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1. Uvod

Poslednjih godina svetski trend u prehrambenoj industriji je proizvodnja funkcionalne
hrane, koja pored nutritivnih, poseduje i lekovita svojstva. Rezultati bioloskih, hemijskih i
farmakoloskih ispitivanja ukazali su na znaCajnu bioloSku aktivnost biljnih ekstrakata i
omogucili izolovanje i karakterizaciju aktivnih komponenti od kojih se mnoge primenjuju u
savremenoj farmakoterapiji (Simin, 2015). U polju farmaceutske industrije i to narocito u sferi
proizvodnje dijetetskih suplemenata i biljnih lekova, znacajno se uocava rast primene kako
lekovitog bilja tako i biljnih ekstrakta. Primenom ekstrakata lekovitog bilja mogu se poboljsati i
kvalitet 1 nutritivna vrednost hrane zbog ¢ega je posebno aktuelna inkorporacija lekovitog bilja 1
biljnih ekstrakta u inovativne prehrambene i funkcionalne proizvode (Da Silva i sar., 2015;
Luczaj i Pieroni, 2016; Silva i sar., 2011). Danas je narocito je u porastu primena fitonutrijenata
koji se mogu korisiti kao zamena za hemijske aditive sa antioksidativnim i antimikrobnim
delovanjem (Kallel i sar., 2014; Rocha i sar., 2011). Ovo je narocito interesantno zbog toga §to
prehrambena 1 farmaceutska industrija intenzivno traZe alternativne konzervanse koji mogu
poboljsati bezbednost 1 kvalitet proizvoda. Jedinjenja koja se dobijaju iz prirodnih izvora, kao $to
su fenolna jedinjenja ili sumporna jedinjenja iz razlicitih vrsta luka, imaju potencijal da se koriste
kao konzervansi zbog svojih antimikrobnih svojstava i1 svog Sirokog spektra delovanja na

prehrambene patogene (Gyawali i Ibrahim, 2014).

Zahvaljujuéi intenzivnom tehnoloskom razvoju 1 novim nau¢nim saznanjima u vezi sa
mehanizmima izdvajanja jedinjenja iz sloZenih matriksa, ostvaren je znafajan napredak u
tehnologiji prerade lekovitog bilja i izolovanju farmakoloski aktivnih jedinjenja prirodnog
porekla, a primenom savremenih instrumentalnih metoda moguca je detaljna kvalitativna i
kvantitativna analiza izolovanih komponenti (Harvey, 2008). Izbor odgovarajuceg rastvaraca,
ekstrakcione tehnike i parametara ekstrakcije su kljuéni prilikom izolovanja bioaktivnih
komponenti 1 dobijanja ekstrakta visokog kvaliteta. [zabrana tehnika ekstrakcije mozZe znacajno
da uti¢e na kvalitet 1 sadrzaj Zeljenih bioaktivinih jedinjenja u dobijenom biljnom preparatu-

ekstraktu. Savremeni trendovi u farmaceutskoj i prehrambenoj tehnologiji se baziraju na
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primeni ekstrakcionih tehnika koje se zasnivaju na koriS§¢enju subkriticnih i1 superkriticnih
fluida i procesima koji koriste bezbedne (eng. Generally Recognised as Safe - GRAS)
rastvarace (etanol, voda, itd.), kao i primeni GRAS rastvaraca u ultrazvu¢nom polju u cilju
dobijanja ekstrakata sa povecanim sadrzajem izolovanih bioaktivnih komponenti (Tomsik 1
sar., 2015). Ekstrakti dobijeni na ovakav nacin se mogu koristiti direktno kao poluproizvodi ili

proizvodi u prehrambenoj i farmaceutskoj tehnologiji.

Sirok spektar biologkog delovanja divljeg belog luka - sremusa (Allium ursinum L.), kao
1 prisustvo specifi¢nih i1 vrednih bioaktivnih jedinjenja ¢ine ovu biljku dobrim kandidatom za
razvoj novih biljnih ekstrakata, ali i inovativnih funkcionalnih proizvoda i dijetetskih
suplemenata. Upravo zbog toga su sremus i ekstrakti sremusa izabrani kao predmet istrazivanja
ove doktorske disertacije, pa je iz tog razloga eksperimentalni deo koncipiran tako da pokrije
sve faze prerade sremusa, od skladiStenja i suSenja svezeg biljnog materijala, do ekstrakcije i

enkapsulacije dobijenih ekstrakata.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su bazirana na optimizaciji postupaka
skladiStenja, suSenja i ekstrakcije sremusa sa aspekta oCuvanja bioaktivnih svojstava jedinjenja

sremusa i njegovih ekstrakata. U skladu sa tim, ciljevi doktorske disertacije su:

> Optimizacija postupka cuvanja sveZeg lista sremusSa u cilju produZenja

dostupnosti ove biljke, kao 1 optimalno ouvanje senzornih 1 nutritivnih svojstava;

> Optimizacija postupka suSenja lista sremusa u cilju ocuvanja sadrzaja bioaktivnih
jedinjenja;
> Optimizacija procesa ekstrakcije u cilju povecanja efikasnosti ekstrakcije

bioaktivnih jedinjenja od interesovanja (fenoli, flavonoidi, sumporna jedinjenja);

> Analiza bioaktivnog delovanja dobijenih ekstrakta, sa ciljem definisanja

potencijalne upotrebne vrednosti dobijenih ekstrakata, i

> Razvoj novih poluproizvoda ili proizvoda odgovaraju¢ih formi za primenu u

farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji.
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2.1. Allium ursinum L.

Biljke roda Allium od davnina
zauzimaju vazno mesto u ¢ovekovoj ishrani,
kao i u tradicionalnoj i savremenoj medicini.
Allium rod je najveci i najvazniji rod familije
Alliaceae i obuhvata oko 450 razli¢itih vrsta.
Najpoznatije gajene vrste ovog roda su
svakako beli luk (Allium sativum L.) i crni luk
(Allium cepa L.). Ove vrste imaju S$iroku
primenu kao zalinske, salatne 1 lekovite biljke
i dobro su ispitane, kako sa aspekta hemijskog
sastava, tako i u pogledu bioloske aktivnosti
(Simin, 2015). Pored poznatih vrsta belog i
crnog luka, ovaj rod obuhvata i druge vrste.
Tako u Allium rod spadaju sremus (Allium
ursinum L., slika 1), zimski luk (Allium
fistulosum L.), praziluk (Allium ampeloprasum
L.), vlasac (Allium schoenoprasum L.), kineski

vlasac (Allium tuberosum L.).

Alena Tomsik

2. Opsti deo

Slika 1 Allium ursinum L., izvor www.ramsdale.org/ramsons

Sremus predstavlja viSegodisnju zeljastu biljku iz porodice lukova, koja prirodno raste u

listopadnim Sumama Sirom Evrope i severne Azije. U narodu je poznatiji pod imenom divlji luk,

medvedi luk ili sremu$. MorfoloSke karakteristike sremusa su tipicne za predstavnika roda

Allium (Schmitt i sar., 2005). Iako izgledom jako li¢i na durdevak (Convallaria majalis L.) ,

razlikuje se svojim karateristiénim mirisom na beli luk. Period aktivnog rasta sremusa traje od

3,5 do 4 meseca, pocevsi od ranog proleca (kraj februara, pocetak marta). Sremus$ formira guste

populacije prekrivajuci velike delove zemljista. Lukovica je ravna i duguljasta, dugacka do 6 cm,
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a stabljika je uspravna, trostrana, visoka do 40 cm. Na vrhu stabljike su cvetovi grupisani u
viSecvetne Stitaste cvasti bele boje, koje pocinju sa cvetanjem pocetkom aprila i cvetaju do kraja
maja (Sobolewska i sar., 2013). Biljka razvija dva do tri lista sa drSkom, koji su elipti¢no-
kopljasti, glatki, pri vrhu zasSiljeni 1 postepeno se suzuju prema peteljci. Seme je okruglo,

crvenkasto-crno skupljeno u Cauri (Btazewicz-Wozniak i sar., 2011).

U prehrambene svrhe najcesce se koristi svezi nadzemni deo biljke (A. ursini herba
recens) ili sveza lukovica (A. ursinum bulbus) kao dodatak salatama ili varivima. Nadzemni deo
se bere u prolece, pre cvetanja sremusa, a lukovica u avgustu, pre sazrevanja semena, jer biljna

vrsta rano zavr$ava vegetativni rast.

2.2. Hemijski sastav sremusa

Bioaktivna jedinjenja prisutna u lukovima mogu se podeliti u dve glavne grupe. Prvu
grupu predstavljaju jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze sumpor. Mnoge bioloske aktivnosti
koje se pripisuju vrstama ovog roda su upravo povezane sa sadrzajem sumpornih jedinjenja u
ovim biljkama. Alin i njegovi derivati, kao $to su alicin i ajoeni, osim bioloSke aktivnosti,
odgovorni su i za karakteristicni ukus 1 miris sremuSa. Druga velika grupa bioaktivnih jedinjenja
od velikog znacaja za ljudsku ishranu su polifenolna jedinjenja, kao §to su tanini, flavonoidi 1
fenolne kiseline. Pored toga, u sremuSu su detektovani i fitosteroli, karotenoidi i saponini

(Lanzotti, 2006; Sobolewska i sar., 2013).

2.2.1. Sumporna jedinjenja sremusa

Karakteristican miris Allium vrsta, ukljucujuci i sremus, potice od sumpornih jedinjenja.
Sumporna jedinjenja su najvaznija jedinjenja hemijske karakterizacije sremuSa i njegovog
farmakoloskog delovanja. Fitohemijskim analizama utvrdeno je da sastav i1 koli¢ina sumpornih
jedinjenja variraju u zavisnosti od biljnog organa, faze ontogenetskog razvoja biljke, kao i uslova
skladistenja (Block i sar., 2001). Glutamil peptidi i sulfoksidi se smatraju primarnim

konstituentima Allium vrsta koje se odlikuju visokim sadrzajem S-alk(en)il-L-cistein-sulfoksida.

4



Doktorska disertacija Alena Tomsik
e

Sulfoksidi su neisparljivi 1 bez mirisa, dok se njihovom enzimskom hidrolizom dobijaju
sekundarna, isparljiva sumporna jedinjenja, kao S§to su tiosulfinati i (poli)sulfidi odgovorni za
karakteristiCan miris. Sremus$ sadrzi smeSu primarnih sumpornih jedinjenja kao $§to su (+)-S-
metil-L-cistein-sulfoksid (metin) i (+)-S-alil-L-cistein-sulfoksid (alin) (Schmitt i sar., 2005). U
listu 1 lukovici sremusa su takode prisutni 1 izoalin 1 propin, a etin je prisutan u svezim listovima

(Kubec i sar., 2000). Hemijske strukture ovih jedinjenja su prikazane u tabeli 1.

Tabela 1 Cistein sulfoksidi karakteristi¢ni za sremus

Trivijalni naziv Hemijski naziv Struktura
Meti (+)-S-metil-L-cistein <
etin _
sulfoksid HaC \/\I/U\OH
NH,
Al (+)-S-alil-L-cistein e 0o
In . 2U /\‘)'L
sulfoksid S OH
O NH,
- . - O
Probi (+)-S-propil-L-cistein
ropin
g sulfoksid \/\ﬁ’\)kOH
0 NH,
(+)-S-trans-(1- o
Izoalin propenil)-L-cistein \/\S’\[)J\OH
sulfoksid g N,
. . O
. (+)-S-etil-L-cistein
Etin _ _~s OH
sulfoksid I
O  NH,
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Kada sulfoksidi podlezu enzimskoj hidrolizi dolazi do formiranja sekundarnih,
isparljivih jedinjenja, koja daju karakteritican miris biljci. Do formiranja ovih jedinjenja dolazi
usled dejstva enzima alinaze (C,S-liaze), koja cepa Cs-S, veze sulfoksida. Cistein sulfoksidi se
nalaze u citoplazmi, dok se hidroliti¢ki enzim alinaza nalazi u vakuolama. Do enzimske rekacije
dolazi kada dode do oste¢enja tkiva (drobljenjem, mlevenjem, seCenjem, zvakanjem ili u slucaju
patoloskog ostecenja) pri ¢emu se alin konvertuje u alicin (Benkeblia i Lanzotti, 2007).
NaruSavanjem ¢elijske strukture, iz vakuola se oslobada enzim alinaza, koji razlaze sulfokside na
piruvinsku kiselinu, amonijak i alilsulfensku kiselinu (slika 2). Alinaza koja se nalazi u sremusu
naceS¢e reaguje sa alinom kao supstratom. Reakcija katalizovana alinazom odvija se
mehanizmom f-eliminacije S-alk(en)il-sulfoksidne grupe iz supstrata, pri ¢emu nastaju piruvat,
amonijak i alk(en)il-sulfenska kiselina, koja dalje, sa jo§ jednim molekulom ove kiseline, gradi

tiosulfinate, u ovom slucaju alicin (slika 3) (Ili¢ i sar., 2011).

Alinaza
F‘T rj‘“‘z — - ﬁ
X - N . _ + NH,
- OH PN =
T e 00H H,0 HsC™ T"COOH
Alin Piridoksal Alilsulfenska kiselina  Piruvinska kiselina
fosfat

Slika 2 Enzimska transformacija alina u alilsulfensku Kiselinu

.H ~
=1 0D -
.ﬂ'] ) *_ ( :'H H_, e
T P
5 S _— S.
, { '\-S "

A Alicin

Slika 3 Biosinteza alicina iz alilsulfenske kiseline

Najznacajniji tiosulfinati koji su nadeni u ekstraktima sremusa su alicin i metil-alil ili
dimetil tiosulfinat. Alicin je po hemijskom sastavu tioestar sulfenske kiseline i najzastupljeniji je
tiosulfinat kod sremusa. U Ccistom obliku je bezbojna do zZuckasta, uljasta tecnost,

karakteristicnog mirisa na beli luk. Odlikuje se $irokim spektorom delovanja na Gram pozitivne i
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Gram negativne bakterije. Antimikrobni efekat alicina se pripisuje njegovoj interakcije sa
enzimima koji u svojoj strukturi sadrze tiol (Ankri i sar., 1997). Pozitivna dejstva alicina su
takode zapazena i1 kod oboljenja kao $to je infarkt (preventivna uloga) (Block i sar., 1986),
koronarna tromboza (agregacija trombocita) (Fujisawa i sar., 2008), arterkoskleroza (smanjenje
stvaranje lipida, holesterola i kalcijuma u velikim i srednjim arterijama), hipertenzija (snizenje
krvnog pritiska), malignia oboljenja (inhibicija rasta malignih ¢elija i, u nekim slucajevima,

njihova eliminacija (Miller, 2004).

Kako su tiosulfinati su nestabilna, reaktivna jedinjenja lako se raspadaju na polisulfide,
ditine, ajoene i druga isparljiva i/ili neisparljiva jedinjenja. Medutim, i nakon degradacije neka
jedinjenja zadrzavaju farmakolosko delovanje (Sobolewska i sar., 2013). Do degradacije najéesce
dolazi tokom skladiStenja, obrade u prisustvu organskog rastvara¢a ili usled povecane
temperature. Vinilditini su cikli¢na jedinjenja koja predstavljaju grupu degradacionih proizvoda
alicina. Ona nastaju kada se primenjuju rastvarac¢i manje polarni od 2-propanola ili heksana.
Takode, mogu nastati i usled termalne degradacije alicina. Vinilditini su identifikovani kao
komponente etarskog ulja izolovanog iz listova i cvetova sremusa (Godevac i sar., 2008). Druga
grupa proizvoda degradacije tiosulfinata su ajoneni, metil- i dimetil- ajoeni, identifikovani iz
aceton-hloroformskih ekstrakta dobijenih iz lukovica sremusa (Benkeblia i Lanzotti, 2007). Zbog
razli¢itog sadrZaja alicina u biljnim sirovinama, kao 1 njegove nestabilnosti 1 isparljivosti,
izolovanje, odredivanje 1 standardizacija alicina iz prirodnih izvora nosi niz poteSkoca. Bas iz tog
razloga razvijeno je i nekoliko metoda za njegovu sintezu (Ili¢ i sar., 2011). Da bi se povecala
stabilnost alicina i oCuvala njegova farmakoloska aktivnost, razvijene su inkluzione metode
alicina u komplekse sa -ciklodekstrinima (Nikoli¢ 1 sar., 2004) 1 karbamidima (Nikoli¢ 1 sar.,

2005).

Sremus sadrzi i etarsko ulje, ali u jako malim koli¢inama (oko 0,07%). Rezultati
kvalitativne analize etarskog ulja sremuSa pokazale su razlike u sastavu uzrokovane razli¢itim
lokalitetima rasta biljke, razli¢itim periodima branja i razlikama u primenjenim metodama
analize (Sobolewska i sar., 2013). U etarskom ulju je detektovano preko 20 razli¢itih sumpornih
jedinjenja, od kojih su najzastupljeniji dialil disulfidi (57%), dialil trisulfidi (37%), tetrasulfidi
(4,7%) i nesumporna jedinjenja (1%) (Godevac i sar., 2008).
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2.2.2. Fenolna jedninjenja sremusSa

Osim sumpornih jedinjenja sremus$ predstavlja i dobar izvor fenolnih jedinjenja. Vecina
ovih jedinjenja se u biljkama javlja u formi glikozida, sa jednom ili viSe Secernih komponenti,
povecéavajuci na taj nacin njihovu rastvorljivost u vodi. Sapunjieva i saradnici (2012.) su odredili
sadrzaj ukupnih fenola izrazen kao ekvivalenti galne kiseline (EGK), 2,8 g EGK/100 g suve
droge ekstrahovanih iz lista sremusa primenom 70% etanola kao ekstragensa. Pored galne
kiseline, u sremus$u su identifikovane i ferulna, vanilinska, p-kumarinska i p-hidroksibenzoeva
kiselina (Djurdjevic i sar., 2004). Condrat i saradnici (2010) su utvrdili da sadrzaj galne kiseline
u ekstraktima sremusa varira (0,0076-0,0576 EGK mg/ml) u zavisnosti od primenjenog
ekstragensa. Oszmianski i1 saradnici (2013) su identifikovali 21 fenolno jedinjenje, sa
dominantnim uce$¢em derivata kemferola (slika 4). Dominantni flavonoidi detektovani u listu
sremusa su razli¢iti derivati kemferola kao $to je: 3-O-f-neohesperidozid-7-O-[2-O-(trans-p-
kumaroil)]-4-D-glukopiranozid,3-O-f-neohesperidozid-7-O-[2-O-(trans-p-feruloil)]-5-D-
glukopiranozid, 3-O-f-neohesperidozid-7-O-[2-O-(trans-p-kumaroil)-p-D-glukopiranozil]-p-D-
glukopiranozid, 3-O-f-neohesperidozid-7-O-p-D-glukopiranozid i 3-O-f-neohesperidozid (slika
4) (Sobolewska i sar., 2013).

R=H; Kemferol 3-O-B-neochesperozid

R=Glc; Kemferol 3-O-p-neohesperozid-7-O-p-D-glukopiranoizid

Slika 4 Flavonoidi izolovani iz lista sremus$a
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2.2.3. Ostala jedinjenja sremusSa

U ostala jedinjenja identifikovana u lukovici sremusSa ubrajaju se steroidni glikozidi, koji
su zastupljeni i u ostalim Allium vrstama. U lukovici i listu sremusa su identifikovani diosgenin-
3-0-a-L-ramnopiranozil-(1-4)-a-L-ramnopiranozil-(1-4)-[a-L-ramnopiranozil-(1-2)]- B-D-
glukopiranozid I (25R)-spirost-5,25(27)-dien-3p-0l-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1-4)-a-L-
ramnopiranozil-(1-4)-[a-L-ramnopiranozil-(1-2)]-B-D-glukopiranozid. Medutim, zbog niskog
sadrzaja, listovi sremusa nisu prikladna sirovina za izolovanje diosgenina (Sobolewska i sar.,
2006). Iz lukovice sremusa je takode izolovan i pregnan glikozid: 3-hidroksi-pregnan-5,16-dien-
20-0n3-O-a-L-ramnopiranozil-(1-4)-a-L-ramnopiranozil-(1-4)-[ a-L-ramnopiranozill-(1-2)]-p-D-
glukopiranozid (Sobolewska i sar., 2006). Iz svezeg lista sremusa ekstrahovan je B-sitosterol3-O-
B-D-glukopiranozid (Sabha i sar., 2012). Ostale komponente koje su identifikovane u lukovici
sremuSa su lecitin, polisaharidi i1 veliki broj masnih kiselina, kao §to su palmitinska, linolna,
oleinska, palmitoleinska, a-linoleinska i miristinska kiselina (Sabha i sar., 2012). U vodenim
ckstraktima lukovice sremuSa su identifikovani i y-glutamilpeptid, kao i aminokiseline
asparaginska kiselina, alanin, glicin i treonin, dok je u vodenim ekstraktima lista sremusa
identifikovan 2-di-O-a-linoleil-3-O-B-galaktopiranozil-sn-glicerol (Sabha i sar., 2012). Listovi
sremuSa obiluju hlorofilom a i1 b. Sremus je, takode, bogat mineralima, a sadrzi 1 magnezijum,

mangan i gvozde (Sobolewska i sar., 2013).
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2.3. FarmakoloSko delovanje sremusa

Biljke roda Allium se ¢esto koriste u ishrani i leCenju (Benkeblia iLanzotti, 2007). Jestivi
delovi biljaka se koriste za leCenje i prevenciju velikog broja bolesti kao §to su bolesti srca i
krvnih sudova (Gorinstein i sar., 2007; Sabha i sar., 2012; Siegel i sar., 2004), kancerogena
oboljenja (Sengupta i sar. 2004; Shukla i Kalra 2007), gojaznost, dijabetes, poremecaji
gastrointestinalnog trakta, poviSen nivo holesterola, kao i zapaljenska oboljenja (Hodge i sar.,

2002; Kalayarasan i sar., 2009; Takahashi i Shibamoto, 2008).

Najve¢i deo preparata od sremusSa u narodnoj medicini se priprema u formi vodeno-
alkoholnog ekstrakta. Takvi preparati se u narodnoj medicini koriste kod poremecaja Zeluda¢no-
crevnog trakta (infekcijske upale sluzokoze), kao profilakticka sredstva protiv gripa i prehlade,
za snizenje visokog krvnog pritiska i zbog povoljnog dejstva na kardiovaskularni sistem.
OsuSene lukovice najceSce sluze za pripremu vodenog ekstrakta u formi ¢aja, dok se sveze
lukovice koriste za dobijanje alkoholne tinkture (Sobolewska i sar., 2013). Moderna
farmakoloska istrazivanja su potvrdila tradicionalnu upotrebu sremusa. Potvrdeno je da su
flavonoidi koji se nalaze 1 u sremusu odgovorni za inhibiciju agregacije trombocita kod ljudi i da
poseduju antioksidativnu aktivnost (Kumar i Pandey, 2013). Brojna istraZivanja in vitro i in vivo
su potvrdila da kempferol i njegovi glikozidi imaju Sirok spektar farmakoloSkih aktivnosti,
ukljuujué¢i  antiinflamatorno,  antimikrobno, antikancerogeno, kardioprotektivho 1
neuroprotektivno, antidijabeticko, antialergijsko i antiastmaticno delovanje (Oszmianski 1 sar.,
2013). Sumporna jedinjenja prisutna u sremusu su znacajna zbog svoje bioaktivnosti. Jedinjenja,
kao $to su alicin, dialil sulfid, dialil disulfil i dialil trisulfid pokazala su antikancerogene
aktivnosti (Sengupta i sar. 2004), a prepoznata su kao znaCajna i zbog svoje antimikrobne
kardioprotektivne, antihipertenzivne i antiagregacione aktivnosti i ACE inhibicije (Djurdjevic i
sar., 2004; Hiyasat i sar., 2009; Ivanova i sar., 2009; Rietz i sar., 1993; Stajner i sar., 2008).
Antimikrobni potencijal roda Allium je generalno povezan sa sadrzajem sumpornih jedinjenja,
medutim 1 ostala jedinjenja mogu doprineti antimikrobnom efektu sremusa (Sobolewska i sar.,
2013). Antimikrobno delovanje sremusa i njegovih ekstrakta dokazano je u nekoliko naucnih
studija. Vodeni 1 metanolni ekstrakti lista sremusa inhibitorno deluju na sledece bakterije:

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella
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enteritidis i plesni: Cladosporium spp., Aspergillus niger, Rhizopus nigricans, Geotrichum
candidum, Penicillium expansum, Candida lipolytica, Mycoderma, Saccharomycopsis fibuligera
(Synowiec i sar. 2010, Sobolewska i sar., 2013). U istrazivanju Sapunjieva i saradnika (2012)
ispitivani vodeni ekstrakti lista sremuSa su pokazali inhibitorno delovanje na Listeria
monocytogenes, S. aureus., E. coli i Salmonela entirica, a vece inhibitorno delovanje je zapazeno
kod Gram pozitivnih bakterija (Sapunjieva i sar., 2012). Komparativnhom analizom etanolnog
ekstrakta cvetova sremusSa i lista sremusa na A. niger, Botrytis cinerea, Botrytis paeoniae,
Fusarium oxysporum f. sp. tulipae, Penicilium gladioli i Sclerotina sclerotiorum utvrdeno je
bolje delovanje ekstrakta cvetova sremusa, a autori ovo delovanje pripisuju veem sadrzaju
alicina u cvetovima, nego u listovima sremusa (Parvu i sar., 2011). Ivanova i saradnici (2009) su
ispitivali anitmikrobno delovanje razlicitih ekstrakata (acetonski, hloroformski, n-butanolni i
vodeni) dobijenih iz sveZzih cvetova i svezih listova sremuSa. Acetonski ekstrakt cvetova i listova
sremus$a, kao i hloroformki ekstrakt listova sremuSa pokazali su inhibitorno delovanje na S.
aureus, dok je hloroformski ekstrakt listova sremusa pokazao inhibitorno delovanje i na Candida
albicans.

Mnoga in vivo i in vitro istrazivanja su potvrdila da sremu$ ima visok potencijal za
primenu u lecenju i prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Naime, razli¢iti ekstrakti dobijeni iz
svezih listova sremusa su testirani Iin vitro na agregaciju trombocita (Hiyasat i sar., 2009).
Rezultati ukazuju na zna€ajnu inhibiciju agregacije adenozin difosfata etanolnim ekstraktima
sremuSa. Mehanizam delovanje je slican mehanizmu leka sa kojim je vrSeno poredenje,
klopidogrelom (Hiyasat i sar., 2009). Pretpostavlja se da su aktivne komponente koje deluju na
inhibiciju agregacije trombocita 1,2-di-O-D-a-linolenil-3-O-p-D-galaktopiranozil-sn-glicerol i -
sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozid (Sabha i sar., 2012). Favonoidi prisutni u listovima sremusa
su pokazali in vitro antiagregativna svojstva izazvana kolagenom (Carotenuto i sar., 1997).
Utvrdeno je da ekstrakti lista sremusa dovode do inhibicije enzima acetilholinesteraze (ACE), a
vodeni ekstrakti lista sremuSa su pokazali vecu in vitro inhibiciju ACE u poredenju sa
ekstraktima belog luka. Pretpostavlja se da je izraZenija inhibicija ekstrakata sremusa posledica
razlike u sadrzaju glutamil peptida ove dve biljne vrste (Sobolewska i sar., 2013). Godevac i
saradnici (2008) su ispitivali uticaj etarskog ulja sremusa na fluidnost membrana vestackih

lipozoma (niozoma), pri ¢emu je utvrdeno da se fluidnost membrana bliZe povrSini nije znacajno
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promenila, dok se u dubljim slojevima povecala. In vivo eksperimenti na pacovima, hrana
obogacena sa 2% usitnjenog lista sremusa, kojom su hranjene ogledne Zivotinje, pokazala je
znacajno smanjenje ACE aktivnosti plazme u odnosu na kontrolu, dok je primenom hrane
obogacene sa 1% usitnjenog lista sremuSa nakon 45 dana doSlo do znacajnog smanjenja
sistolnog pritiska u odnosu na kontrolu. Naime, u istrazivanju Reuter i saradnika (1995) utvrdeno
je da ishrana obogaéena sremuSom smanjuje i poviSen insulin i ukupan holesterol. Ovi rezultati
se povezuju sa visokom koncentracijom glutamil peptida, adenozina ili fenolnih komponenti
sremuSa. Primenom hloroformskog i hloroform—acetonskog ekstrakta lukovica sremusa
detektovana je inhibicija sinteze holesterola, dok je analizom delovanja pojedina¢nih komponenti
primenjenih ekstrakta utvrdeno da ajoen, metil ajoen, 2-vinil-4H-1,3-ditin i alicin ispoljavaju

najjace delovanje u pogledu smanjenja holesterola (Sobolewska et al., 2013) (Reuter, 1995).

Ispitivanjem anitoksidativnog potencijala lista sremusa utvrdeno je da antioksidativno
delovanje sremusa nije povezano samo sa prisustvom fenolnih jedinjenja nego i sa aktivnos$éu
antiokskidativno delotvornih enzima kao $to su katalaza i peroksidaza (Stajner i Varga 2003;
Stajner i sar., 2008). Godevac i saradnici (2010) ispitivali su antioksidativno delovanje etarskog
ulja sremusa. Etarsko ulje sremusa je pokazalo slabu antioksidativnu aktivnost na DPPH" i
ABTS" radikale u poredenju sa BHT (butilovani hidroksitoluen) i Trolox-om, dok je znacajna
aktivnost detektovana u B-karoten testu (Godevac i sar., 2008). Neka jedinjenja izolovana iz
ekstrakta sremusa pokazala su upecatljive antioksidativne osobine. Tako na primer dialil disulfid
povecava intracelularni sadrZzaj redukovanog glutationa u krvnim ¢elijama pacova, dok dialil
sulfid povecava aktivnost antioksidativnih enzima i aktivira delovanje Nrf2 proteina, $to utice na
smanjenje upale citokina (Kalayarasan i sar., 2009). Sobolewska i saradnici (2006) utvrdili su da
hloroformski ekstrakt cvetova i stabljika sremusa ispoljava citotoksi¢no dejstvo. U radu Lai i
saradnici (2012) utvrdeno je da dialil disulfid inhibira proliferaciju razlicitih ¢éelija raka, kao $to
su rak dojke, pluca, debelog creva, limfoma i neuroblastoma. Mehanizam delovanja
podrazumeva zaustavljanje ciklusa rasta ¢elija ili njihovo odumiranje, a dialil trisulfid izaziva

odumiranje ¢elija raka prostate PC-3 i DU-145 (Lai i sar., 2012).
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2.4. Tehnologije prerade lista sremusSa

Za preradu lista sremusa u cilju dobijanja proizvoda koji se dalje moze primenjivati u
prehrambenoj ili farmaceutskoj tehnologiji potrebno je primeniti niz razlicitih tehnoloskih
postupaka. Prerada aromati¢nog, lekovitog i zacinskog bilja ima viSe pravaca U zavisnosti od
toga Sta je finalni proizvod i za Sta je namenjen. Samoniklo lekovito bilje se najve¢im delom na
trziStu nalazi u osuSenom stanju, dok se neke biljne vrste beru i prodaju sveze, kao Sto je slucaj 1
kod sremusa. Listovi sremusa, ako nisu adekvatno ¢uvani, brzo venu i pozute. Zbog sklonosti da
brzo izgube svezinu, bitno je ustanoviti optimalne parametre uvanja svezeg sremusa, kako bi se
oCuvale njegove bioaktivne komponente, senzorske 1 nutritivne karakteristike. SuSenjem sremusa
se reSava problem sezonskog karaktera proizvoda i omogucava njegovo dalje koriS¢enje u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Kako se prirodnim suSenjem ¢esto dobija droga loSijeg
kvaliteta, optimizacija tehnologije suSenja predstavlja bitan korak za dalju preradu sremusSa. Na
slede¢em nivou prerade sprovode se postupci ekstrakcije 1 optimizacija ekstrakcije. Primenom
razli¢itih tehnika ekstrakcije dobijaju se ekstrakti razli¢itog kvaliteta i karakteristika. Ekstrakti
¢esto mogu biti poluproizvodi (koriste se u finalnoj izradi farmaceutskih proizvoda), ili gotovi
farmaceutski proizvodi. Zbog toga je bitno primeniti odgovarajuce tehnologije u cilju razvoja

inovativnih proizvoda (Gupta i sar., 2012; Rocha i sar., 2011) na bazi biljnih ekstrakta.

2.4.1. SkladiStenje svezih proizvoda

Svezi proizvodi biljnog porekla imaju znacajnu ulogu u ishrani ¢oveka. Bioaktivne
komponente u svezim proizvodima, nastale kao proizvodi metabolizma biljaka, imaju vaznu
ulogu u ljudskoj ishrani zbog povoljnog u¢inka na ljudsko zdravlje jer, primarno, stite organizam
i jaCaju imunitet. Stoga postupci i tehnologije koje se primenjuju nakon berbe, tokom
skladiStenja (eng. postharvest technology), imaju zna¢ajnu ulogu u proizvodnom lancu, s
obzirom na to da direktno uti¢u na kvalitet i sadrzaj bioaktivnih komponenti u proizvodu, kao i
njegovo trajanje i dostupnost u svezem stanju (Rocha i sar., 2011). Osnovni cilj tehnologija

skladiStenja je ocuvanje kvaliteta proizvoda od momenta branja do njegove upotrebe.
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Adekvatnim skladiStenjem pod optimalnim uslovima fizi¢ko-hemijske i mikrobioloske promene
se svode na minimum. Primenom ovih tehnologija stvaraju se uslovi za potrosnju sirovine u

svezem stanju, a procesi degradacije kvaliteta se svode na minimum (Shin i sar., 2008).

Najbolje je da se skladistenje odvija u za to specijalno projektovanim skladistima, kako bi
se ocuvale karakteristike proizvoda. Pre svega, bitno je poznavati sirovinu, proizvod koji se
skladisti, kako bi se odredili optimalni uslovi skladiStenja. Uslovi skladiStenja mogu uticati na
profil i sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, najéesc¢e sadrzaj polifenola, organosumpornih jedinjenja i
vitamina. Mehanicka oStec¢enja prilikom rukovanja, kao §to je secenje, dovode do oksidacije 1
aktivacije nekih enzima. S druge strane, mehani¢ka oStecenja mogu dovesti do povecanja
sadrzaja ukupnih fenola, jer njihovom sintezom biljka pokusava da se zastiti od oSteéenja

(Bernaert i sar., 2013).

Faktori koji najviSe utiCu na promene u svezim proizvodima tokom skladiStenja su
temperatura 1 relativna vlaZnost. Generalno, Sto je veca temperatura, kraéi je rok trajanja
proizvoda i veéi su gubici. Poznato je da skladiStenje na niskim temperaturama produzava rok
upotrebe svezih proizvoda, tako $to se usporavaju biohemijske i1 mikrobioloSke promene.
Medutim, jako niska temperatura moze dovesti do smrzavanja i oStecenja, kao Sto je slucaj kod
zelene salate, koja zbog visokog sadrzaja vode (90-95%) mrzne na temperautri —0,5 do —2°C
(Agtiero 1 sar., 2007). Tokom skladiStenja, proizvodi podlezu razliitim fizickim promenama,
kao Sto su gubitak mase zbog isparavanja vode i propadanja biljke. Stoga se relativna vlaznost
vazduha za skladiStenje vecine svezih proizvoda odrzava na 80-97%, a za one proizvode Koji se

konzumiraju u svezem stanju najcesc¢e na 90-95% (Gladon, 2006; Yoo i sar., 2012).

Poslednjih godina, pakovanje u modifikovanoj atmosferi (eng. modified atmosphere
packaging, MAP) je tehnika koja se koristi u cilju produZenja roka trajanja svezih ili minimalno
preradenih namirnica, kao $to je voc¢e 1 povre. Primenom ovakvog nacina skladiStenja, sastav
atmosfere unutar upakovanog proizvoda se menja i usporava se degradacija upakovanog
proizvoda. Vocée i povrée su proizvodi Cija respiracija traje 1 tokom skladiStenja. Izborom
odgovarajueg ambalaznog filma (propustljivost za O, i CO, ) postize se modifikovano

ravnotezno stanje 1 dolazi do produZenja trajanja upakovanog proizvoda (Sandhya, 2010).
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U stru¢noj i naucnoj literaturi ne postoje podaci koji se odnose na analizu skladistenja
lista sremusa u cilju njegovog ocuvanja u svezem stanju. Poznata je Cinjenica da se svez sremus
nakon branja prodaje na zelenim pijacama ili u marketima, najces¢e u sveznjevima uronjenim u
vodu, na temperaturi sredine ili u otvorenim friziderima u marketima (10-15°C). Da bi se
odredili odgovaraju¢i uslovi skladiStenja svezeg lista sremusa, eksperimenttreba postaviti u
skladu sa uslovima skladiStenja odgovaraju¢im za lisnato povrée, kao $to je na primer zelena
salata ili neke sli¢ne sorte luka, kao §to je vlaSac (Agiiero i sar., 2007; Gladon, 2006; Imahori i
sar., 2007).

2.4.2. SuSenje biljnog materijala

Susenje predstavlja znacajnu tehnolosku operaciju u preradi lekovitog i zacinskog bilja.
SuSenje se moze uspeSno primeniti kako bi se smanjile fizicke, biohemijske 1 mikrobioloske
promene smanjenjem sadrzaja vlage na odgovaraju¢i nivo koji omogucava dug period
skladiStenja. Na taj nain se reSava problem sezonskog karaktera proizvoda i omogucava
njegovo dalje koris¢enje u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Doymaz i Kocayigit, 2012;
Julkunen-Tiitto i Sorsa, 2001). SuSenjem zacinskog bilja, koje najéesce sadrzi oko 75-80% vode
(u zavisnosti od dela biljke), sadrzaj vode se smanjuje ispod 15% kako bi se ocuvao kvalitet 1
stabilnost dobijenog proizvoda (Pravilnik o kvalitetu zacina, ekstrakata zacina i meSavina zacina,

Sluzbeni glasnik RS, 72/2014 1 23/2015).

Poznato je da kvalitet osusSenih proizvoda zna¢ajno zavisi od uslova susenja. Susenjem se
sprecava rast mikroorganizama i nezeljene biohemijske promene, ali suSenje istovremeno moze
prouzrokovati promene fizi¢kih karakteristika sirovine, kao §to su boja i struktura. Druge
promene koje uticu na kvalitet osusenog proizvoda, kao §to su promena ili izrazenost arome,
uzrokovane su isparavanjem ili formiranjem novih jedinjenja, kao rezultat odigravanja reakcija
oksidacije i esterifikacije (Diaz-Maroto i sar., 2002; Ratti i sar.,, 2007). Osim nutritivnih
promena, do kojih moZe do¢i tokom suSenja, promena boje je znacajan indikator promene
sastava proizvoda (karotenoidi, fenoli, flavonoidi, hlorofil) i direktno uti¢e na dopadljivost

proizvoda potroSacaima (Devahastin i Niamnuy, 2010). Odredena bioaktivna jedinjenja, usled
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izlozenosti visokim temperaturama, kiseoniku i svetlosti na koje su osetljiva, mogu biti
degradirana u proizvodu koji se susi, zbog ¢ega se za susenje ovakvih proizvoda mora odabrati
odgovarajuca tehnika koja ¢e omoguciti eliminaciju faktora koji mogu uticati na stabilnost ovako
osetljivih komponenti. Promene do kojih dolazi tokom suSenja najvise zavise od matriksa koji se
suSi 1 primenjene tehnike suSenja. Izbor odgovaraju¢e tehnike suSenja Cesto zavisi od
karakteristika samog materijala koji se susi, od njegove osetljivosti na toplotu, osobina u vezi sa
zadrzavanjem kvaliteta ukusa, fizicke strukture, krajnje namene i Sto je Cesto najvaznije, od
troSkova samog procesa. Zbog toga je odabir odgovarajuc¢e tehnike suSenja i optimizacija
procesnih parametara tokom suSenja izuzetno vazna za dobijanje proizvoda sa Zeljenim fizi¢kim

i hemijskim karakteristikama (Rocha i sar., 2011).

Mnogi autori su istrazivali uticaj razli¢itih tehnika suSenja na kvalitet osuSenog bilja.
Kvalitet osusenog proizvoda je uglavnom definisan karakteristikama kao S§to su boja, sadrzaj
vlage, a, vrednost, antioksidativni kapacitet i sadrzaj fenolnih jedinjenja, ili specifi¢nim
bioaktivnim komponentama znacajnim za matriks koji se suSi. Za suSenje materijala ovog tipa
uglavnom su koris¢ene sledeCe tehnike: konvektivno suSenje, suSenje pomocéu mikrotalasa,
vakuumsko suSenje ili suSenje smrzavanjem, odnosno liofilizacijom (Abascal i sar., 2005;
Alibas, 2007; Ben Haj Said i sar., 2015; Chan i sar., 2009; Diaz-Maroto i sar., 2002; Hossain i
sar., 2010; Diaz-Maroto i sar., 2003; Oliveira i sar., 2015; Ratti, 2001; Silva i sar., 2011).

2.4.2.1. Konvektivno suSenje

Tradicionalne tehnike suSenja, kao S§to su suSenje u hladu ili na suncu, imaju niz
nedostataka zbog nemogucénosti rukovanja velikim kapacitetom, a karakteriSe ih 1 nemogucénost
postizanja visokih standarda kvaliteta koji se zahtevaju za lekovito bilje (Pravilnik o kvalitetu
zaCina, ekstrakata zaCina i meSavina zacina, Sluzbeni glasnik RS, 72/2014 i 23/2015). Cesto
tradicionalni nac¢in suSenja ne ispunjava trazene standarde ili zahteve potroSaca. Za savladavanje

ovih problema ¢esto se koristi suSenje vru¢im vazduhom, u konvektivnim suSarama.

Vecina tehnika suSenja je zasnovana na upotrebi toplog vazduha kao medijuma za

konvektivni prenos toplote i uklanjanje isparene vode. Glavni mehanizam suSenja u ovom
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sluc¢aju je kretanje vlage iz unutrasnjosti do povrSine vlaznog materijala i isparavanje u okolni
vazduh, dok se sam proces susenja odvija u dve faze (Sumié, 2014). Prva faza susenja se deSava
na povrsini matriksa koji se susi konstantnom brzinom 1 sli¢na je isparavanju vode. Druga faza
suSenje se odvija sporije 1 zavisi od matriksa koji se suSi. Brzina suSenja je funkcija nekoliko
parametara, kao Sto su temperatura, vlaznost 1 brzina strujanja vazduha, sadrzaj vode vlaznih i
osuSenih proizvoda, reoloske karakteristike, specificna povrSina suSenja, geometrijske forme

inicijalnog proizvoda, itd. (EI-Sebaii and Shalaby, 2011).

