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1. UvOD

Aronija (Aronia melanocarpa L.) je zbunasta biljka iz familije Rosaceae koja vodi poreklo iz
istocnih delova Severne Amerike, a danas se uzgaja kao industrijska biljka u razli¢itim delovima
Evrope. Koristi se kao svez ili suvi plod, obraden u vidu soka, sirupa, dzema, ¢aja, likera, vo¢nih
vina i drugih napitaka. KoriS¢ena je u evropskoj i severnoamerickoj narodnoj medicini u leCenju
skleroze, visokog krvnog pritiska i prehlade (Kulling i Rawel, 2008). Zadnjih godina postaje
popularna zahvaljujuci visokom sadrzaju polifenolnih jedinjenja, posebno antocijana, koji joj
obezbeduju izuzetnu antioksidativnu aktivnost i povoljan uticaj kod prevencije i leCenja mnogih
bolesti (Lee et al., 2014). Pozitivni zdravstveni efekti: kardioprotektivni, antimutageni,
antikancerogeni, baktericidni, antivirusni, hepatoprotektivni, antidijabetesni, protivupalni,
radioprotektivni 1 imunomodulatorni potvrdeni su mnogim istrazivanjima (Kokotkiewicz et al.,
2010; Kullin i Rawel, 2008; Valcheva-Kuzmanova et al., 2006), dok ni u jednom nije objavljeno
bilo kakvo toksi¢no ili nezeljeno dejstvo kao posledica konzumiranja ploda aronije (Kedzierska
etal., 2012).

Smatra se da su plod i proizvodi na bazi ploda aronije izuzetni izvori polifenolnih jedinjenja.
Oko 25% ukupnog sadrzaja polifenola su antocijani (Oszmianski i Wojdylo, 2005), od kojih su
cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid najzastupljeniji sa udelom od 64,5% i 28,9%,
respektivno (Cretu i Morlock, 2014). Fenolne kiseline, uglavnom hlorogena, ¢ine 7,5% ukupnih
fenola, a potvrdeno je i prisustvo derivata kvercetina i rutina (Oszmianski i Wojdylo, 2005). Za
razliku od ostalog bibocastog voca, detektovan je visok sadrzaj p-karotena (770,6 pg/100 g) i
dijetalnih vlakana (5,62 g/100 g) kao 1 nizi ukupan sadrZzaj organskih kiselina, uglavnom L-
jabuc¢na i limunska kiselina. Od ugljenohidratnih komponenti sok ploda aronije sadrzi glukozu,
fruktozu, sorbitol, a detektovani sui vitamini B-kompleksa, pantotenska kiselina, vitamin C i
niacin (Kulling i Rawel, 2008).

Mikrotalasna ekstrakcija je jedna od novijih tehnika ekstrakcije koja se koristi za izolovanje
bioaktivnih proizvoda od interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju. Brojna istrazivaja
ukazuju na prednost ove tehnike ekstrakcije uglavnom zbog znacajnog smanjenja vremena
trajanja ekstrakcije (Li et al., 2011; Li et al., 2012; Karabegovi¢ et al., 2013), povecanja prinosa i

veceg sadrzaja bioaktivnih komponenti u dobijenim ekstraktima (Liazid et al., 2010).



Temperatura, vreme trajanja, vrsta, koncentracija i1 potroSnja rastvaraCa, odnos koliCine
rastvaraca 1 biljnog materijala samo su neki od faktora koji pojedina¢no 1/ili kombinovano uticu
na efikasnost ekstrakcije. Primenom statistickih metoda u toku planiranja eksperimenta
(eksperimentalni dizajn) i obrade rezultata moguce je matematicko definisanje uticaja procesnih
parametara na efikasnost procesa izolovanja, kao i pronalazenje optimalnih uslova u cilju
dobijanja maksimalnog prinosa Zeljenih komponenti. Metoda odzivnih povrSina (Response
Surface Methodology-RSM) je statisticko-matematicka metoda koja analizira interakcije izmedu
nezavisno 1 zavisno promenljivih parametara procesa, utvrduje i reSava multivarijabilne
jednacine u cilju optimizacije procesa (Karabegovi¢ et al., 2013). Vestacka neuronska mreza
(Artificial Neural Network-ANN) u kombinaciji sa geneti¢kim algoritmom (GA) je moderna
alternativa uproséenim fizickim modelima i moze se Koristiti kao sredstvo za nelinearno
multivarijantno modelovanje i optimizaciju procesa (Rajkovi¢ et al., 2013). Mnoge publikacije
dokumentuju primenu RSM ili ANN za odredivanje optimalinh ekstrakcionih uslova (Ballard et
al., 2010;Li et al., 2012; Cheok et al. 2012; Karabegovi¢ et al., 2013; Rajkovi¢ et al., 2013).
Savremena prehrambena industrija podrazumeva vise od proizvodnje hrane koja bi samo
zadovoljila osnovne nutritivne potrebe organizma, ona kao imperative postavlja proizvodnju
“nutritivno vrednijih” prehrambenih proizvoda koji pored osnovne imaju i dodatnu fiziolosku
funkciju unapredenja opSteg stanja organizma. Primena proizvoda biljnog porekla u
prehrambenoj industriji doZivljava ekspanziju poslednjih godina, posebno od kada je kao svetski
trend u ishrani prisutan pojam funkcionalne hrane koja uz nutritivna ima i dokazana lekovita
svojstva.

Unapredenje nutritivne i funkcionalne vrednosti keksa, koji je zbog svoje visoke hranljive i
energetske vrednosti vrlo konzumiran konditorski proizvod, moze se posti¢i dodatkom novih
nutritivno  znacajnih sirovina u tradicionalne recepture. Zahvaljujué¢i svojoj izraZenoj
antioksidativnoj aktivnosti koja poti¢e od znafajnog sadrzaja polifenolnih jedinjenja i tokoferola,
heljda se moze koristiti kao alternativa pSeniénom bragnu u formulaciji ovih proizvoda (Simurina
et al., 2009; Filipcev et al., 2011; Torbica et al., 2012). Proteini heljde ne sadrze gluten pa je
pogodna za osobe koje boluju od celijakije (Ikeda, 2002). Heljdino brasno pokazuje znatno vecu
antioksidativnu i antiradikalsku aktivnost u poredenju sa frakcijama mlevene pSenice (Sakac, et
al., 2011) $to se pozitivno odrazava na nutritivnu i funkcinalnu vrednost proizvoda kod kojih je

deo pSeni¢nog brasna zamenjen heljdinim brasnom (Filipcev et al., 2011).



Dodavanjem biljnih sirovina, koje su izvor bioaktivnih jedinjenja, tradicionalnim recepturama za

pekarske i fine pekarske proizvode, dobijaju se novi funkcionalni proizvodi sa dodatom

vrednoscu. Istrazivanja pokazuju da se u ovakvim sluc¢ajevima postize veci sadrzaj polifenola 1

dijetalnih vlakana $to rezultira izraZenijom antioksidativnom aktivno$¢u ovih proizvoda, boljim

senzornim karakteristikama i produzavanju roka trajanja (Sudha et al., 2007; Ajila et al., 2008;
Sun-Waterhouse et al., 2010; Sarié et al., 2016).

Ciljevi ovog rada bili su:

Ispitivanje uticaja procesnih parametara mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije:
mikrotalasne snage (300, 450 i 600 W), koncentracije etanola (25, 50 i 75%) i vremena
trajanja ekstrakcije (5, 10 1 15 minuta) na prinos ekstraktivnih supstanci, ukupan sadrzaj
fenola, ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH i FRAP
metodama.

Optimizacija operativnih uslova u cilju postizanja maksimalnog prinosa ekstraktivnih
supstanci, ukupnog sadrzaja fenola, ukupnog sadrzaja flavonoida i antioksidativne
aktivnosti, koriS¢enjem metode odzivnih povrSina i vesStacke neuronske mreze u
kombinaciji sa genetickim algoritmom.

Izbor optimalnih i ekonomski najisplativijih uslova ekstrakcije u cilju dobijanja ekstrakta
sa maksimalnim sadrzajem polifenolnih jedinjenja i maksimalnom antioksidativnom
aktivnoscu.

Optimizacija recepture za pripremu keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom
aronije i heljde koris¢enjem metode odzivnih povrsina u cilju dobijanja proizvoda sa
ve¢im sadrZajem bioaktivnih jedinjenja.

Ispitivanje uticaja dodavanja soka, ploda i ekstrakta aronije na krajnji sadrzaj fenola,
flavonoida i antioksidativnu aktivnost keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom

aronije i heljde.



2. OPSTI DEO
2.1. Bioaktivna jedinjenja biljaka

Ljudska civilizacija od pocetka svog nastanka koristi biljke i biljne proizvode ne samo kao hranu
veé i kao sredstva za prevenciju, spreCavanje i leCenje bolesti ljudi i Zivotinja. Cuvena
Hipokratova (460-370 godine pre nove ere) izjava: “Neka hrana bude vas lek, a neka je lek vasa
hrana” i tradicionalni Azijski koncept “Hrana i lek su jedno” poslednjih godina postaju
prihvaceni u zapadnim zemljama kao moderan pristup zdravom i dugove¢nom zivotu. Velikim
brojem epidemioloskih istrazivanja kao i studijama iz oblasti nutricionizma dokazano je da su
mnoga hroni¢na oboljenja kao $to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes i karcinomi povezani sa
na¢inom ishrane (Jones i Jew, 2007; Peressini i Sensidoni, 2009; Jasi¢, 2010; Del Rio et al.,
2012; Chandrasekara i Shahidi, 2015). Takode, rizici vezani za njihovu pojavu mogu biti
smanjeni konzumacijom hrane sa visokim sadrzajem odredenih fitohemikalija, pa tako proizvodi
sa dodatnim zdravstvenim i nutritivnim vrednostima postaju paradigma u domenu poljoprivrede i
prerade hrane. Savremenene naucne discipline o ishrani i proizvodnji hrane pruzaju mnostvo
informacija o funkcijama i mehanizmu delovanja specifi¢énih bioaktivnih jedinjenja iz hrane.
Promocija zdravog Zivotnog stila, prevencija bolesti i sve ve¢i zahtevi potroSaca postavljaju
prehrambenoj industriji zahtev za prevodenjem tih informacija u potrosacku stvarnost kojoj ¢e
globalni trend biti proizvodnja proizvoda ne samo sa optimalnim senzornim osobinama, vec i sa
povecanim nutritivnim i zdravstvenim vrednostima (Hsieh i Ofori, 2007).

Bioaktivna jedinjenja su sastojci hrane ¢iji znacaj sa aspekta ljudskog zdravlja ne zavisi samo od
njihove koli¢inske zastupljenosti u hrani ve¢ vise od njihove bioloske aktivnosti i mehanizma
inhibicije delovanja stetnih supstanci u organizmu. Mnogobrojna prirodna bioaktivna jedinjenja
razli¢ite strukture ulaze u sastav hrane, ali ispoljavaju blagotvoran efekat na zdravlje jedino ako
su konzumirana u adekvatnim koli¢inama, u suprotnom, mogu prouzrokovati negativan
zdravstveni efekat zbog izrazene bioloske aktivnosti u metabolickim procesima. Iz tog razloga,
Nacionalno Istrazivatko Vece nacionalne Akademije nauka SAD (engl. National Research
Council of the Food and Nutrition Board of the National Academy of Sciences) je na osnovu
nauc¢no dokazanih Cinjenica utvrdilo odredene normative oznacene kao: preporuceni dnevni unos

(engl. Recommended Dietary Allowances RDA), referentni dnevni unos (engl. Dietary



Reference Intakes DRI) i maksimalne granica unosa (Tolerable Upper Intake Level UL) (NRC,
2004; Otten et al., 2006) za vecinu prirodnih bioaktivnih jedinjenja prisutinih u hrani.

Poslednjih godina mnogo nau¢nih publikacija posveceno je funkcionalnoj hrani i dijetetskim
suplimentima i one su fokusirane ili na korisna zdravstvena svojstva odredene prirodne matrice
hrane (susam, caj, zaCini) ili na specificna prirodna bioaktivna jedinjenja kao S$to su
fitohemikalije. Dijetetski suplementi su proizvodi koji obezbeduju koncentrovani oblik
odredenog bioaktivnog agensa iz hrane, a postavljeni su u ne-prehrambenom matriksu i koriste
se sa ciljem poboljSanja zdravlja u dozama koje prevazilaze one koje bi mogle biti obezbedene
konzumacijom konvencionalne hrane. Sa druge strane, funkcionalna hrana je ona koja se
konzumira kao prehrambeni proizvod, ali obezbeduje dodatnu zdravstvenu dobrobit koja
prevazilazi njenu osnovnu nutritivnu namenu (Bernal et al., 2011).

Granica izmedu suplemenata i funkcionalne hrane nije uvek jasna, ali je glavna razlika u obliku
konzumiranja: suplimenti kao kapsule, pilule, tablete i drugi oblici, a funkcionalna hrana uvek u
formi konvencionalne hrane (Espin et al., 2007).

Neki od termina koji su u ¢estoj upotrebi u kontekstu zdrave i funkcionalne ishrane su: nutrijent
(supstance dobijene iz hrane koje u telu sluze za stvaranje energije i strukturnih materija, za
regulisanje rasta, razvoja i regeneraciju telesnih tkiva); nutrijenti bogati energijom (nutrijenti u
toku ¢ijeg metabolizma se oslobada odredena kolic¢inaenergije: masti, proteini i ugljeni hidrati);
esencijalni nutrijenti (oni nutrijenti koji se moraju unositi hranom, jer ih organizam ne moze sam
sintetisati); funkcionalna hrana (hrana u koju je dodata neka komponenta sa pozitivnim uticajem
na zdravlje vise od konvencionalnih sirovina ili iz koje je uklonjena neka antinutritivna
materija); obogacena hrana (hrana sa dodatim prirodnim sastojcima povecanog nutritivnog i

zdravstvenog efekta) (Bloch i Thomson, 1995).

2.1.1. Sekundarni metaboliti biljaka

Osvrtom na poslednjih 2000 godina uvida se da tokom citavog ovog perioda ¢ovecanstvo nije
imalo nijedan drugi izvor lekova osim biljaka, svezih ili suSenih. Identifikovanoje skoro 250
hiljada vrsta visih biljaka, od kojih 12 hiljada poseduje lekovita svojstva, ali je manje od 10%
biljaka ispitano i prouceno sa fitohemijskog ili farmakoloSkog aspekta (Harborne et al., 1999).

Ipak, iako je ovaj procenat ispitanih biljaka mali iz njih je izolovan veliki broj terapeutskih
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jedinjenja kao Sto su: alkaloidi (antipiretik kinin iz kore Peranskog drveta, antispazmolitik
papaverin i narkotik morfijum iz maka), razli¢iti glikozoidi (na primer, iz biljne vrste Digitalis
sp. Siroko primenjeni kod sindroma sréane insuficijencije), biljni steroidi (koji ¢ine bazu
savremenih kontraceptiva), biljni vitamini i flavonoidi kao i veliki broj antibiotika. Sinteticki
aspirin dostupan je vise od 100 godina, a malo je poznato da je efektivni agens aspirina najpre
izolovan iz kore drveta vrbe (Nyiredy, 2004).

Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (World Health Organization, WHO) iz 1994
godine 90% svetske populacije koristi lekovito bilje za leCenje bolesti, a 81% stanovnista uopste
nema dostupnost sintetickim lekovima. Ove ¢injenice ukazuju da u mnogim delovima sveta,
(nerazvijene zemlje Afrike, Azije 1 Juzne Amerike) lekovi iz biljaka imaju ozbiljan terapeutski
znacaj koji nije dovoljno cenjen u razvijenim zemljama. U izvestaju Bayer AG Pharma Research
iz 1999. godine navodi se da 90 hiljada prirodnih jedinjenja ¢ine oko 40% ukupnih moguéih
novih lekova, dok nekoliko miliona sinteti¢kih jedinjenja predstavljaju preostalih 60% (Nyiredy,
2004).

Biljka se, kao i svaki zivi organizam, moze smatrati biosintetickom laboratorijom koja sintetise
hemijska jedinjenja kao $to su biopolimeri (proteini, nukleinske kiseline, ugljeni hidrati, lipidi)
koji ¢ine primarne metabolite 1 imaju uticaja na strukturnu funkciju biljke 1 sekundarne
metabolite biljke koji predstavljaju odgovor biljke na bioti¢ki i abioticki stres (Hartmann, 2007).
Sekundarni metaboliti biljaka imaju viSestruku ulogu u Zivotnom ciklusu biljke. Oni §tite biljku
od oksidativnih procesa nastalih delovanjem faktora Zivotne sredine kao Sto su svetlost (UV
zraCenje), vazduh, kiseonik, interakcije sa mikroorganizama, drugim biljakama i1 Zivotinjama.
Pored toga, sekundarni metaboliti uklju€eni su u obezbedivanju svojstava fertilnosti 1 klijavosti
polena biljke (Schijlen et al., 2004; Hidalgo i Almajno, 2017). Sekundarni metaboliti biljaka
svrstani su u sledece klase jedinjenja: alkaloidi, amini, cijanogeni glikozidi, monoterpeni,
diterpeni, polifenoli, glukoinolati, neproteinske aminokiseline, fenilpropani, poliacetileni,
poliketoni, seskviterpeni, tertraterpeni, triterpeni, saponini, steroli. Predpostavlja se da biljke
sintetiSu vise od 200 hiljada razli¢itih hemijskih jedinjenja (Wink, 2003).

Polifenolna jedinjenja kao sekundarni metaboliti biljaka u biljnim organizmima ostvaruju
razli¢ite funkcije. Pored gore navedenih (zastita od negativnih uticaja faktora sredine) vrse
indirektan uticaj na rast biljke i doprinose formiranju senzornih osobina (miris, ukus, boja)
biljke.



Sekundarni metaboliti biljaka nalaze primenu kao prehrambeni aditivi, mirisi, pigmenti, lekovi.
Dokazano je da ove fitohemikalije poseduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti i daju moguénost
nekim proizvodima dobijenim iz biljaka da smanje rizik od hroni¢nih bolesti. Sekundarni
metaboliti biljaka kao bioaktivna jedinjenja imaju manji kapacitet dejstva u poredenju sa
farmaceutskim lekovima, ali ako se konzumiraju redovno i u znacajnim koli¢inama, kao deo

ishrane, mogu imati primetan dugoroc¢ni fizioloski efekat (Espin et al., 2007; Zhang et al., 2011).

2.2. Slobodni radikali i antioksidanti

2.2.1. Slobodni radikali

Kiseonik (O2) je vitalni element bez koga je zivot na Zemlji nezamisliv, ali u nekim svojim
formama ovaj element je i toksi¢an. Veéina Stetnih efekata kiseonika posledica su formiranja
radikala kiseonika kao $to su: superoksid (O27), hidroperoksil (HOO), hidroksil (OH"), peroksil
(ROO) i alkoksil radikal (RO’) koji zajedno sa neradikalskim vodonik-peroksidom (H-O3),
ozonom (Og) i singlet kiseonikom (O2) predstavljaju takozvane reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl.
reactive oxygen species, ROS). U reaktivne vrste azota (engl. reactive nitrogen species, RNS)
spadaju azot(l)-oksid (NO), peroksinitrit (ONOQO"), peroksinitrat (OONO) i one se zajedno sa
ROS neprestano proizvode u ljudskom organizmu kroz mnoge fizioloske procese i reakcije i
izazivaju oksidativna oste¢enja u ljudskim ¢elijama (Denev et al., 2012). Superoksid radikal (O2’)
nastaje in vivo u fagocitnim ¢éelijama delovanjem NADPH oksidaze, ali i pomocu drugih enzima
kao $to su ksantin oksidaze i ksantin dehidrogenaze koje redukuju O2 do O™ ili autooksidacijom
mnogih biomolekula poput gliceralaldehida, FMNH,, FADH,, adrenalina, noradrenalina i
dopamina (Kirsch, 2003). Hidroksil radikali su najjaci oksidanti medu ROS, a njihov izvor su u
najvecoj meri reakcije Fentono-ovog tipa i metalima katalizovana Hawer-Weiss ova reakcija
(Martinez-Cayuela, 1995). Peroksil i alkoksil radikali su dobri oksidanti koji lako mogu “izvuci”
atom vodonika iz razli¢itth biomolekula, a formiraju se raspadom organskih peroksida ili
reakcijom O sa ugljenik centri¢énim radikalima. H2O> se neprekidno in vivo stvara u mnogim
tkivima, a singletni kiseonik Cesto nastaje fotosenzitivnim reakcijama. Da bi se suprotstavile
napadu ROS i RNS vrsta, zive Celije su razvile kompleksan sistem bioloske odbrane pomocu

enzimskih i neenzimskih antioksidnata koji prevode ROS i RNS u bezopasne vrste, a termin
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antioksidant definisan je kao svaka supstanca koja u malim koncentracijama (u poredenju sa
koncentracijom oksidabilnog supstrata) ima sposobnost da znacajno odlozi ili spreci oksidaciju

supstrata (Denev et al., 2012).

2.2.2. Delovanje antioksidanata

Moze se re¢i da su antioksidanti prema mehanizmu delovanja aktivni na tri nivoa u odbrani od
ROS 1 RNS. Preventivni antioksidanti deluju “na prvoj liniji odbrane” sprecavajuc¢i njihovo
stvaranje, drugi red su takozvani antioksidanti “hvataci” (“‘skevindzeri*- eng. scavengers) brzo
uklanjaju ROS i RNS pre napada na bioloski esencijalne molekule, a na tre¢em nivou odbrane,
razni enzimi popravljaju ,,o8tec¢enja‘, ,,éiste otpad™ i obnavljaju izgubljene funkcije celije. Tako
se dejstvom enzima superoksid-dezmutazom superoksid radilkal prevodi u kiseonik i vodonik-
peroksid, a vodonik-peroksid u vodu i kiseonik enzimom katalaza. Za odbranu od delovanja
peroksil, hidroksil, singlet kiseonik i peroksinitrit radikala odgovorni su antioksidanti
»skevindZeri" pri ¢emu nema enzimskog delovanja (Huang et al., 2005). Ovi neenzimski ili
egzogeni antioksidanti, kao Sto su vitamin C i E 1 veliki broj fitohemikalija (na pr. fenoli),
preuzimaju znacajnu ulogu kao “hvataci* oksidanata i slobodnih radikala. Ravnoteza koja in vivo
postoji izmedu antioksidanata i prooksidanata moze biti poremecena faktorima kao Sto su stres,
zracenje, ishrana, zagadena atmosfera, pusenje Sto doprinosi nastanku takozvanog oksidativnog
stresa koji predstavlja fizioloSko stanje 1 preduslov za razvoj mnogih oboljenja, ¢ime se namece
neophodnost unosa egzogenih antioksidanata putem ishrane (Denev et al.,, 2012). Tako,
oksidacija LDL inicira arterosklerozu koja uzrokuje kardiovaskularna oboljenja, a oksidacija
DNK je osnova za pojavu mutageneza koje dovode do raznih karcenogeneza (Berliner et al.,
1995).

Podela antioksidanata na primarne koji predajom elektrona ili atoma vodonika radikalskim
Cesticama vrSe njihovu transformaciju u stabilnije vrste i tako odlazu ili inhibiraju oksidaciju i
sekundarne koji inteziviraju delovanje primarnuh antioksidanata i sprecavaju nastanak pro-
oksidanata, bazirana je na razlici nivoa delovanja antioksidanata pri inhibiranju oksidacije
(Maisuthisakul et al., 2007).



2.2.3. Lipidna oksidacija

Lipidna oksidacija je glavni uzrok kvarenja hrane i degradacije njenog kvaliteta u smislu
stvaranja neprijatnin mirisa i ukusa, promene teksture i boje, smanjenja roka trajanja
prehrambenih proizvoda i generalno, smanjenja njene nutritivne vrednosti (Alamed et al., 2009).
U cilju kontrole stepena i obima lipidne oksidacije u hrani primenjene su brojne metode, ali se
kao najefikasnije reSenje pokazalo dodavanje antioksidanta koji su postali neophodna grupa
prehrambenih aditiva uglavnom zbog svojstva da produzavaju rok trajanja prehrambenih
proizvoda bez ikakvih negativnih uticaja na njihov senzorni ili nutritivni kvalitet (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015). Antioksidanti koji se koriste u prehrammbenoj proizvodnji trebalo bi da

poseduju sledece osobine (Kiokias et al., 2008):

= netoksicni, jeftini i1 efikasni u malim koncentracijama
= visok stepen stabilnosti i moguénost odrzavanja tokom procesa proizvodnje
= bez sopstvenog mirisa, ukusa ili boje

= lako inkorporiranje i dobra rastvorljivost u produktu u kome su primenjeni

Autooksidacija je primarni proces degradacije lipida u hrani i predstavlja lancanu reakciju
slobodnih radikala iniciranu izlaganjem lipida svetlosti, toploti, jonizuju¢em zracenju, metalnim
jonima ili metaloproteinskim katalizatorima kao i dejstvu enzima lipoksigenaze. Sema
autooksidacije ukljucuje inicijaciju (nastajanje lipidnih slobodnih radikala), propagaciju i
terminaciju (nastajanje neradikalskih produkata) moze se prikazati na slede¢i nacin (Shahidi i

Ambigaipalan, 2015):

Inicijacija RH — R+ H
Propagacija R+ O, — ROO’
ROO" + RH — R'+ ROOH
Terminacija R" + R"— neradikalski produkt
R* + ROO"— neradikalski produkt
ROO’ + ROO"— neradikalski produkt



Primarni proizvod lipidne oksidacije je vodonik—peroksid koji iako ne uti¢e na kvalitet ukusa
hrane, ispoljava Stetne zdravstvene efekte, a kao nestabilna molekulska vrsta lako se raspada uz
formiranje mnogih proizvoda kao §to su aldehidi, ketoni, alkoholi ili ugljovodonici koji
doprinose neprijatnom ukusu i mirisu lipida u hrani. Takode, aldehidi mogu reagovati sa
hidrogensulfidnom i amino grupom iz proteina i potencijalno uticati na njihovu funkcionalnost, a
mogucaje 1 reakcija nezasi¢enih aldehida sa histidinom iz mioglobina §to ubrzava oksidaciju
oksimioglobina (Shahidi, 1998).

Antioksidanti deluju na viSe razli¢itih nivoa u oksidativnom procesu lipida tako $to smanjuju
koncentraciju kiseonika ,,presretanjem i inaktivacijom singletnog kiseonika, sprecavaju fazu
inicijacije ,,hvatanjem‘ inicijalnih slobodnih radikala (npr. hidroksil radikal), vezuju i time
deaktiviraju Kkatalizatore metalne jone, razgraduju primarne proizvode oksidacije do
neradikalskih hemijskih vrsta i prekidaju lancane reakcije kako bi se zaustavio stalni priliv

vodonika iz substrata hrane (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

2.3. Fenolni antioksidanti

Vecina antioksidanata koja se unosi putem hrane je biljnog porekla iz lekovitog bilja, Zitarica,
voca i povréa pri cemu njihovoj antioksidativnoj aktivnosti najvise doprinose polifenoli, vitamini
C 1 E, karotenoidi (Harbone 1 Williams, 2000). Fenolna jedinjenja ili polifenoli sa viSe od 8000
poznatih jedinjenja predstavljaju jednu od najrasprostranjenijih klasa medu jedinjenjima
poreklom iz biljaka 1 poslednjih decenija postali su predmet istrazivanja naucne javnosti
zaokupivsi paznju 1 naucnika i potroSaca, upravo zbog svojih izuzetnih antioksidativnih svojstva
i pozitivniog zdravstvenog efekta (Harbone i Williams, 2000; Lee i Lee, 2006). Prirodni
polifenoli su strukturno raznovrsni 1 variraju od jednostavnih, individualnih molekula kao Sto su
fenolne kiseline, do visoko polimerizovanih jedinjenja kao $to su proantocijanidini (tanini)
(Santos-Buelga i Sacalbert, 2000). Fenolna jedinjenja imaju najmanje jedan aromati¢an prsten sa
jednom ili viSe hidroksilnih grupa i mogu se podeliti u zavisnosti od osnovne hemijske strukture
u najmanje 10 razliCitih klasa, pri ¢emu jednu od najvaznijih klasa sa vise od 5000 opisanih
jedinjenja ¢ine flavonoidi (Del Rio et al., 2012). Priroda 1 struktura biljnih fenola se medusobno
znatno razlikuje, ali se oni uglavnom nalaze u obliku glikozida ili su esterifikovani. Pozitivni

efekti na zdravlje ostvareni su preko nekoliko mehanizama delovanja polifenola: eliminacija
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slobodnih radikala, zaStita i regeneracija drugih antioksidanata unetih ishranom (na primer
vitamina E) i heliranje prooksidativnih metala (Rommel i Wrolstad, 1993).
Atribut antioksidanta moze se pripisati polifenolnom jedinjenju ako ispunjava sledece uslove
(Stojicevi¢, 2012):
= Sprecava ili usporava oksidaciju substrata na kome je primenjen u maloj koncentraciji (u
odnosu na sam substrat izlozen oksidaciji)

= Neophodno je da novonastali radikal iz polifenola bude stabilan

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja zavisi od broja i rasporeda hidroksilnih grupa u
molekulu (Sang et al., 2002). Mehanizam delovanja zasniva se na donaciji vodonikovog atoma
lipidnom radikalu pri ¢emu nastaju derivati lipida i antioksidativni radikali koji su stabilniji i
manje skloni autooksidaciji (Kiokias et al., 2008) i u kasnijem ishodu mogu dodatno ometati
lan¢ane reakcije propagacije $to se moze predstaviti Sematskim prikazom (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015):
R/RO’/ROO’ + AH — A+ RH/ROH/ROOH
R/ROO" + A'— ROA/ROOA
ROO"+ RH — ROOH + R’

Nakon doniranja atoma vodonika fenoksil radikal se stabilizuje delokalizacijom svog nesparenog

elektrona unutar aromati¢nog jezgra pri ¢emu se javlja vise rezonanthih struktura prikazanih na

slici 2.1 (Misan, 2009).

| > é“é“$“&

Slika 2.1 Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala

Fenolni antioksidanti mogu se prema poreklu podeliti na sinteticke i prirodne (Tabela 2.1) medu

kojima su najbrojniji flavonoidi (Tabela 2.2) (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
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Tabela 2.1 Klasifikacija fenolnih antioksidanata

Galna, p-
Hidroksibenzoeva i derivati hidroksibenzoeva,
Fenolne - .
o Vanilinska, Elaginska
Kiseline i
) o o Kafeinska, Ferulna,
Hidroksicimetna i derivati o
Sinapinska, Hlorogena
Flavonoli, Flavoni, Katehoni, Flavanoni, Antocijanidini,
Flavonoidi -
Isoflavonoidi
Prirodni - -
Stilbeni Resveratol
Lignini
Hidrolizabilnitanini Elagitanini, Galotanini
Monomeri, Dimeri,
ini Trimeri,
Tanini Kondenzovanitanini(proantocijanidini) ) )
4-6meri, 7-10merti,
Polimeri
Sinteti¢ki BHT, BHA, TBHQ, PG

BHT-butilovani hidroksitoluen, BHA-butilovani hidroksianizol, PG-propilgalat i TBHQ-terc-butilhidrohinon

Tabela 2.2 Klasifikacija flavonoida

Flavonoidi
Flavonoli Flavoni Flavanoli Flavanoni Antocijanidini Isoflavonoidi
(katehini)
Kvercentin Apigenin (+)-katehin Eriodiktiol Cijanidin Genistein
Kamferol Hrizin (-)-epakatehin Naringenin Leukocijanidin Daidzein
Isoramentin Luteolin (+)-galokatehin Morin Delfinidin Glicitein
Rutin (-)-epigalokatehin Prodelfinidin

Leukodelfinidon

Sinteticki fenolni antioksidanti dozvoljeni zadnjih 60 godina za upotrebu u prehrambenoj

industriji su: BHA-butilovani hidroksianizol (smesa izomera 2-terc-butil-4-hidroksianizola i 3-

terc-butil-4-hidroksianizola), BHT-butilovani hidroksitoluen (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol),
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PG-propilgalat i TBHQ-terc-butilhidrohinon (Saad et al., 2007). TrziSte hrane i pi¢a povezano sa
upotrebom antioksidanata ima vrednost od 500 milijardi dolara i o¢ekivanu stopu rasta od 5-7%
godis$nje, a primena sintetickih fenolnih antioksidanata u prehrambenim proizvodima strogo je
regulisana uredbama vlade odredene drzave zbog mogucih toksi¢nih efekata izazvanih njihovom
pimenom (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). lako je njihova efikasnost dokazana, od nedavno je
upotreba sintetiCkih antioksidanata opala zahvaljuju¢i potvrdenim kancerogenim i toksi¢nim
svojstvima nekih od njih i opravdanoj zabrinutosti potrosata (Moure et al., 2001). Izvori
prirodnih antioksidnta su pre svega razliciti delovi biljaka (seme, lis¢e, cvet, koren, plodovi)
bogati fenolnim jedinjenjima. Veliki broj nau¢nih istrazivanja objavljen je na temu bioloske

aktivnosti fenolnih jedinjenja i njihove antioksidativne aktivnosti.

2.3.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline mogu se podeliti u dve grupe: derivati hidroksibenzoeve kiseline
(hidroksibenzoeva, galna, vanilinska i elaginska kiselina) i derivati hidroksicimetne kiseline (p-
kumarinska, kafeinska, ferulna, hlorgena i hidroksicimetna kiselina). Osnovna strukture ovih
grupacija prikazane su na slici 2.2, a supstituenti koji se mogu naci na razli¢itim pozicijama u

aromati¢énom jezgru (R, R2, R3) dati su u tabeli 2.3 (Hidalgo i Almajno, 2017).

R4 R4
R> COOH Rs Y
COOH
R3 R3
Derivati hidroksibenzoeve kiseline Derivati hidroksicimetne kiseline

Slika 2.2 Struktura fenolnih kiselina

Fenolne kiseline se u biljnom materijalu nalaze uglavnom u vezanoj formi u obliku estara ili
glikozida (Jimenez-Garcia et al., 2012). Supstituenti na aromati¢nom jezgru uti¢u na stabilizaciju
pa samim tim 1 na antioksidativne osobine fenolnih kiselina. Zahvaljujuéi svom prisustvu u hrani

biljnog porekla ljudi svakodnevno konzumiraju izvesnu koli¢inu ovih vrednih bioaktivnih
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jedinjenja (od 25 mg do 1g na dnevnoj bazi) u zavisnosti od zastupljenosti vocéa, povr¢a, Zitarica,

Caja, kafe i zacina u ishrani (Clifford, 1999).

Tabela 2.3 Supstituenti derivata fenolnih kiselina

. Derivati
Derivati R R hidroksicimetne R R R
hidroksibenzoevekiseline ? : L ! ? 3
kiseline
p-Hidroksibenzoeva H OH H p-Kumarinska H OH H
Protokatekuinska OH OH H Kafeinska OH OH H
Vanilinska OCHgs OH H Ferulna OCHs OH H
Siringinska OCH; OH OCHjs Sinapapinska OCHjs OH OCHjs

Galna OH OH H

2.3.2. Flavonoidi

Dominantna klasa biljnih fenola su flavonoidi i1 oni predstavljaju oko dve tre¢ine fenola koji se
unose ishranom (Robbins, 2003). Flavonoidni derivati se strukturalno razlikuju u pogledu grupa
koje okruzuju heterocikli¢ni kiseonicni prsten, ali svi imaju karakteristicni Cs-C3-Cs ugljenicni
difenilpropanenski skelet sa razli¢itim nivoima hidroksilacije i metoksilacije (Rice-Evans et al.,
1996). U odnosu na vezani Secerni ostatak dele se na aglikone koji nisu vezani za Secerni ostatak
i glikozoide vezane za jednu ili vise ostatka Secera (Davies i Schwinn, 2006). Najcesce vezane
Secerne jedinice su ostaci glukoze, ali se od glikolizovanih Secera javljaju 1 galaktoza, ramnoza,
ksiloza, arabinoza i rutinoza (Rice-Evans et al., 1996; Urquiaga i Leighton, 2000). Flavonoidno
jezgro moze biti vezano za strukturno razlicite ostatke tako da su flavonoidi podeljeni u sedam
klasa: flavanoli, flavonoli, flavoni, antocijanidini, izoflavoni, katehini i dihidroflavonoli (Heim et
al., 2002) sto je prikazano na slici 2.3.

Mogu¢énost ,hvatanja®“ slobodnih radikala flavonoida povecava se stabilizacijom odnosno
delokalizacijom antioksidantnog fenolnog radikala (Sto je omoguceno prisustvom dvostruke veze
imedu Cz i C3 atoma kombinovano sa keto grupom u polozaju 4) i prisustvom slobodnih
hidroksilnih grupa (Heim et al., 2002). Razlog vece antiradikalske aktivnost flavanola u odnosu
na flavone proistiCe od prisustva veceg broja hidroksilnih grupa, posebno kada se nalazi u

polozaju 3 (Rice-Evans et al., 1996).
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Flavonoli Flavoni Flavanoni

Slika 2.3 Strukture klasa flavonoida (adaptirano, Heim et al., 2002)

Helatni kompleksi koje flavonoidi formiraju sa jonima metala kao Sto su bakar 1 gvozde
(kataliticki joni), onemogucéavaju stvaranje visokoreaktivnih hidroksil radikala uklju€ivanjem

ovih metala u takozvanim Fentonovim reakcijama €iji se mehanizam moze prikazati na sledeci

nacin (Haliwel et al., 1995):

H,0,+Cu*" — OH* +OH™ +Cu*
Cu” +0;" > Cu" +0,
0," +Fe* - 0, +Fe**

Fe** +H,0, — Fe* + OH" + OH"

Oko 17 antocijanidina nadeno je u prirodi, a samo 6 medu njima su prisutni u prehranbenim
namirnica: cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin i malvidin (Wu et al., 2006).
Antocijani su biljni pigmenti rastvorljivi u vodi, odgovorni za plavu, ljubicastu i crvenu boju

mnogih biljnih tkiva. Nastaju spajanjem antocijanidina za $ecernu jedinicu. U bobicastom vocu
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uglavnom su prisutni 3-glukozidi, a cijanidin-3-glikozid (Slika 2.4) je najzastupljeniji. Flavilijum
(2-fenilhromenilijum) jon je osnova antocijanidina, a razne hemijske grupe supstituisane na
razli¢itim pozicijama (R1, Rz, Rs) formiraju ova jedinjenja u prirodi. Struktura ovog jona
prikazana je na slici 2.5 dok su razliciti supstituenti antocijanidina uglavnom prisutnih u
bobicastom vocu dati u tabeli 2.4 (Hidalgo i Almajno, 2017).

OH

OH
s I
HO @)
AN
O P OH
O o)
OH HO OH

HO
Slika 2.4 Struktura cijanidin-3-glikozida (Hidalgo i Almajno, 2017).

Tabela 2.4 Supstituenti antocijanidina prisutnih u bobi¢astom vocu

Antocijanidin R1 R2 R3
Pelargonidin (Pg) H OH

Cijanidin (Cy) OH OH

Delfinidin (Dp) OH OH OH

Peonidin (Pn) OCH3 OH H

Petunidin (Pt) OCHs OH OH

Malvidin (Mv) OCHs OH OCHjs

R4

OH
Slika 2.5 Struktura flavilijum jona
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Preporuceni dnevni unos flavonoida putem ishrane je preko 100 mg (vrednost koja je priblizna
zbiru preporucenih dnevnih unosa drugih antioksidanata kao S$to su B-karoten, vitamin C i
vitamin E) §to govori u prilog ¢injenici da flavonoidi imaju izuzetno pozitivan uticaj na zdravlje.
Na osnovu sprovedenih istrazivanja utvrdeno je da ispoljavaju antilipoperoksidatno,
antitumorno, antiishemijsko, antialergijsko i antiinflamatorno delovanje. Jedan od dokaza
pozitivnog dejstva je i1 takozvani ,,francuski paradoks* odnosno pojava da stanovnici nekih regija
Francuske, iako svojstvenom ishranom unose veliku koli¢inu masti, manje oboljevaju od
koronarnih bolesti srca zahvaljujuéi redovnoj konzumaciji crvenog vina koje sadrzi visok nivo

flavonoida (priblizno 200 mg po ¢asi) i resveratrola (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

2.3.3. Stilbeni

Trans-resveratol (3,5,4 -trihidroksistilben) i njegov glukozid najznacajniji je predstavnik stilbena
sa potvrdenim pozitivnim zdravstvemim dejstvima kao $to su antioksidativna i antikancerogena
aktivnost (Burns et al., 2002; Torres et al., 2010). Najvazniji resveratrol u biljkama je trans-
resveratrol-3-O-B-glukozid poznat i kao polidatin, odgovoran za odbranu biljke od raznih
ostecenja (Jensen et al., 2010), a najznacajniji stilben poreklom iz hrane je resveratrol iz crvenog

vina i kikirikija (Burns et al., 2002).

2.3.4. Tanini

U odnosu na hemijsku strukturu, tanini mogu biti hidrolizabilni tanini ili kondenzovani tanini-
proantocijanidini. Hidrolizabilni tanini su prisutni uglavhom u obliku glikozilovane galne
kiseline, dok su kondenzovani tanini ologomeri i polimeri flavonoida, posebno flavan-3-ola
(Khanbabaee i van Ree, 2001). Glavni izvori proantocijanidina su plodovi voca, posebno jagoda,
kakao, ¢aj i neka pic¢a kao vino ili pivo, dok se hidrolizabilni tanini mogu naci u jagodama,
mahunarkama i lisnatom povréu (Serrano et al., 2009). In vitro ispitivanjima je potvrdeno da
tanini inhibiraju peroksidaciju lipida i dejstvo lipoksigenaze, a takode pokazuju antiradikalsko
delovanje prema hidroksil, superoksid i peroksil radikalima odgovornim za prooksidantno
delovanje; utiCu na rast bakterisjke flore u smislu inhibicije; znacajno inhibiraju citopatogene
efekte HIV virusa; ispoljavaju antiproliferativno dejstvo u odnosu na razlicite tipove celija

karcinoma (dojke, prostate, debelog creva i melanoma) (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
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2.4. Biljni izvori fenolnih antioksidanata

Fenolna jedinjenja sa potvrdenom antioksidativnom aktivnoS¢u nalaze se u vec¢oj ili manjoj meri
u velikom broju biljnih vrsta. Znacajniji izvori ovih prirodnih bioaktivnih jedinjenja su voce
(grozde, tresnja, jabuka, kajsija, nar, citrusno voce), a posebno bobicasto voée (borovnica,
kupina, crna ribizla, malina, brusnica, aronija), povrée (Sargarepa, beli luk, krompir, cvekla,
Spargla, celer, zelena salata, spanaé, paradajz), zitarice (pSenica, jeCam, ovas, pirinac, raz),
pseudocerealije kao Sto je heljda, leguminoze, uljarice (soja, uljana repica, seme lana, seme
susama, seme pamuka, maslina), koStunjavo voce (orah, badem, le$nik, indijski orah, kikiriki,
pista¢i, pekan orah, kesten), Caj, kafa, kakao, zacinsko i lekovito bilje (ruzmarin, zalfija,
karanfili¢, dumbir, crni biber, origano, kurkuma, seme peskavice) (Shahidi 1 Ambigaipalan,

2015).

2.4.1. Zitarice i pseudoZitarice

Fenolne kiseline i flavonoidi nalaze se u Zitaricama u slobodnom i konjugovanom obliku, ali je
najveca koncentracija ukupnih fenola prisutna u spolja$njim slojevima zrna (ljuska, perikarp,
semenica, Celije aleurona) za razliku od znatno niZeg sadrZaja ovih jedinjenja u unutrasnjim
slojevima odnosno u endospermu (Kahkonen et al., 1999; Liyana-Pathirana i Shahidi, 2006).
Ekstrakti zrna pSenice ispoljili su jako antioksidativno dejstvo zahvaljuju¢i fenolima pSenice
odnosno njihovoj antiradikalskoj aktivnosti i reakcijama heliranja metala. Nadeno je da zrna
pSenice sadrze veliki broj fenolnih jedinjenja kao Sto su ferulna, vanilinska, kafeinska,
siringinska, p-kumarinska i sinapinska kiselina, ali da nijedno od nijih ne doprinosi u vecoj meri
antioksidativnoj aktivnosti proizvoda od psenice. Ferulna kiselina bila je najdominantnija sa
sadrzajem od 90% ukupnih fenolnih kiselna (Liyana-Pathirana i Shahidi, 2005, 2006). Ukupan
sadrzaj fenola i antioksidativna aktivnost (odredena DPPH i FRAP testom) nekih zitarica i heljde

data je u tabeli 2.5.
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Tabela 2.5 Ukupan sadrzaj fenola 1 antioksidativna aktivnost nekih zitarica i heljde (adaptirano

Pordevic et al., 2010)

Ukupan sadrzaj fenola FRAP

Zitarica (mg galne kiseline/g DP(PH/r(r:IC):SO) (nmol Fe?*/mg suvog
suvog ekstrakta) HY ekstrakta)
JeCam 16,4 >200 15,56
Heljda 50,7 76,7 49,43
Psenica 16,2 >200 12,15
Pirinac 13,2 >200 8,94
2.4.2. Heljda

Sve veca potraznja svetskog trziSta za bezglutenskim proizvodima na bazi zitarica istakla je
znacaj nekih pseudozitarica kao §to su amarant, kinoa i1 heljda, a karakteriSu se izvrsnim
nutritivnim profilom. Tako su brojna istrazivanja, u skladu sa rastu¢im trendom, fokusirana na
formulaciji kvalitetnih, zdravih bezglutenskih proizvoda (hleba, testenina, keksa itd.) jer bi
njihova dostupnost osigurala adekvatni unos nutrijenata osobama obolelim od celiakije (Alvarez-
Jubete et al., 2010a). Heljda, dodata hrani moze obezbediti povoljne zdravstvene efekte i spreciti
oksidaciju hrane tokom procesa obrade i skladiStenja, a istovremeno doprineti unapredenju
funkcionalnosti proizvoda (Lin et al., 2009).

Heljda (Fagopyrum esculentum Moench) je pseudozitarica koja pripada familiji Polygonaceae, a
poreklom je iz Kine. Kao kultivisana biljka gaji se u celom svetu zbog svoje visoke nutritivne
vrednosti (Choy et al., 2013). Takode, moze se smatrati jednim od najznacajnih alternativnih
useva pogodnih za organski uzgoj bez upotrebe vestackih dubriva i pesticida (Bonafacciaet al.,
2003b). Heljda se u vidu heljdinog brasna i kroz razlicitie proizvode (nudle, Spagete, palacinke
itd.) koristi u Kini, Japanu, Rusiji, Tajvanu, Centralnoj i Isto¢noj Evropi (Holasova et al., 2002;
Lin et al., 2009). Iako nije Zitarica, heljda se obi¢no svrstava u zitarice zbog sli¢nosti u nacinu
gajenja i glavne nutritivne vrednosti koja je slicna onoj kod zita. Poseban znacaj heljde je u tome
Sto ne sadrzi gluten (Nikoli¢ et al., 2011).

Povoljan sadrzaj i odnos amino kiselina u proteinima heljde uglavnom poti¢e od relativno
visokog sadrzaja lizina i arginina (Watanabe, 1998; Bonafaccia et al., 2003a), esencijalnih

mineralnih materija (Steadman et al., 2001), mikroelemenata (Bonafaccia et al., 2003b), selena
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(Stibilj et al., 2004) kao i skroba, prehrambenih vlakana, vitamina B1, B2 i C (Watanabe, 1998;
Bonafaccia et al., 2003a; Skrabanja et al., 2004) koji ¢ine heljdu i njene proizvode pozeljnom
prehrambenom sirovinom.

Flavonoli, rutin, hiperin, kvercetin i kvercitrin kao i flavoni, viteksin, izoviteksin, orijentin i
izoorijentin izolovani su iz nezrelog semena heljde (Guo et al., 2012; Luo et al., 2014), a samo
Sest flavonoida je identifikovano u zrelom semenu i njegovoj ljusci (rutin i1 isoviteksin su
izolovani iz zrna dok su u ljusci nadeni rutin, kvercentin, viteksin, izoviteksin, orijentin i
izoorijentin). Cetiri derivata katehina, veéinom (-)-epikatehin, (+)-katehin-7-O-p-D-
glukopiranozid, (-)-epikatehin-3-O-(3,4-O-metil)galat i (-)-epikatehin-3-O-p-hidroksibenzoat
nadena su u ekstraktu heljdinog griza (Dietrych-Szostak i Oleszek, 1999). Kondenzovani tanini
heljde sa¢injavaju smesSu proantocijanidina sa razli¢itim nivoima polimerizacije (Watanabe et al.,
1997).

Fenolna jedinjenja heljde poseduju izuzetnu antioksidativnu aktivnost, znatno vecu u odnosu na
pSenicu, jeCam ili ovas (Halosava et al., 2002; Sensoy et al., 2006; DPordevi¢ et al., 2010;
Wronkowska et al., 2010; Reni Sun, 2014). Pri ispitivanju antioksidativnih svojstava metanolnih
ekstrakata amaranta, kinoe, heljde i pSenice nadeno je da je sadrzaj ukupnih fenola u heljdi
najve¢i i opada u nizu: heljda>kinoa>psenica>amarant, a takode i antioksidativna aktivnost
odredivana DPPH testom (Alvarez-Jubete et al., 2010).

Poredenjem sa vecinom Zitarica, povréa pa ¢ak i1 voca, heljda sadrzi viSe rutina (kvercentin-3-
rutinozid) zahvaljuju¢i kome ispoljava antioksidativno, antiinflamatorno i antikancerogeno
dejstvo, a utvrdeno je da utiCe na smanjenje krhkosti krvnih sudova (hemoragi¢na bolest) 1
hipertenzije (Oomah 1 Maza, 1996; Watanabe et al., 1997). Potvrdeno je da antioksidativna
jedinjenja heljde poseduju antimikrobnu aktivnost, pa se shodno tome moze smatrati agensom za
spreCavanje delovanja mikotoksi¢nih patogena u hrani (Chitarrine et al., 2014). Prisustvo
prirodnih antioksidanata heljde u hrani sprecava lipidnu peroksidaciju ¢ime se produzava njen
rok upotrebe i skladistenja bez znacajnijih hemijskih promena (Dietrych-Szostak i Oleszek,
1999).

Heljda ima svojstvo funkcionalne hrane i kao takva pogodan je sastojak prehrambenih proizvoda
koji pretenduju da ponesu ovaj atribut, a posebno je primenjiva kao vazna sirovina u pekarskim
proizvodima koji predstavljaju proizvode velikog znacaja u odnosu na cCinjenicu da ih

svakodnevno konzumira vecina svetskog stanovniStva (Holasova et al., 2002)
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U radu Sedej i saradnika (2011b) ispitivana je antioksidativna aktivnost i reoloske osobine
frakcija mlevenja pSenice 1 heljde, gde je dokazano da heljdina brasna ispoljavaju znatno vece
antioksidativno dejstvo u odnosu na brasna dobijena mlevenjem pSenice. Jedino je helatna
aktivnost pSeni¢nog brasna bila veca. Sposobnost ekstrakta ovih proizvoda mlevenja da
neutraliSu DPPH radikale imala je opadaju¢i trend: integralno heljdino brasno>belo heljdino
brasno>pseni¢ne mekinje>integralno pseni¢no brasno>brasno tip 850>brasno tip 500>brasno tip
400. Heljdina brasna, posebno integralno heljdino brasno, imala su znatno vec¢i sadrzaj fenola u
poredenju sa ostalim frakcijama zahvaljujuéi prisustvu perikarpa i aleuronskih slojeva bogatih
antioksidativnim komponentama (Sedej et al., 2011b). Takode, utvrdeno je da se supstitucija
pSeni¢nog brasna heljdinim brasnom u procentnom udelu od najmanje 5% moze smatrati
meSavinom dobrog kvaliteta. Ovakve meSavine, izmedu ostalog, poseduju visok stepen
absorpcije vode, maksimalni viskozitet testa i duzu stabilnost u odnosu na pSeni¢no brasno
(Nikoli¢ et al., 2011). Supstitucijom belog brasna heljdinim brasnom sa udelom od 15% u
formulaciji hleba unapredene funkcionalne vrednosti povecava se antioksidativna aktivnost ovog
finalnog proizvoda zbog povecanog sadrzaja rutina i kvercentina unetih dodatkom heljdinog
brasna (Lin et al., 2009). Rezultati ispitivanja ukazuju da dodavanje heljdinog brasna kao
prirodnog izvora bioaktivnih komponenti i faktora koji utice na formiranje optimalne strukture
testa u formulaciji bezglutenskog hleba poboljsava njegove senzorne osobine (Wronkowska et
al., 2010). Heljda je aplicirana i u drugim proizvodaima kao Sto su testenine, hleb, palac¢inke od
viSe vrsta zita, instant nudle (Choy et al., 2013), medenjaci unapredenog sastava dodatkom
heljde (Filipcev et al., 2011). Bezglutenski krekeri na bazi heljdinog brasna uspesno promovisu
upotrebu heljde jer predstavljaju proizvod Siroke potroSnje i masovne proizvodnje, a i pored toga
Sto sadrze visok procenat masti (do 30%), prirodni antioksidanti heljde inhibiraju peroksidaciju

lipida i sprecavaju proces kvarenja tokom obrade i sladiStenja (Sedej, 2011a)

2.4.3. Voce

U najvecoj meri antioksidanti prisutni u vocu su polifenoli, uglavnom flavonoidi (u obliku estra 1
glikozida), vitamini A, B, C i E i u manjoj meri karotenoidi (Lim et al., 2007). Utvrdeno je da
sadrzaj flavanola §ljive, jabuke, breskve, jagode iznosi 70-370mg/100 g suvog ostatka, dok su

nize vrednosti od oko 4 mg/100 g suvog ostatka nadene kod avokada, banane i kruske (Garcia-
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Alonso et al., 2004). Ispitivanjem pojedinih vrsta vo¢a dokazano je da je najveci sadrzaj fenola
prisutan kod brusnice, jagode, crnog grozda, borovnice, §ljive 1 belog grozda (158,8; 72,3; 63,7,
62,0; 58,2 i 52,3 pumol/g suvog ostatka, respektivno), dok je citrusno voée imalo vrlo nizak
sadrzaj fenola i to limun 19,6 i narandza 18,9 pumol/g suvog ostatka (Vinson et al., 2001).
Generalno, antioksidativna aktivnost vocénih ekstrakata bila je veca nego antioksidativna
aktivnost individualnih vitamina i veéine fenola Sto ukazuje na postojanje sinergijskog delovanja
smesSe antioksidativnih jedinjenja iz voca. Ispitivanja su pokazala da osobe koje redovno
konzumiraju sveze ili suSeno voce u znatno manjoj meri oboljevaju od gojaznosti, dijabetesa tipa
2, kardiovaskularnih bolesti, razli¢itih tipova karcinoma i drugih hroni¢nih bolesti (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015).

Aronija, kao i jagoda, malina, borovnica, kupina, brusnica, ribizla i dud su neke od vrsta
bobicastog (jagodicastog) voca ili “crvenog voca” s§to je zajednicki naziv koji se primenjuje za
sitne, male vo¢ne polodove koji rastu u grmovima, imaju sladak ili gorak ukus i intenzivno su
obojeni, uglavnom crveno, plavo ili ljubi€asto. Koriste se celi plodovi jer semenke unutar njih ne
otezevaju njihovu konzumaciju niti negativno uticu na senzorne osobine ploda. I pored toga $to
sadrzi visok nivo Secera, bobicasto voce ima relativno malu kalorijsku vrednost (od 136 do 240
kJ/100 g voca za jagodu i borovnicu, respektivno), mali sadrzaj masti, ali veliku koli¢inu
prehrambenih vlakana (celuloza, hemiceluloza, pektin), a od organskih kiselina, limunsku,
jabuénu, vinsku, oksalnu i fumarnu (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

Bobicasto voce je jedan od najbogatijih izvora fenolnih antioksidanata, kojih u ovim plodovima
ima i do 4 puta vise nego u plodovima ostalog voca, do 10 puta vise nego u povréu ili Zitaricama
(Sun et al., 2001; Halvorsen, et al 2002). Prilikom ispitivanja ¢elijske antioksidativne aktivnosti
viSe vrsta bobiCastog voca, utvrdeno je da su divlja borovnica, kupina, malina i kultivisana
borovnica imale znatno vec¢u vrednost merenog parametra u poredenju sa bananom 1 dinjom koje
su imale najmanju vrednost (Wolfe et al., 2008). U nekim publikacijama navode se primeri dobre
korelacije antioksidativne aktivnosti merene DPPH testom i ukupnog sadrzaja antocijana iz
ekstrakata antocijanima bogatog voc¢a (Espin et al., 2000; Jakobek et al., 2007). Zbog visokog
sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti koje ispoljava, potrosnja bobicastog
voca u celom svetu je znatno povecana, a upotreba se prosirila ne samo na konzumiranje svezih
plodova ve¢i i na primenu u dijetetskim suplementima i kozmeti¢kim preparatima (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015).
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Trend u savremenoj pekarskoj industriji je Sirenje asortimana pekarskih proizvoda u pravcu
proizvodnje dijetetskih i funkcionalnih proizvoda koji mogu na¢i primenu u prevenciji
nutritivnih nedostataka vaznih hranljivih materija u ishrani. Ovaj zahtev ostvaruje se dodatkom
svezeg ili suSenog (u obliku praha ili usitnjenog) voca, kao i voca u formi pirea, kasa, soka ili
ekstrakata tradicionalnim ili ve¢ postoje¢im recepturama.

