnog zracenja. Da bi se prevazi§li ovi problemi, rotacija
mikrotalasne komore u pilot ekstraktoru moze osigurati uniformnu distribuciju mikrotalasa kroz biljni
matriks (Ciriminna i sar., 2017). Elektri¢na energija je najskuplji oblik energije, ali s obzirom na
drasti¢éno smanjenje vremena prilikom upotrebe mikrotalasa postoji potencijal za jeftiniji i efikasniji
proces. Filly i sar. (2014) su poredili potro$nju energije pri izdvajanju etarskih ulja iz aromati¢nih
biljaka upotrebom MAE procesa i hidrodistilacije, pri ¢emu se MAE pokazao kao izrazito
najpre generisati bazu podataka kinetike ekstrakcije i mikrotalasnih uslova, utvrdenih numerickim
modelima, gde bi dielektri¢na svojstva materijala trebalo da figurisu kao klju¢ni parametar (Takhistov,
2007).

Mnoge studije su predstavile razli¢ite koncepte za scale up UAE procesa (Sutkar i Gogate,
2009; Horst i sar., 1996). Medutim, scale up kod ultrazvuéne sonde je i dalje ograni¢en na odredenu
zapreminu i procesne uslove. Smatra se da su UAE sistemi tipa sonde uglavnhom pogodni za
laboratorijska ispitivanja zbog njihove slabe sposobnosti prenosa akustic¢ne energije u veée zapreming,
erozije i talozenja Cestica na povrsini vrha sonde, i na taj nacin blokiranja kavitacije. Dodatno, postoji
verovatno¢a kvara opreme zbog velikog pomeranja transduktora Sto se odrazava na propadanje

konstrukcionog materijala. 1z svega navedenog proizilazi da je reaktor zasnovan na upotrebi vise
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transduktora koji emituju identi¢ne ili razli¢ite frekvencije logi¢an izbor za scale up. Upotreba vise

transduktora takode rezultira nizim ultrazvuénim intenzitetom sa slicnim nivoima rasipanja snage, pa

se smanjuju problemi blokade kavitacije, erozije i talozenja Cestica na sondi. Polozaj transduktora se

takode moze lako menjati kako bi se mehanicki talasi koje stvaraju transduktori preklapali, Sto

rezultira akusticnim obrascem koji je prostorno ujednacen i nekoherentan iznad kavitacijskog praga

kroz celu radnu zapreminu reaktora (Gogate i Kabadi, 2009).

4.3. Ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE)

4.3.1. Provera adekvatnosti modela SWE

Eksperimentalni rezultati ispitivanih odziva (TP, TF i ICsp) dobijenih pod razlic¢itim SWE

uslovima (temperatura, vreme ekstrakcije, koncentracija HCI) procesnih parametara koriste¢i BBD su
dati u Tabeli 16.

Tabela 16. BBD sa realnim parametrima SWE i eksperimentalno dobijene vrednosti prinosa
ekstrakcije, ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i antioksidativne aktivnosti

Nezavisno promenljive Ispitivani odzivi
Red. | Uzorak | Temperatura| Vreme | Koncentracija| Y TP | TF ICso
br. °O) ekstrakcije HCI ) (mg | (mg | (mg/mL)
(min) (%) EGK/g | EK/g
S.0) |S.0)
1 SWE-1 160 10 1,50 38,78 | 87,43 | 17,38 | 0,0667
2 SWE-2 120 20 0 19,46 | 27,47 | 25,57 | 0,1129
8 SWE-3 120 10 0,75 37,52 | 33,14 | 12,83 | 0,1889
4 SWE-4 160 20 0,75 38,20 | 87,44 | 15,98 | 0,0790
5 SWE-5 160 20 0,75 37,42 | 79,35 | 18,56 | 0,0783
6 SWE-6 200 10 0,75 30,74 | 103,54 | 23,35 | 0,0659
7 SWE-7 200 30 0,75 30,62 | 93,49 | 21,92 | 0,0717
8 SWE-8 160 20 0,75 38,78 | 83,67 | 18,70 | 0,0700
9 SWE-9 200 20 0 21,86 | 126,59 | 40,34 | 0,0475
10 | SWE-10 200 20 1,50 20,90 | 94,05 | 24,52 | 0,0792
11 | SWE-11 160 30 0 27,68 | 64,39 | 23,90 | 0,0642
12 | SWE-12 160 10 0 25,80 | 56,57 | 19,18 | 0,0692
13 | SWE-13 120 20 1,50 41,90 | 3825 | 12,82 | 0,0986
14 | SWE-14 160 30 1,50 37,54 | 82,39 | 17,24 | 0,0704
15 | SWE-15 120 30 0,75 39,60 | 38,27 | 13,29 | 0,1205

Rezultati dobijeni eksperimentalnim putem su fitovani u polinomni model drugog reda

(jednacina (6)) i dobijeni su regresioni koeficijenti za sva tri odziva (TP, TF i ICsy) metodom

najmanjih kvadrata. Rezultati analize varijanse ANOVA dati su u Tabeli 17. Prema vrednostima
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koeficijenata determinacije R? za TP, TF i ICs, (0,9344, 0,9027 i 0,9098), svi primenjeni polinomni
modeli su u saglasnosti sa eksperimentalnim rezultatima. Matematicki modeli, za sva tri odziva, su
statistiki prihvatljivi usled znacajne regresije za model (p < 0,05). Lack of fit testiranje je potvrdilo
adekvatnost poklapanja eksperimentalnih rezultata sa polinomnim modelom drugog reda. Dobijeni
eksperimentalni rezultati su upotrebljeni za dobijanje regresionih jednacina koje predvidaju vrednosti

odziva u ispitivanom eksperimentalnom domenu.

Tabela 17. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

Suma kvadrata | df | Srednji kvadrat F-vrednost | p-vrednost
Ukupni fenoli
Model 10975,54 9 1219,50 7,91 0,0174
Rezidual 770,90 5 154,18
Lack of fit 738,20 3 246,07 15,05 0,0629
Greska 32,70 2 16,35
Ukupno 11746,43 14
Ukupni flavonoidi
Model 610,47 9 67,83 5,16 0,0428
Rezidual 65,79 5 13,16
Lack of fit 61,10 3 20,37 8,69 0,1050
Greska 4,69 2 2,34
Ukupno 676,26 14
ICs, vrednost
Model 1,50 9 0,17 5,60 0,0361
Rezidual 0,15 5 0,030
Lack of fit 0,14 3 0,048 19,10 0,0502
Greska 0,005032 2 0,002516
Ukupno 1,65 14

Uticaj uslova ekstrakcije na ispitivane odzive je kvantifikovan odredivanjem znacajnosti
regresionih koeficijenata polinomne jednadine drugog reda. U slucaju TP, jedino linearni ¢lan
temperature je pokazao znacajan uticaj (p < 0,05), dok su svi ostali ¢lanovi bili zanemarljivog uticaja.
S obzirom na to da ekstrakcija fenolnih jedinjenja posebno zavisi od polarnosti rastvaraca,
ekstrakciona sposobnost vode bi mogla biti ograni¢ena usled relativno visoke dielektri¢ne konstante na
sobnoj temperaturi. Temperatura ima dvojak uticaj, kako na rastvara¢ tako i na biljni matriks.
Povecanjem temperature vode, modifikuju se njene fizicke osobine (viskozitet, povrSinski napon,
dielektricna konstanta, itd.) u smislu povecanja difuzivnosti i moc¢i rastvaranja. Takode, poviSene
temperature izazivaju razaranje biljnog matriksa i na taj nacin uticu na intenzifikaciju prenosa mase
difuzijom (Prasad i sar., 2011). Upravo zbog svega navedenog, pozitivan uticaj linarnog ¢lana
temperature je oCekivan. U slu¢aju TF, linearni ¢lanovi temperature i koncentracije HCI su imali
znacajan uticaj (p < 0,05), dok je kvadratni ¢lan koncentracije HCl imao umereno znacajan uticaj (p <

0,10). Linearni ¢lan temperature je pokazao pozitivan, dok je linearan ¢lan koncentracije HCI pokazao
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negativan uticaj na TF. Pozitivni efekti linearnog ¢lana temperature se mogu uociti na 3D grafiku
(Prilog: Slika P3). Uticaj ostalih parametara je zanemarljiv. U slucaju ICs, vrednosti, jedino linearni i
kvadratni ¢lanovi temperature su imali znacajne uticaje (p < 0,05), dok je interakcija temperatura —
vreme ekstrakcije imala umereno znacajan uticaj (p < 0,10). Uticaj ispitivanin SWE parametara na
ciljane odzive (TP, TF i ICs) je predstavljen polinomnim jednad¢inama drugog reda u redukovanom
obliku:

TP = 83,4848 + 35,0684 X; (18)
TF = 17,7461 + 5,7040X; - 4,6288 X (19)
ICs= 0,7578 - 0,32064X; + 0,2644 X, (20)

4.3.2. Uticaj parametara SWE

(1) Sadrzaj ukupnih fenola

Prinos ekstrakcije kod ekstrakata koji su dobijeni primenom SWE varira u opsegu od 19,46 —
41,9%. Eksperimentalno dobijene vrednosti za TP u subkritiénim ekstraktima su varirale od 27,47 mg
EGK/g S.O. na najmanjoj ispitivanoj temperaturi (120 °C, vreme ekstrakcije od 20 min, voda bez bez
dodatka HCI kao ekstragens) do 126,59 mg EGK/g S.O. na najveéoj temperaturi (200 °C, 20 min,
voda bez dodatka HCI kao ekstragens) (Tabela 16). Generalno, mali prinosi TP (27,47 — 38,27 mg
EGK/g S.0.) su ostvareni na temperaturi od 120 °C, dok su veci prinosi TP (93,49 — 126,59 mg
EGK/g S.0.) ostvareni na temperaturi od 200 °C. Ovo sugeriSe da je temperatura najznacajniji
parametar koji izuzetno uti¢e na ispitivani odziv jer se prinos TP udvostru¢io na 200 °C bez obzira na
vreme ekstrakcije i prisustvo/odsustvo HCI. Dalje, velike TP vrednosti dobijene na 200 °C su za 27 —
45% vece od TP vrednosti dobijenih u maceratima M. vulgare (Tabela 11), i za 7 — 20% vece u
odnosu na TP vrednosti dobijene primenom UAE i MAE. Bouterfas i sar. (2014) su napomenuli da
vrsta i koncentracija rastvaraca, vreme ekstrakcije i temperatura uti¢u znacajno na vrednosti TP i TF
odredene u ekstraktima M. vulgare. Optimalan prinos TP, dobijen upotrebom 60% metanola kao
ekstragensa na 25 °C tokom 180 min ekstrakcije, iznosio je 293 mg EGK/g S.O. Uzimajuéi u obzir
¢injenicu da temperatura U SWE pokazuje posebno znacajan pozitivan uticaj na ekstrakciju fenola, nizi
sadrzaj TP detektovan u prethodno dobijenim maceratima (Tabela 11) pripremljenim na sobnoj

temperaturi je opravdan.
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(2) Sadrzaj ukupnih flavonoida

Prisustvo flavonoida i derivata verbaskozida u vodenim ekstraktima M. vulgare je objavljeno u
ranijoj literaturi (Nawwar i sar., 1989). Eksperimentalno dobijene vrednosti za TF u subkriti¢nim
ekstraktima su varirale u opsegu od 12,82 mg EK/g S.O. na najmanjoj ispitivanoj temperaturi (120 °C,
vreme ekstrakcije od 20 min, uz dodatak 1,5% HCI) do 40,34 mg EK/g S.O. na najveéoj temperaturi
(200 °C, vreme ekstrakcije od 20 min, ¢ista voda kao rastvara¢) (Tabela 16). TF vrednost (20,04 mg
EK/g S.0.) odredena u vodenom maceratu M. vulgare je duplo manja od vrednosti dobijene nakon 20
min ekstrakcije na temperaturi od 200 °C (40,34 mg EK/g S.0.). Mali prinosi TF (12,82 — 13,29 mg
EK/g S.0.) su dobijeni na 120 °C, osim u slucaju prinosa TF (25,57 mg EK/g S.0.) u SWE-2
dobijenom nakon 20 min ekstrakcije bez dodatka modifikatora. Bouterfas i sar. (2014) su upotrebom
80% metanola kao ekstragensa, temperature od 20 °C i vremena ekstrakcije od 450 min dobili
optimalan prinos TF od 79,52 mg EK/g S.O. Prinosi TP i TF dobijeni maceracijom listova M. vulgare
uz upotrebu metanola kao ekstragensa, su zna¢ajno veéi u poredenju sa prinosima polifenola u
subkriticnim ekstraktima, gde je voda koriS¢ena kao ekstragens. Medutim, odabirom odgovarajuc¢ih
temperatura u SWE, voda se moZe ponasati kao "organski rastvara¢” koji se moze efikasno koristiti u
ekstrakciji. Na 200 °C, voda ima sli¢na svojstva kao metanol. Voda kao nezapaljiv, netoksican,
dostupan i jeftin "zeleni” rastvara¢ sa neznatnim uticajem na Zivotnu sredinu je svakako adekvatniji
ekstragens u poredenju sa metanolom (Smith, 2006). Dodatno, vreme ekstrakcije je kod SWE procesa

znac¢ajno redukovano (od 6-15 puta) u poredenju sa trajanjem maceracije od 180 i 450 min.

(3) Antioksidativna aktivnost

Eksperimentalno dobijene vrednosti za antioksidativnu aktivnost subkriti¢nih ekstrakata su
varirale u opsegu 0,0475 — 0,1889 mg/mL (Tabela 16). Kadri i sar. (2013) su ispitali antioksidativni
potencijal etarskog ulja M. vulgare nakon fega su zakljucili da je usko povezan sa prisustvom
oksidovanih monoterpena i seskviterpena, gde spadaju B-citronelol, tujon, 1,8-cineol i kamfor.
Amessis-Ouchemoukh i sar. (2014) su ispitali antioksidativni potencijal (ICs, = 0,087 mg/mL)
ekstrakta M. vulgare, dobijenog maceracijom sa metanolom kao ekstragensom. Ako se uporede ICs
vrednosti dobijene u etanolnim UAE (0,026 — 0,016 mg/mL) i MAE (0,027 — 0,013 mg/mL)
ekstraktima sa vrednostima u subkriticnoj vodi (0,1889 — 0,0475 mg/mL), moze se zakljuciti da su
UAE i MAE ekstrakti potentniji od subkriti¢nih. Najniza ICs, vrednost (0,0475 mg/mL), odnosno
najveca antioksidativna aktivnost, odredena je u SWE-9 dobijenom nakon 20 min ekstrakcije na 200
°C bez dodatka modifikatora. Plaza i sar. (2010) su takode primetili da do povecanja antioksidativne
aktivnosti kod listova ruzmarina i timijana dolazi nakon SWE na 200 °C. Oni su ukazali da poboljsana
antioksidativna aktivnost moZe biti povezana sa stvaranjem novih jedinjenja, odnosno

neoantioksidanasa, sa antioksidativnom aktivno$¢u koja poti¢e od nekoliko reakcija ukljucujuci
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Maillard-ove reakcije i reakcije karamelizacije. Plaza i sar. (2013) su takode ispitali antioksidativni
kapacitet, pomoc¢u tri spektrofotometrijska testa, i zakljucili da se on naglo povecava kada se

temperatura nalazi u opsegu od 175 do 200 °C.