2.4.2.2. Vakuumsko susSenje

Kod susenja pod vakuumom toplota se uglavnom prenosi kontaktom, a rede zracenjem.
Vakuum povecava prenos mase zbog povecanog gradijenta pritiska izmedu unutrasnje i
spoljasnje strane uzorka. Nizi pritisak omogucava smanjenje temperature susenja i onemogucéava
oksidacione promene sirovine, pri ¢emu se dobija proizvod boljih karakteristika (Jayeeta i sar.,
2011). Klju¢ne prednosti vakuumskog susenja ukljuCuju nize temperature procesa, manju
potro$nju energije 1 samim tim vecu energetsku efikasnost i1 poboljSanje kinetike suSenja.
Vakuumskim suSenjem se postize bolji kvalitet proizvoda (boja, ukus) i maksimalno oc¢uvanje
termicki osetljivih bioloski aktivnih supstanci (Alibas, 2007). SuSenjem u vakuumu uspes$no se
suSe osetljivi biljni materijal uz minimalne promene u zapremini, hemijskom sastavu i senzornim
svojstvima. Zbog toga se vakuumsko suSenje uspe$no primjenjuje za suSenje lekovitog i

zacinskog bilja, voca i povréa i drugih osetljivih matriksa (Alibas, 2007).
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2.4.2.3. Liofilizacija

Liofilizacija ili suSenje smrzavanjem predstavlja poseban vid suSenja u vakuumu. U
slucaju suSenja smrzavanjem sirovina je tokom celog procesa u smrznutom stanju, pa se ne
naruSava struktura celija. Izvorni oblik, boja i ukus sirovine zadrzavaju se u vecoj meri nego
prilikom klasi¢nog susenja u vakuumu, a znacajno viSe u poredenju sa drugim postupcima
susenja (Sumié, 2014). U poredenju sa suSenjem vruéim vazduhom konvektivnom tehnikom,
suSenje smrzavanjem moze smanjiti gubitke aroma 1 osetljivih jedinjenja. NeZeljene biohemijske
I enzimske reakcije su zaustavljene prethodnim smrzavanjem i suSenje se odvija na niskim
temperaturama (Huang i sar., 2012; Ratti i sar., 2007).

Proces liofilizacije se sastoji od sublimacije vode iz smrznute sirovine, na dovoljno niskoj
temperaturi 1 pod dovoljno visokim vakuumom. Proces suSenja smrzavanjem sastoji se od tri
osnovne faze: | - smrzavanja, Il - primarnog i Il - sekundarnog susenja sirovine (Vracar, 2004).
Posto se proces suSenja smrzavanjem zasniva na sublimaciji, sirovina se prethodno mora
smrznuti, odnosno mora se smrznuti slobodna voda u sirovini. Primarnim suSenjem se iz sirovine
sublimacijom izdvaja tzv. slobodna voda. Primarno suSenje se smatra zavrSenim kada u sirovini
ostane 6-8% vode. Pretpostavlja se da posle ovoga u sirovini vise nema slobodne vode, pa je
proces sublimacije zavrSen. Sekundarnim suSenjem se iz sirovine desorpcijom izdvaja tzv.
vezana (nesmrznuta) voda. Uklanjanjem i tzv. vezane vode omogucava se uspe$no cuvanje

proizvoda i pri skladistenju na sobnoj temperaturi (Sumi¢, 2014).

Na naSim prostorima, od sakupljaca i dobavljaca sremuSa moze se saznati da se sremus
najce$ce susi tradicionalnom tehnikom suSenja u hladu, u provetrenim prostorijama nakon
branja. U naucnoj literaturi nema podataka o nacinu, odnosno tehnikama suSenja i parametrima
suSenja, koji bi bili odgovaraju¢i u cilju ofuvanja bioaktivnih komponenti u listu sremusa.
Pretpostavlja se da, kao i u vecini slu¢ajeva suSenja lekovitog ili zacinskog bilja, treba primeniti
umerenu temperaturu susenja, kako ne bi doslo do degradacije bioaktivnih komponenti. Zbog
svega navedenog, potrebno je sprovesti optimizaciju susenja u pogledu odgovarajuce tehnike
suSenja 1 temperature, kako bi se omogucila proizvodnja osuSenog lista sremusa zeljenih

karakteristika.
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2.4.3. Ekstrakcija lekovitog bilja

Osnovni cilj ekstrakcije biljnog materijala je izolovanje zeljenih komponenti ili smesSe
ciljanih komponenti sa maksimalnim prinosom. Pored odgovarajuce pripreme biljnog materijala
(susenje, usitnjavanje), primenjena tehnika ekstrakcije znacajno uti¢e na kvalitet i koli¢inu
izolovanih komponenti u proizvodnji ekstrakta. Stoga se, u zavisnosti od ciljnih komponenti koje
se ekstrahuju, primenjuju razli¢ite tehnike ekstrakcije. Konvencionalne ekstrakcione tehnike
zasnivaju se na primeni odgovarajuéeg rastvaraca na razli¢itim temperaturama ekstrakcije uz
mesanje. lako efikasnost ekstrakcije i kvalitet dobijenih ekstrakata zavisi od viSe parametara,
izbor odgovarajuceg rastvaraca je jedan od najbitnijih. Konvencionalne ekstrakcione tehnike, kao
Sto su maceracija, hidrodestilacija i Soxhlet ekstrakcija koriste razli¢ite rastvarace (voda, etanol,
hloroform, etil acetat, metanol itd.), u zavisnosti od polarnosti komponenti koje se Zele izolovati.
Medutim, iako su konvencionalne tehnike i dalje zastupljene, mali prinos koji se ostvaruje
njihovom primenom, dugo vreme ekstrakcije, velika potro$nja energije i upotreba velikih
koli¢ina rastvaraca koji mogu biti toksi¢ni, ¢esto ograniavaju njihovu upotrebu u prehrambenoj
ili farmaceutskoj industriji (Tiwari, 2015). Poslednjih godina doSlo je do znacajnog napretka u
razvoju novih ekstrakcionih tehnika 1 to posebno “zelenih” ekstrakcionih tehnika (eng. green
technology), u kojima se primenjuju ekstragensi koji ne zagaduju Zivotnu sredinu i koji
omogucavaju proizvodnju zdravstveno bezbednih ekstrakata bez tragova toksi¢nih rastvaraca. U
cilju koris¢enja Sto bezbednijih rastvaraca, za ekstrakciju lekovitog bilja se najcesS¢e primenjuje
smes$a alkohola i vode (Cvjetko Bubalo i sar., 2015). Variranjem udela vode i etanola u smesi
menja se dielektri¢na konstanta rastvaraca u Sirokom opsegu, Sto omogucava ekstrakciju velikog
broja bioaktivnih komponenti. Primenom savremenih ekstrakcionih tehnika, kao S§to su
ultrazvucéna ekstrakcija (UE), mikrotalasna ekstrakcija (ME), ekstrakcije pod poviSenim
pritiskom (ekstrakcija fluidima u superkriticnom 1 subkriticnom stanju) 1 ekstrakcija pomocu
enzima, znacajno se povecava prinos 1 selektivnost prema odredenim bioaktivnim
komponentama. Ove brze, ekoloski prihvatljive tehnike sa visokim prinosima imaju znacajnu
ulogu u dobijanju ekstrakata sa visokim sadrzajem bioaktivnih komponenti (Azmir i sar., 2013;
Guptai sar., 2012).
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2.4.3.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

Ultrazvuk se primenjuje u razli¢itim tehnologijama, a od nedavno ekstrakcija uz pomo¢
ultrazvuka predstavlja odli¢nu alternativu konvencionalnoj ekstrakciji, jer omogucava dobijanje
veéeg prinosa ciljanih jedinjenja u ekstraktu, uz visoku reproduktivnost, manju potro$nju
rastvaraca, primenu niZze temperature, krace vreme ekstrakcije, lako rukovanje i rad tokom
procesa, kao i bolju kinetiku i ve¢e ukupne prinose ekstrakcije (Chemat i sar., 2011; Vinatoru,
2001). Sirokoj primeni ultrazvuka za ekstrakciju iz razli¢itih biljnih matriksa doprinosi ¢injenica
da se ultrazvuéni talasi prostiru kroz bilo koji medijum, te je izbor rastvaraca koji se mogu uzeti
u obzir kod ovog tipa ekstrakcije dosta Sirok. Veliki broj autora ukazuje na to da je ekstrakcija
biljnog materijala pomocu ultrazvuka jedan od najefikasnijih, najjeftinijih i najjednostavnijih
postojecih sistema za ekstrakciju, koji bi se mogli primenjivati i na industrijskom nivou (Kadam
i sar., 2015; Khoddami i sar., 2013; Rami¢ i sar., 2015; Rosell6-Soto i sar., 2016). Ultrazvu¢na
ekstrakcija je primenjena za izolovanje sumpornih jedinjenja iz belog luka (Kimbaris i sar.,
2006), fenolnih jedinjenja iz belog luka, crnog luka i sremusa (Gitin i sar., 2012). U nau¢noj i
stru¢noj literaturi nema podataka o optimizaciji ultrazvucne ekstrakcije 1 analizi uticaja razlicitih

parametara ekstrakcije na prinos bioaktivnih komponenti izolovanih iz sremusa.

Prilikom ultrazvuéne ekstrakcije dolazi do razli¢itih fizi€¢ko-hemijskih fenomena, koji su
odgovorni za celokupni ultrazvucni efekat (vibracije, pritisak, sile smicanja, kompresije,
dekompresije, pojave mikromlaznica, kavitacija, mikromesSanje, formiranje radikala) (Tiwari,
2015). Fenomen koji dominira u procesu ekstrakcije ultrazvukom jeste akusti¢na kavitacija, koja
nastaje prostiranjem ultrazvuka kroz neki medijum. Prolaskom ultrazvuka kroz ekstrakcioni
medijum dolazi do niza naizmeni¢nih kompresija i dekompresija molekula, pri ¢emu dolazi do
formiranja mehuri¢a gasa usled promene pritiska i na kraju do njihovog pucanja-implozije.
Pucanje mehuri¢a prouzrokuje naglo lokalno povecanje temperature (oko 5000 K) i pritiska (oko
500 bara) (slika 5) (Xu i sar., 2017, Pavli¢, 2017). Prilikom raspada kavitacionog mehuric¢a u
blizini Celijskog zida dolazi do obrazovanja ultrazvuénih mikromlaznica, koje usmeravaju
rastvara¢ prema Celijskom zidu (Gil-Chavez i sar., 2013). Promene temperature i pritiska koje se
javljaju usled ovih implozija uzrokuju smicanje 1 oStecenje Celijskog zida i bolju penetraciju

rastvaraa u biljni materijal, povecavaju¢i kontaktnu povrSinu izmedu tecne 1 Cvrste faze.
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Implozija kavitacionih mehuri¢a stvara turbulenciju na mikroskopskom nivou, te dolazi do
sudara izmedu Cestica i agitacije u mikroporoznim c¢elijama matriksa, Sto ubrzava difuziju 1

prelaz biokativnih jedinjenja iz biljnog materijala u rastvara¢ (Tiwari, 2015).

Ultrazvucni talasi olakSavaju hidrataciju 1 bubrenje matriksa povecavajuci pore, ¢ime
ubrzavaju difuziju i prenos mase. Hidratacija usled ultrazvuka je naroCito pozeljna kada se za

ekstrakciju koristi suvi biljni materijal (Chemat i sar., 2011; Romdhane, 2002).

Kao izvor ultrazvucnog zracenja za intenzifikaciju ekstrakcije koristi se piezoelektri¢ni ili
magnetostriktivni transduktor, odnosno generatori ultrazvuka (Chemat i sar., 2017). Ekstrakcija
se izvodi pomocu ultrazvuénih sondi, sonotroda ili ultrazvu¢nih kupatila. Postavljanje
transduktora ima bitnu ulogu u odredivanju prinosa ekstrakcije jer direktno uti¢e na efikasnost
ekstrakcije, intenzifikaciju procesa i gubitke energije. Ultrazvucno kupatilo se najcesée koristi za

ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora na laboratorijskom nivou (slika 6) (Shirsath

Generator
ultrazvuka
Ekstrakcioni
medijum Sonda
< >
Prencs taplote
L,y =
\ A4
kompresija kompresija kompresija
2 /\ /\ /\
2
N/ VS
o
Vremo
dekompresija dekompresija dekompresija
5000 °C
. O O 50 MPa
Rast mehuriéa Dostizanje
Nastanak . ,J .
oz u sukcesivnim nestabilne Implozija
mehuriéa ; : i
ciklusima velidine

Slika 5 Mehanizam nastanka i implozije mehurié¢a prilikom ultrazvuéne ekstrakcije (prilagodeno iz
rada Chemat i sar., 2017)
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i sar.,, 2012b). Njega odlikuje relativno niska cena i mogucnost ekstrakcije vise uzoraka
istovremeno. Pri primeni ultrazvuénog kupatila celokupna zapremina medijuma nije izlozena
fenomenu kavitacije, nego samo medijum u neposrednoj blizini ultrazvu¢nog generator, tako da
je potrebno obezbediti §to je moguce blizi polozaj generatora ultrazvuka i uzorka (Chemat i sar.,
2017). Kao ekstraktor moze da se Koristi odgovarajuci erlenmajer ili prilagodeni reaktor sa
mesanjem, postavljen uvek na isto mesto u cilju bolje reproduktivnosti ekstrakcije (Pavlic,
2017). U poslednje vreme se za ultrazvucnu ekstrakciju uglavnom Kkoriste uredaji na bazi
ultrazvucéne sonde. Naime, s obzirom na to da se snaga prenosi kroz manju povrSinu sonde,
dobija se efikasniji prenos snage zraCenja u zapreminu ekstraktora i veci prinos ekstrakcije.
Medutim, da li ¢e ekstrakcija biti efikasnija koriS¢enjem ultrazvuc¢nog kupatila ili sonotrode,

zavisi prvenstveno od matriksa i komponenti koje se Zele izekstrahovati (Tiwari, 2015).

Voda Matriks i rastvara¢ /

Generator
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Greja¢ . ) \ Sonotroda
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") III : ___-" -
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P! |
. 1
j— o = H Grejna ploca
= = N v

oo oo H

)
R )]

Generator ultrazvuka

Slika 6 Aparatura za ultrazvuénu ekstrakciju (prilagodeno iz rada Samaram i sar ., 2014 i Adilah Noor Md i sar, 2016)
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2.4.3.2. Ekstrakcija subkriticnom vodom

U skladu sa principima “zelene hemije” sve viSe se pridaje znacaju ekstrakcionim
tehnikama u kojima se kao rastvaraci ne koriste toksi¢ni organske supstance. Voda je rastvarac
koji je lako dostupan, netoksi¢an i moze se reciklirati ili ukloniti bez negativnih uticaja na
zivotnu sredinu, te je zbog toga razvijena posebna tehnika ekstrakcije teCnostima pod pritiskom,
ekstrakcija vodom u subkriti¢cnom stanju (eng. subcritical water extraction, SWE). Ova tehnika
ekstrakcije poznata je i kao ekstrakcija pregrejanom vodom ili ekstrakcija vrelom vodom pod
pritiskom (Herrero i sar., 2013). Ekstrakcija subkriti¢c(nom vodom Koristi vodu zagrejanu do
temperature iznad svoje temperature kljuanja (100 °C na atmosferskom pritisku), a ispod
kriticne temperature (374 °C) i pod pritiskom ¢ija je vrednost dovoljno visoka da je zadrzi u
teCnom stanju (Plaza i Turner, 2015). Tokom ekstrakcije subkriticnom vodom fizicko-hemijske
osobine vode su znatno drugacije u poredenju sa njenim osobinama na sobnoj temperaturi. Kada
se voda nalazi u subkriticnom stanju, dolazi do znacajne promene njene polarnosti, cesto
izrazene preko dielektri¢ne konstante (Alghoul i sar., 2017). Zbog toga se promena dielektri¢ne
konstante vode u subkritiénom stanju moZe smatrati jednim od najvaZznijih promena tokom
subkriti¢ne ekstrakcije. Naime, pocetna vrednost dielektri¢ne konstante vode na ambijentalnim
uslovima od 80 F/m na 25 °C smanjuje se na 27 F/m na 250 °C i na 50 bara, $to je izmedu
vrednosti metanola (¢ = 33 F/m) i etanola (¢ = 24 F/m) (He i sar., 2012; Herrero i Ibafiez, 2014;
Teo i sar., 2010). Sa povecanjem temperature na 300 °C (u blizini kriticne tacke) dielektri¢na
konstanta vode smanjuje se na 14,3 F/m, dok na 400 °C i pritisku od 500 bara (superkriti¢na
voda) ima jo$ nizu vrednost dielektri¢ne konstante, 12,16 F/m. U subkriti¢noj oblasti s porastom
temperature u intervalu od 100 do 374 °C (ispod kriticne tacke) dolazi do postepenog i
proporcionalnog smanjenja viskoziteta, gustine i povr$inskog napona, a do povecanja
difuzivnosti (slika 7) (He i sar., 2012). Takode, s povecanjem temperature vode dolazi do
zna¢anjih promena konstante disocijacije vode, koja na sobnoj temperaturi iznosi 1,0x10™, a
znacajno se povecava sa porastom temperature vode u subkriticnom stanju do 4,0x10™% na 250
°C. Zbog povecane jonizacije subkriticna voda se Cesto koristi kao kiseli/bazni katalizator u
organskim reakcijama (Alghoul i sar., 2017). S povecanjem temperature vode povecava se

termicka agitacija, smanjuje se jacina vodoni¢nih veza i dolazi do smanjenja vrednosti
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dielektricne konstante. Smanjena je snaga vezivanja vodonika unutar molekula vode, a smanjena
polarnost vode dovodi do poveéanja rastvorljivosti hidrofobnih organskih jedinjenja u vodi (Carr
I sar.,, 2011). Poveéanje temperature vode u subkriticnom stanju dovodi do smanjenja
dielektricne konstante ¢ime se povecava ekstrakcija nepolarnih jedinjenja. Na taj nacin,
menjanjem polarnosti vode moze do¢i do rastvaranja i ekstrahovanja bioaktivnih komponenti
razliite polarnosti (Mazaheri i sar., 2010; Ravber i sar., 2015; TomSik i sar., 2017). Polarna
jedinjenja sa visokom rastvorljivos¢u u vodi se najefikasnije ekstrahuju na nizim temperaturama,
dok umereno polarne i nepolarne komponente zahtevaju manje polarni medijum, $to se postize
povecanjem temperature vode tokom subkriti¢ne ekstrakcije (Ahmadian-Kouchaksaraie i sar.,
2016; Khuwijitjaru i sar., 2014; J. Lu i sar., 2014). Promenom temperature mogu se menjati
solvatiraju¢e osobine vode, kako bi se bolje uskladile sa polarnosc¢u ciljnih jedinjenja koja se zele
ekstrahovati, zbog cega se subkriticna voda pod odredenim pritiskom i temperaturom moze

smatrati vrlo efikasnim rastvarac¢em za ekstrakciju slabo polarnih i nepolarnih jedinjenja (Teo 1

sar., 2010).

Pritisak [atm]
i,
|| Kriticna tatka

| (218 atm; 374%C)

pas

dvrsta I\ taéng

latm b--mmmmmmrm e e

= Termperatura [*C]

100

Slika 7 Fazni dijagram vode u zavisnosti od temperature i pritiska (prilagodeno iz rada
Haghighi i Khajenoori, 2013)
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Mehanizam delovanja i efikasnost ove ekstrakcione tehnike zasniva se na navedenim
fizicko-hemijskim promenama nastalim usled poveéanja temperature vode u subkritiénom stanju.
Dominantni parametri koji uticu na efikasnost ekstrakcije subkriticnom vodom su svakako
temperatura, pritisak, kao i dodatak modifikatora. Ekstrakcija subkrititnom vodom mora se
izvoditi pod strogo kontrolisanim uslovima, a procesni parametri pazljivo izabrati i optimizovati,
kako bi se izbegla degradacija bioaktivnih komponenti koje se ekstrahuju. Parametar o kome se
posebno mora voditi rauna jeste temperatura ekstrakcije. Primenom visokih temperatura
poboljsava se efikasnost ekstrakcije na vise nacina. Sa modifikacijom svojstava vode na
povisenoj temperaturi, kapacitet fluida za rastvaranje analita se povecava. Redukovana
viskoznost 1 poboljsana difuzivnost vode omoguéavaju bolje kvaSenje i1 lakSe prodiranje
rastvaraCa u biljni materijal. Pove¢anjem temperature moze se uticati na slabljenje veza izmedu
analita i matriksa, koje su uslovljene van der Valsovim silama, vodoni¢nim vezama i
interakcijama dipola, a poboljsava se i transfer mase i tako doprinosi brzoj ekstrakciji i
efikasnosti samog procesa (Mustafa i Turner, 2011; Teo i sar., 2010). Medutim, s pove¢anjem
temperature tokom subkritine ekstrakcije moze do¢i do degradacije bioaktivnih jedinjenja i
povecanja rizika nastanka nezeljenih reakcija, kao $to su oksidacija ili hidroliza, s obzirom na to
da je jonska jacina veca, a pH vrednost manja. Naime, neka jedinjena, kao §to su na primer
antocijani, mogu preé¢i u drugu formu u zavisnosti pH vrednosti sredine (He i sar., 2012). Prema
istrazivanjima Plaza i Turner (2015) s pove¢anjem temperature na oko 250 °C, pH vrednost vode
se smanjuje sa 7 na 5,5, pri ¢emu dolazi do stvaranja H3" jona i reakcije katalizovane nastalim
jonima. Degradacija jedinjenja ne zavisi samo od temperature, ve¢ i od vremena trajanja procesa
ekstrakcije. Sto se ti¢e trajanja ekstrakcije subkriticnom vodom, ona je znacajno kra¢a od bilo
koje konvencionalne tehnike. Medutim, zbog primene visokih temperatura tokom ekstrakcije,
neophodno je eksperimentalno utvrditi optimalnu temperaturu i vreme ekstrakcije za razliite
biljne materijale. Uticaj promene pritiska na efikasnost ekstrakcije je zanemarljiv i najéesce se

njegova uloga svodi na odrzavanje vode u te¢nom stanju (Mustafa i Turner, 2011).
Za ekstrakciju subkritiénom vodom najcesce se koriste se diskontinualni ekstraktori (slika
8). Proces ekstrakcije zapocinje dovodenjem vode na Zeljene uslove pritiska i temperature.

Zeljeni pritisak se postize pumpom i primenom azota, kako bi se spre¢ila moguéa oksidacija na
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poviSenoj temperaturi i pritisku u prisustvu kiseonika iz vazduha. Vrednost temperature
podesava se prolaskom vode kroz grejac. Mesalica se koristi u cilju intenzifikacije prenosa mase
i toplote i sprecavanja lokalnog pregrevanja na unutras$njim zidovima ekstraktora. Nakon
ekstrakcije, ekstraktor se hladi u ledenom kupatilu do sobne temperature i azot se ispusta kroz

izlazni ventil (Pavli¢ i sar., 2016).

-
2 :G\ 1. Sigurnosni ventil
N 2. Manometar
3. Ventil
r 4. Elektri¢ni grejac
5. Visokopritisni reaktor
\ ¥, 6. Mesac
B3 7. Boca sa azotom
N I 8. Kontrolna tabla
7 5
5
8

Slika 8 Shematski prikaz Sarzne supkriti¢ne vodene ekstrakcije (prilagodeno iz rada Zekovi¢ i sar., 2014)

Jedan od naina za minimiziranje nezeljenih hemijskih reakcija tokom subkriticne
ekstrakcije je koris¢enje sistema sa kontinualnim i dovoljno visokim protokom rastvaraca. Nakon
dovodenja vode u subkriti¢no stanje pod Zeljenim uslovima, ona se uvodi u ekstraktor 1 pusta da
pod pritiskom kontinualno proti¢e kroz sloj biljnog materijala, rastvarajuéi pritom Zzeljene
komponente. Stalno dovodenje sveZeg rastvaraca koji dolazi u kontakt sa sirovinom dovodi do
veceg koncentracionog gradijenta izmedu rastvorka u ¢vrstoj i tecnoj fazi. Nakon prolaska kroz
sloj vrsi se dekompresija i hladenje, a dobijeni ekstrakt se sakuplja u kolektorske posude

(Chemat i sar., 2017).

lako kao i svaka ekstrakciona tehnika ima svojih nedostataka, ekstrakcija vodom u
subkriticnom stanju se pokazala efikasnom za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz razli¢itih vrsta
biljaka i algi (Zakaria i Kamal, 2015). Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom subkriticnom vodom ne

sadrze tragove toksi¢nih rastvaraa i1 zbog toga nije potrebno dodatno razdvajanje ili
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precis¢avanje. Sam proces ekstrakcije je brz i zahteva manju koli¢inu ekstragensa (Zakaria i
Kamal, 2015). Upravo iz ovog razloga dobijeni ekstrakti se mogu koristiti direktno kao

poluproizvodi ili proizvodi u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

2.4.3.3. Ekstrakcija superkriti¢énim ugljen-dioksidom

Superkritiéna ekstrakcija ugljen-dioksidom (SC-CO,) poslednjih godina zauzima
znac¢ajno mesto medu ekstrakcionim tehnikama kao alternativa konvencionalnoj ekstrakciji
(Barros i sar., 2017; Da Silva i sar., 2015; del Valle, 2014; Fernandez-Ponce i sar., 2012). Tokom
superkriti¢ne ekstrakcije kao rastvara¢ se koristi fluid u superkritiénom stanju, a princip ove
ekstrakcije se zasniva na tome da pojedini gasovi postaju izuzetno moéni rastvaraci kada se nadu
u blizini svoje kriti¢ne tacke, odnosno u svojoj natkriticnoj oblasti (Lang i Wai, 2001). Fizi¢ko-
hemijske karakteristike fluida u superkriticnom stanju se nalaze izmedu osobina gasova i
teCnosti, Sto ih ¢ini jako pogodnim rastvarac¢ima. Fluidi u superkriti¢cnom stanju se odlikuju
dobrim solvatacionim osobinama kao kod tecnosti, a transfer mase se odigrava brzo kao u
gasovima. Nizak viskozitet i povrSinski napon i visoka difuzivnost omogucava fluidima u
superkriti¢cnom stanju da lako prodiru u pore biljnog matriksa, omogucéujuéi brzu i efikasniju
ekstrakciju bioaktivnih komponenti. (Anklam i sar., 1998). Tokom superkriticne ekstrakcije
rastvara¢ konstantno proti¢e kroz materijal koji se ekstrahuje, omogucujuéi bolju iscrpljenost
uzorka (Sahena i sar., 2009). Moc¢ solvatacije rastvaraca se moze menjati menjanjem temperature
i/ili pritiska, pri ¢emu dolazi do promene gustine fluida i na taj na¢in moze se uticati na
selektivnost ekstrakcije, §to je narocito bitno za ekstrakciju kompleksnih uzoraka kao $to je biljni
materijal (Reverchon i De Marco, 2006).

Fluid koji se najceS¢e koristi za ekstrakciju biljnog materijala je superkriti¢ni ugljen-
dioksid. Superkriti¢ni ugljen-dioksid se pokazao kao veoma pozeljan ekstragens, s obzirom na to
da je netoksiCan, nezapaljiv, hemijski inertan, bez ukusa 1 mirisa, jeftin i lako dostupan u ve¢im
koli¢inama sa visokim stepenom Ccistoce. Osim toga, ekstrakcija superkriticnim CO; spada u
,,Ciste tehnologije" jer nema sekundarnih proizvoda Stetnih za okolinu, §to CO; €ini potpuno

ekoloski prihvatljivim rastvaratem (eng. GRAS-Generally recognized as safe) (Cvjetko Bubalo i
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sar., 2015). Kriticnu tacku CO; definiSe temperatura od 31 °C i pritisak od 7,38 MPa, a iznad

ovih vrednosti CO; prelazi u superkriti¢no stanje (slika 9).

P (MPa)
Superkriti¢no
- 387
Cvrsto Kriti¢na tatka
0517
0.101 Trojna tacka
-78,5 -56,7 3 T(°C)

Slika 9 Fazni dijagram CO, u zavisnosti od temperature i pritiska (prilagodeno iz Barry i sar., 2006)

Rastvara¢ kao $to je ugljen-dioksid lako se uklanja smanjenjem pritiska, pri ¢emu se CO,
vrata u gasovito stanje, a ostaje visokokvalitetan ekstrakt bez zaostalog rastvaraca. Takode,
ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom se uglavnom izvodi na niskim temperaturama, §to je
¢ini odlicnom tehnikom kada se zele ekstrahovati termolabilna jedinjenja (Knez i sar., 2014;
Pavlié i sar., 2015). CO, predstavlja dobar ekstragens za nepolarna jedinjenja. Cesto se koristi za
ekstrakciju etarskih ulja, isparljivih komponenti, lipida (Cavero i sar., 2005; Larkeche i sar.,
2015; Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007; Sahena i sar., 2009). Superkriticna CO, ekstrakcija
je koriS¢ena za izolovanje sumpornih jedinjenja iz lukova, uglavnom samo iz belog i crnog luka
(Calvey i sar., 1997; del Valle i sar., 2008; Rybak i sar., 2004). Glavno ograni¢enje SC-CO, je
mali afinitet prema polarnim jedinjenjima, te se zbog toga koriste polarni modifikatori ili
korastvaraci, koji se u odredenom udelu dodaju ugljen-dioksidu u procesu SC-CO; i uticu na
polarnost rastvaraca (Herrero i sar., 2010).

Proces superkriticne CO, ekstrakcije je ilustrovan na slici 10. Uredaj se sastoji iz boce sa

CO; i rezervoarom za korastvara¢ koji se pumpom (2) dovodi u kontakt sa ugljen-dioksidom i
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zajedno se u kompresoru (1) komprimuju na radni pritisak, koji se podesava sistemom ventila.
Tokom ekstrakcije, rastvarac proti¢e kroz sloj biljnog materijala i rastvara rastvorljiva jedinjenja.
Smesa rastvaraca se odvaja u separatorima 1 i 2 menjanjem pritiska i temperature, najéesce
brzim smanjenjem pritiska. Rastvarac¢ se hladi, komprimuje i ponovo vraca u ekstrakcioni sistem.
Kod savremenih sistema za superkriticnu ekstrakciju regulacija procesnih parametara
(temperatura, pritisak i protok) se obi¢no vrsi softverski pomocéu racunara. U laboratorijskim

uslovima se uglavnom koriste jednostavnije konfiguracije.

1. BocasaCO, 2

2. Ventil 10

3. Komora za hladenje . @

4, HPLC pumpa i

5. Izmenjiva¢ tompote

6. Visokopritisni ekstraktor

7. Separator .
8. Prihvatni sud ?
9. Merac protoka 5
10. Termometar f
11. Ventil g
12. Ventil ﬁ
13. Sigurnosni ventl

14. BPR

15. Ventil

16. Filter

17. Korastvarac
18. Pumpa za korastvarac

2 13 S .
M‘x [ :,:II IIII \ .\l 12 12
11 WA ;
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14
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Slika 10 Shematski prikaz laboratorijskog postrojenja za superkriti¢nu ekstrakciju pomoéu CO; (prilagodeno iz
rada Sivagnanam i sar, 2015)
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2.4.4. Enkapsulacija

Stabilnost bioaktivnih jedinjenja iz prirodnog izvora je kritian parametar za njihovu
implementaciju u razliCite prehrambene ili farmaceutske proizvode. Bioaktivna jedinjenja se
Cesto koriste kao sastojci u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kako bi se obezbedili
proizvodi sa funkcionalnim karakteristikama. Za prehrambene proizvode, narocito one
funkcionalne, od presudnog znacCaja je oCuvanje stabilnosti prisutnih bioaktivnih jedinjenja
tokom procesa proizvodnje i skladistenja (Nedovi¢, 2011). Pored toga, nakon konzumiranja
bioloske komponente su u organizmu podvrgnute brzom metabolizmu u gastrointestinalnom
traktu i metabolizmu prvog prolaza, Sto dovodi do transformacije hemijske strukture i promene
bioaktivnosti. Stoga je potrebno obezbediti stabilnost bioaktivnih komponenti u
gastrointestinalnom traktu 1 omoguciti njihovo kontrolisano i ciljano oslobadanje. Pravovremeno
i ciljano otpustanje poboljsava efikasnost dodataka bioaktivnih komponenti hrane i osigurava

njihovo optimalno doziranje (Pordevié i sar., 2015).

Enkapsulacija predstavlja mo¢nu tehniku koja omogucava da se prevazidu ove poteskoce.
Enkapsulacija se moze definisati kao proces stvaranja zastitnog omotata oko aktivne
komponente koja se enkapsulira, pri ¢emu se spreCavaju neZeljene hemijske interakcije
enkapsulirane komponente sa nekim drugim jedinjenjima. Enkapsulirana komponenta se stiti od
uticaja okruZenja (temperatura, pH, enzimi i kiseonik) i omogucava se kontrolisano oslobadanje
aktivne komponente pod odredenim uslovima (Dias i sar., 2017). Enkapsulacija odrzava
stabilnost enkapsuliranih komponenti, pobolj$ava njihovu bioraspoloZivost, a pozeljna je i za
prekrivanje neprijatnog ukusa ili mirisa (Kanekanian, 2012). Enkapsulacijom se takode smanjuje
isparavanje i degradacija isparljivih komponenti. Enkapsulirati se mogu sva tri agregatna stanja.
Ovo omogucava lakSe rukovanje aktivnom komponentom, prevodenjem iz te€nog stanja (npr.
ekstrakti bilja) u ¢vrsto stanje—prah (Nedovi¢ i sar., 2011). Ovako enkapsulirani sistemi igraju
vaznu ulogu u razli¢itim oblastima, kao sto su biotehnologija, medicina, poljoprivreda, hemijska,

farmaceutska i prehrambena industrija (Zuidam i Nedovi¢, 2010).

Za enkapsulaciju bioaktivnih komponenti mogu se koristiti razliCite tehnike

enkapsulacije. Izbor najpogodnije tehnike enkapsulacije u sustini zavisi od vrste matriksa koji se
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enkapsulira i karakteristika finalnog proizvoda u kome se primenjuje dobijeni proizvod. Pored
toga, izbor materijala nosac¢a ima veliki uticaj na osobine enkapsuliranih komponenti, a narocito

na efikasnost enkapsulacije (Nedovi¢ et al., 2011).

Postoji veliki broj enkapsulacionih tehnika koje su nasle svoju primenu u prehrambenoj 1
farmaceutskoj industriji. Tehnike enkapsulacije se mogu podeliti na one kod kojih se Cestica
formira usled delovanja fizicko-mehanickih efekata (raspr$ivanjem, topljenjem, zamrzavanjem) i
na tehnike kod kojih se Cestica formira pod dejstvom fizicko-hemijskog tretmana (jonotropsko
geliranje, polimerizacija, koacervacija i sl.). Medutim, nijedna od tehnika enkapsulacije se ne
moze smatrati univerzalnom za bioaktivne komponente zbog karakteristicne molekularne
strukture razliitih bioaktivnih komponenti (Ray i sar., 2016). Ovaj razlog uslovio je da se

detaljnije opisu neke od tehnika enkapsulacije, tj. one koris¢ene u okviru ove disertacije.

2.4.4.1. Spray drying

Spray drying tehnika (suSenje pomocu rasprSivanja) se Cesto koristi za suSenje
prehrambenih proizvoda, farmaceutskih proizvoda i proizvoda koje su osetljivi na visoku
temperaturu. Cesto se koristi za enkapsulaciju biljih ekstrakata, etarskih ulja i razli¢itih bioloski
aktivnih jedinjenja (Dias i sar., 2017). Zbog relativno niskih troSkova, a visokog kvaliteta i
stabilnosti dobijenog proizvoda, kao 1 mogucnosti standardizacije kvaliteta 1 osobina dobijenog
proizvoda u pogledu sadrzaja aktivnih komponenti, sadrzaja vlage, nasipne mase, veli¢ine Cestica
i drugih fizicko-hemijskih svojstava praha, spray drying predstavlja tehnologiju koja je
zastupljena u viSe industrijskih grana ukljucujuéi prehrambenu, farmaceutsku, biotehnolosku i

hemijsku industriju (Ray i sar., 2016; Sosnik i Seremeta, 2015).

Spray drying tehnika se Cesto koristi za dobijanje Cvrstih formi biljnih ekstrakta,
prvenstveno zbog pogodnosti suSenja termolabilnih komponenti koje mogu biti prisutne u
tecnom ekstraktu. Osnovni princip mikrokapsulacije spray drying tehnikom se zasniva na
rastvaranju ili dispergovanju matriksa koji se Zeli enkapsulirati u rastvoru nosaca, koji se potom

rasprSuje u struji toplog vazduha. Na ovaj nacin se rastvara¢ brzo odstrani, a matriks koji se
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enkapsulira je vrlo kratko izloZen poviSenoj temperaturi. Sam proces spray drying-a (shematski

prikaz procesa je dat na slici 11) sastoji se od 4 glavne faze (Sosnik i Seremeta, 2015):

e Rasprsivanje napojne smese u kapljice
e Kontakt rasprsenih kapljica i medijuma za susenje
e Formiranje ¢vrstih osusenih Cestica

e Odvajanje dobijenog suvog ekstrakta

Tokom prve faze bitno je da dode do formiranja finih kapljica jednakih veli¢ina kako bi
transfer toplote prilikom suSenja bio ujednacen. U zavisnosti od koncentracije i viskoziteta
napojne smese, napojna masa se rasprsuje kroz odgovarajuci atomizer, kroz mlaznice pomocu
komprimovanog gasa ili pomocu rotirajuéeg diska pri velikim brzinama, ¢ime se omogucuje
ravnomerno rasprsivanje napojne smese. Ujednacenost rasprsenih kapljica omogucava susenje u
veoma kratkom vremenu, bez naruSavanja materijala koji se susi. Ova faza je jako bitna jer od
nacina rasprSivanja zavise oblik, struktura, veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica gotovog
proizvoda (Gharsallaoui i sar., 2007; Sosnik i Seremeta, 2015). Tokom druge faze dolazi do
mesanja rasprSenih kapljica napojne smese sa strujom vrelog vazduha u komori spray dryera.
Temperatura vazduha je bitan parametar tokom suSenja, jer od vlaznosti i temperature vazduha
zavisi efikasnost procesa susenja (Mishra i sar., 2014). Kontakt izmedu rasprSenih kapljica i
vrelog vazduha zavisi od konstrukcije samog uredaja, pa u zavisnosti od toga, najcesce po
konstrukciji samog uredaja postoji istostrujno ili protivstrujno susenje. Kod istostrujnog rezima
suSenja krajnji proizvod je u kontaktu sa najhladnijim vazduhom, pa je poZeljan za suSenje
materijala osjetljivih na toplotu. Kod protivstrujnog susenja, suvi proizvod je u kontaktu sa
najtoplijim vazduhom i zbog toga se ne preporucuje za suSenje termolabilnih materijala, ali je
poZeljno u smislu vece termicke efikasnosti, odnosno efikasnijeg iskoriS¢enja toplotne energije
(Medina-Torres et al., 2013; Sosnik i Seremeta, 2015). Nakon formiranja suvih Cestica, dobijeni
suvi ekstrakt se od gasa odvaja u ciklonu. Separacija Cestica zavisi od gustine Cestica, veli¢ine 1

njihove brzine talozenja unutar ciklona (Sosnik i Seremeta, 2015).

Primenom spray drying tehnike najcesce se dobijaju Cestice sfernog oblika, a veli¢ina
Cestica varira od 10 do 100 um. Na veli¢inu dobijenih Cestica suvog ekstrakta utice vrsta

mlaznica, viskozitet napojne smeSe i brzina rasprsivanja. Kontrolisanjem temperature ulaznog
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vazduha (najceSée u opsegu 120-220 °C) i temperature na izlazu (50-80 °C), brzine protoka
napojne smese i brzine rasprSivanja obezbeduje se dobijanje suvih ekstrakta visokog kvaliteta 1
dobrih fizi¢ko-hemijskih osobina (Dobry i sar., 2009; Pordevic i sar., 2015; Zuidam i Shimoni,
2010).

Prilikom susenja spray drying tehnikom moze do¢i do poteskoca kada je u pitanju suSenje
biljnih ekstrakta ili sokova sa visokim sadrzajem Secera (Goula i Adamopoulos, 2010). Naime,
usled niske temperature prelaska u staklasto stanje (eng. glass transition temperature, Tg)
komponenti kao Sto su Seceri i organske kiseline prisutnih u matriksu, moze do¢i do problema sa
lepljivos¢u. Da bi se ovaj problem resio i da bi se dobio proizvod sa Zeljenim fizi¢ko-hemijskim
karakteristikama, koriste se nosaci (kao sredstva za susenje) sa visokom temperaturom prelaska u
staklasto stanje. Prilikom spray drying procesa, kao nosaci se najce$ce koriste guma arabika,
maltodekstrin i modifikovani skrobovi. Takode se Cesto koriste proteini, hidrokoloidi i razliciti
hidrolizovani skrobovi. Dodatak maltodekstrina rezultira smanjenjem lepljivosti do koje moze

do¢i prilikom suSenja, i na taj nacin poboljsava efikasnost suSenja (Wang i Langrish, 2009).
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Slika 11 Shema uredaja za spray drying (prilagodeno iz rada Dobry i sar.,2009)
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MesSanjem maltodekstrina (60%) sa guma arabikom (40%) postignuta je bolja stabilnost
proizvoda i pogledu sadrzaja antocijana i procijanida (Robert i sar., 2010). Koris¢enje smese
maltodekstrina, skroba i silike kao nosaca pokazalo se efikasnim u smanjenju degradacije
enkapsuliranih polifenolnih jedinjenja i o¢uvanju antioksidativne aktivnosti (Krishnaiah i sar.,

2004).

2.4.5.2. Spray congealing

Spray congealing nalazi sve vecu primenu poslednjih godina jer ne zahteva upotrebu
vodenih ili organskih rastvaraca, §to ovu metodu ¢ini ekoloski prihvatljivom i manje vremenski i
energetski zahtevnom u poredenju sa drugim tehnikama, kao §to je na primer spray drying. Za
razliku od spray drying-a, spray congealing se zasniva na atomizaciji smeSe matriksa koji se zeli
enkapsulirati u otopljenom lipidnom nosacu u komori sa temperaturom ispod tacke topljenja
nosaca (Alvim i sar., 2016; Martins i sar., 2012). Kao tehnika mikrokapsulacije, spray
congealing je pogodna tehnika za dobijanje mikrocestica sa ciljanim delovanjem. S obzirom na
to da se Cestice dobijene spray congealing tehnikom sastoje od matriksa koji se nalazi unutar
nosaca, mogu se koristiti za poboljSanje stabilnosti, prikrivanje neprijatnog ukusa i smanjenje
gastrointestinalne iritacije prouzrokovane lekovima (Albertini i sar., 2008a; Almeida i sar., 2012;
Passerini i sar., 2003; Sachan i sar., 2006).