Dodatak suSenog voc¢a doprinosi povecanju sadrzaja vitamina, K, Ca, Fe 1 prehrambenih vlakana
u finalnom proizvodu. Tako, dodavanjem 10% sprasenog susenog vocéa (prethodno osmatski
dehidriranog u melasi) ili 30% osmatki dehidriranog u melasi, usitnjenog i suSenog voca u
formulaciji za hleb unapredene vrednosti, sadrzaj K i Ca povecan je 4-25 puta, sadrzaj Fe 28%
(dodatkom suSene brusnice) i1 2,4 puta (dodatkom suSene jabuke), sadrzaj prehrambenih vlakana
je skoro dupliran (dodatkom susene jabuke i §ipka) (Filipéev, 2009). Cak su i nus-proizvodi
odnosno sporedni proizvodi koji nastaju pri preradi voc¢a nasli primenu u pekarskoj industriji:
ukljucivanje sprasene kore manga u formulaciju biskvita (Ajila et al., 2008), keks sa dodatkom
pulpe narandze (Larrea et al., 2005), mafini sa dodatkom sprasene kore jabuke (Rupasinghe et
al., 2008). Ukljucivanjem taloga nastalog cedenjem soka jabuke u formulaciju kolaca, sadrzaj
prehrambenih vlakana u kola¢u povecan je za 36,8% a istovremeno je izbegnuta upotreba
sinteti¢kih pojacivaca ukusa jer je ovaj nus—proizvod prerade jabuke doprino prijatnom voénom
ukusu kolaca (Sudha et al., 2007). Ova hranljiva masa ostatka jabuka bogata prehrambenim
vlaknima i znacajnim koli¢inama fenolnih antioksidanata koris¢ena je u formulaciji
ekstrudiranog flipsa i keksa, gde je sa pove¢anjem udela dodatka nus—proizvoda prerade jabuke
od 0 do 30% znacajno rastao i sadrzaj prehrambenih vlakana, fenola i antioksidativna aktivnost
ovih proizvoda (Reis et al., 2012). U radu Parimita i saradnika (2015) vo¢ne ploc¢ice na bazi
pulpe jabuke i banana pripremane sa variranjem udela dodatih omega-3 masnih Kiselina,
pokazano je da dodatak omega-3 masnih kiselina sa udelom od 1% daje finalni proizvod sa
najboljim organoleptickim i fizicko-hemijskim osobinama i antioksidativnom aktivno$c¢u
(Parimita et al., 2015). Takode, mnogobrojni su primeri uspe$no realizovane primene nus-
proizvoda prerade Sargarepe u finalnim proizvodima kao $to su hleb, kolaci, salatni prelivi i

funkcionalna pica (Bellur Nagarajaiah i Prakash, 2015).
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2.5. Odredivanje sadrZaja antioksidanata i antioksidativne aktivnosti

Odredivanje sadrzaja antioksidanata i antioksidativne aktivnosti neophodno je u kontekstu
komparacije nutritivnih i funkcionalnih vrednosti sastojaka hrane, namirnica i komercijalnih
prehrambenih proizvoda kao i u kontekstu obezbedenja odredenih regulativa i standarda kvaliteta
koji se ticu zdrave ishrane.

Pri odredivanju antioksidativne aktivnosti hrane jedan pristup proistice iz hemije hrane
odnosno odredivanja vrste i koli¢ine antioksidanata u hrani, a drugi pristup tice se biolosko-
medicinskog aspekta odnosno odredivanja bioloSkog dejstva antioksidanata iz hrane i
njihove biodostupnosti (bioraspolozivosti) (Roginsky i Lissi, 2005).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti in vivo uslovljeno je delovanjem mnogih faktora, a jedan
od njih je biodostupnost antioksidanata koja se u velikoj meri razlikuje medu razli¢itim fenolnim
jedinjenjima. Tako, na primer kod polifenola aronije, katehin i kvercentin su u vecoj meri
apsorbovani od antocijana ¢ija je izmerena koncentracija u plazmi oglednih Zivotinja bila vrlo
niska (Matsumoto et al., 2001). Za ostvarenje svoje efikasne bioloske aktivnosti i funkcije,
antioksidant mora biti apsorbovan, transportovan, distribuiran i zadrzan u bioloskim tecnostima,
¢elijama 1 tkivima kao S§to su plazma, eritrociti, urin, pljuvacka, suze, cerebrospinalna te¢nost
ljudi 1 eksperimentalnih Zivotinja. Jedan od parametra biodostupnosti je koncentracija kljucnih
bioaktivnih metabolita u plazmi 1 tkivima 1 on obezbeduje uspostavljanje korelacije izmedu

unosa polifenola i potencijalnih efekata na zdravlje (Denev et al., 2012).

2.5.1. Odredivanje sadrzaja antioksidanata

Odredivanje sadrzaja antioksidanta moZe se vrSiti hromatografskim metodama medu kojima su
najsiru primenu nasle: te¢na htomatografija visokih performansi HPLC (engl. High Performance
Liquid Chromatography) sa ultravioletnim (UV) detektorom i detektorom sa nizom dioda
(Diode-Arry-Detector DAD), masena spektroskopija ili razli¢ite rutinske i manje specifi¢ne
spektrofotometrijske metode (Hidalgo i Almajano, 2017).
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2.5.1.1. Odredivanje ukupnog sadrZaja polifenola

Za odredivanje ukupnog sadrzaj polifenola (engl. Total Polyphenol Content, TPC) moze se
koristiti kolorimetrijska spektrofotometrijska metoda sa Folin-Ciocalteu reagensom koji sadrzi
kompleks fosfomolibdata/fosfotungstata u vrlo baznoj sredini (5-10% rastvor natrijum-
karbonata). Reakcija je zasnovana na transferu elektrona iz fenolnog jedinjenja dok se merenje
absorbance plavoobojenog kompleksa vrsi na maksimalnoj talasnoj duzini od 750 nm (Bessada
et al., 2015). Naime, disocijacijom fenola dolazi do formiranja protona i fenoksidnog jona koji

vrsi redukciju Folin-Ciocalteu reagensa do jona (Fenol-MoW11040)* plave boje (Misan, 2009):

Na;WO4/Na;MoOs + Fenol — (Fenol-MoW11040)*

Mo (VI) + e — Mo (V)
(zuto obojen) (plavo obojen)

Folin-Ciocalteau metoda bazirana je na merenju redukujuceg kapaciteta polifenolnih jedinjenja
na osnovu opisane redoks reakcije pa zato, pored odredivanja ukupnih fenola, moze biti i metoda
za merenje ukupne antioksidativne aktivnosti prirodnih proizvoda (Prior et al., 2005). Originalna
metoda je opisana u radu Singelton i Rossi (1965), a jedan od glavnih nedostataka metode je
neselektivnost jer reagens moze biti redukovan, osim fenolima, i drugim prisutnim jedinjenjima.
Dobijeni rezultati mogu biti visi od vrednosti dobijenih HPLC analizom (za 4,5-24%) usled
ometanja prisustvom drugih redukujuéih substanci kao $to su redukujuéi Seceri, Cu(I), Fe(Il),

askrobinska kiselina (Tsao i Yang, 2003; Bessada et al., 2015).

2.5.1.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (in vitro)

Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti mogu se prema mehanizmu reakcije
klasifikovati u dve grupe (Prior et al., 2003):

= Metode koje se zasnivaju na reakcijama transfera vodonikovog atoma (engl. Hydrogen

atom transfer, HAT). Vrsi se prenos atoma vodonika slobodnom radikalu iz supstance

koja deluje kao antioksidant uglavnom u nejonizujuc¢im rastvaracima, odnosno desava se

konkurentska reakcija izmedu antioksidanta i1 supstrata u odnosu na sinteti¢ki generisane

slobodno radikalne ¢estice (Huang et al., 2005):
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ROO'+ AH -ROOH + A’
ROO’+ LH - ROOH + L’

Ovoj grupi metoda pripadaju:

e ORAC (oxygen radical absorbance capacity) test: kapacitet absorpcije kiseoni¢nih

radikala i

e TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) test — parametar koji definise

ukupnu sposobnost hvatanja radikala

= Metode koje se zasnivaju na reakcijama primopredaje elektrona (engl. Single Electron

Transfer, SET). Odreduje se kapacitet potencijalnog antioksidanta da otpusti elektron i

redukuje prisutne oksidante (radikale, metale ili karbonilne vrste) pri ¢emu se pri

redukciji menja boja oksidanta, a stepen promene boje funkcija je koncentracije

antioksidanta iz ispitivanog uzorka (Huang et al., 2005):

M®™+e (iz AH) —» AH™* + MO -1

Ovoj grupi metoda pripadaju:

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) test

FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter)-parametar Kkoji
odreduje moguénost antioksidanta da redukuje Fe** jon

TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)-antioksidantni
kapacitet izraZzen kao ekvivalent troloksa

ABTS (2,2'-azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) test
FTC (gvozde tiocijanat) test

Metoda zasnovana na redukciji Cu?* jona

Metoda odredivanja ukupnih fenola sa Folin-Ciocalteu reagensom

Generalno, druga grupa (SET) sastoji se od metoda kojima se meri kapacitet ,,hvatanja” slobodno

radikalskih Cestica, dok prva grupa metoda (HAT) sadrzi one koje se baziraju na inhibiciji

lipidne peroksidacije pa se pored navedenih ovde mogu naéi (Sdnchez-Moreno, 2002):

e Metoda zasnovana na izbeljivanju krocina

¢ Inhibicija oksidacije linolne kiseline

e Inhibicija oksidacije lipida male gustine (LDL)
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Jonizacioni potencijal i energija disocijacije veze su osnovni faktori koji uti¢u na mehanizam
reakcije (Prior et al., 2005).

Svaki od testova antioksidativne aktivnosti oslanja se na kolorimetrijsku ili fluorescentnu
promenu usled neutralizacije radikala iz ispitivanog rastvora. Kolorimetrijska promena meri se
spektrofotometrom na odredenoj talasnoj duzini primenom DPPH, ABTS i FRAP metode, a pri
realizaciji ORAC testa antioksidanti iz ispitivanog uzorka inhibiraju nestanak fluorescencije
nastale reakcijom fluorescina sa peroksil radikalima. Rezultati antioksidativne aktivnosti mogu
se izraziti u razli¢itim jedinicama, tako da se DPPH vrednost obi¢no izrazava ili kao procenat
inhibicije radikala (% neutralizovanih radikala u odnosu na njihovu ukupno raspolozivu
vrednost) ili kao ECsg (efficient concentration) $to predstavlja koncentraciju antioksidanata
supstrata dovoljnu da smanji poc¢etnu koncentraciju DPPH radikala za 50%. Niza vrednost ECso
ukazuje na vecéu antiokidativnost. Rezultati ABTS i ORAC testova najcesce su dati kao pmol ili
mmol Troloksa, odnosno Troloks ekvivalenata (TE) po dm?®. Troloks je u vodi nerastvorni analog
vitamina E koji se koristi kao referentni standardni ,,hvata¢” radikala. FRAP test se bazira na
mogucénosti elektron-donorskog antioksidanta da redukuje zuti feri kompleks (koji sadrzi Fe**) u
plavi fero kompleks (koji sadrzi Fe?*) a ekvivalenti Fe?* predstavljaju jedinicu izrazavanja
rezultata FRAP testa. U tabeli 2.6 dat je uporedni pregled karakteristika nekih od testova (Huang
et al., 2005; MacDonald-Wicks et al., 2006; Denev et al., 2012; Hidalgo i Almajano, 2017).
Prilikom komparacije podataka za antioksidativnu aktivnost ekstrakata dobijenih u razli¢itim
istrazivanjima treba uzeti u obzir koncentraciju ekstrakta pri kojoj je test izveden jer veca
koncentracija ekstrakta uzrokuje i ve¢e vrednosti antioksidativne aktivnosti. Takode, za detaljno
razumevanje principa delovanja neke antioksidantne supstance preporuka je primena vise od
jednog testa za odredivanje antioksidativne aktivnosti jer upotrebljene metode obuhvataju
razli¢ite aspekte antioksidativnog dejstva i pruzaju Siru sliku antioksidativog potencijala
ispitivanog uzorka (Ciz et al., 2010).

FRAP test baziran je na potencijalu antioksidanta da redukuje Fe3" jone iz kompleksa sa
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinom) do Fe?*-TPTZ kompleksa koji je intenzivno obojen;
maksimalna absorbance Fe?* kompleksa nastalog redukcijom prisutnim antioksidantom je
593 nm. Prednosti testa su §to je jeftin i brz, a nedostak je nemoguénost primene u slucaju
jedinjenja koja poseduju tiolnu grupu (Ozyurek et al., 2011). Za odvijanje reakcije

neophodna je kisela sredina. Rezultati ispitivanja ukazuju da ne postoji relacija izmedu
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dobijene vrednosti FRAP testa i broja elektrona koje antioksidant moze da donira

(MacDonald et al., 2006).

Tabela 2.6 Prednosti i nedostaci antioksidativnih testova koji se najées¢e primenjuju

Test Prednosti Nedostaci

DPPH  Jednostavana, stabilan i komercijalno Mogucénost ispitivanja samo lipofilnih
dostupan; brz (20-60 min); relativno antioksidanti; uski pH interval; DPPH radikal je
jeftin;  pogodan za primenu pri relativno inertan i stabilan u odnosu na visoko
ispitivanju ekstrakata i sokova voca i1 reaktivne fizioloske radikale; Cesto reaguje sporo sa
povréa; upotreba dostupnih instrumenata peroksil radikalima u poredenju sa drugim
pri merenju; antioksidantima; moguca je povratna reakcija sa

nekim polifenolima Sto utice na vrednost izmerene
AOA,; nije pogodan za merenje AOA plazme zbog
deponovanja protein u metanol/etanolnom rastvoru;

ABTS  Vrlo brz (6 min); Sirok pH interval, Ukoliko je neophodno duze rekciono vreme (vise
mogu se ispitivati i hidrofilni i lipofilni od 6 min) antioksidanta sa ABTS mogu se javiti
molekuli antioksidanata netaéni rezultate zbog kratkog trajanja samog testa;

nedostatak sli¢nosti sa radikalima iz bioloSkih
sistema;

ORAC Ukljuuje varijaciju vrednosti u funkciji Visoka varijabilnost rezultata; neophodnost
vremena; ponaSanje radikala slicno wupotrebe instrumenata koji nisu Siroko dostupni;
autenti¢nim fizioloSkim radikalima; test pogodan za ispitivanje i hidrofilnih i lipofilnih
je jednostavan, pouzdan i osetljiv; antioksidanata;

FRAP  Pogodan za ispitivanje matriksa hrane Nisu svi Fe®* reducijenti antioksidanti, a neki
koji ~sadrzi gvozde; jednostavan; antioksidanti nisu u moguénosti da redukuju Fe3*;
upotreba dostupnih instrumenata pri moze se realizovati samo u kiseloj sredini
merenju; (pH=3,6); ako supstrat sadrzi Fe®*" jone koji se

mogu helatno vezati za antioksidante iz matrice
uzorka i onemoguciti njihovu reakciju sa FRAP;
uticaj vrste rastvarata na redoks potencijal
Fe®*/Fe* sistema;

DPPH test moze biti uklju¢en u obe grupe metoda jer se zasniva na reakciji transfera elektrona

ali se istovremeno odvija i transfer vodonika a kojim ¢e se mahanizmom rakcija odvijati zavisi

od prirode rastvarata i razlike redoks potencijla reaguju¢ih komponenti. Tako je HAT

mehanizam verovatniji u nepolarnim rastvarac¢ima a u polarnim, kao §to su etanol ili metanol,

veca je verovatnoca odvijanja SET mehanizma (kao posledica stvaranaja jakih vodoni¢nih veza

sa molekulima fenolnih jedinjenja) (Villano et al., 2007). DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

28



radikal je relativno stabilan i lako se identifikuje, apsorbuje u VIS oblasti spektra sa
maksimumom na 517 nm; gubitak ljubicaste boje posledica je reakcije sa antioksidantima pri
¢emu se formira zuti hidrazin. Stabilizuje se delokalizacijom elektrona (Sanchez-Moreno, 2002).

Na slici 2.6 prikazana je rakcija DPPH radikala sa antioksidantom.

RH
NO, Q (Antioksidant) o Q
. N H
02N N —N \ L 02N N—N
e Oy e O
2,2 Difenil-1-pikrilhidrazil 2,2 Difenil-1-pikrilhidrazil
radikal (DPPH") (DPPH)

Slika 2.6 Reakcija DPPH radikala sa antioksidantom (Karabegovi¢, 2011)

Pri upotrebi DPPH radikala treba obratiti paznju na pH ispitivanog rastvora, vrstu kao i
koncentraciju rastvarata. Vecée prisustvo vode (vise od 60%) u vodeno-etanolnim smeSama
navodi na pogreSne rezultate odnosno manje vrednosti antioksidativne aktivnosti jer u tim
uslovima deo DPPH radikala koaguliSe (zbog slabe rastvorljivosti u vodi) pa sam tim biva
onemogucen da reaguje sa antioksidantima (Stasko et al., 2007). Ograni¢enje primene DPPH
testa je 1 ta da Cesto antioksidanti koji brzo raguju sa peroksil radikalom, veoma sporo
reaguju sa DPPH radikalom, a utvrdeno je i da reverzibilno reaguje sa nekim polifenolima

Sto utice na rezultate merenja antioksidatibne aktivnosti (Huang et al., 2005).

2.6. Aronija

2.6.1. Taksonomija i morfologija biljke

Aronija je biljka iz familije Rosacea i podfamilije Maloideae. Botanicko ime biljke je Aronia
melanocarpa, a uobicajni naziv aronija, Sibirska borovnica (engl. chokeberry). Aronia
melanocarpa (Aronia noir, black chokeberry) odnosno crna aronija (crnoplodna aronija) i Aronia

arbutifolia (Aronia rouge, red chokeberry) odnosno crvena aronija (crvenoplodna aronija) su dve
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vrste, a hibrid nastao iz njih je trec¢i varijatet: Aronia prunifolia (ljubicasta aronija). Taksonomija
biljke data je u tabeli 2.7.

Tabela 2.7 Taksonomija aronije

Taksonomija

Carstvo  Superdivizija Divizija Red Familija Rod Vrsta
Plantae  Angiosperme  Amygdaloideae = Rosales  Rosaceae Aronia Aronia
Melanocarpa L.

Aronija je visegodi$nja zbunasta biljka, raste u vidu grma koji dostize visinu do 2 m, ima oble i
glatke listove (duzine do 7 cm). Listovi su Siroko-ovalni na ivicama dlakavi i nazubljeni, u
prolece i leto svetlo (jarko) zelene boje, a u jesen crvene do tamno cvene boje (Seidemann, 1993,
Strigl et al., 1995). Cvetovi, od po 10 do 35, sakupljeni su u guste $titolike cvasti. Krunica je od
5 CaSi¢nih listica, bele ili rede roze boje (Ara, 2002). Plodovi su okruglasti, precnika 1-1,5 cm,
crno-ljubicasti, vrlo so¢ni i oporog ukusa. Semena su mnogobrojna, sitna, tamno braon boje
(Fan-Yung i Rechits, 1977). Aronija cveta krajem maja i poCetkom juna, a plodovi sazrevaju od
pocetka avgusta do sredine septembra. U jesen je vrlo dekorativna jer listovi dobijaju jako

purpurnu boju (Ara, 2002). Na slikama 2.7 i 2.8 prikazani su cvet i plod aronije.

Slika 2.7 Aronija u fazi cvetanja
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Slika 2.8 Zreli plodovi aronije

Biljka je izrazito prilagodljiva razli¢itim klimatskim uslovima 1 moZe se gajiti na temperaturama
i do -45°C (Kokotkiewicz et al., 2010). Plodovi aronije dobro se odrzavaju na grmu tako da se
mogu brati i dva meseca nakon sazrevanja. Otporna je na bolesti i StetoCine pa se moze gajiti bez
upotrebe pesticida (Kulling i Rawel, 2008),

Kultivisani varijeteti koji se koriste za uzgoj ploda poticu od vrste Aronia melanocarpa, a
komercijalno najznacajniji u Evropi i Americi su “Aron”, “Nero”, “Viking”, “Hugin” i “Rubin”,
a u Norveskoj “Moskva” (Wangesteen et al., 2014).

Aronija vodi poreklo iz isto¢nih oblasti Severne Amerike i Isto¢ne Kanade odakle je pocetkom
20. veka preneta najpre u Nemacku, zatim u Rusiju i Skandinaviju. Danas se gaji kao kultivisana
biljka u razli¢itim oblastima Evrope (plantazno se gaji u Poljskoj, Ceskoj, Slovackoj, na severu
Nemacke 1 Francuske).

Zbog svog pozitivnog uticaja na zdravlje u Evropi i Severnoj Americi koristi se u tradicionalnoj
narodnoj medicini, u prevenciji nekih oboljenja i u le¢enju skleroze i visokog krvnog pritiska,
dok su je americki Indijanci plemena Potawatomi koristili u leCenju prehlade i poboljsanja
imuniteta. Plod aronije se retko koristi svez zbog izvesnih negativnih senzornih osobina, kao $to

je gorak i opor ukus (Blaszczak et al., 2017) ali je zahvaljujuéi svojim visestruko pozitivnim

zdravstvenim efekatima dragocena sirovina u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Uglavnom
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se konzumira kao suseno voce ili preradena u vidu sokova, sirupa, dzema, caja, likera, vina, a
zahvaljujuci svom izgledu Cesto se koristi i kao dekorativna biljka (Kulling i Rawel, 2008;
Kokotkiewicz et al., 2010). Kod nas se pojavila pre vise od 50 godina, ali je zbog ispoljavanja
pozitivnog efekta na zdravlje posebno aktuelna i intenzivnije uzgajana zadnjih desetak godina.

2.6.2. Hemijski sastav

Hemijski sastav ovog bobicastog vocéa, ekstrakta ili sveze cedenog soka ukazuje da je aronija
bogat izvor bioaktivnih jedinjenja zbog visokog sadrzaja polifenola, uglavnom fenolnih kiselina,
proantocijanidina, antocijana, flavonola i flavanonena (Kulling i Rawel, 2008; Hellstrém et al.,
2010; Horszwald et al., 2013;Valcheva-Kuzmanova et al., 2004; Jakobek et al., 2012). lzuzetno
visok sadrzaj polifenola (ukupnih i individualnih fenolnih komponenti) u plodu aronije svrstava
ovu biljku u red onih sa najve¢om antioksidativnom aktivno$¢u medu biljnim vrstama Sto je
poslednjih godina povecalo interes nauc¢ne javnosti za ovom biljkom 1 iniciralo publikovanje
velikog broja nau¢nih radova na ovu temu. Sadrzaj ukupnih fenola ploda aronije je u intervalu od
690 do 2556 mg/100 g svezeg biljnog materijala i 3440-7849 mg/100 g suvog ostatka (Denev et
al., 2012).

Aronija je bogat izvor antocijana, proantocijanidina i hidroksicimetne Kiseline. Antocijani su
biljni pigmenti koji bobicastom vocu daju tamno crvenu, plavu, crnu 1 ljubicastu boju pa se
ekstrakti ovih biljaka Cesto koriste kao prirodni prehrambeni koloranti (Kulling i Rawel, 2008).
Flavonoli (kvercentin-glikozid) i flavan-3-oli (epikatehin) takode spadaju medu znacajne
komponente polifenola aronije. Sadrzaj ukupnih antocijana u svezem plodu aronije krece se u
intervalu od 357- 1790 mg/100 g svezeg biljnog materijala i u odnosu na ostalo bobi¢asto voce
profil antocijana aronije je vrlo jednostavan. Cine ga skoro iskljuéivo cijanidin-glikozidi i to
cijanidin-3-arabinozid, cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-ksilozid (Sueiro
et al., 2006; Denev et al., 2012; Taheri et al., 2013; Wang et al., 2016). Prema tvrdenju
Oszmianski i Wojdylo (2005), plod aronije je jedan od najbogatijih biljnih izvora antocijana
uglavnom cijanidin-glikozida i antocijanin-serpentina koji ¢ine oko 25% ukupnog sadrzaja
fenola, dok fenolne kiseline, uglavnom hlorogena i neohlorogena predstavljaju 7,5% ukupnih
polifenola aronije. Kvantitativno dominantni su cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid

koji predstavljaju vise od 90% cijanidin glikozida (Espin et al., 2000; Jakobek et al., 2007;
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Oszmianski i Wojdylo, 2005; Wangensteen et al., 2014). Rezultati novijeg datuma potvrduju ove
Cinjenice tako da po nalazima Szopa i saradnika (2017) plod sadrzi znacajne koli¢ine cijanidin-
glikozida (0,3-323,2 mg/100 g suve materije) i dve fenolne kiseline: hlorogena (16,3-273,5
mg/100 g suve materije) i neohlorogena(92,3-212,6 mg/100 g suve materije). Oszmianski i
Wojdylo (2005) takode su identifikovali procijanidine kao osnovnu klasu polifenolnih jedinjenja
u plodu aronije istovremeno tvrde¢i da je sadrzaj flavonola i (-)-epikatehina u ovom vocéu
relativno nizak u poredenju sa sadrZzajem gorepomenutih fenolnih jedinjenja. Postoje i suprotna
misljenja koja se zasnivaju na tvrdnji da sadrzaj flavonola u biljci veéi od 200 mg/kg oznacava
da je ona bogat izvor ovih jedinjenja tako da aronija (sa 267 mg/kg) pripada ovoj grupi biljaka
§to je potvrdeno i visokim sadrzajem kvercetin-3-glukuronida, Q-3-robinobiosida, Q-3-
vicianosida i Q-3-galaktozida. Medu 28 divljih i kultivisanih vrsta bobicastog voca, rutin i
miristin glukozid nadeni su samo kod aronije (Mikuli¢-Petkovsek et al., 2012b).Wu i saradnici
(2004) su utvrdili prisustvo manjeg sadrzaja pelargonidin-3-arabinozida i tragova pelargonidin-
3-galaktozida. Sadrzaj proantocijanidina svezeg ploda aronije nalazi se u opsegu od 664 do 2120
mg/100 g, a ¢ine ga iskljucivo jedinice (-)-epikatehina (u kojima je vezano Cetiri ili 0sam
ugljenikovih atoma) u vidu monomera, dimera, trimera, 4-6-mera, 7-10-mera i >10-meara, Koji
su zastupljeni u najve¢em procentu: 81,72% (Wu et al., 2004; Sueiro et al., 2006). Razli¢iti
varijeteti aronije sadrze 80-95% ekstraktibilnih proantocijanidina od kojih su 97-99,55% >10-
meri (Hellstrom et al., 2009). Prisustvo hidroksicimetnih kiselina potvrdeno je visokim
sadrzajem hlorogene kiseline u iznosu od 61-196 mg/100 g svezeg biljnog materijala i
neohlorogene kiseline i to 85-123 mg/100 g svezeg biljnog materijala (Slimestead et al., 2005;
Rop et al., 2010, Wang et al., 2016) kao i p-kumarinske kiseline (Wang et al., 2016) a nadeni su i
derivati kafeinske kiseline (Espin et al., 2000; Lohachoompol et al., 2008). Sadrzaj epikatehina
nalazi se u intervalu od 47 do 84 mg/100 g svezeg biljnog materijala (Rop et al., 2010).

U poredenju sa ostalim bobicastim vocem aronija predstavlja i jedan od najbogatijih izvora
karotenoida ¢iji sadrzaj prosecno dostize vrednost od 48,6 mg/kg svezeg biljnog materijala. Plod
aronije sadrzi likopen, B-karoten, B-kriptoksantin, lutein, 5,6-epoksilutein, cis- i trans-
violaksantin i neoksantin (Lashbrooke et al. 2010).

Pri analizi Secera, organskih kiselina i ukupnih fenola kod 25 vrsta kultivisanog i divljeg
bobicastog voca, potvrdeno je da je najveéi nivo polifenola naden u plodu aronije, pri cemu je

sadrzaj ovih jedinjenja ve¢i kod divljih varijeteta u odnosu na kultivisane u okviru iste biljne
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vrste ili roda. Glukoza i fruktoza su kvantitativno najdominantniji Seceri aronije sa sadrzajem od
35,41 28,2 g/kg svezeg ploda, respektivno dok se sukuroza javlja u iznosu od 4,12g/kg. lako je
sorbitol alkoholni Secer karakteristiCan za “viSe” biljke, odnosno voée, u plodu aronije
identifikovan je sa relativno visokom vrednos¢eu od 46,2 g/kg svezeg ploda §to verovatno
doprinosi i visokom sadrzaju ukupnih $ecera ploda aronije od 618,19 g/kg svezeg ploda. Glavne
(12,6 g/kg), limunska (1,3 g/kg) i Sikimska (55,4 mg/kg) (Mikulic-Petkovsek et al., 2012a).
Prisustvo sorbitola potvrdili su i Jeppsson i Johansson (2000).

Pored organskih bioaktivnih jedinjenja koje sadrzi, plod aronije kao i ekstrakti dobijeni od njega
su dobar dijetetski izvor kalcijuma, kalijuma i magnezijuma. Eventualni toksi¢ni elementi su
prisutni u takvoj koli¢ini da konzumiranje bobica ili ekstrakata aronije ne predstavlja nikakav
zdravstveni rizik (Juranovi¢ Cindri¢ et al., 2017). Plod aronije odlikuje se visokim sadrzajem
vitamina P, C, PP, Bo, By, E i provitamina A, kao i minerala ukljucujué¢i mikroelemente (bor,
fluor, gvozde, bakar, cink, mangan, molibden i kobalt). Hudec i saradnici (2006) dokazali su
prisustvo joda u koli¢ini i do 400 mg/kg.

Sirok opseg dobijenih vrednosti sadrzaja pojedinacnih fenolnih jedinjenja i ukupnih fenola
posledica je primene razlicitih analitickih tehnika odredivanja kvalitativnog i kvantitativnog
sastava (Kahkonen et al., 2001; Lohachoompol et al., 2008; Jakobek et al., 2011), razli¢itih
genetskih faktora i uticaja sredine u kojoj su biljke odgajane-klima, svetlost, temperatura, uticaj
dodatka mineralnog dubriva (Skupien 1 Oszimianski, 2007), zrelost biljke pri berbi (Lee et al.,
2014), nacin skladiStenja i konzerviranja (Tiwari i Cummins, 2013). U radu Sadowske i
saradnika (2017) ispitivan je uticaj nacina konzerviranja na sadrzaj antocijana i vitamina C U
aroniji. Najvec¢i sadrzaj ovih komponenti odrzan je u plodovima podvrgnutim zamrzavanju, dok
je nizi nivo dokazan u liofilizovanim plodovima i plodovima susenim na vazduhu. Bez obzira na
nacin konzervisanja aronija je ostala najbogatiji izvor antocijana sa najve¢om antioksidativnim
kapacitetom medu razli¢itim vrstama bobicastog voca (Sadowska et al., 2017). Efikasnija zastita
molekula DNK od oksidativnog oste¢enja dokazana je primenom soka aronije koji je sterilisan
mikrotalasima u odnosu na sok kod koga je sterilizacija vrSena zagrevanjem (Piasek et al., 2011).
Pri ispitivanju uticaja termickog tretmana na kvalitet bobic¢astog voca (izmedu ostalih i aronije)

zakljuceno je da jedino kraci termicki proces u trajanju od 10 do 20 minuta moZe ocuvati njihovu
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bioloSku aktivnost. IzloZenost visokim temperaturama u duzem vremenskom trajanju negativno

je uticala na nivo ovih parametara kod svih uzoraka (Arancibia-Avila et al., 2012)

2.6.3. Bioloska aktivnost

Doprinos fenolnih jedinjenja intenzivnoj antioksidativnoj aktivnosti potvrden je u velikom broju
istrazivanja, odnosno znatan broj publikacija istakao je dobru korelaciju izmedu antioksidativne
aktivnosti i ukupnog sadrzaja fenola ploda aronije (Zheng i Wang, 2003; Wu et al., 2004;
Jakobek et al., 2007; Denev et al., 2010). Medu polifenolima aronije, kvercentin ima strukturne
karakteristike neophodne za ispoljavanje snazne antioksidativne aktivnosti i ovo jedinjenje, uz
cijanidin-glikozid i hlorogenu kiselinu, poseduje najja¢u antioksidativnu aktivnost u odnosu na
ostale monomerne fenole aronije (Denev et al., 2012). Utvrdeno je da antocijani, flavonoli 1
hidroksicimetna kiselina doprinose sa oko 59,4% ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti aronije ne
uzimajuéi u obzir moguce sinergijsko ili antagonisti¢ko dejstvo individualnih antioksidanata,
odnosno 40% antioksidativne aktivnosti aronije moze se pripisati delovanju proantocijanidina
(Zheng 1 Wang, 2003). Veliki je znacaj polifenolola aronije kao snaznih inhibitora lipidne
peroksidacije jer su lipidi u in vivo sistemima veoma podlozni ovom procesu (Denev et al.,
2012).

Polifenoli su zbog velikog broja medicinskih i fizioloskih efekata koje ispoljavaju oznaceni kao
najvazniji hemijski sastojci ploda aronije (Lee et al., 2014). Za njih je dokazana i potvrdena
antioksidativna i antiradikalska aktivnost (Kulling i Rawel, 2008; Jakobek et al.,
2012;Malinowska et al., 2012), antimutagena (Gasiorowski et al., 1997), antiinflamatorna
aktivnost (Bijak et al., 2012; Naruszewicz et al., 2007), kao i sposobnosti sniZzavanja krvnog
pritiska (Hellstrom et al., 2010), redukcije ukupnog holesterola, LDL holesterola i triglicerida
(Kulling i Rawel, 2008). Sve ovo doprinosi zna¢ajnom kardioprotektivnom, antikancerogenom,
antidijabetskom, vasoprotektivnom, radioprotektivnom, imunomodulatornom, antivirusnom |
baktericidnom efektu aronije (Kulling i Rawel, 2008; Gasiorowski et al., 1997; Kedzierska et al.,
2012; Bermudez-Soto et al., 2007; Valcheva-Kuzmanova i Belcheva, 2006). Aronija takode
ispoljava hepatoprotektivni (Valcheva-Kuzmanova et al., 2004) i gastroprotektivni efekat

(Matsumoto et al., 2004). Istovremeno, nije objavljeno nijedno istrazivanje koje bi ukazivalo na
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toksi¢nost ili neZeljene efekte uzrokovane konzumacijom plodova aronije, kao ni soka ili
ekstrakta ove biljke (Kedzierska et al., 2012).

Ishrana koja podrazumeva svakodnevni unos bobicastog voca bogatog antocijanima posebno
cijanidin-3-glukozidom moze doprineti prevenciji oboljenja poznatog kao nealkoholic¢arska
bolest masne jetre koja se vezuje uz sindrome poremecaja metabolizma 1 kardiovaskularne
triglicerida, nealkoholi¢arskog steatohepatitisa i ciroze jetre) koje je dijagnostikovano kod vise
od 20% odraslog stanovniStava (Wang et al., 2016). Hemoprotektivni efekat ispoljen je i kod
kultivisanog i kod divljeg genotipa aronije, ali sa razli¢itim intenzitetom delovanja (Sueiro et al.,
2006). U radu Valcheva-Kuzmanova i saradnika (2004) sok aronije ispoljio je zastitni efekat od
akutnog oStecenja jetre pacova ugljentetrahloridom S$to je verovatno posledica antioksidativnih
svojstava aronije.

Ekstrakt aronije pokazao je snazno antimikrobno dejstvo na Sirok spektar mikroorganizama kao 1
visoku antimikoti¢nu aktivnost (Denev et al., 2014). U radu Braunlich i saradnka (2013a)
dokazano je preventivno dejstvo bioaktivnih jedinjenja ekstrakta aronije u sprecavanju
formiranja biofilmova od Escherichia coli i Bacillus cereus.

Plod aronije takode je bogat izvor bioaktivnih jedinjenja intenzivne antiradikalske aktivnosti i
inhibitora peroksidativnih i prooksidativnih enzima, kao i1 a-glukozidaze ¢ime se smannjuje nivo
glukoze u krvi i vr$i prevencija pojave diabetesa, §to je od posebnog znacaja za prehrambenu
industriju (Braunlich et al., 2013b).

Mnoge epidemioloske studije ukazuju na ¢injenucu da ekstrakt aronije ima pozitivan uticaj na
smanjenje faktora rizika kardiovaskularnih bolesti (Valcheva-Kuzmanova et al., 2006; Kulling i
Rawel, 2008; Hellstrom et al., 2010; Malinowska et al., 2012; Varela et al., 2016). Pozitivni
rezultati u okviru ispitivanja uticaja ekstrakta aronije na stvaranje tromba kori§¢enjem humane
plazme i procisc¢enog fibrinogena ukazuju da se ovaj ekstrakt moze primeniti u prevenciji
tromboze tokom patoloSkih stanja pri kojima se javlja aktivacija prokoagulacije plazme i
oksidativni stres (Malinowska et al., 2012). In vitro eksperimenti pokazali su da ekstrakt ploda
aronije smanjuje maksimalnu brzinu fibrinske polimerizacije u humanoj plazmi i dovodi do
inhibicije amidoliticke aktivnosti enzima koji izaziva stvaranje trombina, sto sve potvrduje da

ovaj prehrambeni suplement moze spreciti trombozu u patoloskim stanjima (Bijak, 2011).
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U radu Hellstrém i saradnika (2010) ispitivana je sposobnost smanjenja krvnog pritiska pomoc¢u
liofilizivanog soka aronije prac¢enjem in Vitro inhibicije angiontenzin konvertuju¢eg enzima i in
ViVO ispitivanjima pacova sa spontanom hipertenzijom. Zaklju¢eno je da ovaj proizvod ispoljava
efekat snizavanja krvnog pritiska, uz predpostavku da polifenoli aronije povecavaju produkciju
endogenog azot-monoksida mehanizmom nezavisnim od delovanja navedenog enzima
(Hellstrom et al., 2010). Upotrebom komercijalnog ekstrakta aronije istovremeno sa statinskom
terapijom kod pacijenata koji su preziveli infarkt miokarda doSlo je do znafajnog smanjenja
inflamacije, nivoa oksidovanog LDL i krvnog pritiska tako da se ovaj proizvod moze koristiti za
sekundarnu prevenciju ishemijskog oboljenja srca (Naruszewicz et al., 2007).

In vitro ispitivanja komercijalnog ekstrakta aronije pokazala su da ovaj proizvod zahvaljujuci
antioksidativnoj aktivnosti znac¢ajno smanjuje oksidativni/nitritivni stres u trombocitima izazvan
operativnom intervencijom i hemoterapijom kod pacijenata sa invanzivnim karcinomom dojke
(Kedzierska et al., 2012).

Antocijani znatno inhibiraju stvaranje i oslobadanje superoksidnih radikala kod humanih
granulocita tako da se antimutageni uticaj antocijana uglavnom ispoljava putem njihove
mogucénosti “hvatanja” slobodnih radikala, inhibicije enzima, aktiviranja promutagena i
pretvaranja mutagena u derivate neaktivne u kontekstu sa DNK (Gasiorowski et al., 1997).
Ispitivaja primene ekstrakta ploda aronije ukazala su na njegovu preventivnu aktivnost protiv
raka debelog creva §to je ilustrovano inhibicijom rasta c¢elija ovog tipa karcinoma dejstvom
antocijana aronije (Bermudez-Soto et al., 2007; Zhao et al., 2004). Dokazano je da aronija ima i
gastroprotektivni uticaj na hemoragicne lezije zeluca indukovane etanolom (Matsumoto et al.,
2004). Inhibicija aktivnosti holinesteraze dejstvom proizvoda aronije (limunov sok sa dodatkom
koncentrata aronije, 5%) od velikog je interesa za prevenciju neurodegenerativnih poremecaja
kao $to su Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, ili senilna demencija (Gironés-Vilaplana et
al., 2012).

U radu Park i saradnika (2013) dokazano je da plod aronije poseduje in vitro i in vivo efikasno
dejstvo protiv razli¢itih podtipova virusa gripa, pri ¢emu su ove antiviralne osobine pripisane
bioaktivnim jedinjenjima aronije: elaginskoj kiselini i miricetinu (Park et al., 2013).

Studija, u trajanju od 90 dana, u kojoj je ucestvovalo 29 Zena starosti od 25-48 godina sa
celulitom drugog stepena (prema Nurnberg-Muller-ovoj skali) sprovedena je u cilju ispitivanja

potencijalnog pozitivnog efekta konzumranja organskog soka aronije na tretman celulita.
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Znacajno smanjenje debljine potkoznog tkiva primeceno je kod svih ucesnica sa prose¢nim
smanjenjem od 1,9 mm i potpuni gubitak edema (prisutnog na po¢etku ispitivanja) (Savkin et al.,

2014).

2.7. Funkcionalna hrana

Izbalansirana ishrana i adekvatna koli¢ina unetih nutrijenata preduslov su dobrog zdravstvenog
stanja i prevencija mnogih bolesti kao $to su hipertenzija, kardiovaskularne bolesti, dijabetes,
osteoporoza, maligna oboljenja. Hrana koja pored uobi¢ajne hranljive vrednosti moze pozitivno
uticati na specificne bioloske funkcije, unaprediti opSte stanje zdravlja i/ili smanjiti rizik od
odredenih bolesti moZe imati atribut funkcionalne hrane. Sastojci hrane koji poseduju odredenu
fiziolosku i bioloSku aktivnost, ¢ime doprinose pozitivnim efektima na zdravlje, predstavljaju
funkcionalna jedinjenja (Sloan, 2004; Siro et al., 2008). Prema podacima IFICF-a (International
Food Information Council Foundation Food & Health Survey, Washington, DC) (2009) grupi
funkcionalnih jedinjenja pripadaju: polifenoli, prehrambena vlakna, masne kiseline, biljni steroli,
karotenoidi, fitoestrogeni, vitamini, minerali, prebiotici i probiotici.

ILSI Europe (eng. The International Life Science Institute) konstatuje: “prehrambeni proizvod
moze se smatrati funkcionalnim ako je dokazano da pored konvencionalnih nutritivnih efekata
ispoljava pozitivan efekat na jednu ili vise fizioloskih funkcija, poboljsava zdravlje ljudi i/ili
smanjuje rizik oboljevanja od odredenih bolesti.” (ILSI Europe, 1999). Americka agencija za
hranu i lekove FDA (engl. Food and Drug Administration) definiSe funcionalnu hranu kao: hrana
ili sastojci hrane koji mogu pruZiti zdravstvenu dobrobit izvan njihovog nutritivnog sadrzaja dok
su jedinjenja koja ispoljavaju takav efekat, u smislu funkcionalnosti, prehrambena vlakna,
fitohemikalije i antioksidanti (Reis et al., 2012).

Koncept funkcionalne hrane u smislu fortifikacije prehrambenih proizvoda prisutan je u praksi
jos pocetkom 19.veka kada je francuski lekar Boussingault dodavao jod u so zbog prevencije
gusavosti, dok je u periodu izmedu dva svetska rata vrSeno dodavanje vitamina D u mleko,
vitamina Bi1, Bz, gvozda u brasno, a vitamina A i D u margarin. Obogacivanje osnovne hrane
odredenim nutrijentima moze biti delotvorno za suzbijanje nekih zdravstvenih nedostataka ili
poremecaja na nivou celokupne populacije kao $to ilustruje primer iskorenjivanja oboljenja

poput pelagre, beri-beri, gusavosti i rahitisa, po¢etkom 20. veka. Pored sposobnosti da obezbedi
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blagotvorni efekat na odredene bioloSke funkcije, funkcionalna hrana mora obezbediti hranljive
materije neophodne ljudskom organizmu i to u koli¢ininama koje se obi¢no konzumiraju u
ishrani (Roberfroid, 2000). Novi trendovi u proizvodnji funkcionalne hrane uvode kombinacije
viSe metoda ukljucivanja funkciomanih jedinjenja u hranljivu matricu, a istovremeno se vrsi
eliminacija i/ili redukcija koli¢ine jedinjenja koja ispoljavaju negativan zdravstveni efekat.
Kriterijumi za podelu funkcionalnih proizvoda i nacini postizanja funkcionalnosti proizvoda
(Jasi¢, 2010; Sari¢, 2016):

=  Poboljsan ili unapreden proizvod. Proizvodu se dodaju nutrijenti koji u njemu nisu
prirodno prisutni ili su dodati u koli¢ini koja nije adekvatna njihovoj koli¢ini u prirodnom
izvoru. Proces je oznaCen terminom fortifikacija hrane $to je slucaj kod: dodavanja
omega-3 kiseline u jaja, vitaminiziranja proizvoda, dodatka minerala (na primer Ca u sok
od narandze), dodavanje prirodnih koloranata (na primer antocijana) sa svrhom
odrzavanja boje proizvoda ili u cilju konzerviranja usled njihovog antioksidativnog
dejstva koje usporava i/ili spre¢ava kvarenje hrane.

= Obogacen proizvod (margarin sa estrima biljnih sterola)

= Izmenjen proizvod. Primer je dodavanje razli¢itih zamena za masti u proizvodima
prirodno bogatim masno¢ama ili zamena za Secer u proizvodima sa visokim sadrzajem
Secera.

* Proizvod poveéane vrednosti. Proizvodi su obogaceni nutrijentima izgubljenim pri
procesu obrade ili proizvodnje. Ovo se moze ilustrovati procesom revitamizacije sokova
vitaminom C, dodatak vitamina B belom brasnu kako bi se dostigao prirodni nivo
sadrZaja ovog nutrijenta u Zitarici iz koje je brasno dobijeno ili se proizvodi obogacuju
nutrijentima inace prirodno prisutnim u njima ali ne u dovoljnim koli¢inama(zitarice i

brasna obogacena gvozdem)

Spoznaja potroSaca globalnog trziSta o povezanosti ishrane i zdravlja rezultirala je pove¢anjem
opSte prihvacenosti i potrosnje funkcionalnih proizvoda (Jones i Jew, 2007). Popularnost
koncepta funkcionalne hrane ima sve veéi uticaj na inovacije u prehrambenoj tehnologiji jer je
opsti princip funkcionalne hrane upotreba znanja o ishrani u proizvodnji prehrambenih proizvoda

u cilju poboljSanja zdravlja potrosaca (Peressini i Sensidoni, 2009).
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Uloga funkcionalnih proizvoda moze se sagledati na osnovu slede¢ih kategorija (Jasi¢, 2010;
Sari¢, 2016):
* Proizvodi koji uticu na bolji kvalitet zivota: probiotici, starter kulture (Lactobacillus,
Bifidobacteria itd.), prebiotici (oligosaharidi, fuktoglukani)
= Proizvodi posebno formulisani sa funkcijom smanjenja faktora zdravstvenog rizika:
proizvodi obogaceni vitaminima, omega-3-masnim Kkiselinama, biljnim sterolima,
mineralima, antibioticima, antioksidantima (bioflavonoidi, beta-karoten, izoflavoni,
likopen)
= Proizvodi za specijalne kategorije potrosaca ¢iji je cilj olakSavanje njihovog Zzivota,
odnosno posebna formulacija za potrosace sa razli¢itim metaboli¢kim poremecajima
(fenilketonurija, glutenska enteropatija, netolerancija na laktozu i fruktozu itd.), gde se iz

proizvoda iskljuc¢uju samo sastojci koji u odredenom slu¢aju “smetaju”.

Interesovanje za hranu bogatu prehrambenim vlaknima i antioksidantima belezi rast poslednjih
decenija Sto je doprinelo znacajnom razvoju trziSta proizvoda i sastojaka koji sadrze ova
bioaktivna jedinjenja. UnoSenje prehrambenih vlakana i fitohemikalija kao §to su polifenoli,
karotenoidi, tokoferoli i askrobinska kiselina odrazava se pozitivno na zdravlje i zastitu od
mnogih bolesti (Saura-Calixto, 2011). Prirodni antioksidanti uklju¢eni u formulaciju
prehrambenih proizvoda ucestvuju u prevenciji bolesti kojima je glavni uzro¢nik oksidativni
stres. Brz 1 aktivan nacin zivota ljudi povecao je trziSte proizvoda takozvane ,,brze hrane® i
»gotovih jela® pa unapredenje ovih proizvoda dodatkom funkcionalnih jednjenja (kao Sto su
prirodnii antioksidanti) dodatno privlac¢i paznju potrosaca (Chandrasekara i Shahidi, 2015).

Informacije o etiologiji bolesti koje proizilaze iz oksidativog stresa doprinele su da fitohemikalije
koje ispoljavaju antioksidativnu aktivnost postanu fokus interesovanja u proizvodnji hrane koja
promovise zdravlje. Zato ove fitohemikalije bivaju u sve vecoj meri ukljucene u proizvodnju
raznih prehrambenih proizvoda, a posebna paznja posvecena je polifenolima bobicastog voca. 1z
tog razloga su biljni antioksidanti bobiCastog voc¢a, posebno polifenoli, obecavajuéi potencijal za

industrijsku eksploataciju, kao sastojci zdrave i funkcionalne hrane (Piasek et al., 2011).
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2.7.1. Keks kao proizvod unapredene vrednosti

Pekarski, testeniCarski 1 fini pekarski proizvodi su generalno vrlo popularni u ishrani
stanovniStva Evrope, ali i celog sveta. lIako popularnost funkcionalne hrane sve viSe raste
(najvise u domenu proizvodnje mle¢nih proizvoda), u pekarstvu je jos uvek nedovoljan broj
komercijalno dostupnih funkcionalnih proizvoda. Razvoj funkcionalnih pekarskih proizvoda
namece potrebu za formulacijom proizvoda koji bi posedovali fizioloSku efektivnost, ali
istovremeno i prihvatljive senzorne osobine (ukus, tekstura, izgled) za konzumente (Balestra et
al. 2011).

Zitaricama i proizvodima od Zitarica (pekarski, testeni¢arski i fini pekarski proizvodi), posebno
integralnim, pripisuje se znacajna antioksidativna aktivnost zahvaljuju¢i njihovim fenolnim
jedinjenjima (Sedej et al., 2011). Fini pekarski proizvodi na bazi zita predstavljaju veliku grupu
proizvoda razli¢itih po sastavu, metodama proizvodnje i senzornim karakteristikama. Ovi
proizvodi maju atribut koncentrisane hrane, zbog visokog sadrzaja ugljenih hidrata i masti i
niskog sadrzaja vlage (visoko kalorijska hrana). Opste su prihvaceni od strane svih kategorija
potroada, a konzumiraju se i pre i posle glavnih obroka (Skrbi¢ i Cvejanov, 2011). Keks
zauzima vazno mesto medu takozvanim “grickalicama” ili “snek” (engl. snack) proizvodima
zbog raznovrsnosti ukusa, hrskavosti, osobinama gotovog proizvoda-odmah spremnog za
konzumiranje (ready-to-eat) i dugog roka trajanja (Bellur Nagarajaiah i Prakash, 2015).

Keks je kao Siroko prihvacen fini pekarski proizvod i dobar energetski izvor koji se konzumira
Sirom sveta, proizvod koji je vredan poboljsanja u nutritivnom smislu. Samo u SAD, industrija
za proizvodnju keksa i krekera ukljucuje oko 300 kompanija sa godiSnjim prithodom od priblizno
11 milijardi dolara (Zucco et al., 2011). Termin keks odnosi se na peceni proizvod koji sadrzi tri
osnovna sastojka: brasno, Sefer i masnoce koji se meSaju sa ostalim sastojcima prisutnim u
manjim udelima, kako bi se formiralo testo (Pareyt i Delcour, 2008; Mamat et al., 2010). U
sastav uglavom ulaze: 30-70% Secera, 30-60% masti i 7-20% vode u odnosu na masu
upotrebljenog brasna. Uklju¢ivanjem velikog broja razlicitih sastojaka (vitamini, minerali, soja,
pSeni¢ne klice, mleko u prahu, med) u osnovnu formulaciju moze se unaprediti njihova
nutritivna vrednost ¢ime oni postaju dobar medijum za dobijanje proizvoda sa poboljSanim
nutritivnim karakteristikama, a takode, moguce je odrzati ili ¢ak poboljsati senzorna svojstva Cija

prihvatljivost od strane potroSaca i1 dalje ima klju¢nu ulogu pri plasiranju novorazvijenih
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proizvoda (Skrbi¢ i Cvejanov, 2011). Formulisanje keksa sa dodatom ili unapredenom vredno$éu
dodavanjem sirovina sa bioaktivnim osobinama svrstavaju finalni proizvod u red funkcionalne
hrane (Larrea et al., 2005; Skrbi¢ i Cvejanov, 2011; Sedej et al., 2011a; Zucco et al., 2011; Reis
et al., 2012; Bellur Nagarajaiah i Prakash, 2015).

U skorije vreme sve viSe potroSaca izbegava sinteticke aditive u hrani, ukljucujuéi i
antioksidante, $to je rezultiralo povecanju upotrebe prirodnih antioksidanata biljnog porekla
(Davidovi¢ et al. 2010). Prirodni antioksidanti spre¢avaju autooksidaciju masti i ulja sadrzanih u
prehrambenim proizvodima. Reddy i saradnici (2005) ispitivali su uticaj dodavanja biljnih
ekstrakata dobijenih iz tri razlicite biljke (Emblica officianalis, Moringa oleifera, Vitis vinifera)
na svojstva biskvita, pri ¢emu je rezultat ukazao na znacajno poboljSanje antioksidativne
aktivnosti ovakvih proizvoda u poredenju sa kontrolnim uzorkom (kome nisu dodati ekstrakti) pa
¢ak i sa uzorkom kome je dodat BHA. Dodatak biljne smese Vitalplant®u testu za keks doprineo
je povecanju antioksidativne aktivnosti keksa kao i smanjenje lipidne peroksidacije (Misan,
2010), dok su sliéni rezultati postignuti 1 obogacivanjem formulacije bezglutenskog keksa

tropom borovnice i maline (Sari¢, 2016).

2.8. Izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz biljnih materijala

2.8.1. Ekstrakcija ¢vrsto-tecno

Prenos mase jedne ili viSe supstanci iz jedne u drugu fazu karakteristika je mnogih tehnoloskih
procesa pri kojima je neophodna separacija komponenti sistema (destilacija, ekstrakcija,
heterogeni procesi gas-te¢no, te¢no-te¢no, viSefazni sistemi). Najpre se vrSi prenos mase
odredene komponente iz jedne faze do granice faza, kroz granicu faza, a zatim prenos u drugu
fazu (Dudakovi¢, 1996). Transfer mase pri kojem se jedna ili viSe komponenti izdvaja iz ¢vrstog
materijala (mineral ili biljni materijal) primenom odgovarajuceg rastvaraca (voda, rastvori baza,
mineralnih kiselina 1 soli, organski rastvaraCi) osnovni je princip ekstrakcije cvrsto-tecno
(luzenja) (Veljkovi¢ 1 Milenovié, 2002).

Celokupan proces najjednostavnije se moze opisati kroz dve faze: ispiranje ili brza ekstrakcija
odnosno rastvaranje ekstraktivnih supstanci sa povrSine ¢vrstog materijala i spora ekstrakcija

odnosno difuzija ekstraktivnih supstanci iz unutraSnjisti ka spoljaSnjoj povrSini Cvrstog
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materijala i njhov transfer u okolni rastvor (te¢ni ekstrakt) (Milenovi¢, 2002). Na kraju sledi
separacija dobijenog ekstrakta od nerastvornog ostatka ¢vrstog materijala, odnosno iscrpljenog
materijala (cedenjem ili presovanjem). Ekstrakcija ¢vrsto-tecno odredena je osobinama polazne
sirovine, fizicko-hemijskom kompatibilno§¢u rastvaraca i bioaktivnih jedinjenja koja se
ekstrahuju 1 opstim zakonima prenosa mase (Peki¢ 1 Miljkovi¢, 1980).

Prenos mase u najvecoj meri je posledica postojanja koncentracionog gradijenta rastvorenih
supstanci u fazama koje ostvaruju medusobni kontakt. Molekuli supstance koja difunduje
haoti¢no se krecu iz dela sistema sa ve¢om u deo sistema sa manjom koncentracijom S$to je
uzrokovano teznjom sistema za uspostavljanjem termodinamicke ravnoteze. Brzina difuzije raste
usled povecanja brzine kretanja molekula odnosno povecanja njihove kineti¢ke energije kao
posledice poveéanja temperature sistema. Debljina sloja kroz koji se vrsi difuzija, veli¢ina
dodirne povrsine faza kao i molekulska masa supstance koja difunduje su takode faktori koji

utic¢u na brzinu difuzije (Toli¢, 1996).