Antioksidativni kapacitet subkriti¢nih ekstrakata M. vulgare dobijenih na 200 °C je oko 11-19
puta veci u poredenju sa onim dobijenim na 112 °C. Antioksidativni kapacitet vodenog macerata M.
vulgare (0,0480 mg/mL) je isti kao onaj dobijen u SWE-9 (0,0475 mg/mL) nakon 20 min eksrakcije
na 200 °C. Generalno, najnize vrednosti antioksidativne aktivnosti (0,0986 — 0,1889 mg/mL) u
subkriticnim ekstraktima su dobijene na 120 °C, dok su ICsy vrednosti sli¢ne na temperaturama od 160
i 200 °C (0,0642 — 0,0792 mg/mL). Postoji korelacija izmedu sadrzaja TP i TF i antioksidativne
aktivnosti jer su najvece vrednosti TP (126,59 mg EGK/g S.0.), TF (40,34 mg EK/g S.0.) i najmanja
IC5, vrednost (0,0475 mg/mL) dobijene na istim uslovima (200 °C, 20 min, bez dodatka HCI).

4.3.4. Optimizacija SWE procesa

Proces optimizacije dobija na znacaju u industrijskim uslovima jer omogucava efikasnije
koris¢enje raspolozivih resursa. Prema Scopus bazi podataka, istovremena optimizacija ispitivanih
odziva SWE procesa poslednjih godina privla¢i sve ve¢u paznju. Pregled literature je pokazao da su
razli¢iti prirodni matriksi (sremus, semenke korijandera, mesnati deo jabuke i dr.) podvrgnuti SWE
procesu, a dobijeni rezultati optimizovani Box-Behnken ili centralno kompozitnim eksperimentalnim
dizajnom (Tomsik i sar., 2017; Zekovi¢ i sar., 2016; Wijngaard i Brunton, 2009; Wang i sar., 2014;
Turner i sar., 2006). SWE ima odredene prednosti u poredenju sa konvencionalnim procesima
ekstrakcije, kao $to su skra¢eno vreme ekstrakcije koje obezbeduje veée prinose dobijene za samo 10 —
30 min u poredenju sa onima dobijenim konvencionalnom ekstrakcijom. Smanjenje vremena
ekstrakcije moze znacajno da smanji operativne troskove. U SWE procesu, uticaji pritiska su prilicno
irelevantni §to podrazumeva izvodenje na nizim pritiscima, dok temperatura kao najvazniji parametar
mora biti izuzetno visoka da bi se obezbedio zadovoljavajuci prinos. Posebno je vazno optimizovati
temperaturu, kako bi se iskoristile pogodnosti poboljsane rastvorljivosti i prenosa mase, a minimizirala
degradacija analita. U ovom delu ispitivanja M. vulgare dobijeni su slede¢i optimizovani uslovi SWE
procesa: temperatura od 200 °C, vreme ekstrakcije 20,29 min i upotreba vode bez dodatka HCI kao
rastvara¢a. Modelom predvidene optimalne vrednosti za TP, TF i ICs iznosile su 114,07 mg EGK/g
S.0., 36,94 mg EK/g S.O. i 0,0386 mg/mL. Optimalne vrednosti su i eksperimentalno potvrdene
izvodenjem eksperimenta na odredenim optimalnim uslovima i daljom analizom dobijenog ekstrakta
(Tabela 18).
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Tabela 18. TP, TF i ICs vrednosti na optimizovanim uslovima SWE

Ekstrakciona

Optimalni uslovi

Predvidena vrednost

Eksperimentalna vrednost

tehnika Odziva odziva
Temperatura: 200 °C TP =114,07 mg EGK/g S.O. | TP =110,02 mg EGK/g S.O.
SWE Vreme ekstrakcije: 20,29 min | TF = 36,94 mg EK/g S.O. TF = 34,36 mg EK/g S.O.

Koncentracija HCI: 0

I1Cs0 = 0,0386 mg/mL

ICsq = 0,0375 mg/mL

4.4, Ekstrakcija superkriticnim ugljendioksidom

4.4.1. Prinos i hemijski sastav lipofilnih ekstrakata

U cilju izolovanja lipofilnih komponenti M. vulgare pored konvencionalne Soxhlet ekstrakcije

primenjena je i ekstrakcija superkritiénim ugljendioksidom. Uticaj parametara (pritiska i temperature)

SC-CO, na prinos i hemijski sastav M. vulgare ekstrakata ispitan je na tri pritiska (100, 200 i 300 bar)

i tri temperature (40, 50 i 60 °C). U Tabeli 19 su dati prinosi ekstrakcija. Prinos Soxhlet ekstrakcije M.

vulgare (3,23%) je uporediv sa prinosom SC-CO, (3,51%) ostvarenim pri maksimalnim vrednostima

pritiska (300 bar) i temperature (60 °C), dok se hemijski sastav u potpunosti razlikuje.

Tabela 19. Prinos ekstrakcije M. vulgare superkriti¢nim ugljendioksidom

Redni Pritisak | Temperatura | Gustina CO, Prinos ekstrakcije
br. (bar) (°C) (kg/m®) (%, g/100 g droge)
1 100 40 628,70 0,88
2 200 40 839,90 2,06
3 300 40 910,00 2,70
4 100 50 384,40 0,44
5 200 50 784,40 2,94
6 300 50 870,60 3,01
7 100 60 290,00 0,43
8 200 60 723,80 3,00
9 300 60 830,00 3,51

Na slikama 27, 28 i 29 moze se uoditi da sa porastom pritiska raste i prinos ekstrakcije i to na

svim ispitivanim temperaturama, Sto je u skladu sa konstatacijom da sa povecanjem gustine

ugljendioksida raste i njegova mo¢ rastvaranja. Takode, na pritiscima od 200 i 300 bar moguce je

zapaziti dva perioda ekstrakcije. Period brze ekstrakcije tokom koga su ekstrahovane komponente koje

su lako rastvorljive u superkriticnom ugljendioksidu, i period spore ekstrakcije tokom koga se

ekstrahuju komponente vise tacke kljuc¢anja i ve¢e molekulske mase, kao §to su masna ulja, pigmenti,

voskovi i dr. (Lepojevié, 2000).
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Slika 27. Kinetika ekstrakcije pri razli¢itim pritiscima (100, 200 i 300 bar) na temperaturi od 40 °C
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Slika 28. Kinetika ekstrakcije pri razli¢itim pritiscima (100, 200 i 300 bar) na temperaturi od 50 °C
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Slika 29. Kinetika ekstrakcije pri razli¢itim pritiscima (100, 200 i 300 bar) na temperaturi od 60 °C
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U cilju utvrdivanja hemijskog profila ekstrakata M. vulgare dobijenih ekstrakcijom
superkritiénim ugljendioksidom i Soxhlet ekstrakcijom, primenjena je GC-MS metoda analize (Tabele
20 — 23; Prilog: Slike P4 — P12), a povrsina pika je koriS¢ena za odredivanje relativnog udela
jedinjenja u uzorcima. U superkriti¢nim ekstraktima je utvrdeno prisustvo 10 — 20 komponenti u
zavisnosti od uslova ispitivanih parametara, dok je u Soxhlet ekstraktu identifikovano 11 komponenti
bez prisustva diterpena (Tabela 20, Prilog: Slika P6). Dominantan je relativni udeo pet
seskviterpenskih ugljovodonika koji ¢ine 34,31%, zatim sledi udeo zasi¢ene masne kiseline, odnosno
palmitinske kiseline sa 31,18%, dok su oksidovani monoterpeni, gde spadaju limonen oksid i karvon,
zastupljeni sa 7,84%. Od seskviterpena najveéi je udeo trans-kariofilena (8,37%) koji je uporediv sa

udelom ovog jedinjenja u superkriticnom ekstraktu dobijenom na 100 bar i 40 °C (9,16%).

Tabela 20. Rezultati GC-MS analize Soxhlet ekstrakta M. vulgare
(relativni udeo; % i retenciono vreme; Tg)

Tr Relativni
Jedinjenje (min) udeo
(%)
Oksidovani monoterpeni
Limonen oksid 50,63 4,88
Karvon 34,08 2,96
Seskviterpenski ugljovodonici
trans-Kariofilen 28,12 8,37
Kariofila-4(12),8(13)-dien-5p-ol 30,18 4,42
Leden oksid 32,02 7,22
Salvialan 56,29 7,34
Longipinen-12,15-diol 27,95 6,96
Masne kiseline
Palmitinska kiselina 41,63 31,18
Alifati¢ni ugljovodonici
Triciklo[6.3.0.0(3,7)]undek-1(8)-an-3-0l, 2,2,5,5-tetrametil 48,59 18,08
2-Tridekanon 37,67 2,92
Ukupno 94,33

U Tabeli 21 prikazan je relativni udeo jedinjenja identifikovanih u superkriti¢nim ekstraktima
M. vulgare dobijenim na 100 bar i temperaturama 40 i 50 °C, dok nedostaje hemijski profil ekstrakta
na 60 °C usled izuzetno niskog prinosa ekstrakcije ostvarenog na ovim uslovima, nedovoljnog za
hemijsku analizu. Vasi¢ (2020) je takode dobila najmanji prinos (0,285%) na istim uslovima (100 bar i
60 °C) ekstrakcije superkritiénim ugljendioksidom biljne smeSe sastavljene od 80% Sipka i 20%
hajducke trave, dok je na 100 bar i 40 °C dobila prinos od 2,11%. Pavli¢ (2017) je takode dobio
najmanji prinos SC-CO, zalfije od 1,81% na 100 bar i 60 °C, dok je na 40 °C dobio 2,75%. Razlog za

tako veliku razliku u prinosu ekstrakcije ostvarenom na 100 bar i temperaturama 40 i 60 °C je usled
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najvece razlike u gustini ugljendioksida, u poredenju sa gustinama na 200 i 300 bar, koja na 40 °C

iznosi 628,7 kg/m® a na 60 °C je 290 kg/m®.

Tabela 21. Rezultati GC-MS analize superkriti¢nih ekstrakata M. vulgare dobijenim
na pritisku od 100 bar (relativni udeo; %)

Temperatura
Jedinjenje (°O)
40 50

Oksidovani monoterpeni
Karvakrol 1,04 | 0,46
Seskviterpenski ugljovodonici
trans-Kariofilen 9,16 5,39
o-Humulen 0,69 0,45
Germakren-D 11,71 7,38
Biciklogermakren 9,43 481
o-Cedrol 0,34 -
Spatulenol 4,77 3,30
Kariofilen oksid 2,69 1,34
Viridiflorol 1,50 0,73
Alifati¢ni ugljovodonici
(E,Z)-3,8-Dimetildeka-4,6-dien 0,54 -
6,10,14-trimetil-2-pentadekanon 1,36 1,22
Nonadekan 1,87 -
Trikozan - 1,62
Masne kiseline
Palmitinska kiselina 15,81 11,24
Linolna kiselina 2,09 2,01
Linoleinska kiselina, metil estar 3,48 3,90
Diterpeni
Fitol 2,05 2,20
Labda-8(17), 13E-dien-15-al 2,20 1,77
Marubiin 4,32 30,18
7,8-Epoksi-a-dihidrojonon - 11,41

Ukupno 65,66 89,41

- nije detektovano
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Slika 30. Relativni udeo (%) seskviterpena u superkriti¢nim ekstraktima M. vulgare
dobijenim na pritisku od 100 bar

Procenat ukupnih identifikovanih komponenti u superkritiécnim ekstraktima je varirao u

zavisnosti od primenjenog pritiska i temperature i kretao se u opsegu od 65,66 — 89,41% za 100 bar;
76,39 — 80,66% za 200 bar i 61,98 — 92,26% za 300 bar. Komponente identifikovane u ekstraktima

mogu se klasifikovati u slede¢e grupe: oksidovani monoterpeni, seskviterpenski ugljovodonici,

alifati¢ni ugljovodonici, masne kiseline i diterpeni. Na osnovu dobijenih rezultata, ekstrakti M. vulgare

100/40 i 100/50 su imali najvise seskviterpenskih ugljovodonika (40,29 i 23,4%) gde spadaju trans-

kariofilen, a-humulen, germakren D, biciklogermakren, a-cedrol, spatulenol, Kkariofilen oksid i

viridiflorol, pri ¢emu je ekstrakt 100/40 izrazito bogatiji seskviterpenima (Slika 30). Drugi autori su

takode detektovali trans-kariofilen, a-humulen, germakren D, kariofilen oksid i viridiflorol u etarskom

ulju M. vulgare (Golparvar i sar., 2015; Elbali i sar., 2018).

Tabela 22. Rezultati GC-MS analize superkriti¢nih ekstrakata M. vulgare dobijenim

na pritisku od 200 bar (relativni udeo; %)

Temperatura
Jedinjenje (°O)
40 50 60
Seskviterpenski ugljovodonici
trans-Kariofilen 1,79 1,44 1,09
Germakren-D 2,32 1,77 1,27
Biciklogermakren 1,62 1,23 0,82
Spatulenol 1,04 0,91 0,69
Kariofilen oksid 0,49 0,42 0,33
Alifati¢ni ugljovodonici
Heksadekan - | - 1,20
Masne Kiseline
Palmitinska kiselina 502 | 377 2,18
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Linolna kiselina | 079 | o056 | 074

Diterpeni

Fitol 0,72 0,60 0,38

Marubiin 62,60 68,41 71,96
Ukupno 76,39 79,11 80,66

- nije detektovano
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Slika 31. Relativni udeo (%) seskviterpena u superkriticnim ekstraktima M. vulgare
dobijenim na pritisku od 200 bar

Na osnovu dobijenih rezultata (Tabela 22) moze se zakljuéiti da su ekstrakti M. vulgare
200/40, 200/50 i 200/60 imali najvise labdanskog diterpena marubiina (62,60; 68,41 i 71,96%), zatim
seskviterpenskih ugljovodonika (7,26; 5,77 i 4,2%) gde spadaju trans-kariofilen, germakren D,
biciklogermakren, spatulenol i kariofilen oksid, dok oksidovani monoterpeni nisu identifikovani. Sa
porastom temperature relativni udeo svih seskviterpena se smanjuje (Slika 31) jer se smanjuje i gustina
superkriti¢nog ugljendioksida sa 839,90 na 723,80 kg/m® a samim tim i njegova mo¢ rastvaranja.
Zasi¢ena masna kiselina, palmitinska Kkiselina, je prisutna u sastavu sva tri ekstrakta i njen relativni
udeo takode opada sa porastom temperature (5,02; 3,77 i 2,18%). Nezasi¢ena »-6 masna kiselina,
linolna kiselina, je prisutna u sva tri ekstrakta, ali u zna¢ajno manjem udelu u odnosu na palmitinsku
kiselinu (0,79; 0,56 i 0,74%).
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Tabela 23. Rezultati GC-MS analize superkriti¢nih ekstrakata M. vulgare dobijenim na pritisku
od 300 bar (relativni udeo; %)