Spray congealing obi¢no podrazumeva primenu jestivih lipida sa razli¢itim tackama
topljenja kao nosacem aktivnih komponenti koje su tipi¢no hidrofilne. Primena lipida kao nosaca
omogucava oslobadanje enkapsulirane komponente nakon varenja, kada dolazi do njegovog
oslobadanja nakon razgradnje lipida iz mikrocestica u crevima. Na taj nain se postize bolja
bioraspolozivost enkapsulirane komponente. Brzina otpustanja aktivne komponente iz
mikroCestice se moZe podesiti odabirom odgovaraju¢eg nosafa ili dodatkom aditiva.
Koris¢enjem lipofilnih nosaca, kao S§to su karnauba vosak, tristearin, gliceril behenat,
hidrogenovano biljno ulje, stearinska kiselina i mikrokristalni vosak, dobijaju se mikrocestice sa
sporijim otpustanjem aktivnih komponenti (Almeida i sar., 2012; Ribeiro i sar., 2012; Passerini i
sar., 2016; Wong i sar., 2015). Sa druge strane, hidrofilni materijali, kao $to su polietilen glikoli

viSih molekulskih masa, poloksameri 1 geluciri, koriste se kao nosaci za bolju rastvorljivost u
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vodenoj sredini. Stoga se spray congealing metoda odabira kada se Zeli pobolj$ati rastvorljivost i
brzina rastvaranja aktivnih komponenti slabo rastvorljivih u vodi (Ili¢ i sar., 2009; Passerini i
sar., 2012; Passerini i sar., 2002a).

Koris¢enjem spray congealing tehnike enkapsulacije dobija se proizvod koji odlikuje
pravilan oblik dobijenih mikrocestica, ujednacene veli¢ine, dobre protoCnosti, koji se moze
koristiti kao gotov proizvod ili za dalje procese, kao $to su tabletiranje i punjenje kapsula.
Specificne morfoloske osobine, kao Sto su veli¢ina i raspodela Cestica, kao i oslobadanje
matriksa i nosaca najvise zavise od procesnih parametara, kao $to su temperatura gasa prilikom
rasprsivanja, pritisak prilikom rasprsivanja, tip mlaznice i protok napojne smese (Albertini i sar.,

2009; Duarte i sar., 2016).

Aparatura za spray congealing (slika 12) je sli¢cna aparaturi za spray drying, ali ovde
nema rastvaraca koji isparava prilikom procesa. Prilikom spray congealing procesa nosac se
zagreva do temperature od oko 10 do 20° C iznad njegove tacke topljenja. Matriks, odnosno
aktivna komponenta se disperguje, emulguje ili rastvara u otopljenom nosacu i tako dobijena
napojna smesa se doprema peristaltickom pumpom u zagrejanu mlaznicu i rasprSuje u komoru
koja je najceS¢e na sobnoj temperaturi, gde dolazi do o¢vrS¢avanja i formiranja Cestica usled
kontakta sa hladnim vazduhom. Formirane Cestice se skupljaju u kolektorsku posudu, a jako
sitne Cestice skupljaju se u posebnom ciklonu. Ceo proces je vrlo brz, odnosno mikrocestice se
dobijaju u roku od nekoliko sekundi nakon rasprsivanja (Oriani i sar., 2016; Zuidam i Shimoni,
2010).
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3.Materijal | metode

Eksperimentalni deo istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je uraden u
laboratoriji za farmaceutsko inzenjerstvo TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu, laboratorijama
Naucnog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu i laboratorijama Poljoprivrednog
fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, kao i u laboratoriji za farmaceutsku hemiju i tehnologiju
Univerziteta u Bolonji u Italiji.

U okviru ove doktorske disertacije su primenjeni i analizirani razli¢iti tehnoloski procesi
u cilju oCuvanja senzornih svojstava i bioaktivnih jedinjenja sremusa u cilju proizvodnje novih,
visokokvalitetnih poluproizvoda i proizvoda. U cilju dobijanja optimalnih parametara procesa
skladiStenja, suSenja, nacina ekstrakcije i enkapsulacije dobijenih ekstrakata primenjene su
metode optimizacije jedan po jedan faktor (one-factor-at-a-time) ili optimizacija pomo¢u metode

odzivne povrsine (Response surface methodology, RSM).

3.1. Specificne hemikalije i reagensi

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ene su slede¢e hemikalije:

Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), (+)-katehin (Sigma-Aldrich
GmbH, Nemacka), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil-hidrat (DPPH-) (Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijumova so (ABTYS)
(Sigma-Aldrich  GmbH,  Nemacka), Trolox  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-
karboksilnakiselina) (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), 5,5-ditio-bis (2-nitrobenzoic acid)
Elmanov reagens (DTNB) (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), Hepes pufer-natrijumova so
(Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka),(+)-catechin (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), galnha
kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), dialil trisulfid (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka),
dialil disulfid (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), alil sulfid (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka),

trihlorsiréetna kiselina, askorbinska kiselina (Lach-Ner, Ceska), kalijum dihidrogen fosfat (Lach-
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Ner, Ceska), alicin (ChromaDex, Inc., SAD), S-metil ester metantiosulfonske (MMTS;) (abcr,
Nemacka), ugljen-dioksid (>99,98% ¢istoce) (Messer,Srbija).

3.2. Biljni materijal

Biljni materijal kori$¢en u ovoj doktorskoj disertaciji je list sremu$a u sveZzem stanju i list
sremusa u suvom stanju. Svez list sremusa sakupljen je tokom 2016. 1 2017. godine na teritoriji
Fruske Gore. Za potrebe istrazivanja, suvi list sremusa je doniran od proizvodaca ¢ajeva Fructus,
Baska Palanka (Srbija). Suvi list sremusa je koriS¢en u eksperimentima koji su se bavili
ispitivanjem ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja je osusen prirodno na suncu.

U suvom listu sremusSa odreden je sadrZaj vlage standardnom metodom, suSenjem uzorka
na temperaturi od 105 °C do konstantne mase (Ph. Eur. 9 ), a rezultat je izrazen u procentima
(%).

Srednji pre¢nik usitnjenog biljnog materijala odreden je prosejavanjem kroz set sita
razlicitih veli¢ina otvora (Scientific Instruments s.r.l., Italija 1 Erweka, Nemacka) na vibracionoj
tresilici (Octagon Digital, Endecotts, Velika Britanija). Nakon merenja mase frakcija zaostalih na
situ i mase koja je prosla kroz sito, izracunat je srednji prec¢nik Cestica po sledecoj jednacini:

100 mi

R )

gde je m; maseni udeo frakcije i, a d; srednji pre¢nik frakcije i. Merenja su izvrSena u dva

ponavljanja.
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3.3. SkladiStenje sveZeg lista sremusa

U cilju sagledavanja uticaja uslova skladiStenja na odrzivost lista sremuSa sa aspekta
prihvatljivosti za konzumiranje u sveZzem stanju, kao i sagledavanja promena u sastavu lista tokom
skladiStenja u zavisnosti od uslova skladistenja, svez list sremuSa je skladiSten uz primenu razli¢itih
uslova pripreme za skladiStenje i temperatura skladistenja. Za analizu uticaja uslova skladistenja na
karakteristike lista sremusa, koriS¢eni SU samo zdravi i neosteceni listovi. Donji delovi stabljike
su odseceni (1-2 cm) u cilju ouvanja vodenog rezima. Listovi su skladiSteni na dva razlicita
nadina, vezani u snopice i uronjeni u vodu, tri razli¢ite temperature (4, 11 i 18 °C), uz odrzavanje
relativne vlaznosti vazduha na nivou 90-95% u rashladnim komorama sa mogué¢nos$¢éu regulacije
vlaznosti (Frigozika, Ruma, Srbija). Snopici su formirani od po 20 listova, donji deo snopica (2—
3 cm) zatim je stavljen u sud sa C¢esmenskom vodom. Za analizu uticaja pakovanja u
modifikovanoj atmosferi po 20 listova je stavljeno u plasti¢nu posudu i upakovano u
visokobarijernu sedmoslojnu foliju (180 x 400 x 0,15 mm) pri niskom vakuumu od 40%
vakuumskom pakericom sa opcijom modifikovane atmosfere (Henkelman boxer 42, Henkelman,

Holandija).

Na ovako pripremljenim uzorcima uradena je senzorna analiza (prisustvo i jacina mirisa
na sremu$ i prisustvo stranog mirisa, Svezina listova sremuSa, prisustvo Zute boje), fizicka
analiza (instrumentalno merenje boje), hemijske analize (ukupni fenoli, hlorofil i karotenoidi,
sadrzaj askorbinske kiseline, aktivnost alinaze, sadrzaj sumpornih jedinjenja) nakon 3, 6 i 15
dana skladistenja (slika 13). Opis metoda koje su primenjene za ispitivanje senzornih, fizi¢kih i

hemijskih karakteristika skladistenog lista sremusa dat je u daljem tekstu u poglavlju br 3.8. 3.9.
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3.4. SuSenje lista sremusa

Alena Tomsik

Sveze sakupljeni listovi sremuSa susni su primenom dve razliite tehnike suSenja:

konvektivnim susenjem i vakuumskim suSenjem. Pored toga listovi svezeg sremusa osuseni su i

primenom liofilizacije. Nakon suSenja uradene su fizicke analize (sadrzaj vlage, instrumentalno

merenje boje) i hemijske analiza (sadrzaj ukupnih fenola, tiosulfinata i DPPH test).

3.4.1. Konvektivno suSenje lista sremusa

Ispitivanje uticaja temperature konvektivnog procesa suSenja je sprovedeno primenom

eksperimentalne laboratorijske susnice (projektovan na Poljoprivrednom fakultetu, Univerzitet u

Novom Sadu, Srbija) shematski prikazane na slici 14 (Pavkov, 2012). List sremusa je susen na

temperaturama 40, 50, 60 i 70 °C, koje su podeSene i kontrolisane pomocu kontrolne jedinice

koja se nalazi odvojena od komore za susenje. Elektricni greja¢ (6,4 kW) je koris¢en za

postizanje zadate temperature koja je kontrolisana temperaturnim senzorima unutar komore.

Listovi sremusa su uniformno sloZeni u tankom sloju na perforirane ploc¢e (440 x 290 mm).

Masa lista sremusa je bila konstanta nezavisno od temperature susenja i iznosila je 300 g. Brzina
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Slika 14 Shematski prikaz konvektivne susnice (prilagodeno iz Pavkov, 2012)
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Alena Tomsik

strujanja toplog vazduha (1 m/s) i pritisak (atmosferski) su bili konstantni tokom celog procesa

susenja. Biljni materijal je suSen do konstantne mase. Nakon su$enja, osuseni listovi sremusa su

spakovani u polietilenske kesice sa zatvaratem i ¢uvani na suvom i tamnom mestu na sobnoj

temperaturi do momenta analize.

3.4.2. Vakuumsko suSenje lista sremusa

List sremusa suSen je u vakuumskoj su$nici (VC 115, Binder, Nemacka) na

temperaturama 40, 50, 60 i 70 ° C. Shematski prikaz susnice dat je na slici 15. Nivo vakuuma

unutar komore bio je podeSen na maksimalan nivo, koji se postize unutar vakuumske komore i

odrzavan je na 0 (+ 1) kPa. Susnica je pre uklju¢ivanja vakuumske pumpe prethodno zagrejana

do radne temperature, kako bi se postigao zeljeni pritisak u komori. Polazna masa uzorka bila je

konstantna za sve primenjene temperature suSenja i iznosila je 300 g. Listovi sremusa su uniformno

sloZeni u tankom sloju na plo¢e unutar komore i suSeni do konstantne mase. Nakon suSenja

osuSeni listovi sremusa su spakovani u polietilenske kese sa zatvaratem 1 Cuvani na suvom i

tamnom mestu na sobnoj temperaturi do momenta analize.
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Slika 15 Shematski prikaz vakuumske susnice (prilagodeno www.slideshare,net)

42



Doktorska disertacija Alena Tomsik

3.4.3. Liofilizacija lista sremusa

Svez list sremusa osusen je u liofilizatoru (Christ, Nemacka), shematski prikazanom na
slici 16. Najvaznije tehnicke karakteristike liofilizatora u kome je suSen list sremusa su sledece:
opseg radne temperature (-40 do 40 °C), osetljivost senzora (+ 0,3 ° C), maksimalno opterecenje
vage (500 g) i njena rezolucija (0,1 g), te opseg radnog pritiska (0.01-1000 mbar). Uzorak je
osuSen na -30 ° C i na pritisku od 0,01 mbar. Biljni materijal je ravnomerno rasporeden u tankom
sloju, a masa uzorka u ovom eksperimentu je iznosila 200 g. Pritisak je bio konstantan tokom
procesa suSenja. Parametri, kao §to su jaCina vakuuma, temperatura, vreme susSenja i masa

uzorka, podeseni su i kontrolisani pomoc¢u kontrolne jedinice liofilizatora.
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Slika 16 Shematski prikaz liofilizatora (prilagodeno iz www.slideshere.net)
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3.5.  Ekstrakcija lista sremusa

Nekoliko razli¢itih tehnika ekstrakcije (konvencionalna ekstrakcija, ultrazvu¢na
ekstrakcija, ekstrakcija subkriticnom vodom i ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom)
primenjeno je za analizu ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja iz lista sremuSa. Detaljan opis
primenjenih tehnika ekstrakcije dat je u daljem tekstu. Za analizu procesa ekstrakcije primenjen
je suv i usitnjen list sremusa dobijen od proizvodaca ¢ajeva Fructus d.o.o. Nakon ekstrakcije
uradena je hemijska analiza dobijenih ekstrakata (sadrzaj fenolnih jedinjenja, flavonoida i
sumpornih jedinjenja) kao i analiza bioloSke aktivnosti ekstrakata (antiokidativna i

antibakterijska aktivnost) a opis ovih metoda dat je u poglavlju 3.8 i 3.9.

3.5.1. Konvencionalna ¢vrsto-te¢na ekstrakcija lista sremusa

Ekstrakti suvog lista sremusa pripremljeni su konvencionalnim postupkom ekstrakcije—
maceracijom u trajanju od 24 h. Ekstrakcija se odvijala na sobnoj temperaturi uz konstantno
mesSanje. Odnos droge i rastvaraca je bio konstantan (1:5, m/v). Kao rastvarac¢i su primenjeni:

voda, 30%, 50%, 70% i 90% etanol.

3.5.2. Ultrazvu¢éna ekstrakcija lista sremuSa, dizajn i statisticka analiza

eksperimenta

Za ultrazvucnu ekstrakciju lista sremusa koriSéeno je ultrazvucno kupatilo (EUP540A,
Euinstruments, Francuska, slika 17) sa konstantnom frekvencijom od 40 Hz. Ekstrakcije su
radene u erlenmajeru zapremine 100 ml, koji je u svakom eksperimentu bio postavljen na istom
rastojanju od ultrazvucne sonde. Refluksni hladnjak je postavljen na erlenmajer da bi se sprecilo
isparavanje rastvaraca i da bi se odrzao konstantan odnos droge i rastvaraca (1:5, m/v). Ispitivani
parametri, ukljucujuci snagu ultrazvuka (19,2, 28,8 i 38,4 W/I), temperaturu (40, 60 i 80 °C) i

vreme ekstrakcije (40, 60 i 80 min) podeSeni su i kontrolisani pomocu kontrolne table
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ultrazvu¢nog  kupatila. Nakon ekstrakcije, __

ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir (4-
12 pm, Schleicher and Schuell, Nemacka)
primenom vakuum pumpe (V-700, Biichi,
Svajcarska), sakupljeni u staklene bocice i
¢uvani na 4 °C do analize.

Uticaj ekstrakcionih parametara
ultrazvu¢ne ekstrakcije (koncentracija etanola,
temperatura, vreme ekstrakcije i  shage
ultrazvuka) na izolovanje bioaktivnih jedinjenja
(ukupnih  fenola, ukupnih  flavonoida) i
antioksidativnu aktivnost ispitan je primenom
metode odzivne povrsine (RSM) i centralno-

kompozitnog (central composite, face centered)

Slika 17 Ekstrakcija pomo¢u ultrazvuénog kupatila

dizajna. Ovaj dizajn se sastojao od 29 razlicitih

eksperimenta sa 5 ponavljanja u centralnoj tacki (tabela 2).

Ispitivane vrednosti parametara ekstrakcije (temperature, koncentracija etanola vreme
ekstrakcije, vreme ekstrakcije i snaga ultrazvuka) u zavisnosti i njihove kodirane vrednosti su
prikazane u tabeli 2, dok je celokupni dizajn eksperimenta, kodirane i stvarne vrednosti

ultrazvucne ekstrakcije prikazan u tabeli 3.

Tabela 2 Eksperimentalni dizajn ultrazvuéne ekstrakcije sa realnim i kodiranim vrednostima ispitivanih parametara

-1 0 1

Temperatura ekstrakcije, X, (°C) 40 60 80
Koncentracija etanola, X , (%) 30 50 70
Vreme ekstrakcije, X, (min) 40 60 80
Snaga ultrazvuka, X , (W/I) 19,2 28,8 38,4
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Tabela 3 Eksperimentalni dizajn ultrazvucne ekstrakcije sa realnim i kodiranim vrednostima ispitivanih parametara za
svaku pojedinacnu ekstrakciju

Koncentracija Vreme Snaga
Temperatura (°C) etanola ekstrakcije ultrazvuka
(%) (min) (wil)

1 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8)
2 0 (60) 0 (50) 1(80) -1(19,2)
3 1 (80) 0 (50) 1(80) 0 (28,8)
4 -1 (40) 0 (50) 1(80) 0 (28,8)
5 0 (60) 1(70) 0 (60) -1(19,2)
6 1(80) -1 (30) 0 (60) 0 (28,8)
7 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8)
8 0 (60) -1 (30) 0 (60) 1(38,4)
9 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8)
10 1(80) 1(70) 0 (60) 0 (28,8)
11 0 (60) -1 (30) -1 (40) 0 (28,8)
12 1(80) 0 (50) 0 (60) 1(38,4)
13 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8)
14 -1 (40) -1 (30) 0 (60) 0 (28,8)
15 0 (60) -1 (30) 1(80) 0 (28,8)
16 0 (60) 1(70) 0 (60) 1(38,4)
17 0 (60) 0 (50) -1 (40) 1(38,4)
18 -1 (40) 0 (50) 0 (60) -1(19,2)
19 0 (60) -1 (30) 0 (60) -1(19,2)
20 1 (80) 0 (50) 0 (60) -1(19,2)
21 0 (60) 0 (50) 1(80) 1(38,4)
22 1(80) 0 (50) -1 (40) 0 (28,8)
23 0 (60) 1(70) -1 (40) 0 (28,8)
24 0 (60) 1(70) 1(80) 0 (28,8)
25 0 (60) 0 (50) -1 (40) -1(19,2)
26 -1 (40) 0 (50) 0 (60) 1(38,4)
27 -1 (40) 1(70) 0 (60) 0 (28,8)
28 -1 (40) 0 (50) -1 (40) 0 (28,8)
29 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8)
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Dizajn eksperimenta ultrazvucne ekstrakcije i analiza viSestruke linearne regresije su
uradeni pomocu softvera Design-Expert v.10 Trial (Stat-Ease, Minneapolis, USA). Rezultati su
statisticki testirani analizom varijanse (ANOVA) sa nivoom znacajnosti od 0,05. Adekvatnost
modela je ispitana pomocu koeficijenta determinacije (R?), koeficijenta varijacije (CV), p-
vrednosti za modele i nedostatka prilagodavanja (lack of fit).

Optimalni uslovi ekstrakcije su odredeni primenom zeljene funkcije, D (desirability
function). Za potvrdu numeric¢ke optimizacije predvidenih vrednosti odziva izvrSena je validacija
analizom ekstrakta pripremljenog na optimalnim vrednostima ekstrakcionih parametara.
Dobijene vrednosti odziva su poredene sa predvidenim vrednostima uz primenu 95% interval

poverenja.

3.5.3. Ekstrakcije vodom u subkriti¢cnom stanju

Ekstrakcija subkritic(nom vodom je radena u
diskontinualnom ekstraktoru pod visokim pritiskom (Parr
Instrument Company, SAD, slika 18), zapremine 450 ml,
sa maksimalnim radnim pritiskom od 200 bar i
temperaturom 350 °C, povezanim sa regulatorom
temperature. Za postizanje radnog pritiska koris¢en je
azot, dok je temperatura ekstraktora odrzavana pomocu
toplotnog omota¢a, a merena i kontrolisana preko
kontrolne table, povezane sa temperaturnom sondom u
ekstraktoru. Pre svakog eksperimenta ekstrakciona ¢elija
je zagrevana odredeno vreme u zavisnosti od Zeljene
temperature. Vreme potrebno za postizanje zeljene
temperature ekstrakcije (120, 160 i 200 °C) iznosilo je

20, 25 1 30 minuta, respektivno. Da bi se sprecilo lokalno

pregrevanje na zidovima ekstraktora koris¢ena je

Slika 18 Subkriti¢ni ekstraktor

magnetna meSalica (1000 rpm). Sve ekstrakcije su
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uradene pod izobarskim uslovima na 36 bara. Odnos droga-rastvara¢ bio je konstantan u svim
eksperimentima i iznosio je 1:10 (m/v). Temperatura ekstrakcije (120, 160, 200 °C), vreme
ekstrakcije (10, 20, 300 min) i dodatak HCI (0, 0,75, 1,5%) su varirani u zavisnosti od Zeljenih
eksperimentalni uslova. Nakon ekstrakcije ekstraktor je hladen u vodenom kupatilu sa ledom do
sobne teperature. Posle hladenja, ekstrakti su odmabh filtrirani kroz filtar papir (veli¢ina pora 4—
12 pm, Schleicher and Schuell, Nemacka) pomo¢u vakuum pumpe (V-700, Biichi, Svajcarska) i
skladiSteni na 4 °© C do daljih analiza.

Uticaj ekstrakcionih parametara, kao Sto su temperatura, vreme ekstrakcije 1 dodatak
hlorovodoniéne kiseline, na ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja i biolosku aktivnost ekstrakata,
odnosno na razli¢ite odzive (ukupne fenole, ukupne flavonoide i antioksidativnu aktivnost)
analiziran je primenom metode odzivne povrsine (RSM) 1 Box-Behnken (BBD)
eksperimentalnog dizajna (tabela 4), a celokupan dizajn i uslovi pojedina¢nih ekstrakcija

prikazan je u tabeli 5.

Dizajn eksperimenta ekstrakcije subkriticnom vodom i analiza viSestruke linearne
regresije su uradeni primenom softvera Design-Expert v. 9 i v. 10 Trial (Stat-Ease, Minneapolis,
Minnesota, USA). Dizajn eksperimenta se sastojao od 15 ekstrakcija, pri ¢emu su tri ekstrakcije

uradene na istim uslovima (centralna tacka) kako bi se analizirale eksperimentalne greske.

Tabela 4 Eksperimentalni dizajn ekstrakcije subkritiécnom vodomsa realnim i kodiranim vrednostima ispitivanih

parametara
-1 0 1
Temperatura ekstrakcije, X; [°C] 120 160 200
Vreme ekstrakcije, X, [min] 10 20 30
Dodatak HCI, X; [%] 0,75 1 15

Optimalni uslovi ekstrakcije su odredeni primenom zeljene funkcije, D (desirability
function). Rezultati su statisticki testirani analizom varijanse (ANOVA) sa nivoom znacajnosti
od 0,05. Adekvatnost modela je ispitana pomoéu koeficijenta determinacije (R%), koeficijenta

varijacije (CV), p-vrednosti za modele i nedostatak prilagodavanja (lack of fit).
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Da bi se potvrdile predvidene vrednosti odziva na optimalnim uslovima ekstrakcije,
uradena je validacija pripremom ekstrakta na odredenim optimalnim uslovima ekstrakcije i
eksperimentalno dobijene vrednosti odziva su poredene sa 95% intervalom poverenja za

predvidene vrednosti.

Tabela 5 Eksperimentalni ekstrakcije subkritiénom vodom sa realnim i kodiranim vrednostima ispitivanih
parametara za svaku pojedina¢nu ekstrakiju

Nezavisna promenljiva
Redni broj . .
Temperatura (°C) Vreme ekstrakcije (min) Dodatak HCI (%)
1 0 (160) -1(10) 1(1,5)
2 1(120) 0(20) -1 (0)
3 0 (160) -1(10) 0(0,75)
4 0 (160) 0 (20) 0(0,75)
5 0 (160) 0(20) 0(0,75)
6 1 (200) -1 (10) 0(0,75)
7 1 (200) 1(30) 0(0,75)
8 0 (160) 0 (20) 0 (0,75)
9 1 (200) 0(20) -1 (0)
10 1 (200) 0(20) 1(1,5)
11 0 (160) 1(30) -1 (0)
12 0 (160) -1(10) -1 (0)
13 -1 (120) 0(20) 1(1,5)
14 0 (160) 1(30) 1(1,5)
15 -1 (120) 1(30) 0(0,75)
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3.5.4. Ekstrakcija superkriti¢cnim ugljen-dioksidom

Superkritina ekstrakcija suvog list sremusSa izvrSena je na uredaju za visokopritisnu
ekstrakciju (HPEP, NOVA — Swiss, Svajcarska, slika 19) primenom ugljen-dioksida kao ekstragensa
pri slede¢im uslovima ekstrakcije:
pritisak ugljen-dioksida 150, 200, 250, 300, 350 i 400 bar,
temperatura 40, 50 1 60 °C,

ukupno vreme ekstrakcije 5 h

konstantan protok ugljen-dioksida od 0,194 kg/h.

Radni pritisak ekstrakcije je postignut
pomocu kompresora, a odrzavan pomocu
regulacionih ventila. Radne temperature su
postignute pomocu izmenjivaca toplote i
regulisane pomocu ultratermostata.
Parametri su tokom procesa praceni nha
kontrolnoj tabli uredaja. Vreme ekstrakcije
je bilo isto u svim eksperimentima, a prinos
ekstrakcije pracen je nakon svakih 30
minuta tokom prva dva sata ekstrakcije, a
zatim merenjem mase dobijenog ekstrakta
na svakih sat vremena do ukupno 5 sati
ekstrakcije. Separacija dobijenog ekstrakta
od ugljen-dioksida je postignuta na pritisku
od 15 bar i temperaturi od 24 °C. Ukupni
prinos ekstrakcije je izrazen kao masa

ekstrakta (g) na 100 g droge (% m/m).

Nakon ekstrakcije ekstrakti su preneti u

Slika 19 Ekstraktor za ekstrakciju superkriti¢cnim CO,

staklene bocice i skladiSteni u zamrzivacu
na temperaturi -18 °C, kako bi se sprecila
njihova moguca degradacija.
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3.6.  Enkapsulacija
3.6.1. Enkapsulacija primenom spray drying tehnike

Za izradu suvog ekstrakta lista sremusa primenjen je tecni ekstrakt suvog lista sremusa
dobijen ekstrakcije subkriticnom vodom na optimalnim uslovima (120 °C, 10 min, 0,75% HCI).
Dobijeni te¢ni ekstrakt je suSen spray drying tehnikom na poluindustrijskom uredaju Anhydro
spray dryer (APV Anhydro AS, Danska).

U procesu suSenja kao agens za susenje i nosa¢ primenjen je maltodekstrin (DE 19,7) u
koncentraciji od 0, 10, 40 i 80% u odnosu na suvi ostatak tecnog ekstrakta. Napojna smesa
pripremljena je homogenizacijom rastvora maltodekstrina u vodi i te¢nog ekstrakta lista sremusa.
Prva napojna smesa predstavlja Cist teni ekstrakt lista sremusa. Dok su ostale napojne smese
pripremljene dodatkom maltodekstrina u koncentraciji 10% (u odnosu na suvi ostatak), odnosno
40 i 80% maltodekstrina. Pomocu peristalticke pumpe (FH100 Series, Thermo Scientific, USA)
napojna smesa je dovedena u komoru za susenje spray drying tehnikom uz konstantan protok od
1,36 I/h. Ukupna zapremina napojne sme$e za svako pojedina¢no suSenje je iznosila 1 |. Brzina
atomizera je iznosila 20,000-21,000 o/min. Ulazna temperatura vazduha (T,) je bila 120 i 140
°C, dok je izlazna temperatura (T;) bila 80 °C u svakom pojedina¢nom susenju.

Dobijeni suvi ekstrakti su sakupljeni u staklene posude i ¢uvani zasti¢eni od uticaja

vazduha i vlage, na sobnoj temperaturi u eksikatoru, do dalje analize.

Nakon dobijanja suvih ekstrakta dobijenih susenjem spray drying tehnikom odredena je
efikasnost suSenja. Efikasnost predstavlja odnos mase dobijenog suvog ekstrakta i ocekivane
teorijske mase izrazen u procentima (%). U laboratorijskim uslovima, proces susenja se smatra

efikasnim ukoliko je efikasnost ve¢a od 50% (Vidovi¢ i sar., 2014).
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3.6.2. Enkapsulacija primenom spray congeling tehnike

Superkritiéni ekstrakt lista sremusa dobijen na temperaturi od 50 °C i pritisku od 200
bara je enkapsuliran primenom spray congeling tehnike, koriS¢enjem aparture shematski
prikazane na slici 12 i mlaznice (slika 20) (projektovane u laboratorija za farmaceutsku hemiju i
tehnologiju, Univerzitet u Bolonji, Bolonja, Italija). Gelucire® 53/10 (Gattefoss¢, Francuska),

izabrani nosac je otopljen na temperaturi od 60 °C. U otopljen nosa¢ je dodato 5% ekstrakta

J/A

B oL B
N

<
/N

Slika 20 Shematski prikaz pneumatske mlaznice kod spray congeling aparature
(prilagodeno iz rada Albertini i sar., 2009)

(m/m) i smesa je meSana na magnetnoj mesalici do potpune homogenizacije. Ovako homogena
smeSa je sipana u napojni rezervoar, koji je zagrejan na 65 °C da ne bi doslo do o¢vrS¢avanja
Cestica. Pneumatska mlaznica sa Sirokim otvorom kroz koju se rasprSuje rastvor sastoji se od
atomizera za dva fluida, $to omogucava meSanje fluida i spoljasnjeg gasa pri izlasku iz otvora
mlaznice. Za rasprsivanje Cestica koriSéen je pritisak od 3 bara. Proces enkapsulacije je radena na
sobnoj temperaturi. Prilikom rasprSivanja formiraju se cCestice koje ocvr$¢avaju na sobnoj
temperaturi. Komora za rasprSivanje sluzi ujedno i kao kolektor Cestica. Nakon procesa
enkapsulacije, odreden je prinos dobijenih mikrocestice enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta
u odnosu na pocetnu koli¢inu otopljenog nosaca i ekstrakta, izrazen u %. Dobijene mikrocestice

enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta su skladiStene na 4 °C u polietilenskim bocicama.
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3.7. Metodi za analizu hemijskih karakteristika biljnog materijala, te¢nih i suvih

ekstrakata
3.7.1. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u dobijenim ekstraktima, je odreden spektrofotometrijskom
metodom po Folin—Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965). Metoda po Folin-Ciocalteu je zasnovana
na merenju redukujuc¢eg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i
fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog

jona:

(Fenol-M0W1204)4/Na2WO4/Na2MoO4 + Fenol — (FenoI-MoW1104)4—
+e—— Mo(V)

Odgovarajuce razblazenje te¢nog ekstrakta ili metanolnog rastvor suvog ekstrakta (0,1 ml) je
pomesano sa 7,9 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% Na,CO3. U
pripremi slepe probe je umesto 0,1 ml uzorka dodato 0,1 ml destilovane vode ili odgovarajuce
smese etanol-voda koja je koris¢ena kao ekstragens u C/T ekstrakciji. Reakciona smesa je
inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi i nakon toga apsorbanca je izmerena na spektrofotometru
(Janway 6300, Bibby Sciencific, France) na750 nm.

Sadrzaj ukupnih fenola u svezem listu sremusa raden je po modifikovanoj Folin-
Ciocalteu metodi (Kang i Saltveit, 2002). Samleveni svezi list sremusa (2 g) je ekstrahovan sa 20
ml smeSe etanol:voda (70:30 v/v) 10 minuta na ultrazvucnom kupatilu, dobijeni ekstrakt je
profiltriran kroz filter papir, a ostatak biljnog materijala je ekstrahovan sa dodatnih 20 ml smese
etanol:voda na orbitalnoj tresilici (300 o/min) 1 h. Nakon ekstrakcije, dobijeni ekstrakt je
profiltriran i dopunjen rastvara¢em do 50 ml u odmernom sudu. Dobijeni ekstrakt (1 ml) je
pomesan sa 7 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% Na,COs.
Reakciona smesa je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi i apsorbanca uzorka je izmerena na
750 nm. Kao slepa proba koriS¢ena je smesa u koju je umesto uzorka identi¢ne zapremine (1 ml)

dodata ista koli¢ina rastvaraca (destilovana voda ili odgovarajuc¢a smesa etanol-voda).
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Sadrzaj fenola izracunat je na osnovu kalibracione krive standardnog rastvora galne
kiseline. Sadrzaj ukupnih fenola (UF) dobijen u postupcima C/T ekstrakcije je izrazen kao
ekvivalent galne kiseline u 100 g lista sremusa (g EGK/100 g), dok je sadrzaj ukupnih fenola u
suvim ekstraktima izrazen u mg EGA/g suvog ekstrakta (mg EGK/g SE).

3.7.2. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je kolorimetrijskom metodom po Markham-u
(Harborne, 1989). Ukupni sadrzaj flavonoida je odreden u svezem i suvom listu, kao i te¢nim i
suvim ekstraktima. 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 (odgovarajucih ekstrakta) sa 4
ml destilovane vode i 0,3 ml 5% natrijum nitrita (NaNO;). Dobijena smesa je inkubirana na
sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u reakcionu smesu je dodato 0,3 ml aluminijum
hlorid heksahidrata (AICI; x 6H,0) i 5 minuta kasnije 2 ml 1 M natrijum hidroksida (NaOH).
Dobijena smesa je dopunjena destilovanom vodom do ukupne zapremine od 10 ml. Apsorbanca
uzorka je merena na spektrofotometru (model 6300, Jenway, Velika Britanija) na talasnoj duzini
510 nm.

Za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u svezem listu sremuSa kori$éen je isti
ekstrakt kao i za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola opisan u 3.8.1. Metoda je modifikovana za
svez list sremusa, tako Sto je reakciona smeSa dobijena meSanjem 4 ml ekstrakta i 1 ml 5%
natrijum nitrita (NaNO;). Dobijena reakciona smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 6
minuta. Nakon inkubacije u reakcionu smesu je dodato 2,5 ml aluminijum hlorid heksahidrata
(AICI; x 6H20) i 5 minuta kasnije 2,5 ml 1 M natrijum hidroksida (NaOH). Nakon 10 minuta

apsorbanca uzorka je merena na 510 nm.

Sadrzaj ukupnih flavonoida izracunat je na osnovu kalibracione krive standardnog
rastvora katehina. Sadrzaj ukupnih flavonoida je izrazen kao ekvivalent katehina (KE) u 1009
lista sremuSa (g KE/100 g) dok je sadrZaj ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima izraZzen u mg

KE/g suvog ekstrakta (mg KE/g SE). Analiza je radena u tri ponavljanja.
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3.7.3. Odredivanje aktivnosti alinaze u listu sremusa

Aktivnost enzima alinaze odredena je spektrofotometrijskom metodom (Anthon i Barrett,
2003; Schwimmer i Weston, 1961), koja se zasniva na merenju sadrzaja nastalog piruvata.
Piruvat nastaje delovanjem alinaze na S-alk(en)il-L-cistein sulfokside (slika 21) kada dode do

mehanickog ostecenja, naruSavanja Celijske strukture i oslobadanja enzima iz vakuola.

OH )
o] O
2 . /\/CHz i [, + N
o S alinaza P /S\/\ + 2 2 NH,4
—_—
. Ho  HCZ s “XCH, Hye coo -
NH, O
aliin alicin piruvat

Slika 21 Prevodenje alina u alicin dejstvom enzima alinaze

Nastali piruvat u reakciji sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom u kiseloj sredini daje talog
dinitrofenilhidrazona (slika 22), koji se u baznoj sredini rastvara, daju¢i braon obojeni rastvor,

¢ija se apsorbanca meri na 445 nm.

Q
J\ F H+ G

H3C) coo HyC coo” 74000' TCOO
o + H /:* |
H,oN AN S N,
SNH NH H{J NH NH
NO, NO, NO, NO,
JEEE— —_— E—
NO, NO, NO, NO,

2, 4-dinitrofenilhidrazin 2,4-dinitrofenilhidrazon

Slika 22 Reakcija piruvata sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom
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Ova metoda je veoma brza i Cesto se koristi za merenje jacine arome luka. Medutim,
posto je 2,4-dinitrofenilhidrazin nespecifi¢an reagens i reaguje sa svim karbonilnim jedinjenjima,
neophodno je izvrsiti korekciju sa uzorkom kod koga je prethodno inaktivirana alinaza.

Za odredivanje aktivnosti alinaze, 2,5 g lista sremuSa, koji je prethodno usitnjen
mlevenjem, ekstrahovano je sa 20 ml vode na orbitalnoj mu¢kalici 20 minuta na 300 o/min.
Nakon 20 min inkubacije, reakcija je zaustavljena dodatkom 5 ml 0,2 g/ml trihlorsiréetne
kiseline. Nakon 1 h supernatant se odvaja nakon centrifugiranja tokom 10 min na 10000 o/min,
filtrira i dopunjava vodom do 50 ml u odmernom sudu. Od ovako pripremljenih rastvora
pipetirano je 0,5 ml u erlenmajer i dodato 1,5 ml H,O i 1 ml 2,4-dinitrofenilhidrazina, DNPH,
(1,5 g/ml rastvor 2,4-dinitrofenilhidrazina rastvoreno u 2 M HCI). Nakon 10 min u reakcionu
smesu je dodato i 5 ml 0,6 M NaOH nakon ¢ega je apsorbanca merena na 445 nm. Slepa proba
sadrzala je 2 ml destilovane vode i 1 ml DNPH reagensa. Za korekciju su pripremljeni ekstrakti
dobijeni na isti nacin, ali sa listovima sremuSa kod kojih je prethodno inaktivirana alinaza

zagrevanjem u mikrotalasnoj peénici (NN-E201W, Panasonic, Japan) tokom 5 min.

Za konstrukciju kalibracione krive koriS¢en je standardni rastvor piruvinske kiseline.
Koncentracija piruvata u svakom ekstraktu ocitana je sa kalibracione krive i preracunata na masu

uzorka. Rezultati su izraZzeni u mg pirodrozdane kiseline na 100 g u listu sremusa (mg PK /100

9)-

3.7.4. Odredivanje ukupnih tiosulfinata u listu sremusa

Za odredivanje ukupnih tiosulfinata kori$¢ena je modifikovana metoda prikazana u radu
Lawsona i saradnika (1995). Ova indirektna metoda se zasniva na reakciji tiosulfinata sa L-
cisteinom, pri ¢emu L-cistein u visku reaguje sa 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzeva kiselina), DTNB.
Ukupni tiosulfinati se odreduju iz indirektne reakcije L-cisteina u visku i DTNB. Nastalo
jedinjenje jonizuje u neutralnoj do alkalnoj sredini dajuc¢i zuto obojenje (slika 23). Ukupni

tiosulfinati su u korelaciji sa nastalim jonizovanim 2-nitro-5-tiobenzoatom (TNB?).
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RS R—S—5S NO,
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DTNB? TNB?

Slika 23 Reakcija DTNB sa tiolnom grupom L-cisteina u visku

Usitnjeni list sremusa (2,5 g) je ekstrahovan sa 20 ml HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetanesulfonska kiselina) pufera (50 mM, pH 7,5) uz meSanje na orbitalnoj muckalici
(300 o/min) 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon ekstrakcije, ekstrakt je centrifugiran (10 min
na 10000 o/min) i profiltriran. Dobijeni ekstrakt (1 ml) je pomeSan sa 1 ml L-cisteina (5 mM u
HEPES puferu). Dobijena reakciona smesa je razblazena do 50 ml i ostavljana 15 min na sobnoj
temperaturi. Ovako dobijena smesa (9 ml) reaguje sa 1 ml rastvora DTNB (1,5 mM u HEPES
puferu). Apsorbanca je o€itana nakon 15 minuta na 412 nm. Za slepu probu umesto ekstrakta

kori$éen je Cist rastvara¢ (HEPES pufer).

Dobijeni rezultati su izrazeni kao ekvivalent alicina (AC) na 100 g svezeg uzorka,

izraCunato po sledecoj formuli:

Ctiosulfinati = (AA x100)/(2 * 14150) (2)

AA—razlika apsorbance slepe prope i probe, 14150—molarni ekstincioni koeficijent za DTNB,

2—broj mola cisteina potrebnih za nastajanje tiosulfinata
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3.7.5. Odredivanje sadrzaja L-askorbinske Kiseline u listu sremusa

Sadrzaj L-askorbinske kiseline (vitamina C) u sveZzem listu sremusSa odreden je
oksidacijom sa 2,6-p- dihlorofenolindofenolom, DIF (Trajkovié i sar., 1983). Metoda se zasniva
na redukciji DIF ragensa, koja se vizuelno moze pratiti promenom boje iz plave u alkalnoj

sredini do ruzicaste u kiseloj sredini (slika 24).

Usitnjeni list svezeg sremusa (3 g) je ekstrahovan sa 3% metafosfornom kiselinom (10
ml) pripremljenoj u 8% siréetnoj kiselini, uz meSanje na vortex mesalici i centrifugiran (5 min na
1000 o/min). U dobijeni supernatant (1 ml) je dodato 8 ml fosfatnog pufera (pH 4,5) i 1 ml DIF
reagensa. Promena boje je detektovana spektrofotometrijski na 515 nm. Analiza je radena u tri

ponavljanja. Rezultat je izraZzen kao sadrzaj askorbinske kiseline u 100 g svezeg lista sremusa.

CH,OH

iH:OH | ' |
W
0 0 HOH 0 0 \/C?‘.QH
j : j \Y
HO OH Noi o o & cl
dihlorfenolindofenol (zuZicasto ili plavo) dehidro askorbinska redukovana forma
kiselina (bezbojno)

Slika 24 Reakcija odredivanja askorbinske kiseline

3.7.6. Odredivanje polifenola tecnom hromatografijom (HPLC-DAD)

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja tecnih ekstrakta radena je po
metodi Misan i saradnika (2011), visokopritisnom te¢nom hromatografijom na uredaju (Agilent
1200 series, Paolo Alto, CA, SAD), koriste¢i Agilent, Eclipse XDB-C18 kolonu (1,8 pum,
unutrasnji pre¢nik 4,6 x 50 mm; veli¢ina punjenja 1,8 wum) mm kolonu i detektor sa nizom dioda
(Agilent, SAD). Tokom analize primenjen je linearni gradijent rastvarata sa protokom
1.00 ml/min. Pocetni odnos rastvaraca: rastvara¢ A (metanol) i rastvara¢ B (1% mravlja kiselina)
iznosio je 85% B; 0-6,2 min, 85% B; 6,2-8 min, 85-75% B; 8-13 min, 75-61% B; 13-15 min,
61% B; 15-20 min, 61-40% B; 20-25 min, 40-0% B. Vreme analize bilo je 25 min, a vreme
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ispiranja kolone 10 min. Temperatura kolone je iznosila 30 °C. Uzorak (5 ul) je injektovan
pomocu automatskog autosemplera. Spektar je podesen za snimanje u rasponu 190-400 nm, a
hromatogram je sniman na 280, 330 i 350 nm. Za kvantifikaciju je koris¢ena metoda spoljasnjeg
standarda. Fenolna jedinjenja su identifikovana na osnovu retencionog vremena i spektralnih
karakteristika u poredenju sa standardima katehina i galne kiseline (Sigma-Aldrich GmbH,

Nemacka).