2.8.2. Faktori koji utic¢u na efikasnost ekstrakcije

Ishod ekstrakcije wuslovljen je slede¢im grupama faktora: faktori koji su determinisani
tehnoloskim svojstvima biljnog materijala kao sirovine (sadrzaj vlage, sadrzaj bioaktivnih
jedinjenja, stepen usitnjenosti, bubrenje i adsorpciona sposobnost, relativna gustina i
zapreminska masa, mehanicke osobine) i faktori koji ispoljavaju uticaj na transfer mase unutar
Cestica biljnog materijala 1 u rastvoru (hidrodinamicki uslovi, uloga rastvaraca, na¢in dovodenja

rastvaraca, uticaj temperature, vreme trajanja ekstrakcije) (Ponomarev, 1976).

2.8.2.1. Tehnoloska svojstva biljnog materijala

Stepen usitnjenosti: Usitnjavanje biljnog materijala postize se rezanjem, udarom, lomljenjem,

struganjem, istiranjem, mlevenjem do optimalne usitnjenosti koja se uglavnom nalazi u intervalu
od 0,5-2 mm. Usitnjavanje biljnog materijala uslovljava degradaciju ¢elijske strukture ¢ime se
povecava povrsina kontakta za transfer mase (biljni materijal-rastvarac), a samim tim i prinos

ekstrakcije (Milosevi¢, 2011).
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Bubrenje i apsorpciona sposobnost: Svrha bubrenja je uveéanje zapremine celija biljnog

materijala i pojacano kretanje rastvaraca u ¢elijama. Bubrenjem i kvasenjem biljnog materijala
ve¢ se ekstrahuje izvesna koli¢ina ciljanih jedinjenja pa je ovaj proces uklju¢en u samu
ekstrakciju. Brzina prodiranja i kretanja rastvaraca kroz biljni materijal osim Sto zavisi od
pritiska i temperature, limitirana je i prisustvom vazduha u kapilarama i ¢éelijama biljnog
materijala tako da se moze povecati njegovom zamenom lako rastvorljivim gasovima kao $to su
COz ili NH3. Moguénost apsorpcije rastvaraca od strane biljnog materijala zavisi i od njegovog
stepena usitnjenosti (Ponomarev, 1976).

Relativna gustina je odnos gustine biljnog matrijala i gustine vode a zapreminska masa

predstavlja odnos mase prosusenog biljnog materijala i njegove zapremine (Ponomarev, 1976).

Mehanic¢ke osobine biljnog matrijala su: elasti¢nost, unutrasnje trenje izmedu Cestica biljnog

materijala (odreduje mogucnost premestanja Cestica) i spoljasnje trenje (mogucnost biljnog
materijala da klizi po povrSini unutar ekstrakcionih uredaja), po€etni otpor pomeranju, rezanju i

ostalim oblicima usitnjavanja (Ponomarev, 1976).

2.8.2.2. Faktori koji uti¢u na prenos mase

Hidrodinamicki uslovi ispoljavaju uticaj na transfer mase kroz difuzioni granicni sloj i kroz masu

rastvora, a poboljSavaju se meSanjem, cirkulacijom ili vibracijom, jer povecanje brzine strujanja
rastvora u okolini Cestica biljnog materijala utice na smanjenje debljine difuzionog grani¢nog
sloja (Ponomarev, 1976).

Uloga rastvaraca: Fizi¢ka 1 hemijska svojstva rastvaraca imaju vrlo bitan uticaj na ishod procesa

ekstrakcije. Rastvorljivost i brzina difuzije supstanci iz biljnog materijala uslovljeni su
vrednostima dielektri¢ne konstantante, viskoznosti (€ijim se povecanjem srazmerno smanjuje
koeficijent difuzije) 1 povrSinskog napona rastvaraca Cijim se smanjenjem povecava brzina
ekstrakcije (Sto se moze posti¢i dodatkom izvesnih povrSinski aktivnih supstranci). Hidrofilnost i
polarnost ciljanih ekstraktivnih supstanci uslovljavaju hemijska svojstva biranog rastvaraca
(Ponomarev, 1976). Bioaktivna jedinjenja koja se ekstrahuju mogu biti hidrofilna (rastvorna u
polarnim rastvarac¢ima), hidrofobna (rastvorna u nepolarnim rastvara¢ima) i slabo polarna

(Ponomarev, 1976). Etanol, glicerol, petrol etar, etil acetat, propilenglikol su organski rastvaraci
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koji se najceS¢e primenjuju pri ekstrakciji (ostali se izbegavaju usled njihove toksicnosti)
(Vinatoru et al., 1999).

Ispitivanjem efikasnosti razli¢itih rastvaraca pri ekstrakciji antioksidativnih jedinjenja utvrdeno
je da su najbolji rezultati dobijeni etanolom u odnosu na metanol, vodu, etil acetat, aceton ili
heksan (Benzie i Strain, 1996; D’Alessandro et al., 2012). Pri ekstrakciji fenolnih jedinjenja
smesSe alkohola i1 vode su efikasnije od odgovaraju¢ih monokomponentnih sistema rastvaraca.
Optimalna koncentracija etanola u vodenim rastvorima za ekstrakciju kretala se u intervalu od
40-70% (D’Alessandro et al., 2012; Stoica et al., 2013; Ivanovi¢ et al., 2014; Demirdoven et al.,
2015; Rodrigues et al., 2015; Wang et al., 2016) dok su smeSe metanola (u nekim slucajevima
acidifikovane) na drugom mestu po ucestalosti primene (Canuto et al., 2016; Wang et al.,
2016b). Vodeno-etanolne smeSe su medu najkoriS¢enijim ekstragensima ne samo zbog
ekonomske pristupacnosti, ve¢ i zbog moguénosti dobijanja etanola iz obnovljivih izvora (na
primer iz Secerne trske) kao i njegove manje toksicnosti Sto mu sve daje atribut “bezbednog”
rastvaraca (engl. Generally Recognized As Safe, GRAS) u skladu sa trendom koncepta “zelene
hemije” (Rodrigues et al., 2015). Vrsta rastvaraca koji je koriSc¢en pri ekstrakciji ima uticaja i na
antioksidativnu aktivnost ekstrakata odredenu DPPH testom (Paes et al., 2014).

Nacin dovodenja rastvaraca: Perkolacija je u najvecoj meri uslovljena ovim faktorom pri ¢emu

se pogodnijim smatra dovodenje rastvaraca odozdo na gore zbog smanjenja brzine talozenja
Cestica 1 formiranja takozvanog lebdeceg sloja koji poseduje optimalne hidrodinamicke uslove.
Takode delovanjem gravitacije poja¢ano je meSanje mase perifernih delova rastvora, a formira se
dodatni protivstrujni tok ekstrakta Sto intenzivira meSanje (Ponomarev, 1976).

Uticaj odnosa biljni materijal-rastvarag

PoveCanjem odnosa biljni materijal-rastvara¢ smanjuje se utroSak rastvaraa potrebnog za
ekstrakciju uzorka ¢ime se povecava koncentracija antioksidativnih jedinjenja u dobijenom
ekstraktu. Medutim neophodna je ravnoteza izmedu oba elementa ovog odnosa jer ¢e prenos
mase biti ometen ukoliko postoji nedostatak rastvaraca (Hidalgo and Almajano, 2017). Kod
vecine tehnika ekstrakcije veca koli¢ina rastvara¢a generalno efikasnije moze rastvoriti ciljane
bioaktivne komponente iz biljnog materijala 1 povecati prinos ekstraktivnih supstanci (Wang et

al., 2008; Zhang et al., 2009).
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Uticaj temperature i vremena ekstrakcije

Zagrevanjem rastvarata smanjuje se vreme penetracije rastvarata u biljne celije 1 vreme
bubrenja, smanjuje se viskoznost rastvaraca, ubrzava se difuzija bioaktivnih jedinjenja kroz
rastvaraC jer se povecanjem temperature postizu i bolji hidrodinamicki uslovi (Ponomarev,
1976). Temperatura i ekstrakciono vreme su medusobno povezani jer povecanjem vremena
trajanja ekstrakcije smanjuje se vrednost neophodne temperature, dok povecanje temperature
smanjuje vreme potrebno za uspesnu ekstrakciju.

Tako je porast temperature od 25°C do 40°C uzrokovao povecanje prinosa ultrazvucéne
ekstrakcije antocijana kupine do 20% u toku istog ekstrakcionog vremena od 15 min. Ovom
promenom ostvaren je i pozitivan efekat na antioksidativnu aktivnost ekstrakta odredenu DPPH
testom shodno povecanju sadrzaja antocijana koji je takode zabelezen (Ivanovic et al., 2014).
Prinos ekstrakcije polifenola aronije je tri puta povecan porastom temperature ekstrakcije sa
20°C na 60°C sto su autori objasnili povecanjem rastvorljivosti polifenola u rastvaracu na visoj
temperaturi, boljom difuzijom i efikasnijim prenosom mase (D’Alessandro et al., 2012).
Medutim rezultati novijih istrazivanja istih autora ukazuju da je na viSim temperaturama (70°C)
smanjen prinos antocijana $to ukazuje na njihovu termolabilnost i degradaciju u takvim uslovima
(D’Alessandro et al., 2014). Isti zakljucak proizilazi iz jo§ jednog istrazivanja kojim se tvrdi da
izlozenost visokim temperaturama i delovanju kiseonika potencijalno dovodi do degradacije
nekih bioaktivnih jedinjenja kao §to su antocijani koji imaju izrazenu ulogu u antioksidativnom

delovanju (Golmohamadi et al., 2013).

2.8.3. Ekstrakcija biljnog materijala

Biljni ekstrakti predstavljaju bogate izvore bioaktivnih jedinjenja i nalaze Siroku primenu u
savremenoj proizvodnji prehrambenih i farmaceutskih proizvoda. Fokus savremenih istrazivanja
usmeren je ka iznalaZenju ekstrakcionih tehnika koje ¢e dati maksimalni prinos prirodnih
bioaktivnih supstanci uz istovremenu Stednju energije, rastvaraca i primenu najvisih standarda u
zastiti zivotne sredine. Soxhlet-ova ekstrakcija koju je ustanovio i razvio Soxhlet jos 1879.
godine jos uvek se koristi u laboratorijskim uslovima, kao i mnoge druge konvencionalne tehnike
ekstrakcija rastvaraCem (maceracija, perkolacija, ekstrakcija toplim i hladnim mastima i vodom,

klju¢alom vodom, cedenje i presovanje). Medutim, sve je viSe prisutna primena novijih 1
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savremenijih tehnika ekstrakcije (ekstrakcija superkriti¢énim fluidima, ultrazvu¢na i mikrotalasna
ekstrakcija) koje se koriste za dobijanje ekstrakata iz razli¢itog biljnog materijala (Karabegovi¢,
2011). Ekstrakcione tehnike koje se mogu realizovati za kraCe vreme, sa manjom potro$njom
rastvaraca i koje se mogu automatizovati, postaju sve aktuelnije u savremenoj praksi jer se
njihovom primenom smanjuju troSkovi procesa i Stetni efekti vezani za zagadenje Zivotne sredine
(Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Izbor ekstrakcione tehnike zavisi od toga da li se ekstrakcija izvodi u preparativne (izolacija
komponenti biljnog materijala) ili analiticke (kvalitativno 1i/ili kvantitativno odredivanje
komponenti biljnog materijala) svrhe i da li biljni materijal koji se tretira sadrzi jedinjenja
poznate ili nepoznate strukture. Preparativna ekstrakcija ukljucuje sve ekstrakcione tehnike ciji je
cilj izolacija osnovnih bioaktivih jedinjenja iz odredenog biljnog materijala pri ¢emu je samo
nekoliko miligrama bioaktivnog jedinjenja dovoljno za odredivanje strukture i in vitro i/ili in
Vivo testove bioaktivnosti (Nyiredy, 2004). Takode, izbor odgovarajuce tehnike uslovljen je
faktorima kao S§to su: prinos, kinetika procesa, bioloska aktivnost dobijenog ekstrakta,
ekonomska 1 ekoloska opravdanost procesa ekstrakcije. Odredivanje ekstrakcionih uslova
ukljucuje odabir optimalnog rastvaraca, odnosa ekstrakcionog materijala i rastvaraca, stepena
usitnjenosti materijala i temperature (Milenovi¢, 2002a). Postupkom se mora posti¢i §to bolja
izolacija ciljanih jedinjenja pri ¢emu je vazno izbe¢i njihove eventualne hemijske modifikacije
(Robins, 2003; Vazques-Cruz et al., 2012).

Ukoliko se govori o ekstrakciji plodova bobicastog voca, efikasnost ekstrakcije je u funkciji:
karakteristike biljnog materijala tj. bobiCastog voca, izbora ekstakcione tehnike i ekstrakcionih
uslova (vreme trajanja ekstrakcije, temperatura, izbor rastvaraca) (Hidalgo and Almajano, 2017).
Glavni faktori koji odreduju karakteristike ekstrakta dobijenih iz bobi¢astog voca su: faktori koji
imaju uticaj pre same ekstrakcije (odreduju koli¢inu 1 vrstu bioaktivnih materija u bobi¢astom
vocu) 1 faktori same ekstrakcije (reguliSu moguénost ekstrakcije ovih molekula iz biljne matrice).
Prvu grupu faktora je teSko kontrolisati (geografska lokacija, klimatski uslovi, stepen izloZenosti
suncevoj svetlosti, sezona berbe, odlike sorte, faza zrenja) pa je zato fokus vecine ispitivanja na
odabiru tehnike i optimizaciji uslova ekstrakcije (Hidalgo and Almajano, 2017).

Ekstrkcija ¢vrsto-te¢no je jedna od najceSce primenjivanih tehnika za dobijanje komponenti iz
biljnih materijala, ali i uklanjanja nezeljenih fenolnih i ne-fenolnih ili isparljivin organskih

jedinjenja. Veliki broj istrazivanja bavi se razli¢itim metodama ekstrakcije, precis¢avanja i
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karakteritzacije fenolnih jedinjenja iz bobiCastog vocéa (Wu et al., 2004; Wang i Weller,
2006;Jakobek et al., 2007a; Pliszka et al., 2008; Adjé et al., 2010; Denev et al., 2010; Kahkonen
et al.,, 2011;D’Alessandro et al., 2012; Braunlich et al., 2013b; D’Alessandro et al., 2014;
Golmohamadi et al., 2014; Paes et al., 2014; Barba et al., 2016; Cuji¢ et al., 2016).
Konvencionalna ekstrakcija rastvarac¢ima je ekstrakciona tehnika koja se uglavnom Koristi za
ekstrakciju antioksidativnih jedinjenja iz bobiCastog voca, narocito u industrijskim uslovima iako
zahteva veliku potro$nju energije i upotrebu velike koli¢ine rastvaraca. Alternativu predstavljaju
nove, nekonvencionalne metode koje su ekoloski prihvatljive jer smanjuju potrebe za energijom i
koli¢inu rastvaraca. lako imaju znacajne prednosti nad konvencionalnim tehnikama ekstrakcije,
potrebno je razmotriti i njihove nedostatke pri izboru optimalne ekstrakcione metode (Hidalgo
and Almajano, 2017).

2.8.3.1.Ekstrakcione tehnike

Fizicka ekstrakcija

Hladno presovanje ili cedenje je jedna od najstarijih tehnika ekstrakcije koja omogucava
ekstrakciju te€nosti bogatih antioksidantima iz poloda bez upotrebe rastvaraa ili zagrevanja.
Koristi se u proizvodnji vo¢nih sokova, a ¢esto i kao prvi korak u izolovanju antioksidativnih
jedinjenja iz bobicastog voca gde se nakon presovanja vrSe sukcesivne ekstrakcije presovanog
ostatka ¢ime se povecava ukupan prinos ekstrakcije (Arimboor et al., 2006). Takode, ulje iz
semena uljarica i etarska ulja iz kore citrusa mogu se dobiti na ovaj nain i to primenom
klasi¢nih (poluga) i savremenih tehnika (hidrauli¢na i puzna presa) (Karabegovi¢, 2011).

Ekstrakcija rastvaracem (maceracija)

Rastvaraci koji se pri ovim ekstrakcijama primenjuju su voda, methanol, etanol i1 aceton,
samostalno ili kao smeSe, uz moguénost acidifikacije (obicno 1% HCI ili sir¢etnom kiselinom) u
cilju poboljSanja efikasnosti ekstrakcije. Maceracija je Cesto koriS¢ena tehnika za ekstrakciju
antioksidatanata, koja uglavnom ne podrazumeva upotrebu toplopte i izvodi se Sarzno, tokom
duzeg vremenskog perioda (Snoussi et al., 2012). Perkolacija funkcioniSe na istom fenomenu
prenosa mase, ali uz proticanje rastvaraca i uz zagrevanje ¢ime se postize ekstrakcija ciljanih
substanci za kra¢i vremenski period. Ekstrakcija po Soxhlet-u je tehnika ekstrakcije rastvaracem

koja je Siroko koriS¢ena u laboratorijskim uslovima jer je relativno jeftina i ne zahteva naknadno
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razdvajanje filtracijom, a veliki prinosi se postizu i zahvaljuju¢i nacinu izvodenja gde je biljni
materijal uvek u kontaktu sa svezim rastvaratem (Wang i Weller, 2006). Prednost klasi¢nih
tehnika ekstrakcije je sto ne zahtevaju velike investicije (Nyiredy, 2004; Hidalgo i Almajano,
2017). Sa druge strane, nedostaci klasi¢nih ekstrakcija rastvara¢ima su: dugo vreme ekstrakcije
(6-48 h), relativno velika potroSnja rastvaraca, niska selektivnost prema ciljanim bioaktivnim
jedinjenjima, negativni efekti koji se odnose na zivotnu sredinu (emisija isparljivih jedinjenja i
supstanci koje izazivaju oSteCenje ozonskog omotaca) i zdravlje. Medutim pri ispitivanju
aktivnosti vrsta Artemisia sp. nadeno je da je sadrzaj bioaktivnih jedinjenja smanjen pri
ultrazvuénoj ekstrakciji (iako je ultrazvuk imao pozitivan efekat na kinetiku ekstrakcije)
verovatno usled njihove degradacije zbog interakcije sa jako reaktivnim hidroksil radikalima
nastalim pod uticajem ultrazvuka. Zato se u ovom slucaju klasi¢na ekstrakcija pokazala
prihvatljivijom u odnosu na ultrazvu¢nu ekstrakciju (Karabegovi¢ et al.,, 201l1a). Sli¢na
zapazanja javila su se i kod ispitivanja aktivnosti susenog lista bokvice (Plantago major L.) u
smislu smanjenja sadrzaja fenolhih jedinjenja tokom ultrazvu¢ne ekstrakcije (Stanisavljevi¢ et
al., 2008). Komparativna studija antioksidativnog i antimikrobnog dejstva u ekstraktima
dobijenim iz lista Cuvarkuce (Sempervivum marmoreum L.) maceracijom, ultrazvu¢nom
ekstrakcijom i ekstrakcijom po Soxhlet-u pokazala je da ekstrakt dobijen maceracijom sadrzi
vise fenolnih i flavonidnih jedinjenja nego ekstrakti dobijeni ostalim tehnikama, dok svi
nezavisno od primenjene tehnike pokazuju istu antimikrobnu aktivnost (Stojicevic, 2008).

Ubrzana ekstrakcija rastvaraem

Ubrzana ekstrakcija rastvarac¢em (ekstrakcija te¢nostima pod pritiskom odnosno klasi¢na
ekstrakcija sa pregrejanim rastvaracem) je jednako ili cak viSe efikasna u poredenju sa
ultrazvuénom ekstrakcijom i ekstrakcijom po Soxhlet-u (Nyiredy, 2004). Ubrzano je prodiranje
rastvaraca u biljne Celije i prenos mase zbog povecane rastvorljivosti bioaktivnih jedinjenja i
smanjenja vizkoznosti rastvaraca (jer poviSen pritisak odrZava rastvara¢ u te¢nom stanju ¢ak i na
temperaturama iznad njegove taCke kljucanja) (Camel, 2001). Tokom ekstrakcije uzorak je
zatvoren u ekstrakcionoj ¢eliji ispunjenoj rastvaracem pod povisenim pritiskom i temperaturom,
u trajanju od 5-10 minuta. Prednost ove tehnike je kratko ekstrakciono vreme (manje od 30 min)

ali je investicija procesa (oprema) relativno velika (Nyiredy, 2004).
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Nadkriti¢na ekstrakcija

Nadkriti¢na ekstrakcija (NKE) je metoda visoke efikasnosti jer primenjena sveza tj. obnovljena
superkriti¢na tecnost kontinuiranao protice kroz uzorak. Sposobnost rastvaranja superkriticnih
fliuda se menja variranjem pritiska i/ili temperature ¢ime moze biti postignuta visoka
selektivnost (Nyiredy, 2004). Ovo je takode jedna od “zelenih” alternativnih metoda. Kada se
nalaze pod pritiskom i na temperaturi koja je niza od kriti¢ne temperature gasovi prelaze u tecno
stanje i dobijaju svojstva rastvaraca, a ako se nalaze na temperaturi i pritisku iznad kriticnih
vrednosti ovih parametara, gasovi prelaze u superkritino stanje u kome su fizicke osobine fluida
izmedu osobina gasa i teénosti. Ekstrakcija superkriti¢cnim fluidima je efikasnija od ekstrakcije
teCnim gasovima jer im je gustina priblizna gustini tecnosti (povecava se stepen rastvaranja) a
olakSano je i prodiranje u biljni materijal zbog povecane difuzivnosti superkriti¢nih fluida
(priblizno difuzivnosti gasova) (Skala et al., 2002). Gasovi koji se kao rastvararaci koriste pri
superkriti¢noj ekstrakciji su CO2, N20 (rede, zbog eksplozivnosti), freon. NajceSce primenjivan
je COz zahvaljujuéi svojoj netoksiénosti, fizioloSkoj inertnosti, dostupnosti i niskoj ceni, uz to
ovaj gas nije zapaljiv i ima niske vrednosti kriti¢nih parametara (31°C i 7,38 MPa) tako da se
ekstrakcija odvija na nizim temperaturama $to je znacajno za ekstrakciju termolabilnih jedinjenja
(Skala et al., 2002; Gamse, 2005). Prednost ovog tipa ekstrakcije je i to Sto se moze
automatizovati i regulisati tako da je pogodna za brze, rutinske analize. Medutim, za primenu
ove tehnike, neophodne su obimne investicije sbog relativno skupe opreme (Nyiredy, 2004).
Prednost je takode, dobijanje ekstrakata velike Cistoée I bez tragova prisustva rastvaraca
(Babovic i Petrovi¢, 2011; Hidalgo i Almajano, 2017). Medutim, kako je CO> izrazito nepolaran
molekul, neophodan je dodatak (obicno do 5%) polarnog rastvarata zbog povecanja
rastvorljivosti. Ova metoda predmet je ispitivanje mnogih radova (De Cassia Rodrigues Batista
et al., 2015; Mackéla et al., 2015; Babova et al., 2016).

Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvucna ekstrakcija je metoda ekstrakcije koja ne zahteva zagrevanje (netermalna tehnika).
Delovanje ultrazvuka indukuje kavitaciju kojom dolazi do formiranja mehurova pod pritiskom
¢ijom se implozijom povecava temperatura i pritisak mikro sredine (Nyiredy, 2004; Zhang et al.,
2009). Kao posledica stvara se poremecaj Celijskog zida Celija biljnog materijala zbog koga
dolazi do propustanja intracelularnih bioaktivnih jedinjenja i njihovog oslobadanja u okolni

rastvor (Adjé et al., 2010). Pri ultrazvuénoj ekstrakciji antocijana koji predstavljaju pigmente
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akumulirane u centralnoj celijskoj vakuoli, poremecaj celije izazvan kavitacijom nastalom
delovanjem ultrazvu¢nih talasa povecava prenos mase iz Cvrste matrice u rastvarac S$to
ekstrakciju antocijana ¢ini efikasnijom (Rodrigues et al., 2015). Prednost ove metode su
jednostavnost 1 veca efikasnost u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju sa rastvaracima, smanjeni
troSkovi opreme kao i manja potrosnja toplote i rastvaraca (Ivanovi¢ et al., 2014; Barba et al.,
2016) Sto je svrstava u kategoriju ekoloski prihvatljivih metoda ekstrakcije. Medutim prema
tvrdenjima nekih autora, zbog malog prinosa ekstrahovanih jedinjenja, ekstrakciju je potrebno
izvoditi u tri stupnja pa je time i potroSnja rastvaraca relativno visoka (Nyiredy, 2004).
Publikovani su i pozitivni efekti primene ove metode u smislu poveénja prinosa ekstrakcije 1
polifenolnih jedinjenja (D’Alessandro et al., 2014), ali je primeéeno da sa poveéanjem
frekvencije i vremena trajanja ekstrakcije, opada antioksidativna aktivnost (Golmohamadi et al.,
2013). Neki autori su utvrdili smanjenje prinosa antocijana i askrobinske kiseline za ¢ak 33%
primenom ultrazvuéne ekstrakcije (Medina-Meza et al., 2016).

FEkstrakcija pulsiraju¢im elektriénim poljem

Mehanizam delovanja se bazira na primeni pulsirajueg elektricnog polja koje uzrokuje
osteCenje celijskih zidova tako da nastale pore omogucavaju otpustanje intracelularnih
bioaktivnih jedinjenja u te€nost (pojava je poznata kao “elektroporacija”). Amplituda impulsa
ima vrednost od 100 V/cm do 80 kV/cm, a ekstrakciono vreme je manje od sekunde, u
ponovljenim ciklusima. Kvalitet 1 kvantitet masnog ulja uljane repice poboljSani su primenom
ove tehnike (Guderjan et al., 2007; Barba et al., 2016; Medina-Meza et al., 2016) dok je ukupan
sadrzaj antocijana ekstrakata borovnice (Vaccinium myrtillus) dobijen ovom tehnikom bio manji
u poredenju sa ekstraktima dobijenim klasi¢énom i superkritiécnom ekstrakcijom (Hidalgo and

Almajano, 2017).

2.9. Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasi predstavljaju elektromagnetno zracenje talasne duzine od 0,01 do 1m, sa
frekvencijom od 3x10! do 3x10® Hz (Miljin i Petrovié, 2009). Prolaskom mikrotalasa kroz neki
medijum energija mikrotalasa moze biti apsorbovana od strane medijuma i transformisana u
toplotnu energiju. Za razliku od konduktivnog zagrevanja, delovanjem mikrotalasa celokupna

zapremina se simultano i rapidno zagreva (Eskilsson i Bjorklund, 2000; Zhang i Liu, 2008).
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Zagrevanje mikrotalasnom energijom bazirano je na direktnom delovanju mikrotalasa na
molekule mehanizmima jonske kondukcije i dipolne rotacije koji u vecini slucajeva deluju
simultano (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Jonska kondukcija predstavlja migraciju naelektrisanih
Cestica tj. jona i elektrona usled dejstva elektricnog polja generisanog mikrotalasima (Zhang et
al., 2011). Dipolne rotacije nastaju kada dipolni molekuli polarnog rastvarac¢a nastoje da se
usklade sa dejstvom visokofrekventnog elektricnog polja mikrotalasa. Indukovana oscilacija
dovodi do kolizije (sudara) izmedu dipola i molekula koji ih okruzuju §to uzrokuje pojavu
zagrevanja (odnosno prelazak apsorbovane energije molekula rastvaraca u toplotu) (Hemwimon
et al., 2007). Zapravo, dipolna rotacija predstavlja stalnu promenu rotacije dipolnih molekula
(4,9x10° puta u sekundi) izazvanu promenama smera elektri¢nog polja na frekvenciji od 2450
MHz, koja se najceS¢e koristi u kuénim i komercijalnim sistemima (Wang i Weller, 2006).
Jonska kondukcija i dipolna rotacija obi¢no se javljaju istovremeno tako da se intenzivira
molekularno kretanje i indukuje zagrevanje, odnosno energija mikrotalasa konvertuje se u
toplotnu energiju (Eskilsson i Bjorklund, 2000).
Cinjenica je da gasovite supstance (zbog prevelikog rastojanja medu molekulima) i led (usled
postojanja kristalne resetke koja vezuje molekule vode) ne mogu biti zagrejani delovanjem
mikrotalasa, kao i da jonska kondukcija ima veéi uticaj u generisanju toplote od dipolne rotacije
(zato se jonski rastvori brze zagrevaju od polarnih rastvaraca) (Karabegovié, 2011).
Sposobnost rastvarata da apsorbuje mikrotalasnu energiju i prenese je na molekule u vidu
toplote delimi¢no zavisi od disipacionog faktora uglavnom predstavljenog kao tanges gubitka
(tan o) i izraZenog pomocu jednacine 3.1. (Chan et al., 2011):

tano =5 (2.1)

£

U kojoj su: &' - dielektricna konstanta ili relativna permitivnost (mera polarizabilnosti molekula
delovanjem elektri¢nog polja) i &” - faktor gubitaka (odnosno dielektri¢ni gubitak koji predstavlja
meru efikasnosti konverzije mikrotalasne u toplotnu energiju).
Jonski rastvori 1 rastvori polarnih molekula jac¢e apsorbuju mikrotalasnu energiju zbog prisustva
permanentnog dipolnog momenta koji je izloZzen uticaju mikrotalasa za razliku od nepolarnih
rastvaraca koji se nece zagrejati pod dejstvom mikrotalasa. Metanol ima manju dielektri¢énu
konstantu od vode (32,6 1 78,3 za metanol i vodu, respektivno), ali ve¢i faktor gubitka S$to znaci

da metanol ima manju sposobnost opiranja prolasku mikrotalasa i ve¢u moguc¢nost konverzije
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mikrotalasne energije u toplotu (Eskilsson i Bjérklund, 2000). Vrednost dielektri¢ne konstante
acetona (20,7) priblizna je vrednosti ove konstante kod etanola (24,3) medutim, znatno veci
tanges gubitka etanola uzrok je veceg temperaturnog rasta kod etanola u odnosu na aceton pri

delovanju mikrotalasa (Mijin i Petrovié, 2005).

2.9.1. Osnovni principi mikrotalasne ekstrakcije

Mikrotalasna ekstrakcija je nekonvencionalna ekstrakciona tehnika pri kojoj se sistem izlaze
dejstvu mikrotalasa, a za koju je karakteristicna upotreba manje koli¢ine rastvaraca (ponekad 1
odsustvo rastvaraca jer se koristi voda prisutna u ¢elijama biljnog materijala) 1 kra¢e vreme
trajanja procesa (Périno-Issartier et al., 2011). U poredenju sa klasi¢nom ekstrakcijom uz refluks
i Soxhlet ekstrakcijom, pored kraceg ekstrakcionog vremena, ekstrakcija mikrotalasima ispoljava
evidentne prednosti u pogledu veceg ekstrakcionog prinosa i selektivnosti kao i1 boljeg kvaliteta
ekstrahovanih jedinjenja (Pan et al., 2003; Martino et al., 2006; Proestos i Komaitis, 2008;
Mandal et al., 2008). Niza cena i jednostavnija operativna oprema su glavne prednosti u odnosu
na ekstrakciju superkriticnim fluidima, dok je u poredenju sa ultrazvu¢nom ekstrakcijom
odlucujuéi faktor krace vreme izvodenja ekstrakcije (Zhang et al., 2011). Potencijalni negativni
efekti koji se mogu pojaviti usled delovanja mikrotalasa su promene hemijske strukture ciljanih
bioaktivnih komponenti i/ili njihova degradacija $to uzrokuje smanjenje ekstrakcionog prinosa.
Generalno, ekstrakcija mikrotalasima nije pogodna za ekstrahovanje termolabilnih jedinjenja
(Zhang et al., 2011). Takode, efikasnost mikrotalasne ekstrakcije moze biti smanjena bilo da su
rastvarac ili ciljane komponente nepolarne ili u slu€aju izbora jako viskoznih rastvaraca (Wang 1
Weller, 2006; Cravotto et al., 2008).

Tokom mikrotalasne ekstrakcije neke od supstanci iz samog biljnog materijala, posebno polarni
molekuli kao $to je voda, ubrzano absorbuju energiju koju obezbeduje mikrotalasno zracenje §to
dovodi do drasticnog porasta temperature unutar biljnih celija. Ovo zagrevanje uzrokuje
formiranje para unutar Celija uz povecanje pritiska i pucanje celijskih zidova i/ili membrana
plazme, a kako se sekundarni metaboliti biljaka nalaze u citoplazmi ili ¢elijskim zidovima,
ovakva destrukcija celija olakSava transfer mase rastvara¢a u biljni matriks i sekundarnih
metabolita u rastvara¢ ¢ime se povecava efikasnost ekstrakcije (Zhang et al., 2011). Ovakav

mehanizam ekstrahovanja razlikuje se od onih kod klasi¢nih ekstrakcija rastvara¢ima Ciji je
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mehanizam baziran na nizu procesa prodiranja rastvaraca u biljni materijal 1 ispiranja
intracelularnih bioaktivnih komponenti iz njega (Gao et al., 2007). ZapaZeno je da delovanjem
mikrotalasa na biljni materijal moze do¢i do oStecenja biljnog tkiva i/ili ¢elija pa Cak i ¢elijskih
organela Sto sve povecava efikasnost i prinos ove ekstrakcione tehnike (Zhang et al., 2011).
Jedan od vidova mikrotalasne ekstrakcije bez upotrebe rastvaraca koris¢en je u radu Périno-
Issartier i saradnika (2011) pri ekstrakciji bobica pasijeg trna (Hippophae rhamnoides). Direktna
interakcija mikrotalasa sa vodom prisutnomu u biljnom materijalu favorizuje oslobadanje
bioaktivnih jedinjenja iz celija biljke. Primenom ove metode dobijeni su ekstrakti sa znatno
ve¢im sadrzajem polifenola i ve¢im ECsp vrednostima u odnosu na ekstrakte dobijene
konvencionalnom ekstrakcijom rastvara¢em (Périno-Issartier et al., 2011).

Mikrotalasna ekstrakcija je znacajna metoda ekstrakcije dragocenih bioaktivnih jedinjenja iz
biljnog materijala, a moze se prilagoditi manjem ili veéem obimu rada, odnosno i u
laboratorijskim i u industrijskim uslovima (Cravotto et al., 2008; Gujar et al., 2009; Hayat et al.,
2009; Spigno i De Faveri, 2009; Pérez-Serradilla i Luque de Castro, 2011). Generalno, glavna
prednost mikrotalasne ekstrakcije je brzo zagrevanje i manji obim opreme (Barba et al., 2016),
dok kraée ekstrakciono vreme i manja potro$nja rastvraca ovu tehniku svrstava u ekoloski
prihvatljive, takozvane “zelene” metode (Lucchesi et al., 2004). U laboratorijskim uslovim za
kori$¢enje mikrotalasa obi¢no se primenjuju uredaji otvorenog i zatvorenog tipa (Eskilsson i
Bjorklund, 2000).

2.9.1.1. Aparatura i oprema

Najjednostavnija oprema za mikrotalasnu ekstrakciju bazirana je na klasicnim kuhinjskim
pe¢nicama modifikovanim shodno potebama i nameni istraZivanja (Chan et al., 2011). Iako su
kuéne mikrotalasne pe¢nice uspesno primenjene pri ekstrakciji veceg broja bioaktivnih jedinjenja
1z biljnog materijala, njihovu upotrebu bez ikakvih tehnickih promena bi trebalo izbegavati zbog
nedovoljne sigurnosti i pouzdanosti u radu (Zhang et al.,, 2011). Savremeni sistemi za
mikrotalasnu ekstrakciju u laboratorijskim uslovima projektovani su tako da obezbeduju razlicite
mogucnosti kontrole ekstrakciong procesa i1 bezbednost u radu (Chan et al., 2011). Uredaji

takozvanog zatvorenog tipa sastoje se iz magnetronske cevi, pe¢nice u kojoj se nalaze kade za
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ekstrakciju postavljene na rotirajucoj platformi, uredaja za kontrolu pritiska i temperature, kao i

niz drugih elektronskih komponenti razli¢itih funkcija (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

2.9.1.2. Separacija ekstrakta od iscrpljenog biljnog materijala

Nakon izvodenja mikrotalasne ekstrakcije namecée se potreba razdvajanja iscrpljenog biljnog
materijala od ekstrahovanih supstanci u rastvaracu, a u nekim sluc¢ajevima i njihovo dodatno
preciS¢avanje pre finalnih faza analize. Razdvajanje se vrSi filtracijom ili centrifugiranjem, a
precis¢avanje ekstrakta koriS¢enjem jednokratnih ketridza (deluju na principu ekstrakcije na
¢vrstoj fazi) punjenih sa Cssg, silikonom ili jonoizmenjivackim smolama za uklanjanje ometajuéih

komponenti tokom daljih faza analize (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

2.9.2. Parametri koji uticu na mikrotalasnu ekstrakciju

Efikasnost mikrotalasne ekstrakcije zasnovana je na izboru operativnih uslova i parametara koji
uti¢u na prinos i mehanizam ekstrakcije (Chan et al., 2011). Faktori koji uticu na mikrotalasnu
ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala su: frekvencija i snaga mikrotalasa, vreme
trajanja dejstva mikrotalasa, sadrzaj vlage biljnog materijala, vrsta i koncentracija rastvaraca,
odnos rastvaraca i biljnog materijala, veli¢ina Cestica uzorka koji se ekstrahuje, temperatura i
pritisak na kojima se ekstrakcija izvodi i broj ekstrakcionih ciklusa (Liyana-Pathirana i Shahidi,
2005; Wang i Weler, 2006; Hayat et al., 2009; Spigno i De Faveri, 2009).

2.9.2.1. Izbor rastvaraca

Pravilan izbor rastvaraa za mikrotalasnu ekstrakciju zavisi od (Eskilsson i Bjorklund, 2000;
Chan et al., 2011):

= apsorcionih svojstava rastvaraca prema mikrotalasima (ako molekuli rastvaraca nemaju
sposobnost apsorbovanja mikrotalasa izostaje zagrevanje) koja su uslovljena
disipacionim faktorom rastvaraca

» interakcije rastvaraca sa matriksom, odnosno stepenu rastvorljivosti ciljanih komponenti
u rastvaracu

= stepena selektivnosti rastvarac¢a prema ekstrahovanim supstancama iz uzorka.
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RastvaraC sa optimalnim svojstvima je izuzetno znacajan za postizanje efikasnog ekstrakcionog
procesa (Chen et al., 2008). Izabrani sistem rastvaraCa moze pri mikrotalasnoj ekstrakciji
delovati (izazivajuci zagrevanje) u slede¢im kombinacijama (Eskilsson i Bjorklund, 2000):
= uzorak moze biti tretiran rastvaraem ili smeSom rastvaraca koji intenzivno apsorbuju
mikrotalasnu energiju (voda, EtOH 95%, dihlormetan, tetrahidrofuran, acetonitril/MeOH
(95:5), dihlormetan/MeOH (90:10), MeOH/voda (80:20)
= uzorak moze biti ekstrahovan kombinacijom rastvaraa, pomeSanih u razliCitim
odnosima, u kojoj jedan rastvara¢ ima visoku a drugi nisku vrednost dielektri¢nog
gubitka: etil-acetat/cikloheksan (1:1); heksan/aceton (1:1), efikasnost se povecava sa
porastom udela acetona;
= za ekstrakciju uzorka koji se odlikuje visokim dielektri¢nim gubitkom moze se primeniti
rastvaraC koji je transparentan za mikrotalase; to je moguce zbog lokalnog zagrevanja
vode iz samog uzorka (na primer interakcijom mikrotlasa sa slobodnim molekulima vode
iz vaskularnog sistema pri mikrotalasnoj ekstrakciji etarskih ulja iz biljnog materijala);
unutar takvog sistema dolazi do nagle ekspanzije vode u vidu pare praéene pucanjem
strukture tkiva Sto omogucava oslobodenim etraskim uljima protok ka organskom
rastvaracu.
Zahvaljujué¢i dobroj apsorbcionoj sposobnosti mikrotalasa, etanol (koncentracije od 40% do
100%) 1 voda su Cesto koriS¢eni rastvara¢i u mikrotalasnim ekstrakcijama bioaktivnih jedinjenja
iz biljnog materijala (Zhou i Liu, 2006; Chan et al., 2011). Od organskih rastvaraca cesto se
primenjuju methanol i aceton, ali zbog njihove toksi¢nosti i relativno visoke cene, etanol
predstavlja bolji izbor za ekstrakciju vrednih prirodnih bioaktivnih jedinjenja koja se mogu dalje
koristiti u prehrambenoj industriji (Pérez-Serradilla i Luque de Castro, 2011; Zhu et al., 2016).
Rastvaraci koji poseduju dobre performanse u konvencionalnim ekstrakcijama ne moraju biti
pogodni za primenu pri mikrotalasnim ekstrakcijama (Chan et al., 2011). U cilju poboljSanja
efikasnosti, rastvaratu se moze dotati takozvani modifikator kao u slucaju dodavanja udela
metanola (do 5%) radi povecanja absorbcionog kapaciteta sistema pri mikrotalasnoj ekstrakciji
kurkumina acetonom iz biljke Curcuma longa (Mandal et al., 2008).
Koli¢ina vode prisutna u rastvaracu, odnosno koncentracija vodenog rastvora rastvaraa ima
znatan uticaj na efikasnost mikrotalasne ekstrakcije (Hemwimon et al., 2007). Vodeni rastvori

odredenih organskih rastvaraca efikasniji su U nekim slu¢ajevima jer prisustvo vode poboljSava
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penetraciju rastvaraca u matriks uzorka i na taj nacCin povecava efikasnost zagrevanja (Chan et
al., 2011). Pri mikrotalasnoj ekstrakciji fenola iz lis¢a slatkog krompira (batata) sa povecanjem
koncentaracije etanola do 70%, rastao je sadrzaj fenola u ekstraktima ali se daljim poveéanjem
udela etanola ova vrednost smanjila (Song et al., 2011). Sli¢ni rezultati publikovani su u radu
Zheng i saradnika (2009) pri ekstrakciji silbina i drugih flavonolignana iz semena Silybum

marianum L.

2.9.2.2. Odnos biljni materijal-rastvara¢

Pored vrste i1 koli¢ina upotrebljenog rastvarata moze biti veoma vazna pri mikrotalasnoj
ekstrakciji. Odabir zapremine rastvaraca mora osigurati potpunu potopljenost uzorka u njemu
posebno kod uzoraka koji imaju tendenciju plutanja u rastvara¢u tokom ekstrakcije. Za razliku
od konvencionalnih metoda ekstrakcije kod kojih veca zapremina rastvaraca uzrokuje povecanje
prinosa ekstrakcije, pri mikrotalasnoj ekstrakciji ovo povecanje moze izazvati smanjenje prinosa
(Eskilsson i Bjorklund, 2000). Optimalna efikasnost mikrotalasne ekstrakcije postize se
primenom od 10 do 50 cm®/g &vrstog uzorka (Chen et al., 2007; Gao ez al., 2007; Xiao et al.,
2008; Hayat et al., 2009).

Odnos biljni materijal-rastvara¢ vrlo je znacajan faktor koji utice na efikasnost mikrotalasne
ekstrakcije, jer utiCe na zagrevanje sistema kao i na vrednosti koncentracionog gradijenta kao
pogonske sile procesa ekstrakcije (Spigno i De Faveri, 2009; Chan et al., 2011). Prema nekim
autorima, slicno kao u slucaju klasi¢nih ekstrakcionih tehnika, vecéa koli¢ina rastvaraca povecava
efikasnost ekstrakcije i prinos ekstraktivnih supstanci (Li et al., 2004; Gao et al., 2007; Chen et
al., 2007; Zheng et al., 2009; ) dok u nekim slucajevima prekomerna zapremina rastvaraca
uzrokuje slabije zagrevanje sistema pa je potrebno angazovati vec¢u snagu mikrotalasa (Chan et
al., 2011). Tretiranjem suviSe malih koli¢ina uzoraka (u odnosu na koli¢inu upotrebljenog
rastvara¢a i mogucnost njegovog prodiranja u matricu) stepen zagrejanosti moze biti naglo
drasti¢no povecan §to dovodi do takozvanog pregrevanja i smanjenja efikasnosti mikrotalasne
ekstrakcije (Spigno i De Faveri, 2009). Prema nekim istrazivanjima optimalan odnos biljnog
materijala (Cvrste faze) i rastvaraca je 30%-34% a njegovim smanjenjem ili povecanjem

smanjuje se efikasnost ekstrakcije (Mendes et al., 2016).
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2.9.2.3. Mikrotalasna snaga, temperatura i ekstrakciono vreme

Generalno, porast snage mikrotalasa poveéava prinos ekstrakcije i smanjuje ekstrakciono vreme.
Medutim, pri mikrotalasnoj ekstrakciji biljnog materijala, visoke vrednosti snage mogu biti
uzrok smanjenju prinosa ekstraktivnih supstanci usled degradacije termolabilnih jedinjenja
(Chan, 2011). Zato, u ve¢ini slucajeva, sa povecanjem mikrotalasne snage proporcionalno raste
prinos ekstrakcije do izvesnog nivoa nakon ¢ega uticaj ovog parametra nije znacajan ili dolazi do
pada ekstaktivnog prinosa (Kwon et al., 2003; Xiao et al., 2008; Song et al., 2011; Ahmad i
Langrish, 2012). Za ekstrakciju fenola iz biljnog materijala preporucuje se upotreba vece
mikrotalasne snage u kracem vremenskom periodu (Ballard et al., 2010; Song et al., 2011).
Optimalna vrednosti mikrotalasne snage smanjuje vreme neophodno da se postigne potrebna
temperatura sistema i doprinosi izbegavanju fenomena ,,udara“ tokom procesa ekstrakcije
(Eskilsson i Bjorklund, 2000). Snaga potrebna da se obezbedi uticaj mikrotalasa na degradaciju
¢elijskih zidova u biljnim tkivima obi¢no je u opsegu od 100-500 W (Chan et al., 2011).

Korelacija temperature i mikrotalasne snage proizilazi iz ¢injenice da povecana snaga dovodi do
porasta temperature sistema. Ovo povecéanje temperature moze povecati stepen desorpcije
ciljanih komponenti iz matriksa 1/ili povecati njihovu rastvorljivost u rastvaracu. Takode, porast
temperature uzrokuje smanjenje povrsinskog napona i viskoznosti rastvaraca $to kao posledicu
ima povecavanje stepena vlazenja i nivoa prodiranja rastvaraca kroz matriks (Eskilsson i
Bjorklund, 2000; Mandal et al., 2007). Pri mikrotalasnoj ekstrakciji u uredajima zatvorenog tipa
moze biti postignuta temperatura iznad tacke kjuCanja rastvaraa. Medutim povecanje
temperature pri mikrotalasnoj ekstrakciji nema uvek pozitivan efekat na efikasnost ekstrakcije.
Ako su ekstraktivne supstance termolabilne, dolazi do njihove razgradnje pa je ekstrakcija na
nizim temperaturama pozeljnija u ovom slucaju. Utvrdeno je da visa temperatura i ekstrakciono
vreme doprinose efikasnijoj ekstrakciji pod dejstvom mikrotalasa u slu¢aju fenolnih jedinjenja iz
Caja (Spigno i De Faveri, 2009), paradajza (Li et al., 2012) i fenolnih kiselina iz kore mandarina
(Ahmad i Langrish, 2012). Pri mikrotalasnoj ekstrakciji flavonoida iz korena biljke Radix
astragali na 1000 W nadeno je da na temperaturi iznad 110°C prinos ekstrakcije opada usled
nestabilnosti flavonoida na ovim temperaturama (Xiao et al., 2008). Dakle, izbor radne
temperature mikrotalasne ekstrakcije zavisi od termostabilnosti ciljanih ekstraktivnih supstanci.

Nadeno je da promena zapremine utroSenog rastvaraca i temperature kao posledicu ima razliku u
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sastavu ekstrahovanih fenolnih jedinjenja pa samim tim i razliku antioksidativne aktivnosti
dobijenih ekstrakata (Karacabey i Mazza, 2010). Optimalna temperatura ekstrakcije
termosenzitivnih jedinjenja nalazi se u opsegu od 50-100°C (Chan et al., 2011).

U poredenju sa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, ekstrakciono vreme mikrotalasne
ekstrakcije je vrlo kratko, od nekoliko minuta do pola sata osim pri mikrotalasnoj ekstrakciji bez
upotrebe rastvaraca i pri ekstrakciji etarskih ulja za koju je neophodno trajanje od jednog sata
(Eskilsson i Bjorklund, 2000; Chen et al., 2009; Chan et al., 2011). Ekstrakciono vreme je u
korelaciji sa oprerativnom snagom mikrotalasa i temperaturom. Mikrotalasnom ekstrakcijom
ploda lovor visnje Karabegovi¢ i saradnici (2014) konstatovali su da je ekstrakciono vreme bilo
najuticajniji faktor na prinos ekstraktivnih supstanci. Prilikom ekstrakcije fenolnih antioksidanata
mikrotalasima sugerisana je kombinacija vise temperature i kra¢eg vremena ekstrakcije jer duze
izlaganje dejstvu mikrotalasa uzrokuje povecanje temperature ekstrakcionog sistema i
potencijalnu degradaciju fenola kao i vecu potroS$nju energije (Chen et al., 2007; Song et al.,
2011; Lietal., 2012; Ahmad i Langrish, 2012). Prinos izoflavona pri ekstrakciji Radix puerariae
rastao je sa povecanjem ekstrakcionog vremena do 8 minuta, nakon ¢ega je daljim produzenjem
trajanja ekstrakcije porast prinosa izostao (Zhang et al., 2014). Takode, zapazen je pad prinosa
fenolnih jedinjenja produzavanjem trajanja mikrotalasne ekstrakcije izvedene angazovanjem
vecih vrednosti snage mikrotalasa (Song et al., 2011).

Ukoliko je neophodno da se mikrotalasna ekstrakcija izvede u duzem vremenskom trajanju, rizik
od termalne degradacije termolabilnih ekstraktibilnih jedinjenja moze se smanjiti izvodenjem
ekstrakcije u viSe krac¢ih ciklusa. To se moze posti¢i dodavanjem svezeg rastvaraca iscrpljenom
biljnom ostatku nakon prvog ciklusa ekstrakcije uz potreban broj ponavljanja kako bi se
osigurala potpuna ekstrakcija materijala. Ukupan broj ciklusa trebalo bi da je funkciji optimalne

potrosnje rastvaraca i izvodenja ekstrakcije (Chen et al., 2007).

2.9.2.4. Osobine uzorka i predtretman

Razli¢ite supstance apsorbuju mikrotalasnu energiju u razli¢itom obimu tako da ¢e stepen
zagrejanosti sistema zavisiti od upotrebljenih supstanci. Kod nehomogenih uzoraka, u smislu
hemijske strukture ili dielektri¢nih karakteristika (ili oni koji sadrze razli¢ite hemijske vrste),

moze se javiti selektivno zagrevanje nekih delova ili komponenti uzorka (ovaj fenomen poznat je
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kao pregrevanje). Svojstva matrice (veli¢ina Cestica, sadrzaj vlage) u kojoj su vezana ciljana
bioaktivna jedinjenja koja se ekstrahuju mogu imati znatan uticaj na efikasnost mikrotalasne
ekstrakcije (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Moguce je da Cestice suviSe malih dimenzija mogu
kasnije biti uzrok otezanoj separaciji ekstrakta od iscrpljenog biljnog materijala i zahtevnijeg
preciS¢avanja ckstrakta (Chan et al., 2011). U nekim slucajevima efikasnost mikrotalasne
ekstrakcije zavisi od koncentracije ekstraktivnih supstanci u uzorku (Eskilsson i Bjorklund,
2000).

Predtretman uzoraka koji se ekstrahuje kao S$to su postupci suSenja (na vazduhu ili
zamrzavanjem), homogenizacije, sitnjenja materijala (veli¢ina Cestica kreée se u opsegu od 100
nm do 2 mm) ili dodavanje absorbenta (na primer Na;SOas) te¢nim uzorcima (sokovima)
predstavlja u nekim slucajevima neophodan preduslov povecanja efikasnosti ekstrakcionog
procesa (Eskilsson i Bjorklund, 2000). U mnogim slu¢ajevima su postojanje vlage u matrici ili
predtretman suvog biljnog materijala vodom povecali prinos mikrotalasne ekstrakcije (Wang 1
Weller, 2006). Osim §to povecava polarnost rastvaraca, dodata voda ili ona koja se prirodno ve¢
nalazi u matriksu, imace uticaja i na absorbciona svojstva rastvara¢a prema mikrotalasima, a
samim tim i na efikasnost zagrevanja. Prisutna voda takode moZe poboljsati bubrenje materijala
i/ili uticati na interakcije na liniji matriks- ekstraktivne supstance ¢ineci ih dostupnijim delovanju

rastvaraca (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

2.9.3. Primena mikrotalasne ekstrakcije

Prvi put su Abu-Samra i saradnici (1975) koristili kuénu mikrotalasnu pe¢nicu za odredivanje
tragova metala u bioloskim uzorcima, a tokom godina je zagrevanje mikrotalasima zamenilo u
mnogim slucajevima konvencionalne tehnike zagrevanja. Tehnike koje koriste dejstvo
mikrotalasa vremenom su nasle primenu i u drugim laboratorijskim procesima (suSenje uzorka,
merenje vlage, separacija rastvorenih uzoraka), a Ganzler i saradnici (1986) su publikovali
rezultate mikrotalasne ekstrakcije masti iz hrane 1 pesticida iz uzoraka zemljista. Oni su
upotrebom konvencionalne kuhinjske mikrotalasne pecnice 1 rastvaraca koji se inace koriste pri
Soxhlet-ovoj ekstrakciji dobili rezultate prinosa ekstrakcije koji su bili uporedivi sa vrednostima

dobijenim klasi¢nim ekstrakcionim metodama, ali za znatno krace vreme. Godine 1991. prvi put
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su postupkom mikrotalasne ekstrakcije industrijski ekstrahovana etarska ulja iz biljnog materijala
(Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Americka agencija za zaStitu zivotne sredine (US Environmental Protection Agency, EPA)
inicirala je primenu novih tehnika ispitivanja uzoraka zemljista, vode i hrane. Tako su pod
dejstvom mikrotalasa ekstrahovani organski zagadiva¢i kao §to su: policiklicni aromati¢ni
ugljeni hidrati, polihlorovani bifenili, pesticidi, fenoli i metali iz razli¢itih matriksa (zemljiSta,
sdimenata i atmosfersih Cestica) (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

U brojnim sluc¢ajevima mikrotalasi su uspesno primenjeni za ekstrakciju sekundarnih metabolita
biljaka. U poredenju sa klasiénom ekstrakcijom sa refluksom, primenom mikrotalasne
ekstrakcije polifenola iz aromati¢nog bilja (ruzmarina, origana, majorana) smanjeno je vreme
trajanja ekstrakcije, potro$nja rastvaraca i povecan prinos ekstraktivnih jedinjenja (Proestos i
Komaitis, 2008). Takode, veca antioksidativna aktivnost fenolnog ekstrakta ploda longana
(Dimocarpus longan) (Pan et al., 2008), ekstrakta antioksidativnih jedinjenja iz ljuske kikirikija
(Ballard et al., 2010) i paradajza (Li et al., 2012) su dobijena primenom mikrotalasne u odnosu
na klasi¢nu ekstrakciju. Neuporedivo veci prinos ekstraktivnih supstanci i krace ekstrakciono
vreme u odnosu na Soxhlet ekstrakciju i maceraciju, postignut je mikrotalasnom ekstrakcijom
kurkumina iz Curcuma longa (Mandal et al., 2008). Pri ispitivanju efikasnosti ekstrakcije
antioksidativnih jedinjenja iz biljke Potentilla atrosanguinea Lodd. najveci prinos ekstraktivnih
supstanci dobijen je primenom ekstrakcije po Soxhlet-u zatim, mikrotalasima, ultrazvukom, a
najmanji prinos dobijen je maceracijom. Medutim, imajuéi u vidu potros$nju rastvaraca (50%
etanol u svim slucajevima) i vreme trajanja ekstrakcije, utvrdeno je da je mikrotalasna
ekstrakcija najprakticnija metoda za brzu i efikasnu ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja. Neznatno
veéi prinos kod Soxhlet ekstrakcije moze se pripisati znatno duZzem trajanju ekstrakcije u odnosu
na druge tehnike (Kalia et al., 2008). Pri optimalnim uslovima mikrotalasna ekstrakcija vinskog
sedimenta ispoljila je bolju efikasnost u znatno manjem vremenskom periodu (17 min) u odnosu
na klasi¢énu maceraciju (24 h) (Pérez-Serradilla i Luque de Castro, 2011). Mikrotalasnom
ekstrakcijom polifenola i kafeina iz Caja u trajanju od samo 4 minuta ostvaren je veci prinos i
selektivnost ekstrakcije u poredenju sa maceracijom na sobnoj temperaturi (20 sati),
ultrazvu¢nom ekstrakcijom (90 min) i ekstrakcijom sa refluksom (45 min) (Pan et al., 2003). Sa
aspekta ekstrakcinog vremena i prinosa utvrdeno je da je mikrotalasna ekstrakcija predstavlja

najbolju metodu za ekstrakciju kumarina i kumarinske kiseline iz biljke Melilotus officinalis u
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odnosu na ultrazvu¢nu i ekstrakciju po Soxhlet-u (Martino et al., 2006). Za samo 2 min
mikrotalasima je dobijen isti prinos ekstrakcije fenola iz liS¢a slatkog krompira kao i pri
klasi¢noj ekstrakciji rastvaracem u trajanju od 120 min (Song et al., 2011). Kerem i saradnici
(2005) utvrdili su da su ekstrakti saponina iz leblebije dobijeni Soxhlet ekstrakcijom (3 h) i

mikrotalasima (20 min) imali isti kvalitativni i kvantitativni profil.