Temperatura
Jedinjenje (°C)
40 50 60

Oksidovani monoterpeni
Karvakrol 0,30 0,29 0,32
Seskviterpenski ugljovodonici
trans-Kariofilen 3,55 1,04 2,27
Germakren-D 4,07 1,32 2,61
Biciklogermakren 2,34 0,86 1,79
Spatulenol 1,85 0,81 1,35
Kariofilen oksid 0,77 0,37 0,66
Alifati¢ni ugljovodonici
Oktadekan 13,54 - 4,23
Trikozan - - 1,22
Nonakozan - - 3,90
Dokozan 9,64 22,03 1,33
Nonadekan 4,10 5,58 2,96
Tetrakozan 14,98 - -
Masne kiseline
Palmitinska kiselina 5,24 4,61 6,56
Diterpeni
Fitol 1,06 0,99 0,79
Labda-8(17),13E-dien-15-al 0,32 - 0,37
Marubiin 30,50 23,74 58,39
7,8-Epoksi-a-dihidrojonon - 0,34 1,85

Ukupno 92,26 61,98 90,60

- nije detektovano
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Slika 32. Relativni udeo (%) seskviterpena u superkriticnim ekstraktima M. vulgare
dobijenim na pritisku od 300 bar
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Na osnovu dobijenih rezultata (Tabela 23) moze se zakljuéiti da su ekstrakti M. vulgare
300/40, 300/50 i 300/60 takode imali najvise marubiina (30,50; 23,74 i 58,39%) i seskviterpenskih
ugljovodonika (12,85; 4,40 i 8,68%) gde spadaju trans-kariofilen, germakren D, biciklogermakren,
spatulenol i kariofilen oksid (Slika 32). Najveci udeli ovih seskviterpena su ostvareni na temperaturi
od 40 °C, dok su najmanji dobijeni na 50 °C pri izobarnim uslovima ekstrakcije. Prema Pourmortazavi
i Hajimirsadeghi (2007), superkriticna ekstrakcija na visim temperaturama uti¢e na smanjenje prinosa
neisparljivih jedinjenja, kao i na kompeticiju izmedu rastvorljivosti i ispraljivosti jedinjenja. Prema
tome, relativno visok prinos ekstrakcije ostvaren na 40 °C (92,26%), opada na 50 °C (61,98%) i
ponovo raste pri porastu radne temperature na 60 °C (90,60%). Palmitinska kiselina je prisutna kod
sva tri ekstrakta (5,24; 4,61 i 6,56%). Od oksidovanih monoterpena potvrdeno je prisustvo karvakrola
kod sva tri ekstrakta sa sli¢nim relativnim udelima (0,30; 0,29 i 0,32%). Ebrahimzadeh i sar. (2003) su
takode detektovali karvakrol u superkriti¢cnim ekstraktima Zataria multiflora dobijenim na 300 bar i
temperaturama od 35, 45 i 55 °C (3,71; 3,38 i 4,30%). Relativni udeo karvakrola u superkriti¢nim
ekstraktima zalfije je varirao u opsegu 0,13 — 0,20% na pritiscima 100, 200 i 300 bar i temperaturama
40, 50 1 60 °C (Pavli¢, 2017).

Najdominantnija komponenta u svim dobijenim superkriti¢cnim ekstraktima je
hemotaksonomski marker marubiin, osim kod ekstrakta 100/40 gde je relativni udeo marubiina mali,
4,32%. Medutim, temperatura od 50 °C je povoljnija za izolovanje marubiina na pritisku od 100 bar,
jer je njegov relativni udeo ve¢i sedam puta u odnosu na udeo dobijen na 40 °C. Relativni sadrzaj
ovog diterpena u ekstraktima dobijenim na pritisku od 200 bar iznosio je 62,60 — 71,96% i u
ekstraktima dobijenim na 300 bar iznosio je 23,74 — 58,39%. Najveci udeo marubiina (71,96%) je
dobijen na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C (Slika 33).
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Slika 33. Relativni udeo (%) marubiina u superkriti¢nim ekstraktima M. vulgare
dobijenim na razli¢itim pritiscima i temperaturama
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Za razliku od superkritiénih ekstrakata, u Soxhlet ekstraktu nije identifikovan marubiin
najverovatnije usled upotrebe metilen hlorida kao ekstragensa jer je u Soxhlet ekstraktu sa etanolom
kao ekstragensom detektovan marubiin (0,69%) (Mittal i Nanda, 2017). Sukcesivhom ekstrakcijom
(frakcionisanjem) ispitana je kinetika ekstrakcije na odabranom pritisku i temperaturi (300 bar, 60 °C),

na kojima je ostvaren najveci prinos ekstrakcije, u odnosu na relativni udeo marubiina (Slika 34).

80
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Relativni udeo (%)
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0,5 1 1,5 2 3 4
Marubiin| 67,61 75,14 65,29 59,7 54,6 44,39

Vreme ekstrakcije (h)

Slika 34. Kinetika ekstrakcije na 300 bar i 60 °C u odnosu na relativni
udeo marubiina

U cilju utvrdivanja relativnog udela marubiina u Sest frakcija M. vulgare, dobijenih
prekidanjem ekstrakcije superkriti¢nim ugljendioksidom nakon 0,5; 1; 1,5; 2; 3 i 4 h, primenjena je
GC-MS metoda analize (Prilog: Slike P13 — P18). Najve¢i relativni udeo marubiina (75,14%) se
dobija nakon 1 h ekstrakcije nakon ¢ega udeo postepeno opada do 44,39% nakon 4 h.

4.5. Hemijska karakterizacija te¢nih ekstrakata

45.1. HPLC analiza fenolnih kiselina

HPLC analiza tec¢nih ekstrakata dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom, primenom vode i
etanola razli¢ite koncentracije (30, 50, 70 i 96%) kao ekstragenasa, i te¢nih ekstrakata (UAEoOpt i
MAEopt) dobijenih savremenim ekstrakcionim tehnikama UAE i MAE na optimalnim uslovima, je
izvrSena u cilju odredivanja prinosa dominantnih fenolnih kiselina kako bi se medusobno uporedile
ispitivane tehnike. U ekstraktima koji su dobijeni primenom maceracije detektovane su tri fenolne
kiseline: ferulna, p-kumarinska i kafena kiselina. Sadrzaj ferulne kiseline varira u opsegu 5,05 — 35,86
pug/mL, p- kumarinske kiseline u opsegu 6,67 — 30,60 pg/mL, a kafene kiseline u intervalu 6,43 —
35,26 ug/mL. Dominantna flavonoidna jedinjenja su glikozidi kvercetina, rutin i hiperozid. Sadrzaj
rutina varira u intervalu 20,41 — 236,93 ug/mL, a hiperozida u intervalu 2,71 — 25,58 ug/mL.

Najdominantnije jedinjenje u svim ekstraktima dobijenim maceracijom je rutin. Ovaj flavonoidni
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glikozid je sastavljen iz flavonola kvercetina i disaharida rutinoze i Siroko je rasprostranjen u viSim
biljkama (Seyoum i sar., 2006), ali i u semenu heljde, voc¢u i kori od voca, a posebno u agrumima.
Odredene studije povezuju antioksidativnu aktivnost flavonoida sa prisustvom/odsustvom OH grupe u
polozaju 3 C- prstena, u kombinaciji sa kateholnom strukturom B-prstena (Middleton i Teramura,
1993). Rutin poseduje znaCajnu sposobnost hvatanja slobodnih radikala i nekoliko razli¢itih
farmakoloskih aktivnosti ukljuéuju¢i antialergijsku, antiinflamatornu, antitumorsku, antibakterijsku i
antivirusnu. Dodatno, rutin je takode odgovoran za hipolipidemijsku, citoprotektivnu i
antispazmodijsku aktivnost. Rutin ima prednost u odnosu na miricetin, kvercetagenin i druge
flavonoide, koji se u nekim sluéajevima ponasaju kao prooksidujuéi agensi i katalizuju proizvodnju
radikala sa kiseonikom. Nedostatak ovog polifenolnog jedinjenja je slaba rastvorljivost u vodenoj
sredini $to je ujedno i uzrok njegove slabije bioraspolozivosti posebno kod oralne administracije
(Mauludin i sar., 2009). Relativno mali sadrzaj ferulne kiseline (8,39 pg/mL), rutina (30,63 pg/mL) i
hiperozida (5,78 pg/mL) u MAC-H,O ckstraktu moze se objasniti upotrebom vode kao rastvaraca,
koja poseduje nisku selektivnost prema polifenolnim jedinjenjima u poredenju sa smeSama etanola i
vode kori§¢enim u savremenim ekstrakcionim tehnikama UAE i MAE. Macerat dobijen primenom
50% etanola (MAC) kao ekstragensa je pokazao najveci sadrzaj ferulne i p-kumarinske kiseline, kao i
rutina i hiperozida u odnosu na ostale macerate (Tabela 24). Hlorogenska Kiselina i kvercetin nisu

detektovani ni u jednom od ispitivanih macerata.

Tabela 24. Sadrzaj dominantnih fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima dobijenim maceracijom
kori$¢enjem vode i etanola razli¢ite koncentracije kao ekstragensa

Jedinjenje
Uzorak Ferulna | p-Kumarinska | Kafena | Rutin | Hiperozid
kiselina kiselina kiselina
(ng/mL)
96% EtOH 5,05 6,67 6,43 20,41 2,71
70% EtOH 21,38 23,89 13,86 | 190,43 13,05
50% EtOH (MAC) 35,86 30,60 18,10 | 236,93 25,58
30% EtOH 25,02 29,49 35,26 87,51 11,39
MAC-H,0 8,39 tr tr 30,63 5,78

tr — u tragovima

Boulila i sar. (2015) su analizirali fenolne kiseline i flavonoide iz tri frakcije (etanolne, etil
acetatne i vodene) nadzemnih delova Sest populacija M. vulgare. Osam fenolnih kiselina i pet
flavonoida je identifikovano u etil acetatnoj frakciji i kvantifikovano pomo¢u HPLC-DAD. Od
flavonoidnih aglikona prisutnih u etil acetatnoj frakciji to su derivati flavona, apigenin, luteolin,
kemferol i kvercetin, pri ¢emu je hiperozid (5,84 — 14,46 mg/g S.0.) dominantan. Medu detektovanim

dominantnim fenolnim kiselinama nalaze se kafena, ferulna i p-kumarinska kiselina. Sadrzaji kafene
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kiseline (0,12 mg/g S.0.), ferulne kiseline (0,52 mg/g S.0.) i p-kumarinske kiseline (0,06 mg/g S.0.)
su znacajno manji od sadrzaja ove tri kiseline u MAC ekstraktu (kafena kiselina (1,10 mg/g S.O.),
ferulna kiselina (2,17 mg/g S.0.) i p-kumarinska kiselina (1,85 mg/g S.0.)) dobijenom u ovom radu.
Nasuprot tome, rezultati autora Boulila i sar. (2015) su u saglasnosti sa rezultatima Wojdyto i sar.
(2007) koji su identifikovali ferulnu kiselinu (0,36 mg/g S.0.), luteolin (6,16 mg/g S.O.) i apigenin
(0,44 mg/g S.0.) kao dominantna fenolna jedinjenja.

Prema rezultatima HPLC analize UAEopt i MAEopt ekstrakata (Tabela 25), UAEopt se
pokazao bogatiji fenolnim kiselinama u poredenju sa MAEopt, pri ¢emu se istiCe veéi sadrzaj
hlorogenske kiseline, kao i flavonoida rutina. Ako se uporede hemijski profili ekstrakata dobijenih
primenom UAE i MAE tehnika sa profilima ekstrakata dobijenih maceracijom mozZe se zakljuciti da
UAEopt i MAEopt sadrze znacajno manje derivata cimetne kiseline (ferulna, p-kumarinska i kafena
kiselina), a bogatije su u pogledu hlorogenske kiseline (UAEopt: 33,11 pg/mL i MAEopt: 23,23
pg/mL) i kvercetina (UAEopt: 34,88 pg/mL i MAEopt: 30,05 pg/mL), koji nisu identifikovani kod
macerata. Sadrzaj rutina u UAEopt (49,59 pg/mL) i MAEopt (34,01 ug/mL) je znacajno manji u
poredenju sa onim u MAC (236,93 pg/mL) najverovatnije usled hidrolize rutina u njegov aglikon
kvercetin upotrebom ovih ekstrakcionih tehnika. Setyaningsih i sar. (2016) su ispitali stabilnost 40
fenolnih jedinjenja u UAE procesu na temperaturi od 70 °C i zaklju¢ili da dolazi do degradacije rutina
od 22,3% i p-kumarinske Kiseline od 10,2%. Najmanja degradacija, usled primene UAE i MAE
tehnika, je prisutna kod hiperozida ¢iji sadrzaj u UAEopt (19,06 pg/mL) i MAEopt (14,71 pg/mL)

ekstraktima je medusobno sli¢an i neznatno manji od MAC.

Tabela 25. Sadrzaj dominantnih fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima dobijenim
optimizovanim postupcima UAE i MAE ekstrakcije

Jedinjenje UAEopt | MAEopt
(ng/mL)

Hlorogenska kiselina 33,11 23,23
Ferulna kiselina 1,34 1,07
p-Kumarinska kiselina 475 4,26
Kafena kiselina 0,26 Tr

Rutin 49,59 34,01
Hiperozid 19,06 14,71
Kvercetin 34,88 30,05

tr — u tragovima

Qiao i sar. (2013) su ispitali degradaciju 7 fenolnih kiselina pod uticajem ultrazvuka u
razli¢itim ekstragensima (metanol, etanol, aceton, 80% metanol, 80% etanol, 80% aceton i voda) koji
se najceS¢e koriste za ekstrakciju fenolnih kiselina klasi¢énim ekstrakcionim tehnikama.

Protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, p-kumarinska i ferulna kiselina su se pokazale
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stabilnim u svim ekstragensima, dok su kafena i sinapinska kiselina podlegle zna¢ajnoj degradaciji, a
stepen degradacije se razlikuje u zavisnosti od primenjenog ekstragensa. Koncentracija kafene kiseline
u 80% etanolu nakon UAE procesa je smanjena za 8,9% dok je u vodenom ekstraktu koncentracija
redukovana za samo 1%. Iz ovih rezultata proizilazi da na stabilnost fenolnih kiselina u UAE procesu
pored broja i polozaja OH grupa utice i vrsta primenjenog ekstragensa. Pingret i sar. (2013) su
zakljucili da dominantni polifenoli, ukljucujuci hlorogensku kiselinu, nisu degradirali tokom UAE
procesa tropa jabuke sa vodom kao ekstragensom i da su sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativna
aktivnost datog ultrazvu¢nog ekstrakta veéi u poredenju sa konvencionalnim ekstraktom. Boudjelal i
sar. (2012) su takode identifikovali hlorogensku kiselinu (6,7 pg/mg S.0.) u vodenim ekstraktima M.
vulgare. Sadrzaj hlorogenske kiseline u ovom radu u UAEopt (1,84 ug/mg S.0.) i MAEopt (1,43
ng/mg S.0.) ekstraktima je manji od sadrzaja ove kiseline odredenog u vodenom ekstraktu M. vulgare.
Achat i sar. (2012) su konstatovali da je UAE proces listova masline u velikoj meri omoguéio
obogacenje ekstrakta fenolnim jedinjenjima i poboljSao antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
maceratom. lako se UAE tehnika frekventno koristi za ekstrakciju fenolnih kiselina usled veéih
prinosa ekstrakcije i kra¢eg vremena ekstrakcije, efekat kavitacije moze biti odgovoran za degradaciju

flavonoida i karotenoida.