Uzorak za analizu je pripremljen rastvaranjem prethodno uparenog ekstrakta u
koncentraciji u 2 mg/ml u smesi metanol i 1% mravlje kiseline (50:50 v/v) na ultrazvu¢nom
kupatilu 10 min. Uzorak je nakon toga filtriran kroz membranski filter regenerisane celuloze
0,45 um (Agilent, Paolo Alto, CA, SAD) i ubrizgan za analizu.

3.7.7. Odredivanje sumpornih jedinjenja gasnom hromatografijom (GC-MS)

Za odredivanje sumpornih jedinjenja u ekstraktima sremusa dobijenih superkritiénom
ekstrakcijom gasnom hromatografijom koris¢en je gasni hromatograf sa masenim detektorom
(Agilent Technologies 7890A; MSD Agilent 5975C, SAD), autosemplerom i kapilarnom
kolonom (HP-5MS Ul, duzine 30 m, $irine unutrasnjeg pre¢nika 0,25 mm i debljine unutrasnjeg
filma 0,25 pm). Kao gas nosa¢ koriS¢en je helijum protoka 2 ml/min. Uslovi analize su bili
podeseni: temperatura injektora iznosila je 100 °C u splitless modu, protok na injekcionom
ventilu je iznosio 15 ml/min na 3 min, a temperaturni rezim od 35 °C do 150 °C sa korakom od 3
°C/min. Parametri masenog detektora su bili sledeci: jonizacija 70 eV, temperatura jonskog
izvora 150 °C, a opseg skeniranja m/z 50450 e. Kvalitativna identifikacija sumpornih jedinjenja

izvrSena je na osnovu poklapanja sa Wiley9 bazom 1 literaturnim podacima.
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3.7.8. Odredivanje sumpornih jedinjenja tecnom hromatografijom (HPLC-DAD)

Sumpornih jedinjenja u odredenim ekstraktima i mikrocesticama dobijenim spray
congeling tehnikom odredena su na te¢nom hromatografu (Agilent 1100 series, Paolo Alto, CA,
SAD), koriste¢i CORTECS C18 kolonu (unutrasnji pre¢nik 100 X 4,6 mm, veli¢ina punjenja 2,7
mm), sa Waters VanGuard pretkolonom (unutrasnji pre¢nik 5 X 3,9 mm; veli¢ina punjenja 2,7
mm) i detektor sa nizom dioda (Agilent, SAD) u stacionarnom rezimu. Protok rastvaraca je bio
podesen na 1 ml/min, a injekciona zapremina je iznosila 50 ul. Kao mobilna faza je koris¢ena
smesa fosfathom pufera (20 mM, pH 4,5), 95% i acetonitrila 5%. Hromatogrami su snimani na
talasnoj duzini od 210 nm. Kvantifikacija je odredena integracijom dobijenih pikova i
poredenjem rezultata sa serijom standarda poznatih koncentracija (alicin, AC (ChromaDex, Inc.,
SAD), alil sulfid, AS (Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka), dialil sulfid, DADS (Sigma-Aldrich
GmbH, Nemacka) i S-metilestar metantiosulfonske kiseline (MMTS;) kreiranjem kalibracione

krive.

Neposredno pre analize, ispitivane mikrocestice su prethodno rastvorene u vodi (5 mg/
ml), uz pomocu ultrazvuénog kupatila u trajanju od 30 min. Tako dobijen rastvor je filtriran kroz

filter regenerisane celuloze, RC (0,2 um).

Kvalitativna i kvantitativna analiza sumpornih jedinjenja u uzorcima iz eksperimenta
skladiStenja svezih listova sremusa je sprovedena visokopritisnom tecnom hromatografijom,
koris¢enjem Poroshell 120 kolone (EC-18 unutrasnji precnik 3 x 100 mm; veli¢ina punjenja 2,7
um) i DAD detektora. Tokom analize primenjen je linearni gradijent rastvaraca sa protokom od
0,8 ml/min. Pocetni odnos rastvaraca A (fosfatni pufer 20 mM, pH 4,5) i rastvarata B
(acetonitril) iznosio je 95% B; 0-5 min, 5-50% B; 5-15 min, % B; 15-20 min, 50% B; 20—
22 min, 50-80% B; 22-25 min, 80% B; 25-30 min, 80-5% B. Vreme analiza iznosilo je 30 min,
dok je vreme ispiranja kolone bilo 3 min. Temperatura kolone je podeSena na 30 °C. Uzorak od
5 pl je ubrizgan pomocu automatskog ubrizgivaca. Spektar je podeSen za snimanje u rasponu
190-400 nm, dok je hromatogram sniman na 210 i 240 nm. Jedinjenja kao sto su alicin, alil
sulfid, dialil sulfid, i S-metilestar metantiosulfonske kiseline su identifikovana na osnovu

retencionog vremena i spektralnih karakteristika standarda.
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3.7.9. Odredivanje hidroksimetil furfurala (HMF) i furfurala (F) tenom
hromatografijom (HPLC-DAD)

Kvantitativno odredivanje hidroksimetil furfurala (HMF) i furfurala (F) je uradeno po
metodi Ariffina i saradnika (2014). Analize su radene na teCcnom hromatografu Agilent 1200 sa
detektorom sa nizom dioda (DAD) (Agilent Technologies), koriste¢ci XDB Zorbax Eclipse C-18
kolonu (unutra$nji pre¢nik 50 x 4,6 mm; veli¢ina punjenjal,8 um). Kao mobilna faza kori$¢ena
je izokratska smeSa metanola i vode (0.1% mravlje kiseline), u odnosu 10:90 (v:v) pri
konstantnom protoku 0,75 ml/min. Injekciona zapremina je iznosila 2 pl a temperatura kolone 30
°C. Pre ubrizgavanja na kolonu, ekstrakti su filtrirani kroz 0,45 um najlonski filter (Rotilabo-
Spritzenfilter 13 mm, Roth, Karlsruhe, Germany). Ova analiza uradena je u ekstraktima dobijeni

ekstrakcijom subkritiénom vodenom.

3.8. Metodi za analizu fizickih karakteristika biljnog materijala, suvih i

enkapsuliranih ekstrakata

3.8.1. Instrumentalno odredivanje boje

Objektivno odredivanje parametara boje podrazumeva primenu instrumentalnih metoda
odredivanja. Instrumentalno merenje boje se zasniva na definisanju boje pomocu sistema
numeracije boje. Standardni CIE sistem je jedan od najpoznatijih sistema za definisanje boje
(CIE, 1976). CIE L*a*b* koordinate povrSinske boje ispitivanih uzoraka izmerene su pomocu
kolorimetra (Minolta Chroma Meter CR-400 Konica Minolta Sensing Inc., Japan). Rezultati su
izrazeni prema CIE L*a*b* sistemu boja kao stepen svetlo¢e (L* — gde 0 oznacava crno, a 100
belo), udeo crvene/zelene boje (a* > 0 oznacava crvenu i a* < 0 oznacava zelenu boju), udeo
zute/plave boje (b* > 0 oznacava zutu i b* < 0 oznacava plavu boju). Pre merenja izvrSena je
kalibracija standardom bele boje. Boja listova svezeg i suvog sremusa je merena pomocu
hromametra (CR-400 Konica Minolta Sensing Inc., Japan), koriS¢enjem cevi za zaStitu izvora
svetlosti CR-A33f, dok je boja te¢nih ekstrakta (dobijenih ekstrakcijom subkriticnom vodnom)

izmerena u staklenoj kiveti sa duzinom puta svetlosti od 10 mm (CM-A98), montiranoj na nosac
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za merenje boje te¢nih uzoraka (CR-A505) (slika 25). Boja svih uzoraka izmerena je u pet

ponavljanja.
Ukupna promena boje (4FE) izra¢unata je prema sledec¢oj formuli (Barreiro i sar., 1997):

(3)

AE = /(L — L)? + (a; — a})? + (b; — b})?
Indeks tamnjenja (Bl) je koris¢en da bi se opisala promena boje tokom ekstrakcije

subkritiénom vodom u zavisnosti od parametara same ekstrakcije (Helou i sar., 2016). Indeks

tamnjenja je racunat po jednacini:
= (x-031) %100 (4)
0172

gde se x racuna iz slede¢e formule:

a, +1,75L, (5)

X =
5,645L, +a, —3,012b,

a gde je ag pocetna boja merenja kalibracione bele ploce, a L, a; i by predstavljaju boju ekstrakata

dobijenih na razli¢itim uslovima ekstrakcije.

=
==

® & .
, ~

)

b)

Slika 25 Instrumentalno merenje boje: a) merni instrument Konica Minolta, b) nastavak za merenje boje te¢nih
uzoraka, c) nastavak CR-A33f sa konkavnim zastitnim staklom (www.konicaminolta.com)
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3.8.2. Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima dobijenim spray drying tehnikom odreden je
standardnom metodom, su$enjem uzorka na temperaturi od 105 °C do konstantne mase (Ph. Eur.

9), a rezultat je izraZzen u procentima (%).

3.8.3. Senzorna analiza

Panel od tri ocenjivaca je ocenjivao skladiStene svezeg lista sremusa tokom trajanja
skladiStenja. Ocenjivani parametri su bili miris (nakon otvaranja pakovanja), izgled i tekstura
skladistenog sremusa. Miris je ocenjivan kao intenzitet mirisa na beli luk 0-5 (0-odsustvo, 5-
najjaCi intenzitet) i strani miris (-0dsustvo, 5-najja¢i intenzitet). lzgled je karakterisan

koriS¢enjem uvenulosti i sparusenosti.

3.8.4. Higroskopnost

Higroskopnost je odredena merenjem promene mase suvih ekstrakta dobijenih spray
drying tehnikom, u eksikatoru u koji je prethodno stavljen zasi¢en rastvor natrijum hlorida
(Vidovic¢ 1 sar., 2014). Zasicen rastvor natrijum hlorida sluzi da bi povecao relativnu vlaZznost
vazduha u eksikatoru. Higroskopnost je merena nakon 48 h, a rezultat je izrazen u procentima

(%).

3.8.5. Indeks rastvorljivosti u vodi i indeks apsorpcije vode

Indeks rastvorljivosti u vodi (water solubility index, WSI) i indeks apsorpcije vode (water
apsorption index, WAI) su odredeni tako §to je 1,0 g suvih ekstrakta dobijenih spray drying
tehnikom pomesan sa 10 ml destilovane vode u kiveti za centrifugiranje i smesa je inkubirana
tokom 15 minuta u vodenom kupatilu na 30 °C. Nakon inkubacije sme$a je centrifugirana 15
minuta na 5000 o/min. Supernatant je sakupljen u prethodno izmerene petri ploCe, suSen u

susnici na 105 °C do konstantne mase.
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Indeks rastvorljivosti u vodi predstavlja odnos mase osuSenog supernatanta i ukupne suve
materije u prvobitnom uzorku (1,0 g), izrazen u procentima (%). Indeks apsorpcije vode
predstavlja odnos mase ¢vrstih peleta zaostalih nakon centrifugiranja i ukupne suve materije u
prvobitnom uzorku (1,0 g), izraZzen u procentima (Phoungchandang i Sertwasana, 2010; Vidovi¢

i sar., 2014).

3.8.6. Odredivanje zapreminske mase

Prilikom odredivanja zapreminske mase 5 g suvih ekstrakta dobijenih spray drying
tehnikom je stavljeno u stakleni cilindar zapremine 25 ml. Cilindar sa uzorkom je, potom,
podvrgnut petominutnoj vibraciji na 300 o/min. Nakon isteka vremena ocitana je zapremina

praha u cilindru i zapreminska masa izrazena u mg/ml (Vidovié i sar., 2014).

3.8.7. Odredivanje hemijskih promena pri proizvodnji enkapsuliranog
superkriticnog ekstrakta Furijeovom transformacijom sa infracrvenom
spektroskopijom (FT-IR)

Infracrvena spektroskopija predstavlja vaznu metodu za karakterizaciju hemijske 1 fizicke
prirode razli¢itih matriksa zbog visoke osetljivost na promene u dipolnim momentima pojedinih
vibracionih grupa. Neke od molekulskih vibracija su karakteristi¢cne za molekul kao celinu, dok
su druge odraz prisustva odredenih funkcionalnih grupa u njima (Radusin, 2015). Da bi se
odredilo da 1i je doslo do nekih promena prilikom enkapsulacije spray congealing tehnikom,
uzorci su analizirani disk metodom sa kalijjum bromidom (KBr) pomoc¢u Furierove
transformacije sa infracrvenom spektroskopijom (FT-IR) (Di Sabatino i sar., 2012). Uzorak je
dodat u KBr u odnosu 1:15, usitnjen 1 izmeSan. Dobijena smeSa je komprimovana ru¢nom
presom, pritiskom od 7 t/cm? u trajanju od 3 min. Dobijeni diskovi (10 mm pre¢nik, 3 mm

debljina) su analizirani u opsegu 4004000 cm* brzinom 0,20 cm/s.
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3.8.8. Odredivanje toplotnih svojstava enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta
diferencijalnom skenirajuéom Kkalorimetrijom (differential scanning
calorimetry — DSC)

Termalne karakteristike ekstrakta dobijenog superkriticnom ekstrakcijom na 50 °C i
pritisku od 200 bara, smeSe dobijene rastvaranjem superkriticnog ekstrakta u nosacu |
enkapsuliranog  superkriticnog  ekstrakta su ispitane diferencijalnom  skeniraju¢om
kalorimetrijom. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija je bazirana na merenju razlike sadrzaja
toplote u uzorku i kontrolnog materijala—Cistog nosaca, u funkciji temperature i/ili vremena i
omogucava pracenje promena fizickih i hemijskih transformacija uzorka. Uzorci (3 mg),
zatvoreni u hermeticke aluminijumske Cunice, analizirani su na temperaturama od 20 do 180 °C

brzinom zagrevanja od 10 °C/min (Matos-Jr i sar., 2015).

3.8.9. Odredivanje morfoloskih karakteristika skenirajué¢im elektronskim
mikroskopijom (scanning electron microscopy — SEM)

Oblik i povrsina Cestica dobijenih enkapsulacijom superkriticnog ekstrakta dobijenog
spray congealing tehnikom ekstraktom su analizirani skenirajuéim elektri¢cnim mikroskopom
(SEM) sa ulaznim naponom od 2,0 kV. Prethodno, uzorci su naneti na nosa¢ dvostranom
lepljivom trakom i prevuceni slojem Ag/Pd u atmosferi argona pomocéu visoko-vakuumskog

isparivaca (Albertini i sar., 2004).
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3.9. Ispitivanje bioloSke aktivnosti odredenih ekstrakata

3.9.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na 1,1-difenil-pikril-hidrazil (DPPH)

radikale

Antiradikalska  aktivnost ispitivanih  ekstrakata je analizirana indirektnom
spektrofotometrijskom DPPH metodom (Espin i sar., 2000). Ova metoda je brza i jednostavna i

stoga se primenjuje za analizu $irokog spektra uzoraka (Chen i sar., 2012).

DPPH metoda se zasniva na pracenju konverzije stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikala (DPPH"), intenzivno ljubiCaste boje u Zuto obojenu redukovanu formu DPPH-H u

prisustvu antioksidanta (slika 26). Pojava Zute boje objasnjava se sposobno$¢u pojedinih

o @\ N Antioksidant Q 02N .
< PR
NN NO: — 2 l
, @ N Biljni ekstrakt oM ,
DPPH radikla redukovani DPPH radikla

Slika 26 Promena boje DPPH radikala u prisustvu antioksidansa

komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri ¢emu DPPH’ prelazi u redukovani

neutralni DPPH-H. Reakcija je praena promenom apsorbancije na 517 nm (Sanchez-Moreno,
2002).

Razli¢ite zapremine ekstrakta su pomesane sa metanolom (95%) i 90 uM 2,2- difenil-1-
pikril-hidrazilom (DPPH") u cilju dobijanja serije finalnih koncentracija ispitivanog ekstrakta.
Apsorbanca je merena spektrofotometrom (Jenway 6300 VIS, Velika Britanija na 517 nm nakon
60 minuta stajanja na sobnoj temperaturi.

Antiradikalska aktivnost (%RSC) je racunata prema jednacini:

%RSC =100 — Auzona x100 (6)

lepeprobe

66



Doktorska disertacija Alena Tomsik

Antioksidativna aktivnost iskazana je kao ICso (mg/ml), koja predstavlja koncentraciju
ispitivanog ekstrakta koja je potrebna da neutraliSe 50% slobodnih radikala u model sistemu.

Svako ispitivanje je sprovedeno u 3 ponavljanja.

3.9.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6-sulfo katjon (ABTS™) radikale

Sposobnost neutralizacije ABTS" radikala je odredena spektrofotometrijskom metodom
(Re i sar., 1999). 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS) je jedinjenje
koje oksidacijom sa kalijum-peroksidisulfatom (K,S,0s) daje plavi katjon radikal (ABTS™™) sa
maksimumom apsorpcije na 734 nm. U prisustvu antioksidanta rastvor se obezbojava posto
antioksidanti redukuju katjon radikal do ABTS, a obezbojavanje rastvora je u korelaciji sa
antioksidativnom aktivno$cu ispitivanih ekstrakata. Prikaz reakcije dat je na slici 27.
Rastvor ABTS reagensa je pripremljen meSanjem 7 mM vodenog rastvora diamonijumove soli
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline (ABTS) i 2,45 mM kalijum persulfata u

odnosu 1:1 (v/v) i inkubacijom na sobnoj temperaturi tokom 16 h u odsustvu svetlosti. ABTS
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Slika 27 Promena boje ABTS" radikala u prisustvu antioksidansa

67



Doktorska disertacija Alena Tomsik

reagens je razblazen acetatnim puferom (pH 3,3) kako bi se apsorbanca na 734 nm podesila na
0,70 £+ 0,02. Serija razblazenja tecnih i suvih ekstrakata (0,1 ml) se pomesa sa ABTS reagensom
(2,9 ml) i inkubira na sobnoj temperaturi tokom 300 min u odsustvu svetlosti. Apsorbanca se
meri na 734 nm. U cilju konstruisanja kalibracione krive kori§¢en je sveze pripremljeni vodeni
rastvor Trolox-a (0-0,8 mM). Rezultati su izrazeni u mM ekvivalentima Trolox-a po 100 g droge
(mM Trolox/100 g droge).

3.9.3. Antimikrobno delovanje

3.9.3.1. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti vodenog ekstrakta sremusa

Test mikroorganizmi

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti vodenog ekstrakta sremusa dobijenog na
optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom koristeni su sledec¢i bakterijski sojevi:

e Escherichia coli ATCC 10536,

e Escherichia coli ATCC 8739,

e Salmonella Enteritidis ATCC 13076,

e Listeria monocytogenes ATCC 19111,

e Proteus hauseri ATCC 13315 i

e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Odabrani sojevi E. coli, S. Enteritidis, L. monocytogenes, P. mirabilis i E. faecalis
pripadaju ameri¢koj kolekciji bakterijskih kultura. Komercijalni sojevi nabavljeni u
liofilizovanom stanju su do momenta aktiviranja ¢uvani u frizideru. Nakon otvaranja pakovanja,
pripremane su subkulture u skladu sa uputstvima proizvodaca i skladistene na kosom hranljivom
agaru (Himedia, Indija) u frizideru na +4 °C. Jednom nedeljno su kulture osvezavane
presejavanjem na novi kosi hranljivi agar (Himedia, Indija), da bi nakon isteka jednog meseca

one bile bezbedno uklanjane. Nakon toga, otvarano je novo komercijalno pakovanje i prethodno
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opisani postupak je ponavljan. Radne kulture su pripremane od pripadajuc¢ih subkultura

zasejavanjem na hranljivi agar (Himedia, India) i inkubiranjem na 37 °C, tokom 18-24 h.

Vestacka kontaminacija

Deo materijala sa radne kulture test mikroorganizma je pod asepti¢nim uslovima, pomoc¢u
mikrobioloske eze, prenet u epruvetu sa sterilnim slanim rastvorom i suspendovan intenzivnim
muckanjem na vorteksu (Marshall Sciencific, Velika Britanija). Gustina suspenzije je pomocu
denzitometra (DEN-1, Biosan, Letonija) podeSena tako da odgovara vrednosti 0,5 McFarland
standarda. Od osnovne suspenzije test mikroorganizma pripremljena je serija decimalnih
razblaZzenja u slanom rastvoru. Odredena zapremina inokulata iz odgovarajueg decimalnog
razblazenja je zasejana u 1 ml hranljivog bujona (Himedia, Indija) sa ekstraktom dobijenim na
optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom. odgovaraju¢e koncentracije (5, 10, 15,
20, 25 i 30 mg/ml), kako bi se dobili Zeljeni nivoi kontaminacije (10%, 10°, 10, 10° i 10° cfu/ml).
Svaki uzorak je odvojeno kontaminiran pojedina¢nim test mikroorganizmom. Kao pozitivna
kontrola koriS¢en je hranljivi bujon, veStacki kontaminiran test mikroorganizmima U 5
pomenutih nivoa kontaminacije, dok je neinokulisani hranljivi bujon sa dodatim subkriti¢nim

vodenim ekstraktom sremusa upotrebljen kao negativna kontrola.

Antibakterijski test

Kontaminirani uzorci subkritiénog (vodenog ekstrakta sremusa su inkubirani 24 h na 37
°C, u hranljivom bujonu pod aerobnim uslovima. Nakon zavrSetka inkubiranja, broj test
mikroorganizama u ispitivanim uzorcima je odredivan primenom drop plate metode (Reed i
Reed, 1948). U tu svrhu je koristen Plate count agar (Himedia, Indija), a isti postupak je
primenjen na pozitivnim i negativnim kontrolama. Sva ispitivanja su izvrSena u tri ponavljanja.

Rezultat je izraZen kao logoaritanski broj bakterija u ml ispitivanog uzroka (log cfu/ml).
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3.9.3.2. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakta dobijenog superkriticnom
ekstrakcijom i enkapsuliranog ekstrakta dobijenog superkriticnom
ekstrakcijom

Antibakterijska aktivnost ekstrakta dobijenog superkriticnom ekstrakcijom na temperaturi
od 50 °C i pritisku od 200 bara, kao i enkapsuliranog ekstrakta sremusa spray congealing
tehnikom ispitivana je na cetiri Gram negativne (Salmonella Typhimuirum ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 8739, Proteus hauseri ATCC 13315, Salmonella Enteritidis ATCC
13076) i tri Gram pozitivne (Listeria monocitogenes ATCC 19111, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212) bakterije. Sojevi u liofilizovanom stanju su
do momenta aktiviranja c¢uvani u frizideru. Nakon otvaranja pakovanja, pripremane su
subkulture u skladu sa uputstvima proizvodaca i skladiStene na kosom hranljivom agaru
(Himedia, Indija) u frizideru na +4 °C. Posle 24 h inkubacije na hranljivom agaru (Himedia,
Indija) na 37 ° C, izolovane kolonije testiranih bakterija su inokulirale u 0,1% slani peptonski
rastvor (Himedia, Indija) i intenzivno muckane na vorteksu (Marshall Sciencific, Velika
Britanija).. Gustina bakterijske suspenzije je prilagodena da odgovara 0,5 McFarland standardu
pomocu denzitometra (DEN-1, Biosan, Letonija). Od pocetne suspenzije potom su pripremana

decimalna razblazenja u 0,1% slanom peptonskom rastvoru.

Antimikrobna aktivnost enkapusliranog superkriti¢nog ekstrakta je ispitana odmah nakon
eknapsulacije a zatim i nakon 3 meseca njihovog skladiStenja na 5 °C. Antibakterijski test je
uraden po modifikovanoj metodi (Jothi, 2009): 100 mg superkriticnog ekstraktai enkapsuliranog
superkriti¢nog ekstrakta dodato je u 300 ml bakterijske suspenzije (10° cfu/ml), homogenizovano
na vorteksu 1 inkubirano 24 h na 25 °C na orbitalnoj muckalici (200 o/min) (Biosan, Litvanija).
Broj test mikroorganizama u ispitivanim uzorcima je odredivan primenom drop plate metode. U
tu svrhu je koriSten Plate count agar (Himedia, Indija), a isti postupak je primenjen na
pozitivnim (prazan mikrocCestice, bez ekstrakta) i negativnim kontrolama (bez uzorka). Kao
negativna kontrola koris¢ene su prazne mikrocestice. Sva ispitivanja su radena u tri ponavljanja.

Rezultat je izraZen kao logoaritanski broj bakterija u ml ispitivanog uzroka (log cfu/ml).
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3.10. Optimizacija tehnoloskih procesa i eksperimentalni dizajn

U okviru ove doktorske disertacije za matemati¢ku analizu tehnoloSkih postupaka
primenjena je metoda optimizacije jedan po jedan faktor (one-factor-at-a-time). U ovoj metodi
ispitivan je uticaj svakog pojedina¢nog odabranog parametra procesa, dok su ostali parametri bili
konstantni. Ovakav nacin matematicke analize i optimizacije procesa je primenjen prilikom
analize procesa skladiStenja, susenja, prilikom konvencionalne C/T ekstrakcije i superkriti¢ne

ekstrakcije pomocu COs.

Za analizu uticaja procesnih parametara kod ultrazvucne i ekstrakcije subkriticnom
vodom lista sremuSa za matematicku analizu i optimizaciju procesa ekstrakcije je primenjena
metoda odzivne povrSine zbog njene mogucnosti primene i ispitivanja odziva pod uticajem
nekoliko promenljivih veli¢ina istovremeno (Montgomery, 2005). Ova metoda Koristi
kvantitativne podatke iz odgovarajueg eksperimentalnog dizajna kako bi se odredio i1
istovremeno resio problem sa vise promenljivih. Jednacine opisuju uticaj ispitivanih parametara
na ispitivane odzive, odreduju medusobne odnose izmedu ispitivanih parametara i predstavljaju
kombinovani efekat svih ispitivanih parametara. Ovakav pristup omogucava efikasniju postavku

samog eksperimenta i bolje tumacenje dobijenih rezultata (Erbay i Icier, 2009).
Ispitivani odzivi se fituju kvadratnim polinomom prema jednacini (Ferreira i sar., 2007):
Y= Bo+ X BiXi+ Xy Bu X+ XX By X (7

gde su Y odziv, X; i X; stvarne ili kodirane nezavisno promenljive, a fo, fi, fii pij regresioni

koeficijenti za srednju vrednost, linearne, kvadratne i ¢lanove interakcije.

U cilju normalizacije parametara i izostavljanja uticaja mernih jedinica, nezavisne
promenljive, odnosno parametri procesa, primenjuju se u kodiranom obliku po jednacini 2 (Bas i

Boyaci, 2007).
X = (x; —x)/Bx (8)

gde X predstavlja kodiranu vrednost, x; realnu vrednost, X, realnu vrednost u centralnoj tacki i Ax

razliku maksimalne i centralne vrednosti nezavisne promenljive.
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3.11. Statisticka analiza

Rezultati za ispitivane parametre dobijeni su merenjem u tri ponavljanja, a izrazeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Za poredenje rezultata osusenih uzoraka sremusa, kao i
teCnih 1 suvih ekstrakata dobijenih primenom razli¢itih tehnoloSkih procesa koriS¢ene su statisticke
metode jednofaktorske i dvofaktorske analize varijanse (ANOVA). Znacajne statistiCke razlike su

identifikovane primenom Tuckey post-hoc testa (Statistica 10, Minitab 17).
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4. Rezultati 1 diskusija

4.1. SkladiStenje lista sremusa

Na prole¢e, tokom sezone branja, listovi sremuSa se najceS¢e prodaju na zelenim
pijacama u sveznjevima, zaronjenim u vodu, na temperaturi sredine, a odnedavno se sremus
moze naci 1 u nekim od marketa, u otvorenim friziderima (10-15 °C). Kao i ostalo lisnato
povrée, listovi sremusa, ako nisu adekvatno Cuvani, brzo venu i pozute. Zbog sklonosti da brzo
izgube svezinu, bitno je ustanoviti optimalne parametre Cuvanja svezeg sremusa, kako bi se
ocuvale njegove bioaktivne komponente, senzorne i nutritivne karakteristike. Kako bi se
sagledala trajnost sremuSa za konzumiranje u svezem stanju, ali 1 mogucénost primene
skladistenog sremusa za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja postavljen je eksperiment u okviru
koga je ispitan uticaj temperature skladistenja, duzine trajanja skladiStenja i nacina pakovanja

sremusa fizicke i hemijske karakteristike svezeg sremusa.

Pakovanje svezeg povréa pod modifikovanom atmosferom je jedna od novih tehnologija
pakovanja hrane, koja omogucava produzenje roka trajanja proizvoda smanjenjem njegove stope
respiracije (Jacxsens i sar., 2002). Na osnovu rezultata postignutih kod drugog lisnatog povréa
(Oliveira i sar., 2015; Sandhya, 2010), pretpostavka je da bi se trajnost sremusa mogla produZiti
primenom pakovanja u modifikovanoj atmosferi zbog Cega je analiziran i1 ovakav nacin

skladiStenja svezeg sremusa.

U postavljenom eksperimentu temperature skladiStenja su odabrane tako da simuliraju
uslove u kojima bi sremu$ mogao da se prodaje na pijacama na temperaturi okoline tokom
proleénih meseci (18 °C), u marketima u otvorenim rashladnim sistemima (11 °C) 1 u
hladnjacama (4 °C). Senzorske i1 hemijske karakteristike ovako skladiStenog sremusa su
analizirane prvi dan, nakon branja, kao kontrola i nakon 3, 6, 9 i 15 dana, odnosno do isteka roka
trajanja za konzumiranje u svezem stanju, utvrdenog na osnovu senzorskih svojstava. Senzorski
je ocenjivano prisustvo karakteristicnog mirisa na sremu$ i eventualno prisustvo/odsustvo

stranog mirisa, kao 1 uopsteno stanje skladistenog sremusa.
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Potrosaci obi¢no kupuju svez proizvod na osnovu njegovih vizuelnih svojstava, dok se
druge komponente kvaliteta registruju tek naknadno, prilikom kori§¢enja. Iz tog razloga pracena
je 1 vizuelna promena sremusa skladiStenog u sveznjevima zaronjenim u vodi I u modifikovanoj
atmosferi. Detektovane promene prikazane su na slikama 28 i 29, dok je promene boje, odredena

instrumentalno, a izrazena preko L*a*b* parametra prikazana u tabeli 6.

y

a) b)

Slika 28 Vizuelne promene sveZeg lista sremusa detektovane tokom skladiStenja sremusa na 18 °C : a) prvi dan, b) treéi dan, c)
Sesti dan

Slika 29 Vizuelne promene sveZeg lista sremusa detektovane tokom skladiStenja
sremusa u modifikovanoj atmosferi na 18 °C : a) prvi dan, b) deveti dan
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Promena boje je Cesto prvi indikator starenja i propadanja svezeg voca i povréa i moze

umanjiti njegovu ekonomsku vrednost. Kod listova svezeg sremusa skladiStenog u sveznjevima

uronjenim u vodu ve¢ nakon treceg dana doslo je do vidljivih promena boje listova sremusa, dok

je znacajna promena bila vidljiva nakon Sestog dana (slika 28). U pakovanju sa modifikovanom

atmosferom ove promene su bile znatno sporije (slika 29). Na osnovu dobijenih rezultata,

utvrdeno je da je na vizuelne promene skladistenih listova svezeg sremusa najvise je uticala

temperature skladiStenja.

Tabela 6 Promena parametara boje sveZeg lista sremusa u zavisnosti od uslova skladiStenja

Pocetni uzorak 36,82 -14,37 17,37
Skladistenje u modifikovanoj atmosferi
4 3 40,28 -15,64 19,28
6 37,63 -14,28 16,93
9 37,77 -14,85 18,87
15 38,33 -15,45 19,41
11 3 42,25 -16,02 21,41
6 39,35 -15,37 18,81
9 39,05 -15,38 20,48
15 37,06 -14,29 17,34
18 3 38,21 -14,91 18,22
6 39,21 -14,30 17,54
9 37,89 -15,24 19,05
SkladiStenje u sveZnjevima
4 3 38,04 -15,75 19,37
6 38,99 -14,81 18,75
9 38,47 -15,85 20,62
15 38,58 -16,09 20,93
11 3 38,40 -15,29 19,31
6 38,38 -14,41 17,56
9 39,48 -16,36 22,17
15 42,94 -16,01 25,55
18 3 37,89 -14,41 17,93
6 45,19 -14,96 24,53
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Na temperaturi od 18 °C doslo je do najbrzeg propadanja lista svezeg sremusSa Sto se
manifestovalo pojavom Zute boje na listovima i gubitkom svezine listova (slika 28). Maksimalna
duzina cuvanja sremus$a na ovoj temperaturi je bila 6 dana, dok je sremu$ pakovan u
modifikovanoj atmosferi (MAP) bio otporniji u pogledu vizuelnih karakteristika i njegov rok
trajanja je iznosio maksimalno 9 dana. Na nizim temperaturama degradativne promene su se
odvijale sporije, pri ¢emu je pakovanje u modifikovanoj atmosferi pri ovim temperaturnim
uslovima dalo najbolje rezultate, obzirom da su listovi ovako pakovanog sremusa izgledali
najsvezije, a promena boje/razvoj zute boje je najmanje izrazen. Maksimalno vreme skladiStenja
na temperaturi 11 i 4 °C bilo 15 i 25 dana za sveznjeve uronjene u vodu i za sremu$ pakovan u
modifikovanoj atmosferi, redom. Za slicne proizvode, odnosno za lisnato povrée, period
skladiStenja i prodaje je uglavnom do Sest dana. Ovaj period moze da varira u zavisnosti od vrste
i same sorte proizvoda, a duzina trajanja svezeg i sveze sefenog povrca (salate i meSane salate)

je obi¢no od 7 do 14 dana (Ferrante i sar., 2004).

Senzorskom ocenom mirisa sremusa skladiStenog u sveznjevima zaronjenim u vodu i
pakovanim u modifikovanoj atmosferi ustanovljeno je da je doslo do brzeg gubitka
karakteristiénog mirisa na beli luk u pakovanju sa modifikovanom atmosferom u odnosu na
sremus skladiSten na vazduhu, uronjen u vodu. Gubitak karakteristicnog mirisa je bio znatno brzi

na viS§im temperaturama nezavisno od nacina skladistenja (slika 30).

a) 6 b) 6
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Slika 30 Senzorska ocena intenziteta mirisa lista sremusa u zavisnosti od trajanja i uslova skladistenja (a- sveZanj, b- MAP)
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Pakovanje lisnatog povréa u modifikovanoj atmosferi moze usporiti proces propadanja i
pojavu Zute boje, ali nedostatak ovog nacina skladiStenja predstavlja moguénost degradacije
tkiva usled respiracije, fermentacije ili kisele degradacije tkiva usled ¢ega dolazi do pojave
stranog mirisa (Lekke i sar., 2013; Nielsen i sar., 2008). Rezultati postavljenog eksperimenta
pokazuju da je duze ¢uvanje sremusa u modifikovanoj atmosferi dovelo do stvaranja stranog
mirisa, koji je detektovan neposredno nakon otvaranja pakovanja (tabela 7), sto je u skladu sa
prethodno navedenom tvrdnjom. Detektovani miris je okarakterisan kao nakiseo, miris na
alkohol i miris na pocéetak fermentacije i on se razlikovao u zavisnosti od trajanja skladiStenja i
temperature ¢uvanja. Pojavu stranog mirisa su detektovali i Neilsen i saradnici (2008) prilikom
skladistenja rukole, kao 1 Imahori i saradnici (2007) prilikom skladistenja vlasca. Imahori i
saradnici (2007) su karakteristi¢an miris na alkohol i fermentaciju pripisali anaerobnim uslovima
pakovanja i nakupljanju fermentacionih proizvoda, kao i visokom sadrzaju CO, unutar

pakovanja.

Tabela 7 Senzorska ocena pojave stranog mirisa u zavisnosti od trajanja i uslova skladistenja lista sremusa

Temperature/dani 1 3 6 9 15 25
SkladiStenje u sveZnjevima potopljenim u vodu

4°C 0 0 0 0 0,67 1
11°C 0 0 0 0 1,33

18°C 0 0 2

SkladiStenje u modifikovanoj atmosferi

4 °C 0 0 0 blago kiseo | blago kiseo blago kiseo
11°C 0 0 malo nakiseo | kiselo

18°C 0 nakiseo | fermentacija

0-odsustvo stranog mirisa, 5-najjaci intenzitet stranog mirisa. Nakon evaluacije uzorci koji su ocenjeni sa vise od 0,5

boda definisani su kao neprihvatljivi.

Radi potpune analize uticaja naCina i parametara skladiStenja na kvalitet lista svezeg
sremusa, pored analize senzorskih i vizuelnih promena, uradena je i analiza sadrzaja, 0dnosno
promena sadrzaja odabranih bioaktivnih jedinjenja, odreden je sadrzaji askorbinske kiseline,
ukupnih fenola i ukupnih tiosulfinata, kao i1 aktivnost alinaze, u zavisnosti od uslova skladistenja

sremusa. Dobijeni rezultati su prikazani u tabelama 8 i 9.
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Sadrzaj askorbinske kiseline (tabela 8) se menjao u velikom rasponu od 56,09 do 4,98
mg/100 g svezeg proizvoda u zavisnosti od temperature, nacina i vremena skladiStenja. Manji
stepen redukcije askorbinske kiseline je zabelezen kod sremusSa koji je bio uronjen u vodu.
Askorbinska kiselina u ovako skladistenom sremusu je najbolje o¢uvala na temperaturi od 4 °C,
pri ¢emu je doslo do redukcije njenog sadrzaja za oko 2,8%, dok je ova redukcija bila znacajno
veéa na viSim temperaturama 20% na 11 °C i 65% na 18 °C, nakon 6 dana skladistenja.
Redukcija askorbinske kiseline nakon 15 dana bila znatno vece i iznosila je 20,41% na 4°C i
47,62% na 11 °C. Serea i saradnici (2014) su zabelezili znacajnu redukciju askorbinske kiseline
tokom skladiStenja zelene salate, u kojoj se nakon 15 dana skladiStenja na temperaturi 0—6 °C
sadrzaj askorbinske kiseline kretao u intervalu od 6,47 do 2,93 mg/100 g svezeg proizvoda.
Prema Lee i Kader (2000) prilikom skladiStenja lisnatog povr¢a dolazi do redukcije askorbinske
kiseline za oko 10% nakon 6 dana skladiStenja, dok je gubitak od 20% zabelezen ve¢ nakon dva
dana skladiStenja na sobnoj temperature. Veca redukcija je zabelezena na viSim temperaturama
skladiStenja. Zbog toga jeodredivanje adekvatne temperature tokom skladistenja najvazniji faktor
za oCuvanje sadrzaja askorbinske kiseline, odnosno vitamina C, kod svezeg voca i povrca. Do
vec¢ih gubitaka vitamina C brZe dolazi na vi§im temperaturama i sa produzenim trajanjem
skladistenja. Lee i Kader (2000) su dosli do zakljucka da se gubitak vitamina C tokom
skladiStenja moze smanjiti skladiStenjem voca i povréa u atmosferi sa smanjenim udelom O i/ili
atmosferi koja sadrzi do 10% CO,. Medutim, Veltman i saradnici (2000) i Agar i saradnici
(1997) su primetili poveé¢anu redukciju askorbinske kiseline povecanjem CO, a smanjenjem O,
unutar pakovanja. Slicno rezultatu su dobijeni za sadrzaj akorbinske kiseline u skladiStenim
listovima sremusa u modifikovanoj atmosferi. Kod listova sremusa pakovanim u modifikovanoj
atmosferi doSlo do vece redukcije askorbinske kiseline na 11 1 18 °C u odnosu na skladiStenje
sveznjeva zaronjenih u vodu. Zbog toga je bitno da se za svaki biljni proizvod ispita uticaj

pakovanja u modifikovanoj amosferi, kao i sadZaj gasova unutar pakovanja.

Poredenjem sadrzaja askorbinske kiseline, u lisnatom povréu kao $to je zelena salata
(Serea et al., 2014) i spana¢ (Toledo et al., 2003), sremus je i do deset puta bogatiji
askorbinskom kiselinom nego zelena salata, dok je sadrzaj askorbinske kiseline u spanacu (61.98

mg/100 g svezeg spanaca) priblizno isti kao i kod sremusa.
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Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u biljkama moze varirati u Sirokom opsegu i zavisi od
mnogih faktora. Sadrzaj fenola prvenstveno zavisi od stadijuma zrelosti biljke, a pored toga, na
njihov sadrzaj uticu i sorta, lokalitet, uslovi tokom rasta i uzgajanja, kao i uslovi ¢uvanja nakon
branja (Lachowicz i sar., 2016). Tako se sadrzaj ukupnih fenola prilikom skladiStenja zelene
salate tokom 15 dana menjao od 3,83 do 2,27 mg EGA/g svezeg proizvoda u zavisnosti od sorte i

temperature skladiStenja (Serea i sar., 2014).

Pra¢enjem promene sadrzaja ukupnih fenola u svezem listu sremusa, tokom skladistenja
ustanovljeno je da je doslo je do povecanja sadrzaja ukupnih fenola na svim temperaturama u
poredenju sa kontrolnim uzorkom od prvog dana. Povecanje ukupnih fenola je zapazeno i sa

porastom temperature i duzine skladiStenja u oba nacina pakovanja u odnosu na pocetni uzorak

(tabela 8).