2.10. Optimizacija procesa ekstrakcije

Optimizacija je metoda koja se koristi za poboljsanja performansi proizvodnog procesa i
postizanje maksimalnog prinosa uz minimalne troskove (Bas i1 Boyaci, 2007). Termin
optimizacija predstavlja postupak nalazenja uslova koji bi primenjeni na proces proizveli najbolji
mogucéi ucinak (Bezerra et al., 2008). Najefikasniji nafin optimizacije zasniva se na dobrom
prvobitnom planiranju eksperimenta i razvijanju eksperimentalnog dizajna (engl. design of
experiments, DOE) S§to je postupak odabira i kontrolisanja najvaznijih parametara koji uti¢u na
proces uz koriS¢enje statistickih kompjuterskih programa i izvodenje eksperimenta prema
unapred definisanom planu (Keskin Giindogdu et al., 2016). Statisticki pristup planiranja procesa
(eksperimenta) baziran je na slede¢im segmentima: definisanje problematike eksperimenta, izbor
zavisno promenljivih (izlazne varijable), izbor nezavisno promenljivih (ulazne varijable)
odnosno faktora, izbor nivoa (vrednosti) 1 opsega, izbor eksperimentalnog dizajna, izvodenje
eksperimenta, statisticka analiza eksperimentanih podataka, zaklju€ci 1 komentari (Marinkovi¢,

1994). Inicijalni pristup planiranju procesa Sematski je prikazan na slici 2.9.
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Definisanje ciljeva (varijabila)

A7 ™\

Tumacenje rezultata 1 Planiranje (dizajn
donosenje zakljucaka eksperimenta)
Analiza : :
(modelovanie) Izvodenje eksperimenta

v

Sliak 2.9 Inicajalni pristup planiranju procesa (adaptirano prema Hanrahan i Lu, 2006)

Klasi¢nim tehnikama odredivanje optimalnih uslova procesa vrsi se pracenjem uticaja jednog
parametra u odredenom vremenu na izvesni eksperimentalni rezultat (odziv). Dok se varira nivo
(tj. vrednost) samo jedanog parametra, ostali se odrzavaju na konstantnom nivou pa je 0ovo
takozvana jednovarijabilna (jednofaktorna) tehnika (“one variable at a time”) (Bezarra et al.,
2008). Glavni nedostatak ovakvog pristupa je S§to ne ukljucuje interaktivne efekte medu
ispitivanim varijabilama tako da je onemoguéeno potpuno sagledavanje efekata parametara na
proces (Bas i Boyaci, 2007). Ove metode, zasnovane uglavnom na iskustvu i intuiciji, iziskuju
povecan broj eksperimenata neophodnih za realizaciju ispitivanja kojima se produZava vreme
trajanja procesa uz rast troSkova kao i potroSnje reagenasa i materijala. U cilju prevazilaZenja
ovih nedostataka primenjuju se takozvane multivarijabilne (viSefaktorne) statisticke (regresione 1
disperzione) analize od kojih su neke od najceS¢e koriS¢enih: metoda odzivnih povrSina (engl.
Response Surface methodology, RSM) (Czitrom, 1999; Bezarra et al., 2008) i metoda zasnovana

na primeni vestacke neuronske mreze (engl. Artificial Neural Network, ANN).
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2.10.1. Metoda odzivnih povrsina

Metoda odzivnih povrSina (RSM) je skup matematickih i statistickih metoda zasnovanih na
uklapanju polinomnih jednacina sa eksperimentalnim podacima dobijenih iz adekvatno
planiranih eksperimenata, a koje moraju opisati ponaSanje skupa podataka u cilju statistickog
predvidanja. Ovu metodologiju razvili su Box 1 saradnici pedesetih godina proslog veka (Bezarra
et al., 2008). RSM definise efekat nezavisnih varijabila, samostalno ili u kombinaciji, na proces i
generiSe matematicki model koji ga opisuje. Istovremeno je moguce optimizovati i nivoe ovih
varijabila kako bi se postigla najveca efikasnost sistema. Zato ova eksperimentalna metodologija
ima vaznu primenu u razvoju i formulaciji novih kao 1 usavrSavanju postojecih proizvoda. Sam
termin metoda odzivnih povrSina povezan je i sa grafickim predstavljanjem matematickog
modela (Bas i Boyaci, 2007). Termini koji se naj¢esée koriste primenom RSM su (Bezerra et al.,
2008):

= Domen eksperimenta je polje istrazivanja u kome se eksperiment realizuje, a definisan je
minimalnom i maksimalnom vrednos$cu eksperimentalnih varijabila.

= Eksperimentalni dizajn predstavlja skup eksperimenata koji je definisan matricom
sastavljenom od razli¢itth nivoa kombinacija ispitivanih varijabili (koje se moraju
eksperimentalno primeniti u cilju dobijanja odgovora tj. odziva).

= Faktori ili nezavisno promenljive (nezavisne varijabile) su eksperimentalne varijabile
koje se mogu menjati nezavisno jedna od druge (pH, temperatura, koncentracija reagensa,
vreme trajanja procesa, mikrotalasna snaga, brzina protoka itd.)

= Nivoi varijabila, odnosno nezavisno promenljivih, su razli¢ite vrednosti varijabila na
kojima se eksperimenti moraju realizovati.

= QOdzivi ili zavisno promenljive (zavisne varijabile) predstavljaju pracene izlazne vrednosti
sistema. Na primer, to mogu biti prinos ekstraktivnih materija, sadrzaj zeljene
komponente, neka karakteristika dobijenog proizvoda zavisna od ulaznih parametara
sistema.

= Rezidual ili ostatak je razlika izmedu izraCunatog i1 eksperimentalnog rezultata za
odredeni skup uslova. Dobar matematicki model koji odgovara eksperimentalnim

podacima trebalo bi da ima nizak nivo reziduala.
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Generalno, proces optimizacije primenom RSM sastoji se iz slede¢ih faza (Bezerra et al., 2008;
Nwabueze, 2010):

1. izbor nezavisno promenljivih sa najveéim uticajem na sistem u odnosu na ciljeve
eksperimenta, a na osnovu preliminarnih ispitivanja, literaturnih podataka i iskustva
istrazivaca

2. izbor eksperimentalnog dizajna 1 izvodenje eksperimenta prema izabranoj
eksperimentalnoj matrici

3. matematicko-statisticka analiza dobijenih eksperimentalnih podataka 1 pregled
matematickog modela

4. provera adekvatnosti modela

5. predlaganje optimalnih uslova procesa odnosno dobijanje optimalnih vrednosti za svaku

ispitivanu varijabilu

Izbor nezavisno promenljivih parametara i odredivanije njihovih nivoa

Ispitivani proces (ili sistem) moze biti izloZzen delovanju velikog broja parametara i prakti¢no je
nemoguce odrediti 1 kontrolisati uticaje svakog od njih. Zato je neophodno izabrati parametre sa
najve¢im efektom na ispitivani proces i odrediti njihove nivoe jer je efikasnost optimizacije
upravo u funkciji pravilnog odabira nivoa parametara i njihovih opsega (Bezzera et al., 2008).
Kako svi parametri nemaju iste jedinice ili se ne mogu testirati na istom nivou ili u istom opsegu,
regresiona analiza se moze izvrsiti tek nakon takozvanog kodiranja parametara (odnosno
njihovih realnih vrednosti). Standardna jednaina za kodiranje realnih vrednosti parametara je
data slede¢im izrazom (2.2) (Bas i Boyaci, 2007):
X = x—[Xmax+Xminl/2 (2.2)

[Xmax+Xminl/2

gde je x — realna vrednost promenljive, X — kodirana vrednost promenljive, Xmax — maksimalna

vrednost realne vrednosti promenljive i xmin — minimalna vrednost realne vrednosti promenljive.
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Izbor odgovarajuéeg eksperimentalnog dizajna i matemati¢kog modela

Izbor odgovarajuéeg eksperimentalnog dizajna zavisi od ciljeva eksperimenta i broja ispitivanih
faktora, odnosno baziran je na pocetnom eksperimentalnom planiranju. Pomoc¢u faktorijalnog
dizajna mogu se definisati faktori koji su znacajni i na kojim nivoima. U statistici, dizajn koji se
sastoji od dva ili viSe faktora koji su u medusobnoj interakciji na razli€itim nivoima naziva se
potpuni faktorijalni dizajn (Keskin Gilindogdu et al., 2016). Obi¢no se primenjuje potpuni
faktorijalni dizajn na dva nivoa (opisan kao 2%-dizajn, definise kvadrat u faktorijalnom prostoru)
i potpuni faktorijalni dizajn na tri nivoa (opisan kao 3*-dizajn, definise kub u faktorijalnom
prostoru) kojim se realizuje veci broj eksperimenata S$to se moze izraCunati koriS¢enjem izraza
2.3 (Hanrahan i Lu, 2006):
N =3k (2.3)

gde je N broj eksperimenata, k je broj faktora, a 3 predstavlja broj nivoa faktora.

Primena punog faktorijalnog dizajna publikovana je u mnogim istrazivanjima (Karabegovi¢ et
al., 2014; Karabegovi¢ et al., 2015; Arasi et al., 2016; Cuji¢ et al., 2016). Centralni kompozitni
(CCD) i Box-Behnken (BBD) dizajn najc¢esce se koriste pri optimizaciji eksperimenta (Ballard et
al., 2010; Kulsherstha et al., 2012; Li et al., 2012; Aybastier et al., 2013; Zhang et al., 2014;
Lingzhu et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Zhu et al., 2016). Kod centralnog kompozitnog
dizajna (sa tr1 grupe tacaka: frakciono-faktorijalne, centralne 1 aksijalne tacke kojima se moze
vrsiti procena kvadratnih efekata tj. zakrivljenost povrSine odziva) svi faktori variraju se na
minimalno tri nivoa (procenjuju se koeficijenti kvadratnog modela aproksimativne funkcije ¢iji
maksimum ili minimum odreduju optimalne vrednosti faktora). Box-Behnken ne sadrzi
kombinacije parametara u kojima svi faktori imaju svoje maksimalne ili mimimalne nivoe ¢ime
se izbegavaju ekstremni uslovi eksperimentisanja pri kojima moze doé¢i do znatnih odstupanja
(Hanrahan i Lu, 2006, Bezerra et al., 2008).

Rede korisc¢en ali u pojedinm slu¢ajevima efikasniji je Doehlert-ov (DM) eksperimentalni dizajn
(Hanrahan i Lu, 2006), a tu su jo$ Placket-Burmann-ov i Tagucijev eksperimentalni dizajn.
Razlikuju se po odabiru eksperimentalnih tacaka, broju nivoa varijabila, broju ponavljanja i
blokova (Bezerra et al., 2008).
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NalaZenje adekvatne aproksimacije realne zavisnosti imedu faktora i odziva ispitivanog sistema
(u najve¢em broju slucajeva, koris¢enjem polinomnih funkcija prvog ili drugog reda) je sustina
izbora odgovaraju¢eg matematickog modela (Bezerra et al., 2008).

Najjednostavniji model koji se moze primeniti u RSM baziran je na linearnoj funkciji pri ¢emu je

neophodno da se dobijeni odzivi dobro uklapaju u jednacinu 2.4 (Bezerra et al., 2008):

y = Bo Z{'c=1 Bix; + € (2.4)

gde je k broj promenljivih, fo konstanta, i koeficijent linearnih promenljivih, X; predstavlja
promenljive i ¢ je ostatak (residual) koji se odnosi na eksperiment.

Slede¢i nivo polinomnog modela trebalo bi da sadrzi dodatne pojmove koji opisuju interakcije
izmedu razli¢itih variranih procesnih parametara takozvanim interaktivnim modelima oblika

datog izrazom 2.5 (Bezerra et al., 2008):

Y = Bo Xiey Bixi + hais; Bijxix; + € (2.5)

gde je fij koeficijent interakcije parametara.

U cilju odredivanja kriti¢nih tacaka (maksimum, minimum ili pregib), neophodno je da
polinomne funkcije drugog reda ukljucuju i1 kvadratne efekte promenljivih (kvadratni model), a
za procenu parametra eksperimentalnim dizajnom (u jednacini 2.6) je neophodno omoguciti da

su sve ispitivane promenljive varirane na najmanje tri nivoa (Bezerra et al., 2008):

y = Bo Xl Bixi + Tl Bux? + Zlfsisj Bijxix; + € (2.6)

gde je pii koeficijent kvadratnih parametara.

Provera adekvatnosti matemati¢kog modela

Izabrani matematicki model bi trebalo da na adekvatan nacin opisuje odnos imedu faktora i
odziva, odnosno izmedu nezavisno promenljivih i zavisno promenljivih tako da je neophodno
izvrSiti proveru njegove adekvatnosti, procenu tacnosti predvidanja kao i utvrdivanje zna¢ajnosti
individualnih 1 kombinovanih uticaja ispitivanih faktora. Pouzdano reSenje ovog problema
predstavlja primena analize varijanse (ANOVA) adekvatnosti primenjenog matematickog

modela na dobijene eksperimentalne podatke upotrebom multipne regresije. U upotrebi je vise
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kriterijuma. F-testom (koji primenjuje Fisher-ovu distribuciju) proverava se slaganje
matematiCkog modela sa eksperimentalnim podacima i analiza stepena znacajnosti faktora.
“Lack of fit” testom ispituje se da li eksperimentalna greska moze predstavljati objaSnjenje
neuskladenosti odziva eksperimentom dobijenih i odziva predvidenih matemati¢kim modelom
(Hanrahan i Lu, 2006; Bas i Boyaci, 2007; Bezerra et al., 2008). Procenat ukupnih varijacija koje
je moguce objasniti predloZzenim matemati¢kim modelom sadrzan je u koeficijentu dterminacije
R? i korigovanom koeficijentu determinacije R2adj. Potrebno ih je odrediti zbog pojave varijacija
u podacima bez obzira na statisticku znacajnost primenjenog modela. Navedeni koeficijenti
imaju vrednost priblizno jedan ako je matematicki model optimalno izabran (Nwabueze, 2010;
Vera Candioti et al., 2014).

Individualni i kombinovani efekti ispitivanih faktora analiziraju se na bazi apsolutnih vrednosti
koeficijenata matematickog modela (kodiranih vrednosti faktora). Studentov t-test, grafik
verovatno¢e normalne raspodele ili F-test uobi€ajna su sredstva procene statisticke znacajnosti.
Pozitivni predznak koeficijenta implicira da pozitivna promena faktora izaziva povecanje
vrednosti analiziranog odziva, a veca vrednost koeficijenta implicira veéi efekat faktora na

analizirani odziv (Bezerra et al., 2008).

Predlaganje optimalnih uslova procesa

Optimizacija procesa predstavlja pronalazenje uslova pod kojima se dobijaju maksimalne
vrednosti prac¢enih zavisnih varijabla. Medutim, u slozenim realnim sistemima najcesce postoji
potreba istovremene optimizacije vise pracenih zavisnih varijabla, gde optimalni uslovi za jedan
odgovor sistema nisu ujedno optimalni i za druge (Castillo, 2007). Simultano definisanje jednog
opSteg reSenja dobija se razli¢itim tehnikama multikriterijalne optimizacije, a jedna od njih je
primena Deringerove funkcije pozeljnih odgovora (Derringer's desirability function). Ovim se i
eksperimentalno dobijeni i predvideni odzivi transformiSu u vrednosti (engl. desirabilities, di)
koje se nalaze na istoj skali i kombinuju dajuci jedinstven zajednic¢ki odziv sa maksimalnom
vrednoSc¢u odzivne veli¢ine. Skala ima vrednosti od 0 (nezeljeni odziv) do 1 (Zeljeni odziv). U
zavisnosti da 1i je cilj da se odredeni odgovor maksimizira, minimizira ili dostigne unapred
definisanu vrednost koriste se razliCite transformacije, i to najcesce linearne. Ukupna funkcija
pozeljnih odziva-D formira se kombinovanjem pojedinac¢nih funkcija koriS¢enjem sledece

formule (2.7) (Derringer i Suich, 1980):
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D = (dy *dy *dg * - dp)n = (H?=1 dj)n (2.7)

gde je di funkcija pozeljnih odgovora pojedina¢nih odziva, a i predstavlja broj pracenih odziva

sistema.

Vrednost D ukazuje na stepen dostizanja optimalnog operativnog stanja sistema (priblizavnjem
vrednosti D jedinici) jer pri D=0, svi odzivi sistema imaju nepoZzeljnu vrednost, dok su pri D=1,

svi odzivi sistema sa pozeljnom vrednoséu (Jeong i Kim, 2009).

Grafi¢ko predstavljanje jednac¢ine modela

Graficko predstavljanje jednacine modela predstavlja vizuelizaciju analize kombinovanih uticaja
ispitivanin faktora na odzive sistema, a dato je u formi dvodimenzionalnog (2D) i
trodimenzionalnog (3D) dijagrama (Nwabueze, 2010). 3D dijagram tj. odzivna povrSina
predstavlja povr$inu odziva kojom se prikazuje tip interakcije dve ispitivane promenljive i
odnosa izmedu odziva i eksperimentalnih nivoa svake promenljive, pri ¢emu u nekim
slu¢ajevima omogucéava odredivanje optimalnih vrednosti. 2D dijagram je u formi konturnog
dijagrama, a generiSe se variranjem vrednosti jedne promenljive u odnosu na x-osu dok druge
dve promenljive ostaju konstantne na nultom nivou. Razli¢iti oblici konturnih plo¢a ovde
oznaCavaju razliCite interakcije izmedu promenljivih. Centar kruga ili elipse kod kontur
dijagrama predstavlja maksimalnu ili minimalnu vrednost odziva. Kontur dijagram u obliku
hiperbole ili parabole ima fiksnu tacku u prevojnoj tacki koja ne predstavlja ni minimum ni
maksimum odziva. Fiksna tacka predstavlja tacku u kojoj je prvi izvod jednacine modela jednak

nuli bez obzira da li je ona minimalna ili maksimalna (Bas i Boyaci, 2007; Zhang et al., 2014).

2.10.2. Vestacke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze (ANN) pruzaju mogucnost nelinearnog modelovanja odzivnih
povrs§ina i optimizacije procesa U raznim nau¢nim disciplinama. Kao tehnika modelovanja
veStacka neuronska mreZa predstavlja alternativu metodi odzivnih povrSina 1 uspeSno moze
zameniti metodu polinomne regresije (Bezerra et al., 2008). Kao i metoda odzivnih povrSina i

vestacka neuronska mreza je uspeSna matematicka metoda pogodna za modelovanje i1 simulaciju
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razliCitih procesa u relnim aplikacijama. I jedna i druga metoda ne zahtevaju eksplicitno
izrazavanje fizickog znacenja sistema ili procesa koji se ispituje i zato obe pripadaju tehnikama
modelovanja koje se bave razvojem neparametarskih simulativnin modela (Marchitan et al.,
2010). Ovim modelima prikazuju se funkcionalni odnosi izmedu ulaznih varijabila i izlaza
(odgovora) procesa upotrebom eksperimentalnih podatka. Takode, modeli se koriste za procenu
optimalnih vrednosti ulaznih varijabila u cilju makzimiziranja ili minimiziranja odziva
(odgovora) (Marchitan et al., 2010).

Polinomnu funkciju (kao $toje linerana ili kvadratna) podvrgnutu regresiji neophodno je precizno
definisati primenom klasi¢cne RSM. Takode, broj ¢lanova (faktora) u polinomu je ogranicen
brojem tacaka eksperimentalnog dizajna, a izbor odgovarajuce jednacine polinoma moze biti
izuzetno opterecujudi jer svaki od odgovora zahteva sopstvenu polinomnu jednac¢inu (Bezerra et
al., 2008). ANN omoguc¢ava modelovanje sloZzenih odnosa, posebno nelinearnih koji se mogu
istraziti bez komplikovanih jednacina. ANN analiza je prilicno fleksibilna po broju i formi
eksperimentalnih podataka §to omoguéava koris¢enje manje formalnih eksperimentalnih dizajna
u odnosu na one sa statistickim pristupom. Takode, modeli neuronskih mreza mogu imati bolju
mo¢ predvidanja od regresionih modela. Regresione analize zavise od unapred utvrdenih nivoa
statistiCke znaCajnosti, a manje znacajni ¢lanovi (faktori) obi¢no nisu ukljuceni u model. Sa
ANN metodom koriste se svi podaci §to modelu obezbeduje potencijalno vecu tacnost (Bezerra
et al., 2008). U nekim sluc¢ajevima, primenom ANN-GA (Genetski algoritam, GA) prevazidena
su ograni¢enja kvadranog polinomnog modela u reSavanju problema optimizacije.

ANN su inspirisane uredenjem cerebralnih mreza i Sastavljene su od grupa medusobno
povezanih procesnih elemenata koji se nazivaju neuroni (Bezerra et al., 2008). Naime, primena
ANN za obradu podataka moZe se predstaviti pojednostavljenom analogijom sa bioloSkim
neuronima. Svaki neuron je povezan sa odredenim susedima sa razli¢itim propusnim
koeficijentima povezivanja koji predstavljaju teZinu (ja¢inu) ovih veza sli¢nih sinapsama
(Spanila, et al., 2005). Mreza vestackih neurona sastoji se od velikog broja jednostavnih,
medusobno povezanih elemenata procesa (neurona) koji rade paralelno pruzajuci izlazni odgovor
na ulazne podatke (Sarkar et al., 2009). Modelovanje primenom ANN moze se realizovati
pomocu raCunara koji u¢i iz primera putem iteracija, tako da nije neophodno prethodno

poznavanje veza izmedu procesnih parametara (Mohd et al., 2003).
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Model vestackog neurona

Vestacki neuroni ostvaruju svoje sinapse, odnosno veze, preko prilagodljivih tezinskih
koeficijenata tj. tezina veza (weight). Telo neurona je ¢vor (jedinica), a ANN poseduje
arhitekturu sa velikim brojem ¢vorova i veza. Funkcije neurona, relativno jednostavne (linerarne)
povezane u viSeslojnoj mrezi, imaju sposobnost obrade vrlo slozenih (nelinearnih) funkcija.
NajviSe koriS€en transfer funkcija za reSavanje linearnih i nelinearnih problema regresije je
sigmoidna funkcija (lin, log, inv tan, gausova funkcija) (Hagan et al., 1996). Model vestackog

neurona prikazan je na slici 2.10.
Ulazne vrednosti oznacene su kao Xi, X2, ...Xn, & N je ukupan broj ulaza u neuron. {Wij } predstavlja
skup sinaptickih teZina, a sumator (linearni kombajner) daje tezinsku sumu ulaza. Amplituda

izlaznog signala vesStackog neurona ogranicena je aktivacionom funkcijom (za normalizaciju

izlaza koristi se interval [0,1] ili [-1,1]).

aktivaciona

funkcija izlaz

sumator

a(.) >

sinapticke veze Hk prag

Slika 2.10 Model vestackog neurona

Velicina ux primenjuje se kao ulaz u nelinearnu funkciju a. Vrednost ux predstavlja zbir vrednosti
dobijenh tako Sto se ulazne vrednosti mnoze tezinskim koeficijentom wij,j=1,2,...n (gde je i redni

broj neurona u ANN) §to je predstavljeno u jednacini (2.8).

U = D WX (2.8)
j=1

Parametar @ predstavlja prag aktivacije od koga zavisi nelinearna funkcija a. Ova zavisnost

predstavljena je jednac¢inom (2.9) §to je istovremeno vrednost izlaza (yx) K - tog neurona:
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Y =a- (U —6,) (2.9)
Tezinski faktori (wijj) mogu se menjat odnosno prilagodavati ulaznim 1 izlaznim podacima u cilju

dobijanja minimalne greSke koja se odnosi na zadati cilj ispitivanja. Ovo je takozvano

obucavanje (treniranje) vestacke neuronske mreze (Izadifar i Abdolahi, 2006).

Arhitektura ANN

Sema interknonekcije medu neuronima zove se arhitektura mreze ili topologija (Marchitan et al.,
2010). Neuroni su uredeni u formi serije slojeva: ulazni sloj (koji predstavlja nezavisno
promenljive), skriveni sloj (ili slojevi koji povezuju ulaze i izlaze) i izlazni sloj sa neuronima koji
predstavljaju zavisno promenljive (Bezerra et al., 2008). Ulazni neuroni prihvataju ulazne
podatke koji prilagodavaju uzorak za procesuiranje u mrezi, izlazni neuroni pruzaju predvidenu
vrednost ili obrazac (Sablon), a skriveni neuroni ¢iji su ¢vorovi skrivene jedinice, pruZaju
nelinearnost mreze (Spanild, et al., 2005). Naime, aktivacione funkcije neurona skrivenih slojeva
neophodne su da bi ANN bila sposobna da nauci nelinearne funkcije (inace bi potencijali
neurona skrivenih slojeva bili svedeni na moguénosti obi¢ne perceptronske mreze sainjene
samo od ulaza i izlaza). Struktura mreZe okarakterisana je brojem nivoa i brojem ¢vorova po
nivou. Svaki sloj prima izlazne podatke iz prethodnog sloja a svoje izlazne podatke Salje
narednom sloju. Po topologiji ANN se razikuju prema broju neuronskih slojeva, a u praksi
najceS¢e koriS¢ena arhitektura neuronske mreze koja se koristi za reSavanje nelinearnih
regresionih problema je neuronska mreza viSeslojnog prenosa (Multi-Layer), poznata kao
viSeslojni perceptron, MLP (Marchitan et al.,2010).

Prema smeru prostiranja informacija kroz mrezu ANN moze imati dva oblika. Prvi je ANN sa
prostiranjem signala unapred-Feedforward (nepovratna) kod koje se propagacija (Sirenje signala)
vr§i samo u jednom smeru, od ulaza prema izlazu $to je prikazano na slici 2.11a. Primer je
viseslojni perceptron sa backpropagation algoritmom. Rekurentna ANN, prikazana na slici 2.11b
okarakterisana je time da visi slojevi neurona vracaju informacije odnosno izlaz u nizZe slojeve.

Primer je Celularna neuronska mreZa, dvostruka asocijativna neuronska mreza itd.
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a) ulazni  skriveni  izlazni b) ulazni skriveni  izlazni

sloj sloj sloj slaj sloj sloj
Y Y

Slika 2.11 ViSeslojna neuronska mreza sa prostiranjem signala unapred (a) i
rekurntna neuronska mreza (b)

Obucavanje neuronske mreze

Obucavanje (engl. training) mreze je vazna faza metodologije modelovanja mreze. Podaci
generisani eksperimentalnim dizajnom mogu se upotrebiti kao vaze¢i ulazi (inputi) kao i izlazi
(autputi) za obucavanje ANN. Treniranje se sprovodi prilagodavanjem snage veze izmedu
neurona sa ciljem da se izlazi (predvideni odgovori tj. odzivi) celokupne mreze prilagode tako da
budu blizi Zeljenim izlazima (eksperimentalni odzivi) ili da se minimizira suma podataka za
treniranje. Tokom faze treniranja svaki neuron prima ulazni signal xj iz n neurona grupisuci ih
koriS¢enjem teZina (wij) veze (sinapse) 1 prenoseci rezultate nakon odgovarajuce transformacije u

vidu izlaznog signala yj kao funkciju sume, prema jednacini 2.10 (Bezerra et al., 2008):
yi = f Qi1 xiwy)) (2.10)

gde je f fukcija transfera neophodna za transformaciju teZine sume svih signala povezanih sa

neuronom. Najces¢ée primenjena funkcija transfera predstavljena je jednacinom 2.11 (Bezerra et
al., 2008):

f=1/(1+e%) (2.11)
gde je ¢ konstanta koja odreduje nagib sigmoidne funkcije.
Naime, suma ulaza odredenih vrednosti se transformisSe funkcijom prenosa 1 ova funkcija se

koristi za dobijanje nivoa izlaza. Proces obucavanja zna¢i da su tezine korigovane tako da

proizvode predvidene (“tacne”) ciljane vrednosti. Treniranje zahteva setove parova (Xs, Ys) za

73



unos: stvarni ulaz u mrezu je vektor Xs a odgovarajuci cilj, ili unapred definisani odgovor
oznacen je kao Ys. Cilj obucavanja je korigovati sinapticke tezine koje ¢e dati tacne odgovore Ys
za svaki vektor Xs iz setova treninga (Spanila et al., 2005). Faza obucavanja je zavrSena kada je
srednja kvadratna greska minimizirana u svim setovima treninga (odnosno kada se odgovor
ANN na ulazni podatak u odnosu na ocekivani izlaz nalazi u opsegu odredene tolerancije
greske). Shodno tome, ocekuje se da ¢e mreza dati tatna predvidanja za bilo koji novi objekat.
Jednom kada je ANN uspe$no obucena zna¢i da poseduje dobru sposobnost predvidanja i
sposobnost da precizno opisuje povrSinu odziva Cak i1 bez ikavog znanja o fizickoj i hemijskoj
pozadini modelovanog sistema (Bezerra et al., 2008).

Najces¢e koris¢en algoritam tokom obucavanja viSeslojne neuronske mreze je algoritam
povratnog Sirenja tj. propagacije unazad (engl. back propagation BP) (Sadrzadeh et al., 2008).
Obucavanja ANN upotrebom BP algoritma predstavlja optimizaciju procesa koji ukljucuje
minimiziranje funkcija procesa. Obi¢no se kao funkcija procesa uzima srednja kvadratna greska,

MSE izrazena kao (2.12) (engl. Middle Square Error) (Desai et al., 2008):
MSE~3(Z;-Y)? (2.12)

gde su Zj i Yj zeljeni i stvarni izlaz, respektivno.
Tokom obucavanja teZine se aZuriraju u pravcu negativnog gradijenta. Generalno, pojedinacna
iteracija BP algoritma moze biti izrazena kao (2.13) (Sarkar et al., 2008; Nunes da Silva i
Flauzino, 2008):

WED=WK_n®grad(MSE) (2.13)

gde je W® vektor trenutnih tezina, grad®(MSE) je trenutni gradijent procesne funkcije, a (k) je
stopa (nivo) obucavanja.

Sematski prikaz BP dat je na slici 2.12 iz koje se vidi da se proces sastoji iz nekoliko faza:
inicijacija (slucajna) tezina; unoSenje ulaznog vektora i Zeljenog izlaza; propustanje ulaznog
vektora kroz ANN pri ¢emu se dobija vrednost izraCunatog izlaza; izraCunavanje greske;
korigovanje tezine u smeru od izlaznog ka skrivenim slojevima; ponavljanje procesa za ceo set
ulaznih vektora do poklapanja vrednosti zeljenog i stvarnog ulaza, uzimajuci u obzir toleranciju

greske.
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Slika 2.12 Sematski prikaz algoritama povratnog Sirenja tj. propagacije unazad

ANN je nasla primenu u modelovanju i optimizaciji separacionih procesa koji se odnose na
ekstrakciju jedinjenja iz raznih te¢nih i ¢vrstih faza (Betiku i Taiwo, 2015; Chouai et al., 2000;
Fullana et al., 2000; Mijalli, 2005; Olalere et al., 2017; Sahin et al., 2017; Tambourgi et al., 2006;
Messikh et al., 2007; Marchitan et al., 2010)

Geneticki algoritam

Geneticki algoritmi (GA) predstavljaju posebnu klasu evolucionih algoritama (EA) koji koriste
stohasti¢ki pristup pretrazivanja prilikom optimizacije procesa. Ovi algoritmi inspirisani su
procesom evolucije u prirodi (npr. prirodna selekcija i genetika) (Shopova i Vaklieva-Bancheva,
2006; Reza Pasandideh i Akhavan Niaki, 2006; Marchitan et al., 2010).

Algoritam pocinje inicijalnim setom nasumicnih reSenja koja predstavljaju trenutnu populaciju,
odnosno: {xi®; x.®; . . . x®}, gde je q broj individua (veli¢ina populacije), a k je broj iteracija
poznat kao generacija. Svaka individua u populaciji nazvana je hromozom x;* koji predstavlja

pojedinacni skup ulaznih varijabila koji daje reSenje problema (jednacina 2.14), odnosno:
xO=[x;10 x;.0 . . xjn®77 (2.14)

gde je n broj ulaznih varijabila.
Komponente vektora predstavljaju vrednosti inputa (ulaznih varijabila) poznatih kao geni; na
primer, xj2% je jedan od gena. Obi¢no su resenja predstavljena u kodiranom obliku kao binarni

nizovi ali su takode moguca i druga kodiranja (Marchitan et al., 2010).
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Svaka individua u trenutnoj populaciji se ocenjuje u smislu vrednosti funkcionalne pogodnosti.
Shodno GA terminologiji (terminologiji matematickog programiranja) funkcionalna pogodnost
je identi¢na objektivnoj funkciji (u linearnom programiranju to je funkcija koja tezi maksimumu
ili minimumu). Procena pogodnosti trenutne populacije moze se predstaviti kao:// (1), 7
(x®), ... /(%))

Kriterijum za zaustavljanje je verifikovan nakon izracunavanja svih pogodnih vrednosti za svako
individualno reSenje (hromozom). Ako kriterijum za zaustavljanje nije zadovoljavajuéi, onda se
neke individue izabrane od strane trenutne populacije (na osnovu rangiranja i sortiranju vrednosti
pogodnosti) nazvane roditeljski hromozomi {xi:®; x,®; . . . xqs®} koriste za generisanje
generacija novih hromozoma (potomci) koji su zajedno skupljeni u sledecoj generaciji
populacija: {x:®*D; x&; . x**V} (Marchitan et al., 2010).

U tom cilju, genetski operatori kao $to su reprodukcija, krosover i mutacija upotrebljeni su da
generiSu novu populaciju (Shopova i Vaklieva-Bancheva, 2006; Reza Pasandideh i Akhavan
Niaki, 2006; Marchitan et al., 2010). Nakon nekoliko generacija algoritam konvergira ka

najboljem hromozomu tj. optimalnom reSenju (Reza Pasandideh i Akhavan Niaki, 2006).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Biljni materijal

Kao biljni material u ovom radu koris$¢en je plod aronije (Aronia melanocarpa L.) nabavljen kod
D.O.0. ,,Fungo Jug*“ Leskovac, Srbija, a poreklom iz Poljske (berba 2012.). Biljni material je
nabavljen kao smrznut i za potrebe eksperimenata ¢uvan na temperaturi od — 6°C. Neposredno
pre koriS¢enja zamrznuti biljni materijal je usitnjen univerzalnim elektri¢cnim mlinom (Bosch,

GmbH Germany).

3.1.1. Odredivanje sadrZaja vlage

Sadrzaj vlage u koris¢enom plodu aronije odreden je po standardnom postupku koji propisuje Ph.
Jug. V (2000). Odmerena koli¢ina usitnjenog ploda aronije (1 g) susena je u ¢istoj i izmerenoj
posudi u su$nici na 105°C, najpre 120 minuta, a zatim do konstantne mase. Razlika u masi pre i

posle susenja koris¢ena je za odredivanje sadrzaja vlage. Sadrzaj vlage iznosio je 75,9£3,2%.
3.2. Reagensi i hemikalije
Natrijum karbonat, natrijum sulfat, kalijum acetat, aluminijum hlorid, orto-fosforna kiselina i

etanol kupljeni su od Merck-Alkaloid (Skopje, BJR Makedonija) a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), galna Kiselina, rutin, troloks, Folin Ciocalteu reagens od Sigme (St. Louis, MO).

3.3. Mikrotalasna ekstrakcija
Mikrotalasna ekstrakcija je izvodena u mikrotalasnoj pecnici (“SAMSUNG”, Tip M1712N,
Malaysia) modifikovanoj prema Semi Karabegovi¢ i saradnika (2013). Cilj mehanicke i

elektricne modifikacije mikrotalasne peénice bio je konstruisanje otvorenog ekstrakcionog

sistema pod atmosferskim pritiskom, moguénost regulacije snage mikrotalasa, kao i
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obezbedivanje dejstva mikrotalasa konstantne snage tokom celokupnog trajanja procesa.

Sematski prikaz sistema za mikrotalasnu ekstrakciju dat je na slici 3.1.

- . . 4

LI
Y T

Regulator 1
napona

oy

- —

Slika 3.1 Sema sistema kori$éenog za mikrotalasnu ekstrakciju

Usitnjeni biljni materijal (50 g) podvrgnut je mikrotalasnoj ekstrakciji sa vodenim rastvorima
etanola (250 cm3; 25, 50 i 75%) kao rastvaratem. Ekstrakcija je vrSena u trajanju od 5, 10 i 15
minuta, pri razli¢itim mikrotalasnim snagama (300, 450 1 600 W). Nakon zavrSene ekstrakcije,
teCni ekstrakt je odvajan od iscrpljenog biljnog materijala pod vakuumom na Biichner-ovom
levku preko Whatman filter papira (No. 2) i uparavan do suva na rotacionom vakuum uparivacu
(800 o/min) na 40°C. Upareni ekstrakt je zatim suSen u su$nici do konstantne mase na
temperaturi od 105°C. Ukupan prinos ekstrakcije, izrazen kao masa ekstraktivnih substanci (g) u
100 g biljnog materijala, je izraCunavan iz mase izdvojenog ekstrakta i mase sveze biljne

sirovine.

3.4. Modelovanje i optimizacija procesnih parametara mikrotalasne ekstrakcije

3.4.1. Planiranje eksperimenta

Izbor nezavisno promenljivih, odnosno procesnih parametara sa najveé¢im uticajem na efikasnost

mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije (koncentracija etanola, mikrotalasna snaga i ekstrakciono
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vreme) i zavisno promenljivih (prinos ekstraktivnih supstanci, ukupni sadrzaj fenolnih i
flavonoidnih jedinjenja i antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata) izvrSen je na osnovu
literaturnih podataka i preliminarnih istrazivanja. Vrednosti nezavisno promenljivih ispitane su
na 3 nivoa koji su odabrani prema rezultatima iz prethodnih istrazivanja. Kodirane i nekodirane

vrednosti nezavisno promenljivih date su u tabeli 3.1.

Tabela 3.1 Kodirane i nekodirane vrednosti nezavisno promenljivih

Oznaka Nizi nivo Srednji nivo Visi nivo
Faktor
Faktor (-1) ()] (+1)
X1 Koncentracija etanola, % 25 50 75
X2 Mikrotalasna snaga, W 300 450 600
X3 Vreme, min 5 10 15

Eksperimenti su izvrSeni na 0Snovu usvojenog potpunog faktorijalnog eksperimentalnog plana sa
tri faktora na tri nivoa. Kao nezavisno promenljive veli¢ine bile su varirane: koncentracija
etanola (X1), mikrotalasna snage (X2) i vreme trajanja ekstrakcije (X3), dok su kao odzivne
veli¢ine praceni prinos ekstraktivnih supstanci, ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, ukupan
sadrzaj flavonoida 1 antioksidativna aktivnost (odredena DPPH 1 FRAP testom).

Matrica punog faktornog eksperimentalnog plana sa svim kodiranim i nekodiranim vrednostima
faktora prikazana je u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2 Matrica punog faktornog eksperimentalnog plana sa kodiranim i nekodiranim

vrednostima faktora

Broj Kodirane vrednosti faktora Nekodirane vrednosti faktora
eksperimenta  Faktor Faktor Faktor ~ Koncentracija Mikrotalasna Ekstrakciono
X1 X2 X3 etanola, % snaga, W vreme, min
(X1) (X2) (Xs)
1 0 0 0 50 450 10
2 0 -1 0 50 300 10
3 0 0 -1 50 450 5
4 +1 0 0 75 450 10
5 -1 -1 -1 25 300 5
6 0 +1 +1 50 600 15
7 -1 0 +1 25 450 15
8 +1 -1 +1 75 300 15
9 0 0 0 50 450 10
10 +1 +1 -1 75 600 5
11 -1 +1 0 25 600 10
12 0 0 0 50 450 10
13 0 -1 +1 50 300 15
14 +1 +1 0 75 600 10
15 -1 0 -1 25 450 5
16 -1 -1 0 25 300 10
17 +1 0 +1 75 450 15
18 -1 +1 +1 25 600 15
19 0 0 0 50 450 10
20 0 +1 -1 50 600 5
21 0 0 0 50 450 10
22 +1 -1 -1 75 300 5
23 +1 -1 0 75 300 10
24 +1 +1 +1 75 600 15
25 -1 +1 -1 25 600 5
26 +1 0 -1 75 450 5
27 0 -1 -1 50 300 5
28 0 0 +1 50 450 15
29 0 0 0 50 450 10
30 -1 -1 +1 25 300 15
31 0 +1 0 50 600 10
32 0 0 0 50 450 10
33 -1 0 0 25 450 10
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3.4.2. Metoda odzivnih povrsina (RSM)

U cilju odredivanja optimalne kombinacije i medusobne interakcije procesnih parametara
mikrotalasne ekstrakcije na prinos ekstraktivnih supstanci, sadrzaj fenolnih jedinjenja, sadrzaj
flavonoida i antioksidativnu aktivnost dobijenih ekstrakata, primenjena je metoda odzivne
povrSine (RSM). Nezavisno promenljive, odnosno varirani procesni parametri bili su:
koncentracija etanola (X1, 25, 50 i 75%), mikrotalasna snaga (X2, 300, 450 i 600 W) i
ekstrakciono vreme (Xs, 5, 10 i 15 min). Srednje vrednosti zavisno promenljivih: ukupnog

sadrzaja fenola (Y1), flavonoida (Y2), antioksidativne aktivnosti ekstrakata odredene DPPH (Y3) i
FRAP (Y4) metodom statisticki su analizirane pomoc¢u kompjuterskog programskog paketa
Expert Design (Trial version 7.0.0, STAT-EASE Inc., Minneapolis, MN, USA). Metodom
odzivne povrsine formirani su modeli u obliku polinomskih jednacina drugog reda (jednacina

3.1) za sve odzivne veli€ine.

Y= fot SHXAZLiXie+HZLiiXiX (3.1)

gde su: Y-zavisno promenljiva (odzivi), X-nezavisno promenjive (parametri), fo odsecak

(konstanta), a i, Biii Bij linearni, kvadratni i interakcioni regresioni koeficijenti.

Znacajnost 1 adekvatnost modela, kao 1 utvrdivanje znacajnosti individualnog i kombinovanog
uticaja nezavisnih parametara procenjena je analizom varijanse (ANOVA). Slaganje
matematiCkog modela sa eksperimentalnim podacima i provera stepena znacajnosti pojedinacnih
parametara odnosno adekvatnost matemati¢kog modela izrazena je koeficijentom determinacije
R?, prilagodenim koeficijentom determinacije AdjR?, uz primenu F-testa i p-vrednosti. Poredenje
eksperimentalnih vrednosti sa vrednostima koje predvida izabrani matematicki model dodatno je
koris¢eno za porveru predlozenog modela. Uticaj faktora na pra¢ene odzivne veli¢ine vizuelno je

predstavljen 3D graficima i 2D konturnim dijagramima.
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3.4.3. Vestacke neuronske mreze (ANN)

Za optimizaciju i neparametarsko modelovanje procesa mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije
koriS¢ena je kombinacija metode veStacke neuronske mreze-Geneticki algoritam (GA) (eng.
Artificial Neural Network with Genetic Algorithm, ANN-GA). Ova kombinovana metoda je
simulirana softverom Neural Network and Genetic Algorithm toolboxes (Demo version)
realizovanim u programskom paketu MATLAB. Glavne karakteristike VNM i GA predstavljene
su u tabeli 3.3.

Tabela 3.3 ANN-GA parametri

Model Osobine Vrednosti/ komentar
VNM Algoritam Levenberg-Marquardt povratni algoritam
Minimalizovana  greSka MRPD
funkcije
Ucenje Nadgledanje
Ulazni sloj Koristi se ne prenosna funkcija
Skriveni sloj Hiperbolic¢ka tangetna prenosna funkcija (tanh)
Izlazni sloj Hiperbolic¢ka tangetna funkcija (tanh)
Broj podataka 33
Bori trninranih iteracija 10
Broj najboljih iteracija 6
Broj ulaznih neurona 32
Broj skrivenih neurona 8
Broj izlaznih neurona 5P
Geneticki Velic¢ina populacije 10-600
algoritam
Generacije 1-600
Funkcija Uniforma
Selekciona funkcija Uniforma
Opcija ukrstanja: Tackasto
Brzina ukrstanja 0-1
Verovatnoca utacije 0.01-1

aKoncentracija etanola, Mikrotalasna snaga, Ekstrakciono vreme.’Prinos ekstaktivnih supstanci, Ukupni sadrzaj
fenolnih jedinjenja, Ukupni sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP testom

Za obucavanje mreze primenjen je Levenberg—Marquardt (LM) algoritamVeStacke neuronske

mreze sa viSe nivoa i sa povratnim Sirenjem (propagcijom) signala (eng. back propagation) uz
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koriS¢enje nadglednog tipa ucenja pri ¢emu mreza analizira ulazne-izlazne podatke i zavisnost
svih izlaznih odziva (prinos ekstaktivnih supstanci, ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja, ukupni
sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP testom) od procesnih
parametara ekstrakcije.

Tri sloja procesnih neurona (ulazni, skriveni i izlazni) sacinjavaju ANN primenjenu u razvoju
modela. Tri nivoa ulaznih neurona predstavljali su: koncentracija etanola, mikrotalasna snaga i
ekstrakciono vreme (tako da se ulazni sloj sastojao od tri neurona) dok je izlazni sloj bio sainjen
od pet neurona odnosno izlaznih veli¢ina (prinos ekstaktivnih supstanci, ukupni sadrzaj fenolnih
jedinjenja, ukupni sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP
testom).

Skriveni sloj sastojao se od 8 neurona zbog minimalne srednje greske (MS) dobijene izborom
ove vrednosti. Primena ANN sa Levenberg—Marquardt (LM) algoritamom ukljucuje tri faze:
obucavanje (70% ukupnih podataka), testiranje (15% ukupnih podataka) i potvrdivanje (15%
ukupnih podataka). Neuroni u ulaznom sloju preuzimaju podatke o koncentraciji etanola,
mikrotalasnoj snazi i ekstrakcionom vremenu, dok izlazni sloj generiSe izlaz o prinosu
ekstaktivnih supstanci, ukupnom sadrzaj fenolnih jedinjenja i ukupnom sadrzaj flavonoida iz
ekstrakta kao i AOA ekstrakta odredena DPPH testom i AOA ekstarakta odredena FRAP testom.
ANN primenjena za razvoj modela statisticki je procenjena srednjom kvadratnom greSkom
(MSE), koeficijentom determinacije R? i/ili znadajnim relativnim procenatom devijacije
(MRPD). Broj skrivenih neurona odreden je postupkom ispitivanja koji se sastoji od testiranja
razli¢itog broja neurona sve dok se ne dobije minimalna srednja kvadratna greska (MSE) izmedu
eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti generisanih sa ANN. Interval ulaza ANN
primenjene za razvoj modela pogodan je za optimizaciju procesnih parametara koji ¢e doprineti
najveCem prinosu ekstaktivnih supstanci, ukupnom sadrzaj fenolnih jedinjenja 1 ukupnom
sadrzaj flavonoida iz ekstrakta kao i najvecoj vrednosti AOA ekstrakta odredena DPPH testom i

AOA ekstarakta odredena FRAP testom) koriS¢enjem GA.
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3.5. Dobijanje soka iz ploda aronije

Usitnjeni plod aronije (100 g) ceden je ru¢no, dobijeni sok (76,5+2,7 cm®) je podvrgnut vakuum
filtraciji na Blichner-ovom levku nakon ¢ega je dalje analiziran i koris¢en. Suvi ostatak cedenog
soka iz ploda aronije iznosio je 0,1455 g suve mase/cm? soka, odredeno prema standardnom
postupku propisanom po Ph. Jug. V (2000).

3.6. Dobijanje keksa poveéane nutritivne vrdnosti sa dodatkom aronije i heljde

U cilju dobijanja keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde primenjena je
osnovna recptura: 100 g belog pSeni¢nog brasna, 30 g Secera, 50 g hidrogenizovanog biljnog ulja
(margarina) i potrebna koli¢ina vode (Misan, 2009), modifikovana supstitucijom jednog dela
pSeni¢nog brasna razli¢itim koli¢inama integralnog heljdinog brasna i ploda, ekstrakta ili soka
ploda aronije.

Kori§¢eni su komercijalni proizvodi: ,Fidelinka®“ pSeni¢no braSno T-500, poizvodac
,2Agroposlovi“ d.o.o. Beograd, kristal beli Secer koga proizvodi Fabrika $ecera ,,Crvenka®, Srbija
i stoni margarin ,,Dijamant, proizvod Dijamant AD Zrenjanin, Srbija. Prilikom supstitucije dela
belog pSenicnog braSna heljdinim brasnom upotrebljeno je integralno heljdino brasno
proizvodnje ,,Bioheljda‘ d.o.o., Skrzuti-UZzice. Sve sirovine nabavljene su u lokalnim marketima.
Opste karakteristike koriS¢enih vrsta brasna date su specifikacijom proizvodaca prikazane u

tabeli 3.4.

Tabela 3.4 Opste karakteristike koris¢enih vrsta brasna

Belo pSeni¢no brasno Integralno heljdino brasno
Sadrzaj vlage max 15% max 15%
Sadrzaj pepela min 0,46% max 0,55% max 2,5%
Stepen kiselosti max 3,00 max 4

Dodavanje biljnog materijala u vidu soka aronije, samlevenog ploda aronije i ekstrakta ploda
aronije dobijenog mikrotalasnom ekstrakcijom pod predlozenim optimalnim uslovima, kao i
supstitucija belog brasna integralnim heljdinim brasnom sprovedena je prema centralno-

kompozitnom eksperimentalnom dizajnu prikazanom u Tabeli 3.5.
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Tabela 3.5 Formulacije keksa povecane nutritivne vrednostisa dodatkom aronije i heljde na

osnovu eksperimentalnog dizajna

Broj eksperimenta Udeo heljdinog brasna, Udeo biljnogmaterijala,  Vrsta biljnogmaterijala,
%(X1) %(X2) (X3)
1 30 30 plod
2 20 20 sok
3 10 30 ekstrakt
4 10 10 ekstrakt
5 20 20 plod
6 20 34,14 sok
7 20 20 plod
8 20 34,14 plod
9 20 20 plod
10 10 30 plod
11 20 20 ekstrakt
12 20 20 plod
13 20 20 ekstrakt
14 5,86 20 ekstrakt
15 20 20 sok
16 30 10 ekstrakt
17 20 20 ekstrakt
18 5,86 20 plod
19 20 5,86 ekstrakt
20 10 30 sok
21 20 20 sok
22 10 10 sok
23 20 34,14 ekstrakt
24 20 20 sok
25 20 5,86 sok
26 34,14 20 sok
27 20 5,86 plod
28 30 10 sok
29 20 20 sok
30 20 20 ekstrakt
31 34,14 20 ekstrakt
32 30 30 sok
33 20 20 plod
34 20 20 ekstrakt
35 30 30 ekstrakt
36 5,86 20 sok
37 30 10 plod
38 34,14 20 plod
39 10 10 plod
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Napravljeno je 42 uzorka keksa (39 uzoraka sa formulacijom predvidenom eksperimentalnim
dizajnom i 3 kontrolna uzorka) sa razli¢itim kombinacijama navedenih supstituenata belog
pSeni¢nog brasna. Detaljne recepture za pripremu svakog zamesa i slike gotovih keksova date su
u Prilogu (Tabela PT10, Slike PS4- PS10). Kao kontrolni uzorci pripremljeni su uzorci keksa bez
dodataka biljnog materijala, samo sa dodatkom integralnog heljdinog brasna (10-30%).

Zames keksa je napravljen ru¢no, meSenjem svih sastojaka odjednom, u jednoj fazi, u trajanju od
5 minuta (Simurina et al., 2009). Umeseno testo istanjeno je do debljine od 5 mm i se¢eno
kruznim kalupom pre¢nika 45 mm. Kruzni oblici iseCenog testa stavljani su na pek papir u
aluminijumskom plehu i peceni na 180°C u toku 10 min (u komercijalnoj kuhinjskoj pecnici
Ariston). Nakon hladenja u trajanju od 30 min do sobne temperature, keks je uvijen
aluminijumskom folijom i ¢uvan na sobnoj temperaturi u narednih 24 casa, a nakon toga
zamrznut na teperaturu od -6°C, u kratkom vremenskom trajanju, odnosno do pocetka izvodenja

eksperimenta.

3.6.1. Priprema ekstrakata keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i
heljde

Nakon odmrzavanja, keksovi su najpre suSeni u vakuum susnici u trajanju od 2 sata, a zatim
usitnjeni univerzalnim elektri¢nim mlinom (Bosch GmbH, Germany) do konzistencije praha. Na
taj naCin dobijena su 42 uzorka keksa razli¢itih formulacija. Etanolni ekstrakti keksa dobijeni su
suspendovanjem po 5 g od svakog uzorka samlevenog keksa u 25 cm? etanola (50%). Ekstrakcija
je vrsena na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta uz povremeno muckanje sadrzaja. Tecni
ekstrakti su odvajani od iscrpljenog materijala filtriranjem pod vakuumom na Bichner-ovom

levku sa kvalitativnim filter papirom nakon ¢ega su odmah analizirani.

3.7. Formulacija recepture keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom
aronije i heljde

U cilju formulacije recepture keksa sa dodatom vrednosc¢u sa optimalnom koli¢inom i vrstom
funkcionalnih sastojaka (integralnog heljdinog brasna, samlevenog ploda,soka ili ekstrakta)
primenjena je funkcija pozeljnosti (eng. desirability function) koris¢enjem programskog paketa
Expert Design (Trial version 7.0.0, STAT-EASE Inc., Minneapolis, MN, USA).
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Kao nezavisne numeri¢ke varijable u eksperimentalnom dizajnu varirani su udeli integralnog
heljdinog brasna (10, 20 i 30%) i biljnog materijala (10, 20 i 30%), dok je kao nezavisna
kategoricka varijabla varirana vrsta biljnog materijala (samleveni plod, sok ili ekstrakt aronije
dobijen pod predlozenim optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije). Kao zavisne
promenljive praceni su ukupni sadrzaj fenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost u etanolim
ekstraktima keksa kao finalnog proizvoda. Cilj optimizacije bio je definisanje recepture keksa
povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde sa najpovoljnijim funkcionalnim
karakteristikama, odnosno maksimalnim sadrzajem fenolnih, flavonoidnih jedinjenja i
maksimalnom antioksidativnom aktivnséu. Kodirane i nekodirane vrednosti nezavisno

promenljivih perikazane su u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6 Kodirane i nekodirane vrednosti nezavisno promenljivih

Oznaka Faktor Nizi nivo Srednji nivo Visi nivo

(1) () (+1)

X1 Udeo integralnog 10 20 30
heljdinog brasna, %
X2 Udeo biljnog 10 20 30
materijala, %
X3 Vrsta biljnog Plod Ekstrakt Sok
materijala

3.8. Karakterizacija bioaktivnih jedinjenja

U okviru karakterizacije bioaktivnih jedinjenja odreden je ukupan sadrzaj fenolnih i flavonoidnih
jedinjenja, kao i antioksidativna aktivnost, a analizirani su ekstrakti ploda aronije dobijeni pod
razli¢itim uslovima mikrotalasne ekstrakcije, sok ploda aronije dobijen cedenjem 1 etanolni
ekstrakti keksa sa dodatom vredno$¢u na bazi aronije.