Biesaga (2011) je ispitala uticaj UAE i MAE ekstrakcionih tehnika na stabilnost 11 flavonoida
prisutnih u 60% metanolnom ekstraktu kukuruza i zakljucila da stepen degradacije flavonoida zavisi
od uslova ekstrakcije i hemijske strukture flavonoida. Veéi broj hidroksilnih grupa podstice
degradaciju flavonoida, dok Secerna grupa i metoksil grupe stite flavonoide od degradacije tokom
ekstrakcije. Kod UAE je primecena neznatna degradacija rutina, iako ovo jedinjenje poseduje Seéerni
deo koji potencijalno moze zastititi molekul od razgradnje. Degradaciju rutina primenom UAE su
prethodno takode opisali Paniwnyk i sar. (2001), koji su objasnili ovu pojavu reakcijom rutina sa
visoko reaktivnim hidroksilnim radikalima koji su nastali tokom UAE u rastvaracu koji sadrzi vodu,

dok su glikozidi pod datim uslovima bili stabilni.

Kod MAE je ispitan uticaj razli¢ite snage mikrotalasa (160 — 500 W) i vremena ekstrakcije (1
— 10 min) na degradaciju flavonoida. Povecanje mikrotalasne snage i vremena uzrokovalo je veéu
degradaciju ovih jedinjenja. Najmanja degradacija je primecena za rutin i naringin, dok je znacajna
degradacija primecena za miricetin, kemferol, ramnetin i kvercetin. U ovom radu, vreme ekstrakcije
od 15 min i snaga mikrotalasa od 422 W u zatvorenom MAE sistemu su uzrokovali intenzifikaciju
postupka ekstrakcije usled veceg pritiska i temperature. Povisena temperatura istovremeno rezultira
poboljsanjem efikasnosti ekstrakcije, ali i degradacijom termolabilnih jedinjenja na $ta ukazuje slabiji
profil fenolnih jedinjenja u odnosu na UAEopt. Liazid i sar. (2007) su ispitali stabilnost 22 fenolna
jedinjenja tokom MAE procesa sa metanolom kao ekstragensom u temperaturnom opsegu 50 — 175 °C
i zakljucili da su gentizinska, galna, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, kafena, p-kumarinska, ferulna i

sinapinska kiselina stabilne na temperaturama do 100 °C, dok na 125 °C podlezu znacajnoj
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degradaciji. Od derivata cimetne kiseline (kafena, p-kumarinska i ferulna Kiselina) najstabilnije
jedinjenje od ispitivanih je ono sa najveéim brojem metoksil grupa odnosno ferulna kiselina, koja
podleze degradaciji od 10,9% na 150 °C, dok je kafena kiselina (sa dva hidroksilna supstituenta)
pretrpela degradaciju od 16,3% na istoj temperaturi. Ustanovljeno je da je najstabilnije jedinjenje sa
najmanjim brojem supstituenata, p-kumarinska kiselina, koja nije podlegla degradaciji pri temperaturi
od 175 °C. Takode, u ovom radu p-kumarinska kiselina je podlegla manjem stepenu degradacije u

poredenju sa ferulnom i kafenom kiselinom.

45.2. HPLC analiza HMF

Postoji nekoliko publikacija o degradaciji fenolnih jedinjenja tokom ekstrakcije subkriticnom
vodom (Wang i sar., 2011; Khuwijitjaru i sar., 2014) usled primene agresivnih temperatura. Gonzalez
i sar. (2014) su ispitali degradaciju vanilinske kiseline tokom ekstrakcije pod sub- i superkriticnim
uslovima vode, pri ¢emu su uspeli da opisu reakcije pomocu kinetickog modela prvog reda. Lindquist
i Yang (2011) su potvrdili da siringinska Kiselina podleze dekarboksilaciji tokom SWE na
temperaturama ve¢im od 150 °C, a da se u potpunosti raspada nakon tretmana na 250 °C. Nasuprot
autorima koji ukazuju na ove nedostatke SWE, postoje i autori koji tvrde da veéi antioksidativni
potencijal subkriti¢nih ekstrakata, dobijenih na visokim temperaturama, poti¢e od fenolnih jedinjenja
koja su ekstrahovana, kao i od proizvoda reakcija neenzimskog tamnjenja kao $to su Maillard-ove
reakcije, reakcije karamelizacije i termicke oksidacije (Plaza i sar., 2010). 5-Hidroksimetil furfural
(HMF) se spontano formira usled Maillard-ove reakcije ili usled dehidratacije redukujuéih Seéera
(fruktoze i glukoze) u kiseloj sredini (Polovkova i Simko, 2017). Sadrzaj HMF u ekstraktima sa
rutinom (MAC-H,0: 30,63 pg/mL, Tabela 22) nakon hidrotermickog tretmana je potvrden u ranijoj
literaturi (Ravber i sar., 2015) usled prisustva Se¢ene komponente rutina, rutinoze. Uprkos ¢injenici da
se HMF koncentracija koristila godinama kao indikator kvaliteta termi¢ki obradene hrane, prisustvo
ovog jedinjenja je nepozeljno jer poseduje citotoksi¢ne, mutagene, kancerogene i genotoksi¢ne efekte

(Teixido i sar., 2006; Capuano i Fogliano, 2011).

Sadrzaj HMF, odreden HPLC-DAD analizom, u svim subkriti¢nim ekstraktima ukljucujuéi i
ekstrakt dobijen na optimizovanim uslovima (SWEopt) je dat u Tabeli 26. HMF sadrzaj se zna¢ajno
razlikuje medu uzorcima dobijenim na razli¢itim temperaturama (120 — 200 °C), tokom trajanja
ekstrakcije od 10 — 30 min i uz upotrebu vode sa ili bez dodate HCI kao ekstragensa. Koncentracija
HMF varira od 3,53 ug/mL u uzorku SWE-3 (dobijenom na 120 °C) do 246,19 ug/mL u uzorku SWE-
14 (dobijenom na 160 °C), $to je znac¢ajno manje od HMF koncentracija (10,63 — 11135,50 ug/mL)
detektovanih u subkriti¢nim ekstraktima sremusa (Tomsik i sar., 2017). Sadrzaj HMF (187,27 pg/mL)
u ekstraktu dobijenom na optimizovanim uslovima (SWEopt) je slican sadrzaju HMF u SWE-9
(186,81 ug/mL) §to je ocekivano jer su uslovi procesnih parametara isti. Postoji samo jedan subkriti¢ni

ekstrakt, SWE-2 (dobijen na 120 °C nakon 20 min ekstrakcije subkriti¢cnom vodom bez dodatka HCI),
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bez HMF. Na temperaturi od 120 °C, HMF je prisutan u uzorcima u iznosu koji je za 30% manji od
maksimalne vrednosti HMF (246,19 pg/mL) postignute na 160 °C. Nakon postizanja maksimuma,
sadrzaj HMF se smanjuje u subkriticnim uzorcima dobijenim na temperaturi od 200 °C. Najverovatniji
razlog za ovu pojavu je degradacija HMF na najviSoj ispitivanoj temperaturi, sto je takode zabelezeno

od strane Narita i Inouye, (2012) kada je temperatura vec¢a od 210 °C.

Tabela 26. Sadrzaj HMF u subkriti¢nim ekstraktima

HMF
Uzorak pg/mL (mg/100 g droge)
SWE-1 139,00
SWE-2 tr
SWE-3 3,53
SWE-4 173,78
SWE-5 173,78
SWE-6 123,86
SWE-7 21,78
SWE-8 173,78
SWE-9 186,81
SWE-10 5,19
SWE-11 31,98
SWE-12 28,90
SWE-13 68,22
SWE-14 246,19
SWE-15 58,50
SWEopt 187,27

tr — u tragovima

Herrero i sar. (2012) su ispitali SWE listova masline pri §irem temperaturnom opsegu (50, 75,
100, 125, 150, 175 i 200 °C) uz monitoring sadrzaja HMF. Zakljucili su da se sadrzaj HMF izrazito
povecava iznad temperature od 175 °C, dostizu¢i maksimum na 200 °C. Takode, zakljucili su da HMF
nema nikakav uticaj na in vitro antioksidativne i antiproliferativne analize izvedene na subkriti¢nim
ekstraktima. U ovom radu, sadrzaj HMF takode nije imao znac¢ajan uticaj na ICs, vrednosti (0,0475 —
0,0792 mg/mL) odredene u subkriticnim ekstraktima, na temperaturama od 160 i 200 °C, koje su
sli¢ne ICs vrednosti u MAC-H,0 (0,0480 mg/mL).

lako HMF nije prisutan u svezoj i neobradenoj hrani, njegova koncentracija ima tendenciju
porasta kao posledica procesa zagrevanja. Koncentracija HMF je takode korisno sredstvo za procenu
uticaja reakcije neenzimskog tamnjenja (Fallico i sar., 2003). Dodatno, to je prepoznatljiv parametar
povezan sa svezinom i kvalitetom pojedinih prehrambenih proizvoda, i zbog toga se monitoring

sadrzaja HMF Koristi u kontroli kvaliteta hrane kako bi se ocenili kvalitet postupka prerade i
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organolepti¢ke karakteristike krajnjeg proizvoda. U tom kontekstu, prisustvo HMF je koris¢eno u
razliitim namirnicama (dzem, hrana za bebe, itd.) kao indikator neadekvatnog vremena ili
temperature skladistenja (Rada-Mendoza i sar., 2004). Dodatno, Codex Alimentarius Svetske
zdravstvene organizacije i Evropske unije (Directive 2001/110/EC of 20 December 2001. Off. J. Eur.
Commun.) preporucuje maksimalni dozvoljeni sadrzaj HMF u medu (40 mg/kg) i u soku od jabuka
(50 mg/kg).

Vecina metoda koje se trenutno primenjuju za analizu HMF u proizvodima zasnivaju se na
klasi¢nim spektrofotometrijskim tehnikama (Porretta i Sandei, 1991; White, 1979) i HPLC analizi sa
UV detekcijom (Castellari i sar., 2001; Nozal i sar., 2001; Coco i sar., 1995; Ramirez-Jimenez i sar.,
2003; Rufian-Henares i De la Cueva, 2008; Zappala i sar., 2005), koja se trenutno koristi kao
referentna metoda (AOAC 980.23). Objavljena je i metoda koja koristi LC-MS za analizu HMF u
hrani za bebe (Gokmen i Senyuva, 2006). GC-MS takode moze biti dobra opcija da se osigura
nedvosmislena identifikacija i kvantifikacija ovog jedinjenja u sloZzenim matriksima (Horvath i
Molnar-Perl, 1998; Molnar-Perl i sar., 1998).

4.6. Bioloska aktivnost te¢nih M. vulgare ekstrakata

4.6.1. Antimikrobna ativnost

S obzirom na to da su bioloska dejstva klasifikovana kao sekundarni farmakodinamski efekti
ekstrakata i/ili izolovanih jedinjenja M. vulgare, oduvek bila u fokusu nau¢nog interesovanja a
literaturni podaci su cesto kontradiktorni namece se potreba za njihovim ispitivanjem. Prema
literaturnim podacima za antimikrobnu aktivhost M. vulgare, veéina autora je ispitala etanolne i
metanolne ekstrakte M. vulgare (Al-Bakri i Afifi, 2007; Keles i sar., 2001; Kanyonga i sar., 2011,
Masoodi i sar., 2008; Quave i Smeltzer, 2008) dobijene konvencionalnom ekstrakcijom, kao i etarsko
ulje ove biljke (Zarai i sar., 2011; Bokaeian i sar., 2014). Kako bi se stekao uvid u antimikrobni
potencijal UAEopt, MAEopt i MAC odredene su minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) (Tabela

27) i minimalna baktericidna koncentracija (MBC) za devet bakterijskih sojeva i dva soja kvasaca.
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Tabela 27. MIC vrednosti te¢nih ekstrakata

MIC
Soj (mg/mL)
MAEopt MAC UAEopt
Escherichia coli ATCC 11775 25,00 25,00 25,00
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 25,00 25,00 12,50
Staphylococcus aureus ATCC 25923 12,50 12,50 12,50
Staphylococcus epidermis JR-07 6,25 12,50 12,50
Proteus mirabilis ATCC 12453 12,50 25,00 25,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 25,00 25,00 25,00
Micrococcus luteus JR-10 12,50 12,50 12,50
Bacillus cereus ATCC 11778 3,13 6,25 3,13
Bacillus subtilis PY79 12,50 12,50 12,50
Candida albicans ATCC 10231 12,50 6,25 12,50
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 <0,05 0,20 <0,05

Iz Tabele 27 se moZe uoditi razlika u vrednostima MIC dobijenim za Gram-pozitivne (Gr*) i
za Gram-negativne (Gr) bakterijske sojeve. Pokazalo se da su Gr" bakterije osetljivije na delovanje
sva tri ekstrakta u poredenju sa Gr~ bakterijama, jer MIC vrednosti za Gr" variraju u opsegu 3,13 —
12,50 mg/mL, a za Gr~ variraju u opsegu 12,50 — 25,00 mg/mL. Razli¢ita susceptibilnost Gr*i Gr-
bakterija je posledica razli¢ite strukture Celijske membrane. Gr- bakterije su obavijene tankim zidom
peptidoglikana koji je okruZen spolja$njom membranom koju ¢&ine lipopolisaharidi, dok kod Gr*
bakterija nedostaje spoljasnja membrana (Silhavy i sar., 2010). Prema tome, spoljasnja membrana
bakterijski soj na UAEopt i MAEopt ekstrakte je Bacillus cereus, sto potvrduje i MIC vrednost (3,13
mg/mL) koja je oko 2-puta manja od MIC vrednosti za MAC ekstrakt.

U slucaju antifungalnog delovanja, ispitano je etarsko ulje M. vulgare i to na Cetiri soja
gljivica (Botrytis cinerea, Fusarium solan, Penicillium digitatum i Aspergillus niger) (Zarai i sar.,
2011) i metanolni ekstrakt M. vulgare na Candida albicans (Kanyonga i sar., 2011). U istrazivanju
koje su sproveli Kanyonga i sar. (2011), metanolni ekstrakt M. vulgare (50, 100, 200, 400 i 600
mg/mL) je pokazao umerenu do znacajnu antibakterijsku aktivnost u odnosu na pet od Sest testiranih
bakterijskih organizama, u poredenju sa standardnim ciprofloksacinom. Studija je pokazala da je
metanolni ekstrakt M. vulgare veoma efikasan protiv B. subtilis, S. epidermidis, S. aureus (Gr*) i C.
albicans i umereno efikasan protiv P. vulgaris i E. coli, dok je u slu¢aju P. aeruginosa (Gr)
neefikasan. Najniza MIC vrednost od 100 mg/mL je ostvarena kod vecine ispitivanih bakterija (B.
subtilis, S. aureus i S. epidermis) i kod gljivice Candida albicans, dok je najve¢a MIC od 400 mg/mL
ostvarena kod E. coli i P. vulgaris koje su pokazale umerenu osetljivost (Kanyonga i sar., 2011). U
ovom radu, MIC vrednosti (12,50 mg/mL) UAEopt i MAEopt ekstrakata za sojeve B. subtilis, S.
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aureus i S. epidermis su oko 8-puta manje u odnosu na MIC vrednosti metanolnog ekstrakta M.

vulgare, §to ukazuje na to da su UAEopt i MAEopt zna¢ajno potentniji za ove sojeve.