Tabela 8 Sadrzaj askorbinske kiseline i ukupnih fenola u svezem listu remusa u zavisnosti od trajanja i uslova

skladiStenja

Temperatura/dani 1 6 15 1 6 15
Askorbinska kiselina [AK mg/100 g sveZeg uzorka]

4°C 57,7 56,09 45,92 57,7 52,05 46,78
11°C 46,2 30,22 32,72 20,17
18°C 20,28 4,98

Ukupni fenoli [mg EGK/100 g sveZeg uzoral

4°C 162,91 | 180,41 | 174,76 | 162,91 | 164,54 | 1751
11°C 186,13 | 210,51 176,52 | 207,19
18°C 190,02 206,83

EGK-ekvivalent galne kiseline, AK-ekvivalent askorbinske kiseline

Poredenjem sadrzaja ukupnih fenola u pocetnom uzorku i uzorku skladiStenom do
poslednjeg dana zabelezen je porast od oko 20%, u zavisnosti od temperature skladiStenja.
Lachowicz i saradnici (2016a) su ispitivali sadrzaj ukupnih fenola u listu sremusa ubranog u

okolini Rzeszowa (Poljska), u zavisnosti od stadijuma njegove zrelosti (mart-jun). U istrazivanju
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Lachowicz i saradnici (2016) sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima se Kretao u intervalu
od 38,1 do 47,7 mg EGK/100 g svezeg proizvoda, dok su Alexieva i saradnici (2014) detektovali
ukupni sadrzaj fenola od 40 mg EGK/100 g u svezeg lista sremuSa sa podruc¢ja Bugarske.
Mihaylova i saradnici (2014) utvrdili su da je najveéi sadrzaj fenola u listovima sremusSa sa
podruc¢ja Bugarske tokom njegovog perioda cvetanja (60,9 mg EGK/100 g svezeg proizvoda).
Maksimalan sadrzaj fenola u listu sremusu (128 mg EGK/100 g svezeg proizvoda) detektovali su
Mahmutovic i saradnici (2014) za sremus sakupljen u maju, na podru¢ju Bosne i Hercegovine.
Na osnovu dosadasnjih istrazivanja za sadrzaj ukupnih fenola je dobijen za sremu§ koris¢en u
okviru ove doktorske disertacije. Dobijene vrednosti za ukupan sadrzaj fenola sli¢ne vrednostima
koje su dobili Mahmutovi¢ i saradnici (2014). List sremus$a koris¢en u istrazivanjima
Mahmutovica i saradnika (2014) i list sremusa ispitivan u okviru ove doktorske disertacije potice
sa istog podrucja, zapadnog Balkana, te se pretpostavlja da ovo podrucje pogoduje rastu sremusa
bogatog bioaktivnim komponentama, odnosno fenolima. Povecanje sadrzaja ukupnih fenola
tokom skladiStenja sremusa moze biti objaSnjeno 1 dodatnom sintezom fenola tokom
skladiStenja, jer sintezom fenola biljka pokusava za se zastiti do oste¢enja do kojih dolazi tokom

skladistenja (Bernaert i sar., 2013).

Aktivnost alinaze je odgovorna za konverziju alina u alicin, koji je prepoznat kao
znacajno bioaktivno jedinjenje lista sremusa. 1z tog razloga, odabrano je da aktivnost alinaze u
listu sremusa i promene aktivnosti ovog enzima budu analizirane kao pokazatelji kvaliteta lista
sremusa (Simin, 2009). Prikazani rezultati ukazuju na veliku varijabilnost u aktivnosti alinaze
tokom skladiStenja pod razli¢itim uslovima (tabela 9). Na aktivnost alinaze je znacajno uticala
temperatura skladiStenja. Aktivnost enzima alinaze su u ispitivanim uzorcima kretala u interval
od 23,81 do 43,03 mg pirogrozdane kiseline/100 g svezeg proizvoda, pri ¢emu je njegova najvisa
aktivnost zabelezena nakon 15 dana skladiStenja u modifikovanoj atmosferi na 11 °C. Generalno
je veca aktivnost alinaze zapazena kod uzoraka sremusa skladiStenim na temperaturi 11°C
Aktivnost enzima alinaze je uticala i na stvaranje tiosulfinata. Povecanje ukupnih tiosulfinata
zabeleZeno je i1 kod sveznjeva zaronjenih u vodu i u listovima pakovanim u modifikovanoj
atmosferi, pri ¢emu se njihov sadrzaj u ispitivanim uzorcima kretao od 4,04 do 13,37 mg
alicina/100 g svezeg proizvoda. Horni¢kova i saradnici (2010) su ispitivali sadrzaj S-alk(en)il-

cistein sulfoksida, prekursora bioaktivnih sumpornih jedinjenja, u 58 razli¢itih genotipova luka.
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Sadrzaj S-alk(en)il-cistein sulfoksida prvenstveno je zavisio od razlicitih genetskih faktora i
uslova skladiStenja posle berbe, dok su klimatski uslovi tokom rasta (npr. temperatura,
navodnjavanje) u manjoj meri uticali na sadrzaj sulfoksida. Ovi autori su dosli do zakljucka da se
sadrzaji svih S-alk(en)il-cistein sulfoksida znacajno povecavaju nakon ¢uvanja na 5 °C. Kako su
S-alk(en)il-cistein sulfoksidi prekursori tiosulfinata, rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj
disertaciji su u skladu sa rezultatima istrazivanja Horni¢kove i saradnika (2010). Pretpostavlja se
da je do povecanja sadrzaja tiosulfinata tokom skladiStenja sremusa dosSlo usled interakcije

izmedu povecanog sadrzaja prekursora tiosulfinata i enzima alinaze.

Tabela 9 Sadrzaj ukupnih tiosulfinata i aktivnost alinaze u sremusa u zavisnosti od trajanja i uslova skladiStenja

Temperatura/dani 1 6 15 1 6 15
Aktivnost alinaze [mg PK/100 g sveZeg uzorkal]

4°C 23,81 24,47 36,88 23,81 30,15 39,25
11°C 31,00 41,61 35,05 43,03
18°C 33,43 27,69

Ukupni tiosulfinati [mg AC/100g sveZeg uzorka]

4°C 4,04 4,77 5,25 4,04 6,09 7,65
11°C 5,85 8,43 12,19 13,37
18°C 8,15 13,9

PK-pirogrozdana kiselina, AC-alicin

Sadrzaj pojedinih sumpornih jedinjenja u listu svezeg sremusSa nakon skladiStenja, u
sveznjevima uronjenim u vodu i u modifikovanoj atmosferi, analiziran je tec¢nom
hromatografijom, Kako dominantno jedinjenje u analiziranim uzorcima je identifikovan alicin
(AC), a identifikovani su i alil sulfid (AS), dialil disulfid (DADS) i metil-m-tiosulfonat
(MMTS)).

lako vremenom sremus$ gubi svoja senzorska svojstva i viSe ne ispunjava visoke zahteve
kupaca, skladisteni listovi sremusa su i dalje bogati bioaktivnim jedinjenjima. Tako je primec¢eno

da je sadrzaj ukupnih fenola nakon 6 i nakon 15 dana skladiStenja ve¢i u odnosu na pocetni
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uzorak. ProduZenjem vremena skladistenja svezeg lista sremusa dolazi i do povecanja sadrzaja
tiosulfinata. 1z tog razloga moze se pretpostaviti da bi se sremus$ koji vise nije u skladu sa
zahtevima potrosaca u pogledu vizuelnih karakteristika i senzorskih svojstava mogao iskoristiti
za izolovanje bioaktivnih komponenti, koje bi se dalje mogle inkorporiraju u nove funkcionalne
proizvodie. Takode, u cilju povecanja sadrzaja odredenih bioaktivnih jedinjenja, posebno
tiosulfinata, a za kasniju preradu u formu ekstrakata u okviru farmaceutske industrije, moze se
pretpostaviti da bi bilo pozeljno pre ekstrakcije primeniti skladiStenje lista sremusSa i t0 u
sveznjevima u trajanju od 15 dana na temperaturi od 11 °C, ili u modifikovanoj atmosferi u

trajanju od 6 dana na temperaturi od 18 °C.

4.2. SuSenje lista sremusSa

Susenje je Siroko primenjivana metoda za dobijanje proizvoda od crnog i belog luka,
medutim nema literaturnih podataka koji se ticu susenja divljeg belog luka, sremusa, niti postoje
podaci o uticaju razlicitih tehnika suSenja i procesnih parametara na stabilnost bioaktivnih
komponenti u osuSenom proizvodu. Konvektivno suSenje vruéim vazduhom je uobiajeni
postupak koji se koristi za susenje razli¢itih sorti luka (Ratti i sar., 2007). Medutim, ovakav nacin
susenja Cesto uti¢e na kvalitet dobijenog proizvoda u pogledu sadrzaja bioaktivnih komponenti,
jer je proizvod koji se susi Cesto izloZen visokim temperaturama duze vreme. Prema tome, moze
do¢i do delimi¢ne ili potpune inaktivacije enzima alinaze, koji je odgovoran za nastajanje
tiosulfinata i alicina kao predstavnika ove grupe jedinjenja kod sremusa. Takode, moze do¢i i da
razgradnje nastalih tiosulfinata na disulfide. Stoga je u okviru ove doktorske disertacije ispitan
uticaj razli¢itih tehnika susenja (konvektivno i vakuumsko suSenje) i temperature suSenja (40, 50,
60, 70 °C) na sadrzaj bioaktivnih komponenti u osuSenom proizvodu. Uzorak osusen
liofilizacijom je koriS¢en za poredenje sa ostale dve tehnike suSenja, jer se liofilizacija smatra
visoko efikasnom metodom suSenja kada je u pitanju oCuvanje sadrzaja i stabilnosti bioaktivnih

komponenti (James i sar., 2009; Ratti, 2001).

Prilikom suSenja lista sremusa, kao parametri ocene kvaliteta su ispitivani sadrzaj vlage,

promena boje (AE), sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj tiosulfinata, kao i aktivnost alinaze. Pored
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temperature, analizirano je i vreme suSenja kao parametar koji treba uzeti u obzir prilikom
odabira tehnike suSenja, u cilju optimizacije troSkova procesa suSenja. Dobijeni rezultati

ispitivanih parametara su prikazani u tabeli 10.

Tabela 10 Uticaj razli¢itih tehnika su$enja na parametre kvaliteta osuSenog lista sremusa

konvektivno 40 9,03* | 6,95" 10,21° 12,51° 5,62° 9,0°
konvektivno 50 823 |5,14™ 8,71°P 8,75° 4,70%9 45
konvektivno 60 7,53°¢ [ 6,31 9,21P 6,25° 4,33%¢ 2,75°
konvektivno 70 7,78 |6,76™ 7,89° 5,97° 4,98° 1,75°
vakuumsko 40 7,03° | 6,00™ 9,81°P 9,01° 3,82%f 6,0°
vakuumsko 50 6,2 |5,33" 9,572P 8,45° 3,78°" 3,75
vakuumsko 60 5,76° | 6,96™ 8,91%P 9,04° 3,66' 2,25°
vakuumsko 70 6,19° | 7,77 9,17%P 8,48° 3,96° 1,25"
liofilizacija 546° | 546" 10,92° 12,96° 7,717 48,0’

Vrednosti obeleZene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test). AE - promena ukupne boje,

EGK - ekvivalent galne kiseline, AC- alicin, PK — pirogrozdana kiselina, n.s - nema statisti¢ke znacajne razlike

Na sadrzaj vlage zna€ajno su uticali nacin suSenja i primenjena temperatura, dok su na
promenu boje uticale temperatura suSenja i interakcija temperature susSenja i tehnike suSenja.
Sadrzaj vlage u ispitanim uzorcima osuSenog sremusa se kretao od 5,46 do 9,03%, §to je u
skladu sa zahtevima sadrzaja vlage sli¢nih proizvoda, kao §to su lekovito bilje i za¢ini (Pravilnik
o kvalitetu zacina, ekstrakata za¢ina i meSavina zacina, 2014 i 2015). Uzorci suSeni vakuumskom
tehnikom na 50, 60 i 70 °C i liofilizacijom nisu pokazali statisticki znac¢ajno odstupanje u
pogledu sadrzaja vlage. Najveci sadrzaj vlage je zabelezen prilikom konvektivnog suSenja na 40

°C, kao posledica niske temperature susenja.

Razlika u boji osuSenog lista sremusa je merena u odnosu na boju svezeg lista nakon
branja (slika 31). Francis i Clydesdale (1975) su na osnovu vrednosti ukupne promene boje (AE)
definisali da li je promena boje vidljiva golim okom. Ako je vrednost AE manja od 1, razlika u
boji nije uo€ljiva golim okom. Ako se vrednost AE krece u intervalu od 1 do 3, razlika u boji nije

ocigledna golim okom. Ako je vrednost AE veca od 3, razlika u boji je ocigledna golim okom
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(Belovi¢, 2016). lako je razlika izmedu svezeg i osusenog lista sremusa bila vidljiva (AE=5,33—
7,77), primenom jednofaktorske analize varijanse (ANOVA), razlike u boji uzoraka dobijenih
primenom razli¢itih tehnika suSenja nisu medusobno znacajne (tabela 10). Dakle, u smislu
degradacije boje tokom suSenja, ocuvanje boje proizvoda bilo je zadovoljavajue 1

karakteristi¢no za dobijeni proizvod.

Slika 31 Listovi sremusa osuSeni konvektivhom i vakuum tehnikom

Na osnovu rezultata prikazanih u okviru ove doktorske disertacije moze se konstatovati
tokom susSenja dolazi do redukcije sadrzaja ukupnih fenola u poredenju sa svezim uzorkom
(tabele 6 i 8). Primenom dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) analiziran je uticaj
primenjene tehnike susenja (konvektivno 1 vakuumsko) i temperature suSenja (40, 50, 60 1 70 °C)
na sadrzaj ukupnih fenola u osusenim uzorcima sremusa. Analizom je utvrdeno da je u procesu
suSenja znacajan samo uticaj temperature (p<0,05), dok tehnika susSenja i interakcija izmedu
temperature i tehnike suSenja nisu imali znaajan uticaj (tabela 10). lako je najveéi sadrzaj

ukupnih fenola dobijen u uzorku susenom liofilizacijom (tabela 10), medusobno statisti¢ki
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znacajno razliéiti rezultati su dobijeni samo u slucaju susenja liofilizacijom (10,92 mg EGK/100
g suvog uzorka) i konvektivnim susenjem na 70 °C (7,89 mg EGK/100 g suvog uzorka), dok kod
ostalih uzoraka sadrzaj ukupnih fenola nije bio statisticki znacajnog odstupanja (tabela 10).
Porastom temperature suSenja doslo je do smanjenja sadrzaja ukupnih fenola primenom obe
tehnike suSenja. Uticaj povecane temperature je dao sli¢ne rezultate u istrazivanju Calin-Sanchez
I saradnika (2014) prilikom suSenja belog luka. Zhou i saradnici (2017) su ispitivali uticaj
temperature na susenja belog luka, gde su kao tehniku susenja primenili infracrveno susenje. U
ovom istrazivanju u osuSenim uzorcima belog luka detektovano je znacajno manje ukupnih
fenola u poredenju sa svezim uzorkom, a smanjenje je bilo izraZenije primenom viSih
temperatura. Generalno, porast temperature suSenja prati smanjenje sadrzaja fenola zbog
njihovog termolabilnog karaktera (Erbay i Icier, 2009). Analiza uticaja tehnike susenja i uticaja
procesnih parametara na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja radena je na razli¢itom biljnom
materijalu. Tako su Hossain i saradnici (2010) analizirali susenje Sest razli¢itih biljaka familije
Lamiaceae i poredili razli¢ite nacine susenja, odnosno njihov uticaj na sadrzaj ukupnih fenola.
Njihovo istrazivanje je ukazalo na to da se najveci stepen oCuvanja sadrzaja fenolnih jedinjenja
ostvaruje konvektivnim suSenjem, vakuumskim suSenjem i liofilizacijom, respektivno.
Primenom razli¢itih tehnika suSenja kao $to je suSenje mikrotalasima, konvektivno suSenje,
susenje na suncu i liofilizacija, u istrazivanju Chan i saradnika (2009), najbolje rezultate prilikom
suSenja razli¢itih sorti lista ¢aja 1 najmanji stepen redukcije bioaktivnih komponenti (ukupni
fenoli, vitamin C, antioksidativna aktivnost) je dobijen u postupku liofilizacije, dok je suSenjem
na suncu drasticno smanjen sadrzaj bioaktivnih komponenti. lako se liofilizacija pokazala kao
najbolji postupak za o¢uvanje bioaktivnih jedinjenja u listu Caja, stepen redukcije se razlikovao i
u zavisnosti od same sorte ¢aja. Na osnovu ovakvih rezultata, moze se zakljuciti da, osim nacina
1 temperature susenja, na sadrzaj ukupnih biokativnih jedinjenja u osusenom uzorku utice i vrsta

biljnog materijala koji se susi.

Na aktivnost alinaze su znacajno uticali temperatura i tehnika suSenja, kao 1 interakcija
ova dva parametra (p<0,05). Iz rezultata prikazanih u tabeli 10 vidi se da su razlike izmedu
pojedinih uzoraka u pogledu temperature bile statisticki znacajne. Poredenjem dobijenih

rezultata se zapaza da je aktivnost alinaze u uzorcima suSenim liofilizacijom najveca (7,71 mg
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PK/100 g suvog uzorka), sto je u skladu sa sadrzajem nastalih tiosultinata (tabela 8). Vece
aktivnosti alinaze su zabeleZene u uzorcima suSenim konvektivnim suSenjem u poredenju sa
vakuumskim susenjem. Ali, razlike u aktivnosti alinaze u uzorcima suSenim primenom
vakuumskog susenja nisu bile statisti¢ki znacajne u poredenju sa konvektivnom tehnikom (tabela
10). Kod konvektivno suSenja, najmanja aktivnost alinaze je detektovana kod uzorka suSenog na
60 °C. Nekoliko nau¢nih istrazivanja bavila su se analizom procesa i parametara suSenja na
aktivnost alinaze (Poojary i sar., 2017). Optimalna temperatura aktivnosti ¢istog enzima alinaze
je 35-40 °C (Wang i sar., 2011). Prilikom susSenja belog luka, Li i saradnici, (2007) su utvrdili da
je aktivnost alinaze znafajno redukovana tokom procesa suSenja, ali da ona i dalje ima
sposobnost da konvertuje alin u alicin. Pezzutti i Crapiste (1997) su pratili nastajanje arome u
belom luku na osnovu odredivanja sadrzaja pirogrozdane kiseline, kako bi odredili uticaj
temperature suSenja na inhibiciju alinaze. U radu Lagunas i Castaigne, (2008) susenje u
temperaturnom opsegu od 45 do 75 °C dovelo je do zanemarljivog gubitka pirogrozdane
kiseline. Primenom hromatografske headspace analize isparljivin sumprornih jedinjenja u
svezem belom luku, oCuvana su i detektovana ista isparljiva sumporna jedinjenja i u osusenom
belom luku konvektivnom tehnikom, u struji toplog vazduha (Lagunas i Castaigne, 2008). U
ovom istraZivanju ukazano je i na to da se ciklicnim (naizmeni¢nim) suSenjem na temperaturama
40-60 °C bolje oc¢uvala aktivnost alinaze i potencijal formiranja sumpornih jedinjenja (91%),
nego primenom konstantne temperature susenja u istom temperaturnom opsegu (Lagunas i
Castaigne, 2008). Prema rezultatima Lagunas i Castaigne (2008), razlaganje prekursora
sumpornih jedinjenja pocinje na temperaturama susenja ve¢im od 100 ° C. Do sli¢nih zapazanja
su dosli i Ben Haj Said i saradnici (2015), prilikom konvektivnog susenja Allium roseum na 40,
501 60 °C. Visoke temperature (60 °C) prilikom konvektivnog suSenja nisu uticale na potencijal

nastanka isparljivih sumpornih jedinjenja u Allium roseum.

Sadrzaj ukupnih tiosulfinata izrazen na alicin u uzorcima suSenim konvektivnom
tehnikom se kretao u intervalu od 5,97 do 12,51 mg/100 g suvog uzorka, dok je kod vakuumskog
susenja ovaj interval bio manji 8,45-9,04 mg/100 g suvog uzorka. Najveéi sadrzaj ukupnih
tiosulfinata je dobijen konvektivnim susenjem na 40 °C, a povec¢anjem temperature je doSlo do
znacajne redukcije. Na osnovu dobijenih rezultata se moze pretpostaviti da je prilikom

konvektivnog suSenju doslo do razgradnje nastalih tiosulfinata i da je razgradnja veca ukoliko su
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primenjene vece temperature susenja. Vakuumskim suSenjem nisu detektovane statistiCki
znacajne razlike u pogledu sadrzaja ukupnih tiosulfinata. Rahman i saradnici, (2009) su sproveli
sli¢an eksperiment u kome su ispitivali uticaj temperature konvektivnog (50, 60, 80, 90 1 105 °C)
1 vakuumskog (50, 60 i 90 °C) suSenja na kinetiku 1 sadrzaj alicina, tj. tiosulfinata u dobijenom
osu$enom belom luku. U njihovom istrazivanju uzorci osuseni konvektivnom tehnikom na 50 °C
i vakuumski na 50 i 60 °C su sadrzali najvise alicina. Konvektivno susenje toplim vazduhom na
60 °C je prouzrokovalo veéi gubitak alicina nego na 50 °C. Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima dobijenim u okviru ove doktorske disertacije. Medutim,u radu (Abano i sar. 2011)
prilikom konvektivnog suSenja belog luka na temperaturama 45, 50 i 55 °C doslo je do
povecanja sadrzaja alicina u odnosu na pocetni uzorak. Povecanje sadrzaja alicina sa povecanjem
temperature suSenja Abano i saradnici (2011) su objasnili razlaganjem i preraspodelom alil-S-
cistein sulfoksida u dialil tiosulfinate. Optimizacijom vakuumske tehnike suSenja crnog luka u
temperaturnom opsegu 50-70°C, primenom metode odzivne povrsine, Jayeeta i sardnici (2011)
su dosli do preporucene temperature susenja od 58,66 °C. Proverom preporucenih parametara
vakuumskog suSenja dobijen je najveéi sadrzaj ukupnih tiosulfinata u osuSenom crnom luku.
Primenom alternativnih tehnika suSenja, kao S$to je susenje infracrvenim zrafenjem na
temperaturi 50, 60 i 70 °C, postignuta je manja degradacija tiosulfinata dok je pri visoj
temperaturi doslo je do redukcije tiosulfinata usled njihovog termolabilnog karaktera (Zhou i
sar., 2017). Sharma i Prasad (2006) su optimizovali postupak suSenja mikrotalasima i ustanovili
da se suSenjem na 70 °C dobija kvalitetan proizvod po pitanju sadrzaja isparljivin sumpornih
jedinjenja. Primenom suSenja smrzavanjem, odnosno liofilizacijom, Poojary i saradnici (2017) su
zakljucili da se termolabilna sumporna jedinjenja mogu ocuvati u liofilizovanom crnom luku, ali

neka jedinjenja su osetljiva i na primenu ove tehnike (Poojary i sar., 2017).

Sa aspekta ostvarenja maksimalnih efekata u pogledu ocuvanja sadrzaja bioaktivnih
jedinjenja (ukupnih fenola i tiosulfinata) u procesu suSenja lista sremusa najbolji efekti su
postignuti primenom konvektivne tehnike susenja na niskoj temperaturi (40 °C). Medutim,
suSenje na ovoj temperaturi zbog dugog trajanja susenja (9 h) sa aspekta iskoriS¢enja kapaciteta 1
sa utroSka energije ne predstavlja optimalno reSenje. Shodno tome, kao optimalno reSenje za
susenje lista sremuSa sa aspekta minimiziranja ukupnog vremena suSenja i izbegavanja

negativnih efekata na sadrzaj termolabilnih komponenti moZe se preporuciti vakuumsko susenje
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uz primenu umerenih temperatura (5060 °C). Odabir adekvatnog nacina susenja i temperature
susenja omogucuje minimiziranje ukupnog vremena suSenja 1 smanjenje degradacije
termolabilnih komponenti tokom procesa suSenja, a na taj nafin se dobija stabilan proizvod

visokog kvaliteta, u pogledu bioaktivnih jedinjenja, koji se moze koristiti tokom cele godine.

4.3. Konvencionalna ekstrakcija

Za proizvodnju te¢nog ekstrakta odgovarajucih karakteristika i za postizanje visoke
efikasnosti ekstrakcije jedan od kljucnih faktora jeste odabir odgovarajuéeg rastvaraca. Rastvarac
koji se primenjuje za pripremu i proizvodnju ekstrakata lekovitog bilja treba odabrati na osnovu
njegove selektivnosti prema jedinjenjima od interesa koja se zele ekstrahovati, zdravstvene
bezbednosti, cene i njegove dostupnosti. Danas se u proizvodnju ekstrakta prednost daje
rastvara¢ima koji su zdravstveno bezbedni, pre svega vodi 1 etanolu, zbog ¢ega su upravo oni 1
koriS¢eni u okviru ove disertacije za pripremu ekstrakta lista sremuSa. Za pripremu ekstrakta

koriS¢en je suvi list sremusa.

Rezultati ukupnog prinosa ekstrakcije, kao 1 sadrzaja ukupnih fenola 1 ukupnih
flavonoida, u ekstraktima dobijenim konvencionalnom tehnikom ekstrakcije prikazani su u tabeli
9. Najveci prinos ekstrakcije ostvaren je primenom vode kao rastvaraca, $to je u skladu sa
¢injenicom da voda kao rastvara¢ ima malu selektivnost 1 ekstrahuje Sirok spektar razli¢itih
jedinjenja, dok je najmanji prinos ekstrakcije dobijen primenom 90% etanola kao rastvaraca.
Najveci sadrzaj ukupnih fenola je detektovan u te€nom ekstraktu koji je dobijen ekstrakcijom sa
70% etanolom, dok primena 30% i 50% etanola nije dovela do medusobno velikih razlika u
sadrzaju ukupnih fenola, ali su dobijeni rezultati ipak bili statisticki znacajni (tabela 11). Najveci
sadrzaj flavonoida detektovan je u ekstraktima koji su dobijeni primenom 90% etanola, dok je
prinos ovih bioaktivnih jedinjenja primenom ostalih rastvaraca bio oko dva puta manji. Polarnost
rastvaraa ima glavnu ulogu u ekstrakciji polifenolnih jedinjenja. Prilikom izolovanja
polifenolnih jedinjenja nepoznatog profila potrebno je uraditi niz ekstrakcija rastvaraima
razli¢ite polarnosti, kako bi se doslo do preciznih podataka o kvalitativnom sastavu jedinjenja

ovog tipa. Promenom polarnosti rastvara¢a koji se primenjuje u procesu ekstrakcije menja se
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efikasnost ekstrakcije, te se rastvaraéima visoke polarnosti ekstrahuju fenolna jedinjenja
najpolarnijeg karaktera (derivati hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline), dok se
rastvarac¢ima umerene ili male polarnosti ekstrahuju manje polarna fenolna jedinjenja (aglikoni i
polimetoksilovani flavonoidi) (Harnly i sar., 2007). Dodatkom vode organskim rastvarac¢ima kao
Sto su metanol, etanol i aceton stvara se polarniji medijum zbog ¢ega dolazi do bolje ekstrakcije
polarnijih fenolnih jedinjenja (Kallel i sar., 2014). Na osnovu dobijenih rezultata i na osnovu
prethodno navedenih nauc¢nih Cinjenica moze se zakljuciti da u sremusu dominiraju fenolna
jedinjenja razli¢ite polarnosti, a najzastupljenija su ona ¢ija polarnost odgovara 70% etanolu,
odnosno jedinjenja srednje polarnog karaktera. Na osnovu najveéeg sadrzaja flavonoida koji je
detektovan u ekstraktu koji je dobijen primenom 90% etanola kao ekstragensa moze se zakljuciti

da su po polarnosti izolovani flavonoidi sli¢ni polarnosti 90% etanola.

Tabela 11 Uticaj rastvaraca primenjenog u konvencionalnoj ekstrakciji na prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih
fonola i sadrzaj ukupnih flavonoida

H20 36,32 1,20° 0,22°
30% EtOH 28,73 1,23° 0,17°
50% EtOH 29,63 1,25° 0,21°
70% EtOH 23,79 1,29¢ 0,32¢
90% EtOH 16,03 0,73° 0,42°

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znacajno razli¢ite na 5% (Tukey’s test).

EGK — ekvivalent galne kiseline, KE— ekvivalent katehina, SD — suva droga

Gitin 1 saradnici (2012) su takode koristili list sremuSa kao biljnu sirovinu za
ekstrahovanje fenola i flavonoida. Onisu dobili znatno veéi sadrzaj ukupnih fenola (27,88 g
EGKJ/100 g suve droge) primenom 70% etanola kao rastvaraca u postupku maceracije, u trajanju
od 12 dana. Osim $§to su koristili sirovinu sa drugog podruc¢ja (Rumunija), znacajno vece razlike
u poredenju sa rezultatima dobijenim u okviru ove disertacije se mogu objasniti i znacajno duzim

vremenom ekstrakcije (12 puta).
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4.4. Ultrazvucna ekstrakcija

Za dobijanje ekstrakta sa visokim sadrzajem bioaktivnih jedinjenja bitno je ispitati uticaj
parametara ckstrakcije koji uti¢u na zeljene karakteristike ekstrakta. Dominantni faktor, koji
uti¢e na ekstrakciju, bez obzira na primenjenu tehniku ekstrakcije je svakako rastvarac. U
ultrazvucnoj ekstrakciji druga dva znacajna parametra koja utiCu na ekstrakciju bioaktivnih
jedinjenja su temperatura i vreme ekstrakcije. Osim §to direktno uti¢u na troskove procesa,
temperatura i vreme ekstrakcije mogu pozitivno, ali i negativno (usled degradacije termolabilnih
jedinjenja) uticati na kvalitet dobijenog ekstrakta, naroCito u kombinaciji visoke temperature i
duzeg vremena ekstrakcije (Wang i Weller, 2006). Cetvrti dominantan parametar koji mozZe da se
varira u procesu ultrazvucne ekstrakcije i da pri tome utice na kvalitet dobijenih ekstrakta jeste
ultrazvuk, odnosno snaga ultrazvuka. Pored snage ultrazvuka koja se primenjuje prilikom
ekstrakcije, frekvencija i distribucija ultrazvuénih talasa takode bitno uticu na proces ultrazvucne
ekstrakcije (Chemat i sar., 2017; Gonzalez-Centeno i sar., 2014). U¢inak ultrazvuka je korisniji
pri nizim frekvencijama (18-40 kHz), dok je prakti¢no zanemarljiv u rasponu od 400—-800 kHz
(Mitra, 2003). Proces ultrazvucne ekstrakcije je neophodno optimizovati, pre svega zbog
¢injenice da usled delovanja ultrazvuka dolazi do drasti¢nih promena u samom medijumu, te su
moguce disocijacije molekula 1 nastanak slobodnih radikala na rafun razgradnje ciljanih
bioaktivnih komponenti (Tiwari, 2015). Zbog toga je, a u cilju dobijanja ekstrakta lista sremus sa
visokim sadrzajem bioaktivnih jedinjenja u ovoj doktorskoj disertaciji analiziran uticaj Cetiri
procesna parametra (koncentracija ekstragensa, temperatura, vreme i snaga ultrazvuka).
Karakteristike dobijenih ekstrakta koje su analizirane tokom procesa ultrazvucne ekstrakcije su:
ukupan prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj ukupnih flavonoida i antioksidativna

aktivnost izraZzena kao ICsq vrednost.
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4.4.1. Provera modela

Rezultati ispitivanih promenljivih, prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj
ukupnih flavonoida i antioksidativna aktivnost (izrazena kao ICsg) u ekstraktima dobijenim pri
razli¢itim uslovima ultrazvuéne ekstrakcije prikazani su u tabeli 12. Dobijeni rezultati su fitovani
kvadratnim modelom drugog reda (jednacina 7), a koeficijenti regresije koji odgovaraju
ispitivanim promenljivim su dobijeni KkoriS¢enjem metode najmanjih kvadrata. Za proveru
slaganja modela sa eksperimentalnim podacima koriS¢ena je analiza varijanse (ANOVA) i
deskriptivna statistika (koeficijent determinacija i koeficijent varijacije), a rezultati su prikazani u
tabeli 11.

Primenom polinomne jednadine drugog reda (jednadina 7) matemati¢ki model koji
opisuje ispitivani sistem i uticaj statisticki znacajnih ispitivanim ekstrakcionih parametara se

moze prikazati slede¢im jednaCinama:

EY =36,66+1,44X, —2,05X,X, —1,64X 2 —-1,07X,” (9)

TF =1,26+0,03X, +0,05X, X, +0,14X, X, —010X, X, +0,52X ° (10)
TFI =013+ 013X, —0,01X, +0,10X 2 (11)
IC,, =0,91—0,08X, +0,05X, + 015X, X, (12)
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Tabela 52 Centralni kompozitni dizajn sa kodiranim i stvarnim vrednostima

Alena Tomsik

Temperatura | Koncentracija | Vreme Snaga Prinos Sadrzaj Sadrzaj ICso
(°C) etanola ekstrakcije | ultrazvuka | ekstrakcije | ukupnih ukupnih (mg/ml)
(%) (min) (Wi (%) fenola flavonoida
(0 EGK/ | (g KE/100 g
100 g SD) SD)

1 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8) 37,67 1,27 0,11 0,86
2 0 (60) 0 (50) 1(80) -1(19,2) 33,93 1,25 0,10 0,98
3 1(80) 0 (50) 1(80) 0 (28,8) 41,42 1,44 0,13 0,76
4 -1 (40) 0 (50) 1(80) 0 (28,8) 34,95 1,14 0,12 1,03
5 0 (60) 1(70) 0 (60) -1(19,2) 34,73 1,27 0,35 0,86
6 1(80) -1 (30) 0 (60) 0 (28,8) 35,13 1,16 0,09 0,82
7 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8) 35,62 1,28 0,13 0,91
8 0 (60) -1 (30) 0 (60) 1(38,4) 33,34 1,15 0,09 0,88
9 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8) 36,5 1,25 0,13 0,83
10 1(80) 1(70) 0 (60) 0 (28,8) 35,74 1,33 0,36 0,87
11 0 (60) -1 (30) -1 (40) 0 (28,8) 34,27 1,24 0,09 0,71
12 1(80) 0 (50) 0 (60) 1(38,4) 33,71 1,09 0,14 1,16
13 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8) 36,88 1,28 0,12 0,91
14 -1 (40) -1 (30) 0 (60) 0 (28,8) 36,18 1,22 0,09 10,35
15 0 (60) -1 (30) 1(80) 0 (28,8) 36,77 1,24 0,09 0,82
16 0 (60) 1(70) 0 (60) 1(38,4) 34,33 1,21 0,34 0,99
17 0 (60) 0 (50) -1 (40) 1(38,4) 34,64 1,30 0,13 0,92
18 -1 (40) 0 (50) 0 (60) -1(19,2) 34,15 1,07 0,13 1,25
19 0 (60) -1 (30) 0 (60) -1(19,2) 34,88 1,19 0,09 0,83
20 1 (80) 0 (50) 0 (60) -1(19,2) 39,5 1,32 0,15 0,73
21 0 (60) 0 (50) 1(80) 1(38,4) 36,64 1,19 0,11 0,81
22 1(80) 0 (50) -1 (40) 0 (28,8) 38,85 0,92 0,14 0,77
23 0 (60) 1(70) -1 (40) 0 (28,8) 34,23 1,28 0,40 10,77
24 0 (60) 1(70) 1(80) 0 (28,8) 34,65 1,29 0,37 1.02
25 0 (60) 0 (50) -1 (40) -1(19,2) 34,41 1,21 0,12 0,95
26 -1 (40) 0 (50) 0 (60) 1(38,4) 36,56 1,27 0,10 0,89
27 -1 (40) 1(70) 0 (60) 0 (28,8) 32,00 1,16 0,39 0,99
28 -1 (40) 0 (50) -1 (40) 0 (28,8) 33,19 1,21 0,13 10,13
29 0 (60) 0 (50) 0 (60) 0 (28,8) 36,63 1,21 0,13 0,82

EGK — ekvivalent galne kiseline, KE — ekvivalent katehina, 1Csy— inhibitorna koncentracija, SD — suva droga
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Koeficijent korelacije je varirao od 0,68 do 0,99 za razlic¢ite promenljive. lako je u
slu¢aju ukupnih fenola i antioksidativne aktivnost koeficijent korelacije bio nizak (0,71), i
predstavljao umereno dobru aproksimaciju za koriS¢enje polinomne jednacine drugog reda,
koris¢enjem analize varijansi je potvrdeno dobro slaganje modela sa realnim vrednostima sa
znacajnim p-vrednostima za model (p<0,1), kao i neznacajnim p-vrednostima za neslaganjem sa

modelom (p>0,05).

4.4.1. Uticaj procesnih parametara ultrazvucne ekstrakcije

Na osnovu podataka iz tabele 13 uocava se da je znacajan uticaj na prinos ekstrakcije
imao linearni ¢lan temperature (p<0,01). Istovremeno delovanje temperature i snage ultrazvuka,
kao i kvadratni ¢lan koncentracije etanola su imali znacajan, ali negativan uticaj na prinos
ekstrakcije. Umereno delovanje na prinos ekstrakcije je imao i kvadratni ¢lan rastvaraca, dok je
uticaj ostalih ¢lanova zanemarljiv. NajniZi prinos (32,0%) ekstrakcije je postignut na temperaturi
od 40 °C, u ekstrakciji pri kojoj je kao rastvara¢ primenjen 70% etanolu trajanju od ukupno 60
min ekstrakcije, pri primenjenom ultrazvuku jacine od 28,8 W/L. Najveci prinos ekstrakcije
(41,4%) je postignut na najviSoj temperaturi 1 pri najduzem trajanju vremena ekstrakcije uz
primenjen 50% etanol kao rastvaraca i jacine ultrazvuka od 28,8 W/L. Kako bi se bolje procenio
medusoban uticaj dva parametra potrebno je analizirati grafik odzivne povrSine analiziranog
modela, pri ¢emu je analizirana povrSina dobijena variranjem dva parametra a konstantnom
treCem parametru (Zhang i sar., 2011). Ovakav nalin prikazivanja rezultata je u skladu sa
regresionom analizom, a omoguéava bolju vizualizaciju uticaj procesnih parametara na

posmatrane i dobijene odzive.
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Tabela 13 Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

Alena Tomsik

Prinos ekstrakcije Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi | DPPH test
Odsecak
Po 36,6612 1,2643 0,1301 0,91
Linearni
P 1,4423* 0,0145 0,0042 -0,0840*
p> -0,4076 0,0284 0,1398* 0,0568**
B 0,7304 0,0314*** -0,0074*** -0,0025
A -0,1976 -0,0074 -0,0023 0,01
Zavisni
P2 11,955 0,0569*** -0,0092 0,0208
Pz 0,2019 0,1476* -0,0001 -0,0057
Pra -2,0503** -0,1072* 0,0057 0,1547*
Pos -0,5194 0,0025 -0,0068 -0,0483
Poa 0,2851 -0,0067 -0,0007 0,0215
Paa 0,6211 -0,0356 -0,0019 -0,0377
Kvadratni
Pr1 0,2511 -0,0528** 0,0044 0,0448
Poo -1,6418** -0,0024 0,1031* 0,0144
Pas -0,1791 0,0055 0 0,0072
Pia -1,0705*** 0,0278 0,0004 0,0388
R*? 0,7398 0,788 0,9911 0,6864
cV' 4,0895 5.0200 8,2188 8.5588
p modela 0,0300 0,098 <0,0001 0,0056
Prack of fit 0.0659 0,0570 0,0566 0,0677
*p < 0,01 # Koeficijent determinacije

**0,01< p <0,05
***0,06< p <0,1

b koeficijent varijacije [%]

®verovatnoé¢a F-testa ispitivanog modela

¢ verovatnoca F-testa neslaganja( lack of fit)
ICso — inhibitorna koncentracija
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Pozitivni uticaj temperature i negativan uticaj kvadratnog ¢lana koncentracije etanola
1 snage ultrazvuka na ukupan prinos ekstrakcije je prikazan na slici 36. Analiziranjem uticaja
koncentracije primecuje se da se najbolji prinos ekstrakcije postize primenom priblizno 50%
koncentracije etanola. Ovaj podatak ukazuje na to da su u analiziranom suvom listu sremusa
prisutne komponente sa umereno polarnim karakterom, odnosno onom Kkoji odgovara
polarnosti 50% etanola. Interakcija temperature i snage ultrazvuka ima negativno delovanje
na prinos ekstrakcije Sto bi znacilo da povecanjem snage ultrazvuka i povecanjem
temperature tokom ultrazvucne ekstrakcije dolazi do intenzivnije degradacije biokativnih
komponenti §to rezultuje smanjenim ukupnim prinosom ekstrakcije. Ovo je u skladu i sa
tvrdnjom Teh i Birch (2014), prema kojoj primenom manje jacine ultrazvuka u kombinaciji

sa visokom temperaturom moze do¢i do smanjenja degradacije bioaktivnih jedinjenja

Sadrzaj ukupnih fenola ekstrakcije je varirao od 0,92 do 1,44 g EGK/100 g suvog lista
sremusa. Najnizi prinos ukupnih fenola je dobijen primenom 50% etanola kao rastvaraca pri
najvisoj temperaturi ekstrakcije (80 °C) 1 najkra¢em vremenu ekstrakcije (40 min), dok je
snaga ultrazvuka iznosila 28,8 W/I. Povecanjem temperature, povecava se brzina difuzije i
rastvorljivost bioaktivnih komponenti, medutim za bolji prinos ukupnih fenola, znacajno je i
vreme ekstrakcije. KoriS¢enjem istog rastvaraca (50% etanola) na istoj temperaturi
ekstrakcije (80 °C) i snagi ultrazvuka (28,8 W/I) postignut je najveci sadrzaj ukupnih fenola,
ali je trajanje ekstrakcije bilo mnogo duze (80 min). Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola je

dobijen pri istim uslovima pri kojima je ostvaren i najveci prinos ekstrakcije.

Matematickom analizom procesnih parametara i1 dobijenih odziva, u ovom slucaju
sadrzaja ukupnih fenola, utvrdeno je da linearni ¢lan vremena trajanja ekstrakcije pokazuje
umereno pozitivan uticaj (0,01<p<0,05) na sadrzaj ukupnih fenola, $to zna¢i da ¢ée u
ispitivanom domenu, duZe vreme ekstrakcije umereno uticati na poveéanje sadrzaja ukupnih
fenola. Isti efekat ispoljava i interakcija vremena ekstrakcije i koncentracije etanola kao
primenjenog rastvaraca. Interakcija izmedu temperature 1 vremena trajanja ekstrakcije, kao 1
temperature i jadine ultrazvuka, je ostvarila znaCajan uticaj na sadrzaj ukupnih fenola
(p<0,01) (slika 32). Interakcija temperature i vremena ekstrakcije je pozitivno uticala na
sadrzaj ukupnih fenola, odnosno povecanjem ovih parametara, ili jednog od njih, povecava se
sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu. Uticaj interakcije ova dva procesna parametra se moze
objasniti viSestrukim efektom temperature na proces prenosa mase, kao Sto je degradacija
¢elija biljnog materijala, poboljSana penetracija rastvarata tokom vremena i poboljSana

difuzija aktivnih komponenti (SaliSova i sar., 1997). To je u skladu sa istrazivanjima vezanim
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za ultrazvuénu ekstrakciju polifenola iz sporednog proizvoda aronije u slicnom
eksperimentalnom domenu (Rami¢ i sar., 2015). Medutim, interakcija izmedu temperature i
jacCine ultrazvuka ispoljava znacajan negativni uticaj na sadrzaj ukupnih fenola, odnosno
povecéanje oba parametra dolazi do smanjenja sadrzaja ukupnih fenola, dok smanjenje jednog
a povecanje drugog parametra utiCe na povecanje sadrzaja ukupnih fenola. Iz slike 32 moze
se zakljuciti da se interakcijom temperature i snage ultrazvuka na srednjim vrednostima
postize najveéi prinos. Negativan uticaj kvadratnog Clana temperature znacajno utiCe na
sadrzaj ukupnih fenola. Ovaj negativni uticaj kvadratnog ¢lana temperature se objasnjava
nedovoljnom efikasnos¢u ekstrakcije ukupnih fenola na nizim temperaturama i1 degradacijom

izolovanih fenola usled primene visoke temperature.