Za potrebe analiza u okviru karakterizacije bioaktivnih jedinjenja napravljeni su etanolni rastvori
ekstrakta ploda aronije (5 mg/cm?®), dok su sok ploda aronije i etanolni ekstrakti keksa razblazeni

50%-tnim etanolomu odnosu 1:1.
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3.8.1. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola primenjena je spektrofotometrijska metoda sa Folin
Ciocalteu reagensom (Singelton 1 Rossi, 1965). Smesa analiziranog uzorka (ekstrakt ploda,
ekstrakt keksa ili sok; 0,2 cm®), Folin Ciocalteu reagensa (1 cm?®) i vodenog rastvora Na2COs3 (0,8
cm?®, 7,5%), inkubirana je na sobnoj temperaturi i na tamnom mestu. Nakon inkubacije od 30
minuta, absorbanca reakcione smese merena je na 765 nm na spektrofotometru (VARIAN Cary-
100). Pravljenjem serija standardnih rastvora galne kiseline i snimanjem njihovih absorbanci
konstruisana jekalibraciona kriva (Prilog, Slika PS1) sa jednac¢inom standardne prave (jednacina
3.2):

Absorbanca na 765 nm = 12,722 Cgaina kiselina (Mg/cm?)+0,0034, R?=0,9994 (3.2)

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u mg galne
kiseline po g suvog ekstrakta ili keksa, odnosno po cm® soka. Sva merenja ponovljena su

paralelno po tri puta, a rezultati su prikazani kao srednja vrednostxstandardna devijacija.

3.8.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida

Za odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida primenjena je spektrofotometrijska metoda bazirana
na upotrebi aluminijum-hlorida (Chang et. al., 2002). Analiziranom uzorku (ekstrakt ploda,
ekstrakt keksa ili sok; 2 cm®) dodato je 0,1 cm?® aluminijum hlorida (10%), 0,1 cm?® Kkalijum
acetata (1 mol/dmq®) i 2,8 cm®destilovane vode, smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi i na
tamnom mestu. Nakon isteklog vremena trajanja inkubacije od 30 minuta, absorbanca reakcione
smeSe merena je na 415 nm na spektrofotometru (VARIAN Cary-100). Pravljenjem serija
standardnih rastvora rutina i snimanjem njihovih absorbanci konstruisana je kalibraciona kriva

(Prilog, Slika PS2 ) sa jednac¢inom standardne prave (jednacina 3.3):

Absorbanca na 415 nm = 7,2328 Cruin (Mg/cm?®)— 0,2286, R? = 0,9919 (3.3)
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Sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen je kao ekvivalent rutina (RE) u mg rutina po g suvog
ekstrakta ili keksa, odnosno po cm?® soka. Sva merenja ponovljena su paralelno po tri puta, a

rezultati su prikazani kao srednja vrednostzstandardna devijacija.

3.8.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (AOA)

3.8.3.1. DPPH test

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka primenjen je DPPH test (Choi et al., 2002).
Rastvori ekstrakata ploda aronije u etanolu pripremljeni su u Sest razli¢itih koncentracija: 0,0125;
0,05; 0,125; 0,25; 0,5 i 1 mg/cm?, dok su sok ploda aronije i etanolni ekstrakti keksa razblazeni
samo u odnosu 1:1 sa 50%-tnim etanolom i tako analizirani. U 2,5 cm® uzoraka za analizu
odredene koncentracije dodato je 1 cm? etanolnog rastvora DPPH radikala koncentracije 0,0003
mol/dm? i dobijena smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi i tamnom mestu u trajanju od 30
minuta. Spektrofotometrom (VARIAN Cary-100) merene su absorbance uzorka (Au), kontrole
(Ax) i ,,blank-a“ (Ap) na talasnoj duzini od 517 nm. Formula za izraCunavanje kapaciteta

neutralisanja DPPH radikala data je jednac¢inom 3.4:

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala (%)=1OO—{(AJ —A)x %} (3.4)

u kojoj su:

A, = Apsorbanca uzorka na 517 nm (2,5 cm?® rastvora ekstrakata tretiranih sa 1 cm? rastvora
DPPH radikala)

Ap = Apsorbanca ,.blank-a*“ na 517 nm (2,5 cm? rastvora ekstrakata u 1 cm? etanola)

A« = Apsorbanca kontrole na 517 nm (1 cm?® rastvora DPPH radikala koncentracije 0,0003

mol/dm?® u 2,5 cm? etanola)

Komercijalni antioksidant troloks (njegov etanolni rastvor koncentracija od 25 do 800 pg/cm?3)
primenjen je kao referentna supstanca sa vrednoséu za ECso od 82,9+1,7 pg/cm? (Prilog, Slika

PS3). Eksperimentalni podaci su uz primenu sigmoidne nelinearne metode koris¢enjem
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programa SigmaPlot 2000Trial upotrebljeni za izracunavanje vrednosti ECsg. Na osnovu
izmerenih apsorbanci ispitivanih ekstrakata izraunat je procenat neutralizacije DPPH radikala
pa je za tako dobijene vrednosti konstruisana kriva zavisnosti procenta neutralizacije DPPH

radikala od koncentracije ekstrakta na osnovu koje je odredena ECsovrednost.

3.8.3.2. Odredivanje redukcionog kapaciteta (Reducing power method) FRAP testom

FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power) test bazira se na mogucnosti fenolnih komponenti

ekstakta da redukuju Fe*" jone u Fe*" jone u rastvoru 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizim
pH (Guo et al., 2003). FRAP reagens pripreman je tako $to je 2,5 cm?® rastvora TPTZ (10
mmol/dm?) dopunjeno (u normalnom sudu) do 25 cm?® sa rastvorom HCI (40 mmol/dm?3),
pomesano sa 25 cm® acetatnog pufera (pH=3,6) i 2,5 cm? rastvora FeClz (20 mmol/dmq). U 0,1
cm?analiziranog uzorka (ekstrakt ploda, ekstrakt keksa ili sok) dodato je 3 cm® FRAP reagensa,
smesa je inkubirana na 37°C u vodenom kupatilu u trajanju od 30 minuta, a potom je merena
apsorbanca na 593 nm (spektrofotometar, VARIAN Cary-100) u odnosu na slepu probu (3 cm?
FRAP reagensa + 0,1 cmdtanola). FRAP vrednosti za analizirane uzorke, izrazene u pmol
Fe?*/mg ekstrakta ploda ili keksa, odnosno cm?® soka, dobijene su kori¢enjem jednacine
kalibracione krive koja je bazirana na absorbancama poznatih koncentracija rastvora FeSO4 x
7H20 (jednacina 3.5).

Absorbanca na 593 nm = 0,000568 c(Fe?*) (mmol/cm®)+ 0,0837, R? = 0,9876 (3.5)

3.9. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti realizovani su u tri paralelna ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja
vrednost tri ponavljanjatstandardna devijacija. Programi Origin 8.0Trial, Excell 2003 i
SigmaPlot 2000Trial primenjeni su za statisticku obradu i graficku analizu eksperimentalnih
podataka dok je poredenje srednje vrednosti dobijenih rezultata vrSeno primenom Studentovog t-

testa sa nivoom znacajnosti od 95% (p< 0,05).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Mikrotalasna ekstrakcija

Svezi plodovi aronije podvrgnuti su ekstrakciji primenom mikrotalasa pri ¢emu je pracen uticaj
snage mikrotalasa (300, 450 i 600 W), koncentracije etanola (25, 50 i 75%) i vremena trajanja
ekstrakcije (5, 10 i 15 minuta) na prinos ekstraktivnih supstanci, antioksidativnu aktivnost i
ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i flavonoida u dobijenim ekstraktima.

Prednosti mikrotalasne ekstrakcije su brzo zagrevanje, krac¢e ekstrakciono vreme i manja
potroS$nja rastvaraca, zbog cega je ova ekstrakciona tehnika dobila epitet “zelene” odnosno
ekoloski prihvatljive metode (Périno-Issartier et al., 2011; Lucchesi et al., 2004; Barba et al.,
2016). Takode, bolji kvalitet ekstrahovanih jedinjenja, veca selektivnost i prinos u odnosu na
klasiéne metode, predstavljaju prednosti mikrotalasne nad klasi¢nim metodama ekstrakcije
(Martino et al., 2006; Proestos i Komaitis, 2008; Mandal et al., 2008).

Vodeni rastvor etanola izabran je kao ekstragens zbog veéeg prinosa i manje toksi¢nosti pa
samim tim i moguénosti naknadne primene dobijenih ekstrakata u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji (Dai i Mumper, 2010). Shodno svojoj pretezno polarnoj prirodi smesa etanol-voda
koristi se za ekstrakciju polarnih supstanci (fenoli, flavonoidi, kumarini, stilbeni, antrahinoni i
ostale bioaktivne substance) iz biljnog materijala. Upotrebom ovog ekstragensa, pogotovo onih
sa ve¢im sadrZajem etanola, ekstrakti su hemijski kompletniji zbog mogucnosti ekstrahovanja 1

nepolarnih supstanci (etarska ulja) (Nadalin, 2013).

4.1.1. Prinos ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije

Prinos ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom u velikoj
meri zavisi od uslova mikrotalasne ekstrakcije $to je ilustrovano rezultatima prikazanim na
slikama 4.1; 4.2 i 4.3 i tabelom PT1 u Prilogu. Poveé¢anjem mikrotalasne snage, produzetkom
vremena trajanja ekstrakcije, kao i promenama koncentracije etanola prinos ekstraktivnih
supstanci varirao je od 11,1 do 20,3 g ekstraktivnih supstanci/100 g svezeg biljnog materijala,

odnosno prinos ekstraktivnih supstanci kretao se u opsegu od 11,1% do 20,3%.
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Slika 4.1 Prinos ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije dobijenih pri koncentraciji etanola od

25% 1 razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena

Koncentracija etanola 50%
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Slika 4.2 Prinos ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije dobijenih pri koncentraciji etanola od

50% 1 razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage 1 ekstrakcionog vremena
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Slika 4.3 Prinos ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije dobijenih pri koncentraciji etanola od
75% 1 razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena

Rezultati prinosa ekstrakcije u saglasnosti su sa ranije objavljenim rezultatima u kojima se
navodi da se prinos ekstrakcije od 14,2% moze dobiti koriS¢enjem 70% etanola, na temperaturi
od 70°C, nakon 3 sata trajanja ekstrakcije i pri odnosu rastvaraca i biljnog materijala 1:10
(Hwang et al., 2014). U radu Wangensteen i saradnika (2014) ispitivane su Cetiri razli¢ite
kultivisane vrste aronije: “Moskva”, “Hugin”, “Nero” i A. prunifolia i prinos ekstrakcije 80%-

tnim klju¢alim rastvorom etanola iznosio je od 9,4 do 19,7%.

4.1.1.1. Uticaj koncentracije etanola na prinos ekstraktivnih supstanci

Nezavisno od vrednosti primenjene mikrotalasne snage i vremena trajanja ekstrakcije, sa
porastom koncentracije etanola od 25% do 50% prinos ekstrakcije raste i dostize najvecu
vrednost od 20,3 g/100 g svezeg biljnog materijala (600 W, 15 min). Dalje povecanje
koncentracije etanola na 75% (v/v) izaziva smanjenje prinosa ekstraktivnih supstanci i to za
manje od 2% kada je ekstrakciono vreme 5 ili 10 min, odnosno za vise od 10% kada je
ekstrakciono vreme 15 min. Tendencija rasta prinosa ekstraktivnih supstanci ekstrakcije

poveéanjem koncentracije etanola do izvesnog maksimuma i kasniji pad vrednosti prinosa
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nastavkom povecanja etanolne koncentracije potvrdena je pri mikrotalasnoj ekstrakciji korena
ginsenga (Kwon et al., 2003) i nadzemnog dela biljke Limnophila aromatic (Do et al., 2014).
Najizrazitiji efekat koncentracije etanola na prinos ekstraktivnih supstanci zapazen je u slucaju
trajanja ekstrakcije od 15 min kada je postignuto poveéanje prinosa od 18% porastom
koncentracije etanola od 25 na 50%, dok dalje povecanje koncentracije na 75% uzrokuje
smanjenje prinosa. Prilikom mikrotalasne ekstrakcije ploda kupine ispitivan je uticaj
koncentracije etanola na prinos ekstrakcije variranjem u opsegu od 0 do 100%. Dobijeni rezultati
ukazuju da povecanje koncentracije etanola do 40% doprinosi povecanju prinosa ekstrakcije
(koji pri ovoj vrednosti dotize svoj maksimum), dok dalji porast koncentracije etanola kao
posledicu ima smanjenje ekstrakcionog prinosa i to drasti¢no nakon dostizanja vrednosti od 80%
(Wen et al., 2015).

Prisustvo vode u ekstrakcionom sistemu obezbeduje i efikasno bubrenje biljnog materijala ¢ime
se povecava povrSina za interakciju izmedu rastvaraca i supstanci koje se rastvaraju. Ali veci
udeo vode u ovom binarnom sistemu za ekstrakciju moze izazvati povecani termalni stres u
smislu ubrzanog zagrevanja rastvaraca usled efikasnije absorbcije mikrotalasa od strane vode

(Dhobi et al., 2009).

4.1.1.2. Uticaj mikrotalasne snage na prinos ekstraktivnih supstanci

Pri mikrotalasnoj ekstrakciji, porast snage mikrotalasa sa 300 na 600 W vodi poveéanju prinosa
ekstraktivnih supstanci iz ploda aronije do maksimalne vrednosti od 20,3 g/100 g svezeg biljnog
materijala (600 W, 15 minuta). Do istog zpazanja dosli su Karabegovi¢ i saradnici (2014)
prilikom mikrotalasne ekstrakcije ekstraktivnih supstanci iz ploda lovor visnje ¢iji je prinos
rastao sa povecanjem vrednosti mikrotalasne snage (300-600 W) i vremena ekstrakcije (10-30
min). Povecanje snage sa 100 na 400 W (pri konstantnim vrednostima ostalih ekstrakcionih
parametara) izazvalo je povecCanje prinosa ekstraktivnih supstanci prilikom mikrotalasne
ekstrakcije plodova kupine. Maksimalan prinos postignut je na neSto manje od 400 W, ali je
dalje povecanje mikrotalasne snage uticalo na smanjenje ekstraktivnog prinosa (Wen et al.,
2015).

Porast mikrotalasne snage sa 300 W na 600 W pokazuje najveci efekat na prinos ekstraktivnih

supstancipri kra¢em vremenu trajanja ekstrakcije (5 min), u smislu njegovog povecanja od ¢ak
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1,52 puta, dok je ovaj efekat manje izrazen kod duzeg ekstrakcionog vremena, pa je zabelezen
porast prinosaod 7,6% i 3,9% za 10 i 15 min, respektivno.

Dhobi i sradnici (2009) su ispitivanjem uticaja snage mikrotalasa na prinos ekstraktivnih
supstanci iz biljne vrste Silybum marianum ukazali da je efikasnost ekstrakcije u toku kraceg
ekstrakcionog vremena znatno poboljSana povecanjem snage mikrotalasa od 200 na 800 W.
Ovakav uticaj mikrotalasne snage na prinos ekstrakcije autori objasnjavaju ¢injenicom da se sa
porastom snage mikrotalasa ubrzava ekstrakcija na ra¢un povecanja neposrednih efekata
mikrotalasne energije na biomolekule (jonska kondukcija i rotacija dipola). Veca snaga uzrokuje
intenzivnije molekularno kretanje molekula i zagrevanje unutar cele zapremine rastvaraca i
samog biljnog materijala. Generalno, ve¢om snagom mikrotalasa brze i1 viSe elektromagnetne

energije se prenosi na ekstrakcioni sistem Sto ekstrakciju ¢ini efikasnijom (Dhobi et al., 2009).

4.1.1.3. Uticaj ekstrakcionog vremena na prinos ekstraktivnih supstanci

Sa povecanjem duzine trajanja ekstrakcionog procesa (od 5 do 15 min) raste prinos ekstraktivnih
supstanci iz ploda aronije nezavisno od ostalih ekstrakcionih parametara. Produzetak
ekstrakcionog vremena od 5-15 min ima najizrazitiji uticaj u slucaju ekstrakcija sa 50%-tnim
rastvorom etanola i to u smislu povecanja prinosa ekstaktivnih supstanci od 22,9%, dok je ista
promena doprinela povecanju prinosa od 13,9% u slucaju primene 25% rastvora etanola. Na
efikasnost ekstrakcije, u smislu povecanja ekstrakcionog prinosa, porast ekstrakcionog vremena
ima najmanji efekat (povecanje prinosa od 8,87%) upotrebom 75%-tnog etanolnog rastvora. Pri
kracoj izloZenosti mikrotalasima zapazen je trend smanjenja prinosa povecanjem snage sa 450 W
na 600 W i to za priblizno 14% (od 16,6 do 14,3 g/100 g svezeg biljnog materijala, respektivno).
Slican rezultat je primecen prilikom ispitivanja mikrotalasne ekstrakcije antocijana iz ploda
kupine, gde porast ekstrakcionog vremena najpre doprinosi povecanju prinosa mikrotalasne
ekstrakcije do izvesne maksimalne vrednosti (od 1 do 3 min) dok daljim trajanjem delovanja
mikrotalsa (od 3 do 9 min) prinos opada (Wen et al., 2015). Prinos ekstaktivnih supstanci
poveéva se sa produzetkom mikrotalasne ekstrakcije iz semena biljne vrste Silybum marianum,
ali nakon dostizanja maksimuma dalji produzetak ekstrakcionog procesa nije imao efekta (Dhobi
et al., 2009).
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Generalno u ovom radu maksimalni prinos ekstraktivnih supstanci postignut je najduzim
trajanjem ekstrakcije (15 min), pri najvecoj mikrotalasnoj snazi (600 W) i umerenoj
koncentraciji etanola (50%) Sto je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima koji potvrduju
pozitivan uticaj snage mikrotalasa i ekstrakcionog vremena na efikasnost ekstrakcije
(Karabegovi¢ et al., 2013; Spigno i De Faveri., 2009). Medutim, vec¢i prinos ekstrakcije ne mora
istovremeno da znaci 1 ve¢i sadrzaj Zeljenih jedinjenja usled moguceg veceg sadrzaja balastnih
substanci (polisaharida, proteina, lipida) koje smanjuju udeo bioaktivnih komponenti u ukupnim
ekstraktivnim materijama (Rani¢ et al., 2014).

4.1.2. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja i flavonoida u dobijenim ekstraktima ploda

aronije

Primenom ekstragensa sa razli¢itim udelom etanola (25, 50 i 75%), primenom razli¢ite
mikrotalasne snage (300, 450 i 600 W) u ekstrakcionom sistemu kao i razli¢itim trajanjem
ekstrakcije od 5, 10 ili 15 minuta ispitivan je uticaj procesnih faktora na ukupan sadrzaj fenolnih
jedinjenja i flavonoida u ekstraktima ploda aronije.

Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja (izrazen kao mg galne kiseline/g suvog ostatka ekstrakta) u
ekstraktima plodova aronije dobijenih pod razli¢itim operativnim uslovima prikazan je na
slikama 4.4; 451 4.6. i u Tabeli PT2 u Prilogu. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja javlja se u
opsegu od 31,6 do 38,8 mg galne kiseline/g suvog ostatka ekstrakta. U cilju lakseg i efikasnijeg
poredenja rezultata dobijenih u ovom radu sa rezultatima objavljenim od strane drugih autora
ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja je preracunat na jedinicu mase svezeg biljnog materijala, kao i
na jedinicu mase suvog ostatka ploda. Rezultati dobijeni u ovom radu, a preracunati na druge
jedinice kretali su se od 373,4 do 458,4 mg galne kiseline/100 g svezeg biljnog materijala ili od
1555,7-1909,8 mg galne kiseline/100 g suvog ostatka.

Ukupni sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova aronije dobijenih pod razli€itim operativnim
uslovima prikazan je na slikama 4.7; 4.8 i 4.9 i u Tabeli PT3 u Prilogu. Uoceno je da se ukupni
sadrzaj flavonoida u analiziranim ekstraktima u zavisnosti od operativnih uslova kretao u opsegu

od 12,9 do 23,2 mg rutina/g suvog ostatka ekstrakta.
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Slika 4.4 Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri
koncentraciji etanola od 25% i razliCitim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog

vremena
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Slika 4.5 Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri
koncentraciji etanola od 50% i razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog

vremena
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Slika 4.6 Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri
koncentraciji etanola od 75% i razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog

vremena
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Slika 4.7 Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri koncentraciji
etanola od 25% i razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena
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Slika 4.8 Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri koncentraciji

etanola od 50% i razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena
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Slika 4.9 Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova aronije dobijenih pri koncentraciji

etanola od 75% i razli¢itim vrednostima mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena
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Dobijeni rezultati potvrduju ve¢ poznato stanoviste da je plod aronije jedan od najbogatijih
biljnih izvora polifenolnih jedinjenja (Denev et al., 2012). U tabeli 4.1 dat je pregled ukupnog
sadrzaja fenola (TPC) i flavonoida (TF) ekstrakata aronije dobijenih razliitim ekstrakcionim
metodama i objavljenih od strane drugih autora, a u cilju porednjenja sa rezultatima dobijenim u
ovom radu. Prinos ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida dobijenih pri razli¢itim uslovima
mikrotalasne ekstrakcije plodova aronije u ovom radu moze se porediti sa rezultatima koje su
objavili Mayer-Miebach i saradnici (2012) i Kahkonen i saradnici (1999), ali je znatno veci u
odnosu na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja objavljenih od strane nekih autora (Ciocoiu et al.,
2013; Cuji¢ et al., 2016; Konié-Risti¢ et al., 2013; Skupien i Oszmianski, 2007). Sadrzaj
flavonoida dobijen u ovom radu je primetno veéi u odnosu na ukupan sadrzaj flavonoida (5,3 mg
RE/g suvog ekstrakta) kultivisane aronije dobijenog ekstrakcijom 70%-tnim etanolom, na
temperaturi od 70°C, tokom troasovnog ekstrahovanja (Hwang et al., 2014).

Razli¢it nivo ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida u ovom i drugim objavljenim radovima moze
se objasniti znacajnim uticajem velikog broja razli¢ith faktora (lokacija i tehnika gajenja biljke,
njen genotip, zrelost biljke, uticaj spoljasnje sredine u vidu prisustva hranljivin materija
uzgojnog zemljista, klimatskih uslova, temperatura, svetlost) na sadrzaj ovih supstanci u biljci jer
uti¢u na fenilpropanoidne metabolicke puteve (Dixon i Paiva, 1995). Takode primenjena tehnika,
uslovi ekstrakcije i uslovi skladiStenja biljnog matrijala i dobijenih ekstrakta imaju veliki uticaj
na prinos ekstrakcije, sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima i njthovu antioksidativnu
aktivnost (Denev et al., 2012). Jakobek i saradnici (2012) su poredili genotip i zrelost biljke
ispitivanjem sadrZaja bioaktivnih jedinjenja tokom dve godine kod cetiri razlicite sorte aronije.
Rezultati su ukazali da je sadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja kod divlje aronije i kultivisanih
sorti “Viking” i “Nero” bio sli¢an (901,2-1080,4 mg/100 g svezeg biljnog materijala prve godini
i 936,1-1205,5 mg/100 g sveZeg biljnog materijala druge godine istraZivanja) dok je kod sorte
“Galicianka® ukupan sadrZaj fenola (856,4 mg/ 100 g svezeg biljnog materijala prve godine i
860,0 mg/100 g svezeg biljnog materijala druge godine istraZivanja) bio nesto nizi. Statisticki
znacajna razlika izmedu sorti "Viking" (najviSi sadrzaj fenolnih jedinjenja) 1 "Galicianka"
(najmanja koli¢ina) uocena je u prvoj godini istrazivanja, dok u drugoj godini nema statisticki

Znacajne razlike u ukupnom sadrzaju fenolnih jedinjenja izmedu sorti.
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Tabela 4.1 Pregled sadrzaja polifenolnih jedinjenja ekstrakta aronije dobijenih razli¢itim

ekstrakcionim metodama

Uslovi ekstrakcije

Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja i
flavonoida u ekstraktima

Referenca

Klasi¢na ekstrakcija

EtOH (80%), 1:25, 85°C,
2h

EtOH (80%), refluks, 2 h

EtOH (zakiseljen sa 1%
HCI), 24 h
EtOH (70%), 1:10, 70°C,
3h
Apsolutni MeOH
(zakiSeljen sa 0.3% HCI)

70% Aceton

Aceton:VVoda:CH3;COOH
(70:29,5:0,5)

MeOH (70%)

MeOH (70%)
Aceton (60%), 1:15,
mesanje, 30 min

EtOH (60%)

EtOH (50-70%), 1:20,
60-90 min

EtOH, 1:21, meSanje, 9h

TPC: 919,7 mg of GAE/g SP
TPC: 1079-2996 mg GAE/100 g SBM

856,4-1250,5 mg GAE/100 g SBM

TPC: 110 mg GAE/g SE
TF: 5,3 mg RE/g SE

TPC: 1713 mg GAE/100 g SP
TPC: 40,01 mg GAE/g SE
TPC: 20,1 mg GAE/g SE

TPC: 23,77 mg GAE/g SBM
TPC: 37,6 mg GAE/g SE
TPC: 15-17,9 mg GAE/g SP

TPC: 1015 mg GAE/100 g SP
27,8 mg GAE/g SE

TPC: 19,64-24,87 mg GAE/g SE

Thi i Hwang, 2016

Wangensteen et
al., 2014
Jakobek et al.,
2012

Hwang et al., 2014

Rugina et al., 2012

Kahkonen et al.,
1999

Wu et al., 2004

Skupien i
Oszmianski, 2007
Hudec et al., 2006
Mayer-Miebach et

al., 2012
Koni¢-Risti¢ et al.,

2013

Cuji¢ et al., 2016

Ciocoiu et al.,
2013

Ultrazvuéna ekstrakcija

EtOH (50%), 1:20, 30.8
kHz, 100 W, 40°C, 15 min.
Voda ili EtOH (25% ili
50%), 1:40, 30.8 kHz, 50 ili
100 W, 45°C, 240 min
EtOH:Voda:HCI (70:29:1),
1:10, 30°C, 2 h
EtOH (50%), 90 min, 50°C
MeOH (zakiseljen sa 3%
mravlje Kiseline), 1h

TPC: 1000 mg GAE/dm?® SE (odnos 1:10) i
600 mg GAE/dm?® SE (odnos 1:20)

TPC: >70 mg GAE/g SP
TPC: 600 mg GAE/g SP

TPC: 122,5 mg GAE/g SP
TPC: 1013,2 mg galne kiseline/100 g SBM

D’Alessandro et
al., 2012

D’Alessandro et
al., 2014
Wang et al., 2016a

Tao et al., 2017
Mikulic-Petkovsek
etal., 2012b

Mikrotalasna ekstrakcija

EtOH (25-75%), 300-600
W, 5-15 min

TPC: 31,6-38,8 mg GAE/g SE
TF: 12,9-23,2 mg RE/g SE

Rezultati ovog
rada

TPC: Ukupni sadrzaj fenola; TF: Ukupni sadrzaj flavonoida, GAE: Ekvivalenata galne Kkiseline;
RE: Ekvivalenata rutina, MeOH — methanol, EtOH — etanol, SE — suvog ekstrakta, SBM — svezi biljni
materijal, SP- suvi ostatak ploda
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4.1.2.1. Uticaj koncentracije etanolnog rastvora

Kako je biljni materijal vrlo kompleksna smesa razli¢itih klasa bioaktivnih jedinjenja izbor
pogodnog rastvaraca primenjenog u ekstrakciji baziran je na hemijskom sastavu i polarnosti
ciljanih ekstraktivnih jedinjenja. Rastvara¢ izabran za primenu u mikrotalasnoj ekstrakciji takode
mora imati mogucénost absorbcije mikrotalasne energije i njene konverzije u toplotnu energiju sto
zavisi od dielektri¢nih svojstava rastvaraca (Zhang et al., 2011).

Za cekstrakciju bioaktivnih jedinjenja sa antioksidativnim svojstvima obi¢no se kao rastvaraci
preporucuju voda, etanol, methanol, aceton, etil-acetat i njihovi vodeni rastvori (Hayat et al.,
2009; Karacabey i Mazza, 2010; Kahkonen et al., 1999; Tabart et al., 2007). Voda predstavlja
jeftin, netoksican i veoma polaran rastvara¢ za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, ali najveéi
nedostatak izbora vode kao rastvaraca pri ekstrakciji je visok sadrzaj primesa i necistoca U
dobijenim ekstraktima koji ometaju identifikaciju i kvantifikaciju ispitivanih bioaktivnih
jedinjenja (Rafiee et al., 2011). Prednost etanola i etanolno vodenih rastvora kao ekstragenasa je
u tome $to obezbeduju umereno polarnu sredinu za ekstrakciju i visok prinos ekstraktivnih
materija.To je razlog §to su ovo vrlo Cesto koris¢eni ekstragensi u proizvodnji farmaceutskih i
prehrambenih proizvoda, posebno zahvaljuju¢i svom niskom nivou toksi¢nosti i minimalnom
uticaju na zdravlje ljudi i zivotnu sredinu (Li et al., 2012; Pérez-Serradilla i Luque de Castro,
2011; Oszmianski i Wojdylo, 2005; Karacabey i Mazza, 2010; Denev et al., 2010). Etanol ima
epitet takozvanog biorastvaraca, jer se moze proizvesti fermentacijom iz razlicitih bioresursa $to
doprinosi ekoloskoj i ekonomskoj prihvatljivosti industrijskog procesa (Radojkovi¢ et al., 2018).
U ovom radu je utvrdeno da nezavisno od primenjene mikrotalasne snage i vremena trajanja
procesa ekstrakcije, najveéi sadrzaj fenola i flavonoida prisutan je u ekstraktima dobijenim
ekstrakcijom 50%-tnim etanolom. Etanol u koncentraciji od 50% je uz primenu snage
mikrotalasa od 600 W i u kombinaciji sa najduzim ekstrakcionim vremenom (15 min) bio
najefikasniji u smislu dobijanja ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem fenolnih jedinjenja od 38,8
mg galne kiseline/g suvog ekstrakta, dok se daljim porastom udela etanola u ekstrakcionom
sistemu (75%) sadrzaj ovih jedinjenja smanjuje za 5,7%. Kori$¢enjem etanola u koncentraciji od
25% (300 W, 5 min) dobijen je najmanji prinos flavonoida i to 12,9 mg rutina/g suvog ekstrakta,
sto je 1,8 puta manje od maksimalnog prinosa dobijenog koris¢enjem etanola u koncentraciji od
50%, pri snazi mikrotalasa od 600 W i 15 min.
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Sadrzaj flavonoida u ekstraktima najpre raste sa povecanjem koncentracije etanola do 50%
nakon Cega je zabelezen opadajuci trend $to se moze objasniti na isti nacin kao i kod uticaja
koncentracije etanola na sadrzaj ukupnih fenola. U radu Gharekhani i saradnika (2012) zapazen
je znacajan porast sadrzaja flavonoida sa povecanjem koncentracije etanola od 10-50% pri
mikrotalasnoj ekstrakciji lis¢a eukaliptusa. Koncentracija etanola od 50% je doprinela
maksimalnom sadrzaju flavonoida dok je dalje povecanje udela etanola izazvalo smanjenje
prinosa ovih jedinjenja u ekstraktu (Gharekhani et al., 2012). Ranija istrazivanja su takode
pokazala da je 50%-tni vodeni rastvor etanola najpogodniji sistem za ultrazvu¢nu ekstrakciju
polifenolnih jedinjenja aronije, kako iz ploda tako i iz ostataka nakon industrijske prerade
(D’Alessandro et al., 2012, 2014). Cacae i Mazza (2003b) su pri ekstrakciji plodova crne ribizle
pokazali da sa porastom koncentracije etanola do 60% raste koli¢ina ukupnih polifenolnih
jedinjenja u ekstraktima, ali zatim opada sa daljim povecanjem koncentracije etanola. Sli¢na
tendencija potvrdena je pri mikrotalasnoj ekstrakciji polifenolnih jedinjenja iz listova batata
(Song et al., 2011), borovnice (Routray i Orsat, 2014), zelenog caja (Pan et al., 2003),
eukaliptusa (Gharekhani et al., 2012), kao i listova biljke Myrtus communis L. (Dahmoune et al.,
2015). Ova pojava moze se objasniti ¢injenicom da u pocetku povecanje koncentracije etanola
dovodi do ubrzanog prodiranja kroz ¢elijske membranebiljnog tkiva, ali sa daljim porastom
etanolne koncentracije polarnost rastvaraca se menja pa se ekstrakcija necistoca i primesa iz
biljnog materijala ubrzava Sto otezava proces difuzije, a javlja se i koagulacija proteina (Li et al.,
2012; Yang et al., 2009). Takode, razli¢ita dielektricna svojstva vode 1 etanola uti€u na
disipacioni faktor njihove smesSe odnosno mogucénost absorbcije mikrotalasne energije, njenu
konverziju u toplotnu energiju i distribuciju toplote u biljnom materijalu (Eskilsson i Bjérklund,
2000).

U radu Radojkovi¢ i saradnika (2018) povecanjem koncentracije etanola do 50% rastao je
sadrzaj polifenola u ekstraktima li¢a crnog duda pa je ova koncentracija etanola izabrana kao
optimalna. Autori su ukazali da obe komponente ekstragensa (voda i etanol) lako prodiru u ¢éelije
biljnog materijala i reaguju sa proteinima vezanim za polifenole, dok vec¢a koncentracija etanola
moze izazvati denaturaciju proteina ¢ime se onemogucéava rastvaranje polifenola. Povecanjem
udela vode polarnost binarne smeSe vode i etanola raste, a kako su i sami fenoli polarna
jedinjenja njihova koncentracija u dobijenim ekstraktima se takode povecava (Radojkovi¢ et al.,

2018). Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima suvih plodova andske borovnice (EsSpinosa et
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al.,2017), ploda masline (Li et al., 2004) i kineske dunje (Teng et al., 2009) dobijenih
mikrotalasnom ekstrakcijom raste do koncentracije etanola u ekstrakcionom sistemu od 40 do
50% nakon Cega dalji rast koncentracije etanola uzrokuje smanjenje prinosa fenolnih jedinjenja.
Optimizacijom uslova mikrotalasne ekstrakcije flavonoida iz grancica biljke ljoskavac (Physalis
alkekengi) utvrdeno je da porast koncentracije etanola uzrokuje povecanje sadrzaja flavonoida u
ekstraktima do maksimuma postignutog pri upotrebi 70%-tnog rastvora. Daljim povecanjem
koncentracije etanolnog rastvora prinos flavonoida znacajno opada (Xue-Gui et al., 2015).
Porastom udela etanola u vodenom rastvoru 80% (v/v) rastao je i prinos flavonolignana silbinina
dok je dalje povecanje koncentracije etanola uslovilo pad ekstrakcionog prinosa ovog jedinjenja

pri mikrotalasnoj ekstrakciji sikavice (Silybum marianum) (Zheng et al., 2009).

4.1.2.2. Uticaj snage mikrotalasa

Rezultati ovog rada ukazuju da ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja raste sa povecanjem
mikrotalasne snage i dostize maksimalnu vrednost (38,8 mg GAE/g suvog ekstrakta) delovanjem
snage mikrotalasa od 600 W (pri koncentraciji etanola od 50%).

Pozitivan uticaj porasta mikrotalasne snage na sadrzaj fenolnih jedinjenjanaden je kod
ekstrakcija polifenola iz suvog ploda andske borovnice (Espinosa et al., 2017), lista masline
(Rafiee et al., 2011), crnog ¢aja (Spigno i De Faveri., 2009) i kore nara (Zheng et al., 2011) gde
je porast mikrotalasne snage i vremena trajanja ekstrakcije povecao efikasnost ekstrakcije
polifenolnih jedinjenja usled prisustva vece koli¢ine elektromagnetne energije koja se prenosi
ekstrakcionom sitstemu (Xiao et al., 2008). Sli¢an rezultat objavili su i Michel i saradnici (2011)
za izolovanje polifenola iz bobica pasjeg trna primenom mikrotalasne ekstrakcije bez prisustva
rastvaraca Sto je takode u saglasnosti sa zakljuccima ovog rada.

Medutim, u ekstraktima listova manga i ostataka prerade jabuka uoceno je da se sa porastom
snage mikrotalasa smanjuje koncentracija fenolnih jedinjenja, $to je objasnjeno najverovatnijom
degradacijomovih jedinjenja pod dejstvom mikrotalasa vece snage (Rezaei et al., 2013; Zou et
al., 2013). Razlog ovakvog neslaganja moze se objasniti i razlikama u stabilnosti i svojstvima
fenolnih jedinjenja koja poticu iz razlicitih tipova biljnog materijala.

U ovom radu nadeno je da porast vrednosti mikrotalasne snage pozitivho utice na prinos

flavonoida u smislu povecanja nezavisno od vrednosti koncentracije etanola i ekstrakcionog
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vremena. Efekat promene snage od 300 na 600 WnajizraZeniji je pri kra¢em vremenu izlaganja
mikrotalasima (5 min, 25% EtOH) gde je zabelezen porast sadrzaja flavonoida u dobijenim
ekstraktima od 41,9%, uticaj porasta snage mikrotalasa se dalje smanjuje sa produzetkom
ekstrakcionog vremena. Neznatno smanjenje koncentracije flavonoida povecanjem mikrotalasne
snage od 450 do 600 W zabelezeno je pri trajanju ekstrakcije od 10 i 15 min, kada je koris¢en
75%-tni etanolni rastvor.

Ista zapazanje, da se porastom mikrotalasne snage i vremena trajanja ekstrakcionog procesa
podsti¢e povecanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima objavljena su za
mikrotalasnu ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz kljuka jabuke (Bai et al., 2010), ploda lovor
vi$nje (Karabegovic¢ et al., 2013), listova biljne vrste Diospyros kaki L. (Liu et al., 2012) i biljne
vrste Buddleia officinalis L. (Pan et al., 2010). Medutim, u radu Périno-Issartier i saradnika
(2011) povecanje mikrotalasne snage (500-900 W) uticalo je na smanjenje udela fenolnih
jedinjenja u ekstraktima tropa bobica pasjeg trna (Hippophae rhamnoides), dok su Xue-Gui i
saradnici (2015), slicno zapazanjima iz ovog rada, pokazali da porast mikrotalasne snage u
opsegu od 80-440 W doprinosi porastu sadrzaja flavonoida u ekstraktima grancica ljoskavca.
Medutim, nalazi ovih autora ukazuju da dalji porast vrednosti ovog procesnog faktora dovodi do
smanjenja sadrzaja flavonoida. Ovakve razlike u uticaju promene snage mikrotalasa objasnjavaju
se razli¢itim polifenolnim profilom ekstrahovanih biljnih vrsta, odnosno razli¢itom otpornoscéu

prisutnih polifenolnih jedinjenja na dejstvo mikrotalasa i visoke temperature.

4.1.2.3. Uticaj ekstrakcionog vremena

Rezultati ovog rada ukazuju da se produzetkom vremena ekstrakcije sadrzaj fenolnih jedinjenja u
ekstraktima dobijem pri istim uslovima povecava. Porast ekstrakcionog vremena od 5 na 15
minuta, generalno i u proseku, rezultira pove¢anjem sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima za
dol10%, pri ¢emu je uticaj produzetka vremena ekstrakcije veéi pri ve¢im koncentracijama
etanola u ekstrakcionom sistemu. Ovo je u saglasnosti sa ranije publikovanim rezultatima.
Sadrzaj ukupnih fenola rastao je sa povecanjem vremena mikrotalasne ekstrakcije lis¢a
eukaliptusa i dostigao najveéu vrednost nakon ekstrakcionog vremena od 15 min (Gharekhani et
al.,, 2012). Ekstrakciono vreme predstavljalo je najuticajniji faktor pri ekstrakciji fenolnih

jedinjenja iz bobica pasjeg trna mikrotalasnom ekstrakcijom bez prisustva rastvaraca, u smislu da
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je povecanjem vrednosti ovog faktora rastao i sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktu (Michel et
al., 2011). Povecanjem ekstrakcionog vremena u opsegu od 5-15 min ispitivan je uticaj ovog
faktora na prinos fenolnonih jedinjenja u ekstraktima suvog ploda andske borovnice, pri ¢emu je
utvrdeno da se sadrzaj pracenih jedinjenja povecava do 11,8 min nakon ¢ega se smanjuje
(Espinosa et al., 2017) Sto nije u saglasnosti sa zapazanjima iz ovog rada. Takode,
mikrotalasnom ekstrakcijom fenolnih jedinjenja iz lis¢a zelenog Caja ustanovljeno je da njihov
sadrzaj u ekstraktima raste sa povecanjem ekstrakcionog vremena (do 4 min), ali dalji
produzetak vremena dovodi do smanjenja sadrzaja fenola (Pan et al., 2003). Ekstrakcije
bioaktivnih jedinjenja iz opne kikirikija (Yu et al., 2008), fenola iz crnog ¢aja (Spigno i De
Faveri., 2009), flavonoida iz korena biljne vrste Astragalus mongolicus (Xiao et al., 2008)
realizovane primenom mikrotalasa razliCite snage rezultovale su slicnim zapazanjima uz
zakljucak da predugo izlaganje biljnog materijala dejstvu mikrotalalasa moze dovesti do
termalne degradacije ciljanih jedinjenja.

Takode, u ovom radu, uoceno je da poveCanjem ekstrakcionog vremena raste i sadrzaj
flavonoida u ekstraktima dobijenim pod istim uslovima. Uticaj promene vremena od 5 na 15
minuta veéi je kod manjih snaga mikrotalasa (za oko 50%), dok je kod vecih snaga mikrotalasa
(450 i 600 W) isti produzetak trajanja ekstrakcije doveo do porasta sadrzaja flavonoida od oko
20%. Maksimalan prinos flavonoida dobijen je primenom najvece snage mikrotalasa (600 W) i
najduzeg ekstrakcionog vremena 15 min (50% etanol) koji je ¢ak 1,78 puta veci u odnosu na
prinos ostvaren tokom delovanja mikrotalasa snage 300 W tokom 5 min (50% etanola).
Zapazanjene slicno onom iz ovog rada proisteklo je pri mikrotalasnoj ekstrakciji flavonoida iz
lis¢a eukaliptusa gde je takode dokazano da prinos flavonoida raste sa produzetkom vremena
ekstrakcije i maksimalni prinos zabelezen je nakon 15 minuta (Gharekhani et al., 2012), dok
nakon 12 min mikrotalasne ekstrakcije, sadrzaj flavonoida u ekstraktima grancica ljoskavca
pocinje neznatno da se smanjuje (Xue-Gui et al., 2015). Pri mikrotalasnoj ekstrakciji biljke
Buddleia officinalis L. povecanje vremena trajanja ekstrakcije uzrokovalo je rast sadrzaja
flavnoida u etanolnim ekstraktima i to do dvadesetpetog minuta, a nakon tog vremena sadrzaj
flavnoida lagano pocinje da opada (Pan et al., 2010). Ovi rezultati objasnjavaju se potpunijim
iscrpljivanjem fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala tokom duzeg kontakta sa rastvaracem.

Znacajan produzetak vremena ekstrakcije moZe se negativno odraziti na sadrzaj bioaktivnih
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jedinjenja koja su podlozna degradaciji, ali ima 1 negativan uticaj na ekonomic¢nost procesa

ekstrakcije.

4.1.3. Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata ploda aronije

Antioksidativna aktivnost (AOA) ekstrakata dobijenih iz ploda aronije ekstrakcijom etanolnim
rastvorom razli¢itih koncentracija (25, 50 i 75%), upotrebom razli¢ite mikrotalasne snage (300,
450 1 600 W) 1 razli¢itim vremenom trajanja ekstrakcije (5, 10 i 15 minuta) odredena je
koris¢enjem DPPH i FRAP testa. Procenat neutralisanja DPPH radikala izrazen je pomocu
vrednosti ECso koja predstavlja koncentraciju ekstrakta potrebnu za neutralizaciju 50% DPPH
radikala (Villafo et al., 2007). Recipro¢na vrednost ECso predstavlja antiradikalsku efikasnost
Anage pri cemu je veca vrednost Aae pokazatelj vece antioksidativne aktivnosti (Maisuthisakul et
al., 2007). Na slikama 4.10-4.12. predstavljen je uticaj ekstrakcionih parametra na AOA
ekstrakata ploda aronije odredenu primenom DPPH metode, dok slike 4.13-4.15 predstavljaju
prikaz uticaja ekstrakcionih parametara na AOA ekstrakata aronije odredenu primenom FRAP

metode. Vrednosti AOA ekstrakata ploda aronije date su u Tabeli PT4 u Prilogu.
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Slika 4.10 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom DPPH metode (ECso) pri koncentraciji etanola od 25%
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Slika 4.11 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom DPPH metode (ECso) pri koncentraciji etanola od 50%
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Slika 4.12 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom DPPH metode (ECso) pri koncentraciji etanola od 75%
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Slika 4.13 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom FRAP metode pri koncentraciji etanola od 25%

Koncentracija etanola 50%

H 300 W
mA50 W
= 600W

Antioksidativna aktivnost odredena FRAP
testom (umol Fe?*/mg)

5 10 15

Ekstrakciono vreme (min)

Slika 4.14 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom FRAP metode pri koncentraciji etanola od 50%
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H 300 W
mA50 W
= 600W

Antioksidativna aktivnost odredena FRAP
testom (pmol Fe?*/mg)
(=)}
|

5 10 15

Ekstrakciono vreme (min)

Slika 4.15 Uticaj ekstrakcionih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata aronije
odredenu primenom FRAP metode pri koncentraciji etanola od 75%

Prilikom odredivanja antioksidativne aktivnosti obi¢no se preporucuje koriS¢enje vise od jedne
metode zbog limitiranosti i slabe selektivnosti rutinskih spektrofotometrijskih metoda (Jakobek
et al., 2012). Razli¢ite metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti pri ispitivanju istog
uzorka mogu u nekim slu¢ajevima dati kontradiktorne rezultate kao posledicu razlike u principu
delovanja ovih metoda (nacin detekcije zavr$ne tacke, vreme trajanja reakcije, vrsta koriS¢enog
radikala). Ponekad i metode koje su bazirane na istom principu mogu pokazati razli¢ite rezultate
za isti uzorak (ometaju¢i faktor za dobijanje realnih vrednosti u metodama zasnovanim na
promeni boje je prisustvo obojenih jedinjenja u uzorku koji se ispituje) (Arnao, 2000).

Dobijeni rezultati ukazuju na visoku vrednost AOA ekstrakata ploda aronije, koji se nalaze u
opsegu od 45,6 mg/cm? do 27,73 mg/cm?® (ECso) odnosno od 0,0219 cm®mg do 0,0361 cm®/mg
(Aag). Rezultati dobijeni ispitivanjem FRAP metodom nalaze se u intervalu od 8,92 pmol
Fe*?/mg suvog ostatka ekstrakta do13,61 pmol Fe™?/mg suvog ostatka ekstrakta. Slika 4.16
ilustruje Cinjenicu da su rezultati dobijeni DPPH testom u relativno dobroj Kkorelaciji sa
rezultatima dobijenim FRAP testom (vrednost koeficijenta korelacije R? = 0,822).
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Slika 4.16 Korelacija rezultata dobijenih DPPH i FRAP testom

Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju nesto vecu AOA ekstrakata ploda aronije od onih
dobijenih u slucaju ekstrakcije ploda aronije metanolnim rastvorom zakiseljenim sa 3% mravlje
kiseline (1:4 w/v) na temperaturi od 4°C u toku 24 sata gde je DPPH metodom dobijen rezultat:
0.004-0.012 mg/cm? (Espin et al., 2000). Etanolni ekstrakt ploda aronije (50% etanol) dobijen
ekstrakcijom po Soxhlet-u pokazao je visoku AOA, ECs0=25,0+5,0 pg/mL (Braunlich et al.,
2013), dok su Wangensteen i saradnici (2014) ispitivanjemAOA 80% etanolnih ekstrakta
(ekstrakcija sa refluksom, 2 h) kultivisanih sorti aronije ‘Moskva’, ‘Hugin’, ‘Nero’ i Aronia
prunifoliadobili ECso vrednosti u iznosu od 35,7+1,5; 16,2+0,4; 35,5+1,4; 21,2+0,7 pg/cm?,
respektivno. Nadeno je da je proseéna ECso vrednost sorte A. melanocarpa Elliott (crna aronija)
1,8 mg (vrednost je definisana kao broj mg svezeg biljnog materijala potrebnog za 50%
smanjenja pocetne koncentracije DPPH e radikala) (Benvenuti et al., 2004). Jakobek i saradnici
(2014) su u periodu od dve godine ispitivali AOA ekstrakata plodova aronije sorte “Nero”,
“Viking”, “Galicianka” i divlje aronije pri ¢emu je najve¢u AOA pokazao etanolni ekstrakt divlje
aronije (0,54 i 1,06 g ploda aronije/g DPPH prve i druge godine ispitivanja respektivno), a
najmanju, sorte “Galicianka” (2,53 i 1,66 g ploda aronije/g DPPH). Ovaj tim autora konstatovao

je razliku AOA ne samo kada je u pitanju ispitivanje razlicitih varijeteta aronije, ve¢ i razli¢itih
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godina ubiranja (Jakobek et al., 2012). Istrazivanja Hwangi saradnika (2014) pokazala su da je
kapacitet inhibicije DPPH radikala (%), pri koncentracijama ekstrakta crne aronije od 10, 50 i
500 pg/ml iznosio 31,1%, 37,0% i 72,7%, respektivno.Voda, aceton i heksan kao ekstragensi
rezultirali su razli¢itim vrednostima AOA ploda aronije analizirane DPPH metodom: 87,2+3,1;
3,55+0,2; 1,19+0,05 uM trolox ekvivalent/g, i analizirane FRAP metpdom: 57,4+2,3; 2,84+0,1;
0,89+0,04 uM trolox ekvivalent/g suvog ostatka i to za vodeni, ekstrakt sa acetonom i ekstrakt sa
heksanom, respektivno (Arancibia-Avila et al., 2012).

ZakiSeljeni rastvor metanola upotrebljen je kao ekstragens pri ispitivanju AOA ekstrakta ploda
Aronia melanocarpa, a nadene vrednosti viSe razli¢itih uzoraka izrazene u % inhibicije DPPH
radikala iznosile su od 23,1-46,4%, odnosno 43,8-77,0 mmpl Fe?*/mg suve mase odredene
FRAP metodom (Szopa et al., 2017). FRAP test ekstrakata ploda aronije (varijeteti Viking i
Aron) uz zakiseljeni (0,3% HCI) apsolutni methanol kao ekstragens, pokazali su vrednosti od

185 do 206,2 umol Fe?*/g svezeg biljnog materijala (Rugina et al., 2012).

4.1.3.1. Uticaj koncentracije etanola

Etanol je jedan od naje$ce korisCenih rastvarata za ekstrakciju supstanci sa izrazenom
antioksidativnom aktivnoS¢u, medutim Cisti organski rastvara¢i ne mogu se primeniti kao
ekstragensi veoma polarnih fenolnih kiselina (benzeova, cimetna kiselina) pa se u tom slucaju
uglavnom ekstrakcija vr$i njihovim vodenim rastvorima razli¢itih koncentracija (Dai i Mumper,
2010).

U odnosu na dobijene DPPH i FRAP vrednosti ekstrakata ploda aronije u ovom radu moze se
zakljuciti da sa porastom koncentracije etanola (od 25% do 50%) raste i AOA, dok dalje
povecanje koncentracije etanola do 75% prouzrokuje smanjenje AOA. Ova pojava je posledica
promene polarnosti rastvaraca, $to vodi koagulaciji proteina ¢ime se povecava otpor difuziji
polifenolnih komponenti koje su nosioci AOA (Li et al., 2012). Najmanje efikasan ekstragens
komponenti koje ispoljavaju antioksidativno dejstvo bio je rastvor sa najveCom primenjenom
koncentracijom etanola (75%). Pove¢anjem koncentracije etanola u ekstrakcionom sistemu sa 25
na 75% (15 min, 450 W), AOA dobijenih ekstrakata se smanjila za 25,8% (DPPH test) i 9,8%
(FRAP test). Razlika u AOA ekstrakata dobijenih primenom razlicitih rastvaraca, ili kao u ovom

sluc¢aju razli¢itog udela etanola u ekstrakcionom sistemu, objasnjava se razli¢itom efikasnoScu
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ovih rastvarac¢a u rastvaranju i ekstrahovanju komponenti koje su nosioci AOA. Promenom udela
organskog rastvara¢a u odnosu na vodu menja se polarnost ove binarne smese Sto ima efekat ne
samo na kvantitet ekstrahovanih fenolnih jedinjenja ve¢ i na vrstu ekstrahovanih fenola pa
samim tim i na antioksidativni potencijal (Karacabey i Mazza, 2010). Naime, u mnogim
istarzivanjima dokazana je korelacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativne
aktivnosti ekstrakata ispitivanog biljnog materijala (Sharma et al., 2008; Karacabey i Mazza,
2010; Périno-Issartier et al., 2011; Wen et al., 2015; Duan et al., 2015; Thi i Hwang, 2016) sto
ukazije da antioksidativna aktivnost ekstrakta uglavnom potice od prisutnih fenolnih jedinjenja.
Pri mikrotalasnoj ekstrakciji goji (godzi) bobica ve¢aAOA (odredena ABTS testom) je dobijena
kod ekstrakata dobijenih ekstrakcijom pri ve¢im koncentracijama metanola, dok je bolja AOA
(odredena ORAC testom) nadena za ekstrakte dobijene sa manjim koncentracijama metanola.
Slaba korelacija rezultata ovih dveju koris¢enih metoda objasnjena je razli¢itim mehanizmom i
kinetikom reakcija na kojima se zasnivaju metode oderdivanja prisutnih antioksidanata (Mendes
etal., 2016).

Prisustvo vode u ekstrakcionom sistemu za mikrotalasnu ekstrakciju poboljsava penetraciju
rastvaraca u biljni matriks i povecava efekat zagrevanja, a samim tim i efikasnost ekstrakcije.
Wen i saradnici (2015) ispitivali su uticaj koncentracije etanolnog rastvora na antioksidativnu
aktivnost ekstrakata ploda kupine dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom. Povecanje
koncentracije etanolnog rastvora (0-100%) uzrokovalo je rast AOA (odredivanu ABTS i DPPH
testom) i to do koncentracije etanola u ekstrakcionom sistemu od 60%. Pri ovoj vrednosti
koncentracije etanola antioksidativna aktivnost ekstrakta dostigla je maksimum, te je pri daljem
povecanju koncentracije etanolnog rastvora, AOA opadala i to rapidno nakon dostizanja

vrednosti koncentracije rastvora etanola od 80% (Wen et al., 2015).

4.1.3.2. Uticaj snage mikrotalasa

Rezultati za AOA analiziranih extricate generalno ukazuju na rast AOA pri povecéenju
mikrotalasne snage i vremena trajanja ekstrakcije. Maksimalnu AOA pokazao je ekstrakt dobijen
ekstrakcijom pri mikrotalasnoj snazi od 600 W u toku 15 minuta i pri koncentraciji etanola od
50%, 27,73 mg/cm*(ECso), odnosno od 0,0219 cm®mg (Aag) i 13,61 pmol Fe*?/mg suvog

ostatka ekstrakta-FRAP metoda. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se angazovanjem vecée
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snage mikrotalasa i produzetkom procesa intezivira zagrevanje sistema, deSava obimnije
osStecenje celijskih zidova biljnog materijala i oslobadanje ekstraktivnih substanci (Ahmad 1
Langrish, 2012).

Povecanjem snage mikrotalasa, nezavisno od ostalih procesnih parametara, u svim slucajevima
zapazen je rast AOA dobijenih ekstrakata aronije. Poveéanje ovog procesnog parametra od 300
na 600 W izazvao je proseCan rast AOA od oko 24, odnosno 36% pri petominutnim
ekstrakcijama, respektivno. Desetominutnom ekstrakcijom 50%-tnim etanolom i mikrotalasnom
snagom od 600 W dobijen je ekstrakt sa 30% vecom AOA u odnosu na ekstrakt dobijen pod
istim uslovima ali angaZzovanjem snage od 300W. Porast mikrotalasne snage petnaestominutnih
ekstrakcija (25% i 75% etanolni rastvor) izazvao je najpre rast a zatim pad AOA (odredene
DPPH testom).

Wen i saradnici (2015) su utvrdili da maksimalnu AOA (odredenu ABTS i DPPH metodom)
pokazuju ekstrakti kupine dobijeni pri mikrotalasnoj snazi od 400 W, dok je dalji rast snage
mikrotalasa negativno uticao na AOA ekstrakata. Poveéanje snage mikrotalasa od 40 do 80 W
prilikom mikrotalasne ekstrakcije ploda kineske dunje izazvalo je porast AOA dobijenih
ekstrakta, ali je dalje povecanje mikrotalasne snage (do 160 W) uticalo na smanjenje AOA §to
autori objasnjavaju destrukcijom termolabilnih ciljanih komponenti ekstrakta koje su nosioci
AOA (Teng et al., 2015).