Povecanje mikrobne otpornosti na antibiotike ugrozilo je javno zdravlje na globalnom nivou,
jer smanjuje efikasnost tretmana i povecava morbiditet, smrtnost i troSkove zdravstvene zastite (Coast
i sar., 1996). Evolucija visoko rezistentnih bakterijskih sojeva dovela je do kompromitovanja upotrebe
novijih generacija antibiotika (Levi i Eusterman, 2011). lako se aktivni konstituenti lekova mogu javiti
u nizim koncentracijama, biljni ekstrakti mogu biti bolji izvor antimikrobnih jedinjenja od sintetskih
lekova. Fenomen aditivnih ili sinergistickih efekata Cesto je presudan za bioaktivnost (Aqil i sar.,
2006; Kamatou i sar., 2006) u biljnim ekstraktima, a u nekim slu¢ajevima aktivnost se gubi u
pre¢is¢enim frakcijama (Cos i sar., 2006). Razvoj bakterijske rezistencije na sinergisticke efekte
kombinacije lekova, poput onih koji se nalaze u biljkama, moze biti sporiji nego kod terapija sa

pojedina¢nim lekovima.

Staphylococcus aureus je patogen kod koga je vise od 70% sojeva rezistentno na trimetoprim,
ampicilin, eritromicin i penicilin. Sve veéi broj sojeva ove bakterije razvio je rezistenciju na
antibiotike poput meticilina i poznat je kao S. aureus rezistentan na meticilin (Bokaeian i sar., 2014).
Upravo zato, jedan od odabranih sojeva za ispitivanje antimikrobnog delovanja UAEopt i MAEopt
ekstrakata je i S. aureus. Rezultati su pokazali da je ovaj soj podjednako osetljiv na UAEopt, MAEopt
(MIC < 0,05 mg/mL) na delovanje UAEopt i MAEopt u odnosu na Candida albicans, dok je za
inhibiciju rasta S. cerevisiae potrebna oko 4- puta ve¢a koncentracija MAC (MIC = 0,20 mg/mL).

Minimalna baktericidna koncentracija, odnosno najniza koncentracija na kojoj nema rasta na

Petri ploci je odredena za devet bakterijskih sojeva i dva soja kvasaca (Tabela 28).

Tabela 28. MBC vrednosti te¢nih ekstrakata

MBC
Soj (mg/mL)
MAEopt MAC UAEopt

Escherichia coli ATCC 11775 25,00 50,00 25,00
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 25,00 25,00 25,00
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25,00 25,00 25,00
Staphylococcus epidermis JR-07 25,00 50,00 25,00
Proteus mirabilis ATCC 12453 25,00 50,00 25,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 25,00 50,00 50,00
Micrococcus luteus JR-10 50,00 50,00 50,00
Bacillus cereus ATCC 11778 6,25 6,25 6,25

Bacillus subtilis PY79 >50,00 >50,00 >50,00
Candida albicans ATCC 10231 25,00 25,00 25,00
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 <0,05 1,56 <0,05
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MBC vrednost je u slu¢aju MAC najmanje duplo vec¢a u poredenju sa MIC za dati bakterijski
ili gljivi¢ni soj. U slucaju UAEopt, MIC i MBC imaju iste vrednosti za sledece Gr— sojeve: E. coli (25
mg/mL), Proteus mirabilis (25 mg/mL) i za kvasac Saccharomyces (< 0,05 mg/mL). U slucaju
MAEopt, MIC i MBC imaju iste vrednosti za Gr— sojeve: E. coli (25 mg/mL), Klebsiella pneuminiae
(25 mg/mL), Pseudomonas aeruginosa (25 mg/mL) i za kvasac Saccharomyces (< 0,05 mg/mL). 1z
UAEopt i MAEopt (MIC = 3,13 mg/mL). B. cereus je Gram-pozitivna aerobna ili fakultativno
anaerobna, pokretna, sporogena bakterija u obliku Stapica koja se Siroko distribuira u okruzenju. lako
je ovaj soj povezan uglavnom sa trovanjem hranom, za njega se sve ¢e$ée navodi da je uzrok ozbiljnih
i potencijalno fatalnih infekcija van gastrointestinalnog trakta (Bottone, 2010). U slucaju kvasaca, S.
cerevisiae je posebno osetljiv na UAEopt i MAEopt ekstrakte (MIC < 0,05 mg/mL). lako
Saccharomyces vazi za nepatogen Koji se Siroko koristi u pekarstvu, pivarstvu i vinarstvu usled
pojedinih virulentnih karakteristika poput sposobnosti da raste na suboptimalnim temperaturama, da
formira pseudohife, da ucestalo modifikuje morfologiju i da izaziva povecanu patogenost na in Vvivo
modelu, moze se svrstati U red kvasaca ¢ija susceptibilnost na antifungalne lekove nije u potpunosti
ispitana (Barchiesi i sar., 1998). Upravo zato bi se UAEopt i MAEopt ekstrakti potencijalno mogli

koristiti kao antibakterijska sredstva za soj B. cereus, i kao antifungalna sredstva za soj S. cerevisiae.

4.6.2. Antihiperglikemijska aktivnost

Patogenezom dijabetesa upravljaju insulin i oralna primena hipoglikemijskih lekova kao §to su
sulfonilurea i biguanid (Vengurlekar i sar., 2008). Inhibitori a-glukozidaze su jedinstvena klasa lekova
protiv dijabetesa koji se dobijaju iz bakterija, i predstavljaju enzimske inhibitore koji nemaju
mehanizam delovanja usmeren na pankreas. Mehanizam delovanja se bazira na odlaganju apsorpcije
ugljenih hidrata u gastrointestinalnom traktu i na taj nadin uspostavljanju kontrole nad
postprandijalnom hiperglikemijom (Kalra i sar., 2013). Nazalost, osim §to ima niz neZeljenih efekata,
nijedan oralni sinteticki hipoglikemijski lek nije uspeSan u leCenju dijabetesa i kontrolisanju
dugoro¢nih mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija (Vengurlekar i sar., 2008; Stenman i
sar., 1990). Dalje, toksi¢nost oralnih antidijabetickih lekova veoma se razlikuje u klini¢kim
manifestacijama, tezini i leCenju (Spiller i Sawyer, 2006). U tom kontekstu, za leCenje dijabetesa
dostupni su i alternativni lekovi, posebno oni na biljnoj bazi, jer imaju prednosti poput efikasnosti,

bezbednosti, pristupaénosti i prihvatljivosti od strane korisnika (Valiathan, 1998).

Uprkos ¢injenici da se M. vulgare koristi jo$ od davnina u tretiranju dijabetesa, naucnici su tek
u poslednje dve decenije uspeli da postave temelj potencijalnih antihiperglikemijskih delovanja iz
rezultata posmatranih kroz prizmu etnofarmakoloske upotrebe ove biljne vrste. Medutim, postoje

kontradiktorni literaturni podaci o hipoglikemijskom delovanju M. vulgare. Prema jednom izvoru,
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vodeni ekstrakt M. vulgare ne smanjuje znacajno nivo glukoze u krvi (Herrera-Arellano i sar., 2004),
dok prema drugim izvorima administracija vodenog ekstrakta cele biljke i listova M. vulgare indukuje
znacajno smanjenje nivoa glukoze kod pacova obolelih od dijabetesa (Ahmed i sar., 2011; Boudjelal i
sar., 2012). Varijacija u rezultatima je najverovatnije posledica sakupljanja biljnog materijala sa
razlicitih lokaliteta, §to u velikoj meri utiCe na kvalitet 1 kvantitet sekundarnih metabolita, zajedno sa
koris¢enjem razlic¢itih delova biljke i metoda ekstrakcija (Deluc i sar., 2009). Mnoge studije su
pokazale da ekstrakti bogati polifenolima mogu biti glavni uzro¢nici antihiperglikemijskog delovanja
kod zivotinja i ljudi, najverovatnije preko inhibicije a-amilaze i/ili a-glukozidaze (Apostolidis i sar.,
2007; Cheplik i sar., 2010; Sousa i Correia, 2012). Vodeni, etanolni i metanolni ekstrakti M. vulgare
dobijeni konvencionalnim ekstrakcijama su ispitani u kontekstu hipoglikemijske aktivnosti na
dijabetes (Boudjelal i sar., 2012; Herrera-Arellano i sar., 2004; Elberry, 2015; Novaes i sar., 2001).

U ovom radu, ispitan je in vitro inhibitorni potencijal te¢nih etanolnih ekstrakata M. vulgare
(UAEopt, MAEopt i MAC) za enzime a-amilazu i a-glukozidazu. Inhibitorni potencijal ekstrakata M.
vulgare za a-amilazu ima slede¢i redosled: UAEopt > MAEopt > MAC (Slika 35). Prema rezultatima,
UAEopt i MAEopt ekstrakti pokazuju sli¢nu inhibitornu aktivnost prema a-amilazi (50,63% i
48,58%), koja je znafajno veca u odnosu na MAC ekstrakt (21,38%). Potpuna inhibicija oa-amilaze
izraZzena preko ekvivalenta akarboze za UAEopt, MAEopt i MAC iznosi 81,37; 75,69 i 0,33 pug/mL.

a-AlP

Moze se zakljuciti da UAEopt inhibira a-amilazu obezbedujuci ICs""" vrednost blisku vrednosti koju

obezbeduje pozitivna kontrola akarboza (80 pg/mL).
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Slika 35. Inhibitorni potencijal te¢nih ekstrakata za a-amilazu i a-glukozidazu

Ekstrakti UAEopt, MAEopt i MAC se znacajno razlikuju po svom hemijskom sastavu, pri
¢emu su UAEopt i MAEopt bogatiji za hlorogensku kiselinu i kvercetin. Karthikesan i sar. (2010) su
pokazali da hlorogenska kiselina poseduje antihiperglikemijski potencijal kod pacova kod kojih je
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indukovan dijabetes. Hlorogenska Kkiselina je prirodno fenolno jedinjenje koje se formira
esterifikacijom kafene i hininske kiseline i nalazi se u raznim namirnicama, od kojih je kafa jedan od
glavnih izvora (Clifford, 2000; Olthof i sar., 2000). Poznato je da ova kiselina snizava koncentraciju
glukoze u krvi i inhibira glukozu-6-fosfatazu, kljuéni enzim koji katalizuje zavr$ni korak
glikogenolize i glukoneogeneze, dva glavna metabolicka puta odgovorna za oslobadanje glukoze iz
jetre (Hemmerle i sar., 1997; Parker i sar., 1998; Herling i sar., 1998). Prethodni eksperimentalni
podaci pokazuju da hlorogenska kiselina stimulise unos glukoze u éelije jetre i reguliSe prekomernu
proizvodnju glukoze inhibiraju¢i ovaj enzim, i na taj nacin kontrolise glikemijski status kod dijabetesa
tipa 2. Kvercetin je takode prepoznat kao flavonol koji poboljSava kontrolu glikemije i umanjuje
dijabetesnu nefropatiju kod pacova obolelih od dijabetesa (Anjaneyulu i Chopra, 2004). Ovaj aglikon
rutina smanjuje koncentraciju glukoze u Kkrvi i povecava oslobadanje insulina kod pacova sa
indukovanim dijabetesom (Vessal i sar., 2003). Coskun i sar. (2005) su takode zakljuéili da kvercetin
ima protektivan efekat na B-Celije pankreasa smanjenjem oksidativnog stresa i oCuvanjem integriteta

B-celije pankreasa.

Inhibitorni potencijal za a-glukozidazu je slabiji u poredenju sa a-amilazom, i ima sledeéi
redosled: UAEopt >MAC > MAEopt (Slika 35). Kao u sluc¢aju a-amilaze, UAEopt ekstrakt pokazuje
najvecu antihiperglikemijsku aktivnost (48,67%) §to se potencijalno moze objasniti prisustvom
hlorogenske kiseline (33,11 pg/mL) i kvercetina (34,88 pg/mL). Potpuna inhibicija a-glukozidaze
izraZena preko ekvivalenta akarboze za UAEopt, MAEopt i MAC ekstrakte iznosi 26,10; 18,60 i 22,18

“CIP yrednost blisku

pg/mL. Moze se zakljuciti da UAEopt inhibira a-glukozidazu obezbedujuci 1Cs
vrednosti koju obezbeduje akarboza (27 pg/mL). Oralni hipoglikemijski lekovi koji se koriste za
leCenje dijabetesa imaju ozbiljne neZeljene efekte kao $to su povecanje telesne mase |
gastrointestinalni poremecaji (Marre, 2002; Duckworth, 2003). Stoga su neophodna ispitivanja
potencijalnih insulinskih senzibilizatora, poput hlorogenske kiseline, koji stimuliSe delovanje insulina
sli¢no terapijskom delovanju metformina (McCarty, 2005). Takode, pokazalo se da fenolna jedinjenja
sa hidroksilnim grupama, poput hlorogenske kiseline sa Sest hidroksilnih grupa, pokazuju
antioksidativnu aktivnost neutralizacijom slobodnih radikala. Hlorogenska kiselina pored hidroksilnih
grupa poseduje i karboksilnu grupu koja ¢ini da se ponasa kao antidijabeti¢ko sredstvo (Saremi i sar.,
2003). U tom kontekstu, klinicke studije su pokazale da kombinovane terapije dovode do zna¢ajno
veteg smanjenja glukoze u plazmi i glikoziliranog hemoglobina u odnosu na monoterapiju kod
dijabetesa tipa 2 (Karthikesan i sar., 2010; Marre et al. 2002; Duckvorth i sar. 2003). Dodatno,
sinergisticko delovanje hlorogenske kiseline i rutina (Kamalakkannan i Prince, 2006) prisutnih u
UAEopt ekstraktu bi moglo znacajno doprineti ukupnom antidijabetickom delovanju ekstrakta. Rutin
poseduje pogodna farmakokineti¢ka svojstva jer se pri oralnoj administraciji moze hidrolizovati u
intestinalnoj mikroflori u izokvercitrin (kvercetin-3-glukozid) i kvercetin (Bokkenheuser i sar., 1987).

Zatim se kvercetin apsorbuje i izlucuje u zu¢ i urin u obliku glukuronidnih i sulfatnih konjugata u roku
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od 48 h (Ueno i sar., 1984). Dalje se kvercetin razgraduje na fenolne kiseline poput 3-hidroksifenil- i
3,4-dihidroksifenil siréetne kiseline od strane crevnih bakterija (Hollman i Katan, 1998). Takode,
Suplementacija rutinom tokom Sest nedelja rezultirala je povecanim koncentracijama Kkvercetina,
kemferola i izoramnetina (Boyle i sar., 2000). U studiji koju su sproveli Erlund i sar. (2000), nakon 32

kvercetina i kao nekonjugovani aglikon kvercetin, pri ¢emu rutin nije detektovan.