Razli¢iti autori su koristili razli¢ite metode ekstrakcije 1 razliCite rastvarace za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz sremusa (Purdevi¢ i sar., 2004; Gitin i sar., 2012;
Oszmianski i sar., 2013). Purdjevi¢ i saradnici (2004) su tako za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz sremusa koristili vreli 80% metanol (vreme ekstrakcije 4 h) a nakon toga vreli
etil acetat (vreme ekstrakcije 4 h). Sadrzaj ukupnih fenola u sirovini izrazili su kao ekvivalent
ferulne kiseline i on je iznosio 3,24 mg/g suve droge. Gitin i saradnici (2012) su za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz sveZeg lista kao ekstragens primenili 70% etanol u trajanju
od 12 dana na sobnoj temperaturi. Za poredenje efikasnosti ekstrakcionih tehnika Gitin i
saradnici (2012) su primenili isti rastvara¢ ali u ultrazvuénoj ekstrakciji na sobnoj
temperaturi tokom 2 sata, primenom frekvencije od 35 kHz. Primenom ultrazvuc¢ne
ekstrakcije tokom 2 sata, ostvareno je oko 30% od prinosa ukupnih fenola dobijenih nakon 12
dana maceracije (27.88 mg EGK/100 g suve droge). Poredenjem rezultata klasi¢ne i
ultrazvuéne ekstrakcije istim ekstragensom, dobijenih u okviru ove doktorske disertacije,
moze se zakljuciti da se znatno bolji rezultati za ukupni prinos, ukupne fenole i ukupne
flavonoide dobijaju primenom ultrazvu¢ne ekstrakcije u odnosu na maceraciju ukupnog
trajanja od 24 h. Ovi podaci ukazuje na Cinjenicu da se primenom ultrazvuka moze zna¢ajno
skratiti vreme ekstrakcije. Medutim, u ultrazvucnoj ekstrakciji ostali parametri mogu takode
zna€ajno doprineti povecanju sadrzaju ukupnih fenola, pre svega vreme ekstrakcije,
temperature ekstrakcije i snaga ultrazvuka. Variranjem procesnih parametara i izborom
ekstrakcione tehnike znacajno se uti¢e na maksimizaciju prinosa Zeljenih komponenti. Osim
primenjene tehnike, ekstragensa i procesnih parametara na sadrzaj bioaktivnih komponenti u

ekstraktima sremusa utice i poreklo biljne sirovine, odnosno lokalitet branja/sakupljanja.
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Sadrzaj ukupnih flavonoida u zavisnosti od parametara ekstrakcije u ultrazvuénoj
ekstrakciji se kretao u rasponu od 0,09 do 0,40 g KE/100 g suvog lista sremusa. Primenom
ultrazvucéne ekstrakcije, pri odredenim procesnim parametrima, dobijen je i znacajno veéi
sadrzaj ukupnih flavonoida u poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom/maceracijom, u
opsegu primenjenih ekstragensa od 30 do 70% etanola. Ipak, pri odredenim procesnim
parametrima, sadrzaj ukupnih flavonoida bio je i zna¢ajno manji u odnosu na sadrzaj ostvaren
primenom konvencionalne ekstrakcije. Iz tabele 11 se vidi da je na sadrzaj ukupnih
flavonoida znacajan uticaj imao rastvarac i njegov linearni i kvadratni ¢lan. Najmanji sadrzaj
ukupnih flavonoida je dobijen primenom 30% etanola kao rastvaraca, dok se sadrzaj
povecavao sa poveCanjem sadrzaja etanola u primenjenom ekstragensu u ispitivanom
eksperimentalnom domenu. Ghafoor i saradnici (2009) su ustanovili da polarnost rastvaraca
znacajno utice na izolovanje kako fenola tako i flavonoida. Poveéanjem udela etanola u smesi
voda/etanol menja se polarnost rastvaraca koja pogoduje izolovanju flavonoida iz lista
sremuSa. Manja polarnost rastvaraca je uticala na ve¢i sadrzaj flavonoida, a na osnovu
najveceg sadrzaja flavonoida u 70% etanolu moze se zaklju¢iti da su po polarnosti

izekstrahovani flavonoidi sli¢ni polarnosti 70% etanola.

Vreme ekstrakcije je imalo umereno znacajan (p<0,1) negativan uticaj na ekstrakciju
ukupnih flavonoida tokom ultrazvu¢ne ekstrakcije u ispitivanom domenu. Iako ostali
parametri nisu ispoljili znacajan uticaj na sadrzaj ukupnih flavonoida, iz slike 33 se moze
zakljuciti da primenom krac¢eg vremena i primenom umerene snage ultrazvuka mozZe ostvariti
slican sadrzaj ukupnih flavonoida kao i pri duzem vremenu ekstrakcije i/ili vecoj snazi
ultrazvuka. Primenom manje jacine ultrazvuka i kra¢eg vremena ekstrakcije mogu se smanyjiti

troSkovi ekstrakcije, a da to znacajno ne uti¢e na prinos ukupnih flavonoida.

Najvisa antioksidativna aktivnost analiziranih ekstrakta (0,71 mg/mL) je dobijena
primenom 30% etanola, na temperaturi od 60 °C i primenom ultrazvuka od 28,8 W/I u trajanju od
40 minuta. 1z rezultata prikazanih u tabeli 13 i jednadina 9-12, najznacajniji parametri su bili
temperatura, koncentracija etanola kao rastvaraca i interakcija izmedu primenjene temperature
ekstrakcije 1 jacine ultrazvuka.. Veca snaga ultrazvuka moze doprineti oSte¢enju Celijskog zida
biljnog materijala i na taj nacin poboljsati ekstrakciju, ali isto tako moze da doprinese i

degradaciji osetljivih komponenti, kao $to je slucaj i sa temperaturom (Ghafoor i sar., 2009).

Na osnovu ovog zakljucka i slike 33 za postizanje vece antioksidativne aktivnosti

ekstrakta sremusa treba izbegavati istovremenu primenu najvise temperature i najvece jacine
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ultrazvuka iz domena ovog eksperimenta. Analiziranjem slike 37 1 znacajnog uticaja
temperature (tabela 13) na antioksidativnu aktivnost, moze se zakljuciti da se najbolja
antioksidativna aktivnost ekstrakta lista sremuSa postize primenom veée temperature na
manjoj jacini ultrazvuka. Pirsonovim testom dobijena je umerena pozitivna korelacija izmedu
antioksidativne aktivnosti i ukupnih fenola (R*=0,75) i antioksidativne aktivnosti i ukupnih
flavonoida (R°=0,80). 1z ove korelacije moZzemo videti da antioksidativnoj aktivnosti najvise
doprinose ukupni flavonoidi od izolovanih komponenti prisutnih u ekstraktu. Medutim, kako
su Kinalski i saradnici (2014) su antioksidativnu potencijal sremusa pripisali i sumpornim
jedinjenjima, zbog umerene korelacije sa fenolima i flavonoidima, moze se pretpostaviti da
su o potencijalno izolovana sumporna jedinjenja uticala na antioksidativni potencijal

dobijenih ekstrakta.

4.4.2. Optimizacija procesnih parametara ultrazvucne ekstrakcije

Na osnovu eksperimentalnih rezultata i statisticke analize, izvrSene su numericke
optimizacije kako bi se utvrdio optimalan nivo nezavisnih procesnih parametara za dobijanje
ekstrakta lista sremusa zeljenog kvaliteta i karakteristika. Odredivanje optimalnih uslova i
predvidenih vrednosti zasnovano je na pozeljnoj funkciji, D=0,878. Na osnovu izvrSene
optimizacije, dobijeni su uslovi na kojima treba da se izvodi ultrazvucna ekstrakcija lista
sremusa u cilju ekstrakta optimalnog kvaliteta u pogledu sadrZzaja bioaktivnih komponenti.
Ovi uslovi su: 80 °C temperatura, 70% etanol, 79,8 min vreme ekstrakcije i snaga ultrazvuka
od 20,06 W/L.

Teorijski pretpostavljeni rezultati su eksperimentalno potvrdeni sa odstupanjem + 5%.

Predvidene i eksperimentalne vrednosti zavisnih promenljivih su prikazane u tabeli 14.
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Tabela 14 Predvidene i eksperimentalne vrednosti dobijene na optimalnim uslovima ultrazvuéne ekstrakcije

Alena Tomsik

Ukupni fenoli (g EGK/100 g SD) 1,60+0,23 1,61+£0,36

Ukupni flavonoidi (g KE/100 g SD) 0,35+0,05 0,41+0,04

Antioksidativna aktivnost (1Csg, 0712027 0,730,013
mg/ml)

Prinos ekstrakcije (%0) 38,07+5,39 36,70+4,17

& predvidena vrednost odziva + 5% interval poverenja
b srednja vrednost + standardno odstupanje (n=3)

EGK - ekvivalent galne kiseline
KE — ekvivalent katehina

IC —inhibitorna koncentracija
SD —suva droga

Iako je primenom maceracije najvisi sadrzaj ukupnih fenola (1,29 g EGK/100 suvog lista

sremusa) ostvaren primenom 70% etanola, a najvisi sadrzaj ukupnih flavonoida (0,42 g KE/100

suvog lista sremus$a) ostvaren primenom 90% etanol za u ultrazvucnoj ekstrakciji je najbolji

rezultati postignut primenom 50% etanola. Ultrazvuénom ekstrakcijom pri optimalnim uslovima

dobijeni su znacajno bolji rezultati ukupnog prinosa ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola i

sadrzaja ukupnih flavonoida u poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom, maceracijom, kada

se kao rastvara¢ koristi 70% etanol. U prilog ultrazvucnoj ekstrakciji ide i znacajna redukcija

trajanja procesa (18 puta krace vreme trajanja ultrazvucéne ekstrakcije u poredenju sa

konvencionalnom tehnikom).
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4.5. Ekstrakcija subkriticnom vodom

U analizi ekstrakcije suvog lista sremuSa subkriticnom vodom ispitan je uticaj
procesnih parametara (temperatura, vreme ekstrakcije i dodatka HCI) pre svega na prinos
bioaktivnih jedinjenja. Uticaj procesnih parametara je ispitan u cilju dobijanja ekstrakta sa
visokim sadrzajem ukupnih fenola i ukupnih flavonoida, kao i visokim antioksidativnim
potencijalom. U ekstrakciji subkriticnom vodom, pove¢anjem temperature dolazi do fizicko-
hemijskih promena primenjenog rastvara¢a odnosno vode, pri ¢emu dolazi do smanjenja
njene gustine i dielektri¢ne konstante, a do povecanja konstante jonizacije. Medutim, zbog
primene visokih temperatura tokom ekstrakcije subkriticnom vodom moze do¢i do razgradnje
termolabilnih komponenti, koje se nalaze u sirovini koja se ekstrahuje, kao i do formiranja
novih hemijskih jedinjenja od jedinjenja veé prisutnih u matriksu. Cesto dolazi do
neenzimskog tamnjenja i stvaranja proizvoda Maillardove reakcije, karamelizacije i
oksidacije fenolnih jedinjenja usled primene visoke temperature (Herrero i sar., 2012).
Shodno tome, od velikog je interesa da se proces ekstrakcije odabranog matriksa
subkriticnom vodom analizira sa aspekta efikasnosti ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja, tako i
aspekta formiranja nepozeljnih toksi¢nih komponenti, poput 5-hidroksimetil furfurala (5-
HMF) i furfurala (F). Do negativnog uticaja temperature Cesto dolazi usled produzavanja
vremena ekstrakcije, te je vreme bitan parametar u ovoj ekstrakcionoj tehnici i znacajno utice
na efikasnost ekstrakcije, odnosno kvalitet dobijenog proizvoda. Da bi se ostvario §to veci
prinos ciljanih jedinjenja i poboljsala soljubilizacija i transfer mase, u procesu ekstrakcije
subkriticnom vodom mogu se koristiti aditivi, kao Sto su organske i neorganske kiseline
(Heng i sar., 2013; Plaza i Turner, 2015), zbog ¢ega je, pored vremena i temperature, upravo
dodatak Kiseline posmatran kao tre¢i procesni parametar, koji znac¢ajno moze da uti¢e na tok

1 prinos ekstrakcije subkriticnom vodom.
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4.5.1. Provera modela

Rezultati uticaja procesnih parametara ekstrakcije subkriticnom vodom na ispitivane
zavisne promenljive (sadrzaj bioaktivnih jedinjenja 1 antioksidativni potencijal) u ekstraktima

lista sremusa dobijenim pri razli¢itim uslovima ekstrakcije prikazani su u tabeli 15.

Dobijeni rezultati su fitovani po modelu kvadratne jednacine drugog reda (jednacina
3), a koeficijenti korelacije koji odgovaraju ispitivanim promenljivim su dobijeni kori§¢enjem
metode najmanjih kvadrata. Za proveru slaganja modela sa eksperimentalnim podacima
koriS¢ena je statisticka analiza varijanse (ANOVA) 1 deskriptivna statistika za dodatne
informacije o0 modelu. Statisticka analiza pokazala je da je predloZzeni model odgovarajuéi i u
skladu sa Fisherovim testom (p<0,05) za poklapanje se modelom i neznacajnim p-
vrednostima za neslaganje sa modelom (p>0,05) (tabela 16). Primenom kvadratne jednacine
drugog reda (jednacina 1), predlozene jednacine pruzaju dobro poklapanje eksperimentalnih
vrednosti sa visokim koeficijentom korelacije (R?=0,92 do 0,99). Dobijeni matematicki

modeli koji opisuju ispitivani sistem se mogu prikazati slede¢im jednacinama:

EY = 50,1033 - 6,1412X; + 5,9725X3 - 5,52979X,%-5,0454X5> (13)
TP = 3,6079 + 0,9061X; + 0,4971Xs - 1,0237X,%-0,6032X3> (14)
TF = 0,5812 + 0,2190X; - 0,0649Xs - 0,1330X,%- 0,1516X3° (15)
DPPH (ICso) = 0,0549- 0,1802X; - 0,0306X3 + 0,0339X;X3 + 0,1758X,? (16)
ABTS = 9,8388 +4,4439X;— 3,7924X,’ (17)
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Tabela 15 Box-Behnken eksperimentalni dizajn subkriti¢ne ekstrakcije sa kodiranim i stvarnim vrednostima

Temperatura Vreme Dodatak Prinos Sadrzaj Sadrzaj Antioksidativna
(°C) ekstrakcije HCI (%) ekstrakcije ukupnih ukupnih aktivnost
(min) (%) fenola (g flavonoida
EGK/100g | (9 KE/1009 pppH ABTS
SD) SD) test test (mM
(mg/ml) | TEX/100
g SD)
1 0 (160) -1 (10) 1(1,5) 53,26 3,92 0,56 0,05 1031.46
2 1(120) 0(20) -1 (0) 38,44 0,97 0,11 0,47 391.16
3 0 (160) -1 (10) 0(0,75) 49,36 1,35 0,17 0,45 245,76
4 0 (160) 0 (20) 0(0,75) 48,64 3,68 0,58 0,05 936,54
5 0 (160) 0(20) 0 (0,75) 52,56 3,69 0,61 0,05 1058,26
6 1 (200) -1 (10) 0(0,75) 41,16 4,00 0,71 0,04 1364,48
7 1 (200) 1(30) 0 (0,75) 37,00 3,33 0,66 0,07 1048,62
8 0 (160) 0 (20) 0(0,75) 49,11 3,46 0,55 0,06 1016,74
9 1 (200) 0(20) -1 (0) 26,2 2,48 0,48 0,07 943,67
10 1 (200) 0(20) 1(1,5) 41,88 2,85 0,50 0,05 910,76
11 0 (160) 1 (30) -1 (0) 40,62 2,43 0,36 0,07 925,30
12 0 (160) -1 (10) -1 (0) 42,16 2,00 0,23 0,10 908,87
13 -1 (120) 0 (20) 1(1,5) 52,52 1,63 0,10 0,31 201,66
14 0 (160) 1 (30) 1(1,5) 47,54 3,45 0,54 0,04 1180,12
15 -1 (120) 1(30) 0 (0,75) 55,05 1,45 0,22 0,43 196,07

EGK - ekvivalent galne kiseline, KE — ekvivalent katehina , IC — inhibitorna koncentracija, TEX — ekvivalent
troloksa, SD — suva droga

4.5.2. Uticaj procesnih parametara subkriti¢ne ekstrakcije

Na osnovu vrednosti prikazanih u tabeli 15, sadrzaj ukupnih fenola u zavisnosti od

parametara ekstrakcije varirao je od 0,97 to 4,00 g EGK/100 g suvog lista sremusa, dok se

sadrzaj ukupnih flavonoida kretao u intervalu od 0,10 do 0,71 g KE/100 g suvog lista

sremusa. Najveci sadrzaj ukupnih fenola je dobijen na najviSoj temperaturi (200 °C), sa

dodatkom 0,75% HCI u trajanju ekstrakcije od 10 minuta. Primena ovih parametara

rezultirala je dobijanjem 1 najviSeg sadrzaja flavonoida, kao i najvece antioksidativne

aktivnosti. Najnizi sadrZaj ukupnih fenola je dobijen na najniZoj temperaturi, bez dodatka

HCI u trajanju od 20 minuta, dok je najnizi sadrzaj ukupnih flavonoida dobijen na najnizoj

temperaturi u vremenu od 20 min uz dodatak 1,5% HCI. Rastvorljivost fenola u odredenom
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rastvaracu u velikoj meri zavisi od hemijske strukture fenola i polarnosti rastvaraca.
Ahmadian-Kouchaksaraie i saradnici (2016) i Xu i saradnici (2015) su dosli do zakljucka da
visoke temperature tokom ekstrakcije mogu dovesti do degradacije fenola.

Medutim, kod ekstrakcije sremusa vodom u subkritichom stanju, povecanjem
temperature doslo je do poveéanja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida, §to je uticalo i na
bolju antioksidativnu aktivnost dobijenih ekstrakta. lako je temperatura imala negativan
uticaj na ukupni prinos ekstrakcije, upravo najveci sadrzaj ukupnih fenola (4,00 g EGK/100 g
suvog lista sremusa) i ukupnih flavonoida (0,71 g KE/100 g suvog lista sremusa), kao i
najveca antioksidativna aktivnost, merena antiradikalskom aktivnos¢u na DPPH radikale, a
izrazena kao ICsp (0,04 mg/ml), kao i ABTS testom (13,81mM TEX/100 g suvog lista
sremusa), dobijeni su na najviSoj temperaturi. Ove vrednosti su znacajno vise od vrednosti
dobijenih koris¢enjem ultrazvuéne ekstrakcije, Sto ukazuje na Cinjenicu da je subkriticna
ekstrakcija efikasnija metoda za ekstrakciju ukupnih fenola i ukupnih flavonoida iz suvog
lista sremusa. Pirsonovim testom dobijena je umerena pozitivna korelacija izmedu
antioksidativne aktivnosti (ABTS i DPPH test) i ukupnih fenola (R*= 0,78 i R?= 0,75),
odnosno izmedu antioksidativne aktivnosti (ABTS i DPPH test) i ukupnih flavonoida (R*=
0,77 i R?= 0,70, respektivno). Iz ove korelacije mozemo videti da antioksidativnoj aktivnosti
najvise doprinose ukupni fenoli i flavonoidi, kao i da je bolja korelacija postignuta sa
fenolna jedinjenja nego na proizvode Maillardove reakcije (HMF), te su upravo zbog toga u
ovom istrazivanju primenjena oba testa (DPPH i ABTS).

Analiziranjem podataka prikazanih u tabeli 16, vidi se da je temperatura bila
dominantni parametar pri ekstrakciji suvog lista sremuSa subkriticnom vodom. Linearni i
kvadratni ¢lan temperature su pokazali znacajan uticaj na ispitivane zavisne promenljive.
Temperatura je znacCajno uticala na sadrzaje ukupnih fenola i flavonoida i antioksidativnu
aktivnost. Sa slike 34 se moze uociti da se znaCajan porast sadrzaja ukupnih fenola i
flavonoida postize u intervalu 160—200 °C, Sto se moZe objasniti poboljSanom difuzijom i
rastvorljivo§¢u ukupnih fenola i antioksidativnih komponenti i smanjenjem viskoziteta i

napona rastvaraca.
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Koeficijent regresije

Alena Tomsik

Tabela 16 Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

Prinos Sadrzaj ukupnih Sadrzaj ukupnih
ekstrakcij fenola flavonoida test test
e
Odsecak
Po 50,1033 3,608 0,5812 0,0549 9,8388
Linearni
I'a -6,1412* 0,9062* 0,2190* -0,1803*  4,4439*
B> -0,7162 -0,0772 0,0135 -0,004 -0,2755
P 5,9725* 0,4971** -0,0649*** - 0,2131
0,0307**
Zavisni
P2 -2,4625 -0,1942 -0,0236 0,0129 -0,7317
Prs 0,4 -0,0719 0,0051 0,0339**  0,4305
Pos -1,045 -0,2257 -0,0375 0,0047 0,3635
Kvadratn
i
Pr1 -5,2979** -1,0237* -0,1330** 0,1759* -
3,7924**
P2 0,8371 -0,053 -0,0082 0,0162 0,6021
Pas -5,0454** -0,6033** -0,1516** -0,0039 -0,5186
R2? 0,9560 0,9367 0,9356 0,9918 0,9231
CVv* 6,08 15,97 20,79 16,37 24,29
Prodela’ 0,0068 0,0160 0,0167 0,0001 0,0251
D lack of fit’ 0,3434 0,0521 0,0617 0,0510 0,0752
*n < 0,01 # koeficijent determinacije

**0,01< P <0,05
**%0,05< P <0,1

® koeficijent varijacije
®verovatnoéa F-testa
ispitivanog modela

4 verovatnoéa F-testa
nepoklapanja ( lack of fit)
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Oslobadanje fenolnih jedinjenja iz biljnih ¢elija u velikoj meri zavisi od Celijskog zida
biljke, njegovih fizicko-hemijskih osobina i strukture, kao i hemijske strukture fenola koji se
nalaze u biljci. Osim toga, fenolna jedinjenja u biljci su Cesto vezana u komplekse sa nekim
drugim jedinjenjima, kao $to su ugljeni hidrati i/ili proteini (Yang i sar., 2013). Zbog toga je
za dobijanje veceg sadrzaja fenola vazno na adekvatan, efikasan i ekoloski prihvatljiv nacin
hidrolizovati i degradirati ¢elijski zid, ¢ime se olakSava izolovanje fenola. Gizir i saradnici
(2008) su ispitivali uticaj dodatka organskih i mineralnih kiselina na prinos antocijana tokom
subkriticne ekstrakcije, pri ¢emu je dodatkom kiselina doslo do znacajnog poboljSanja
efikasnosti ekstrakcije ovih bioaktivnih jedinjenja. U ispitivanoj ekstrakciji lista sremus$a a na
osnovu p-vrednosti (p>0,01)moze se zakljuéiti da je dodatak kiseline imao znacajan
pozitivan uticaj na prinos ekstrakcije i sadrzaj ukupnih fenola, dok je ovaj uticaj bio manje
izrazen kada su u pitanju flavonoidi. Hidroliza je najverovatnije rezultirala oslobadanjem
fenola iz fenolnih glikozida, Sto se odrazilo na porast sadrzaja ukupnih fenola. Dobijeni
rezultati ukazuju takode da koriS¢enjem manjih i vecih koli¢ina HCl od 0,75% sadrzaja
ukupnih fenola i flavonoida opada. Ovaj fenomen je vise izrazen u slucaju flavonoida.
Povecanje koncentracije HCl moze dovesti do hidrolize acetilovanih flavonoida, S§to je
pra¢eno nizim vrednosti flavonoida (Nicoué i sar., 2007). Da bi se izbegla ovakva
degradacija, ili bar svela na minimum, preporucuje se upotreba niZze koncentracije HCL
Dodatak kiseline je takode znaajno uticao na antioksidativhu aktivnost merenu kao
antiradikalska aktivnost na DPPH radikale, ali nije uticao na antioksidativnu aktivnost
merenu ABTS testom. Ovo povecanje antioksidativne aktivnosti dodatkom kiseline je u
korelaciji sa porastom sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida pri istim uslovima. Interakcija
izmedu temperature i dodatka kiseline, imala je uticaj samo na antiradikalsku aktivnost na

DPPH radikale, dok je u ostalim slucajevima bila zanemarljiva (slika 35).

Vreme ekstrakcije nije imalo znacajan uticaj ni na jednu zavisnu promenljivu. Stoga
smanjenje vremena trajanja ekstrakcije nec¢e znacajno uticati na prinos ispitivanih bioaktivnih
komponenti, ali ¢e svakako uticati na smanjenje energetskih i operativnih troskova procesa.
Takode, smanjenjem vremena trajanja ekstrakcije mozZe se povecati broj Sarznih ekstrakcija,

Sto znacajno moze doprineti ukupnoj efikasnosti proizvodnje ovog tipa biljnog ekstrakta
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4.5.3. Indikatori Maillardove reakcije

Nekoliko radova ukazuju na to da tokom ekstrakcije subkriti¢cnom vodnom dolazi do
akumuliranja nezeljenih jedinjenja koja nastaju kao rezultat reakcije neenzimskog tamnjenja,
(Wijngaard i Brunton, 2009). Neka od ovih jedinjenja, kao $to su furfurali se formiraju tokom
napredne faze Maillardove reakcije. Ova jedinjenja se Cesto analiziraju da bi se procenio
intenzitet primenjenih procesnih parametara ekstrakcije subkriticnom vodenom, najceSce
uticaj temperature (Narita i Inouye, 2012; Zhu i sar., 2009). Formiranje 5-hidrokismetil
furfurala 1 furfurala i njihovo prisustvo u ekstraktima je nepozeljno zbog toga S$to je
zabelezeno da ovaj jedinjenja u odredenoj koncentraciji mogu da ispolje citotoksicne,
mutagene, kancerogene 1 genotoksicne efekte (Capuano i Fogliano, 2011; Teixid6 1 sar.,
2006). Da bi se stekao uvid u stvaranje furfurala tokom ekstrakcije subkriticnom vodom,
odredeni su sadrzaji 5-hidrokismetil furfurala i furfurala u svim ekstraktima lista sremusa koji
su dobijeni primenom ove ekstrakcione tehnike. Rezultati ove analize prikazani su u tabeli
17.

Sadrzaj S-hidrokismetil furfurala je znacajno varirao u zavisnosti od uslova
ekstrakcije (od 10,63 do 1135,5 pg/ml). Prema dobijenim rezultatima, koli¢ina 5-
hidrokismetil furfurala u uzorcima znacajno se razlikovala na 120 °C i 160 °C. Nakon
dostizanja maksimalne temperature doslo je do znacajnog smanjenja 5-hidrokismetil furfurala
u ekstraktima dobijenim na temperaturi od 200 °C. DuZe vreme ekstrakcije 1 dodatak HCl
favorizuju stvaranje 5-hidrokismetil furfurala. Medutim, na temperaturi od 200 °C
zabeleZzeno je suprotno. Nizi sadrzaj 5-hidrokismetil furfurala na temperaturi vecoj od
210-220 ° zabelezili su Narita i Inouye (2012) i Wang i saradnici (2010), a pojava se
pripisuje njegovoj degradaciji, polimerizaciji i reakcijama sa drugim jedinjenjima. Herrero i
saradnici (2012) su ispitivali uticaj stvaranja 5-hidrokismetil furfurala na antioksidativno
delovanje ekstrakta lista maline dobijenog subkritichom ekstrakcijom na razlicitim
temperaturama. U njihovom istrazivanju 5-hidrokismetil furfural nije uticao na povecanje
antioksidativne aktivnosti ekstrakta. Isti zakljucci se mogu izvesti i u ovom istraZivanju, jer
nije bilo korelacije izmedu nastanka 5-hidrokismetil furfurala i furfurala i antioksidativne
aktivnosti ekstrakta, a primenom modela polinomne jednacine drugog reda dobijeni rezultati

nisu odgovarali predlozenom modelu (p > 0,05).
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Pracenje Maillardove reakcije podrazumeva, pored odredivanja sadrzaja 5-HMF i
furfurala, i merenje indeksa tamnjenja. Iz rezultata prikazanih u tabeli 15 primecuje se da
indeks tamnjenja znacajno raste sa povecanjem temperature ekstrakcije (slika 36). Takode,
dobijeni rezultati sugeriSu da svi parametri ekstrakcije (temperatura, dodatak HCI, vreme
ekstrakcije) doprinose razvoju braon boje ekstrakta. Indeks tamnjenja se kretao u interval
35,66—153,58.

Tabela 17 Indikatori Millardove reakcije tokom subkriti¢ne ekstrakcije

Redni Tempe- Vreme Dodatak Indeks 5- Furfural
broj ratura (°C) ekstrakcije  HCI (%) tamnjenja  hidroksimetil (ng/ml
(min) furfural )
(ng/ml)

1 160 10 15 136,27 515,65 920,85
2 120 20 0 35,66 12,25 5,56
3 120 10 0,75 45,71 16,63 28,62
4 160 20 0,75 133,12 1057,90 764,54
5 160 20 0,75 127,07 1045,80 795,47
6 200 10 0,75 130,36 70,07 135,94
7 200 30 0,75 153,82 568,69 668,50
8 160 20 0,75 128,34 1035,10 832,63
9 200 20 0 146,16 608,04 140,58
10 200 20 15 153,58 10,63 10,46
11 160 30 0 139,32 477,08 47,27
12 160 10 0 145,71 122,69 7,10
13 120 20 1.5 97,85 1116,73 94,38
14 160 30 15 141,89 397,65 700,41
15 120 30 0,75 85,10 1135,50 59,66

Slika 36 Promena boje ekstrakta u zavisnosti od procesnih parametara SVE
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4.5.4. Optimizacija procesnih parametara

Numericka optimizacija ekstrakcije lista sremusa subkriticnom vodom je izvrSena na
osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata 1 statisticke analize u cilju odredivanja procesnih
parametara ekstrakcija na kojima bi se dobio ekstrakt sa najve¢im sadrzajem ukupnih fenola i
flavonoida i najve¢om antioksidativnom aktivnos¢u. Odredivanje optimalnih uslova i
predvidenih vrednosti zasnovano je na pozeljnoj funkciji, D = 0,93. Na osnovu rezultata
numericke optimizacije, za dobijanje ekstrakta Zeljenog/optimalnog kvaliteta, parametre
ekstrakcije treba podesiti na slede¢e vrednosti: temperatura 179 °C, vreme ekstrakcije 10 min
i 1,09% dodatak hlorovodoni¢ne kiseline. Ovi teorijski pretpostavljeni rezultati su
eksperimentalno potvrdeni sa odstupanjem + 5%. Predvidene i eksperimentalne vrednosti
zavisnih promenljivih su prikazane u tabeli 18. Na osnovu dobijenih vrednosti, moze se
zakljuciti da nije bilo znacajne razlike izmedu procenjenih i posmatranih vrednosti, $to

ukazuje na dobar odnos izmedu predvidenog modela i eksperimentalno dobijenih rezultata.

Tabela 18 Predvidene i eksperimentalne vrednosti dobijene na optimalnim parametrima SVE

Ukupni fenoli (g EGK/100 g SD) 4,11+0,21 4,13+0,36

Ukupni flavonoidi (g KE/100 g SD) 0,66+0,03 0,66:0,04

Antioksidativna aktivnost (1Cso, mg/ml) 0,013+0,02 0,013+0,01
Antioksidativna aktivnost (mM

TEX/100 g SM) 1223+61,15 1237+1,57

Prinos ekstrakcije (%0) 50,85+2,54 51,89+0,68

& predvidena vrednost odziva + 5% interval poverenja
b srednja vrednost + standardno odstupanje (n=3)
EGK - ekvivalent galne kiseline

KE — ekvivalent katehina

TEX —ekvivalent troloksa

SD - suva droga

Rezultati dobijeni na optimalnim uslovima ekstrakcije subkritic(nom vodom i rezultati
konvencionalne ekstrakcije, gde je voda primenjena kao rastvaraC, su se znacajno
razlikovali. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu dobijenom na optimalnim uslovima
subkriticne ekstrakcije je bio dva puta veéi nego sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu koji je

dobijen postupkom maceracije, dok je sadrzaj ukupnih flavonoidi bio ve¢i za oko 3 puta, u
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odnosu na rezultate maceracije. Povecanje ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida primenom
subkriti¢ne vode kao rastvaraca moze se objasniti promenom polarnosti vode u subkriti¢noj
oblasti. Smanjenjem polarnosti vodi, poboljsano je izolovanje umereno polarnih fenola i
flavonoida koji su prisutni u listu sremuSa. Ba§ iz tog razloga, ekstrakcija subkriticnom
vodom se moze preporuciti kao ekstrakcija izbora za izolovanje ovih bioaktivnih komponenti

1z lista sremusa.

4.6. Poredenje hemijskog sastava odabranih ekstrakata

Biljni ekstrakti predstavljaju kombinaciju razli¢itth vrsta bioaktivnih komponenti
razli¢ite polarnosti, usled ¢ega je postupak identifikacije o kvantifikacije ovih jedinjenja
zahtevan i izazovan (Brusotti i sar., 2014; Sasidharan i sar., 2011). Sakakibara i saradnici
(2003) su formirali bazu podataka koja sadrzi retenciona vremena i DAD spektre 100
fenolnih jedinjenja razdvojenih primenom HPLC tehnike na reversnoj fazi. Jednostavni
polifenoli i katehini se eluiraju na retencionim vremenima 5,8—34,3 min, odnosno 8,1-26,1
min; glikozidi flavona, flavonola, izoflavona i flavanona izmedu 20,1-61,4 min, a njihove
aglikonske forme izmedu 26,7-91,6 min; za njima po retencionom vremenu slede antrahinoni
i halkoni. Tip hromatografske kolone u gore navedenom radu (Sasidharan i sar., 2011) i
kolone koris¢ene u okviru ove doktorske disertacije je isti, a razlike u retencionim vremenima

su posledica razlicitih dimenzija kolone 1 u primenjenoj mobilnoj fazi.

Profil fenolnih jedinjenja analiziranih ekstrakata dobijenim na optimalnim uslovima
ultrazvuéne ekstrakcije i ekstrakcije subkriticnom vodom, primenom HPLC tehnike je
prikazan u tabeli 20. Sa dobijenih hromatograma ocitana su retenciona vremena pikova i
maksimumi UV spektara odgovarajucih pikova, a kvalitativna analiza rezultata je izvrSena na
osnovu poredenja retencionih vremena pikova i UV spektara uzorka i dostupnih standarda
fenolnih kiselina i flavonoida, kao i na osnovu dostupnih literaturnih podataka UV spektara.
Na osnovu rezultata sprovedene analize, uocava se jasna razlika u hemijskom sastavu

ekstrakta dobijenog razli¢itim postupcima ekstrakcije.

Hromatogram ekstrakta dobijenog ultrazvuénom ekstrakcijom (UZ) karakteriSu
pikovi samo u prvom delu hromatograma (slika 37). Na osnovu retencionih vremena pikova i
poredenjem dobijenog hromatograma sa hromatogramom prikazanim u istrazivanju Misan i

saradnika (2011), u kome je koriS¢ena ista metoda za analizu fenolnih jedinjenja kao i u
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ispitivanjima obuhvacenim ovom disertacijom, pretpostavlja se da su se ultrazvu¢nom
ekstrakcijom izolovane ve¢inom fenolne kiseline i to u zna¢ajno vecoj meri u poredenju sa
ekstraktom dobijenim ekstrakcijom subkritic(nom vodom. Vlase i saradnici (2012) su u
ekstraktu sremusa detektovali p-kumarinsku i ferulnu kiselinu kori§¢enjem 70% etanola kao
rastvarac¢a. Na osnovu UV spektra moze se pretpostaviti da ekstrakt dobijen na optimalnim

uslovima ultrazvucne ekstrakcije sadrzi galnu kiselinu i derivate katehina.
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Slika 37 Hromatografski profil fenolnih komponenti u zavisnosti od primenjene ekstrakcione tehnike i
rastvaraca

U poredenju sa ekstraktom dobijenim ultrazvuénom 1 ekstrakcijom subkriticCnom
vodom, subkriti¢ni ekstrakt je bogatiji fenolnim jedinjenjima (tabela 22). Na osnovu
apsorpcionog spektra standarda i spektra jedinjenja u ekstraktu dobijenom subkriticnom
ekstrakcijom potvrdeno je prisustvo katehina (pik 11 u tabeli 22). Na osnovu spektara
dominantnih komponenti u ispitivanim ekstraktima moZe se pretpostaviti da se u ekstraktu
dobijenom ekstrakcijom subkriticnom vodom nalaze jedinjenja tipa fenilpropanoida i

flavonoida. Ovaj zakljucak je u skladu sa saznanjem da apsorpcioni spektar flavonoida ima
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dva maksimuma, jedan izmedu 240-290 nm a drugi izmedu 300-550 nm (Martins i sar.,
2015). Prema istrazivanju Santos-Buelga i saradnika apsorpcioni maksimum zavisi od broja
hidroksilnih grupa u prstenu A i B, kao i od glikozilacije flavonoida i acil supstituenta koji
prouzrokuju dodatni maksimum u UV spektru (Martins i sar., 2015). Oszmianski i saradnici
(2013) su utvrdili da je sremus$ bogat razli¢itim derivatima kempferola, pretezno derivatima
kemferol-hekzosil-acetil-deoksiheksoza-heksozid i kemferol-heksoza derivatima. U radu
navedenih autora prikazani su rezultati LC-MS analiza, kao i karakteristicni maksimumi
spektara kemferol je karakteristicno jedinjenje za Allium vrste, a razliciti derivati kemferola
su detektovani u ekstraktu belog luka dobijenog smeSom rastvaraca aceton/etanol/voda
(70:15:15, v/vlv) tokom 24 h (Fratianni i sar., 2015). Na oshovu literaturnih podataka
razli¢itth autora 1 spektara uzoraka dobijenih ekstrakcijom subkriticnom vodom i
ultrazvuénom ekstrakcijom, pretpostavlja se da bi se pikovi 14-23 (tabela 18) na
hromatogramu prikazanom na slici 41 mogli smatrati derivatima kemferola (Dziri i sar.,
2012; Oszmianski i sar., 2013; Tsimogiannis i sar., 2007). Za ekstrakciju fenolnih jedinjenja
Oszmianski 1 saradnici (2013) su kao rastvara¢ koristili zakiSeljeni metanol, dok je kod
ekstrakta dobijenog ekstrakcijom subkriticnom vodom kori$¢ena voda u subkriti¢cnom stanju,
koja na datim uslovima ekstrakcije ima slicnu dielektri¢nu konstrantu kao metanol (Dai i
Mumper, 2010), te se na osnovu toga moze pretpostaviti da su jedinjenja u ekstraktu
dobijenom na optimalnim uslovima ekstrakcije subkritichom vodom derivati kemferola.
Najzastupljenije komponente u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom subkriticnom vodom su
bile one kojima odgovaraju pikovi 14, 26 1 27 (1.85—88.19 pg kemferol ekvivalent/ml). UV
spektar jedinjenja 14, 15, 16, 17, 21 i 23 pokazuju maksimum na 348 nm, dok je UV spektar

jedinjenja br. 30—35 sa maksimumom apsorpcije na 318 nm.

Poredenjem hromatograma analiziranih ekstrakta dobijenih na optimalnim uslovima
ekstrakcije subkriticnom vodom 1 ultrazvu¢ne ekstrakcije moze se zakljuciti da odabrana
tehnika 1 rastvara¢ znaCajno uticu na profil izolovanih polifenolnih jedinjenja. U procesu
ekstrakcije moze, u odredenoj meri, do¢i do prevodenja pojedinih aglikona i njihovih
glikozida u drugi, sli¢an aglikon (kao, na primer, redukcija kvercetina u kemferol) (BoZin,
2009). Odredivanje koli¢ine 1 vrsta polifenola u ekstraktima jedan je od najvec¢ih izazova
zbog broja prirodnih fenola koji pripadaju razli¢itim klasama i nalaze se u biljkama u obliku

razlic¢itih glikozida.