Variranje angazovane mikrotalasne snage uti¢e na promenu temperature ekstrakcionog sistema
(povecéanjem snage mikrotalasa raste temperatura ekstrakcione smese) Sto uzrokuje razliku u
profilu fenolnih jedinjenja u ekstraktima dobijenim pod razli¢itim uslovima, pa samim tim i u

njihovoj antioksidativnoj aktivnosti (Karacabey i Mazza, 2010).

4.1.3.3. Uticaj ekstrakcionog vremena

Produzetak ekstrakcionog vremena ispoljava pozitivan efekat u smislu povecanja AOA dobijenih
ekstrakta. Najizrazeniji efekat na AOA ekstrakata sa produzetkom vremena ekstrakcije uocen je
pri ekstrakciji 50%-tnim rastvorom etanola. U proseku, kori§¢enjem ovog ekstrakcionog sistema
I porastom ekstrakcionog vremena od 5-15 min, uoceno je povecanje AOA ekstrakta odredene
DPPH i FRAP testom za 39,4% i 17,2%, respektivno.
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Generalno, ve¢u AOA ispoljili su ekstrakti dobijeni ekstrakcijom pod dejstvom mikrotalasa vece
snage i duzim vremenom ekstrakcije, ali je uticaj mikrotalasne snage bio izrazeniji za manje
vreme trajanja ekstrakcije. Sli¢ne rezultate publikovali su Li i saradnici (2012) za mikrotalasnu
ekstrakciju fenola iz paradajza. Autori ovu pojavu objasnjavaju c¢injenicom da promena
angazovane mikrotalasne snage uti¢e na promenu temperature ekstrakcionog sistema u smislu
njenog povecanja. Pri ekstrakciji uz angaZovanje manje mikrotalasne snage povecanje
temperature ekstrakcionog sistema je sporije, manja je brzina prenosa mase ekstraktivnih
materija u rastvor, tako da je neophodno duze vreme za ekstrakciju ciljanih jedinjenja. Na visim
temperaturama, odnosno angazovanjem vece mikrotalasne snage, proces rastvaranja fenolnih
jedinjenja dostize dinamicku ravnotezu za krace vreme tako da u ovom slu€aju produzetak
ekstrakcionog vremena ima manje izrazen uticaj na proces (Li et al., 2012). Medutim,
produzenje ekstrakcionog vremena pri angazovanju veée snage mikrotalasa moze dovesti do
termi¢ke razgradnje fenolnih jedinjenja, pa je preporuka nekih autora da je ekstrakcija
antioksidativnih fenola efikasnija pri viSim vrednostima mikrotalasne snage i za krace
ekstrakciono vreme (Chen et al., 2007; Li et al., 2012).

Pri mikrotalasnoj ekstrakciji goji (godzi) bobica metanolom AOA odredena ORAC metodom
bila je veca kod ekstrakata dobijenih pri duzem ekstrakcionom vremenu (Mendes et al., 2016).
Razmatranjem uticaja vremena mikrotalasne ekstrakcije na antioksidativnu aktivnost ekstrakta
kupine bavili su se Wen 1 saradnici (2015) 1 utvrdili da je AOA (odredena ABTS i DPPH
metodom) rasla sa povecanjem ekstrakcionog vremena do 3 min nakon ¢ega je produZenje
trajanja ekstrakcije do 9 min izazvalo smanjenje AOA ekstrakata. Medutim, ekstrakciono vreme
(5-15 min) nije znacajno uticalo na antioksidativnu aktivnost ekstrakata ploda kineske jagode
(Myrica rubra) u smislu da duzim trajanjem mikrotalasne ekstrakcije nije postignuto povecanje

antioksidativne aktivnosti ekstrakata odredene DPPH metodom (Duan et al. 2015).
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4.2. Optimizacija operativnih uslova mikrotalasne ekstrakcije primenom metode
odzivnih povrSina i metode veStacke neuronske mreZe

U postupku dobijanja bioaktivnih komponenti iz biljnih materijala, a u cilju ostvarivanja $to
kompjuterskih softvera koji omogucéavaju da se kroz relativno mali broj eksperimenata dobije

veliki broj korisnih informacija.

4.2.1. Modelovanje i optimizacija procesa mikrotalasne ekstrakcije primenom metode

odzivnih povrsina

U cilju matematickog modelovanja, odredivanja uticaja medusobne interakcije procesnih
parametara mikrotalasne ekstrakcije i optimalnih uslova ekstrakcionog procesa primenjena je
metoda odzivnih povrsina.

Uticaj tri nezavisna parametra mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije varirana na tri nivoa:
koncentracija etanola (X1, 25, 50 i 75%), mikrotalasna snaga (X2, 300, 450 i 600 W) i
ekstrakciono vreme (X3, 5, 10 i 15 min) na na prinos ekstraktivnih supstanci, ukupan sadrzaj
fenolnih jedinjenja, ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativnu aktivnost ekstrakata odredenu
DPPH i FRAP metodom je statisti¢ki analiziran pomoc¢u kompjuterskog softvera Design Expert.

U Tabeli 4.2 dat je pregled potpunog faktorijelnog eksperimentalnog plana sa eksperimentalno

dobijenim vrednostima za sve pracene odzivne veli¢ine.
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Tabela 4.2 Matrica punog faktornog eksperimentalnog plana sa vrednostima svih prac¢enih
odzivnih veli¢ina

Nekodirane vrednosti

Odzivne veli¢ine

s faktora
3] < — Prinos Ukupni . L
g oy ;Z'\ g 8 ekstraktivnih  sadrzaj fl UkUpr.](lj. Ant'Ok_S'datlvna
o fs <3 S supstanci,  fenola, ' avenoldi aktivnost
X =% 8% €  QgES/100g mggalne ru'dn:1%/
S S5 E3 2 svezeg  kiseline/g g EC |
0 gs & o biljnog suvog oy - /cf?r’ﬁ Fser/(rJn
® S > materijala  ekstrakta ekstrakta . :
1 50 450 10 16,9 36,80 20,25 38,56 12,02
2 50 300 10 14,9 35,93 18,53 39,96 12,10
3 50 450 5 16,6 34,94 18,01 40,25 11,41
4 75 450 10 15,8 34,06 19,94 38,98 11,08
5 25 300 5 10,7 31,64 12,85 45,66 8,92
6 50 600 15 20,3 38,85 23,25 27,73 13,61
7 25 450 15 16,3 35,70 20,11 32,49 12,42
8 75 300 15 17,7 36,07 19,56 39,22 11,52
9 50 450 10 19,4 36,47 17,67 34,65 12,68
10 75 600 5 16,9 34,58 15,61 45,62 11,52
11 25 600 10 16,0 32,35 18,67 34,57 12,52
12 50 450 10 15,9 36,08 19,78 32,10 12,15
13 50 300 15 18,1 36,80 19,12 32,82 13,11
14 75 600 10 17,0 34,23 19,81 40,35 12,20
15 25 450 5 13,9 33,15 15,67 39,85 11,33
16 25 300 10 14,5 34,32 17,89 41,37 10,81
17 75 450 15 18,4 36,67 20,31 34,82 11,55
18 25 600 15 17,2 33,40 21,09 33,80 12,78
19 50 450 10 15,4 37,30 20,09 32,36 11,87
20 50 600 5 14,3 37,16 19,75 38,54 11,61
21 50 450 10 14,9 37,12 20,57 34,68 12,40
22 75 300 5 11,1 34,63 15,37 49,39 8,47
23 75 300 10 15,8 35,23 17,50 44,15 10,49
24 75 600 15 18,4 36,72 20,17 36,15 12,39
25 25 600 5 15,1 33,31 18,30 38,87 11,35
26 75 450 5 14,9 33,75 17,50 48,66 10,48
27 50 300 5 11,6 35,48 14,98 44,53 9,34
28 50 450 15 18,0 37,57 21,46 30,25 13,47
29 50 450 10 17,7 36,98 22,03 33,30 12,06
30 25 300 15 16,2 34,95 19,92 36,69 11,77
31 50 600 10 17,2 38,25 21,84 30,80 12,81
32 50 450 10 18,1 36,70 19,38 30,88 12,43
33 25 450 10 15,8 34,95 18,17 35,21 11,97
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4.2.1.1. Modelovanje i optimizacija operativnih uslova u cilju postizanja maksimalnog
prinosa ekstraktivnih supstanci

Primenom RSM anliziran je uticaj tri nezavisna procesna parametra ekstrakcije na prinos
ekstraktivnih supstanci ploda aronije dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom. Eksperimentalno
dobijene vrednosti prinosa ekstraktivnih supstanci (zavisno promenljiva tj. odziv) prikazane su u
tabeli 4.2. RSM modelom predvidene vrednosti odziva i eksperimentalno dobijene vrednosti
odziva prikazane su uporedno u Prilogu (Tabela PT5).

Primenom viSestruke nelinearne regresione analize eksperimentalnih podataka dobijena je
kvadratna polinomna jednacina kojom se opisuje uticaj nezavisno promenljivih na prinos

ekstraktivnih supstanci:
YpriN0s=16,94+0,57X1+1,21X>+1,97X3+0,067X1X2+0,13X1 X3

-0,75X2X3-0,81X12-0,59X»%-0,14X3? (4.1)

Rezultati analize varijanse (ANOVA) za predlozeni model, kao i parametri koji opisuju
adekvatnost predlozenog matematickog modela: koeficijent determinacije R? prilagodeni
koeficijent determinacije Adj R?, F-vrednosti (dobijene Figerovim testom), p-vrednosti prikazani
su u Tabeli 4.3.

Visoka vrednost F parametra sa veoma niskom verovatno¢om greske (p<0,0001) potvrduje da je
predloZeni model statisti¢ki znacajan. Kriterijum prihvatljivosti modela je zadovoljen kada je
R?>0,8 (Joglekar i May, 1987). Vrednost koeficijenta determinacije R>=0,9013 sugerise da je
model adekvatan 1 da se 90,13% varijacija vrednosti odziva moze objasniti modelom.
Istovremeno, vrednosti zakoeficijente AdjR?=0,8409 i Predicted R?=0,7788 imaju relativno
visoke i dobro medusobno uskladene vrednosti. Pozeljno je da ovi koeficijenti imaju vrednost
veéu od 0,75 sto govori o dobroj uklopljenosti eksperimentalnih podataka u kvadratnu
polinomnu jednacinu, kao i da se njihove vrednosti medusobno ne razlikuju za vise od 0,2 (Alao
i Konneh, 2009). Model je prihvatljiv ukoliko je koeficijent varijacije CV manji od 10% i u tom
slucaju razlike izmedu eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti odziva su
male (Zhang et al., 2014). Koeficijent varijacije ovog modela (CV=7,11%) ukazuje da je

predlozeni model pouzdan i reproduktivan.
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Tabela 4.3 Analiza varijanse modela za predvidanje prinosa ekstraktivnih supstanci

Faktor/interakcija Suma Broj stepeni
F-vrednost p-vrednost®
faktora kvadrata slobode
Model 119,84 9 1021 <0,0001
Xi1-Koncentracija 5,89
etanola 1 4,52 0,0461
X2-Mikrotalasna 26,40
snaga 1 20,25 0,0002
X3-Vreme 70,01 1 53,71 < 0,0001
XXz 0,053 1 0,04 0,8417
XiXs 0.21 1 0,16 0,6901
XaXs 6,75 1 5,18 0,0340
2
X1 4,66 1 3,57 0,0733
2
X2 2,49 1 101 0,1820
2
X3 0.14 1 0,11 0,7455
Ostatak 26,07 20
Odstupanje od
2,49 17 1,30 0,0584
modela
Greska 0,58 3 0,190
CV=711% R?=0,9013 Adj R?=0,8409 Predicted R?=0,7788

4p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije zna¢ajno

Procena znacajnosti procesnih parametra i njihovih medusobnih interakcija proverena je kroz p-
vrednosti, pri ¢emu vrednosti manje od 0,05 ukazuju na statistcku znacajnost. Svi razmatrani
faktori bili su statisti¢ki znacajni, kao i interakcija mikrotalasne snage i vremena ekstrakcije.
Najznacajniji faktor, sa najmanjom p i najve¢om F vrednoscu, je vreme.

U cilju dobijanja jednostavnijeg modela, ¢lanovi koji nisu statisticki znac¢ajni mogu se izostaviti

iz polinomne jednacine, tako da pojednostavljena jednac¢ina modela ima oblik:

YPriNOS=16,94+0,57X1+1,21X2+1,97X3-0,75X2X3 (4.2)
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Apsolutna vrednost koeficijenta nekog od ¢lana polinoma direktno ukazuje na veli¢inu uticaja
tog ¢lana na odziv, dok pozitivan ili negativan predznak koeficijenta govori o vrsti tog uticaja
(Xu et al., 2017). Naime, §to je vrednost koeficijenta ¢lana polinoma veca to je i njegov uticaj na
odziv ve¢i, dok pozitivan predznak koeficijenta oznacava da se porastom vrednosti nezavisno
promenljive tj. faktora, povecava i vrednost odziva. Mikrotalasna snaga ima veci uticaj na
povecanje koli¢ine prinosa ekstraktivnih supstanci od koncentracije etanola, $to je potvrdeno i
vrednostima koeficijenata ovih faktora u regresionoj jednacini.

Regresiona jednacdina, odnosno funkcija odziva (Ciji je geometrijska interpretacija odzivna
povrSina) graficki je predstavljena trodimenzionalnim prikazom odzivne povrSine i1 kao
dvodimenzionalna konturna povrsina (koris¢enjem statistickog softvera Design-Expert). Na ovaj
nacin izvrSena je vizuelizacija relacija izmedu odziva i svake nezavisno promenljive (faktora).
Ovakav prisup omogucava odredivanje vrednosti nezavisisno promenljivih na kojima ¢e zavisno
promenljiva imati maksimalni odziv (Karabegovi¢ et al., 2014). Uticaj ekstrakcionih parametara
(koncentracije etanola, mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena) na prinos ekstraktivnih
supstanci ploda aronije prikazan je na slici 4.17.

Analizom slike 4.17 moze se zakljuciti da nezavisno od mikrotalasne snage i koncentracije
etanola prinos ekstraktivnih supstanci znacajano raste sa porastom ekstrakcionog vremena od 5-
15 min. Sa druge strane, nezavisno od ekstrakcionog vremena, povecanje koncentacije etanola i
mikrotalasne snage takode pozitivno utic¢e na prinos ekstraktivnih supstanci. Porast mikrotalasne
snage ima izraZeniji uticaj na ekstrakcioni prinos pri najmanjoj vrednosti ekstrakcionog vremena
(5 min). Porastom koncentracije etanola u ekstrakcionom sistemu do oko 60% povecava se i
prinos ekstraktivnih supstanci, nakon toga daljim porastom udela etanola u ekstrakcionom
sistemu prinos ekstraktivnih supstanci se smanjuje. Ovaj efekat je izrazeniji pri duzem

ekstrakcionom vremenu.
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Slika 4.17 Odzivna povrsina i kontur dijagram za prinos ekstraktivnih supstanci ploda aronije u
funkciji koncentracije etanola i snage mikrotalasa u trajanju od 5 min (a, b), 10 min (c, d) i 15

minuta (e, f)
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Numerickom optimizacijom pomocu programa Design Expert predloZeni su optimalni uslovi
mikrotalasne ekstrakcije ekstraktivnih materija iz ploda aronije: mikrotalasna snaga od 525 W,
koncentacija etanola od 62,5% i vreme trajanja ekstakcije od 15 min. Koris¢enjem predlozenog
modela izracunato je da se pri navedenim uslovima moze ostvariti maksimalni prinos
ekstraktivnih supstanci od 19,02 g/100 g svezeg biljnog materijala, dok je u laboratorijskim
eksperimentima (pet uzastopnih nezavisnih ponavljanja) za iste uslove dobijen prinos

ekstraktivnih materija od 19,3 = 0,6 g/100 g svezeg biljnog materijala.

4.2.1.2. Modelovanje i optimizacija operativnih uslova u cilju postizanja maksimalnog

ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i flavonoida

Analiza uticaja nezavisno promenljivih i1 njihovih interakcija na ukupan sadrzaj fenolnih
jedinjenja i ukupan sadrzaj flavonoida realizovana je primenom metode odzivnih povrsina. U
Tabeli 4.2 dat je pregled potpunog faktorijelnog eksperimentalnog plana sa vrednostima pra¢enih
nezavisnih parametra ekstrakcije: koncentracija etanola (X1, 25, 50 i 75%), mikrotalasna snaga
(X2, 300, 450 i 600 W) i ekstrakciono vreme (X3, 5, 10 i 15 min) i eksperimentalno dobijenim
vrednostima za odzivne veli¢ine (ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i ukupan sadrZaj
flavonoida). Modelom predvidene vrednosti i eksperimentalno dobijene vrednosti ukupnog
sadrzaja fenolnih jedinjenja i ukupnog sadrzaja flavonoida (zavisno promenljiva tj. odziva)
prikazane su u Prilogu u tabeli PT5

Primenom viSestruke nelinearne regresione analize eksperimentalnih podataka dobijene su
odgovarajuce jednacine odziva za matematicko opisivanje promene ukupnog sadraja fenolnih
jedinjenja (jednacina 4.3) i ukupnog sadrzaja flavonoida (4.4) u ekstraktima ploda aronije

dobijenih pod dejstvom mikrotalasa.

Y1pc=36,75+0,68X1+0,21 X2+ X3+0,12X1 X2+
0,047X1X3-0,18X2X3-2,41X12-0,05X224+0,20X32 (4.3

Y1rc=20,13+0,17X1+1,26X2+2,05X3-0,35X 1 X2-
0,23X1X3-0,38X2X3-1,30X12-0,34X22-0,54 X3° (4.4)
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Sumirani rezultati analize varijanse (ANOVA) za predlozene kvadratne modele dati su u
tabelama 4.4.14.5.

Tabela 4.4 Analiza varijanse modela za predvidanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja

Faktor/interakcija Suma Broj stepeni
faktora kvadrata slobode Frvrednost prvrednost®
Model 72,48 9 9,79 <0,0001
X1-Koncentracija
etanola 8,20 1 9,98 0,0049
Xo-Mikrotalasna
snaga 0,80 1 0,97 0,3356
Xs-Vreme 18,14 1 22,05 0,0001
X1X2 0,18 1 0,22 0,6477
X1 X3 0,03 1 0,03 0,8605
X2X3 0,38 1 0,47 0,5028
X4 41,65 1 50,64 < 0,0001
X2? 0,02 1 0,02 0,8847
X3? 0,27 1 0,33 0,5700
Ostatak 16,45 20
Odstupanje od
Hodela 5,54 17 3,02 0,1971
Greska 0,91 3 0,30
CV =2,56% R? = 10,8650 Adj R?=0,8118 Predicted R? = 0,7424

4p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije zna¢ajno

Predlozeni modeli za oba odziva su statisti¢ki veoma znacajni (p<0,0001) $to je potvrdeno i
relativno visokim F-vrednostima. Relativno visoke vrednosti koeficijenta determinacije R?
(R*>0,8650) i prilagodenih koeficijenata detrminacije Adj R? (Adj R>>0,8045) za oba modela
ukazuju na adekvatnost predlozenih modela za oba ispitivana odziva i ukazuju na relativno dobro
fitovanje eksperimentalnih podataka predlozenim modelima. Adekvatna reproduktibilnost i
pouzdanost modela potvrdena je i niskim vrednostima koeficijenta varijacije, kao i statisticki
neznacajnim vrednostima za odstupanje od modela (Lack of Fit test) koji poredi rezidualnu

greSku sa eksperimentalnom.
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Tabela 4.5 Analiza varijanse modela za predvidanje ukupnog sadrzaja flavonoida

Faktor/interakcija Suma Broj stepeni
F-vrednost p-vrednost®
faktora kvadrata slobode
Model 131,93 9 12,45 < 0,0001
Xi1-Koncentracija
0,53 1 0,45 0,5081
etanola
Xo-Mikrotalasna .
snaga 28,80 24,46 <0,0001
Xs-Vreme 75,85 1 64,40 < 0,0001
X1X2 1,50 1 1,27 0,2721
X1X3 0,63 1 0,53 0,4742
X2X3 1,73 1 1,46 0,2396
X1? 12,29 1 10,43 0,0040
X2? 0,83 1 0,71 0,4093
X3 2,08 1 1,77 0,1977
Ostatak 24.73 20
Odstupanje od
7,58 17 1,03 0,8103
modela
Greska 7,16 3 1,79
CV =573% R?=0,8821 Adj R?=0,8045 Predicted R? =0,6910

4p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno

Znacajnost pojedinih faktora, njihovih kvadrata i interakcija ocenjeni su na osnovu F i p-
vrednosti. Ove vrednosti za model predloZen za opisivanje ukupnog sadrZzaja fenolnih jedinjenja
ukazuju da su koncentracija etanola, ekstrakciono vreme i kvadrat koncentracije etanola
statisticki znacajni, dok je u slucaju modela predlozenog za opisivanje ukupnog sadrzaja
flavonoida umesto koncentracije etanola statisticku znacajnost pokazala mikrotalasna snaga.
Ostali analizirani procesni parametari nemaju statisticki znacaj (p>0,05). Statisticki najznacajniji
faktor je kvadrat koncentracije etanola, odnosno vreme ekstrakcije za model predlozen za
opisivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i flavonoida, respektivno. Faktori, njihovi

kvadrati 1 medusobne interakcije koje nemaju statisticku znacajnost mogu se zanemariti $to
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rezultira predlaganjem uproSéenih regresionih jednadina za predvidanje vrednosti ispitivanih
odziva. Jednacine 4.5 i 4.6 predstavljaju upro$¢ene matematicke modele predlozene za
predvidanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i ukupnog sadrzaja flavonoida u ekstraktima

ploda aronije dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom, respektivno:

Y1pc=36,75+0,68X1+X3-2,41 X2 (4.5)
Y1rc=20,13+1,26X2+2,05X3-1,30X1° (4.6)

Slike 4.18 i 4.19 predstavljaju odzivne povrsine i kontur dijagrame promene sadrzaja ukupnih
fenolnih jedinjenja i flavonoida u funkciji koncentracije etanola u ekstragensu i snage
mikrotalasa, dok je vreme ekstrakcije odrzavano konstantnim (5, 10 1 15 minuta).

Analizom slika 4.18 i 4.19 moze se konstatovati da porastom koncentracije etanola od 25% na
50% raste i ukupni sadrzaj fenola i flavonoida u ispitivanim ekstraktima. Sadrzaj fenola smanjuje
se daljim poveéanjem koncentracije etanola u ekstragensu, dok je ovakav trend manje izrazen u
slucaju sadrzaja flavonoida. Uz istovremeni rast mikrotalasne snage, povecanje koncentracije
etanola od 25 do 50% ima pozitivan uticaj na prinos fenola, ali se porastom udela etanola
znacajno smanjuje dielektricna konstanta ekstragensa tako da, iako snaga mikrotalasa raste,
kapacitet absorbcije mikrotalasne energije se smanjuje. Naime ukupna toplotna energija preneta
sa ekstragensa na uzorak biljnog materijala se smanjuje jer sam ekstragens povec¢anjem udela
etanola ima manju mogucnost absorbcije mikrotalasne energije (Mendes et al., 2016). Slika 4.18
ilustruje relativno mali uticaj rasta mikrotalasne snage na prinos fenolnih jedinjenja. Umereni
uticaj angazovane mikrotalasne snage na ukupni sadrzaj fenola u saglasnosti je sa rezultatima
koje su dobili Ahmad i Langrish pri mikrotalasnoj ekstrakciji ukupnih fenolnih kiselina iz kore
ploda mandarine (Ahmad i Langrish, 2012) ili sa rezultatima Zhang i saradnika dobijenim
mikrotalasnom ekstrakcijom ukupnih izoflavonoida iz korena biljke Radix puerariae (Zhang et
al., 2014). Xie i saradnici (2014) su pokazali da je uticaj angazovane mikrotalasne snage mali u
slu¢aju ekstrakcije dejstvom mikrotalasa alkaloida iz korena biljke Stephania sinica cesto
koris¢ene u kineskoj tradicionalnoj medicini. Dok se sa slike 4.19 moze videti da je pozitivan
uticaj mikrotalasne snage na sadrzaj flavonoida najizrazeniji pri umerenim koncentracijama
etanola u ekstrakcionom sistemu (oko 50%). Takode, vreme kao procesni parametar ima izrazen

pozitivan uticaj na sadrzaj flavonoida u ekstraktima ploda aronije.
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Slika 4.18 Odzivna povrsina i kontur dijagram za ukupni sadrzaj fenola u ekstraktima polda
aronije u funkciji koncentracije etanola, snage mikrotalasa i u trajanju od 5 min (a, b), 10 min (c,
d) i 15 minuta (e, f)
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Slika 4.19 Odzivna povrSina i kontur dijagram za ukupni sadrZaj flavonoida u ekstraktima polda

aronije u funkciji koncentracije etanola, snage mikrotalasa i u trajanju od 5 min (a, b), 10 min (c,
d) i 15 minuta (e, f)
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Prema predlozenim modelima, optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije koji daju
ckstrakt sa maksimalnim sadrzajem fenolnih jedinjenja su: koncentracija etanola 52,5%,
mikrotalasna snaga 525 W i vreme trajanja ekstrakcije 15 min. Pri ovim ekstrakcionim uslovima
postize se sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima od 38,01 mg galne kiseline/g suvog
ekstrakta. Maksimalna vrednost ukupnog sadrzaja flavonoida predvidena modelom od 22,15 mg
rutina/g suvog ekstrakta dobija se primenom etanolnog rastvora koncentracije 47,5%,
mikrotalasne snage od 600 W i ekstrakcionog vremena od 15 min.

Eksperimentalno dobijene vrednosti (pet uzastopnih nezavisnih ponavljanja) ukupnog sadrzaja
fenolnih jedinjenja i flavonoida pri predloZzenim optimalnim uslovima bile su 37,6 mg galne
kiseline/g suvog ekstrakta 23,5 mg rutina/g suvog ekstrakta, respektivno. Dobrbo slaganje
izraCunatih 1 eksperimentalno dobijenih vrednostijo§ jedna je od potvrda adekvatnosti

predlozenih modela.

4.2.1.3. Modelovanje i optimizacija operativnih uslova u cilju postizanja maksimalne
antioksidativne aktivnosti ekstrakata

U cilju procene individualnog i kombinovanog uticaja tri nezavisna procesna parametra,
koncentracije etanola (X1, 25, 50 i 75%), mikrotalasne snage (X2, 300, 450 i 600 W) i
ekstrakcionog vremena (X3, 5, 10 i 15 min), na AOA dobijenih ekstrakata ploda aronije, kao i
modelovanja i optimizacije procesa mikrotalasne ekstrakcije primenjena je metoda odzivnih
povrsina. U Tabeli 4.2 date su nekodirane vrednosti nezavisnih procesnih parametara, kao i
eksperimentale vrednosti odzivnih veli¢ina, odnosno AOA dobijenih ekstrakata odredenih
pomo¢u DPPH i FRAP testa. Modelom predvidene vrednosti i eksperimentalno dobijene
vrednosti AOA odredene DPPH i FRAP testom prikazane su uporedno u Prilogu u tabeli PT5.
Jednacina odziva 4.7 za antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH testom (YpppH) i jednacina
odziva 4.8 za antioksidativnu aktivnost odredenu FRAP testom (Yrrar) dobijene su regresionom
analizom eksperimentalnih podataka:
YprrH=33,72+2,16 X1-2,63X2-4,86X3+0,49X1X>-1,01X1X3+0,46 X2 X3+

+4,31X1%+1,71X2%+0,90X35° 4.7
Yrrar=12,36-0,23X1+0,79X2+1,01X3+0,04X1X2-0,032X1X3-0,45X2X3-
-0,79X12-0,17X2%-0,21X5? (4.8)
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Znacajnost modela odredena je analizom varijanse (ANOVA). Rezultati analize varijanse za
modelovanje antioksidativne aktivnosti odredene DPPH metodom predstavljeni su Tabelom 4.6,
dok su rezultati analize varijanse za modelovanje antioksidativne aktivnosti odredene FRAP

metodom predstavljeni Tabelom 4.7.

Tabela 4.6 Analiza varijanse za modelovanje antioksidativne aktivnosti odredene DPPH testom

Faktor/interakcija Suma Broj stepeni
F-vrednost p-vrednost®
faktora kvadrata slobode
Model 888,74 9 33,88 < 0,0001
Xi1-Koncentracija
83,76 28,74 <0,0001
etanola 1
Xo-Mikrotalasna
snaga 124,61 1 42,75 <0,0001
Xs-Vreme 424,38 1 145,59 < 0,0001
X1X2 2.84 1 0,98 0,3347
X1X3 12,16 1 4,17 0,0539
X2X3 2,52 1 0,86 0,3630
X1 13518 1 46,37 < 0,0001
X2? 21.22 1 7,28 0,0135
X3 5,83 1 2,00 0,1720
Ostatak 61,21 20
Odstupanje od
6,61 17 2,74 0,7016
modela
Greska 4,61 3 3,65
CV =4,55% R2=0,9356 Adj R?=0,9079 Predicted R = 0,8487

4p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno
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Tabela 4.7 Analiza varijanse za modelovanje antioksidativne aktivnosti odredene FRAP testom

Faktor/interakcija Suma Broj stepeni
F-vrednost p-vrednost®
faktora kvadrata slobode
Model 40,31 9 25,94 <0,0001
Xi1-Koncentracija
0,97 5,59 0,0277
etanola 1
Xo-Mikrotalasna
snaga 11,30 1 65,41 <0,0001
Xs-Vreme 18,38 1 106,44 <0,0001
X1X2 0,02 1 0,11 0,7421
X1Xs 0,01 1 0,07 0,7944
X2Xs 2,40 1 13,91 0,0012
X1? 4,57 1 26,47 <0,0001
X2? 0,21 1 1,19 0,2872
Xs? 0,33 1 1,92 0,1809
Ostatak 3,63 20
Odstupanje od
3,20 17 0,19 0,3100
modela
Greska 0,43 3 0,11
CV =3,55% R2=0,9175 Adj R?=0,8821 Predicted R? =0,7929

8p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno

Znacajnost i1 adekvatnost modela potvrdena je na osnovu F i p-vrednosti (p<0,0001). Visoke
vrednosti koeficijenta determinacije (R?>>0,9175) i prilagodenog koeficijenata detrminacije
(AdjR?>0,8821) ukazuju na adekvatnost predlozenih modela za oba ispitivana odziva i ukazuju
na relativno dobro fitovanje modela sa eksperimentalnim podacima. Predvideni koeficijent
determinacije zadovoljava grani¢nu vrednost (Predicted R?>0,80) u sludaju AOA odredene
DPPH testom (Predicted R?=0,8487) dok je u sluéaju AOA odredene FRAP testom vrednost
ovog Kkoeficijenta neznatno manja (Predicted R?=0,7929) ali je ispunjen uslov da je razlika Adj
R? i Predicted R? vrednosti manja od 0,2. Koeficijent varijacije (CV<4,55%) i statisticki

neznacajne vrednosti Lack of Fit testa takode potvrduju pouzdanost i reproduktivnost modela.
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Ocena znacajnosti uticaja procesnih faktora potvrdena je upotrebom p-vrednosti (manje p-
vrednosti predstavljaju veéu znacajnost odgovarajuceg koeficijenta). Kada su u pitanju obe
odzivne veliCine, analiza varijanse ukazuje na znacajnost sva tri procesna faktora, odnosno
njihovih linearnih koeficijenata. Veoma znacajni su kvadratni efekti koncentracije etanola i
mikrotalasne snage kod oba predlozena modela, kao i efekat interakcije mikrotalasne snage i
ekstrakcionog vremena u slucaju modela koji opisuje AOA odredenu FRAP testom.

Ako se zanemare faktori, njihovi kvadrati i interakcije koje nemaju statisticku vaznost, proizilaze

uprosc¢ene finalne regresione jednacine:

Y oppH=33,72+2,16 X1-2,63X2-4,86X3+4,31X12+1,71X,? (4.9)

Yerap=12,36-0,23X1+0,79X,+1,01X3-0,45X,X3-0,79X1 (4.10)

Na slikama 4.20 i 4.21 prikazane su 3D odzivne povrsine i kontur dijagrami uticaja parametara
procesa ekstrakcije na AOA ekstrakata odredenu DPPH i FRAP testom.

Na osnovu slika moZe se konstatovati da se pove¢anjem koncentracije etanola od 25% do 50%
povecava 1 AOA ekstrakata dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom ploda aronije. Medutim,
daljim rastom koncentracije etanola AOA ckstrakata se smanjuje bez obzira na nacin njenog
odredivanja. Ovakav efekat izrazeniji je kod AOA odredene DPPH testom zbog veceg
negativnog uticaja kvadratnog koeficijenta etanolne koncentracije. Ekstrakti koji ispoljavaju
vecu antioksidativnu aktivnost dobijaju se 1 pove¢anjem mikrotalasne snage i vremena trajanja
ekstrakcije, a najvece vrednosti oba odziva dobijene su angazovanjem maksimalne mikrotalasne
snage (600 W). Maksimalne vrednosti AOA za oba odziva postignuti su angazovanjem
mikrotalasne snage od 600 W, pri koncentraciji etanola od 50% i za vreme trajanja ekstrakcije od

15 min.

131



Mikrotalasna snaga, W
S
3
|

1= /j |

e *\/uﬁm Lag.737]

i 375 375 i o
Mikrotalasna snaga, W \/ Koncentracija etanolaa,ooAa

300 25 ‘ !
2 375

.50 62.5
Koncentracija etanola, %

g

38.1878

600

d)

525 —

ECSO! mg/Cma

S
@
S

38.1878

Mikrotalasna snaga, W

375

Mikrotalasna snaga, WM Koncentracija etanolas,oc‘,%

300 25 I
25 375 6 75

50 2.5
Koncentracija etanola, %

600
> f)

525 |
=
©
j2]
©
c
[
T 450
[2]
©
g [ )
e
X
=

375 |

m 36.2358
. = . 2358
Mikrotalasna snaga, W *'° s %75 Koncentracija etanola, ‘ ‘
5 |
25 375 5 75

50 62.5
Koncentracija etanola, %

Slika 4.20 Odzivna povrsina i kontur dijagram za antioksidativnu aktivnost ekstrakta odredenu
DPPH testom kao funkcija koncentracije etanola, snage mikrotalasa i u trajanju od 5 min (a,
b),10 min (c, d) i 15 minuta (e, f)
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Slika 4.21 Odzivna povrsina i kontur dijagram za antioksidativnu aktivnost odredenu FRAP
testom kao funkcija koncentracije etanola, snage mikrotalasa i u trajanju od 5 min (a, b),10 min
(c, d) i 15 minuta (e, )
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PredloZeni modeli predvidaju da se maksimalna vrednost AOA ekstrakta ploda aronije od 29,18
mg/cm® (DPPH), odnosno 13,28 pmol Fe?*/mg (FRAP) moZze posti¢i koris¢enjem iste
koncentracije etanolnog rastvora (47,5%) i trajanja ekstrakcije od 15 minuta. Optimalna vrednost
mikrotalasne snage za dobijanje ekstrakta ploda aronije sa maksimalnom AOA odredenu DPPH i
FRAP testom bila je 550 i 600 W, respektivno.

U pet uzastupnih nezavisnih ponavljanja pri predloZzenim optimalnim uslovima dobijene su
eksperimentalne vrednosti AOA koris¢enjem DPPH i FRAP testova, 28,27 mg/cm?, odnosno
14,19 pmol Fe?*/mg, respektivno. Dobro slaganje ovih vrednosti sa predvidenim, dodatno

potvrduju adekvatnost predlozenih modela.

4.2.1.4. Multikriterijumska optimizacija mikrotalasne ekstrakcije primenom funkcije

poZeljnosti

U cilju racionalizacije, smanjenja troSkova i komercijalizacije procesa mikrotalasne ekstrakcije
ploda aronije izvrSena je multikriterijumska optimizacija procesnih parametara ekstrakcije
primenom ciljeva i kriterijuma prikazanih u tabeli 4.8. Optimalnim uslovima obelezeni su oni
kojima se istovremeno dobijaju maksimalne vrednosti svih prac¢enih odzivnih veli¢ina (prinosa
ekstraktivnih supstanci, ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja, ukupnog sadrzaja flavonoida,
antioksidativne aktivnost ekstrakta odredene DPPH i FRAP metodom). Potrebu za ovakvim
vidom optimizacije namece Cinjenica da vrlo Cesto u sistemima koji zavise od velikog broja
faktora predlozeni optimalni uslovi za jednu pra¢enu odzivnu veli¢inu sistema nisu ujedno
optimalni i za druge. Uvodenjem kriterijuma vece ekonomicnosti procesa definiSu se uslovi
oznaceni kao ekonomski uslovi, koji ¢e istovremeno sa maksimiziranjem vrednosti svih praéenih
odzivnih veli¢ina ispuniti uslolv da se pri tome minimizira potro$nja energije, etanola i skrati

vreme trajanja procesa.
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Tabela 4.8 Kriterijumi i ciljevi multikriterijumske optimizacije mikrotalasne ekstrakcije ploda
aronije

Kriterijum
Faktor/odziv :]\R/Zol r\1/|1/§; Znacajnost Optimalni _ Ekonomski
uslovi? usloviP
Koncentracija etanola, % 25 75 3 U opsegu Min
Mikrotalasna snaga, W 300 600 3 U opsegu Min
Vreme, min 5 15 3 U opsegu Min

Prinos ekstraktivnih
supstanci, g/100 svezeg 10,7 20,3 Max Max
biljnog materijala

Ukupni sadrzaj fenolnih
jedinjenja, mg galne

kiseline/g suvog ostatka 3164 388 3 Max Max
ekstakta

Ukupni sadrzaj flavonoida,

mg rutina/g suvog ostatka 12,85 23,25 Max Max
ekstrakta

ECso, mg/cm?® 27,73 49,39 Min Min
FRAP vrednost, umol 8.47 13,61 Max Max

Fe?*/mg

Multikriterijumska optimizacija mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije bazirana je na funkciji
pozeljnosti i izvedena je pomocu programskog paketa Design Expert. U Tabeli 4.9 date su
predloZene vrednosti procesnih parametara za optimalne i ekonomske uslove, kao 1 predvidene
vrednosti svih pracenih odzivnih veli¢ina (prinos ekstraktivnih supstanci, ukupni sadrzaj fenolnih
jedinjenja i flavonoida, antioksidativna aktivnost ekstrakta odredena DPPH i FRAP metodom)

dobijenih pri oba seta ekstrakcionih uslova.
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Tabela 4.9 Vrednosti procesnih parametara za optimalne i ekonomske uslove i predvidene
vrednosti svih prac¢enih odzivnih veli¢ina

Vrednost procesnog Vrednosti ispitivanih odziva

parametra

© g 'g"ig’ < "gh e 2
o < o = o o N C = = =S (@)} N
N s < £3 o S£X 2 T o 2 S
Set uslova o 2% SE ,SSE% SE3S E2g&1 SE 2L
= Sg L4 2825t §8xL ¥ 038 e TR
Ll 2o = L =XT5 pE —=—me ® =85 1093 D Q
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< =5 e ® SN £ Scw O 53 O € g8

@ X L5 0 S£Es2 N 2 @ S

S = w = v & 2 X023 55 < <3

? "8E” SE

Optimalni 50,84  556,5 15 18,83 37,97 22,09 29,13 1331 0,897
Ekonomski 43,03 417,15 11,24 16,95 36,59 20,18 33,03 12,45 10,6365

Mikrotalasnom ekstrakcijom ploda aronije bi pri predlozenim ekonomskim uslovima, a u odnosu
na vrednosti dobijene za optimalne uslove, prinos ekstraktivnih materija bio manji za 10%,
ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i flavonoida za 3,6%, odnosno 8,6%, dok bi antioksidativna
aktivnost dobijenog ekstrakta bila manja 13,4% ili 6,5% ako je odredena DPPH ili FRAP testom.
Medutim, primenom ekonomskih uslova pri mikrotalasnoj ekstrakciji ploda aronije ekstrakt sa
neSto manjim sadrZajem bioaktivnih komponenti bio bi dobijen uz potroSnju etanola manju za
oko 15% 1 ustedu u koli€ini energije 1 vremena za ¢ak 25%. Na ovaj nacin cena kosStanja finalnog

proizvoda, odnosno ekstrakta bila bi znatno smanjena.

4.2.2. Optimizacija operativnih uslova u cilju postizanja maksimalne vrednosti odzivnih
veli¢ina koriS¢enjem metode veStacke neuronske mreZe sa genetickim alogoritmom

Procena zavisnosti odzivnih veli¢ina (prinosa ekstaktivnih supstanci, ukupnog sadrzaja fenolnih
jedinjenja, ukupnog sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP
testom) u funkciji nezavisno promenljivih tj. ekstrakcionih parametara (koncentracije etanola,
mikrotalasne snage i ekstrakcionog vremena) realizovano je primenom vestacke neuronske
mreze (eng. Artificial Neural Network-ANN) sa Levenberg—Marquardt (LM) algoritmom.

Obucavanje odnosno treniranje ANN ostvaruje se slu¢ajnim izborom 70% od pocetnog skupa
podataka, a determinisanje teZinskih parametara realizuje se nizom iteracija (epoha) neophodnih

da bi se ostvarila minimalna srednja kvadratna greska MSE (engl. mean squared error) izmedu
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eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti odzivnih veli¢ina. Tokom testiranja
ANN upotrebljeno je jo§ 15% od pocetnog skupa podataka, dok je tokom validacije t;.
potvrdivanja vrSena provera ANN kori§¢enjem ostalih 15% podataka.

Ekstakcioni parametri (koncentracija etanola, snaga mikrotalasa i vreme trajanja ekstrakcije)
predstavljaju tri neurona i oznaceni su kao ulazni sloj neurona, dok izlazni sloj od pet neurona
predstavljaju ispitivani odzivi (prinos ekstaktivnih supstanci, ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja,
ukupni sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP testom).
Odredivanje broja neurona u skrivenom sloju obavljeno je heruistickim postupkom, testiranjem
neurona sa ciljem dobijanja minimalne srednje kvadratne greske MSE. Na slici 4.22
predstavljeno je heuristicko odredivanje optimalnog broja neurona skrivenog sloja. Sa slike se
vidi zavisnost MSE u funkciji broja neurona skrivenog sloja, odnosno da se vrednosti MSE
smanjuju sa porastom broja neurona do vrednosti 8, a onda pocinju rapidno da se povecavaju.
Minimalne MSE vrednosti za obuku (51,1), testiranje (180,3) i validaciju (84,6) ANN dobijene
su za 8 neurona u skrivenom sloju. Zato je za korelaciju izmedu ispitivanih odzivnih veli¢ina i
procesnih varijabila primenjena vestacka neuronska mreza sa 3-8-5 topologijom.

Dobra saglasnost predvidenih 1 eksperimentalno dobijenih vrednosti, reproduktivnost,
pouzdanost i ta¢nost modela potvrdeni su visokim vrednostima koeficijenta detrminacije
(R?=0,910) i niskim vrednostima srednjeg relativnog procenta devijacije (srednje relativno
procentno odstupanje) MRPD (engl. mean relative percent deviation) koja iznosi £6,2 za prinos
ekstaktivnih supstanci, +2,4 za ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja, £8,6 za ukupni sadrzaj
flavonoida, £9,2 za AOA odredena DPPH testom i £1,2 za AOA odredena FRAP testom. Na
osnovu relativno malih 1 prihvatljivih vrednosti MRPD, model se moZe smatrati pouzdanim u
okviru odredenih nivoa i opsega ekstrakcionih parametara. Uporedni prikaz eksperimentalno
dobijenih vrednosti, kao i vrednosti odzivnih veli¢ina predvidenih ANN metodom date su u
tabeli 4.10.

4.2.2.1. I1zbor optimalnih uslova u cilju dobijanja ekstrakata sa maksimalnim vrednostima
odzivnih veli¢ina kori§¢enjem metode veStacke neuronske mreze

Optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije dobijeni su kombinovanjem genetickog
algoritma sa istreniranom 1 validinom ANN. VesStacka neuronska mreza nelinearno povezuje

odzive i ekstrakcione parametre dajuci objektivnu funkciju ¢iji se maksimum odreduje.
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Slika 4.22 Heuristicko odredivanje optimalnog broja neurona skrivenog sloja

(o - obucavanje, A — testiranje, O - potvrdivanje)

Broj neurona u nevidljivom sloju

Metodom osetljivosti optimizovani su slede¢i geneticki parametri: veli¢ina populacije, broj

generacija, brzina ukrStanja i verovatno¢a mutacije. Populacija predstavlja niz hromozoma

(reSenja dobijena binarnim nizom koja safinjavaju GA), a svaki od njih dobija odredenu vrednost

podobnosti (fitnesa). Zadovoljenje fitnes funkcije je smer u kojem se odvija evolucija populacije.

Promenom operatora GA generiSe novu populaciju u svakoj generaciji. Principom selekcije,

¢lanovi populacije koji pokazuju adekvatnije zadovoljenje fitnes funkcije poseduju vecu

verovatnocu opstanka, a samim tim i uc¢e$¢a u predstoje¢im ukrStanjima. Veci broj generacija

generiSe populaciju sa boljim zadovoljenjem fitnes funkcije odnosno posle vise generacija, GA

konvergira ka najboljem hromozomu odnosno, optimalnom resenju ¢ije je nalazenje u isto vreme

ograni¢eno nivoima i opsegom ekstrakcionih parametara determinisanim dizajnom eksperimenta.
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Tabela 4.10 Prikaz eksperimentalnih vrednosti pracenih odzivnih veli¢ina i vrednosti odziva predvidenih ANN metodom

Broj Konc. Snaga Vreme Prinos ES, TPC, mg GAE/g TFC, DPPH FRAP,
eksperi  EtOH, mikrotalasa, min ' 0/100 g SBM. mg RE/g SE ECso, mg/cm? umol Fe?*/mg
menta % W EXP PRE EXP PRE EXP PRE EXP PRE EXP PRE

1 50 450 10 16,9 16,94 36,80 36,75 20,25 20,13 38,56 33,72 12,02 12,38
2 50 300 10 14,9 15,73 35,93 36,75 18,53 18,87 39,96 38,06 12,10 11,59
3 50 450 5 16,6 14,97 34,94 35,75 18,01 18,08 40,25 38,58 11,41 11,37
4 75 450 10 15,8 17,51 34,06 35,02 19,94 18,83 38,98 40,19 11,08 11,36
5 25 300 5 10,7 12,44 31,64 32,66 12,85 15,52 45,66 45,07 8,92 9,57
6 50 600 15 20,3 19,37 38,85 37,75 23,25 23,44 27,73 27,94 13,61 13,73
7 25 450 15 16,3 18,34 35,70 34,66 20,11 20,88 32,49 31,01 12,42 12,83
8 75 300 15 17,7 19,02 36,07 36,02 19,56 19,62 39,22 39,67 11,52 12,03
9 50 450 10 19,4 16,94 36,47 36,75 17,67 20,13 34,65 33,72 12,68 12,38
10 75 600 5 16,9 17,50 34,58 34,02 15,61 18,04 45,62 44,13 11,52 11,59
11 25 600 10 16,0 17,58 32,35 33,66 18,67 20,09 34,57 34,95 12,52 12,61
12 50 450 10 15,9 16,94 36,08 36,75 19,78 20,13 32,10 33,72 12,15 12,38
13 50 300 15 18,1 18,45 36,80 37,75 19,12 20,92 32,82 33,20 13,11 13,05
14 75 600 10 17,0 18,72 34,23 35,02 19,81 20,09 40,35 39,27 12,20 12,15
15 25 450 5 13,9 14,40 33,15 32,66 15,67 16,78 39,85 40,73 11,33 10,81
16 25 300 10 14,5 15,16 34,32 33,66 17,89 17,57 41,37 40,21 10,81 11,03
17 75 450 15 18,4 19,48 36,67 36,02 20,31 20,88 34,82 35,33 11,55 12,37
18 25 600 15 17,2 18,80 33,40 34,66 21,09 22,14 33,80 30,09 12,78 13,17
19 50 450 10 15,4 16,94 37,30 36,75 20,09 20,13 32,36 33,72 11,87 12,38
20 50 600 5 14,3 16,93 37,16 35,75 19,75 19,34 38,54 37,66 11,61 12,61
21 50 450 10 14,9 16,94 37,12 36,75 20,57 20,13 34,68 33,72 12,40 12,38
22 75 300 5 111 13,58 34,63 34,02 15,37 15,52 49,39 49,39 8,47 9,11
23 75 300 10 15,8 16,30 35,23 35,02 17,5 17,57 44,15 44,53 10,49 10,57
24 75 600 15 18,4 19,94 36,72 36,02 20,17 22,14 36,15 34,41 12,39 12,71
25 25 600 5 15,1 16,36 33,31 32,66 18,3 18,04 38,87 39,81 11,35 12,05
26 75 450 5 14,9 15,54 33,75 34,02 17,5 16,78 48,66 45,05 10,48 10,35
27 50 300 5 11,6 13,01 35,48 35,75 14,98 16,82 44,53 42,92 9,34 10,13
28 50 450 15 18,0 18,91 37,57 37,75 21,46 22,18 30,25 28,86 13,47 13,39
29 50 450 10 17,7 16,94 36,98 36,75 22,03 20,13 33,30 33,72 12,06 12,38
30 25 300 15 16,2 17,88 34,95 34,66 19,92 19,62 36,69 35,35 11,77 12,49
31 50 600 10 17,2 18,15 38,25 36,75 21,84 21,39 30,80 32,80 12,81 13,17
32 50 450 10 18,1 16,94 36,70 36,75 19,38 20,13 30,88 33,72 12,43 12,38
33 25 450 10 15,8 16,37 34,95 33,66 18,17 18,83 35,21 35,87 11,97 11,82

TPC - Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, TFC - Ukupan sadrzaj flavonoida, SBM - svezeg biljnog materijala, EXP-Eksperimentalno dobijene vrednosti

odziva; PRE-Predvidene vrednosti odziva; SE-Suvog ekstrakta,
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GA realizuje optimizaciju preko ponavljanja do konvergencije koja vodi postizanju optimalne
odnosno maksimalne vrednosti prinosa ekstaktivnih supstanci, ukupnog sadrzaja fenolnih
jedinjenja, ukupnog sadrzaj flavonoida, AOA odredena DPPH testom i AOA odredena FRAP
testom. Koncentracija etanola, mikrotalasna snagu i ekstrakciono vreme su ulazne prmenljive za
GA. Nasumicno, genetickim algoritmom izabrani Clanovi aktuelne populacije predstavljaju
“roditelje” koji generiSu “decu” sledeCe generacije (primenom ukrStanja, mutacije, selekcije).
Prema izracunatim vrednostima fitnes funkcija od strane GA, vrSena je selekcija najboljih
reSenja kroz ponavljanje do konvergencije i provera kriterijum za zaustavljanje GA. Kriterijum
za zaustavljanje je minimalna vrednost MFSE (srednje fitnes funkcije aktuelne populacije). Rad
GA se zustavlja, a dobijeno reSenje je optimalno u situaciji kada je postignut navedeni kriterijum.
Parametri GA kao S$to su veli¢ina populacije, broj generacija, stopa prelaza i verovatnoca
mutacije najpre su optimizovani analizom osetljivosti (Rajendra et al., 2009) tako da su njihove
vrednosti iznosile: 20, 50, 0,8 i 0,01, respektivno. Usledilo je odredivanje optimalne kombinacije
procesnih varijabila, odnosno koncentracija etanola, mikrotalasna snaga i ekstrakciono vreme,
koja ¢e doprineti dobijanju maksimalne vrednosti odzivnih veli¢ina, primenom GA na model
vestacke neuronske mreze. Moze se konstatovati da je za GA dovoljno 50 generacija za
utvrdivanje optimalnih uslova §to je u saglasnosti sa objavljenim istraZivanjima po kojima 50
generacija konvergiraju ka optimalnoj tacki (Marchitan et al., 2010; Suresh etal., 2011). U tabeli
4.11 prikazani su rezultati optimizacije ispitivanih prac¢enih odzivnih veli¢ina mikrotalasne
ekstrakcije ploda aronije primenom ANN-GA.

ANN-GA model predvida po jedan set optimalnih uslova za svaku prac¢enu odzivnu veli¢inu. Za
sve ispitivane odzive optimalna vrednost ekstrakcionog vremena iznosila je oko 15 min,
koncentracija etanola bila je u opsegu od 51-55% dok se optimalna vrednost mikrotalasne snage
najvise razlikovala za pojedinacne sluc¢ajeve odzivnih veliina. Najveca vrednost mikrotalasne
snage, kao optimalne, preporucena je kod optimizacije ukupnog sadrzaja fenola (600 W), a
najmanja (441 W), u slucaju optimizacije prinosa ekstrakcije. Relativno male razlike izmedu
predvidenih optimalnih vrednosti odziva (pri predvidenim optimalnim uslovima) 1
eksperimentalno dobijenih vrednosti na sli¢nim uslovima (osim u slu€aju optimalne mikrotalasne
snage za prinos ekstrakcije i AOA-DPPH) iznosile su: 6,26% za prinos ekstraktivnih supstanci;
5,66% za ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja; 1,38% za ukupan sadrzaj flavonoida i samo 0,15%

za AOA odredenu FRAP testom. Manja saglasnost postignuta je izmedu eksperimentalne i
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predvidene optimalne vrednosti (razlika od 19%) antioksidativne aktivnosti odredenc DPPH
metodom. Saglasnost ovih vrednosti (eksperimentalnih i predvidenih) predstavlja potvrdu

adekvatnosti i validnosti izabranog modela (Olalere et al., 2017).

Tabela 4.11 Prinos ekstrakcije, ukupni sadrzaj fenola i flavonoida i antioksidativna aktivnost

ckstrakta (odredena DPPH i FRAP metodom) dobijenih pri optimalnim i ekonomskim uslovima

I = e c ¢ = o < W T o
= =0 T c— ) o o <

8? éi éE, ggo FR8=UW §8o S 3E E3sE
: O\ c O w Q@ = ®© > S < 8 7] —E < w 1 O 1 E +
o< 5 & < £ S S50 x5 50 s Qo <w < I
s 2 & [ZRS oS D gw £ N Z o o E O~

N m i > 5, =E < <

Optimalni uslovi

55 441 14,7 19,03

55,1 600 15 36,65

54,4 571 14,4 22,93

51 470 15 30,28

51,7 525 14,8 13,63

4.2.3. Komparacija RSM i ANN-GA metode za optimizaciju mikrotalasne ekstrakcije
ploda aronije

U cilju komparacije RSM i ANN-GA metode kao statisticki indikatori uzeti su: koeficijent
determinacije (R?) i vrednost srednjeg relativnog procenta devijacije (srednje relativno procentno
odstupanje) MRPD (engl. mean relative percent deviation) ¢ije su vrednosti date u Tabeli 4.12.
Visoke vrednosti koeficijenta determinacije ukazuje da se dobra preciznost i sposobnost
predvidanja mogu pripisati i RSM i ANN modelu. Relativno male i prihvatljive vrednosti MRPD
oba modela ukazuju na njihovu adekvatnost za predvidanje ispitivanih odzivnih veli¢ina.
Medutim, na osnovu vrednosti MRPD veca je adekvatnost RSM za predvidanje rezultata
ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida i AOA-DPPH, dok je za ostale odzive bolju adekvatnost

ispoljila primena ANN-GA modela.
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Tabela 4.12 Kriterijumi za komparaciju RSM i ANN metode

RSM ANN
Odzivna veli¢ina
R? MRPD R? MRPD

Prinos ekstraktivnih supstanci 0,9013 18,22 0,910 16,2
Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja 0,8650 +1,89 0,910 12,4
Ukupan sadrzaj flavonoida 0,8821 +4,75 0,910 +8,6
Antioksidativna aktivnost (DPPH) 0,9356 +3,67 0,910 19,2
Antioksidativna aktivnost (FRAP) 0,9175 13,12 0,910 1,2

Razlike izmedu optimalnih uslova predlozenih primenom RSM i ANN modela su relativno male
uz izvesno odstupanje koje se javlja u slucaju optimalne vrednosti mikrotalasne snage. Naime,
ANN-GM model predvida kao optimalnu neSto nizu vrednost snage mikrotalasa u slucaju
prinosa ekstrakcije i AOA-DPPH, u odnosu na optimalnu vrednost ovog ekstrakcionog
parametra predvidenu RSM modelom. Za validaciju modela vr$i se i komparacija aktuelnih
vrednosti odziva sa vrednostima koje predvidaju modeli. Generalno, kod oba modela uo¢eno je
dobro slaganje ovih vrednosti.