4.7. Spray drying odabranih te¢nih ekstrakata

4.7.1. Efikasnost spray drying procesa

Prinos suSenja u spray drying procesu je definisan kao odnos mase suvog ekstrakta dobijenog
nakon susSenja i mase ukupnog suvog ostatka u napojnoj smesi (MAC = 11,55; MAEopt = 16,30 i
UAEopt = 17,92%, g/100 g droge). Bitan je parametar jer predstavlja efikasnost suSenja (Tontul i
Topuz, 2017). Efikasnost suSenja te¢nih ekstrakata M. vulgare je predstavljena u Tabeli 29. Prema
rezultatima, moze se zakljuéiti da se suSenje ckstrakata M. vulgare, koji su dobijeni primenom
UAEopt i MAEopt, smatra efikasnim tek nakon dodatka 50% maltodekstrina. U slucaju suSenja
ekstrakta MAC koji je dobijen primenom konvencionalne tehnike ekstrakcije, bez obzira na
koncentraciju dodatog maltodekstrina proces suSenja je efikasan i rezultati su u skladu sa Bhandari i
sar. (1997). Do gubitaka u spray drying procesu najé¢esc¢e dolazi zbog zaostajanja suvog ekstrakta na
zidovima komore i ciklona, kao i zbog duzeg trajanja procesa pri ¢emu izloZenost suvog ekstrakta
povisenoj temperaturi uti¢e na njegovu degradaciju i kasnije smanjenje kvaliteta krajnjeg proizvoda
ukoliko se on sakuplja sa zidova komore i ciklona (Santana i sar., 2013). U ovom radu, u toku susenja
nije uoceno lepljenje suvog ekstrakta po zidovima komore za susenje i nije doslo do formiranja

naslaga osusenog ekstrakta ni na jednom delu uredaja.

Tabela 29. Efikasnost procesa susenja

Uzorak MD Efikasnost
(%) (%)
P UAE-10 10 34,66
P UAE-50 50 67,97
P MAE-10 10 33,46
P MAE-50 50 54,11
P MAC-10 10 55,97
P MAC-50 50 52,82

MD — maltodekstrin

Efikasnost susenja se u najve¢em broju slucajeva povecava sa povecanjem sadrzaja nosaca.
Povec¢anje prinosa suSenja sa povecanjem koncentracije nosaca je potkrepljeno brojnim primerima iz

literature, za sok od grozdica (Papadakis i sar, 2006), sok od pomorandze (Goula i Adamopoulos,
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2010), sok od nara (Vardin i Yasar, 2012), sok od crne maline (Fazaeli i sar., 2012), sok od Seéerne
trske (Largo Avila i sar., 2015) i rastvor saharoze (Jayasundera i sar., 2011). Glavni razlog za ovu
pojavu je taj Sto veca koncentracija nosaca doprinosi povec¢anju Tg smeSe. Dodatno, Masters (1985)
je objasnio nizi prinos pri malom sadrzaju nosaCa preko gustine napojne smeSe. Pri niskim
koncentracijama nosaca, smanjuje se i viskozitet napojne smese pri cemu se vlazne kapljice nakon
atomizacije sudaraju velikom brzinom i intenzitetom sa zidom komore za susenje. To uzrokuje

stvaranje viSe taloga na zidovima komore i samim tim redukovan prinos susenja.
4.7.2. Fizi¢ke osobine suvih ekstrakata
(1) Sadrzaj vlage

Stabilnost, veli¢ina Cestica, morfologija i reolosko ponasanje prahova su glavni parametri na
koje uti¢e sadrzaj vlage (Bhandari i Hartel, 2005). Mali sadrzaj vlage je pozeljan u pogledu
adekvatnog skladistenja i manipulacije (Sinija i Mishra, 2008) jer osigurava produZeno vreme trajanja
stabilnosti ekstrakata sa smanjenom moguéno$¢u mikrobioloske kontaminacije (Vidovi¢ i sar., 2014).
Posto voda ima nisku Tg (-135 °C), ona je ujedno i glavna komponenta odgovorna za znacajnu
depresiju Tg u prahovima. Shodno tome, voda Se smatra snaznim plastifikatorom (Mani i sar., 2002) i
zato, ako je prisutna u velikim koli¢inama u proizvedenom suvom prahu, moze ugroziti njegov kvalitet
smanjenjem svojstava slobodne proto¢nosti i poveéanjem zgrudvavanja. Fizicke karakteristike, sadrzaj

vlage i higroskopnost suvih ekstrakata M. vulgare su prikazane u Tabeli 30.

Tabela 30. Fizi¢ke karakteristike suvih ekstrakata

Sadrzaj vlage Higroskopnost
Uzorak (%) nakon 48 h
(%)
P UAE-10 6,61 20,26
P UAE-50 5,33 16,35
P MAE-10 7,27 17,21
P MAE-50 6,42 14,4
P MAC-10 5,63 14,8
P MAC-50 4,23 13,02

Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima M. vulgare varira od 4,23 do 7,27%. Blago smanjenje
sadrzaja vlage u svim uzorcima uz dodatak maltodekstrina je oCekivano. Najmanji sadrzaj vlage
(4,23%) odreden je kod P MAC-50. Ovako nizak sadrzaj vlage moze da obezbedi zadovoljavajuci rok
trajanja suvih ekstrakata usled retke pojave mikrobioloske kontaminacije. U nau¢noj literaturi do sada
nije ispitano suSenje te¢nih ekstrakata M. vulgare primenom spray drying procesa, pa su dobijeni

rezultati za fizicke osobine suvih ekstrakata uporedeni sa rezultatima suSenja drugih biljnih vrsta.
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Rezultati istog reda velic¢ine (3 — 5%) dobijeni su kada je sadrzaj vlage odreden u prahu zelenog Caja
(Sinija i Mishra, 2008). Sadrzaj vlage A. millefollium prahova (6,10 — 7,68%) pokazao se ve¢im nego
u M. vulgare prahovima dobijenim u ovom radu (Vidovi¢ i sar., 2014). Takode, pri poredenju sa
sadrzajem vlage u prahovima S. officinalis dobijenim suSenjem macerata (MAC = 7,18%; MAC-20 =
15,35%), ultrazvucnog ekstrakta (UAE = 8,94%; UAE-20 = 10,04%) i mikrotalasnog ekstrakta (MAE
= 5,92%; MAE-20 = 9,40%) bez i sa dodatkom 20% maltodekstrina, moze se konstatovati da suprotno
rezultatima u ovom radu sa dodatkom nosaca sadrzaj vlage raste, kao i da je vec¢i od sadrzaja vlage u

M. vulgare prahovima (Pavli¢, 2017).

(2) Higroskopnost

Higroskopnost je definisana kao sposobnost praha da apsorbuje vlagu iz okolne sredine
(Rodriguez-Hernandez i sar., 2005). Obi¢no se izraCunava na osnovu priraStaja mase nakon
skladistenja praha (odredeni period vremena, 48 h ili 7 dana) u eksikatoru u uslovima relativne
vlaznosti ve¢e od 60%. Pozeljno je da se proizvede prah sa niskom higroskopnos¢u, jer visoka
higroskopnost znaci vecu tendenciju ka apsorpciji vode i pojavu lepljivosti (Tonon i sar., 2008). Prema
Nurhadi i sar. (2012) prah koji ima higroskopnost manju od 20% se smatra za nehigroskopan i
zadovoljavajuceg kvaliteta. Svi prahovi osim P UAE-10 se mogu okarakterisati kao nehigroskopni
(Tabela 30). Za sve prahove je zajedni¢ko da se sa dodatkom vece koncentracije maltodekstrina
smanjuje higroskopnost. Najveca higroskopnost je zapaZzena kod P UAE-10 (20,26%), a najmanja kod
P MAC-50 (13,02%) nakon 48 h.

Higroskopnost praha je uglavnom u korelaciji sa njegovim sastavom (Mishra i sar., 2014),
vrstom i koncentracijom nosaa i veli¢inom cestica (Du i sar., 2014). Neki autori ukazuju na
povezanost izmedu sadrzaja vlage i higroskopnosti praha (Caparino i sar., 2012; Santana i sar., 2013,
Tonon 1 sar., 2008). Medutim, ova korelacija je relativna i nije potvrdena od strane drugih autora
(Ahmed i sar., 2010; Bicudo i sar., 2015). Analizom rezultata sadrzaja vlage i higroskopnosti u suvim
ekstraktima M. vulgare moze se zakljuéiti da je najbolje karakteristike u pogledu ove dve osobine
suvih ekstrakata pokazao suvi ekstrakt P MAC-50 u kome su odredeni najmanji sadrzaj vlage (4,23%)
i najmanja higroskopnost (13,02%).
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4.8. Hemijska karakterizacija suvih ekstrakata

4.8.1. HPLC analiza fenolnih kiselina

HPLC analiza suvih ekstrakata M. vulgare, proizvedenih susenjem odabranih te¢nih ekstrakata
UAEopt, MAEopt i MAC, u kom je detektovan najveci sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida, je
izvrSena u cilju odredivanja sadrzaja dominantnih fenolnih kiselina, kao i poredenja hemijskog sastava
pre (Tabela 31) i nakon spray drying procesa (Tabela 32). Rezultati HPLC analize iz Tabele 24 za
MAC (50% EtOH) ekstrakt i iz Tabele 25 za UAEopt i MAEopt ekstrakte su prera¢unati na 1 g suvog
ostatka radi lakseg poredenja i predstavljeni su u Tabeli 31. MoZe se konstatovati da su tec¢ni ekstrakiti,
UAEopt, MAEopt i MAC, znacajno bogatiji u pogledu sadrzaja fenolnih kiselina i flavonoida u
odnosu na svoje suve analoge (P MAC-10, P MAC-50, P UAE-10, P UAE-50, P MAE-10 i P MAE-
50). Zbog kratkog vremena kontakta (< 1 s) u struji toplog vazduha (Tu = 130 — 135 °C) ocekivan je
minimalan termicki stres spray drying procesa na polifenole. Medutim, ako se uporede MAC i P
MAC-10 po hemijskom sastavu moze se uociti da su najvecu degradaciju tokom spray drying procesa
pretrpele p-kumarinska Kiselina sa degradacijom od 88,3% i rutin sa degradacijom od 95,6%. U
sluaju P UAE-10 i P MAE-10, sadrzaj hlorogenske kiseline je prepolovljen nakon suSenja. Lindquist
i Yang (2011) su zakljucili da ve¢i udeo hidroksilnih i drugih fenolnih grupa u molekularnoj strukturi
polifenola uti¢e na njihovu podloznost procesima termi¢ke degradacije, iz Cega proizilazi da je
hlorogenska kiselina sa Sest hidroksilnih grupa posebno podlozna termickoj degradaciji. Takode,
sadrzaj kvercetina je smanjen za 42,6% kod P UAE-10 odnosno za 36,9% kod P MAE-10 u odnosu na
napojnu smesu, a sadrzaj rutina je redukovan za 60% kod P UAE-10 odnosno za 30% kod P MAE-10.
Za razliku u stepenu degradacije kvercetina i rutina je odgovorna OH grupa u polozaju 3 C-prstena jer
je u slucaju rutina ona blokirana Seéernom komponentom. Degradacija kvercetina u prisustvu
kiseonika se mozZe znaCajno smanjiti ako se kvercetin veze na odgovaraju¢i polimerni nosa¢ (Sun-
Waterhouse i sar., 2013), $to obja$njava zaSto suvi ekstrakti proizvedeni u ovom radu jo$ uvek imaju
umeren sadrzaj kvercetina. Za razliku od P MAC-10, sadrzaj p-kumarinske kiseline u P UAE-10 i P
MAE-10 je ostao gotovo nepromenjen nakon suSenja, a ova kiselina se ve¢ pokazala kao najotpornija
od detektovanih na degradaciju usled ultrazvuka i mikrotalasa. Wilkowska i sar. (2016) su ispitali
sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u suvom ekstraktu borovnice i dobili sliéne rezultate za p-
kumarinsku kiselinu (0,22 mg/g) i ferulnu kiselinu (0,63 mg/g) dok je sadrzaj hlorogenske kiseline
(0,52 mg/g) duplo manji nego kod P UAE-10. Smanjenje sadrzaja hiperozida je 85% kod P-UAE-10
odnosno 91% kod P MAE-10.
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Tabela 31. SadrZaj dominantnih fenolnih kiselina i flavonoida u te¢nim ekstraktima

Jedinjenje MAC | UAEopt | MAEopt
(mg/g S.0.)

Hlorogenska kiselina - 1,85 1,43
Ferulna kiselina 3,10 0,07 0,07
p-Kumarinska kiselina 2,65 0,27 0,26
Kafena kiselina 1,57 0,01 tr

Rutin 20,51 2,77 2,09
Hiperozid 2,21 1,06 0,90
Kvercetin - 1,95 1,84

- nije detektovano; tr — u tragovima

Tabela 32. Sadrzaj dominantnih fenolnih kiselina i flavonoida u suvim ekstraktima

Jedinjenje | PMAC-10 | PMAC-50 | PUAE-10 | PUAE-50 | P MAE-10 | P MAE-50
(mg/g suvog ekstrakta)

Hlorogenska - - 1,01 0,51 0,71 0,52
kiselina

Ferulna kiselina 0,62 0,51 - - - -
p-Kumarinska 0,31 0,20 0,21 0,14 0,26 0,23
kiselina

Kafena kiselina 0,63 0,40 - - - -
Rutin 0,91 0,48 1,10 0,76 1,48 1,34
Hiperozid 0,11 0,16 0,16 0,01 0,08 0,03
Kvercetin - - 1,12 0,92 1,18 1,04

- nije detektovano

Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida se znacajno smanjuje kada se koncentracija
maltodekstrina u suvim ekstraktima poveca sa 10 na 50% (Tabela 32). Sli¢an trend je primec¢en kod
smanjenja sadrzaja ukupnih fenola sa pove¢anjem koncentracije nosaca (Nunes i sar., 2015, Mishra i
sar., 2014, Cam i sar., 2014) koji ima efekat razblazivanja krajnjeg proizvoda. Tuyen i sar. (2010) su
zakljucili da dodatak maltodekstrina u koncentraciji od 10 do 20% ne utiCe znafajno na
antioksidativnu aktivnost dobijenog suvog ekstrakta. Nunes i sar. (2015) su suSili spray drying
tehnikom napojnu smeSu bez i sa dodatkom 20, 30 i 40% maltodekstrina. Utvrdili su znacajno
smanjenje sadrzaja polifenola, posebno kafene kiseline (77%), nakon suSenja napojne smeSe bez
dodatog nosac¢a. U ovom radu, kafena i ferulna kiselina koje su detektovane u tragovima u UAEopt i
MAEopt ekstraktima o¢ekivano nisu detektovane u suvim ekstraktima. Drugi autori su takode naveli
da procesi suSenja E. purpurea u velikoj meri uti¢u na sadrzaj derivata kafene kiseline (Kim i sar.,
2000) koji su termolabilni.
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4.9. Bioloska aktivnost suvih ekstrakata M. vulgare

4.9.1. Antimikrobna aktivnost

Odreden je antimikrobni potencijal svih Sest suvih ekstrakata (Tabele 33 i 34) iako ¢e se
akcenat staviti na suve ekstrakte dobijene sa manjim sadrzajem maltodekstrina (P MAC-10, P UAE-10
i P MAE-10) kako bi mogli da se porede sa drugim suvim ekstraktima i kako bi se eliminisao uticaj
nosaca. U slucaju P MAE-10, antimikrobno delovanje suvog ekstrakta je oko 2-puta intenzivnije
prema Gr bakterijama u odnosu na te¢ni MAEoOpt ekstrakt, osim u slu¢aju Proteus mirabilis gde su
aktivnosti te¢nog i suvog ekstrakta jednake. Sto se tice Gr® bakterija, P MAE-10 je oko 2-puta
potentniji prema S.aureus i oko 4-puta prema B. subtilis, a za ostale sojeve je pokazao jednaku
aktivnost kao te¢ni MAEopt. Moze se izdvojiti antimikrobno delovanje P MAE-10 prema kvascu
C.albicans koje je oko 2-puta jace od te¢nog ekstrakta, dok je uocena jednaka aktivnost oba ekstrakta

prema S. cerevisiae.