Iako ekstrakt dobijen pod optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom

odlikuje ve¢i sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i bolju antioksidativnu aktivnost,
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sadrzaj sumpornih jedinjenja u optimalnom ekstraktu dobijenom ultrazvu¢nom ekstrakcijom
je bio znatno visi (tabela 22). Iako voda u subkriticnom stanju ima osobine slicne metanolu,
nije doslo do izolovanja znacajnih sumpornih jedinjenja kao $to je alicin. Nizak sadrzaj
sumpornih jedinjenja u ekstraktu dobijenom subkriticnom ekstrakcijom je, najverovatnije,
posledica termolabilnosti tih jedinjenja, obzirom na visoku temperaturu primenjenu u procesu
ekstrakcije. Iz rezultata prikazanih u tabeli 21 se uocCava da je sadrzaj analiziranih sumpornih
jedinjenja znacajno vec¢i u ekstraktu dobijenom ultrazvuénom ekstrakcijom koris¢enjem
etanola kao rastvaraca, dok je u ekstraktu dobijenom subkriti¢nom ekstrakcijom detektovana
manja koli¢ina alil sulfida, dialil disulfida i S-metilestar metantiosulfonske kiseline. U
ekstraktu dobijenom pod optimalnim uslovima ultrazvuéne ekstrakcije detektovano je
prisustvo alicina, dialil disulfide i dialil trisulfida, koji nastaju razgradnjom alicina.
Koris¢enjem 70% etanola Vlase i saradnici (2012) su detektovali 1,965 mg AC/100 g svezeg
lista sremusa primenom perkolacije kao ekstrakcione metode. U poredenju sa ekstrakcijama
na povisenoj temperaturi, pri ultrazvu¢noj ekstrakciji se ocCuvaju organska jedinjenja
odgovorna za karakteristiéne mirise i ukus sveze seckanih belog luka (Poojary i sar., 2017).
Primenom ultrazvuéne ekstrakcije, koris¢enjem vode kao rastvaraca, Arzanlou i Bohlooli

(2010) su ekstrahovali 0,48 mg alicina/ml ekstrakta iz mladog belog luka.
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Tabela 22 Retenciona vremena i maksimumi dominantnih komponenti na 280 nm u ekstraktima dobijenim na
optimalnim ta¢kama subkriti¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije

. Retenciono Povrsina PovrSina
Pik vreme A (nm) . A (nm) .
(min) pika pika
1 0,052 236, 272 885,40 | 236, 284 3845,9
2 0,74 230, 260 430,70
3 0,76 n.d 264 3378,3
4 0,91 234, 256, 274 | 360,20 n.d
5 0,98 n.d 234,274 781,2
6 1,26 296 117,30 n.d
7 1,58 n.d 284 4668,4
8 1,59 232, 270, 362 53,04 n.d
9 2,32 234, 298 44,83 n.d
10 3,31 n.d 232, 282 21489
11 4,28 234, 280 94,44 n.d
12 4,47 n.d 232, 288 572,3
13 5,44 234, 316 86,34 n.d
14 6,55 240, 266, 348 | 153,09 n.d
15 7,42 232,264,348 | 1152,4 n.d
16 8,96 232, 266, 348 56,02 n.d
17 9,88 232, 266, 348 34,97 n.d
18 10,17 232,266, 346 | 113,68 n.d
19 10,56 232, 266, 346 | 238,38 n.d
20 10,87 232,266, 346 | 277,22 n.d
21 12,41 232, 266, 348 | 103,39 n.d
22 14,61 230’3253%312’ 118,75 n.d
23 15,20 232, 266, 348 | 215,19 n.d
24 16,10 232, 266, 316 | 388,86 n.d
25 16,29 234, 266, 316 | 1017,40 n.d
26 16,95 234, 266, 316 | 114591 n.d
27 17,45 232,266, 316 | 267,07 n.d
28 17,68 234, 266, 316 | 221,23 n.d
29 17,96 230’3%1%2}]316’ 211,02 n.d
30 18,01 230, 266, 318 | 304,52 n.d
31 18,38 230, 266, 318 | 122,54 n.d
32 18,50 230, 266, 318 | 127,98 n.d
33 19,01 230, 266, 318 | 126,93 n.d
230, 266, 318,
34 19,38 345sh 126,93 n.d
35 19,85 230, 266, 318 60,24 n.d

n.d — nije detektovano
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Tabela 23 Sadrzaj sumpornih jedinjenja u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom i subkriti¢cnom
vodenom ekstrakcijom odreden HPLC tehnikom

uzorak AS DADS | DATS AC MMTS,
uz 120,1 | 327,8 1236,3 | 153,2 450,6

SVE 44,1 27,3 n.d. n.d. 302,6
n.d, nije detektovano

AS — alilsulfid, DADS — dialilsulfid, DATS — dialiltruslfid, AC — alicin, MMTS, — S-metilestar
metanetiosulfonske kiseline

Na osnovu hromatografskih analiza ekstrakata dobijenih na optimalnim uslovima
ultrazvucne ekstrakcije i1 ekstrakcije subkriticnom vodom, zakljucuje se da je ekstrakt dobijen
na optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom bogatiji polifenolnim jedinjenjima,
dok je ekstrakt dobijen na optimalnim uslovima ultrazvucne ekstrakcije bogatiji sumpornim
jedinjenjima. U skladu sa ovim ¢injenicama, odgovarajucu tehniku ekstrakcije treba izabrati

na osnovu ciljanih jedinjenja.

4.7. Superkriti¢na ekstrakcija ugljen-dioksidom

Superkriti¢na ekstrakcija ugljen-dioksidom (SC-CO,) je primenjena kako bi se iz
suvog lista sremusa izolovala nepolarna i slabo polarna sumporna jedinjenja. U eksperimentu
sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije ispitan je uticaj pritiska i temperature
superkriticnog ugljen-dioksida na prinos ekstrakcije i sastav dobijenih ekstrakata. Reverchon
i De Marco (2006) su preporucili da temperature za ekstrakciju termolabilnih jedinjenja, u
koja spadaju i sumporna jedinjenja, ovom tehnikom treba da budu u opsegu 35 i 60 °C, blizu
kriticne tacke, a Sto je moguce nize, kako bi se izbegla njihova degradacija. Povecanjem
pritiska mo¢ rastvaranja ugljen-dioksida raste, ali selektivnost opada, tako da se variranjem
pritiska i temperature utice na osobine superkriticnog ugljen-dioksida, a time i na kvalitet
dobijenog ekstrakta. U skladu sa tim, u analizi ekstrakcije lista sremusSa superkriti¢énim
ugljen-dioksidom ispitan je uticaj temperature (40, 50 i 60 °C) i pritiska ekstrakcije (od 150
do 400 bara, sa korakom od 50 bara izmedu eksperimenata) na ukupni prinos ekstrakcije i
sastav dobijenih ekstrakata.

U tabeli 19 su prikazani kumulativni prinosi ekstrakcije, u zavisnosti od uslova

ekstrakcije, dobijeni nakon 5 h pri konstantnom protoku ugljen-dioksida. Cesto se moé
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rastvaranja superkriticnog ugljen-dioksida izrazava kao gustina ugljen-dioksida i zavisi od

temperature i pritiska. U ovom eksperimentu, gustina superkriti¢nog ugljen-dioksida varira

od 603,9 do 965,1 kg/m>. Iz tabele 19 moZe se uociti da se poveéanjem pritiska povecava

prinos, usled povecanja solvatacione moci, odnosno gustine uglen-dioksida. Najveci prinos

ekstrakcije (3,43%) je postignut na najvi$oj temperaturi i najviSem pritisku, gde je gustina

superkriti¢nog ugljen-dioksida iznosila 890,30 kg/m®. NajniZi prinos ekstrakcije je zabelezen

na najblazim uslovima ekstrakcije (150 bar i 40 °C) i dosta nizoj gustini superkritinog

ugljen-dioksida,

150

200

250

300

350

400

40
50
60
40
50
60
40
50
60
40
50
60
40
50
60
40
50
60

780,30
699,80
603,90
839,90
784,40
723,80
879,60
834,40
786,80
910,00
870,60
830,00
934,90
899,40
863,20
956,10
923,40
890,30

Tabela 19 Prinos SF-CO, u zavisnosti od parametara ekstrackije

1,69
2,04
2,08
1,78
2,12
2,32
1,96
2,12
2,62
1,78
2,10
2,61
1,79
2,52
3,34
1,70
2,36
3,43

Iz rezultata prikazanih na slikama 38—41 mogu se uociti dva perioda ekstrakcije.

Period brze ekstrakcije, tokom koga se ekstrahuju komponente iz razorenog celijskog

materijala lako rastvorljive u superkriticnom ugljen-dioksidu, u ovom slucaju u intervalu do

oko 120 min. Tokom perioda spore ekstrakcije ekstrahuju se komponente sa viSom tackom

klju¢anja i ve¢e molekulske mase, kao $to su masna ulja, voskovi, pigmenti i dr (Sahena i
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sar., 2009). Sahena i saradnici (2009) su primetili da prinos masti, odnosno masnih kiselina

raste pri povecanju pritiska ekstrakcije, kao i produzenom vremenu ekstrakcije.
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Slika 38 Uticaj pritiska na kinetiku SC-CO, na temperaturi od 40 °C
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Slika 39 Uticaj pritiska na Kinetiku SC-CO, na temperaturi od 50 °C
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Slika 40 Uticaj pritiska na kinetiku SC-CO, na temperaturi od 60 °C

4.7.1. Analiza sumpornih jedinjenja u ekstraktima dobijenim SF-CO,

Obzirom da su sumporna jedinjenja, prema vecini autora (Gitin i sar., 2014; Godevac
i sar., 2008; Sobolewska i sar., 2013), najvazniji sastojci predstavnika roda Allium, u okviru
preliminarnog ispitivanja hemijskog sastava ekstrakata lista sremuSa dobijenih
superkriticnom ekstrakcijom izvrSena je analiza primarnih isparljivih sumpornih jedinjenja

primenom GC-MS tehnike.

U tabeli 20 prikazana su dominantna jedinjenja i njihove povrsine u zavisnosti od
uslova superkriticne ekstrakcije, detektovana primenom GC-MS tehnike, dok je
karakteristiCan hromatogram analiziranih ekstrakata prikazan na slici 41. U zavisnosti od
fizickih 1 hemijskih osobina ciljanih jedinjenja prisutnih u uzorku potrebno je primeniti
analiticku tehniku koja se karakteriSe visokom selektivnoséu i osetljivos¢u. lako gasna
hromatografija zadovoljava navedene uslove, prilikom primene visokih temperatura moze
do¢i do degradacije ili modifikacije odredenih jedinjenja prisutnih u uzorku koji se analizira.
Kako je alicin jedno od dominantnih jedinjenja lukova, pri zagrevanju koje je neophodno

primeniti u GC-MS analizi, moze do¢i do njegove razgradnje i formiranja novih isparljivih
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jedinjenja, kao $to su sumpor dioksid, dimetil trisulfid (DMTS), dialil mono-, di- i trisulfid i
alilmetil di- i trisulfid (Poojary i sar., 2017). U analiziranim ekstraktima sremus$a upravo je
ovo uocenu, te su kao dominantna sumporna jedinjenja detektovani disulfidi, trisulfidi i
tetrasulfidi, dok je kao dominantna komponenta u ekstraktima preovladao metilalil trisulfid.
Prisustvo pojedinih komponenti u ekstraktima se menjalo u zavisnosti od temperature i
pritiska ekstrakcije. Tako je na primer metilalil trisulfid bio najzastupljeniji u ekstraktu
dobijenom na 50 °C i 350 bar, dimetil trisulfid, na temperaturi od 60°C i 200 bar a sadrzaj
dimetil disulfide je bio najveéi na ekstrakcionim uslovima od 50°C i 200 bar. Dobijeni
rezultati u skladu su sa rezultatima objavljenim u nekoliko nau¢nih radova koji su se bavili
ispitivanjem sastava bioaktivnih jedinjenja u sremusu. Tako su, Bagiu i saradnici (2012) u
vodeno-metanolnom ekstraktu sremus$a detektovali dimetil disulfid, dimetil trisulfid i dimetil
tiosulfonat kao najzastupljenija isparljiva jedinjenja nastale od S-metil cistein sulfoksida.
Analizom etarskog ulja sremusa Godevac i saradnici (2008) su primenom GC-MS utvrdili da
su u etarskom ulju ove biljne sirovine najzastupljenije frakcije disulfidi (57%), trisulfidi
(37%) i tetrasulfidi (4,7%), dok su Btazewicz-Wozniak i Michowska (2011) detektovali kao
dominantne komponente metil-2-2-propenil disulfid i dimetil trisulfid. Primenom GC-MS u
etarskom ulju belog luka dobijenom superkriticnom ekstrakcijom kao dominantna jedinjenja
su detektovana metil 5-metilfurol sulfid (18,30 %), metil 3,4-dimetil-2-tienil disulfid (11,75
%) 1 1-propenil propil disulfid (9,72 %) (Ye i Lai, 2012).

Za dalju analizu ekstrakata HPLC tehnikom izabrano je pet ekstrakata, dobijenih
superkritiénom ekstrakcijom. Ovi ekstrakti su odabrani na osnovu visokog prinosa ekstrakcije
i sadrzaja sumpornih jedinjenja, koji je prethodno odreden GC-MS tehnikom. Analiza
primenom HPLC tehnike uradena je kako bi se §to preciznije definisao sastav ekstrakata i na
osnovu toga jasno odredili procesni parametri koji su potrebni za proizvodnju ekstrakta
sremusa sa najve¢im sadrzajem sumpornih bioaktivnih jedinjenja. U tom smislu za dalju
hemijsku analizu odabrani su superkriti¢ni ekstrakti sremusa dobijeni na temperaturi od 50 °C a radni
pritisak za dobijanje ekstrakata je iznosio 200, 250, 300, 350 i 400 bar. Analizom dobijenih
podataka (tabela 21) moze se uociti da je sadrzaj alicina (AC) najve¢i u ekstraktu koji je
dobijen na temperaturi od 50°C i na pritisku od 400 bar, zatim sledi ekstrakt dobijen na
pritisku od 200 bara, pa ekstrakt dobijen na pritisku od 250 bara i na istoj procesnoj

temperature od 50 °C. U ostalim ispitivanim ekstraktima sadrzaj alicina je bio znatno manji.
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Tabela 20 Sumporna jedinjenja detektovana GC-MS tehnikom u ekstraktima dobijenim superkritiénom

ekstrakcijom
Temperatu | Sulfok | Trisulf | Disulfid, | Metanetiosulf | Trisulf | Tetrasul | Trisulfi
ra (°C) sid, id, dimetil, S- onska id, fid, d,
dimetil | dimeti oksid kiselina, S- metil dimetil dialil
, [ imethildis metil estar alil
DMSO ulfid
RT 10,10 | 15,18 15,81 19,99 23,08 26,60 30,35
(min)
150 40 0,43 0,35 1,97 0,96 29,50 0,53 27,20
50 0,83 15,24 55,51 42,18 109,6 15,42 77,69
3
60 15,57 | 11,71 60,28 50,23 9,30 1,81 64,85
200 40 n.d 18,26 89,67 29,64 151,9 21,50 | 125,34
2
50 0,71 34,71 117,18 57,08 150,4 19,83 87,90
A 1
g 60 24,36 | 40,00 33,26 69,26 8,61 13,70 43,67
- 250 40 0,48 20,81 38,63 15,71 139,4 16,06 73,81
:_f 1
}3 50 10,73 1,41 3,66 32,16 79,54 13,82 37,59
60 14,73 | 20,04 53,07 64,19 11,79 18,59 57,68
300 40 0,44 0,25 29,18 19,96 45,16 0,70 36,19
50 n.d 31,15 98,41 62,10 165,0 nd 63,43
6
60 0,83 1,48 93,83 5,25 110,0 1,05 42,78
8
350 40 0,26 n,d 48,23 2,53 74,53 nd 28,69
50 n.d 30,81 71,14 38,81 219,7 n,d 72,82
0
60 0,94 26,04 30,46 38,43 90,33 10,22 29,85
400 40 n.d n.d 34,36 24,06 66,47 n.d 30,81
50 n.d 29,39 84,79 75,65 16,67 n.d 52,75
60 12,24 | 13,29 52,94 35,83 75,87 18,06 26,14

n.d- nije detektovano
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Slika 41 Gasni hromatogram SF-CO, ekstrakta

1-Sulfoksid, dimetil, DMSO, 2-Trisulfid, dimetil, 3-Disulfid, dimetil, S-oksid
imethildisulfid, 4-Metanetiosulfonska kiselina, S-metil estar, 5-Trisulfid, metil alil, 6-Tetrasulfid, dimetil, 7-Trisulfid,
diali

Obzirom da se u znacajne komponente koje doprinose bioaktivnosti sremusa ubrajaju
i dialil disulfid (DADS), dialil trisulfid (DATS), alil sulfid (AS) i S-metil estar
metanetiosulfonske kiseline (MMTS;), ispitan je i njihov sadrzaj u dobijenim ekstraktima
(tabela 19). Najveci sadrzaj DATS, MMTS; i AS je registrovan u ekstraktima dobijenim na
pritisku od 200 bara i temperaturi od 50 °C. Na osnovu podataka iz tabele 19, zakljucuje se da
su ekstrakcioni parametri, temperatura od 50 °C i pritisak od 200 bar, najpogodniji za

dobijanje ekstrakta sa visokim sadrzajem sumpornih bioaktivnih komponenti.

124



Doktorska disertacija Alena Tomsik

Tabela 21 Sadrzaj sumpornih jedinjenja u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom SF- CO; odreden HPLC

tehnikom
Pritisak (bar) Alilsulfid Dialilsulfid | Dialiltruslfid | Alicin S-metilestar
(AS) (DADS) (DATYS) (AC) metanetiosulfonske
kiseline (MMTS,)
200 72,1 37,9 717 388 180
250 42,1 27,3 25,8 315,9 67,4
300 72,1 10,6 17,8 193,5 85,1
350 26,1 31,1 17,4 210,5 n.d.
400 66,1 40,2 27,2 458,4 20,4

Razli¢iti autori su istrazivali uticaj procesnih parametara SC-CO, na ekstrakciju
sumpornih jedinjenja iz belog ili crnog luka. U ranijim istrazivanjima i optimizaciji
ekstrakcionih parametara SC-CO; za izolovanje alicina iz belog luka Calvey i saradnici
(1994) su preporucili temperaturu od 36 °C i pritisak ve¢i od 240 bar, a sli¢ni uslovi su
zabeleZeni i u istrazivanju Rybaka i saradnika (2004) (45 °C i 310 bar). Drugi autori su
zakljucili da pritisak i temperatura imaju pozitivan uticaj na prinos ekstrakcije aromati¢nih
komponenti, pri ¢emu se najveéi prinos (~15g aromati¢nih jedinjenja/kg) dobija
kori$¢enjem pritiska od 300 ili 450 bara na temperaturi od 65 °C (Sass-Kiss i sar., 1998).
Optimizacijom procesnih parametara SC-CO, koris¢enjem RSM, Ye i Lai (2012) su dobili
najveci prinos etarskog ulja iz belog luka (4,69 g/kg SM) na pritisku od 206 bar i temperaturi
40,6 °C u trajanju od 260 min pri protoku CO, od 22 L/h. Del Valle i saradnici (2012) su za
dobijanje ekstrakta belog luka bogatog alicinom predlozili slede¢e ekstrakcione uslove:

55 °C, 300 bar, 4 h i 55 kg/kg CO,/uzorku kao optimalne .

Na osnovu dosadasnjih literaturnih podataka o uticaju procesnih parametara tokom
SC-CO; ekstrakcije, moze se zakljuciti da je optimalna temperatura za dobijanje ekstrakta
lista sremusa sa visokim sadrzajem sumpornih jedinjenja 40-50 °C, dok je kao optimalan
predlozen pritisak u opsegu 240-300 bara. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske
disertacije, na osnovu kojih je kao optimalna temperatura preporucena 50 °C, a kao optimalni
pritisak 200 bar, su u skladu sa dosadasnjim rezultatima. Optimalni uslovi svakako zavise od

sirovine koja se ekstrahuje i variraju u zavisnosti od sorte luka.
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4.8. Enkapsulacija pomocu spray drying tehnike

Tecni biljni ekstrakt, dobijen na optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom
vodom, primenom odgovarajuce tehnike enkapsulacije vrlo jednostavno se moze prevesti u
formu suvog ekstrakta koji karakteriSe povecana stabilnost i visoka koncentracija bioaktivnih
jedinjenja. Pored ove prednosti u odnosu na tecne biljne ekstrakte, suvi ekstrakti su
jednostavniji za manipulaciju i doziranje, transport i skladistenje. Jedna od najjednostavnijih i
najefikasnijih tehnika koja se moze primeniti za dobijanje ovakve forme ekstrakata je spray
drying. Medutim, kao i u sluéaju ekstrakcija, ukoliko proces nije dobro postavljen, odnosno
ukoliko procesni parametri nisu dobro odabrani, prilikom susenja spray drying tehnikom
moze doéi do pojave problema, kao §to su lepljivost ekstrakta, nedovoljna efikasnost susenja,
proizvodnja ekstrakata neadekvatnog kvaliteta u pogledu fizicko-hemijskih karakteristika ili
izostanak farmakoloSke aktivnosti suvih ekstrakata usled degradacije bioaktivnih
komponenti. Stoga se pod efikasnim procesom podrazumeva proizvodnja suvog ekstrakta bez
pojave lepljivosti i zaostajanja na zidovima komore spray dryer uredaja, uz minimalno
smanjenje bioloske aktivnosti (Bhandari i sar., 1997). Dobijeni proizvod treba da zadovolji
zeljene fizicko-hemijske karakteristike, a sadrZaj vlage suvih ekstrakata mora da bude nizak,
kako bi proizvodi bili stabilni sa aspekta njihovih fizicko-hemijskih osobina i zadrzali svoju
bioaktivnost. Rastvorljivost suvih ekstrakata je takode jedan od znafajnih parametara, zbog

pozeljnog brzog rastvaranja za dalju primenu u prehrambenim ili farmaceutskim proizvodima
(Bhandari i sar., 1997).

U okviru ovog dela disertacije prikazani su rezultati suSenja ekstrakta lista sremusa
koji je dobijen na optimalnim uslovima ekstrakcije subkritit(nom vodom. U
eksperimentalnom radu ispitan je uticaj pre svega dodatka nosaCa i agensa za suSenje,
maltodekstrina (MD DE 19,7), na efikasnost procesa i fizicko-hemijska svojstva dobijenih
suvih ekstrakta. Maltodekstrin je uspeSno primenjen u enkapsulaciji bioaktivnih jedinjenja iz
razli¢itih biljnih ekstrakata (Mahdavi i sar., 2016; Marques i sar., 2014; Medina-Torres i sar.,
2016). Pored siroke primene u prehrambenoj industriji, maltodekstrin je najcesce koris¢en
nosa¢ u procesima mikroenkapsulacije zbog niske cene, neutralne arome i ukusa (umereno
sladak), visoke rastvorljivosti i niskog viskoziteta. Analizirani suvi ekstrakti su dobijeni
susenjem na ulaznoj temperaturi susenja 120 °C i 140 °C a izlazna temperature je bila

podesena na 80 °C. Protok napojne smese je u svim eksperimentima bio konstantan.
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4.8.1. Fizicke osobine suvih ekstrakata

Kao rezultat susenja tecnog ekstrakta dobijen je prah Zzuto-braon boje, Cija je boja
zavisila od dodate koli¢ine maltodekstrina. Promena boje izraZzena preko parametara L* a*,
b* prikazana je u tabeli 24. Boja dobijenih suvih ekstrakata je statisticki znacajno zavisila od
koli¢ine dodatog maltodekstrina, odnosno povecanjem sadrzaja maltodekstrina u suvim
ekstraktima najveca promena je zapazena za a* i b* parametre, dok je za L* parametar ta

promena bila manje izraZena.

Tabela 24 Parametri boje dobijenih suvih ekstrakta u zavisnosti od uslova spray drying procesa

0 120 64,95° 10,61° 40,51%
10 120 63,43° 10,13° 38,82°
40 120 67,82° 8,78° 35,46°
80 120 79,11° 4,78¢ 34,45¢
80 140 79,76° 3,78° 29,03°

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znaéajno razliite na 5% (Tukey’s test).

Kako bi proces dobijanja suvih ekstrakata spray drying tehnikom bio ekonomski
isplativ, proces susenja se smatra efikasnim ukoliko je prinos suSenja jednak ili ve¢i od 50%
(Vidovi¢ 1 sar., 2014). Na osnovu toga, proces dobijanja suvih ekstrakata sremuSa spray
drying tehnikom se smatra efikasnim u slucaju dodatka MD u koncentraciji od 40 ili 80%
(slika 42). Efikasnost spray drying procesa je varirao u $irokom rasponu od 26,45 do 73,36%.
Uoceno je da efikasnost suSenja raste sa dodatkom maltodekstrina u postupku dobijanja suvih
ekstrakata primenom spray drying tehnike. Veca ulazna temperatura (140 °C) suSenja pri
istoj koli¢ini MD (80%) je dovela do smanjenja efikasnosti u odnosu na nizu ulaznu
temperaturu susenja (120 °C), ali ovo smanjenje nije bilo znacajno (3%). Ovi rezultati su u
skladu sa rezultatima dobijenim u istrazivanju Nadeem i saradnika (2013), koji su dosli do
zakljucka da povecanjem ulazne temperature dolazi do smanjenja efikasnosti spray drying
procesa. Dalje povecanje ulazne temperature u okviru ove disertacije nije ispitivano bas iz
navedenog razloga. Takode, dalje povecanje ulazne temperature moglo bi imati i negativan

uticaj na bioaktivne komponente sadrzane u ekstraktu.
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Dodatak MD je znacajno uticao na efikasnost spray drying procesa. Znacajno bolja
efikasnost procesa je postignuta dodatkom MD u koncentraciji 80% u odnosu na suvi ostatak,
pri cemu se efikasnost procesa povecala za 2-3 puta u odnosu na ekstrakt dobijen u susenju
bez dodatka MD ili sa dodatkom MD u koncentraciji od 10%. Ovakav uticaj koli¢ine nosaca
na efikasnost susenja je u skladu sa istrazivanjima i drugih autora, koji navode da se
povecanjem koli¢ine nosaca povecava i sadrzaj ¢vrste materije u napojnoj smesi, $to rezultira

vecim prinosom suvog ekstrakta (Pavli¢ i sar., 2017; Vidovi¢ i sar., 2014).

OTu=120"°C
B Tu=140 °C

0 10 40 80

Sadriaj maltodekstrina [%]

Slika 42 Prinos suvih estrakta u zavisnosti od dodatka matodekstrina

Efikasnost procesa suSenja spray drying tehnikom razmatra se i sa aspekta lepljenja
suvog ekstrakt na zidovima komore za suSenja, povezanim cevima i ciklonu. Takode, jedan
od pokazatelja smanjenje efikasnosti je pojava naslaga, koje ne moraju biti lepljive, na istim
delovima uredaja. U eksperimentu gde je ekstrakt susen bez dodatka maltodekstrina i sa
dodatkom od 10% uoceno je lepljenje dobijenog praha na ciklon i gubitaka dobijenog praha.
Ovaj fenomen prikazan je na slici 43. Prilikom dodavanja 40% maltodekstrina efikasnost
procesa susenja je bila znatno vecéa (57,81%) a lepljivost 1 formiranje naslaga na delovima
uredaja nisu bili toliko izraZeni. Dodatak 80% MD je dao najbolje rezultate u pogledu
efikasnosti. Caliskan i Nur Dirim (2013) su se susreli sa sli¢cnim problemom primenom spray
drying tehnike u susenju ekstrakta grozdastog ruja. Susenje bez dodatka nosaca je rezultiralo
niskim prinosom i neefikasnim procesom dobijanja suvog ekstrakta. Dobijeni prah se lepio na
ciklon i komoru za suSenje. Dodatak maltodekstrina znacajno je poboljSao prinos i osobine

dobijenog suvog ekstrakta (Caliskan i Nur Dirim, 2013).

128



Doktorska disertacija Alena Tomsik

Lepljivost ekstrakta se najces¢e povezuje sa sadrzajem Secera (glukoza, fruktoza i
saharoza) 1 organskih kiselina (limunska, malinska i vinska kiselina) u te€nom ekstraktu koji
se susi. Ove komponente izazivaju lepljivost zbog niske temperature prelaska u staklasto
stanje (koja je npr. za glukozu i fruktozu Tg= 14,31 °C). Celli i saradnici (2016) dosli su do
zakljuCka da niska Tg moze biti uslovljena i sastavom aktivnih komponenti prisutnih u
ekstraktu (fenoli, organske kiseline, monosaharidi). Zbog toga, da bi se smanjila lepljivost,
mora se povecati temperatura prelaska u staklasto stanje, Sto se najcesce postize dodatkom
aditiva-nosaca (Shrestha i sar., 2007). Temperatura prelaska u staklasto stanje Cistog
maltodekstrina i dobijenih suvih ekstrakata odredena je diferencijalnim skenirajuéim
kalorimetrom (model 204F1 Phoenix, NETSCH, Nemacka). Diferencijalna skenirajuca
kalorimetrija (DSC) je u ovoj disertaciji upotrebljena kako bi se utvrdile fizicke ili hemijske
transformacije, kako pojedinaénih komponenata, tako i dobijenih suvi ekstrakata i
potencijalne interakcije izmedu komponenata ekstrakta i nosac¢a. Temperatura prelaska u
staklasto stanje Cistog maltodekstrina (MD DE 19,7) koris¢enog u okviru ove doktorske
disertacije je iznosila 66,6 °C, dok je Tg za dobijene suve ekstrakte prikazana u tabeli 25.
Dodatkom vece koli¢ine maltodekstrina dolazi do povecanja Tg, Sto je i u korelaciji sa veCom

efikasnoscu procesa susenja i smanjenom pojavom lepljivosti u procesu susenja.

Slika 43 Suvi ekstrakti dobijeni spary drying tehnikom sa dodatkom 10% (a) i 80% (b) maltodekstrina

Na termogramima prikazanim na slici 44 uocava se niz termalnih dogadaja, koji su
zabelezeni u vidu pikova tokom zagrevanja uzoraka. Endotermni pikovi ukazuju na to da
uzorak koji se analizira na odredenoj temperaturi koristi energiju sistema, do ¢ega najcesce

dolazi usled gubitka vode ili usled topljenja uzorka. Razlike u poziciji i intenzitetu
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Toplota [mMW/mg]

maksimuma krivih ispitivanih uzoraka se verovatno javljaju kao posledica razlika u sadrzaju
vode, tj. vlage u uzorku i hemijskim vezama u strukturi materijala, $to je verovatno posledica
medusobne interakcije sa nosacem (Kalusevi¢, 2017). Poredenjem DSC krivih ispitivanih
uzoraka uocava se da povecanjem udela maltodekstrina dolazi do povecanja vrednosti Tg. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je do najvece promene doslo dodavanjem
10% maltodekstrina kao nosaca, dok veci sadrzaj maltodekstrina nije statisticki znacajno

uticao na povecanje temperature prelaska u staklasto stanje.
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Slika 44 DSC termogram suvog ekstrakta u zavisnosti od sadrZaja maltodekstrina
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Tabela 25 Sadrzaj vlage i higroskopnost isuvih ekstrakata

Alena Tomsik

Nakon 24 h Nakon 2 dana Nakon 7 dana
0 120 15,83° >20? 9,26° 12,90° 21,43%
10 120 13,07° 42,3° 8,85"¢ 12,32° 18,67°
40 120 11,13° 51,6° 8,55° 11,08° 17,79
80 120 7,65° 52,5° 8,53° 10,48° 17,69°
80 140 5,02° 52,4° 13,46 17,26 21,18°

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test). Tg — temperature

prelaska u staklasto stanje

Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima je veoma bitna karakteristika koja utice na fizicko-
hemijsku 1 mikrobiolosku stabilnost dobijenog proizvoda-suvog ekstrakta. Nizak sadrzaj
vlage u suvim ekstraktima sprecava aglomeracija Cestica i omogucéava ocuvanje dobrih
protocnih karakteristika suvih ekstrakata (da Silva i sar., 2013). U ispitivanim suvim
ekstraktima, sadrzaj vlage se kretao u rasponu od 5,02 do 15,83%. Dodatkom maltodekstrina,
sadrzaj vlage je znacajno smanjen, a najmanji sadrzaj vlage je odreden u uzorku dobijenom
dodatkom 80% maltodekstrina pri ulaznoj temperaturi suSenja od 140 °C. Razlike u sadrzaju
vlage su bile statisti¢ki znacajne, ¢ak i pri istom sadrZaju maltodekstrina (80%), a razli¢itoj
ulaznoj temperaturi, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da temperatura suSenja moze biti
znacajan parametar koji uti¢e na sadrzaj vlage u finalnom proizvodu. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima Mishra i saradnika (2014), koji upucuju na to da su dodatak
maltodekstrina 1 viSa ulazna temperatura uticali na sadrzaj vlage u finalnom proizvodu.
Tengse i saradnici (2017) su dosli do zakljucka da visa ulazna temperatura moze smanjiti
relativnu vlaznost vazduha, koji se ubrizgava u komoru za susenje i1 ubrzava prenos toplote
izmedu vazduha i napojne smese, $to rezultira nizim sadrzajem vlage u dobijenom proizvodu.
U skladu sa pravilnikom o kvalitetu caja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda (SI. glasnik RS”,
br. 4/2012) instant-¢aj, odnosno biljni instant-aj u ¢vrstom stanju, proizvod u ¢iju grupu se
moze uvrstiti suvi ekstrakt sremusa treba da zadovolji uslov u pogledu sadrzaja vlage u
proizvodima ovog tipa do 8%. Suvi ekstrakti koji zadovoljavaju uslove ovog pravilnika su
ekstrakti dobijeni suSenjem na ulaznoj temperature od 120 i 140 °C sa dodatkom 80%
maltodekstrina. Zbog visokog sadrzaja vlage, upotreba ostalih ekstrakata bi mogla biti

ogranicena za dalju upotrebu u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji.
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Prema istrazivanjima koja su sproveli Vladi¢ i saradnici (2016), ocekuje se da dodatak
maltodekstrina dovede do smanjenja higroskopnosti suvih ekstrakata. Medutim, analizom
dobijenih rezultata prikazanih u tabeli 25, moze se zakljuciti da ove razlike nisu bile
statisticki znaCajne za uzorke proizvedene dodatkom 10, 40 1 80% maltodekstrina nakon
prvog i sedmog dana od njihove proizvodnje. Higroskopnost biljnih ekstrakata moze da se
pripiSe prisustvu komponenti sa hidrofilnim karakterom kao $to su ugljeni hidrati, glikozidi,
organske kiseline, fenoli, aminokiseline, proteini (Chang i sar., 2014). Pored dodatka nosaca,
temperatura susenja ima takode veliki uticaj na higroskopnost suvog ekstrakta i o¢ekivano je
da suvi ekstrakti dobijeni na ve¢im temperaturama imaju vecu higroskopnost, obzirom da se
na visim temperaturama dobijaju poroznije ¢estice i na taj nacin je olakSana apsorpcija vode
(de Souza i sar., 2015). Ova konstatacija je u skladu sa rezultatima dobijenim u okviru ove
doktorske disertacije. Najveca higroskopnost je zabelezena u uzorku dobijenom dodatkom
80% MD i suSenjem na ulaznoj temperaturi od 140 °C. Higroskopnost ispitivanih suvih
ekstrakta na 25°C 1 90% relativnoj vlaznosti vazduha se povecala za 1,2—1,4 puta nakon dva
dana u odnosu na higroskopnost izmerenu nakon 24 sata, a nakon sedam dana higroskoponst
je povecana 1,5—2.3 puta u odnosi na higroskopnost izmerenu nakon 24 h. Zbog sposobnosti
suvih ekstrakta sremusSa da apsorbuju vlagu iz okoline, preporucuje se skladiStenje pod
kontrolisanim uslovima sa smanjenim prisustvom vlage.

Kako se dobijeni suvi ekstrakt ¢esto dalje primenjuje za proizvodnju farmaceutskih 1
prehrambenih proizvoda oni moraju da ima zadovoljavajuce karakteristike. Prema Hogekamp
i Schubert (2003), dobijeni suvi ekstrakt treba da se brzo i potpuno kvasi, da ne pliva po
povrsini rastvaraca, nego da tone 1 da se dobro rastvara ili disperguje. Indeks rastvorljivosti u
vodi predstavlja znaCajan parametar pri karakterizaciji dobijenih praSkastih proizvoda,
odnosno suvih ekstrakata, jer pokazuje sposobnost suvog ekstrakta da se rastvara u vodi.
Veca vrednost indeksa rastvorljivosti u vodi znaci bolje rastvaranje. Rezultati analiziranih
suvih ekstrakata (tabela 26) su pokazali visoke vrednosti indeksa rastvorljivosti u vodi
(77,13—-85,05 %), sto implicira da se dobijeni suvi ekstrakti lako rastvaraju u vodi. Dodatak
vece koli¢ine maltodekstrina nije statisticki znacajno uticao na indeks rastvorljivosti u vodi,
ali je uticao na brzinu rastvaranja. Suvi ekstrakti sa ve¢im sadrzajem maltodekstrina su se
brze rastvarali u vodi. Za razliku od indeksa rastvorljivosti u vodi, indeks apsorpcije vode
predstavlja sposobnost praSkastih proizvoda, suvih ekstrakata da apsorbuje vodu i kod ovog
indeksa su pozeljne nize vrednosti (Hogekamp i Schubert, 2003). Analiziranjem rezultata

prikazanih u tabeli 26, zapazeno je da se povecanjem koli¢ine maltodekstrina redukuje
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kapacitet zadrzavanja vode u suvim ekstraktima, pa se moze zaklju¢iti da dodatak

maltodekstrina pozitivno deluje na ove osobine dobijenih ekstrakta.

Tabela 26 Vrednosti nasipne zapremine, indeksa rastvorljivosti u vodi, indeksa apsorpcije vode i brzine
rastvaranja u suvim ekstraktima sremusa

o Ulazna . Indeks Indeks Brzina
Sad'g)}:’]) D temperatura Z;\mrsé r%rilﬁa rastvorljivosti apsorpcije rastvaranja
suSenja (°C) (Png /ml) u vodi (%) vode )
0 120 250 77,132 7,61° 1372
10 120 250 82,04 7,13° 114°
40 120 230 83,81" 5,78° 105°
80 120 620 85,05" 1,78° 68°
80 140 570 80,30" 0,78° 62°

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znaéajno razlicite na 5% (Tukey’s test).

Nasipna zapremina je bitna osobine praSkastih proizvoda sa funkcionalnog i
ekonomskog aspekta i znacaja je za dalje procesuiranje praskastih proizvoda, skladistenje,
pakovanje i distribuciju (Nadeem i sar., 2013). Obzirom da su praskaste forme izuzetno
zastupljene u proizvodnji razli¢itih farmaceutskih i prehrambenih proizvoda, pozeljne su vece
nasipne zapremine (Paini i sar., 2015). Nasipna masa dobijenih suvih ekstrakta sremusa se
kretala od 230 do 620 mg/ml. Vrednost nasipne zapremine se znacajno povecala sa
povecanjem sadrZzaja maltodekstrina. Povecanje nasipne zapremine sa povecanjem
koncentracije nosaca je u skladu sa zapazanjima i drugih autora (Nadeem i sar., 2013). Osim
koli¢ine nosaca, na nasipnu zapreminu uti¢e i vrsta nosaca, ulazna temperature unutar spray

dryer komore, brzina rasprsivanja i protok napojne smese (Shrestha i sar., 2007).
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4.8.2. Sadrzaj bioaktivnih komponenti

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim suvim ekstraktima se kretao od 23,00 do 28,21
mg EGK/g suvog ekstrakta. Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola je detektovan u ekstraktu bez
nosaca, 28,21 mg/g (tabela 25). Prilikom dodavanja maltodekstrina sadrzaj ukupnih fenola se
nije menjao u Sirokom rasponu, ali su dobijeni rezultati bili medusobno statisticki znacajno
razli¢iti. Najve¢i sadrzaj flavonoida je detektovan u uzorku dobijenom sa dodatkom
maltodekstrina od 10%, 6,33 mg KE/g suvog ekstrakta, dok se daljim povecanjem
maltodekstrina ukupan sadrzaj flavonoida smanjio. Razlike antioksidativne aktivnosti
dobijenih suvih ekstrakata su bile male, bez obzira na dodatu koli¢inu maltodekstrina.
Povecanje sadrzaja maltodekstrina uticalo je na smanjenje sadrzaja bioaktivnih komponenti u
poredenju sa suvim ekstraktom bez dodatka maltodekstrina (tabela 27). Medutim, $to se tice
sadrzaja ukupnih flavonoida i antioksidativne aktivnosti, dodatak maltodekstrina od 40% i
80% nije pokazao medusobno statisti¢ki znacajne razlike. Razlog smanjenja sadrZaja fenola i
flavonoida u ekstraktima sa ve¢im koli¢inama maltodekstrina moze biti ,,razblazujuéi* efekat
maltodekstrina, jer se sa dodatkom veée koli¢ine nosaca smanjuje sadrzaj fenola u napojnoj
smesi (Vidovi¢ i sar., 2014). “Razblazujuci” efekat usled dodatka nosaca je zabelezen i kod
suvog ekstrakta planinskog ¢aja (Sideritis stricta) (Sahin Nadeem i sar., 2011). Medutim,
iako dodatak maltodekstrina ima razblazuju¢i efekat, maltodekstrin kao nosa¢ ima i zastitnu
ulogu, smanjuje degradaciju fenolnih jedinjenja i antioksidativnog potencijala (Brown i sar.,
2016).

Tabela 27 Sadrzaj bioaktivnih komponenti u dobijenim suvim ekstraktima

0 120 28,217 6,22° 0,25°
10 120 26,02° 6,33% 0,31°
40 120 22.98° 5,47%0 0,24°¢
80 120 23,00° 4,92° 0,21°¢
80 140 23,44¢ 4,89" 0,21°¢

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znacajno razliCite na 5% (Tukey’s test).
EGK - ekvivalent galne kiseline, KE — ekvivalent katehina, ICs, — inhibitorna koncentracija, SE — suvi ekstrakt
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Za potrebe dobijanja stabilnije forme, odnosno suvog ekstrakta sremusa, uz primenu
spray drying tehnike najbolji efekti u pogledu fizickih karakteristika (sadrzaj vlage,
higroskopnost, nasipna zapremina brzina rastvaranja, indeks apsorpcije vode i indeks
rastvorljivosti u vodi) 1 sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i antioksidativne
aktivnosti ostvareni su pri dodatku 80% maltodekstrina i susenju na ulaznoj temperaturi od
120 ili 140 °C i izlaznoj temperaturi od 80 °C.

4.9. Enkapsulacija superkriticnog ekstrakta lista sremusa spray congealing
tehnikom

U naucnoj 1 strucnoj literature postoje podaci o enkapsulaciji velikog broja biljnih
ekstrakta, medu kojima su ekstrakt pulpe paradajza (Chiu i sar., 2007), rabarbare (Hsu i sar.,
2013), ruzmarina (Hsu i sar., 2013), konoplje (Passerini i sar., 2012) ili cimeta (Tulini i sar.,
2016) u cilju poboljsanja njihove bioraspolozivosti i rastvorljivosti. Biljni ekstrakti su
podlozni degradaciji ili promenama ekstrahovanih bioaktivnih komponenti, pri ¢emu ove
promene mogu biti uzrokovane razli¢itim faktorima od kojih su uslovi skladiStenja jedni od
najéesc¢ih (Fujisawa i sar., 2008; Wang i sar., 2015). Enkapsulacija se ¢esto primenjuje kao bi
se odrzala stabilnost bioaktivnih komponenti sadrzanih u ekstraktu ili poboljSale njegove
karakteristike u pogledu mogucnosti doziranja i skladiStenja, jednostavnosti manipulacije i
inkorporacije u razli¢ite proizvode u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji. Obzirom da se
mikroCestice dobijene spray congealing tehnikom sastoje od matriksa koji se nalazi unutar
nosaca, mogu se koristiti za poboljSanje stabilnosti, prikrivanje neprijatnog ukusa i smanjenje
gastrointestinalne iritacije (Albertini i sar., 2008a; Almeida i sar., 2012; Passerini i sar., 2003;
Sachan i sar., 2006). Spray congealing ne zahteva upotrebu vodenih ili organskih rastvaraca,
Sto ovu metodu Cini ekoloski prihvatljivom 1 manje vremenski i1 energetski zahtevanom u
poredenju sa drugim tehnikama (Alvim i sar., 2016; Martins i sar., 2012). Ova tehnika
predstavlja tehniku izbora kada se Zeli poboljsati rastvorljivost 1 brzina rastvaranja aktivnih
komponenti slabo rastvorljivih u vodi (Ili¢ i sar., 2009; Passerini i sar., 2012, 2002a). Vrsta
nosaca 1 metoda enkapsulacije igraju najvazniju ulogu kada zeli da se dobije proizvod dobrih
karakteristika. Gelucire® 50/13 je ekscipijens rastvorljiv u vodi, namenjen formulacijama na
bazi lipida u cilju poboljsanja soljubilizacije i povecanja oralne bioraspolozivosti za

jedinjenja slabo rastvorljiva u vodi. Njegova tacka topljenja se krece od 49 do 56 °C i zbog
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toga je pogodan za enkapsulaciju termolabilnih jedinjenja (Albertini i sar., 2008b; Passerini i
sar., 2012; Potluri i sar., 2011). Gelucire® 50/13 je zbog svojih dobrih karakteristika veé
uspesno koriS¢en za enkapsulaciju biljnih ekstrakata (Passerini i sar., 2012), i stoga je izabran
kao nosac¢ za enkapsulaciju odabranog superkriticnog ekstrakta suvog lista sremusa. Ekstrakt
dobijen superkritiécnom ekstrakcijom, primenom pritiska od 200 bar i na temperaturi od 50
°C, je enkapsuliran primenom spray congealing tehnike u Gelucire® 50/13 u koncentracije
5%, (m/m) u cilju poboljSanja rastvorljivosti ovog tipa ekstrakta i oCuvanja njegove
bioaktivnost tokom skladistenja. Ova tehnika moze se smatrati posebno pogodnom za ovaj tip
ekstrakta s obzirom na sadrzaj sumpornih jedinjenja koja su posebno osetljiva na visokim

temperaturama.