Superiornost ANN-GA modela nad RSM modelom za fitovanje eksperimentalnih podataka i
optimizaciju procesa konstatovana je nekim u ranijim istraZivanjima (Sahin et al., 2017,
Rajkovi¢ et al., 2013; Betiku i Ajala, 2014; Stamenkovi¢ et al., 2013; Basri et al., 2007). Ovo
nije u saglasnosti sa naSom generalnom konstatacijom da se za optimizaciju uslova mikrotalasne
ekstrakcije ploda aronoje mogu koristiti oba modela, jer rezultati koriséenih kriterijuma (R? i
MRPD) ukazuju da obe metodologije obezbeduju dobru predvidljivost i adekvatnost. Obe
tehnike multikriterijumske optimizacije mogu biti primenjene pri odredivanju optimalnih uslova
ekstrakcionog procesa za ispitivane odzive, a njihova prednost predstavlja moguénost da
istovremeno predlazu uslove koji maksimiziraju sve odzive. Ovakva konstatacija je u saglasnosti
sa nalazima Sajjadi i saradnika (2017) prilikom alkalne ultrazvuéne transesterifikacije palminog
ulja. Sahin i saradnici (2017) su prilikom ispitivanja mikrotalasne ekstrakcije polifenolaiz lista
masline zakljucili da su oba modela (RSM i ANN) pokazala izuzetno slaganje eksperientalnih i
predvidenih vrednosti, ali se ANN metoda pokazala pouzdanijom. RSM metoda pruza bolji uvid
u analizi medusobnih interakcija procesnih faktora, dok je ANN imala prednost u kontekstu

predvidanja 1 procene (Sahin et al., 2017). Primenom RSM i1 ANN za predvidanje prinosa
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klasi¢ne i ultrazvuc¢ne ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz belog ivanjskog cveca
zakljuceno je da su oba modela prihvatljiva za predvidanje prinosa i mogu se primeniti za
optimizaciju procesnih parametara. Model ANN ispoljio je veé¢i R? i manju vrednost MRPD, ali
je RSM model bio pouzdaniji u kontekstu predvidanja prinosa u okviru ispitivanog
temperaturnog opsega (Mili¢, 2014).

RSM multikriterijumskom optimizacijom mikrotalasne ekstrakcije ploda aronijepre dlozene su
vrednosti ekstrakcionih parametara u cilju racionalizacije, ekonomske isplativosti i ekoloske
prihvatljivosti procesa, odnosno ekonomski uslovi: koncentracija etanola od 43,03%,
mikrotalasna snaga od 417,15 W 1 ekstrakciono vreme od 11,24 min. Ovi uslovi su prihvaceni
kao optimalni u daljem toku rada, odnosno za potrebe dobijanja keksa povecane nutritivne
vrednosti sa dodatkom aronije i heljde apliciranjem ekstrakta dobijenog primenom ovih uslova.
Prednost predlozenih ekonomskih uslova RSM tehnikom nad predlozenim optimalnim uslovima
ANN-GA metodom ogleda se u mogucnosti predlaganja jedinstvenog seta uslova kojim bi se
postigle optimalne vrednost svih pra¢enih odzivnih veli¢ina ali uz miniziranje troSkova
“proizvodnje”. U slucaju optimizacije ANN-GA metodom, optimalna vrednost svake od

pracenih odzivnih veli¢ina pracena je pojedinacnim, razliCitim setom optimalnih uslova.

4.3. Formulacija sastava keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom

aronije i heljde

U novije vreme, sve prisutniji su pokusaji povecanja nutritivne vrednosti pekarskih proizvoda
dodavanjem voéa i povréa njihovom osnovnom sastavu (Cvetkovi¢ et al., 2009). Osim toga,
veoma vazan aspekt funkcionalnosti hrane je njen antioksidativni kapacitet, jer postoji mnogo
nau¢nih dokaza koji ukazuju na veliku ulogu antioksidanata u sprecavanju razli¢itih hroni¢nih
bolesti. Keks je popularan fini pekarski proizvod prihvaéen i konzumiran od velikog dela
potroSaca svih uzrasta tako da bi dodavanje sastojaka sa funkcionalnim svojstvima ovom
proizvodu najverovatnje povecalo njegovu potraznju na trzistu (Karnopp et al., 2015).

Obogadivanjem osnovne formulacije keksa dodavanjem voc¢a unapreduju se nutritivna i
funkcionalna svojstva ovog proizvoda. To bi istovremeno zadovoljilo rastuc¢e zahteve potrosaca
za nutritivno vrednom i prirodnom hranom kroz koju se obezbeduje unos polifenolnih

antioksidanata iz voca.
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Uzimajuci u obzir ¢injenicu da poseduju visok sadrzaj vrednih bioaktivnih jedinjenja, dodatak
ploda aronije i heljde u prehrambeni proizvod kao $to je keks, znacajno bi unapredio njegovu
funkcionalnost u smislu povecanja antioksidativnog potencijala ovog proizvoda i svrstalo ovako
dobijeni keks u kategoriju proizvoda sa dodatom vrednos¢u. Kako osnovna formulacija ovog
finog pekarskog proizvoda podrzumeva prilicno veliki sadrzaj masnoc¢a (do 30% m/m), prisustvo
heljde i voca u keksu, odnosno prirodnih antioksidativnih sastojaka moze uticati na spre¢vanje
lipidne peroksidacije, te ovakav proizvod pored unapredenih nutritivnih svojstava moze imati i
produzeni rok trajanja (Sedej et al., 2011a)

U radu Yoon i saradnika (2014) ispitivan je kvalitet hleba pripremanog zamenom udela brasna
razli¢itim udelima (0, 1, 3, 5 1 10%) sprasenog ploda aronije (komercijalni proizvod). Uoceno je
da porastom sadrzaja aronije raste sadrzaj polifenola i AOA hleba. Pri ispitivanju roka trajanja
proizvoda, razvoj plesni poceo je nakon cetvrtog dana u slucaju uzoraka sa dodatkom aronije,
dok su se kod kontrolnog uzorka (bez dodatka aronije) plesni razvile ve¢ nakon drugog dana.

U ovom radu, u cilju dobijanja keksa sa dodatom vrednos$¢u, kao izvori bioaktivnih jedinjenja
aplicirani su integralno heljdino brasno i aronija. Deo belog pSeni¢nog brasna supstituisan je
integralnim heljdinim brasnom uz dodatak biljnog materijala u vidu ploda, ekstrakta ili soka
aronije. Keks sa dodatom vrednos$¢u pripremljen je uceséem od 5,86% do 34,14% integralnog
heljdinog brasna u odnosu na masu belog pSeni¢nog brasna i/ili aronije (ploda, ekstrakta ili soka)
sa udelom od 5,86% do 34,14%, pri ¢emu je ukupna masa brasna smanjivana za udeo biljnog
materijala. Analizirana su 42 uzorka keksa razli¢itih formulacija (Tabela 3.5), a za svaki od njih
odredeni su: ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativna

aktivnost primenom DPPH i FRAP testa.

4.3.1. Uticaj dodatka integralnog heljdinog brasna na karakteristike keksa povecane

nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde

PSenica, kao Zitarica Siroko rasprostranjena u ishrani, obezbeduje unos velike koli¢ine skroba i
dijetalnih vlakana, manju koli¢inu masti, a takode je i dobar izvor vitamina grupe B i minerala
(uglavnom kalcijuma, magnezijuma i gvozda). Vecina ovih sastojaka biva izgubljeno tokom
procesa prerade zita i postupka dobijanja proizvoda od brasna, tako da na kraju proizvodi od

belog p3eni¢nog brasna imaju relativno nisku nutritivnu vrednost (Skrbi¢ i Filip&ev, 2007).
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U cilju dobijanja vrednijih proizvoda Cesto se koristi integralno brasno, dobijeno iz celog zrna
zitarica. Veci sadrzaj polifenola i AOA u integralnom heljdinom i pSeni¢nom brasnu (u odnosu
na ostale frakcije mlevenja) moze se pripisati prisustvu ovih jedinjenja u perikarpu i
aleuronskom sloju zrna, jer se pri mlevenju, za proizvodnju belog tipa brasna, uklanjaju
spoljasnji slojevi, a ostaje endosperm zrna koji se odlikuje manjim sadrzajem polifenola (Sakac
et al., 2011). Heljdino brasno ispoljava znatno ve¢u AOA u odnosu na frakcije mlevenja pSenice
tako da je upotreba heljde u proizvodnji funkcionalnih proizvoda sve prisutnija (Sedej et al.,
2011). U mnogim objavljenim nau¢nim istrazivanjima dokazano je da heljdino brasno, belo ili
integralno, ima dobra antioksidativna svojstava zahvaljujuci prisustvu polifenolnih jedinjenja kao
Sto su rutin i kvercetin (Bonafaccia et al., 2003; Sakac et al., 2011; Sedej et al., 2010; Sedej et al.,
2011b; Alvarez-Jubete et al., 2010; Nikoli¢ et al., 2011; Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Zamena
dela belog pSeni¢nog brasna dodavanjem izvesne kolil¢ine integralnog brasna u ovom radu
realizovana je upotrebom integralnog heljdinog brasna. Uzorci keksa sa udelom integralnog
heljdinog brasna u iznosu od 10, 20 i 30% (bez dodatka biljnog materijala) predstavljali su
kontrolne uzorke kori$¢ene za komparaciju sa uzorcima kojima je pored integralnog heljdinog
dodat odredeni udeo biljnog materijala u vidu ploda, ekstrakta ili soka aronije. Rezultati
ispitivanih parametara keksa sa dodatkom razlicitih udela integralnog heljdinog brasna prikazani
su u tabeli 4.13.

Tabela 4.13 Vrednosti ispitivanih parametara keksa u kome je udeo belog psSeni¢nog brasna

supstituisan integralnim heljdinim braSnom

Ispitivani parametra keksa

: kupni sadrzaj
Udeo integralnog ~ © FuPmisadizal o hisadriaj  AOA (DPPH),  AOA (FRAP),
. . fenolnih . o 24

heljdinog brasna jedinjenja flavonoida, % neutralizacije mmol Fe“*/g

’ mgRE/g keksa DPPH keksa

mg GAE/qg keksa Ut

10 2,09 1,02 66,3 27,75

20 2,24 1,43 73,3 50,05

30 2,67 1,64 83,3 75,99
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Dodatak heljdinog brasna znatno je uticao na pra¢ene parametre u analiziranim uzorcima keksa.
Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u keksu raste za 21,7%, a ukupan sadrzaj flavonoida za
61,3% sa porastom masenog udela integralnog heljdinog brasna od 10% do 30%. Rad Sadej i
saradnika (2011a) daje formulaciju bezglutenskog krekera baziranog na dva tipa heljdinog
braSna, rafinisanog i integralnog koja je omogucila znac¢ajno povecanje, od 2-3 puta, sadrzaja
ukupnih fenola u odnosu na krekere od psSeni¢nog brasna (84 i 292 mg galne kiseline/100 ¢
krekera za belo pSeni¢no brasno i integralno heljdino brasno, respektivno). U cilju dobijanja
biskvita sa dumbirom sa povecanim funkcionalnim i nutritivnim svojstvima pSeni¢no brasno
supstituisano je heljdinim brasnom i to u iznosu 30, 40 i 50% pri ¢emu se ukupan sadrzaj fenola
biskvita povecao od 157,06 mg galne kiseline/100 g biskvita, bez heljdinog brasna, na 238,92 mg
galne kiseline/100 g biskvita koji je sadrzao 50% heljdinog brasna (FilipCev et al., 2011).
Zamenom pirin¢anog brasna udelom belog heljdinog brasna (10-30%) povecéan je ukupni sadrzaj
fenola od 0,955 na 1,39 mg GAE/g uzorka bezglutenskog keksa na bazi pirin¢anog i heljdinog
brasna pri maksimalnoj supstituciji (30%) u odnosu na uzorak napravljen samo od pirin¢anog
brasna (Sakac et al., 2015).

U ovom radu, antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata keksa iznosilaje 66,3-83,3%
neutralizacije DPPH i 27,75-75,99 mmol Fe?'/g keksa za AOA odededenu DPPH i FRAP
metodom, respektivno. Sa porastom udela integralnog heljdinog brasna (od 10 do 30%)
zanacajno raste i antioksidativna vrednost etanolnih ekstrakata keksova nezavisno od metode
odredivanja. Ukupan rast od 25,6% naden je odredivanjem AOA DPPH testom. Vrednost AOA
ekstrakta keksa (odredena FRAP testom) sa najve¢im udelom integralnog heljdinog brasna bila
je skoro tri puta veca od vrednosti sa najmanjim procentom supstitucije. Poboljsana
antioksidativna svojstva posledica su unosa fenolnih jedinjenja heljde, uglavnom rutina i
kvercetina za koje je utvrdeno da poseduju visoku antioksidativnu aktivnost (Lin et al., 2009).

U radu Filipcev i saradnika (2011) prema dobijenim ECsg vrednostima, etanolni (80%) ekstrakti
krekera od heljdinog brasna ispoljili su znatno vecu sposobnost neutralizacije DPPH radikala
(0,95 i 28,2 mg/cm?® za krekere od belog psenicnog i integralnog heljdinog brasna, respektivno).
Pirin¢ano brasno zamenjeno je razli¢itim udelima (10, 20 1 30%) belog heljdinog brasna u cilju
unapredenja nutritivnog 1 funkcionalnog kvaliteta bezglutenskog keksa. Ispitivana je AOA

kontrolnog keksa (bez dodatka heljdinog brasna) i poredena sa uzorcima svih nivoa supstitucije,
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a najvecu AOA ispoljio je keks sa najve¢im uce$é¢em heljdinog brasna ¢ime se opravdava atribut
heljdinog brasna kao dobrog izvora antioksidanata (Nedeljkovi¢ et al., 2013).

Povecanje udela belog heljdinog brasna u formulaciji bezglutenskog keksa na bazi pirincanog 1
heljdinog brasna izazvalo je pozitivnu promenu (ECs0=23,2-14,7 mg/cm?® DPPH) antioksidativne
aktivnisti ekstrakta keksa sa ukupnim povecanjem od 58%, pri najve¢em udelu heljdinog brasna
od 30% u odnosu na kontrolni uzorak koji je sadrzao samo pirin¢ano braSno. Sposobnost
neutralizacije DPPH radikala ekstrakta keksa sa najve¢im uce$¢em heljdinog brasna uglavnom je
posledica njegovog visokog sadrzaja rutina koji poseduje znacajni neutralizacioni potencijal u
odnosu na DPPH (Sakac et al., 2015).

Substitucijom 10, 20, 30 i 40% mase kukuruznog skroba (osnova u pripremanju bezglutenskog
hleba) heljdinim brasnom dobijen je unapredeni bezglutenski hleb. Primeceno je da sadrzaj
polifenola i antioksidativna aktivnost hleba raste sa poveéanjem masenog udela heljdinog brasna
i dostize maksimalnu vrednost pri supstituciji od 40%, istovremeno ovaj uzorak imao je i
najbolje ocenjene senzorne osobine (Wronkowska et al., 2010). Takode, ve¢a AOA primecena je
kod hleba pripremljenog supstitucijom 15% pSeni¢nog brasna heljdinim brasnom (belim i
integralnim) u poredenju sa pSeni¢nim hlebom pri ¢emu je najveca AOA ispoljena kod uzorka sa
integralnim heljdinim brasnom (Lin et al., 2009).

Ukljucivanje heljdinog brasna u proizvodnju instant nudli obezbeduje ovom proizvodu atribut
finkcionalne hrane prema rezultatima nadenim tokom ispitivanja uticaja variranog sadrzaja
heljdinog brasna (0-40%) na kvalitet instant nudli. Kod nudli kojima su dodate obe vrste
heljdinog brasna (belo i integralno) identifikovan je povecan sadrzaj rutina i kvercetina sto je
uticalo 1 na povecanje antioksidativne aktivnosti u poredenju sa kontrolnim uzorkom (bez

dodatog heljdinog brasna) (Choy et al., 2013).

4.3.2. Uticaj dodatka ploda aronije i heljdinog brasna na karakteristike keksa povec¢ane

nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde

U cilju dobijanja keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde, tradicionalna
receptura je, osim supstitucije dela belog pSeni¢nog brasna integralnim heljdinim brasnom,
modifikovana i dodavanjem razli¢itih koli¢ina (5,86-34,14%) biljnog materijala u obliku

usitnjenog ploda, ekstrakta ili soka aronije (Tabela 3.5.). Detaljne recepture za pripremu keksa
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povecéane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde prema predlozenom eksperimentalno
dizajnu date su u Prilogu (Tabela PT10). Ekstrakt ploda aronije koji je koris¢en pri dobijanju
keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde u ovom radu dobijen je
mikrotalasnom ekstrakcijom ploda aronije pod uslovima predlozenim kao optimalni uslovi:
43,03%-tni rastvor etanola, mikrotalasna snaga od 417,15 W i ekstrakciono vreme od 11,24 min.
Karakterizacija ekstrakta i soka aronije, u smislu odredivanja ukupnog sadrzaja fenolnih
jedinjenja, sadrzaja flavonoida i1 antioksidativne aktivnosti (odredene DPPH i FRAP testom)

kori$¢enih pri izradi keksa prikazane su Tabeli 4.14.

Tabela 4.14 Karakterizacija ekstrakta i soka ploda aronije koris¢enih pri izradi keksa

Ekstrakt (5 mg/cm?®) Sok (sok:voda, 1:1 v/v)
Sadrzaj ukupnih fenola 36,75 mg GA/g suvog ekstrakta 7,75 mg GAE/cm®soka
Sadrzaj flavonoida 28,7 mg RE/g suvog ekstrakta 3,4 mg RE/cm?® soka
Antioksidativna aktivnost 72,3% nutralizacije
86,12% .
odredena DPPH testom DPPH radikala
Antioksidativna aktivnost ) 5
96,72 mmol Fe?*/cm?® 51,75 mmol Fe?*/cm? soka
odredena FRAP testom

GA-Galne kiseline; RE-Rutina; SBM-SveZeg biljnog materijala

Dobijeni rezultati su u saglasnosti i nesto vec¢i sa ranije objavljenim u radu Koni¢-Risti¢ i
saradnika (2013) za svez, koncentrovan sok dobijen cedenjem plodova aronije €iji je ukupni
sadrzaj fenola 5,93 mg galne kiseline/cm® soka. Antioksidatitivna aktivnost (ECso) soka u tom
radu odredena DPPH testom iznosila je 0,52 pl/ml (Koni¢-Risti¢ et al., 2013). U radu Blaszczak i
saradnika (2017) analizirani hladno cedeni sok aronije, bez dodatka Secera, vode i konzervansa
pokazao je AOA (FRAP test) od 134,61 umol Fe?*/cm? soka, §to je znatno manja vrednost od
dobijene u ovom radu. Nesto veca vrednost sadrzaja ukupnih fenola u iznosu od 18,53 mg galne
kiseline/cm® soka nadena je pri proizvodnji soka aronije bez upotrebe pektinolitickih enzima i

bez dodatka Secera (Graversen et al., 2008).

4.3.2.1. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja u keksu pove¢ane nutritivne vrednosti sa
dodatkom aronije i heljde

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstrakatima keksa povecane nutritivne vrednosti sa

dodatkom aronije i heljde pripremljenih zamenom dela belog pSeni¢nog brasna integralnim
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heljdinim brasnom i/ili razli¢itim vrstama i koli¢inama biljnog materijala koji potice od aronije

prikazan je na slikama 4.23, 4.24 1 4.25 i u Prilogu u Tabeli PT6.

Sadrzaj ukupnih fenola
(mg galne kiseline/g keksa)

= N W K
= i M i w i = i
1 1 1 1 1

A=
w

17

_/

10% BM

20% BM

30% BM

0% BM

H plod
m ekstrakt

msok

Slika 4.23 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u keksu
pri udelu integralnog heljdinog brasna od 10% (odnosno 5,86% za 20% BM)

Sadrzaj ukupnih fenola

(mg galne kiseline/g keksa)

= N o P
= i M w w i = i
1 1 1 1 1
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Slika 4.24 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenje u keksu
pri udelu integralnog heljdinog brasna od 20%
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Slika 4.25 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u keksu
pri udelu integralnog heljdinog brasna od 30% (odnosno 34,14% za 20% BM)
Analizom rezultata utvrdeno je da se ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u zavisnosti od recepture
keksa kre¢e u granicama od 2,29 do 4,76 mg galne kiseline/g keksa, kao i da koli¢ina ovih
bioaktivnih materija u keksu raste sa porastom udela biljnog materijala. Maksimalni sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja detektovan je kod uzorka koji sadrzi 30% usitnjenog ploda i 10%
heljdinog brasna, $to je vise od dva puta veca vrednost u odnosu na kontrolni uzorak sa
sadrzajem integralnog heljdinog brasna od 10%. Ovakva konstatacija potvrduje ¢injenicu da je
aronija dobar izvor polifenolnih jedinjenja i da zadrzava to svojstvo kada se aplicira u neki od
prehrambenih proizvoda. Generalno, sa porastom udela biljnog materijala, nezavisno od njegove

vrste (plod, ekstrakt, sok) raste i sadrzaj fenolnih jedinjenja u dobijenom keksu.

Ovakvi rezultai su donekle ocekivani i u skladu sa rezultaima objavljenim u drugim radovima
koji se bave dobijanjem i ispitivanjem novih funkcionalno unapredenih proizvoda sa dodatkom
biljnih materijala bogatih fenolnim jedinjenjima. Tako se pokazalo da je sadrzaj ukupnih fenola,
antocijana 1 antioksidativna aktivnost najveéa pri maksimalno dodatoj koli¢ini sprasenog tropa
aronije u pripremi hraljnivih pirin¢anih ploc¢ica. Sadrzaj ukupnih fenola u kontrolnom uzorku (sa
0% tropa aronije) iznosio je 23,41 mg galne kiseline/100 g, a pri supstituciji sprasenim tropom

aronije od 2-6%, vrednost se povecala 3-6 puta odnosno iznosila je od 66,75-144,48 mg galne
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kiseline/100 g (Ryu et al., 2015). Substitucijom p$eni¢nog brasna aronijom u prahu (komercijalni
proizvod) u nivoima od 0, 5, 10 i 15% predloZena je receptura za pipremanje mafina koji bi u
pogledu povecane antioksidativne aktivnosti dobili atribut funkcionalne hrane i1 kod kojih je sa
porastom udela biljnog materijala od 5-15%, ukupni sadrzaj fenola poveéan 2,5-6,3 puta (Park i
Chung, 2014). Ukljucivanje tropa grozda sorte bordo (20, 25 i 30%) i integralnog pSeni¢nog
brasna (30, 40 1 50%) u formulaciju keksa uzrokovalo je znacajni porast sadrzaja fenolnih
jedinjenja koji je postigao najvecu vrednost (48,08 mg galne kiseline/100 g keksa) ucesé¢em
maksimalnog udela tropa grozda i minimalnog udela integralnog psSeni¢nog brasna (Karnopp et
al., 2015). Sari¢ i saradnici (2016) primenili su suvi i spraSeni trop maline i borovnice u
formulaciju bezglutenskog keksa sa dodatom vredno$¢u. Variranje udela ova dva izvora fenolnih
jedinjenaj (0; 7,5; 15; 22,5 1 30%) utiCe na promenu vrednosti sadrzaja fenola. Uzorak u kome je
detektovan najveci sadrzaj fenola u vrednosti od 489,1 mg galne kiseline/100 g keksa, dobijen je
dodatkom samo tropa borovnice (30%). U radu Sudha i saradnika (2007) za pripremu keksa
koriS¢eno je belo pSeni¢no brasno kome je dodat fino isitnjen trop jabuke (dobijen nakon cedenja
soka) u opsegu od 0-25%, a koji je doprineo poveéanju ukupnog sadrzaja fenola u keksu u
iznosu od 2,07-3,15 mg galne kiseline/g uzorka. lako je sadrzaj ukupnih fenola u tropu jabuke
Sest puta ve¢i od sadrzaja fenola u pSeni¢nom brasnu, dodatak 25% tropa jabuke uzrokuje
povecanje sadrZaja fenola u finalnom proizvodu za oko 50% u odnosu na sadrZaj fenola u uzorku
bez biljnog materijala (Sudha et al., 2007). Predpostavka je da procesi susenja i pecCenja iznad
60°C dovode do oksidativne kondenzacije ili razgradnje termolabilnih jedinjenja kao $to su
fenoli. Medutim, postoje dokazi i da termickom obradom testa moze do¢i do povecanja sadrZzaja
fenolnih jedinjenja usled potencijalnog formiranja novih, intermedijarnih jedinjenja (kao $to su
enedioli) iz jedinjenja koja poticu iz tropa jabuke (Sudha et al., 2007). Analizom keksa sa
razli¢itim udelima sprasene kore manga (0-20%) utvrdeno je da se sadrzaj ukupnih fenola
povecava u granicama od 0,54 do 4,5 mg galne kiseline/g keksa (Ajila et al., 2008). Hleb sa
unapredenim antioksidativnim svojstvima dobijen je dodatkom sprasenog dumbira (do 4%)
(Balestra et al., 2011) kao i cimeta u prahu (do 6%) (Dhillon i Amarjeet, 2013).

Povecéanje sadrzaja ukupnih fenola u keksevima u kojima je dodato 10% integralnog heljdinog
brasna i 10% biljnog materijala najizrazitije je u slucaju dodatka ekstrakta i iznosi 51,2% u

odnosu na keks napravljen bez dodatka biljnog materijala, odnosno samo supstitucijom heljdinim
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integralnim brasnom (10%). Pri istom udelu integralnog heljdinog brasna, prisustvo 30% biljnog
materijala, nezavisno od njegove vrste, uzrokuje najvec¢e povecanje ukupnog sadrzaja fenola od
2,28 puta dodatkom ploda u odnosu na keks supstituisan samo integralnim heljdinim brasnom.
Pri supstituciji belog pseni¢nog brasna integralnim heljdinim brasnom u iznosu od 20% ukupni
sadrzaj fenola znacajno raste sa povecanjem udela biljnog materijala i to ukupno 86,16%
(prisustvom 20% biljnog materijala), odnosno za vise od dva puta pri maksimalnom uce$¢u
biljnog materijala u odnosu na keks pripreman bez aronije. U oba slucaja najve¢i doprinos
povecanju vrednosti merenog parametra poti¢e od ploda aronije .Zapaza se da je pri istom ili
bliskom sadrzaju integralnog heljdinog brasna (30% odnosno 34,14%), sadrzaj ukupnih fenola
znatno povecan rastom udela biljnog materijala, ali ovde nije toliko izrazit uticaj vrste
upotrebljenog biljnog materijala. Najvece povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja, u odnosu na
keks bez biljnog materijala, od skoro 70% postize se dodatkom soka ili ploda (30%).

Treba imati u vidu da se razli¢itim formulacijama keksa pored ploda aronije unosi i integralno
heljdino brasno kao jos§ jedna komponenta koja je dobar izvor polifenolnih jedinjenja, tako da je
izvesno prisustvo sinergije bioaktivnih komponenti unesenih putem oba izvora. Sun-Waterhouse
i saradnici (2010) unapredivali su kvalitet voénog kolaca na bazi jabuke. Obogacivanje finalnog
proizvoda samo prehrambenim vlaknima jabuke neznatno uti¢e na povecanje ukupnog sadrzaja
fenola, dok se znaCajan pozitivan efekat javlja, kada je u finalnom proizvodu pored
prehrambenih vlakana prisutan fenolni ekstrakt jabuke. Objasnjenje autora je da prehrambena
vlakna koja sadrze vezane fenole tek u sinergiji sa fenolima ekstrakta znacajno doprinose
povecanju sadrzaja fenolnih jedinjenja u finalnom proizvodu (Sun-Waterhouse et al., 2010).
Tokom eksperimenta u ovom radu, sa povecanjem udela ploda aronije (bilo koja forma) prisutan
je stalni rast sadrzaja ukupnih fenola, bez obzira na procenat dodatog heljdinog brasna, $to znaci
da dodatak ploda aronije ima dominantan uticaj na vrednost ovog ispitivanog parametra.

Pri dodavanju ploda u iznosu od 30%, sadrzaj fenola kod uzorka sa 10% heljdinog brasna nesto
je veci u odnosu na uzorak sa 30% heljdinog brasna (4,76 odnosno 4,48 mg galne kiseline/g
keksa). Predpostavka je da je sa ve¢im udelom oba polifenolna izvora ve¢a mogucénost razlicitih
interakcija medu fenolnim jedinjenjima i stvaranje kompleksnih kopolimera ¢ija je kvantifikacija
otezana. U nekim istraZivanjima pokazalo se da je mogu¢nost pojave polimerizacionih reakcija u
slozenim sistemima tri puta veéa u koncentrovanijim rastvorima jer veca koncentracija

omogucava efikasniju koliziju (ve¢i broj efikasnih sudara) izmedu individualnih molekula fenola
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(Pinelo et al., 2004). Fenolni antioksidanti su mnogo efikasniji i imaju produzeno dejstvo ako se
primene pre nego Sto je proces peroksidacije lipida postao intezivan pa bi ih trebalo dodati u
odredeni prehrambeni proizvod §to je moguce ranije tokom procesa proizvodnje ili skladiStenja
kako bi ispoljili maksimalno antioksidativno dejstvo (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

Pored variranja masenog udela, znaCajan efekat na dobijene rezultate poti¢e usled razlike u
hemijskom sastavu upotrebljenih vrsta biljnog materijala (plod, ekstrakt i sok). Usitnjeni plod
aronije predstavlja hetrogenu biomasu koja se sastoji od semenki, koze, mesa ploda i nerastvorne
pulpe. Semenke obi¢no sadrze vecu koli¢inu lipida, dok je u kozi prisutno vise prehrambenih
vlakana i polifenola koji mogu biti snazno vezani za strukture ugljenih hidrata (Grunovaite,
2016). U ovom radu, dodatak ekstrakta ne rezultira nekim znacajnim porastom sadrzaja fenola
nakon postizanja maksimalne vrednosti od 4,19 mg galne kiseline/g keksa pri 20% dodatog
ekstrakta aronije i 34,14% supstitucije integralnim heljdinim brasnom. Doprinos supstitucije
sokom aronije dostiZe svoj maksimum od 4,19 mg galne kiseline/g keksa na 30% dodatog soka u
kombinaciji sa 30% dodatog heljdinog brasna. Pri manjim udelima biljnog materijala do 20%,
najznacajniji doprinos sadrzaju polifenola u keksu poti¢e od ekstrakta koji se onda okvirno
izjednacava sa uticajem dodatog ploda aronije, da bi pri uceséu 30% biljnog materijala ekstrakt
pokazao najmanji doprinos. Pri maksimalnoj supstituciji biljnim materijalom u iznosu od 34,14%
doprinos ploda aronije je najizrazeniji.

Na ukupan sadrzaj fenola, kao 1 ostalih ispitivanih veliina, znaCajan je uticaj povecanja
temperature usled pecenja keksa, $to ne mora nuzno da znaci 1 smanjenje vrednosti ovih veli¢ina.
Naime, utvrdena je mogucénost stvaranja razlic¢itih kompleksa preko visestrukih vodoniénih veza
izmedu hidroksilnih grupa polifenolnih jedinjenja i karboksilnih grupa iz pektinskih polisaharida
prehrambenih vlakana ili proteinskih peptida. DuZe izlaganje proizvoda visokoj temperaturi
tokom pecenja moze unistiti komplekse formirane izmedu vezanih fenola 1 komponenti koje
potiCu iz drugih dodatih sastojaka $to potencijalno izaziva i povecanje sadrZaja ekstrahovanih
fenola kod nekih uzoraka (Reis et al., 2012). Medutim termolabilni antioksidanti izloZzeni duZzem
uticaju poviSene temperature skloni su termickoj razgradnji §to se odrazava na ukupni
antioksidativni potencijal. Trop jabuke dobijen kao sporedni proizvod u procesu proizvodnje
fermentisanog napitka od soka jabuke, ukljuen je kao biljni material u formulaciju
ekstrudiranog flipsa i kolaca. Biljni material je dodavan sa masenim udelima (0-30%) S$to je

doprinelo povecanju sadrzaja fenola i1 antioksidativne aktivnosti i to u vecoj meri kod
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ekstrudiranih u odnosu na pecene proizvode. Medutim, sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je

manji od o¢ekivanog $to autori smatraju posledicom procesa pecenja (Reis et al., 2012).

4.3.2.2. Ukupni sadrzaj flavonoida u keksu poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom
aronije i heljde

Graficki prikaz uticaja supstitucije belog pSeni¢nog brasna integralnim heljdinim brasnom i/ili
razli¢itim vrstama biljnog materijala u vidu ploda, ekstrakta i soka aronije na sadrzaj ukupnih
flavonoida ekstrakata keksa prikazani su na slikama 4.26, 4.27 i 4.28 a dobijene vrednosti ove

ispitivane veli¢ine u Prilogu u Tabeli PT7.
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Slika 4.26 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj flavonoida u keksu pri
udelu integralnog heljdinog brasna od 10% (odnosno 5,86% za 20% BM)
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Slika 4.27 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj flavonoida u keksu pri
udelu integralnog heljdinog brasna od 20%
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Slika 4.28 Uticaj dodatka biljnog materijala (BM) na ukupan sadrzaj flavonoida u keksu pri
udelu integralnog heljdinog brasna od 30% (odnosno 34,14% za 20% BM)
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Sadrzaj flavonoida u keksu povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde kretao se
u granicama od 1,26-2,51 mg rutina/g keksa. Generalno, nezavisno od vrste biljnog materijala, sa
poveéanjem udela biljnog materijala raste sadrzaj ovih bioaktivnih jedinjenja u uzorcima keksa i
to od 1,5 do 2,2 puta u odnosu na uzorak pripremljen bez ucesca biljnog materijala. U radu Park i
Chung (2014), substitucijom pSeni¢nog brasna aronijom u prahu (komercijalni proizvod) u
nivoima od 0,5,10 i 15%, predloZena je receptura za pipremanje mafina gde je sa porastom udela
biljnog materiljala od 5-15% sadrzaj flavonoida povecéan 1,5-2,8 puta.

Pri supstituciji belog pSeni¢nog brasna sa 5,86% integralnog heljdinog brasna i dodatkom 20%
biljnog materijala sadrzaj flavonoida se poveéava za najvise 20%, zavisno od vrste biljnog
materijala, pri ¢emu najveéi doprinos poti¢e od dodatog ekstrakta, a najmanji od soka.

Uzorcima keksa u kojima je prisutno 10% integralnog heljdinog brasna, povecanje sadrzaja
flavonoida od preko 60% postignuto je dodatkom ekstrakta, a najmanje (23,8%), dotakom ploda
kada je udeo biljnog materijala iznosio 10%. Pri istom udelu integralnog heljdinog braSna,
sadrzaj flavonoida u analiziranim uzorcima keksa sa dodatih 30% biljnog materijala znatno je
povecéan u odnosu na kontrolni uzorak, nezavisno od vrste biljnog materijala prosecno 2,2 puta.
Poredenjem rezultata pri supstituciji belog pSeni¢nog brasna integralnim heljdinim brasnom u
iznosu od 20%, nezavisno od vrste biljnog materijala, zapazeno je proseéno povecanje sadrzaja
flavonoida od 34% u odnosu na keks pripremljen bez biljnog materijala (kontrolni keks sa istim
udelom integralnog heljdinog brasna). U ovom slucaju, maksimalni udeo biljnog materijala
(34,14%) dovodi do znacajnog povecanja za 63,29%, 56,04% i 37,68% vrednosti sadrzaja
ukupnih flavonoida (u odnosu na keks bez aronije) sa opadanjem vrednosti prema redosledu
supstitucije: ekstrakt>sok>plod.

Kada je udeo integralnog heljdinog brasna iznosio 30% i biljnog materijala 10% komparacijom
sa kontrolnim uzorkom, povecanje sadrzaja flavonoida u opsegu od 5,66-26% postignuto je
dodatkom ploda i1 ekstrakta, respektivno. Pri istom udelu integralnog heljdinog brasna dalje
povecanje udela biljnog materijala na 30% uzrokovalo je 1 znatniji porast sadrzaja flavonoida u
odnosu na vrednost kontrolnog uzorka od 32,8% do 52,6% wuces¢em soka i ekstrakta,
respektivno. Zamenom belog pseni¢nog brasna sa 34,14% integralnim heljdinim brasnom i
dodatkom 20% biljnog materijala, najve¢i ukupan sadrzaju flavonoida ostvaren je dodatkom
ekstrakta. Rezultati ukazuju da se ukupan sadrzaj flavonoida kod uzoraka koji ne sadrze biljni

materijal krece u opsegu od 1,02 do 1,64 mg rutina/g keksa i da raste sa povecanjem udela
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integralnog heljdinog brasna od 10-30%. U uzorcima u kojima je uklju€eno prisustvo biljnog
materijala, maksimalni rezultat je postignut supstitucijom sa 30% biljnog materijala u obliku
ekstrakta i 30% heljdinog brasna, sadrzaj flavonoida je priblizno 1,5 puta veéi u odnosu na
kontrolni uzorak sa 30% heljdinog brasna. Ovakve ¢injenice u saglasnosti su sa tvrdnjama o
aroniji kao dobrom izvoru flavonoida, a naro¢ito je zna¢ajno za njenu primenu u pobolj$anju
kvaliteta prehrambenih proizvoda. Porastom udela aronije u formulaciji keksa, uglavhom je
postignuto konstantno povecanje sadrzaja flavonoida, bez obzira na variranje udela prisutnog
heljdinog brasna iz Cega proizilazi da aronija obezbeduje dominantan doprinos povecanju
vrednosti sadrzaja flavonoida. Pri svim vrednostima udela biljnog materijala, najznacajniji

doprinos sadrzaju flavonoida u keksu potice od ekstrakta.

4.3.2.3. Antioksidativna aktivnost keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije
i heljde odredena DPPH metodom

Uticaj dodatka razli¢itih koli¢ina integralnog heljdinog brasna i/ili ploda aronije na AOA
ekstrakata keksa povecane nutritivne vrednostisa dodatkom aronije i heljde prikazani su na
slikama 4.29, 4.30 i 4.31. Rezultati dobijeni DPPH testomi izrazeni su kao procenat
neutralizacije DPPH radikala.

Vrednosti AOA nalaze se u opsegu od 68,4% do 98,4% i generalno, sa povec¢anjem udela biljnog
materijala raste AOA ekstrakata analiziranih keksova. Najveca AOA zabelezena je kod keksa sa
uceS¢em ekstrakta u koli¢ini od 30% 1 u kombinaciji sa udelom integralnog heljdinog brasna u
koli¢ini od 30%. Ovakvi rezultati u saglasnosti su sa nalazima iz drugih istrazivanja. Procenat
neutralizacije DPPH radikala ekstrakta kontrolnog uzorka pirinc¢anih plocica (bez aronije) bio je
12,5% dok se dodavanjem od 2-6% tropa aronije ova vrednost povecala u intervalu od 37,33-
71,77% (Ryu et al., 2015). Substitucijom pSeni¢nog brasna aronijom u prahu (komercijalni
proizvod) u nivoima od 0, 5, 10 i 15%, kreirana je receptura za pipremanje mafina gde je sa
porastom udela biljnog materiljala od 5 do 15% uoceno povecanje antioksidativne aktivnosti
odredene DPPH od 3,5-5,8 puta (Park i Chung, 2014).
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Slika 4.29 Uticaj dodatka BM (biljnog materijala) na antioksidativnu aktivnost
ekstrakata keksa odredenu DPPH testom pri udelu integralnog heljdinog
brasna od 10% (odnosno 5,86% za 20% BM)
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Slika 4.30 Uticaj dodatka BM (biljnog materijala) na antioksidativnu aktivnost ekstrakata keksa
odredenu DPPH testom pri udelu integralnog heljdinog brasna od 20%
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Slika 4.31 Uticaj dodatka BM (biljnog materijala) na antioksidativnu aktivnost
ckstrakata keksa odredenu DPPH testom pri udelu integralnog
heljdinog brasna od 30% (odnosno 34,14% za 20% BM)

Ukljucivanje tropa maline i borovnice (0; 7,5; 15; 22,5 i 30%) u formulaciju keksa uzrokovalo je
znacajni porast antioksidativne aktivnosti (odredene DPPH metodom) koji je postigao najvecu
vrednost u¢es¢em maksimalnog udela tropa borovnice, ¢ak 38,7 puta ve¢u u odnosu na kontrolni
uzorak bez biljnog materijala (Sarié et al., 2015). Karnopp i saradnici (2015) ispitivali su efekte
ukljucivanja tropa grozda sorte bordo (20,25 i 30%) i integralnog pSeni¢nog brasna (30,40 i
50%) u formulaciju keksa, na antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH metodom. Formulacija
keksa sa maksimalnim uces¢em oba izvora fenolnih jedinjenja ispoljila je najvecu
antioksidativnu aktivnost, ¢ak 2,27 puta vecu od one postignute od strane keksa sa minimalnim
udelima. Prilikom ispitivanja biskvita sa dodatkom sprasene kore manga (0-20%) ustanovljeno je
da porastom masenog udela sprSene kore manga, raste antioksidativna aktivnost (odredivana
DPPH testom) biskvita. Za neutralizaviju 50% DPPH radikala bilo potrebno 250 mg kontrolnog
uzorka i samo 4,3 mg uzorka sa 20% spraSene kore manga (Ajila et al., 2008). Dodavanje brasna
od sirovih, samlevenih leguminoza (dve vrste pasulja, zelenog soCiva 1 zutog graSka) u
formulaciju keksa (25, 50, 75 i 100 g/100 g pseni¢nog brasna) znacajno je uticalo na fizicke i

hemijske osobine ovog proizvoda u smislu pobolj$anja funkcionalnosti i nutritivnog profila, dok
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se antioksidativna aktivnost povecala do dva puta u odnosu na kontrolni uzorak (Zucco et al.,
2011). Lipolizovani ekstrakt gljive Auricularia auricular (drveno uho) je u vidu brasna dodat
pSeni¢nom brasnu pri dobijanju hleba koji bi mogao biti oznacen kao potencijalna funkcionalna,
zdrava hrana. Analizirana je antioksidativna aktivnost uzoraka hleba sa razliCitim nivoima
supstitucije pSeni¢nog brasna od 0,3; 6,9 i 12%, pri ¢emu je uoceno da povecanje procenta
liofilizovanog ekstrakta znacajno uti¢e na porast antioksidativne aktivnosti (odredivane DPPH
testom) (Fan et al., 2006). Cimet u prahu znacajno je doprineo povecanju antioksidativne
aktivnosti hleba prilikom zamene pS$eni¢nog brasna udelom cimeta u prahu (0-4%) za koga je
inac¢e potvrdena visoka antioksidativna aktivnost i visok sadrzaj fenola (Dhillon i Amarjeet,
2013).

U ovom radu, prilikom supstitucije belog pSeni¢nog brasna sa 5,86% integralnog heljdinog
brasna i sa 20% biljnog materijala, najvec¢i procenat neutralizacije DPPH radikala postignut je
dodatkom ekstrakta i iznosio je 85,4% a najmanji dodatkom ploda (68,5%).

Kada je pSeni¢no brasno supstituisano sa 10% integralnog heljdinog brasna, u slu¢aju AOA
keksa odredene DPPH testom, doprinos 10% dodatog biljnog materijala ispoljava se kao 19,5%
povecéanja pri dodatku ekstrakta i samo oko 3% pri dodatku ploda i soka (u odnosu na uzorke
koji ne sadrze aroniju). U uzorcima keksa sa istim nivoom supstitucije integralnim heljdinim
brasnom (10%) ali sa pove¢anim udelom aronije na 30%, neutralizacija DPPH radikala pove¢ana
je priblizno 1,4 puta nezavisno od vrste upotrebljenog biljnog materijala.

Poredenjem AOA keksa pri zameni belog pSeni¢nog brasna integralnim heljdinim brasnom u
iznosu od 20% i nezavisno od vrste biljnog materijala, najmanje vrednosti ispitivanog parametra
javile su se pri minimalnom dodatku od 5,86% biljnog materijala i to prose¢no 77%
neutralizacije DPPH radikala. Daljim rastom udela biljnog materijala na 20% (sve tri forme),
ostvareno je povecanje AOA za prosecno 19,73% u odnosu na keks koji nije sadrzao biljni
materijal. U okviru ove grupacije uzoraka keksa (sa 20% uce$ca integralnog heljdinog brasna)
pri maksimalnom udelu biljnog materijala (34,14%), ekstrakt ispoljava najve¢i doprinos
povecanju antioksidativne aktivnosti od 25,5% povecanja, u odnosu na kontrolni uzorak.
Supstitucijom belog pSeni¢nog brasna sa 30% integralnog heljdinog brasna, doprinos 10%
dodatog biljnog materijala je relativno mali u odnosu na kontrolni uzorak. Nezavisno od vrste
biljnog materijala, AOA raste daljim rastom udela aronije na 30%, a maksimalnom povecanju u

iznosu od 18,13% doprinelo je ucesce ekstrakta u formulaciji keksa.
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Supstitucijom belog pSeni¢nog brasna sa 34,14% integralnog heljdinog brasna i zamenom
ukupne mase brasna sa 20% biljnog materijala, najveci procenat neutralizacije DPPH radikala
postignut je uces¢em ploda aronije.

Zamenom dela mase pSeni¢nog brasna ekstraktom aronije pri masenom udelu od 30% uz
prisustvo heljdinog brasna (30%), izazvalo je povecanje antioksidativne aktivnosti od 18,13% u
odnosu na uzorak u kome se nalazi isti procenat heljdinog brasna (bez aronije). To je
istovremeno i1 maksimalno povecanje ovog parametra postignuto dodavanjem biljnog materijala
a rezultat je iznosio 98,4% neutralizacije DPPH radikala.

Na osnovu rezultata prikazanih na Slikama 4.29, 4.30 i 4.31 i u Prilogu u Tabeli PT8, mozZe se
zakljuciti da dodatak ekstrakta, nezavisno od udela heljdinog brasna uglavnom ima najveci uticaj
na porast AOA. Doprinos dodatog soka na poveéanje antioksidativne aktivnosti uglavnom je u
svim kombinacijama najmanji i postize maksimalnu vrednost pri udelu od 30% (u kombinaciji sa
30% heljdinog brasna) koja iznosi 94,4% neutralizacije DPPH radikala. Ovakvi rezultati
najverovatnije su posledica kompleksnosti sastava analiziranih kekseva povecane nutritivne
vrednosti sa dodatkom aronije i heljde, ¢ija formulacija ukljucuje dva razli¢ita izvora bioaktivnih
jedinjenja uz variranje njihovih masenih udela. Istovremeno se, pored masenog udela, varira i
forma upotrebljenog ploda aronije, u vidu samlevenog ploda, ekstrakta i soka. Na
antioksidativnu aktivnost kompleksnih sistema mogu uticati razli¢iti faktori (antioksidanti
prisutni u sistemu, njuhova struktura, priroda slobodnih radikala, specificni mehanizmi reakcija)
1 posebno medusobna interakcija antioksidanata, na primer medusobna interakcija flavonoida
delimi¢no smanjuje ukupnu antioksidativnu aktivnost iz matrice hrane (Hudalgo et al., 2010).
Naime, Hidalgo i saradnici (2010) ispitivali su antioksidativnu aktivnost 11 flavonoidnih
jedinjenja (DPPH testom i FRAP testom), medusobne interakcije flavonoida i njihov uticaj na
antioksidativnu aktivnost, pri ¢emu je potvrdeno da vecina kombinacija flavonoida u njihovim
medusobnim interakcijama izaziva antagonizam, odnosno smanjenje antioksidativne aktivnosti
(Hidalgo et al., 2010). Takode, znacajna koli¢ina antioksidativnih jedinjenja potencijalno
zaostaje u ekstrahovanom materijalu (keksu) nakon ekstrakcije zbog mogucih jakih veza sa
nerastvornom matricom (Grunovaite, 2016).

Teznja fenolnih jedinjenja da se medusobno kombinuju putem reakcija polimerizacije moze
dovesti do povecenja slozenosti molekula i smanjenja moguc¢nosti hidroksilnih grupa da dodu u

kontakt sa slobodno radikalskim Cesticama (Pinelo et al., 2004). Naime, potencijalno formiranje
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vodoni¢nih veza izmedu fenolnih jedinjenja moze umanjiti dostupnost hidroksilnih grupa, sto u
kona¢nom ishodu rezultira smanjenom AOA (Hidalgo et al., 2010). U istrazivanju Jakobek i
saradnika (2007), iz aronije su izolovane tri frakcije sa razli¢itim sadrzajem fenolnih jedinjenja,
prva frakcija sadrzala je ve¢i deo fenolnih kiselina i flavonola, druga antocijane i treca
nerastvorljive fenole i proantocijanidine. Pri ispitivanju medusobnih interakcija fenolnih
jedinjenja rezultati su ukazali na smanjenu AOA smese frakcija (u poredenju sa vrednostima
svake smostalne frakcije), odnosno odsustvo ocekivane sinergije u delovanju. Razlika izmedu
izraCunate sumirane vrednosti i merenih antioksidativnih aktivnosti individualnih frakcija bila je
veca kada su fenol imali vecu koncentraciju $to znaci da su medusobne interakcije fenolnih
jedinjenja izvesnije u koncentrovanijim rastvorima (Jakobek et al., 2007).

Rezultati merenja iz rada Jakobek i saradnika ukazuju da antocijani ispoljavaju najveéu vrednost
i daju najveéi doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti aronije (56%), doprinos
proantocijanidina i nerastvorljivih fenola je 35% a fenolnih kiselina i flavonola samo 9%
(Jakobek et al., 2007). Nazalost, antocijani pripadaju grupi najnestabilnijh fitohemikalija, a na
njihovu degradaciju i smanjenje sadrzaja u hrani mogu uticati razni faktori kao S$to su
temperatura, pH, prisustvo svetlosti ili metalnih jona, metabolicke modifikacije antocijana,
posebno, visoka temperatura u procesima proizvodnje proizvoda od aronije (Piasek et al., 2011).
Produzivanjem vremena izlaganja soka aronije teperaturi od 100,8°C izazvan je znatan pad
antioksidativnog potencijala. Sadrzaj antocijana nakon jednoCasovnog zagrevanja na ovoj
temperaturi smanjio se dva puta, a nakon tri sata antocijani su skoro potpuno razgradeni.
Termicki tretman je imao manji uticaj na fenolne kiseline (Piasek et al., 2011).

Dok su antocijani i proantocijanidini pretezno smesteni u koZi ploda i1 zaostaju u tropu nakon
cedenja, fenolne kiseline predstavljaju oko 7,2% sadrzaja ukupnih fenola 1 nalaze se u razli¢itim
morfoloSkim delovima ploda odnosno, u mesu i1 kozi ploda (Oszmianski i Lachowicz, 2016).
Vedi stepen oksidacije fenolnih kiselina tokom sitnjenja odnosno gnjecenja ploda pre cedenja
soka ili ekstrakcije verovatno je odgovoran za njihov gubitak, a zna se da su fenolne kiseline
pogodan supstrat za delovanje enzima fenoloksidaza i da se lako oksiduju u enzimskim
resakcijama (Oszmianski i Lachowicz, 2016).

Dakle, pri dodavanju aronije u vidu ploda, ekstrakta ili soka u formulaciju keksa, moguci su

razni ishodi u smislu uticaja na AOA finalnog proizvoda. Ocigledno je da ¢e unos ploda
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obezbediti veéi sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u odnosu na sok, dok je kod ekstrakta presudan

kvantitet bioaktivnih jedinjenja.

4.3.2.4. Antioksidativna aktivnost keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije
i heljde odredena FRAP metodom

Antioksidativna aktivnost keksa sa dodatom vredno$¢u na bazi aronije, odredena FRAP
metodom, nalazi se u intervalu od 43,07 do 223,94 mmol Fe*'/g keksa i raste sa poveéanjem
udela biljnog materijala. Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti (FRAP) ekstrakata
keksa pripremljenih supstitucijom dela belog pSeni¢nog brasna variranim udelima integralnog
heljdinog brasna i/ili razli¢itim vrstama biljnog materijala koji poti¢e od aronije (u takode

variranim udelima) prikazani su u Prilogu u Tabeli PT9 i na slikama 4.32, 4.33 1 4.34.
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Slika 4.34 Uticaj dodatka BM (biljnog materijala) na antioksidativnu aktivnost

ekstrakata keksa odredenu FRAP testom pri udelima integralnog
heljdinog brasna od 30% (odnosno 34,14% za 20% BM)
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Zamenom udela belog pSeni¢nog brasna sa 5,86% integralnog heljdinog brasna i zamenom udela
ukupne mase brasna sa 20% biljnog materijala AOA odredivane FRAP testom zavisi od vrste
biljnog materijala koji je koriS¢en, a redosled rasta vrednosti je plod>ekstrakt>sok. Najmanja
vrednost izmerena je u slucaju soka, a manja je za 30,5% od vrednosti koju daje ucesée ploda u
formulaciji keksa.

Zamenom belog pSenicnog brasSna sa 10% integralnog heljdinog brasSna i uceS¢em biljnog
materijala sa udelom od 10%, AOA odredena FRAP testom znatno se povecava, ¢ak priblizno
2,5 puta u odnosu na uzorak bez prisustva biljnog materijala i to po redosledu doprinosa
povecanju: plod>ekstrakt>sok. Najmanji doprinos povecanju (1,55 puta) potice od supstitucije
sokom aronije. Prisustvom istog udela integralnog heljdinog brasna (10%) i porastom udela
biljnog materijala na 30% znatno je povecana redukciona sposobnost keksa odredena FRAP
testom i to od 4,5-6,5 puta za ekstrakt i plod, respektivno.

Vrednosti AOA odredene FRAP testom kada je supstitucija belog pSeni¢nog brasna integralnim
heljdinim brasnom iznosila 20% a varirani udeo biljnog materijala imao najveéi opseg vrednosti
(5,86%, 20% i 34,14%) omogucile su kompletniju komparaciju. Ukljuc¢ivanje minimalnog udela
biljnog materijala uzrokaovalo je povecanje od 59,2%, 32,2% i 6,7% u odnosu na uzorak bez
aronije za plod, ekstrakt i sok, respektivno. Pozitivan efekat povecanja udela biljnog materijala
na rast AOA potvrden je daljim poveéanjem udela aronije na 20%. U ovom slucaju evidentan je
znaajan porast vrednosti dobijenih FRAP testom od ¢ak 2,7; 2,5 i 1,8 puta, u odnosu na
kontrolni uzorak, za plod, ekstrakt, respektivno. Najvece povecanje rezultata FRAP metode u
okviru ove grupacije uzoraka keksa (sa 20% uce$ca integralnog heljdinog brasna), javlja se pri
maksimalnom dodatom udelu biljnog materijala u iznosu od 34,14%. Postignuto je povecanje od
4,1 (plod), 3,4 (ekstrakt) i 2,2 puta (sok) u poredenju sa kontrolnim uzorkom (bez biljnog
materijala a sa istim sadrzajem integralnog heljdinog brasna).

Supstitucija pSeni¢nog brasna sa 30% integralnog heljdinog brasna i variranje udela biljnog
materijala u iznosu od 10% 1 30% joS jednom je ukazala da povecanjem udela aronije raste
antioksidativna aktivnost. Uc¢eS¢e ekstrakta (10%) u formulaciji keksa doprinelo je povecanju
antioksidativne aktivnosti za 47% dok se udelom aronije od 30%, vrednost ispitivane veli¢ine

povecala se priblizno 1,7-3 puta uklju¢ivanjem ploda odnosno soka u zames keksa.
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Primenom kombinacije od 34,14% integralnog heljdinog brasna i 20% biljnog materijala
rezultati AOA odredene FRAP testom ukazuju da se najveci doprinos dobija dodatkom ekstrakta
koji obezbeduje za oko 24% veée FRAP vrednosti u odnosu na dodatak soka ili ploda.
Aplikacija biljnog materijala u obliku ploda aronije (30%) daje najveci rezultat AOA merene
FRAP testom: 223,94 mmol Fe?*/g keksa, §to je tri puta veéa vrednost od one nadene kod uzorka
keksa sa istim udelom heljdinog braSna (30%) ali bez prisustva aronije. Dobijeni rezultati
ukazuju da nezavisno od udela heljdinog brasna uglavnom dodatak usitnjenog ploda ima najveci
uticaj na porast redukcione sposobnosti ekstrakta keksa. Doprinos dodatog soka na povecanje
antioksidativne aktivnosti je najmanji, u poredenju sa plodom i ekstraktom, postize maksimalnu
vrednost pri udelu od 30% (u kombinaciji sa 10% heljdinog brasna) i iznosi 179,4 mmol Fe?*/g
keksa. Generalno, povecanje ucesca biljnog materijala aronije utiCe na porast redukcione
sposobnosti ekstrakata keksa i to sa najveéim doprinosom ploda, zatim u veéem broju slucaja
ekstrakta i u najmanjoj meri soka ploda aronije.