Tabela 33. MIC vrednosti suvih ekstrakata odredene mikrodilucionom metodom

MIC
Soj (mg/mL)
P MAE-10 | P MAE-50 | P MAC-10 | P MAC-50 | P UAE-10 | P UAE-50
Escherichia coli ATCC 11775 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Staphylococcus epidermis JR-07 6,25 3,125 6,25 3,125 1,56 1,56
Proteus mirabilis ATCC 12453 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Micrococcus luteus JR-10 12,5 6,25 6,25 6,25 3,125 6,25
Bacillus cereus ATCC 11778 3,125 0,78 0,39 3,125 0,78 0,78
Bacillus subtilis PY79 3,125 6,25 3,125 3,125 3,125 6,25
Candida albicans ATCC 10231 6,25 6,25 6,25 6,25 3,125 6,25
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 <0,049 <0,049 <0,049 0,098 <0,049 <0,049

U slucaju P UAE-10, antimikrobno delovanje suvog ekstrakta je, kao i kod P MAE-10, oko 2-

puta jade prema Gr bakterijama, osim u slu¢aju K. pneumoniae gde je uoéena jednaka aktivnost. Sto
se tice Gr' sojeva, P UAE-10 je oko 8-puta potentniji za S. epidermis, oko 4-puta potentniji za M.
luteus, B. cereus i B. subtilis i oko 2-puta potentniji za S.aureus u odnosu na teéni UAEopt ekstrakt.
Moze se izdvojiti antimikrobno delovanje P UAE-10 prema kvascu C.albicans koje je oko 4 puta jace
od tecnog ekstrakta dok je, kao i kod P MAE-10, uocena jednaka aktivnost oba ekstrakta prema S.
cerevisiae. U slucaju P MAC-10, antimikrobno delovanje suvog ekstrakta je oko 2-puta intenzivnije

prema svim Gr’ sojevima u poredenju sa te¢nim maceratom. Sto se tice Gr™ sojeva, P MAC-10 je oko

108



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

2-puta potentniji za sve ispitivane sojeve osim za B. cereus gde je oko 16-puta potentniji i B. subtilis
gde je oko 4-puta potentniji u odnosu na te¢ni macerat. Prema C. albicans oba ekstrakta, te¢ni i suvi,
ispoljavaju jednaku aktivnost dok prema S. cerevisiae suvi ekstrakt ispoljava oko 4-puta jacu
aktivnost.

Tabela 34. MBC vrednosti suvih ekstrakata odredene mikrodilucionom metodom

MBC
Soj (mg/mL)
P MAE-10 | P MAE-50 | P MAC-10 | P MAC-50 | P UAE-10 | P UAE-50
Escherichia coli ATCC 11775 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 12,50 25,00 12,50 50,00 12,50 25,00
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25 12,50 6,25 12,50 6,25 6,25
Staphylococcus epidermis JR-07 6,25 6,25 6,25 12,50 6,25 6,25
Proteus mirabilis ATCC 12453 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Micrococcus luteus JR-10 6,25 12,50 12,50 12,50 12,50 25,00
Bacillus cereus ATCC 11778 0,78 6,25 0,78 6,25 12,50 12,50
Bacillus subtilis PY79 12,50 25,00 6,25 12,50 12,50 25,00
Candida albicans ATCC 10231 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 <0,05 <0,05 0,10 0,10 <0,05 <0,05

Minimalna baktericidna koncentracija, odnosno najniza koncentracija na kojoj nema rasta na
Petri ploc¢i, je za sve suve ekstrakte prema Gr  sojevima jednaka (12,5 mg/mL), osim za K.
pneumoniae gde je za P MAE-50 i P UAE-50 oko 2-puta veca, a za P MAC-50 oko 4 puta veéa. U
slu¢aju Gr"* sojeva, MBC vrednosti variraju u opsegu od 0,78 do 25 mg/mL. Najmanje MBC vrednosti
(0,78 mg/mL) su uocene kod suvih ekstrakata P MAE-10 i P MAC-10 za soj B. cereus, dok su najvece
vrednosti (25 mg/mL) odredene kod P MAE-50 i P UAE-50 za soj B. subtilis. U slucaju kvasaca, svi
suvi ekstrakti su pokazali jednaku MBC vrednost (12,5 mg/mL) prema C. albicans, dok je S.
cerevisiae izuzetno osetljiv na dejstvo suvih ekstrakata jer je MBC < 0,05 za P MAE-10, P MAE-50, P
UAE-10i P UAE-50, a za P MAC-10 i P MAC-50 MBC iznosi 0,10 mg/mL .

4.9.2. Antihiperglikemijska aktivnost

Suvi ekstrakti (P MAC-10, P MAC-50, P UAE-10, P UAE-50, P MAE-10, P MAE-50) nisu
pokazali antihiperglikemijsko delovanje najverovatnije usled degradacije hlorogenske Kkiseline i
kvercetina (Tabela 32), koji su nosioci inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze, prilikom susenja
spray drying tehnikom. Sadrzaj hlorogenske kiseline u P UAE-10 i P MAE-10 se prepolovio nakon
susenja, dok se sadrZaj kvercetina smanjio za 42,6% kod P UAE-10 i za 36,9% kod P MAE-10.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ove disertacije izvrSena su ispitivanja primene savremenih metoda ekstrakcije (UAE,
MAE, SWE i SC-CO,) za proizvodnju te¢nih i lipofilnih ekstrakata iz nadzemnog dela Marrubium
vulgare L. Odabrani te¢ni ekstrakti su optimizovani i podvrgnuti spray drying tehnici susenja. Teéni i
suvi ekstrakti su detaljno ispitani po pitanju hemijskog sastava, antimikrobnog i antihiperglikemijskog

delovanja. Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljuéci:

v Poredenjem ukupnog prinosa ekstrakcije i prinosa polifenola u te¢nim ekstraktima M. vulgare
dobijenim primenom konvencionalne (maceracija) i savremenih (UAE, MAE i SWE) metoda
ekstrakcije, zakljuceno je da savremene tehnike obezbeduju veci prinos TP i TF, kao i veéu
antioksidativnu aktivnost (ICs).

v U cilju selekcije adekvatnog ekstragensa za UAE i MAE izvedeni su preliminarni
eksperimenti maceracije M. vulgare sa razli¢itim koncentracijama etanola (30, 50, 70 i 96%),
pri ¢emu su u svakom maceratu spektrofotometrijski odredene vrednosti TP, TF i 1Cs. Na
osnovu dobijene maksimalne vrednosti Y, TP i TF, i minimalne vrednosti I1Csp, U maceratu sa
50% etanolom (MAC) kao ekstragensom, ova koncentracija etanola je odabrana za UAE.
HPLC analiza macerata je potvrdila najve¢i sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u MAC
ekstraktu. Koncentracija etanola u MAE procesu je predstavljala nezavisno promenljivu u
opsegu 30 — 70%.

v" SWE, UAE i MAE su optimizovane koris¢enjem Box-Behnken eksperimentalnog dizajna i
metode odzivne povrSine. Analiza varijanse (ANOVA) i deskriptivna statistika (koeficijent
determinacije, R? i koeficijent varijacije, CV) su koriiéene za proveru slaganja modela sa
eksperimentalnim podacima, pri ¢emu se moze zakljuéiti da su primenjeni kvadratni polinomi
u svim sluc¢ajevima predstavljali adekvatnu aproksimaciju eksperimentalnih rezultata.

v Optimalni uslovi UAE su temperatura od 73,6 °C, vreme ekstrakcije 40 min i snaga ultrazvuka
od 30,3 W/L, dok su predvidene vrednosti za ispitivane odzive Y = 16,90%; TP = 91,48 mg
EGK/g S.0O.; TF =50,07 mg EK/g S.0O.; ICs, = 0,0181 mg/mL i ECsy = 0,0564 mg/mL.

v" Optimalni uslovi MAE su koncentracija etanola od 63,8%, vreme ekstrakcije 15 min i snaga
mikrotalasa 422 W, dok su predvidene vrednosti za ispitivane odzive Y = 15,76%; TP =
110,04 mg EGK/g S.O.; TF = 62,45 mg EK/g S.O.; ICsy = 0,0191 mg/mL i ECsy = 0,0545
mg/mL.
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Optimalni uslovi SWE su temperatura od 200 °C, vreme ekstrakcije 20,29 min i upotreba vode
bez dodatka HCI kao ekstragensa. Modelom predvidene optimalne vrednosti za TP, TF i ICx
su 114,07 mg EGK/g S.O., 36,94 mg EK/g S.O. i 0,0386 mg/mL.

Analizom uticaja parametara na proces ekstrakcije moze se zakljuciti da temperatura
predstavlja dominantni parametar kod UAE i SWE procesa, dok su koncentracija etanola i
snaga mikrotalasa dominantni parametri kod MAE procesa.

Tecni ekstrakti (UAEopt, MAEopt i SWEopt) dobijeni na optimalnim uslovima i MAC, sa
najvec¢im sadrzajem fenolnih jedinjenja i flavonoida, su podvrgnuti HPLC analizi, pri ¢emu su
u UAEopt i MAEopt detektovane dominantne fenolne kiseline i flavonoidi (kafena kiselina,
hlorogenska kiselina, ferulna kiselina, p-kumarinska kiselina, kvercetin, rutin i hiperozid). U
MAC ekstraktu su identifikovane kao dominantne slede¢e fenolne kiseline i flavonoidi:
ferulna kiselina, p-kumarinska kiselina, kafena Kiselina, rutin i hiperozid. Rezultati HPLC
analize SWEopt su pokazali samo HMF sadrzaj bez prisustva fenolnih jedinjenja zbog ¢ega
suvi ekstrakt dobijen susenjem SWEopt, nije podvrgnut analizama odredivanja inhibitornog
potencijala enzima a-amilaze i a-glukozidaze, i antimikrobne aktivnosti.

U cilju ispitivanja antimikrobnog potencijala UAEopt, MAEopt i MAC odredene su MIC i
MBC vrednosti za devet bakterijskih sojeva i dva soja kvasaca. Iz dobijenih rezultata moze se
ekstrakta iznosi 3,13 mg/mL. U sluéaju kvasaca, S. cerevisiae je posebno osetljiv na UAEopt i
MAEopt ekstrakte (MIC < 0,05). Upravo zato bi se UAEopt i MAEopt ekstrakti potencijalno
mogli koristiti kao antibakterijska sredstva za soj B. cereus, i kao antifungalna sredstva za soj
S. cerevisiae.

Ispitan je in vitro inhibitorni potencijal te¢nih ekstrakata (UAEopt, MAEopt i MAC) za
enzime a-amilazu i a-glukozidazu. Inhibitorni potencijal te¢nih ekstrakata M. vulgare za o-
amilazu ima slede¢i redosled: UAEopt>MAEopt>MAC. Prema rezultatima, UAEopt i
MAEopt ekstrakti pokazuju slicnu inhibitornu aktivnost prema a-amilazi (50,63% i 48,58%,
redom), koja je znacajno ve¢a u odnosu na MAC (21,38%). Potpuna inhibicija a-amilaze
izrazena preko ekvivalenta akarboze za UAEopt, MAEopt i MAC iznosi 81,37; 75,69 i 0,33
ug/mL. Moze se zakljuciti da UAEopt inhibira a-amilazu obezbedujuéi ICsq vrednost blisku
vrednosti koju obezbeduje akarboza (80 pg/mL). Inhibitorni potencijal za a-glukozidazu je
slabiji u poredenju sa a-amilazom, i ima sledeci redosled: UAEopt > MAC > MAEopt. Kao u
slucaju a-amilaze, UAEopt pokazuje najvecu antihiperglikemijsku aktivnost (48,67%) §to se
potencijalno moze objasniti prisustvom hlorogenske kiseline (33,11 pg/mL) i kvercetina
(34,88 pg/mL). Potpuna inhibicija a-glukozidaze izrazena preko ekvivalenta akarboze za
UAEopt, MAEopt i MAC iznosi 26,10; 18,60 i 22,18 pug/mL. Moze se zakljuciti da UAEopt
inhibira a-glukozidazu obezbedujuci ICsy vrednost blisku vrednosti koju obezbeduje akarboza

(27 pg/mL).
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v’ Ekstrakcija lipofilnih jedinjenja je izvrSena konvencionalnom (Soxhlet ekstrakcija) i
savremenom (SC-CO,) ekstrakcionom tehnikom, i uporeden je ukupan prinos ekstrakcije i
hemijski sastav ekstrakata. U superkriticnim ekstraktima je utvrdeno prisustvo 10 — 20
komponenti u zavisnosti od uslova ispitivanin parametara, dok je u Soxhlet ekstraktu
identifikovano 11 komponenti bez prisustva marubiina. Procenat ukupnih identifikovanih
komponenti u superkriticnim ekstraktima je varirao u zavisnosti od primenjenog pritiska i
temperature i kretao se u opsegu od 65,66 — 89,41% za 100 bar; 76,39 — 80,66% za 200 bar i
61,98 — 92,26% za 300 bar. Komponente identifikovane u ekstraktima mogu se klasifikovati u
sledece grupe: oksidovani monoterpeni, seskviterpenski ugljovodonici, alifaticni
ugljovodonici, masne kiseline i diterpeni. Na osnovu dobijenih rezultata, ekstrakti M. vulgare
100/40 i 100/50 su imali najvise seskviterpenskih ugljovodonika (40,29 i 23,40%), pri ¢emu je
ekstrakt 100/40 izrazito bogatiji seskviterpenima. Medutim, temperatura od 50 °C je
povoljnija za izolovanje marubiina na pritisku od 100 bar, jer je njegov relativni udeo veci
sedam puta u odnosu na udeo dobijen na 40 °C. Superkriti¢ni ekstrakti M. vulgare 200/40,
200/50 i 200/60 imali su najviS§e marubiina (62,60; 68,41 i 71,96%). Najdominantnija
komponenta u svim dobijenim superkriticnim ekstraktima je hemotaksonomski marker
marubiin, osim kod ekstrakta 100/40 gde je relativni udeo marubiina 4,32%. Relativni sadrzaj
ovog diterpena u ekstraktima dobijenim na razli¢itim temperaturama i pritisku od 100 bar
varira u opsegu 4,32- 30,18%, u ekstraktima dobijenim na pritisku od 200 bar varira u opsegu
62,60 — 71,96% i u ekstraktima dobijenim na 300 bar varira u opsegu 23,74 — 58,39%. Najveci
sadrzaj marubiina (71,96%) je dobijen na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C.

v U cilju prevazilazenja nedostataka te¢nih formi proizvoda, sprovedeno je ispitivanje
moguénosti primene suSenja spray drying tehnikom za transformaciju te¢nih ekstrakata M.
vulgare (UAEopt, MAEopt i MAC) u suve ekstrakte, odnosno prahove. Suvim ekstraktima su
definisane najznacajnije fizicke i hemijske osobine, kao i bioloska aktivnost. Moze se
zakljuciti da se kod UAEopt i MAEopt kao napojne smese spray drying proces smatra
efikasnim tek nakon dodatka 50% MD, dok je kod macerata bez obzira na koncentraciju
dodatog MD proces susenja efikasan. Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima M. vulgare varira u
opsegu 4,23 — 7,27%. Svi suvi ekstrakti osim P UAE-10 se mogu okarakterisati kao
nehigroskopni, i svima je zajedni¢ko da se sa dodatkom vece koncentracije MD smanjuje
higroskopnost.