4.9.1. Karakterizacija Cestica praha dobijenog spray congealing tehnikom

Primenom spray congealing tehnike dobijen je
fin, Zuto obojen prah (slika 45) sa visokim prinosom od
78%. Ovako visok prinos enkapsulacije je u skladu sa
navodima drugih autora Kkoji su Koristili spray
congealing tehniku (Di Sabatino i sar., 2012; 1li¢ i sar.,
2010; Passerini i sar., 2012). Glavna odlika spray
congealing tehnike je visok prinos, a prema Matos-Jr i

saradnicima (2015) prinos najvise zavisi od procesnih

Slika 45 Slika Zestica pod konfokalnim parametara i dizajna procesne opreme, kao i od osobina
mikroskopom

nosaca 1 enkapsuliranog materijala.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) uzoraka omogucila je da se sagledaju
veoma bitne karakteristike dobijenog enkapsuliranog ekstrakta, poput sferi¢nosti dobijenih
Cestica, izgleda povrSine, postojanja pora, pukotina, neravnina i slicno. Na osnovu rezultata
ove analize moze se zakljuciti da su analizirani uzorci (slika 46) pravilnog sfernog oblika,
glatke povrSine bez vidljivih pora, odnosno Supljina, karakteristicnog oblika 1 povrSine za

izabrani nosac.

136



Doktorska disertacija Alena Tomsik

Slika 46 SEM mikrograf mikrocestica

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija je upotrebljena kako bi se utvrdila termicka
stabilnost, kako pojedina¢nih komponenti, tako 1 potencijalne interakcije izmedu
komponenata tokom procesa enkapsulacije primenom spray congealing tehnike. Na DSC
krivi superkriticnog ekstrakta uocava se nekoliko endotermnih pikova na oko 50 °C i u
intervalu 80—120 °C. Uoceno je prisustvo endotermnog pika na oko 50 °C, §to je verovatno
povezano sa gubitkom isparljivih sastojaka ekstrakta. Dalje termalne promene, o ¢ijoj pojavi
svedoce endotermni pikovi u intervalu 80—120 °C mogu se povezati sa Sirokim spektrom
sekundarnih metabolita prisutnih u ekstraktu. Analiziranjem dobijenih rezultata (slika 47)
nisu zapazene dodatne tacke topljenje u analiziranom enkapsuliranom ekstraktu poredenju sa
samim nosacem ili ekstraktom, verovatno zbog niskog sadrzaja ekstrakta unutar Cestica ili
potpunog rastvaranja ekstrakta u otopljenom nosacu, §to je i zapazeno prilikom pripreme
uzorka. Nakon 3 meseca skladiStenja ponovljena je DSC analiza, pri ¢emu je utvrdeno da nije
doSlo do promena tokom procesa skladiStenja. Slicno ponaSanje su zabelezili Passerini i
saradnici (2012) prilikom enkapsulacije ekstrakta konoplje kada je takode koris¢en
Gelucire® 50/13 kao nosaca, bez obzira $to je u njithovom istraZivanju sadrzaj ekstrakta u

¢esticama iznosio 15%.
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Slika 47 DSC termogrami ispivanih uzoraka ekstrakta, nosaéa i enkapsuliranog ekstrakta (MC)

Osim termicke stabilnosti, Cestice enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta su
analizirane FTIR spektroskopijom) u cilju ispitivanja postojanja hemijskih veza izmedu
nosaca 1 ekstrakata. Naime, FTIR se pokazala kao veoma pogodna analiza za karakterizaciju
hemijskih jedinjenja ili funkcionalnih grupa u biljnim ekstraktima nepoznatog sastava
(Sasidharan i sar., 2011). Ova analiza se Cesto koristi kao nedestruktivna metoda, jer se
uzorak ne podvrgava termalnoj promeni za razliku od DSC (Fernandes i sar., 2013). Stoga, da
bi se utvrdilo da 1i je doslo do hemijskih promena u strukturi enkapsuliranog ekstrakta,
dobijene cCestice su analizirane FTIR spektroskopijom. Na slici 48 su dati rezultati FTIR
spektroskopske analize enkapsuliranog ekstrakta, kao 1 nosaca i ekstrakta pojedinac¢no. FTIR
spektar nosaca, Gelucire® 50/13, prikazanog na slici 48 karakteriSe nekoliko valencionih
opsega izmedu 3850 cm™ i 2954 cm™ zbog istezanja slobodnih OH grupa iz COOH grupa,
valenciona traka na 1960 cm-1 i valenciona C=0 vibracija na 1739 cm™ i manji maksimum
na 1200 cm™ usled istezanja -C-O grupe. Sli¢ne rezultate za Gelucire® 50/13 su dobili i
Martins i saradnici (2013) i Passerini i saradnici (2002). Cist ekstrakt je pokazao nekoliko
valencionih opsega izmedu 3505 i 2949 cm™ i izmedu 1808 i 1767 cm™ (slika 48). Ayala-
Zavala i saradnici (2008) su analizirali FTIR spektar etarskog ulja belog luka, koji pokazuje
karakteristi¢ne trake izmedu 3100 i 2900 cm™, i u delu od 1700 do 1000 Cm'l, sliéno kao 1
ispitivani ekstrakt u ovom istrazivanju. Na osnovu rezultata FTIR spektra koje su dobili

Fernando i saradnici (2008), Ren i saradnici (2016) i Ili¢ i saradnici (2012) ispitivani
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enkapsulirani superkriti¢ni ekstrakt sremusa u okviru ovog istrazivanja se moze okarakterisati
valenciono asimetri¢nim vibracijama istezanja koje pripadaju =CH2 (3118 cm™), valencionio
simetri¢ne vibracijama istezanja koje pripadaju CH (2969 cm™) i valencionim vibracije koje
pripadaju O-H (3415 cm™). Poredenjem dobijenih spektara, ustanovljeno je da nema
prisustva dodatnih hemijskih veza u vidu novih pikova izmedu aktivnih komponenata,
odnosno komponenti superkriticnog ekstrakata i nosaca, Sto ukazuje da su je smesa zadrzale
postojece veze, odnosno one predstavljaju viSekomponentne smeSe. Dobijene Cestice su bile

stabilne, bez hemijskih promena u periodu od tri meseca.
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Slika 48 FT-IR spektara ispivanih uzoraka ekstrakta, nosa¢a i enkapsuliranog ekstrakta (MC)

Gelucire® 50/13 je izabran kao nosac za enkapsulaciju superkriticnog ekstrakta, jer je
poznat i kao ekscipijens koji poboljSava rastvorljivost i/ili kinetiku rastvaranja slabo
rastvorljivih jedinjenja u vodi, u ovom slucaju ekstrakta. Bioaktivna jedinjenja biljnog
porekla su Cesto slabo rastvorljiva u vodi, Sto za posledicu ima nisku bioraspolozivost u
ljudskom organizmu po konzumiranju, odnosno smanjeno pozitivno delovanje. Gunasekaran
i saradnici (2014) su utvrdili da se enkapsulacijom lekova biljnog porekla povecava njihova

rastvorljivost, stabilnost i delovanje, kao i zasti¢enost od fizickih i hemijskih promena.

Najvazniji faktor koji utie na oslobadanje enkapsuliranog matriksa su fizicke osobine
1 hemijski sastav matriksa i nosaca. Generalno, enkapsulirani matriks se sporije oslobada iz

lipofilnih nosa¢a (Wong i sar., 2015).
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4.9.2. Sadrzaj i stabilnost aktivnih komponenti unutar ¢estica dobijenih spray
congealing tehnikom

Pozitivan uticaj na zdravlje Coveka koje ispoljava sremu$ je povezan sa njegovim
sadrzajem sumpornih jedinjenja i alicinom kao predstavnikom. Osim antimikrobnog
delovanja, alicin ispoljava bitnu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja, a pokazuje i
antioksidativno dejstvo (Ili¢ i sar., 2010). Druga komponenta sremusa koja doprinosi
antimikrobnom delovanju je S-metilmetantiosulfonat. Zbog antimikrobnih osobina, alicin i S-
metilmetantiosulfonat su odabrani kao komponente od znacaja i ispitano je njithovo prisustvo
u dobijenim Cesticama sa enkapsuliranim ekstraktom. Takode, zbog nestabilnosti ovih
jedinjenja, ispitan je uticaj enkapsulacije na o¢uvanje ovih aktivnih komponenti ekstrakta

tokom skladiStenja u trajanju od 3 meseca.

U enkapsuliranom superkritiénom ekstraktu sremusa dobijenom primenom Sspray
congealing tehnike HPLC tehnikom detektovano je 80,0 ng AC/mg, dok je u cesticama
enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta skladistenim (u polietilenskim boc¢icama, na 4 °C)
tokom tri meseca detektovano 77,3 ng/mg. Sadrzaj S-metilestra metanskufonske kiseline je
detektovan neposredno nakon proces proizvodnje Cestica sa enkapsuliranim ekstraktom i
nakon tri meseca skladiStenja, pri ¢emu je taj sadrZaj iznosio 52,5 ng/mg i 43,8 ng/mg,
respektivno. Tokom tri meseca skladistenja doslo je do redukcije alicina unutar ¢estica za oko
3%, dok je redukcija za MMTS; iznosila 16,5% (slika 49). Del Valle i saradnici (2012) su
pratili sadrzaj alicina detektovanog u superkriticnom ekstraktu belog luka kako bi odredili
njegovo vreme degradacije. Na osnovu rezultata u prikazanim u radu Del Valle i saradnika
(2012) utvrdeno je da se sadrzaj alicina smanjuje za 51% tokom 8 dana skladistenja na sobnoj
temperaturi, za 33% u kiseloj sredini (pH=3) na sobnoj temperaturi i za 10% u kiseloj sredini
(pH=3) na temperaturi od 6 °C. Lu i saradnici (2014) su uspeli da produZze stabilnost alicina
do 30 dana enkapsulacijom u nanolipozome, dok su Wang i saradnici (2012) koristili spray
drying tehniku za enkapsulaciju alicina u smesi B-ciklodekstrina i skroba u cilju oCuvanja
njegove bioaktivnosti. Ovako enkapsulirane Cestice su sadrzale 20—40% visi sadrzaj alicina u
odnosu na nekapsulirani uzorak i bile su stabilne Sto se tice temperature, pH, uticaja svetlosti
i kiseonika (Wang i sar., 2012).

Enkapsulacija se pokazala kao pogodna tehnika u cilju poboljSanja stabilnosti i
oCuvanja bioaktivnosti ekstrakta bogatih sumpornim jedinjenjima. Analizom stabilnosti

Cestica enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta sremusa, utvrdeno je da nakon 3 meseca
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skladistenja dobijenih Cestica nije doslo do znacajnih promena tokom procesa skladiStenja u
vidu termickih ili hemijskih promena. Mali stepen redukcije aktivnih komponenti tokom
skladistenja, naro&ito za alicin, &ini Gelucire® 50/13 odgovarajuéi nosaé za oluvanje

bioaktivnog potencijala enkapsuliranog superkriti¢nog ekstrakta sremusa.
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Slika 49 HPLC-DAD hromatogrami sminjeni na 210 nm a) mikrocestice sa 5% ekstrakta sremusa nakon 90
dana skladiStenja; b) smeSa standarda sa 200 ng/ml (1) S-metil metanetiosulfonata i (2) allicina
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4.10. Antibakterijsko delovanje odabranih ekstrakata lista sremusa

4.10.1.Antibakterijsko delovanje subkriticnog vodenog ekstrakta

U tabeli 28 prikazani su rezultati ispitivanja antibakterijske aktivnosti ekstrakta
sremusa dobijenog na optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom na Gram
pozitivne (L. monocytogenes, E. faecalis) i Gram negativne (S. Enteritidis, E. coli, P. hauseri)

bakterijske sojeve, inicijalno prisutne u razli¢itim nivoima kontaminacije.

U tabeli 28 su prikazani samo rezultati odredenih koncentracija, koje su pokazale
medusobne razlike (5, 10 i 30 mg/ml). Subkriti¢ni vodeni ekstrakt sremuSa je pokazao
najsnaznije antibakterijsko delovanje pri koncentraciji od 30 mg/ml, gde nakon 24 h
inkubiranja na 37 °C nije detektovano prisustvo niti jednog od ispitivanih patogena, pa se ova

koncentracija moze smatrati minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC).

Ispitivani ekstrakt je pri svim testiranim koncentracijama najjacu antibakterijsku
aktivnost ispoljio prema L. monocytogenes, s obzirom da je izvesno inhibitorno dejstvo
prema ovom mikroorganizmu zabeleZeno ¢ak 1 pri najnizoj radnoj koncentraciji subkriti¢énog
vodenog ekstrakta (5 mg/ml) (tabela 26), §to nije bio slucaj u ogledima sa ostalim
bakterijskim sojevima gde antimikrobna aktivnost nije detektovana. U eksperimentima sa
subkriticnim vodenim ekstraktom koncentracije 10 mg/ml, pri niZim nivoima kontaminacije
(10%-10* CFU/mI) broj L. monocytogenes se nakon zavrietka inkubiranja nije statisticki
znacajno razlikovao (p>0,05) u odnosu na pocCetni broj, pa se moze zakljuéiti da se
antibakterijska aktivnost ekstrakta ovde sastojala od produzenja lag faze na 24 h. Nasuprot
tome, pod istim eksperimentalnim uslovima, povecanje inicijalnog broja L. monocytogenes
(10° - 10° CFU/ml) je dovelo do njenog umnoZavanja. Medutim, antibakterijska aktivnost je i
dalje postojala i ogledala se u usporavanju rasta L. monocytogenes. U pozitivnim kontrolama
rast L. monocytogenes je bio mnogo intenzivniji (8,64-8,71 CFU/ml na kraju inkubiranja).
Uticaj nivoa kontaminacije na antibakterijski kapacitet ekstrakata dobijenog na optimalnim
uslovima subkritiéne vodene ekstrakcije prema L. monocytogenes zabelezen je i pri najnizoj
koncentraciji ekstrakta, gde je veci inicijalni broj ove bakterije, znacio i njen ve¢i broj na

kraju ogleda.
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Iako je kod svih testiranih bakterijskih sojeva utvrdena jednaka vrednost MIC
subkriticnog vodenog ekstrakta sremusSa, ovaj ekstrakt je u manjim koncentracijama pokazao
znatno slabiju antibakterijsku aktivnost prema E. faecalis, S. Enteritidis, P. hauseri i E. coli,
nego §to je to bio slucaj sa L. monocytogenes. Poredenjem broja ovih patogena u pozitivnim
kontrolama, sa njihovim brojem zabelezenim u ogledima sa ekstraktom koncentracije 10
mg/ml, moze se zakljuciti da ekstrakt A. ursinum u ovoj koncentraciji ipak poseduje izvesno
antibakterijsko dejstvo. Naime, broj testiranih patogena registrovan nakon 24 h u pozitivhim
kontrolama je bio statisti¢ki znacajno veci (p<0,05) nego u bujonima sa dodatim ekstraktom,

a antibakterijska aktivnost ekstrakta se ogledala u odredenom usporavanju bakterijskog rasta.

Oba soja E. coli ispitivana u okviru ove doktorske disertacije su pokazala sli¢nu
osetljivost na sve testirane koncentracije vodenog ekstrakta A. ursinum. Na osnovu nesto
nizeg broja E. coli ATCC 8739 detektovanog u bujonima sa ekstraktom, ne moze se izvesti
zakljuéak o vecoj osetljivosti ovog soja na antibakterijsko dejstvo u poredenju sa E. coli
ATCC 10536, jer je broj E. coli ATCC 8739 bio manji od broja E. coli ATCC 10536 i u

pozitivnim kontrolama.

U naucnoj literature postoji nekoliko radova koji su se bavili ispitivanjem
antimikrobng delovanja sremusa i ekstrakta sremusa (Sapunjieva i sar., 2012) ) Sapunjieva i
saradnici (2012) su ispitivali antibakterijsko delovanje 70% etanolnog ekstrakta sremusa na
Gram pozitivne i Gram negativne bakterije (L. monocytogenes, S. aureus i S. enterica subsp.
Enterica), pri ¢emu je ekstrakt pokazao vecu zonu inhibicije na Gram pozitivne bakterije.
Synowiec i saradnici (2010) su ispitivali antibakterijsko delovanje vodenog i etanolnog
ekstrakta sremusa u koncentracionim opsezima 0,16-83,7mg/ml za vodeni i 0,06-35,5 mg/ml
za etanolni rastvor. Oni su ispitivali antibakterijsko delovanje na sledece sojeve: S. aureus, B.
subtilis, E. coli, P. mirabilis, S. Enteritidis, pri ¢emu je vodeni rastvor ispoljio antimikrobno
delovanje samo na B. subtilis ATTC 6633 sa MIC 83,7 mg/ml. U poredenju sa podacima
dostupnim u naucnoj literature moze se zakljuciti da je ekstrakt lista sremusa dobijen na
optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom ispoljio znatno Sire antibakterijsko

delovanje, pri nizim koncentracijama MIC (30 mg/ml).
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Tabela 28 Antibakterijsko delovanje subkriticnog vodenog ekstrakta

Alena Tomsik

Ispitivani Koncentracija primenjenog ekstrakta
mikroorganizam (mg/ml)
Nivo kontaminacije > - 10.. 30 + kontrola
[CFU/mI] Broj bakterua_(log cfu_/_ml ) nakon 24 h
inkubacije
L. monocytogenes 10° 8,63° | 2,19 n.d.? 8,64°
10° 8,73° | 3,20 n.d. 8,74°
10* 8,71° | 4,18 n.d. 8,71°
10° 8,71° | 5,12 n.d.? 8,71°
10° 8,77° 7,73° n.d. 8,75°
S. Enteritidis 10? 8,74° | 8,35 n.d.? 8,78"
10° 8,76° | 8,20 n.d. 8,76°
10* 8,77° | 8,07 n.d. 8,78
10° 8,64° | 8,01° n.d.? 8,64°
10° 8,74° 8,4" n.d. 8,74°
E. coli 10536 10° 8,91° | 8,39 n.d.? 8,91°
10° 8,90° | 8,36 n.d. 8,90°
10° 8,91° | 840° n.d.? 8,91°
10° 8,74° | 8,01 n.d. 8,90°
10° 8,64° | 840 n.d. 8,88¢
E. coli 8739 10° 8,80° | 8,15 n.d.? 8,80°
10° 8,80° | 817" n.d.? 8,80°
10° 8,78° | 8,10 n.d.? 8,79°
10° 8,78° | 8,15 n.d.? 8,79
10° 8,79° | 8,15 n.d.? 8,88¢
P. hauseri 102 8,87° | 8,38 n.d.? 8,87°
10° 8,87° | 8,34 n.d. 8,87°
10° 8,86° | 8,39 n.d.? 8,87°
10° 8,88° | 8,39 n.d.? 8,88°
10° 8,86° | 8,39 n.d.? 8,87°
E. faecalis 10° 7,57° 7,25 n.d.? 7,58°
10° 757° | 7,30° n.d.? 7,57°
10* 7,56° 7,36° n.d.? 7,57°
10° 7,56° 7,28° n.d.? 7,56°
10° 754° | 7,34 n.d.? 7,54°

Vrednosti obelezene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test).
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Antimikrobno delovanje roda Allium se naj¢esce pripisuje sumpornim jedinjenjima, ali su
nau¢na istrazivanja pokazala da i druga jedinjenja doprinose antimikrobnom delovanju
(Sobolewska i sar., 2013). Poznato je antimikrobno delovanje fenolnih jedinjenja, posebno
flavonoida (Daglia, 2011). Prisustvo razli¢itih bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima Cesto
podrazumeva njihovo sinergisticko delovanje (Cushnie i Lamb, 2005; Pereira i sar., 2007,
Rauha i sar., 2000). Na osnovu hromatografskih analiza vodenog ekstrakta sremusa
(poglavlje 4.5), moze se zakljuciti da njegov antimikrobni potencijal potice i od fenolnih
jedinjenja, posebno flavonoida. Flavonoidi svoje antimikrobno delovanje ispoljavaju
razli¢itim delovanjem na ¢elije mikroorganizama, kao S§to je formiranje kompleksa proteina
stvaranjem vodonic¢nih ili hidrofobnih veza ili formiranjem kovalentnih veza, inaktivirajuci

na takav nac¢in mikrobnu adheziju, enzime i transport proteina (Kumar i Pandey, 2013).

4.10.2. Antibakterijsko delovanje superkriti¢énog ekstrakta i enkapsuliranog
superkriti¢nog ekstrakta

U tabeli 29 su prikazani rezultati antimikrobnog delovanja ekstrakta dobijenog SC-
CO; ekstrakcijom na temperaturi od 50 °C i pritisku od 200 bara, kao i enkapsuliranog
ekstrakta nakon pripreme mikrocestica i nakon 3 meseca njihovog skladistenja (u
polipropilenskim bocicama na 4 °C). Antibakterijski test je odabran kako bi se odredile
promene bioaktivnog potencijala do kojih je moglo do¢i tokom skladiStenja mikrocestica
enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta.

U okviru ove doktorske disertacije ve¢ je prikazan sadrzaj sumpornih jedinjenja
ispitivanih uzoraka (poglavlja 4.4. i 4.7), za koja se u literaturi tvrdi da imaju antimikrobno
delovanje. Antimikrobna aktivnost alicina i S-metilestra metantiosulfonske kiseline je vec
potvrdena od strane drugih autora (Ankri i Mirelman, 1999; Kyung, 2012; Kyung i sar.,
1997). Ankri i Mirelman (1999) su utvrdili da Siroki spektar antimikrobnog delovanja alicina
poti¢e od njegove sposobnosti da inhibira razli¢ite enzimske sisteme sa tiolnim grupama.
Ivanova i saradnici (2009) su ispitivali antimikrobnu aktivnost razli¢itih ekstrakata svezih
listova sremusa (acetonski, hloroformski, etil acetatni, n-butanolni i vodeni). Acetonski i
hloroformski ekstrakti su pokazali inhibitorno delovanje na S. aureus (MIC 625 ng/ml), dok
nijedan ekstrakt nije ispoljio inhibitorno delovanje na rast E. coli. Zhu i saradnici (2004) su

utvrdili da antimikrobna aktivnost ispitivanih ekstrakta zavisi i od izbora rastvaraca i da
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najbolju antimikrobnu aktivnost pokazuju hloroformski ekstrakti. Kako se ova jedinjenja
nalaze u ispitivanim uzorcima, moZze se pretpostaviti da oni uti¢u na antimikrobno delovanje

ispitivanog ekstrakta i enkapsuliranog ekstrakta prikazanih u tabeli 29.

Rezultati antibakterijskog testa ispitivanog superkriticnog ekstrakta su pokazali
potpunu inhibiciju na sve sojeve ispitivanih bakterija, dok su rezultati mikrocestica
enkapsuliranog superkritiénog ekstrakta sremusa pokazali razli¢itu antibakterijsku aktivnost
na testirane bakterije (tabela 29). Najjace antibakterijsko delovanje je primeceno na P.
hauseri, E. coli i S. Enteritidis, jer ovi bakterijski sojevi nisu detektovani u ispitivanim
uzorcima. Enkapsulirani superkritiéni ekstrakt je ispoljio potpunu inhibiciju na
S.Typhimurium, dok je enkapsulirani superkriticni ekstrakt koji je bio skladiSten 3 meseca
pokazao manju inhibiciju na S.Typhimurium nego sveze enkapsuliranin ekstrakt. Medutim,
iako je inkibicija na S.Typhimurium skladi$tenog enkapsuliranog superkriti¢cnog ekstrakta
smanjena, broj kolonija je bio zna¢ajno nizi (p <0,05) u odnosu na pozitivnu kontrolu (tabela
29). Ispitivan enkapsulirani superkriti¢ni ekstrakt je redukovao rast S. aureus je u oba ispitana
uzorka enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta nakon proizvodnje i1 nakon skladiStenja u

poredenju sa kontrolom (tabela 29).

lako je ispitivani SC-CO, ekstrakt pokazao potpunu inhibiciju na ispitivane sojeve
mikroorganizama, ispitivani uzorci enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta nisu pokazali
antibakterijsku aktivnost na ispitivane sojeve L. monocytogenes i E. faecalis i dobijeni
rezultati u testiranim uzorcima nisu bili znacajno drugaciji (p> 0,05) u poredenju sa
pozitivnom kontrolom. Kako se u enkapsuliranom uzorku nalazi samo 5% enkapsuliranog
ekstrakta, moze se zakljuciti da ova koncentracija nije dovoljno za inhibiciju ovih sojeva.
Veci broj kolonija S. aureus i S. Typhimurium odredenih nakon 24 h u uzorku koji je bio
skladiSten ukazuje na to da se antibakterijska aktivnost na ove mikroorganizme delimi¢no
smanjila tokom 90 dana skladiStenja. Medutim, ovi uzorci su i dalje zadrZali antibakterijski

potencijal.
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Tabela 29 Broj kolonija testiranih bakterijskih sojeva inkubiranih na 25 °C nakon 24 sata

a
S.Typhimurium 8,00° 7,98 n.d. n.d. 4.39°
a
P. hauseri 7,02° 7,00° n.d. n.d.? n.d.?
a
L. monocytogenes 5,75" 5,72" n.d. 5,90" 581"
a
E. faecalis 5,36™ 5,38™ n.d. 5,64™ 5,79™
n.d.?
S. aureus 7,63° 7,67 = 4,69° 6,63°
. b b n.d.? a a
E. coli 8,10 8,05 n.d. n.d.
. b b I’l.d.al a a
S. Enteritidis 7,93 7,96 n.d. n.d.

Rezultati su izrazeni kao log cfu/ml. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost (n=3). Vrednosti sa razli¢itim
slovom u istoj koloni su statisticki zna¢ajno razli¢iti (p< 0.05).

A, pozitivna kontrola (bakterijska suspenzija sa istom koncentracijom praznih cestica, bez ekstrakta); B,
negativna kontrola (Cista bakterijska suspenzija, bez uzorka); S, ispitivani uzorak (Cestice sa enkapsuliranim
ekstraktom); n.d., nije detektovano; ns, nije znacajno.

Na osnovu dobijenih rezultata, zakljucuje se da je antibakterijska aktivnost ispitanih
uzoraka bila je efikasnija prema Gram negativnim nego prema Gram pozitivnim bakterijama,
verovatno zbog razlike u strukturi ¢elijskog zida bakterija. Medutim Sapunjevoj i1 saradnici
(2012) su ispitivali antibakterijsko delovanje etanolnog ekstrakta sremuSa 1 ustanovili vecu
antimikrobnu aktivnost prema Gram pozitivnim bakterijama. Ove razlike mogu se objasniti
izolovanjem razlicitih aktivnih jedinjenja koriS¢enjem razli¢itih rastvaraca i ekstrakcionih
postupaka, ¢ak i u okviru ove doktorske disertacije. Dok je ispitivani subkritiéni vodeni
ekstrakt bogat fenolima i flavonoidima ispoljio najjae antimikorbno delovanje na L.
monocytogenes, mikrocestice sa enkapsuliranim superkriticnim ekstraktom nisu delovale na
ovaj mikroorganizam u ispitivanim koncentracijama. Pored toga, antibakterijska aktivnost
uzoraka zavisi 1 od ispitivanog bakterijskog soja. Nakon skladiStenja, testirani enkapsulirani
superkriti¢ni ekstrakt je pokazalo najslabiju antibakterijsku aktivnost prema S. Typhimurium
od Gram negativnih bakterija. Pored toga, S. aureus je bio jedina Gram pozitivna bakterija na
koju je ispitivani uzorak delovao antibakterijski. Mikrocestice bez enkapsuliranog ekstrakta,
koje su koriS¢ene kao pozitivna kontrola, nisu pokazale antimikrobno delovanje na ispitivane

sojeve, a ispitivani sojevi nisu bili detektovani u negativnim kontrolama.
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4.11. Predlog tehnoloSkih procesa prerade lista sremusa

Na osnovu dobijenih rezultata i izvedenih zaklju¢aka u okviru ove doktorske
disertacije, mogu se preporuciti uslovi prerade sremusa u cilju povecanja njegove dostupnosti
tokom cele godine, kao 1 moguénosti izolovanja vece koli¢ine bioaktivnih komponenti.

Za konzumiranje sremusa u svezem stanju, predlozeni su uslovi i duzina skladistenja
od 15 dana na temperaturi od 4 °C. Za dalju primenu sremusa predlaze se duze skladiStenje,
na sobnoj temperaturi zbog akumulacije bioaktivnih komponenti. Da bi se list sremus mogao
koristiti tokom cele godine, primenjuje se adekvatan nacin suSenja, kao sa aspekta fizicko-
hemijskih karakteristika osuSenog proizvoda, tako i sa ekonomskog aspekta, vakkumsko
susenje predtavlja odgovarajuéi nacin suSenja za sremus.

Za primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj tehnologiji, lekovito i za¢insko bilje se
najvise primenju u formi ekstrakta, te¢nih ili suvih. U okviru ove doktorske disertacije
primenjeni su razli¢ite tehnike dobijaestrakta a u zavisnosti od primenjenje ekstrakcione
tehnike, dobija se razli¢it sadrzaj bioaktivnih komponenti u dobijenom ekstraktu. U skladu sa
ovim cinjenicama odgovaraju¢u tehniku ekstrakcije treba izabrati na osnovu ciljanih
jedinjenja, te se u zavisnosti od primenjene ekstrakcije mogu dobiti 3 razli¢ita ekstrakta,
proizvoda (P1, P2, P3).

Za dobijanje ¢vrstih formi ekstrakta se primenjuje odgovarajuci nacin enkapsulacije 1
u zavisnosti od nacina enkapsulacije mogu se dobiti enkapsulirani, suvi ekstrakti sremusa

(P4, P5).

Na slici 50 prikazan je niz tehnoloskih operacija koje treba primeniti u cilju dobijanja

proizvoda bogatog bioaktivnim komponentama izolovanim iz lista sremusa.
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| Svezi listovi sremusa

!

Skladitenje

15 dana, T=11°C

Vakuum sko susenje
P=0 bar T=70°C

Alena Tomsik

Usitnjavanje
d=1-5mm
Ultrazvuéna Subkriténa Superkriti¢na
ekstrakcija ekstrakcija ekstrakcija
70% Et-OH (1:5), Voda+0,75%HCI p=200 bar, T=50 °C
T=80°C, t=80 min, (1:10), T=200 °C,
P=20,06 W/L t=10 min
Superkriti¢ni ekstrakt,
P3
Filtracija Filtracija | P2: tedni ekstrakt
sa visokim
sadrzajem -
N Teéni ekstralt, P2 | fenolnih jedinjenja Spray congealing
P1: tecni ekstrakt sa

visokim sadrzajem
sumpornih
jedinjenja

Spray drying
80%MD, Tu=140 °C,
Ti=80 °C

P4: suvi ekstrakt sa
visokim sadrzajem
fenolnih jedinjenja

5% ekstrakta, p=3
bar,Tu=60 °C, Ti=25
°C

P5: enkapsulirani
ekstrakt sa visokim
sadrzajem sumpornih
jedinjenja

P3: ekstrakt sa

—>| visokim sadrzajem

sumpornih
jedinjenja

Slika 50 Predlog tehnoloske sheme dobijanja proizvoda od sremusa sa visoim sadrZajem bioaktivnih komponenti (P-proizvod)
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5.Zakljucci

Na osnovu dobijenih rezultata i ¢injenica izloZenih u disertaciji, mogu se izvesti sledeci
zakljucci:

e Kako bi se ocuvale senzorske i nutritivne karakteristike svezeg lista sremusa, temperaturu
skladiStenja je potrebno podesiti na 4 °C, dok je na temperaturi od 11 1 18 °C cuvanje
moguce ali za znatno krac¢e vreme. Da bi bio prihvatljiv za potrosace, listovi sremusa se
mogu uspesno Cuvati na temperaturi od 4 °C skladisteni u sveznjevima zaronjenim u vodu
i pakovani u modifikovanoj atmosferi u trajanju od 15 dana.

e Jako vremenom list sremu$ gubi senzorska svojstva i vise nije prihvatljiv za potrosace, u
pogledu vizuelnih karakteristika i mirisa, tokom skladiStenja dolazi do akumulacije
aktivnih jedinjenja kao $to su fenoli i tiosulfinati te su listovi sremuSa nakon skladiStenja
bogatiji ovim bioaktivnim jedinjenjima. Zbog visokog sadrzaja tiosulfinata i fenola
ovakvi listovi sremusa su pogodni za izolovanje bioaktivnih komponenti i njihovu dalju
primenu u funkcionalnim proizvodima.

e Za primenu listova sremSa u farmaceutskoj industriju, da dabijanje razli¢itih formi
ekstrakta bogatih bioaktivnim jedinjenjima, na osnovu dobijenih rezultata moZe se
zakljuciti da bi pre ekstrakcije litsa sremusa bilo pozeljno prvo ga skladistiti i to u
svZznjevima u trajanju od 15 dana na temperaturi od 11 °C, ili u modifikovanoj atmosferi
u trajanju od 6 dana na tempraturi od 18 °C.

e Sa aspekta oCuvanja sadrzaja bioaktivnih jedinjenja (ukupnih fenola i tiosulfinata) u
procesu suSenja lista sremuSa najbolji efekti su postignuti primenom konvektivnog
postupka susenja na niskoj temperaturi (40 °C). Medutim, ovaj postupak zbog dugog
trajanja suSenja (9 h), sa aspekta iskoriS¢enja kapaciteta i sa aspekta utroska energije, ne
predstavlja optimalno reSenje. Shodno tome, kao optimalno reSenje za suSenje lista
sremuSa, sa aspekta minimiziranja ukupnog vremena suSenja i izbegavanje negativnih
efekata na sadrzaj termolabilnih komponenti, moze se preporuciti vakuumsko susenje uz
primenu umerenih temperatura.

e U slucaju primene ultrazvucne ekstrakcije utvrdeno je da se optimalni efekti ekstrakcije

postizu primenom 70% etanola kao ekstragensa na temperaturi od 80 °C i snazi
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ultrazvuka od 20,06 W/I u trajanju od 80 min. Pri ovim uslovima ostvaruje se najveci
prinos ekstrakcije (38,1%), i ekstrahuje se najveéi sadrzaj ukupnih fenola (1,60 g
EGK/100 g SM), ukupnih flavonoida (0,35 g KE/100 g SM), a ekstrakti dobijeni na ovim
uslovima pokazuju antioksidativna aktivnost ICsy od 0,71 mg/ml.

e Primenom ekstrakcije subkriticnom vodom ekstrakt najboljih karakteristika dobijen je pri
temperaturi od 200 °C i vremenu ekstrakcije od 10 min, uz dodatak 1,09% HCI. Pri ovim
uslovima ostvaren je prinos ekstrakcije 50,85%, ekstrahovano je 4,11 g EGK/100 SM
ukupnih fenola, 0,66 g KE/100 g SM ukupnih flavonoida, a dobijeni ekstrakti imali su
slede¢u antioksidativnu aktivnost: 1Csp= 0,013 mg/ml, dobijeno u DPPH testu i ABTS,
1223 mM TEKS /100 g SM za ABTS test).

e Prilikom ekstrakcije subkriticnom vodom doslo je do nastanka indikatora Maillardove
reakcije.

e Ultrazvuénom ekstrakcijom ekstrahuju se ve¢inom fenolne kiseline. Rezultati
hromatografskih ispitivanja upucuju na pretpostavku da se u ekstraktu dobijenom
subkriticnom ekstrakcijom nalaze jedinjenja tipa fenilporpanoida i flavonoida, pretezno
derivati kempferola. Ekstrakt dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom je bogatiji u pogledu
sumpornih jedinjenja, alicina, alil sulfida, dialil sulfida i S-metilestar metantiosulfonske
kiseline u odnosu na subkriti¢ni ekstrakt. Prema tome subkriticna vodena ekstrakcija je
pogodnija za izolovanje fenolnih jedinjenja, derivati kemferola, dok je ultrazvu¢na
ekstrakcija 70% etanolom pogodna za izolovanje sumpornih jedinjenja. U skladu sa ovim
¢injenicama odgovarajucu tehniku ekstrakcije treba izabrati na osnovu ciljanih jedinjenja.

e U slucaju primene superkritine ekstrakcije ugljen-dioksidom, utvrdeno je da se sa
povecanjem pritiska povecava prinos ekstrakcije, zbog povecanja solvatacione moci,
odnosno gustine. Najveci prinos ekstrakcije (3,43%) je postignut na najvisoj ispitivanoj
temperature (60 °C) 1 najviSem ispitivanom pritisku (400 bara).

e Analizom podataka o sadrzaju pojedinih sumpornih jedinjenja u ekstraktu dobijenom
primenom superkriticne ekstrakcije ugljen-dioksidom utvrdeno je da se najveci sadrzaj
alicina, dobija na ekstrakcionom pritisku od 400 bara i 200 bar, dok se na pritisku od 200
bar dobija i najveci sadrzaj dialil trisulfida, alil sulfida i S-metil estra metanetiosulfonske
kiseline. Shodno tome, temperatura od 50 °C i pritisak od 200 bar su najpogodniji
parametri superkriticne ekstrakcije za dobijanje ekstrakta sa visokim sadrzajem

sumpornih bioaktivnih komponenti.
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e Na osnovu hromatografskin analiza ekstrakata dobijenih na optimalnim uslovima
ultrazvucéne ekstrakcije i ekstrakcije subkriticnom vodom, zakljucuje se da je ekstrakt
dobijen na optimalnim uslovima ekstrakcije subkriticnom vodom bogatiji polifenolnim
jedinjenjima, dok je ekstrakt dobijen na optimalnim uslovima ultrazvucne ekstrakcije
bogatiji sumpornim jedinjenjima. U skladu sa ovim ¢injenicama, odgovarajucu tehniku
ekstrakcije treba izabrati na osnovu ciljanih jedinjenja.

e Za potrebe dobijanja stabilnije forme, odnosno suvog ekstrakta sremusSa, uz primenu
spray drying tehnike najbolji efekti u pogledu fizickih karakteristika (sadrzaj vlage,
higroskopnost, nasipna zapremina brzina rastvaranja, indeks apsorpcije vode 1 indeks
rastvorljivosti u vodi) 1 sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i antioksidativne
aktivnosti ostvareni su pri dodatku 80% maltodekstrina i suSenju na ulaznoj temperaturi
od 120 ili 140 °C i izlaznoj temperaturi od 80 °C. Zbog neefikasnosti procesa ili visokog
sadrzaja vlage ekstrakti dobijeni pri manjim udelima maltodekstrina (10 i 40%) imali bi
ograni¢enja za dalju upotrebu u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji.

e Analizom stabilnosti enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta, utvrdeno je da nakon 3
meseca skladiStenja enkapsuliranog ekstrakta nije doSlo do znacajnih promena tokom
procesa skladiStenja u vidu termickih ili hemijskih promena. Tokom tri meseca
skladiStenja doSlo je do redukcije alicina enkapsuliranog ekstrakta za samo 3%, dok je
redukcija za S-metilestar metantiosulfonsku kiselinu iznosila 16,5%. Ovako mali stepen
redukcije, naro¢ito za alicin, &ini Gelucire® 50/13 odgovaraju¢im nosadem za o&uvanje
bioaktivnog potencijala enkapsuliranog ekstrakta.

e Subkritiéni vodeni ekstrakta i superkriticni ekstrakt sremuSa dobijeni pri optimalnim
uslovima utvrdenim u ovoj disertaciji imaju izrazeno antibakterijsko delovanje.
Subkriti¢ni vodeni ekstrakt sremusa je pokazao najsnaZnije antibakterijsko delovanje pri
koncentraciji od 30 mg/ml, gde nakon 24 h inkubiranja nije detektovano prisustvo niti
jednog od ispitivanih Gram pozitivnih (L. monocytogenes, E. faecalis) i Gram negativnih
patogena (S. Enteritidis, E. coli, P. hauseri), pa se ova koncentracija moze smatrati
minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC). Subkriti¢ni vodeni ekstrakt je pri svim
testiranim koncentracijama najjacu antibakterijsku aktivnost ispoljio prema L.
monocytogenes.

e Rezultati antibakterijskog testa ekstrakta dobijenog superkriticnom CO, ekstrakcijom su
pokazali potpunu inhibiciju na sve sojeve, P. hauseri, L. monocytogenes, E. faecalis, S.

aureus, E. coli, S. Enteritidis, dok su rezultati enkapsuliranog ekstrakta sremusa pokazali
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razli¢itu antibakterijsku aktivnost na testirane bakterije usled manje koncentracije
ekstrakta u Cesticama enkapsulata.

e Ispitivanje antibakterijskih svojstava nakon 3 meseca skladiStenja enkapsuliranog
ekstrakta pokazali su da su dobijene cestice sa 5% ekstrakta 1 dalje zadrzale
antibakterijski potencijal, ali se antibakterijska aktivnost delimi¢no smanjila u slucaju S.
aureus i S. Typhimurium.

e Na osnovu hemijskog sastava moze se zakljuciti da antimikrobno delovanje ispitivanog
superkriticnog ekstrakta i enkapsuliranog superkriticnog ekstrakta spray congeling
tehnikom poti¢e od sadrzaja sumpornih jedinjenja, pre svega alicina i S-metilestara
metantiosulfonske kiseline dok kod vodeno ekstrakta na antimikrobno delovanje je

uticalo i prisustvo fenolnih jedinjenja.
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