v" HPLC analiza suvih ekstrakata M. vulgare (P MAC-10, P MAC-50, P UAE-10, P UAE-50, P
MAE-10, P MAE-50) je izvrSena u cilju odredivanja sadrzaja dominantnih fenolnih kiselina,
kao i poredenja hemijskog sastava pre i nakon spray drying procesa. Moze se zakljuciti da su
tecni ekstrakti bogatiji u pogledu fenolnih kiselina i flavonoida u odnosu na svoje suve

analoge.
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v’ Tako je odreden antimikrobni potencijal za svih Sest suvih ekstrakata, detaljno su analizirani
suvi ekstrakti dobijeni sa manjim sadrzajem maltodekstrina (P MAC-10, P UAE-10 i P MAE-
10). Za veéinu ispitivanih Gr* i Gr~ bakterijskih sojeva P MAC-10 se isti¢e sa oko 2 — 16 puta
ve¢im antimikrobnim potencijalom u odnosu na svoj te¢ni analog i P UAE-10 sa oko 2 — 8
puta ve¢im potencijalom u odnosu na te¢ni analog. U slucaju antifungalnog delovanja, P
UAE-10 i P MAE-10 su sli¢ni, jednako su aktivni prema S. cerevisiae u poredenju sa svojim
tenim analozima. Prema C.albicans P MAE-10 ispoljava oko 2-puta ja¢u aktivnost, 0dnosno
P UAE-10 oko 4-puta jacu aktivnost u odnosu na svoje tecne analoge.

v" Suvi ekstrakti (P MAC-10, P MAC-50, P UAE-10, P UAE-50, P MAE-10, P MAE-50) nisu
pokazali antihiperglikemijsko delovanje najverovatnije usled degradacije hlorogenske kiseline
i kvercetina, koji su nosioci inhibicije enzima o-amilaze i a-glukozidaze, prilikom suSenja

spray drying tehnikom.
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Slika P1. Uticaj parametara ultrazvuéne ekstrakcije (temperatura, vreme ekstrakcije i snaga
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Slika P4. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 100 bar i 40 °C
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Slika P5. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 100 bar i 50 °C
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Slika P6. GC hromatogram Soxhlet ekstrakta
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Slika P7. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 200 bar i 40 °C
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Slika P8. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 200 bar i 50 °C
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Slika P9. GC hromatogram superkriticnih ekstrakata dobijenih na 200 bar i 60 °C
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Slika P10. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 300 bar i 40 °C
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Slika P11. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 300 bar i 50 °C
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Slika P12. GC hromatogram superkriti¢nih ekstrakata dobijenih na 300 bar i 60 °C
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Slika P13. GC hromatogram superkriti¢nog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 0,5 h

Abundance TIC: ocajnica 300 bar, 60 C, 1 h.D\datams
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Slika P14. GC hromatogram superkriti¢nog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 1h
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Slika P15. GC hromatogram superkriti¢nog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 1,5
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Abundance TIC: ocajnica 300 bar, 60 C, 2 h.D\data.ms.
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Slika P16. GC hromatogram superkriti¢énog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 2 h

TIC: ocajnica 300 bar, 60 C, 3 h.DWdatams

A,
8000000
7500000

7000000

e ———

6500000

6000000

5500000

4500000
4000000
3500000 }

3000000

2000000

o i ,: |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 600 500 1000 1200 14.00 15.00 1500 2000 2200 24.00 26.00 25.00 30.00 32.00 34.00 36.00 35.00 4000 4200 44.00 46.00 45.00 50.00 5200 54.00 56.00 56.00 60.00 62.00

2500000 j

Time—=

Slika P17. GC hromatogram superkriti¢nog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 3 h

Abundance TIC: ocajnica 300 bar, 60 C, 4 h.D\datams

6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000 |
3500000 !

3000000

-
J— ) v/}

= - b '
s00000 h - L ‘ L._kﬁ’\i M

T T T T T U T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 33.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 €0.00 62.00

Time-—>

Slika P18. GC hromatogram superkriti¢nog ekstrakta dobijenog na 300 bar i 60 °C frakcionisanjem
nakon 4 h
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Osaj Obpaszay uunu cacmaéHu 0eo OOKMOpCKe oucepmayuje, O0OHOCHO OOKMOPCKOR2
YMemHuyKoe npojekma Koju ce opanu Ha Yuueepszumemy y Hosom Caoy. I[lonyrwen Obpazay
VKOpUUUmMU u3a mexkcma OOKMOpcKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2
npojexma.

ILman Tpermana mojaraka

Ha3uB npojexkTa/ucrpaxxuBama

CaBpemMene meTojie ekcrpakiuje ouajuuiie (Marrubium vulgare L.) u cymieme omadbpanux ekcTpakara,
XEMHJCKH CaCTaB U OMOJIONIKE AKTUBHOCTH

Ha3uB HHCTUTYIMje/MHCTUTYI[Hja Y OKBHPY KOjUX ce CIPOBOAM HCTPAKHBaH-€

a) Texuomnomku dakynrer Hosu Cazn, Yuusepsurer y HoBom Cany (Cpbuja)
0) [Ipuponno-maremarnuku dakynrer Hosu Cax, Yuusepsuretr y HoBom Cany (Cpbuja)

B) MHcTuTyT 32 (papmaineyTcKy TEXHOJOTHjy W perylaTopHe mocioBe, YHuBep3uteT y CereanHy
(Mabapcka)

r) Ilpexpambeno-rexnonomku ¢akynrer, YHusepsurer Jocun Jypaj Llrtpocmajep y Ocujexy
(XpBarcka)

1) UHcTuTyT 3a npoydasame jekoButor ousba "p Jocud [Hanuuh”, beorpan (Cpbuja)

Ha3uB nporpamMa y OKBHpY KOI ce peajiu3yje HCTPaKUBaHe

[IpojexaT koju ce peanusyje y OKBUpPY mporpama MuHHCTapcTBa MPOCBETE, HAYKE M TEXHOJOIIKOT
pasBoja (mpojextau mukmyc 2011 - 2019):
“@DapMaKoJIOIIKM AKTHUBHE CYIICTAHLE M MPOW3BOAM Ha 0a3u JIEKOBUTOI/apOMAaTHYHOr Ousba 3a
npumeny y ¢apmanuju” (TP 31013)

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra cTyauje

Yrkpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu RPpuKynmbajy
JlokTOpCcKa aucepranyja

1.2 Bpcre nojaTaka
KBAaHTUTAaTHBHU
KBAJIUTaTUBHU

1.3. Haunn npukymsbama moaaTtaka

a) aHKeTe, YIUTHHIH, TECTOBH

0) KIIMHWYKE TIPOLICHE, METUIIMHCKH 3aITUCH, €IIEKTPOHCKH 3/IPAaBCTBEHH 3aITUCH

B) TCHOTHUIIOBH,. HABECTH BPCTY

') aIMUHUCTPATUBHH MOAIH, HABECTH BPCTY

1) y30pIH TKHBa, HABECTH BPCTY: Haj3eMuH jeo M. vulgare

) caumim, dpororpaduje, HaBeCTH BPCTY
TEKCT, HABECTU BPCTY: JIUTEPATypa

) Mara, HaBeCTH BPCTY
ocraio, onucati: Web canpixaj

1.3 (DOpMaT noagaraka, yrIOTpC6JT>GHC CKaJIC, KOJIMYKHa I1ogaTaKa

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U PopMaT AaTOTEKe:
j Excel ¢ajn, natoreka

156



Aleksandra Gavarié Doktorska disertacija

b) SPSS ¢aja, natoreka
) PDF ¢ajn, naroreka
d) Tekcr dajn, naToTeka
e) JPG c¢ajn, naroreka
f) Ocrano, marorexa Design-Expert v.7 Trial codraep

1.3.2. Bpoj 3anmca (kox KBaHTUTATHBHUX MOJAaTaKa)

a) Opoj Bapmjabnn: BeIHKHU Opoj
0) Opoj Mepema (MCIIUTaHWKA, TIPOIICHA, CHMAaKa U CII.): BEJIMKU Opoj

1.3.3. IloHoBJbeHA MEpemHa
a) na
0) He

YKOIHKO je OaroBOp /a, OJrOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Meljy MOHOBJbEHUX Meperba je 1 h

0) BapujalJe KOje ce BHIIIC IyTa MEPE OJIHOCE CE Ha cajprkaj BJIare y MCIIMTUBAHOM OMJBHOM
Matepujany, YKynaH canapxkaj (eHONHHUX jeTUbEerha, CaApKaj €TapCcKOT yiba, UTIL.

B)HOBE Bep3uje (ajioBa Koju cajpike MOHOBJbEHA MEPEHha Cy UMEHOBaHE Kao

Hamomene:

Jla nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poury 6aiuOHOCH nooamaxa?

a) /a
0) He
Axo je 002060p He, 0bpaznodcumu

2. [Ipuxynibame nmogaTaka

2.1 Metogponoruja 3a npuKynjbambe/TeHEPHCakbe [T0JaTaKa

2.1.1. Y oKkBHpPY KOT UCTPaXHBAUKOT HAIPTa Cy MOJAIM PUKYIIJbEHU?

a) eKCTIIEpUMEHT, HABECTH THIT: XEMH]CKa aHaI13a

0) KOopenaIroHo UCTpaXKuBamke, HaBecTd Tl Box-Behnken excriepuMmenTanau ausajn
11) aHAJIM3a TeKCTa, HABECTH THUII
) 0CTaj0, HABECTH IITa

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCMPYMEHAma i Cmanoapoe nooamaxa cneyu@uunux 3a oopeheny
HAYUHY OUCYUNIUHRY (aKo nocmoje).
HPLC-DAD, GC — MS

2.2 Kpanurer mogaraka u CTaHIaApIH

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaraka
a) Jla nmu matpuna caapxu Henocrajyhe mogarke? [la He

AKO je oAroBOp 1a, OATOBOPHUTH Ha ciiencha muTama:

a) Konuku je 6poj Hepocrajyhux momaraka?
0) Jla 11 ce KOpUCHUKY MaTpHUIE Mpenopydyje 3ameHa Hegocrtajyhux nogaraka? la He
B) AKO je 0ZIrOBOp J1a, HABECTH CYrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HeJlocTajyhux mojaraka
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2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIKMCaH KBaJUTEeT nojgaTtaka? Omnucatu
KBanuTeT mojaraka je KOHTPOJIMCAH IPUMEHOM CTaTUCTHYKHX TECTOBA U ON0AMBABEM

_eKcTpema.

2.2.3. Ha koju Ha4HH je u3BpIleHa KOHTPOJIA YHOCA MTOJIaTaKa y MaTpHIly?
KoHTposna yHOca mojaTaka y MaTpuIly je u3BeneHa nopehemeM 100u]eHiX noJaTaKa ca
JINTEPATYPHUM MOJALMMA.

3. TpermaH noxaTaka u npateha fokymMeHnramnuja

3.1. TpeTmaH 1 YyBame NmojaTaka

3.1.1. llooayu he bumu denonosanu y Penozumopujymy Ynusepsumema Hoeu Cao.
3.1.2. URL aopeca: naxnaono
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Ha
0) la, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002080p He, Hasecmu pa3noe

3.1.5. llooayu nehie 6umu denonosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu uyeanu.
Obpasnooicerve

3.2 Mertanofiany u JOKyMEHTAaIl{ja ToJaTaKa
3.2.1. Koju crannapz 3a merarnoaarke he OUTH nmpuMereH?

3.2.1. HaBectn MeTanosaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy HOJAIM JETOHOBAHH Y PEMIO3UTOPH]YM.

Ako je nompebro, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxa, aHaiumuyxe u
npoyedypante uHpopmayuje, HUX080 KOOUparbe, 0emasbHe ORUce 8apujadbau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIapu 3a YyBamke MoaTaKa

3.3.1. lo xor nepuopa he moganu OWUTH YyBaHH y PEMIO3ZUTOPH]yMY?
3.3.2. Jla iu he nomaru OutH nenonoBanu nox mudpom? da He
3.3.3. Jla iz he mmdpa 6utn noctynHa oapehenom kpyry uctpaxusada? JJa He

3.3.4. Jla i1 ce moaany Mopajy YKJIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MIPHUCTYIIA MOCIIE U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O0paznoxuT

4. be30eqHOCT MoIaTaKa M 3aIITUTA MOBEP/LUBUX HHpOpPMaNja

OBaj onesbak MOPA OuTH ITOIyE-EH aKo Ballly IOl YKIJbY4Yjy JIHYHE MOAATKE KOjU Ce OJHOCE Ha
YUECHHKE Yy UCTPAKUBAKY. 3a Apyra UCTPaKHBamba Tpeda Takole pasMOTPHUTH 3alITUTY M CUTYPHOCT
MoJIaTaKa.
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4.1 ®dopmMaHu CTaHAAPIH 3a CUTYPHOCT HH(OPMaIIHja/moaTaka

HcrpakuBauu KOjU CIIPOBOJIC HCIIUTHBAA C JbyIMMa MOPajy J1a e MPUAP)KaBajy 3aKoHa O 3aIlTUTH
nogaraka o quuydocty (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u
OI[FOBapajyheF HWHCTUTYIHUOHAJIHOT KOJACKCA O aKaICMCKOM MHTCTPUTCTY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxkupame 0J00PEHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? Jla He
Ako je oarosop Jla, HaBecTH 1aTyM U Ha3uB €THYKE KOMUCH]jE KOja j& 0J100pHIa UCTPAKUBAE

4.1.2. Jla nu mojaIy yKJby4yjy JIMYHE MOAATKE yuecHUKa y uctpaxusamy? Jla He
AKO je oAroBop /1a, HaBeIuTe Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAaJH ITOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT WH(OpMAIHja
BE3aHMX 32 UCIIHTAHUKE:

a) [lopaum HKICY Y OTBOPEHOM TPUCTYITY
0) [lomanu cy aHOHUMU3HUpPaHU
jif] Ocrano, HaBeCTH IITa

5. JIocTynHOCT noAaTaKa

5.1. Ilooayu he bumu

a) jasno oocmynnu

0) 00CMYNHU CAMO YCKOM Kpyey ucmpasicusaya y oopehenoj Hayuroj obiacmu
y) 3ameopenu

Axo cy nooayu docmynHu camo yCKOM Kpy2y UCIPAdiCUeaid, Hagecmu noo Kojum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu docmynHu camo YCKOM Kpyay UCHpaxicudayd, Hagecmu Ha KOju HAYUuH MO2y
npUCMynumu nooayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmsenu nooayu Oumu apxusupani.

6. YJore u oArOBOPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npezume u meji aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Aunexcanpa ['aBapuh, cvejina@uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocode Koja 00picasa Mampuyy ¢ no0ayuma

Aunekcanmapa ["aBapuh, cvejina@uns.ac.rs

6.3. Hagecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nodayuma Opyeum
ucmpaxcueauuma

Aunekcanpa ['aBapuh, cvejina@uns.ac.rs
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