Ovo se uglavnom moze pripisati ¢injenici da se antocijani nalaze pretezno u pokozici ploda gde
im je koncentracija najveca u odnosu na ostale morfoloske delove ploda aronije. Prelazak
antocijana iz pokozice ploda u sok uslovljen je u najvecoj meri oSteCenjem pokozice jer
usitnjavanje biljnog materijala pre cedenja soka dovodi do osteCenja Celijskih zidova ¢ime se
olakSava migracija biokomponenti iz ploda u iscedeni sok. Kao i antocijani, polimeri
procijanidina (predstavljaju oko 49% sadrzaja ukupnih fenola) smesteni su pretezno u pokozicCi
ploda tako da, ako ceo plod nije adekvatno tertian, odnosno zgnjeCen, nakon cedenja ova
jedinjenja ostaju uglavnom u tropu (Oszmianski i Lachowicz, 2016). Kako plod aplikacijom u
keks nosi sa sobom sve svoje morfoloske delove i njihove sastojke, a tokom cedenja soka ili
ekstrakcije izvestan deo ovih jedinjenja zaostaje u tropu ili iscrpljenom materijalu, jasno je zasto
je doprinos dodatka samlevenog ploda povecanju AOA keksa najveci. Kapci i saradnici (2013)
ispitivali su sadrzaj polifenolnih jedinjenja i antioksidativnu aktivnost ploda aronije i nekoliko
razli¢itih komercijalnih i tradicionalno pripremljenih proizvoda od svezih plodova aronije.
Najveci sadrzaj fenola naden je kod tropa aronije koji je sadrzao kozu i semenke aronje.

Treba imati u vidu da su u ovom radu, aplikacijom ekstrakta aronije u keks, polifenolna
jedinjenja iz eckstrakta bila izlozena dvostrukom termickom tretmanu, prvi put tokom
mikrotalasne ekstrakcije, a zatim pri pecenju keksa.Medutim, postoje dokazi prema kojima

termicka obrada tokom prerade voca ne uzrokuje bitnije promene u sadrzaju fenola, a prema
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nekima se njihova koncentracija ¢ak i povecava (Skapska et al., 2016). Povecanje sadrzaja moze
se objasniti ¢injenicom da razaranje sastavnih delova ¢elija, do koga dolazi tokom tretmana
plodova, dovodi do oslobadanja vezanih fenolnih jedinjenja. Takode moze do¢i do pojave novih
jedinjenja koja poseduju antioksidativnu aktivnost S$to je slucaj sa melanoidinima visoke
molekulske mase nastalim Maillard-ovom reakcijom pri toplotnoj obradi ili tokom skladiStenja.
Neznatno povecanje sadrzaja fenola u uzorcima soka aronije konzervisanim termickom
pasterizacijom moze biti posledica formiranja proizvoda Maillard-ove reakcije koji uti¢u na
rezultat Folin-Ciocalteu rekcije (Skapska et al., 2016).

Sa druge strane, razaranje delova celija 1 Celijskih zidova moze dovesti 1 do oslobadanja
oksidativnih 1 hidroliziraju¢ih enzima koji imaju moguénost razgradnje antioksidanativnih
jedinjenja iz plodova biljke (Kapci et al., 2013). Tako, tehnika konzervisanja nije uticala na
promenu sadrzaja fenola ili antioksidativnu aktivnost pri izradi soka aronije, ali je
konzervisanjem napitka sa CO2 pod poviSenim pritiskom degradacija antocijana bila 2-3 puta
manja u poredenju sa termickom pasterizacijom. Takode ovim procesom se neznatno smanjuje
pH uzorka $to dodatno dovodi do stabilizacije antocijana (Skapska et al., 2016). RazliCite
vrednosti sadrzaja fenola za sredinu i koru hleba (0,48 i 0,71 mg galne kiseline/g suvog ostatka
za sredinu i koru hleba, respektivno) obogacenog dodatkom sprasenog dumbira, mogu se
objasniti ¢injenicom da je kora tokom pecenja bila vise izlozena dejstvu visoke temperature. U
takvim uslovima u kori hleba su bile intenzivnije Maillard-ove reakcija ¢iji su proizvodi, takode
antioksidanti, reagovali sa Folin-Ciocalteau reagensom i uvecali sadrzaj (Balestra et al., 2011).
Polifenoli aronije mogu se iskoristiti za unapredenje fukcionalnosti proizvoda kao §to su flips i
musli od zitarica, medutim kako njihova proizvodnja ukljucuje kratkotrajno ekstrudiranje i
visokoteperaturni termicki proces neophodan za postizanje hrskave strukture, autori su predocili
da moze do¢i do gubitka bioaktivnih jedinjenja. Zapravo, utvrdeno je da sadrzaj procijanidina
aronije linearno opada sa povecanjem temperature topljenja (Hirth et al., 2015). Sa druge strane,
atioksidativna aktivnost biskvita sa dodatkom biljnih ekstrakata koji su u procesu pecenja bili
izloZeni temperaturi od 160-180°C nije umanjena pod uticajem visoke temperature $to je
potvrdeno ispitivanjem odredenim testovima (Reddy et al., 2005).

NalaZenje realnih vrednosti antioksidativne aktivnosti moze biti ometeno prisustvom ostalih
sastojaka iz matrice hrane koja predstavlja heterogenu i kompleksnu smesu jedinjenja, a koje

takode uticu, pored uslova ekstrakcije, na efikasnost ekstrakcije (Michiels et al., 2012). Skapska i
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saradnici objavili su formulacije novih napitaka baziranih na aroniji koji sadrze 80% mutnog
soka aronije i ekstrakate citrusa, zelenog Caja i koprive, a pripremani su tradicionalno (sa
Secerom) i dijetalno sa ekstraktom stevije i 30% manje energetske vrednosti. Antioksidativna
aktivnost merena DPPH i ORAC testom bila je za 14%, odnosno za 20% veca (tradicionalna
priprema) i za oko 16% veca (dijetalna priprema) od antioksidativnih vrednosti individualnih
komponenti §to ukazuje na sinergijsko delovanje aronije i dodatih ekstrakata (Skapska et al.,
2016). Obogacivanje soka aronije ekstraktima znatno povecava antioksidativnu aktivnost novog
napitka ali zamena Secera u dijetalnoj verziji napitka smanjuje mu antioksidativni potencijal i
dovodi do vece degradacije antocijanina tokom procesa pripreme i konzervisanja napitka. Ovo se
moze objasniti ,,zastitnim efektom™ SeCera u odnosu na degradaciju antocijana tokom
tehnoloskih procesa, jer je uoceno da supstance kao Sto je Secer reaguju sa peroksid radikalima

koji bi u suprotnom reagovali sa antocijanima (Skapska et al., 2016)

4.3.3. Optimizacija formulacije keksa povec¢ane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i

heljde primenom metode odzivnih povrsina

Uptreba eksperimentalnog dizajna prilikom razvoja novih proizvoda sa dodatom vrednoscu sve
je prisutnija u savremenoj proizvodnji. Primena metode odzivnih povrSina (RSM) pri formulaciji
sastava proizvoda olakSava ispitivanje efekata ne samo pojedinac¢nih procesnih parametara vec 1
njihovih interakcija na kvalitet finalnog proizvoda (Karnopp et al., 2015). Pored toga, na ovaj
nacin znacajno se smanjuju vreme i troskovi proizvodnog procesa.

Karnopp i saradnici (2015) ispitivali su uticaj dodatka integralnog heljdinog brasna i tropa
organski gajenog grozda sorte Bordo na senzorna, fizicko-hemijska i funkcionalna svojstva
keksa primenom metode odzivnih povrSina. Ova statisticka tehnika primenjna je 1 prilikom
razvoja formulacije bezglutenskog keksa na bazi kinoe uz optimizaciju sastava smese
kukuruznog skroba, brana i ljuspisca kinoe (Brito et al., 2015). Sari¢ i saradnici (2016) su
koristili suvi 1 spraseni trop maline 1 borovnice u formulaciji bezglutenskog keksa sa dodatom
vredno$¢u, a upotreba Simplex-lattice mixture eksperimentalnog dizajna omogucila im je
dobijanje proizvoda sa optimalnim senzornim osobinama, nutritivnim profilom i
antioksidativnom aktivnos¢u. Ovakav pristup primenjen je i u razvoju formulacije keksa na bazi

brasna sa dodatkom kore guave (Bertagnolli, et al., 2014) i optimizaciji proizvodnog procesa
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bezglutenskog hleba sa dodatkom tropa pomorandze (O’Shea, et al., 2015). Metoda odzivnih
povrSina primenjena je i pri optimizaciji formulacije 1 procesnih parametra u proizvodnji
bezglutenskog hleba od sorguma (kineska Secerna trska) (Emire i Tiruneh, 2012), kao i pri
optimizaciji formulacije kod dobijanja niskokalori¢nih voénih plocica od papaje (Kulshrestha et
al., 2012).

U ovom radu, viSekriterijumski pristup optimizaciji primenom metode odzivnih povrSina i
funkcije pozeljnosti, omogucio je formulaciju keksa poveéane nutritivne vrednosti sa dodatkom
aronije i heljde. Cilj optimizacije bio je definisanje koli¢ine i vrste funkcionalnih dodataka,
heljdinog brasna i biljnog materijala u vidu ploda, ekstrakta i soka aronije, radi dobijanja
proizvoda sa maksimalnim sadrzajem bioaktivnih jedinjenja.

Kao nezavisne numeric¢ke varijable u eksperimentalnom dizajnu varirani su udeli integralnog
heljdinog brasna (10, 20 i 30%) i biljnog materijala (10, 20 i 30%), dok je kao nezavisna
kategoricka varijabla varirana vrsta biljnog materijala (samleveni plod, sok ili ekstrakt aronije
dobijen pod predlozenim optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije). Kao zavisne
promenljive pracene su veli¢ine koje ukazuju na potencijalna funkcionalna svojsta proizvoda:
ukupni sadrzaj fenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost u etanolim ekstraktima uzoraka
keksa kao finalnog proizvoda.Variranjem udela integralnog heljdinog bra$na na tri nivoa bez
dodataka biljnog materijala dobijeni su kontrolni uzorci. Optimalna koli¢ina i vrsta funkcionalnih
sastojaka (integralnog heljdinog brasna, kolicine samlevenog ploda, soka ili ekstrakta aronije)
odredena je primenom funkcije pozeljnosti (eng. desirability function). Uticaj formulacije keksa
povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde na pracena potencijalna funkcionalna
svojstva prikazani su u Tabeli 4.15, kojoj su prikljuceni i rezultati za kontrolne uzorke. Kako
eksperimentalni dizajn predvida realizaciju pojedinih eksperimenata u pet ponavljanja
(kombinacija sa 20% heljdinog brasna i 20% aronije u obliku ploda, ekstrakta ili soka) dobijeni
rezultati dati su kao srednja vrednost ovih pet vrednosti.

Generalno, keksovi supstitusani razli¢itom vrstom i masenim udelom biljnog materijala znatno
se razlikuju po vrednostima ispitivanih parametara u odnosu na one kod kojih je izvrSena samo
supstitucija belog pSeni¢nog braSna razli¢itim udelima integralnog heljdinog braSna. Dakle,
prisutan je znacajan uticaj aronije na svojstva keksa, $to je ocekivano obzirom da ova biljka

poseduje visok sadrzaj fenolnih jedinjenja i veoma visoku antioksidativnu aktivnost.
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Tabela 4.15 Uticaj formulacije keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde
na potencijalna funkcionalna svojstva keksa

) Udeo Udeo Vrsta Ukupan Ukupan AOA, AOA

& heljdinog biljnog biljnog sadrzaj sadrzaj % neutralizacije FRAP,

£ brasna, materijala, materijala, fenolnih flavonoida, DPPH pmol

& % (Xy1) % (X2) (Xa) jedinjenja, mg mg RE/g Fe?*/mg

GAE/qg keksa keksa

1 30 30 plod 4,48+0,02 2,39+0,08 96,9+0,67 223,94+0,7
2 20 20 sok 3,40+0,03 1,71+0,01 87,4+0,61 85,04+0,8
3 10 30 ekstrakt 4,02+0,10 2,26+0,03 91,6+0,82 126,40£1,0
4 10 10 ekstrakt 3,16+0,09 1,66+0,01 79,0+3,14 59,62+1,9
5 20 20 plod 4,26+0,03 1,81+0,01 91,8+1,66 146,30+1,2
6 20 34,14 sok 3,98+0,04 2,24+0,01 90,9+0,96 108,50£1,3
7 20 20 plod 3,85+0,05 1,75+0,08 82,1+0,39 121,06+3,8
8 20 34,14 plod 4,63+0,15 1,97+0,07 84,6+0,80 207,56+0,6
9 20 20 plod 3,89+0,02 1,92+0,06 89,1+0,95 148,76+1,2
10 10 30 plod 4,76x0,01 2,21+0,01 90,5+£2,12 191,78+1,6
11 20 20 ekstrakt 3,77+0,03 1,83+0,02 87,0+0,22 125,58+0,6
12 20 20 plod 4,58+0,01 1,90+0,07 89,9+0,32 134,33+1,2
13 20 20 ekstrakt 3,92+0,01 2,04+0,01 91,0+0,99 127,63+0,4
14 5,86 20 ekstrakt 3,82+0,01 2,15+0,02 85,4+0,67 102,75+1,5
15 20 20 sok 4,10+0,01 1,99+0,07 84,6+0,64 91,25+0,9
16 30 10 ekstrakt 3,52+0,01 2,07+£0,03 86,4+0,73 111,79+1,2
17 20 20 ekstrakt 3,78+0,04 1,91+0,03 86,2+1,45 129,98+1,1
18 5,86 20 plod 3,74+0,05 1,94+0,03 68,5+1,28 111,26+0,8
19 20 5,86 ekstrakt 3,81+0,02 1,95+0,06 79,7+0,54 66,1715
20 10 30 sok 4,18+0,01 2,19+0,01 88,8+0,49 179,40+1,1
21 20 20 sok 3,27+0,06 1,88+0,09 84,1+1,62 89,16+2,2
22 10 10 sok 3,05+0,06 1,48+0,02 68,4+1,91 43,07£1,0
23 20 34,14 ekstrakt 4,15+0,02 2,34+0,03 92,0+£1,51 169,24+0,3
24 20 20 sok 3,76x0,01 1,88+0,00 87,8+1,66 92,54+0,4
25 20 5,86 sok 2,94+0,06 1,58+0,02 76,8+0,88 53,4015
26 34,14 20 sok 3,70+0,02 2,08+0,03 88,4+1,69 101,29+0,8
27 20 5,86 plod 2,48+0,00 1,44+0,01 74,6+0,19 79,69+1,3
28 30 10 sok 3,08+0,09 1,83+0,03 85,7+0,98 81,1614
29 20 20 sok 4,12+0,02 1,86+0,09 87,3+0,86 92,1910
30 20 20 ekstrakt 4,23+0,02 2,09+0,04 88,9+1,21 120,06+3,4
31 34,14 20 ekstrakt 4,19+0,01 2,26x0,01 88,3+0,84 131,161 4
32 30 30 sok 4,51+0,01 2,18+0,03 94,4+0,67 126,93+0,9
33 20 20 plod 4,26+0,05 1,92+0,02 85,9+0,73 146,15+2,1
34 20 20 ekstrakt 4,04+0,02 2,05+0,04 85,6+0,30 131,161 4
35 30 30 ekstrakt 4,19+0,02 2,51+0,03 98,4+0,87 161,20+1,4
36 5,86 20 sok 3,43+0,09 1,75%0,06 78,7+1,18 77,34+0,5
37 30 10 plod 2,81+0,01 1,74+0,05 88,4+0,43 81,04+0,8
38 34,14 20 plod 4,18+0,12 2,06+0,07 92,2+1,15 99,35+2,0
39 10 10 plod 2,29%0,05 1,26x0,03 68,5+1,28 69,77£1,3
40 10 / / 2,09+0,05 1,02+0,01 66,3+0,45 27,75x0,4
41 20 / / 2,24+0,05 1,43+0,01 73,3%£1,39 50,05+1,7
42 30 / / 2,67%0,03 1,64+0,03 83,3+1,77 75,99+0,7
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Primenom viSestruke nelinearne regresione analize eksperimentalnih podataka dobijene su
odgovarajuce jednacine odziva za pracenje uticaja nezavisnih varijabli na ukupan sadrzaj fenola,
ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH i FRAP metodom u
dobijenom keksu povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde. Kvadratni model
primenjen je za predvidanje i opisivanje rezultata svih ispitivanih odziva. U Tabeli 4.16 date su
regresione jednacine modela za pracene odzivne veli¢ine.

Statisticka znaCajnost i adekvatnost predlozenih modela procenjena je primenom analize
varijanse (ANOVA), a sumirani rezultati analize za sve kvadratne modele predstavljeni su u
Tabeli 4.17.

Relativno visoke vrednosti koeficijenta determinacije R? (R>>0,8) i prilagodenih koeficijenata
detrminacije Adj R? (Adj R?>>0,75) za sve ispitivane odzivne veli¢ine ukazuju na adekvatnost
predlozenih modela za sve odzive, odnosno na relativno dobro fitovanje modela sa
eksperimentalnim podacima. Predvideni Koeficijenti determinacije Predict R? uskladeni su sa
prilagodenim koeficijentima determinacije Adj R? (medusobno razlika nije veéa od 0,2) kod svih
odzivnih veli¢ina §to ilustruje dobro fitovanje eksperimentalnih podataka u kvadratne polinomne
jednacine. Statisti¢ki neznacajne vrednosti za odstupanje od modela (Lack of Fit) ukazuju da su u
slucaju predlozenih kvadratnih jedna¢ina za modelovanjesvih odziva, eksperimentalni podaci
adekvatno uklopljeni i minimalno odstupaju od izra¢unatih podataka. Znacajnost i adekvatnost
modela, ocenjeni su i upotrebom F-vrednosti i p-vrednosti. Predlozeni modeli za sve odzive
ispoljili su veliku statisti¢ku znacajnost (p<0,0001) i relativno visoke F-vrednosti.

StatistiCka znacajnost i adekvatnost predloZzenih modela procenjena je primenom analize
varijanse (ANOVA), a sumirani rezultati analize za sve kvadratne modele predstavljeni su u
Tabeli 4.18.
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Tabela 4.16 Jednacine modela za pracene odzivne veli¢ine

Odzivna
veli¢ina

Jednac¢ina modela

Plod

Ukupni sadrzaj
fenolnih
jedinjenja
Ukupni sadrzaj
flavonoida
Antioksidativna
aktivnost
(DPPH)
Antioksidativna
aktivnost
(FRAP)

Y1pc=0,82+0,05X1+0,17X2-6,99-107*X1X»-7,92-10*X12-1,56- 103X 2
Y1rc=1,06-3,41-10°3X1+0,04X5-6,91-104X1X»+6,88-10*X1%+8,58-10°X»?

Yprpr=50,08+1,18X1+0,99X>-0,02X1X2

Yerap=18,37+0,28X1+5,52X,+2,47-10°X1X>

Ekstrakt

Ukupni sadrzaj
fenolnih
jedinjenja
Ukupni sadrZaj
flavonoida
Antioksidativna
aktivnost
(DPPH)
Antioksidativna
aktivnost
(FRAP)

Y1pc=1,92+0,06X1+0,11X2-6,99- 10'4X1X2-7,92 . 10'4)(12-1,56 1073X5?

Y1ec=1,47-3,55-10X1+0,03X2-6,91-10"*X1X»+6,88-10X12+8,58-10°X,?

Y pppH=64,03+0,66X1+0,95X2-0,02X1 Xz

Yrrap=11,23+1,91X1+3,60X>+2,47- 103X 1 X5

Sok

Ukupni sadrZaj
fenolnih
jedinjenja
Ukupni sadrZaj
flavonoida
Antioksidativna
aktivnost
(DPPH)
Antioksidativna
aktivnost
(FRAP)

Y1pc=1,52+0,05X1+0,12X2-6,99- 10'4X1X2-7,92 . 10'4)(12-1,56 1073X?

Y1rc=1,18-3,38-103X1+0,03X2-6,91-10"*X1X»+6,88-10X12+8,58-10°X,?

Y prpH=54,83+0,89X1+1,04X2-0,02X1 Xz

Yrrap=20,44+0,94X1+2,45X2+2,47-103X1 X2
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Tabela 4.17 Analiza varijanse

Model Broj :
odzivne iuma stepJeni F-vrednost p-vread nost  po Adj R? Przedlcted
veli¢ine vadrata slobode R
TPC
Model 10,47 11 11,11 <0,0001 0,8191 0,7454 0,6379
Total 12,78 38
Ostatak 2,31 27
Odstupanje od
modela 1,19 15 0,85 0,6265
(Lack of Fit)
TFC
Model 2,27 11 14,12 < 0,0001 0,8519  0,7916 0,6709
Total 2,67 38
Ostatak 0,40 27
Odstupanije od
modela 0,28 15 1,95 0.1250
(Lack of Fit)
DPPH
Model 1554,12 9 13,61 <0,0001 0,8086  0,7492 0,6623
Total 1922,03 38
Ostatak 367,91 29
Odstupanije od
modela 278,44 17 2,20 0,0851
(Lack of Fit)
FRAP
Model 59180,60 9 32,08 < 0,0001 0,9087  0,8804 0,7983
Total 65124,97 38
Ostatak 5944,37 29
Odstupanije od
modela 5286,88 17 5,68 0,0620
(Lack of Fit)

4p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno

U cilju unapredenja funkcionalnosti keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i
heljde, sa aspekta postizanja veéeg antioksidativnog potencijala i maksimiziranja sadrzaja
bioaktivnih jedinjenja, primenjena je optimizacija formulacije ovog proizvoda primenom
funkcije pozeljnosti. Definisani su ciljevi 1 kriterijumi optimizacije kao i njihove znacajnosti.
Pored nivoa znacajnosti faktora, definisani su i nivoi znacajnosti odzivnih veli¢ina shodno

postavljenim kriterijumima optimizacije.
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Tabela 4.18 Kriterijumi i ciljevi za svaki faktor i odziv

N Softverski predvidene Dobijene vrednosti
Kriterijum .
o ° Z vrednosti
Faktori i odzi = z £ _ . .
axtorl .|V(.Jd2|vne = = w . Ekonomski . Ekonomski . Ekonomski
velidine N 7 ’§ Optimalna ooravdana Optimalna opravdana Optimalna opravdana
2 > N  formulacija P .. . formulacija P .. . formulacija P o
formulacija formulacija formulacija
Udeo integralnog .
heljdinog brasna, % 10 30 3 U opsegu Min 30 13,98 \ \
Udeo b'””?ﬁi materijala, 30 3 Uopsegu Min 30 24,07 \ \
Vrsta biljnog materijala  plod  ekstrakt 3 U opsegu U opsegu plod ekstrakt \ \
Ukupni sadrzaj fenolnih
jedinjenja, mg galne 2,29 4,76 3 Max Max 4,66 4,07 4,38 4,15
kiseline/g keksa
Ukupni sadrZaj
flavonoida, mg rutina/g 1,26 2,51 3 Max Max 2,23 2,01 2,35 2,15
keksa
N lizacija DPPH . .
eutralizaclja 6838 9839 5 Min Min 95,79 88,95 96,18 89,35
radikala, %
FRAPvrednost, umol 10 o7 25304 5 Max Max 194,75 125,49 217,60 123,54

Fe?*/mg

aMaksimiziranje sadrzaja fenolnih i flavonoidnih jedinjenja i antioksidativna aktivnost uz istovremeno minimiziranje udela integralnog heljdinog brasna i biljnog materijala
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Funkcija pozeljnosti predstavlja tehniku viSekriterijumskog odlucivanja kojom se ispitivane
odzivne veli¢ine transformiSu u individualne funkcije poZeljnosti (sa vrednostima izmedu 0 i 1).
Kombinacija faktora kojom se ostvaruje najveca vrednost ukupne funkcije pozeljnosti D
(geometrijska sredina pojedinaénih funkcija) predstavlja optimalno resenje (Sari¢, 2016a).

U tabeli 4.18 prikazani su kriterijumi i ciljevi za svaki faktor i odziv, kao i rezultati optimizacije,
odnosno vrednosti ispitivanih odziva pri predlozenim uslovima. Cilj optimizacije bio je
definisanje recepture keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde sa
najpovoljnijim funkcionalnim karakteristikama u smislu maksimalne antioksidativne aktivnosti,
ali i $to veceg sadrzaja polifenolnih bioaktivnih jedinjenja. Iz tog razloga je odzivima koji se
odnose na antioksidativnu aktivnost dodeljen najveci nivo znacajnosti (5). Vrednosti numerickih
nezavisnih varijabli (udeo integralnog heljdinog brasna i udeo biljnog materijala) odrzavane su u
ispitivanom opsegu (prilikom odredivanja optimalne recepture) ili minimizirane (prilikom
odredivanja ekonomski prihvatljive recepture). Vrsta biljnog materijala kao nezavisna
kategori¢na varijabila postavljena je u opsegu pri dobijanju i optimalnih i ekonomskih uslova.
Kao optimalno reSenje (D=0,8716) predloZzena je formulacija keksa povecane nutritivne
vrednosti sa dodatkom aronije i heljde sa 30% integralnog heljdinog brasna i 30% ploda aronije.
Promenom zadatih parametara optimizacije u cilju predlaganja formulacije za dobijanje keksa
povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde kojom bi bilo moguée dobiti keks sa
Sto ve¢im sadrzajem fenolnih i flavonoidnih jedinjenja i AOA, ali uz istovremeno minimiziranje
udela integralnog heljdinog brasna i biljnog materijala predloZena je ekonomski opravdana
formulacija za dobijanje keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde. Ova
formulacija predvida da bi se keks zadovoljavajucih funkcionalnih karakteristika mogao dobiti
korisé¢enjem 13,98% integralnog heljdinog brasna i 24,07% biljnog materijala u obliku ekstrakta
ploda aronije. Ovo znaci da bi se keks sa samo 14,5% manje ukupnog sadrzaja fenola i 10,9%
manje ukupnog sadrzaja flavonoida mogao proizvesti upotrebom 2,15 puta manje koli¢ine
integralnog heljdinog brasna i 1,25 puta manje biljnog materijala. Istovremeno bi AOA tako
dobijenog proizvoda bila smanjena za 7,7% (DPPH test), odnosno 55,2% (FRAP test).

Na slici 4.35 dat je graficki prikaz pojedinacénih i kombinovanih funkcija poZeljnosti za

optimalno i ekonomski najprihvatljivije resenje
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vrednosti sa dodatkom aronije i heljde
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu moze se zakljuciti sledece:

e Ispitivanjem uticaja procesnih parametara mikrotalasne ekstrakcije ploda aronije na
prinos ekstraktivnih supstanci, ukupan sadrzaj fenola, ukupan sadrzaj flavonoida kao i na AOA
dobijenih ekstrakata variranjem mikrotalasne snage (300, 450 i 600 W), koncentracije etanola
(25, 50 i 75%) i vremena trajanja ekstrakcije (5,10 i 15 min) vrednosti ispitivanih veli¢ina u
velikoj meri zavise od uslova ekstrakcije i nalaze se u slede¢im intervalima: prinos ekstraktivnih
supstanci: 11,1-20,3 g ekstraktivnih supstanci/100 g svezeg biljnog materijala; ukupni sadrzaj
fenolnih jedinjenja: 31,6-38,8 mg galne kiseline/g suvog ostatka ekstrakta; uupni sadrzaj
flavonoida: 12,9-23,2 mg rutina/g suvog ostatka ekstrakta; AOA (DPPH metoda): 45,6-27,73
DPPH mg/cm?® (ECso) odnosno, 0,0219-0,0361 Aae, cm®mg; AOA (FRAP metoda): 8,92-13,61
umol Fe*?/mg suvog ostatka ekstrakta.

e Nezavisno od vrednosti primenjene mikrotalasne snage i vremena trajanja ekstrakcije, sa
porastom koncentracije etanolnog rastvora od 25% do 50% rastu i vrednosti ispitivanih veli¢ina i
dostizu najvecu vrednost primenom 50%-tnog etanolnog rastvora (dok se rastvor sa najmanjim
udelom etanola pokazao kao najmanje efikasan za mikrotalasnu ekstrakciju ploda aronije). Dalje
povecanje koncentracije etanolnog rastvora na 75% (v/v) izaziva smanjenje vrednosti ispitivanih
veli€¢ina. Ova pojava je posledica promene polarnosti rastvara¢a ¢ime se indukuje otpor difuziji
uzrokovanoj koagulacijom proteina usled povecane temperature sistema.

e Rezultati takode ukazuju da porast vrednosti mikrotalasne snage pozitivno uti¢e na
vrednosti ispitivanih veli¢ina, u smislu povecanja, nezavisno od vrednosti koncentracije etanola i
ekstrakcionog vremena i dostizu maksimalnu vrednost delovanjem snage mikrotalasa od 600 W.

e Sa povecanjem trajanja ekstrakcionog procesa (od 5 do 15 min) raste vrednost ispitivanih
veli¢ina nezavisno od vrednosti ostalih ekstrakcionih parametara sa maksimalnom vredno$céu
nakon ekstrakcionog vremena od 15 minuta. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se
angazovanjem vece snage mikrotalasa i njihovim duzim uticajem na biljni materijal intezivira
zagrevanje rastvaraca, a substrat dobija viSe energije ¢ime se izaziva pucanje Celijskih zidova

biljnog materijala i oslobadanje ekstraktivnih supstanci.
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e Ustanovljena je dobra korelacija rezultata AOA dobijenih DPPH i FRAP testom (R? =
0,822). Generalno, vecu antioksidativnu aktivnost ispoljili su ekstrakti dobijeni ekstrakcijom
mikrotalasima vecée snage 1 duzim vremenom ekstrakcije.

e Primenom viSestruke nelincarne regresione analize eksperimentalnih podataka dobijenih
32 faktorijalnim dizajnom eksperimenta dobijene su kvadratne polinomne jednacine kojima se
opisuje uticaj nezavisno promenljivih na ispitivane odzivne veliine.

e Svi predlozeni modeli su statisti¢ki zna¢ajni, sa vrednostima statistickih parametara (R?,
Adj R? i PredictedR?, CV) koji ukazuju na adekvatnost predlozenih modela i relativno dobro
fitovanje modela sa eksperimentalnim podacima.

e Ekstrakciono vreme predstavlja faktor sa najve¢om znacajno$éu kod svih ispitivanih
odziva.

e U cilju racionalizacije i smanjenja troskova procesa mikrotalasne ekstrakcije ploda
aronije izvrSena je simultana, multikriterijumska numeri¢ka optimizacija pri ¢emu su predlozena
dva seta uslova, optimalni (50,84%, 556,5 W i 15 min) i ekonomski najisplativiji (43,03%, 417,5
Wi 11,24 min).

e Optimizacija procesa ekstrakcije bazirana na ekonomic¢nosti i isplativosti procesa
obezbedila bi smanjenje cene koStanja finalnog proizvoda (ekstrakta) koji sadrzi 1 dalje relativno
visoku koli¢inu ciljanih bioaktivnih jedinjenja (redukovanjem potroSnje energije i rastvaraca).

e Dobra saglasnost predvidenih 1 eksperimentalno dobijenih vrednosti, reproduktivnost,
pouzdanost i tacnost modela ANN potvrdeni su visokim vrednostima koeficijenta detrminacije
(R?=0,910) i niskim vrednostima MRPD za pracene odzive, a model se moze smatrati puzdanim
u okviru odredenih nivoa i1 opsega ekstrakcionh parametara.

e ANN-GA model predvida po jedan set optimalnih uslova za svaku pracenu odzivnu
veli¢inu. Za sve ispitivane odzive optimalna vrednost ekstrakcionog vremena iznosila je oko 15
min, koncentracija etanola bila je u opsegu od 51-55% dok se optimalna vrednost mikrotalasne
snage najvise razlikovala za pojedinacne slu¢ajeve odzivnih veli¢ina (441-600 W).

e Na osnovu statistickih indikatora koeficijenta dterminacije R? i vrednost srednjeg
relativnog procenta devijacije (MRPD) potvrdeno je da se za optimizaciju uslova mikrotalasne
ekstrakcije ploda aronoje mogu koristiti obe metodologije (RSM i ANN-GA).

e Ekonomski uslovi predlozeni optimizacijom RSM (43,03%, 417,15 W, 11,24 min)

prihvaceni su kao optimalni u daljem toku rada. Prednost predlozenih ekonomskih uslova RSM
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metodom ogleda se u moguénosti primene jedinstvenog seta uslova kojim bi se istovremeno
postigle maksimalne moguce vrednost svih pracenih odzivnih veli¢ina.

e Primena RSM prilikom dizajna ekperimenta omogucéila je formulaciju keksa povecane
nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde, pri ¢emu su kao nezavisne numeric¢ke varijable
varirani udeli integralnog heljdinog brasna i biljnog materijala (5,86; 10; 20; 30 i 34,14%), dok je
kao nezavisna kategoricka varijabla varirana vrsta biljnog materijala (samleveni plod, sok ili
ekstrakt aronije dobijen pod predlozenim optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije iz prvog
dela rada). Kao zavisne promenljive pracene su veli¢ine koje ukazuju na potencijalna
funkcionalna svojsta: ukupni sadrzaj fenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost u etanolim
ekstraktima keksa kao finalnog proizvoda.

e Porastom udela integralnog heljdinog brasna u kontrolnim uzorcima keksa (uzorcima bez
aronije) zanac¢ajno rastu vrednosti svih ispitivanih veli¢ina uzoraka keksa.

e Aronija je dobar izvor polifenolnih jedinjenja i zadrzava to svojstvo kada se aplicira u
neki od prehrambenih proizvoda. Pored variranja masenog udela, znac¢ajan efekat na dobijene
rezultate potice usled razlike u hemijskom sastavu upotrebljenih vrsta biljnog materijala (plod,
ekstrakt i sok).

e Ukupan sadrzaj fenola kod uzoraka koji sadrze biljni materijal kre¢e se u intervalu od
2,29 do 4,76 mg galne kiseline/g keksa i raste sa porastom udela biljnog materijala, nezavisno od
vrste upotrebljenog biljnog materijala. Maksimalna vrednost sadrzaja ukupnih fenola postignuta
je pri 30% udela ploda $to je priblizno 2,3 puta veca vrednost (u odnosu na kontrolni uzorak bez
biljnog materijala).

e Sadrzaj flavonoida u keksu povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde
kretao se u granicama od 1,26 do 2,51 mg rutina/g keksa. Porastom udela aronije u formulaciji
keksa uglavnom je postignuto konstantno povecanje sadrzaja flavonoida, bez obzira na variranje
udela prisutnog heljdinog brasna iz ¢ega proizilazi da aronija obezbeduje dominantan doprinos
povecanju vrednosti sadrzaja flavonoida u finalnom proizvodu. Sadrzaj favonoida povecan je
ukupno 1,52 puta u odnosu na kontrolni uzorak. Pri svim vrednostima udela biljnog materijala,
najznacajniji doprinos sadrZaju flavonoida u keksu potice od ekstrakta (30%).

e AOA keksa kretala se u opsegu od 68,4 do 98,4% neutralizacije DPPH radikala, odnosno
od 27,75 do 75,99 mmol Fe?*/g keksa odredeno FRAP metodom. Pokazano je da porast uéescéa
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biljnog materijala aronije uti¢e na povecanje vrednosti AOA. Najveci doprinos AOA keksa daje
najveci udeo dodatog ekstrakta, odnosno ploda, odredeno DPPH i FRAP metodama, respektivno.

e Generalno, zavisno od formulacije AOA se povecavai do skoro tri puta u odnosu na
kontrolni uzorak.

e Primenom RSM pri analizi eksperimentalnih podataka dobijene su odgovarajuce
jednacine odziva za pracenje uticaja recepture na ispitivane odzivne veli¢ine u dobijenom keksu
povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i heljde. Kvadratni model primenjen je za
predvidanje i opisivanje rezultata svih ispitivanih odziva (p<0,0001), pri ¢emu su svi statisti¢ki
parametri ukazali na adekvatnost predlozenih modela za sve odzive.

e Potencijalna funkcionalnost keksa povecane nutritivne vrednosti sa dodatkom aronije i
heljde, sa aspekta postizanja veéeg antioksidativnog potencijala i maksimiziranja sadrzaja
bioaktivnih jedinjenja postignuta je optimizacijom formulacije ovog proizvoda primenom RSM.
Optimalna koli¢ina i vrsta funkcionalnih sastojaka (integralnog heljdinog brasna, samlevenog
ploda, soka ili ekstrakta) utvrdeni su primenom funkcije pozeljnosti.

e Optimalna formulacija (D=0,8716) je kombinacija 30% integralnog heljdinog brasna i
30% biljnog materijala (optimalna formulacija) u obliku samlevenog ploda aronije. Sa aspekta
ekonomske prihvatljivosti (ekonomski najprihvatljivija formulacija) softverski predvidene
vrednosti ulaznih varijabli su kombinacija 13,98% integralnog heljdinog brasna i 24,07% biljnog
materijala u obliku ekstrakta aronije.

e Ekonomski najprihvatljivija formulacija bi dala keks zadovoljavajucih karakteristika koji
se moze proizvesti po zna¢ajno nizoj ceni kostanja.

e Predlozena formulacija keksa daje proizvod sa visokim sadrzajem vrednih bioaktivnih
jedinjenja, zahvaljuju¢i dodatku ploda aronije i heljde, §to omoguéava svrstavanje ovog

proizvoda u kategoriju proizvoda sa dodatom vrednoscu.
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Slika PS4 1zgled kontrolnih uzoraka keksa sa 10% (uzorak 40), 20% (uzorak 41) i 30% (uzorak 42)
integralnog heljdinog brasna
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Slika PS5 Izgled uzoraka keksa sa 20% integralnog heljdinog brasna i 20 % samlevenog ploda (uzorak 39), soka (uzorak 22)
ili ekstrakta (uzorak 4)
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Slika PS6 Izgled uzoraka keksa sa 10% integralnog heljdinog brasna i 10 % samlevenog ploda (uzorak 39), soka (uzorak 22) ili
ekstrakta (uzorak 4)
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Slika PS7 lzgled uzoraka keksa sa 30% integralnog heljdinog brasna i 30 % samlevenog ploda (uzorak 1), soka (uzorak 32) ili
ekstrakta (uzorak 35)
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Tabela PT1 Prinos ekstraktivnih supstanci (g ekstraktivnih substanci/100 g svezeg biljnog materijala) u ekstraktima plodova aronije
dobijenih pod razli¢itim operativnim uslovima

Koncentracija 300 W 450 W 600 W
etanolno(gorastvora, 5 min 10 min 15 min 5min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min
25 10,741,70  14,5+0,23  16,2#0,55 13,9+0,17 15,8+0,26  16,3+0,26  15,1+0,43  16,0+1,32  17,2+0,22
50 11,6+0,25 14,9+0,28 18,1+0,19 16,6+0,48 16,9+0,37 18,0+0,43  14,3+0,23 17,2+0,21 20,3+0,23
75 11,1+0,55 15,8+1,21 17,7+0,26  14,9+0,65 15,8+0,10 18,4+0,23  16,9+0,03 17,0+0,40 18,4+0,26

Tabela PT2 Ukupni sadrzaj fenolinih jedinjenja (mg galne kiseline/g suvog ekstrakta) u ekstraktima plodova aronije dobijenih pod
razli¢itim operativnim uslovima

Koncentracija 300 W 450 W 600 W
etanolnog
rastvora, % 5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min
25 31,640,29  34,3+0,88  34,9+0,29  33,51+0,68 34,9+0,35 35,7+0,42 33,3+0,96 32,3+0,48  33,4%0,71
50 35,5+0,49  35,9+0,63  36,8+0,21 34,9+0,64 36,8+0,60 37,6+0,50 37,240,37  38,2+1,23  38,8+0,52
75 34,6+0,69  35,2+0,44  36,0+0,55 33,7+0,49 34,0+0,32  36,7+1,13  34,6+0,58  34,2+0,50  36,7+0,14
Tabela PT3 Ukupni sadrzaj flavonoida (mg rutina/g suvog ekstrakta) u ekstraktima plodova aronije dobijenih pod razli¢itim
operativnim uslovima
Koncentracija 300 W 450 W 600 W
etanolnog : . . . . . , . .
rastvora, % 5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min
25 12,9+0,44  17,9+0,27  19,9+091  15,740,22  18,2+0,41  20,1+0,27  18,3+0,37 18,7+0,91 21,1+0,34
50 15,0+0,51  18,5+0,08  19,1+0,30  18,0#0,25  20,0+0,29  21,5+0,61 19,8+0,7 21,8+0,28 23,2+0,13
75 154+0,58 17,5+0,43 19,6+0,33 17,5#0,33  19,9+0,27  20,3+0,14  15,6+0,40 19,8+0,27 20,240,11
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Tabela PT4 Antioksidativna aktivnost ekstrakata aronije odredivana primenom DPPH i FRAP

metode
25% EtOH
300 W 450 W 600 W
5min 10min 15min 5min  10min 15min  5min 10min 15 min
ECso, s 4566 4137 36,69 39,85 3521 3249 38,87 34,57 33,8
DPpH —Mgcm
crﬁ\s?;g 0,0219 10,0242 10,0276 0,0251 0,0284 0,0308 0,0257 0,0289 0,0296
FRAP ngq]/(r)wig 8,92 10,81 11,77 11,33 11,97 12,42 11,35 12,52 12,78
50% EtOH
300 W 450 W 600 W
5min 10min 15min  5min  10min 15min  5min 10min 15 min
ECso, ;s 44,53 39,96 32,82 40,25 33,3 30,25 38,54 30,8 27,73
DPpH —Mgcm
crﬁ;?;g 0,0224 0,0250 0,0305 0,0248 10,0301 0,0331 0,0259 0,0325 0,0361
FRAP ng’l}‘r’;g 9,34 12,1 13,11 11,41 12,06 13,47 11,61 12,81 13,61
75% EtOH
300 W 450 W 600 W
5min 10min 15min  5min  10min 15min  5min 10min 15 min
ECso, s 4939 44,15 39,22 4866 3898 34,82 4562 40,35 36,15
DPpH —Mgem
crﬁé?;g 0,0202 0,0226 0,0255 0,0206 0,0256 0,0287 0,0219 0,0248 10,0277
FRAP F;’I‘,ﬂig 8,47 10,49 11,52 10,48 11,08 11,55 11,52 12,2 12,39
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Tabela PT5 Prikaz eksperimentalnih vrednosti prac¢enih odzivnih veli€ina i vrednosti odziva predvidenih RSM metodom

Ukupan sdarzaj

Ukupan sadrzaj

; Kone, Ekstrake, ~ Prin0SES 91009 ¢ b iedinjenja flavonoida AOA, DPPH — AOA, FRAP

Rbercé?l E,[OZH Mslﬁ;%?%f/na Vﬁme' svezeg bilj,mat, mg GAE/g SE mg RE/g SE ECso mg/cm umol Fe**/mg
EXP PRE EXP PRE EXP PRE EXP PRE EXP PRE

1 50 450 10 16,9 16,94 36,80 36,75 20,25 20,13 3856 33,72 12,02 12,38
2 50 300 10 14,9 15,73 35,93 36,75 18,53 18,87 39,96 38,06 12,10 11,59
3 50 450 5 16,6 14,97 34,94 35,75 18,01 18,08 40,25 38,58 11,41 11,37
4 75 450 10 15,8 17,51 34,06 35,02 19,94 18,83 38,98 40,19 11,08 11,36
5 25 300 5 10,7 12,44 31,64 32,66 12,85 15,52 45,66 45,07 8,92 9,57
6 50 600 15 20,3 19,37 38,85 37,75 23,25 23,44 27,73 2794 13,61 13,73
7 25 450 15 16,3 18,34 35,70 34,66 20,11 20,88 3249 3101 1242 1283
8 75 300 15 17,7 19,02 36,07 36,02 19,56 19,62 39,22 39,67 11,52 12,03
9 50 450 10 19,4 16,94 36,47 36,75 17,67 20,13 3465 33,72 12,68 12,38
10 75 600 5 16,9 17,50 34,58 34,02 15,61 18,04 45,62 44,13 11,52 11,59
11 25 600 10 16,0 17,58 32,35 33,66 18,67 20,09 3457 3495 1252 1261
12 50 450 10 15,9 16,94 36,08 36,75 19,78 20,13 32,10 33,72 12,15 12,38
13 50 300 15 18,1 18,45 36,80 37,75 19,12 20,92 3282 3320 13,11 13,05
14 75 600 10 17,0 18,72 34,23 35,02 19,81 20,09 40,35 39,27 12,20 12,15
15 25 450 5 13,9 14,40 33,15 32,66 15,67 16,78 39,85 40,73 11,33 1081
16 25 300 10 14,5 15,16 34,32 33,66 17,89 17,57 41,37 40,21 10,81 11,03
17 75 450 15 18,4 19,48 36,67 36,02 20,31 20,88 3482 3533 1155 1237
18 25 600 15 17,2 18,80 33,40 34,66 21,09 22,14 33,80 30,09 12,78 13,17
19 50 450 10 15,4 16,94 37,30 36,75 20,09 20,13 32,36 33,72 1187 1238
20 50 600 5 14,3 16,93 37,16 35,75 19,75 19,34 3854 3766 1161 1261
21 50 450 10 14,9 16,94 37,12 36,75 20,57 20,13 34,68 33,72 1240 1238
22 75 300 5 111 13,58 34,63 34,02 15,37 1552 49,39 4939 8,47 9,11
23 75 300 10 15,8 16,30 35,23 35,02 17,5 17,57 44,15 4453 10,49 10,57
24 75 600 15 18,4 19,94 36,72 36,02 20,17 22,14 36,15 34,41 1239 12,71
25 25 600 5 15,1 16,36 33,31 32,66 18,3 18,04 38,87 39,81 1135 12,05
26 75 450 5 14,9 15,54 33,75 34,02 17,5 16,78 48,66 4505 10,48 10,35
27 50 300 5 11,6 13,01 35,48 35,75 14,98 16,82 4453 4292 934 10,13
28 50 450 15 18,0 18,91 37,57 37,75 21,46 22,18 30,25 28,86 1347 13,39
29 50 450 10 17,7 16,94 36,98 36,75 22,03 20,13 33,30 33,72 12,06 12,38
30 25 300 15 16,2 17,88 34,95 34,66 19,92 19,62 36,69 3535 11,77 12,49
31 50 600 10 17,2 18,15 38,25 36,75 21,84 21,39 30,80 3280 12,81 1317
32 50 450 10 18,1 16,94 36,70 36,75 19,38 20,13 30,88 33,72 1243 12,38
33 25 450 10 15,8 16,37 34,95 33,66 18,17 18,83 3521 3587 1197 1182

EXP -Eksperimentalno dobijene vrednosti odziva PRE - Predvidene vrednosti odziva, SE - suvog ekstrakta
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Tabela PT6 Sadrzaj ukupnihih fenola (mg galne kiseline/g keksa) u ekstraktima keksa

Vrsta biljnog

materijala

10% heljdinog brasna

20% heljdinog brasna

30% heljdinog brasna

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

PLOD

2,29+0,05

3,74+0,05

4,76x0,01

2,48+0,00

4,26+0,03
3,85+0,05
3,89+0,02
4,58+0,01
4,26+0,05

4,63+0,15

2,81+0,01

4,18+0,12

4,48+0,02

EKSTRAKT

3,16+0,09

3,82+0,01

4,02+0,09

3,81+0,02

3,77+0,03
3,92+0,01
3,78+0,04
4,23+0,02
4,04+0,02

4,15+0,02

3,52+0,01

4,19+0,01

4,19+0,02

SOK

3,05+0,06

3,43+0,09

4,18+0,01

2,94+0,06

3,40+0,03
4,10+0,01
3,27+0,06
3,76+0,01
4,12+0,02

3,98+0,04

3,08+0,09

3,70+0,02

4,51+0,01
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Tabela PT7 Sadrzaj ukupnihih flavonoida (mg rutina/g keksa) u ekstraktima keksa

10% heljdinog brasna

20% heljdinog brasna

30% heljdinog brasna

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

Vrsta biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

10%
biljnog
materijala

20%
biljnog
materijala

30%
biljnog
materijala

1,807+0,01
1,746+0,08
1,919+0,06
1,902+0,07
1,924+0,02

1,260+0,03 1,938+0,03 2,214+0,01 1,444+0,01

PLOD

1,973+0,07 1,735+0,05 2,064+0,07 2,386+0,08

1,829+0,02
2,042+0,01
1,910+0,03
2,093+0,04
2,047+0,04

1,661+0,01 2,148+0,02 2,264+0,03 1,952+0,06

EKSTRAKT

2,340+0,03 2,069+0,03 2,263+0,01 2,505+0,03

1,714+0,01
1,997+0,07
1,877+0,09
1,885+0,00
1,856+0,09

1,478+0,02 1,746+0,06 2,187+0,01 1,576+0,02

SOK

2,236+0,01 1,832+0,03 2,085+0,03 2,181+0,03
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Tabela PT8 Antioksidativna aktivnost ekstrakata keksa (% neutralizacije DPPH radikala) odredena DPPH testom

Vrsta biljnog
materijala

10% heljdinog brasna

20% heljdinog brasna

30% heljdinog brasna

10% 20% 30%
biljnog biljnog biljnog
materijala materijala ~ materijala

10% 20% 30%
biljnog biljnog biljnog
materijala ~ materijala  materijala

10% 20% 30%
biljnog biljnog biljnog
materijala  materijala  materijala

PLOD

68,5+1,28 68,5%1,28 90,5+2,12

91,8+1,66
82,1+0,39
89,1+0,95
89,9+0,32
85,9+0,73

74,6+0,19 84,6+0,80

88,4+0,43 92,2+1,15 96,9+0,67

EKSTRAKT

79,0£3,14 85,4+0,67  91,6+0,82

87,0+0,22
91,0+0,99
86,2+1,45
88,9+1,21
85,6+0,30

79,7+0,54 92,0+1,51

86,4+0,73  88,3+0,84  98,4+0,87

SOK

68,4+1,91 88,8+0,49

78,7+1,18

87,4+0,61
84,6+0,64
84,1+1,62
87,8+1,66
87,3+0,86

76,8+0,88 90,9+0,96

85,7+0,98 88,4+1,69 94,4+0,67
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Tabela PT9 Antioksidativna aktivnost ekstrakata keksa (izrazeni kao mmol Fe?*/g keksa) odredena FRAP testom

10% heljdinogbrasna 20% heljdinogbrasna

30% heljdinogbrasna

10%
biljnogmat
erijala

20%
biljnogmater
ijala

30%
biljnogmat
erijala

10%
biljnogmat
erijala

20%
biljnogmate
rijala

30%
biljnogmat
erijala

Vrsta biljnog 10%
materijala

erijala

biljnogmat

20%
biljnogmat
erijala

30%
biljnogmat
erijala

146,3+1,2
121,06+3,8
148,76+1,2
134,33+1,2
146,15+2,1

PLOD

69,77+1,3  111,26%0,8 191,78+1,6 79,69+1,3 207,56+0,6

81,04+0,8

99,35+2,0 223,94+0,7

125,58+0,6
127,63+0,4
129,98+1,1
120,06+3,4
131,16+1,4

EKSTRAKT 59,62+1,9  102,75+15, 126,4+1,0 66,17+1,5

169,24+0,3 111,79+1,2 131,16%x1,4 161,20+1,4

85,04+0,8
91,25+0,9
89,16+2,2
92,54+0,4
92,19+1,0

SOK 43,07+1,0 77,34+0,5 179,40+1,1 53,4015 108,5+1,3

81,16+1,4

101,29+0,8 126,93+0,9
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Tabela PT10 Detaljne recepture za izradu keksa povecane nutritivne vrednostisa dodatkom
aronije i heljde

Broj BM Vrsta BM (9) Uzeto Ukupno IHB IHB  Psenicno
ekspe (%) BM Preracunato BMza  brasna(g) (%) 9 brasno
rimen na suvu pripremu T-500

ta masu BM (9)

1 30 plod 7,20 30g 92,80 30 27,84 64,96
2 20 sok 2,15 14,8 mi 97,85 20 19,57 72,28
3 30 ekstrakt 3,12 53,2 ml 96,88 10 9,69 87,19
4 10 ekstrakt 1,04 17,7 ml 98,84 10 9,88 88,96
5 20 plod 4,80 20g 95,20 20 19,04 76,16
6 34,14 sok 3,68 25,3 ml 96,32 20 19,26 77,06
7 20 plod 4,80 209 95,20 20 19,04 76,16
8 34,14 plod 8,19 34,14 ¢g 91,80 20 18,36 73,44
9 20 plod 4,80 20g 95,20 20 19,04 76,16
10 30 plod 7,20 309 92,80 10 9,28 83,52
11 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 20 19,58 78,34
12 20 plod 4,80 20g 95,20 20 19,04 76,16
13 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 20 19,58 78,34
14 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 586 574 92,18
15 20 sok 2,15 14,8 mi 97,85 20 1957 78,28
16 10 ekstrakt 1,04 17,7 ml 98,86 30 29,69 69,27
17 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 20 19,58 78,34
18 20 plod 4,80 20g 95,20 586 5,58 89,62
19 5,86  ekstrakt 0,61 10,4 mi 99,39 20 19,88 79,51
20 30 sok 3,23 22,2 ml 96,77 10 9,68 87,09
21 20 sok 2,15 14,8 mi 97,85 20 19,57 78,28
22 10 sok 1,08 7,4 ml 98,92 10 9,89 89,03
23 34,14  ekstrakt 3,55 60,5 ml 96,45 20 19,29 77,16
24 20 sok 2,15 14,8 ml 97,85 20 19,57 78,28
25 5,86 sok 0,63 4,3 ml 99,37 20 19,87 79,50
26 20 sok 2,15 14,8 ml 97,85 34,14 33,40 64,45
27 5,86 plod 1,40 5,869 98,59 20 19,72 78,87
28 10 sok 1,08 7,4 ml 98,92 30 29,68 69,24
29 20 sok 2,15 14,8 mi 97,85 20 19,57 78,28
30 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 20 19,58 78,34
31 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 34,14 33,43 64,49
32 30 sok 3,23 22,2 mi 96,77 30 29,03 67,74
33 20 plod 4,80 209 95,20 20 19,04 76,16
34 20 ekstrakt 2,08 35,5 ml 97,92 20 19,58 78,34
35 30 ekstrakt 3,12 53,2 mi 96,88 30 29,06 67,82
36 20 sok 2,15 14,8 mi 97,85 586 5,73 92,12
37 10 plod 2,40 10g 97,60 30 29,28 68,32
38 20 plod 4,80 20g 95,20 34,14 32,50 62,70
39 10 plod 2,40 10¢ 97,60 10 9,76 87,84
40 / / / / 100 10 10 90

41 / / / / 100 20 20 80

42 / / / / 100 30 30 70

BM — biljni materijal, IHB — integtalno heljdino brasno
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HeopraHcka xemuja. Ha HaBeneHOM pajHOM MecTy je M TpeHYTHO aHraxkoBaHa. Koayrop je
[IpakTukyma 3a onmrty u Heoprancky xemujy (IIpakTukym 3a ommrty u HeopraHcky xemujy, C.
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HalmoHamHor 3aHaudaja (M52), Bumie pagoBa 00jaBJbeHMX Ha CKyMmoBHMa MelyHapogHOT U

HaIMOHAJTHOT 3Hauaja (kateropuje M34 u M64).
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N3JABA O AYTOPCTBY

N3jaBibyjemM na je JOKTOpCKa aucepTalidja, Mo HacaOBOM

ONTUMU3ALINJA MUKPOTAJIACHE EKCTPAKIIUJE NOJIUPEHOJIHUX
JEJAUBEBA U3 IVIOJA APOHUJE (Aronia melanocarpa L.)

Koja je onOpameHna Ha TexHonomkom akynrery YHUBep3uTera y Humry:

v/ pe3yJsITar CONCTBEHOT MCTPAXKUBAYKOT Pajia;

v’ J1a OBy JMCEpTaInjy, HHA y IEIUHN, HUTH Y JEIOBUMA, HUCAM IIPUjaB/bMBaAlIa HA JPYTUM
(bakynTeTMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

v Jla HHCaM MOBpEIMJa ayTopCcKa MpaBa, HUTH 3JI0YNOTPEOUIIA MHTEIEKTYalHy CBOjHUHY
APYTUX JIMLA.

Jlo3BospaBaM J1a ce 00jaBe MOjH JIMYHM IMOJAALM, KOJU CYy y BE3U ca ayTOPCTBOM U J100HjameM
aKaJIeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME M INpe3nMe, FOAMHAa M MECTO pohema U
naTym onbpaHe pazxa, M TO y Katamory buGmuoreke, JMrMTanHOM peno3uTOPHjyMy
VYHuusep3utera y Huiry, kao u y nyonukamujama YHusepsurera y Humry.

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepraryje:

Baxeutnna M. Cumuh



N3JABA O UICTOBETHOCTMU EJIEKTPOHCKOI' U HITAMITAHOT'
OBJIMKA JOKTOPCKE JMCEPTALIMJE

Hacnos aucepranuje:

ONNITUMMBAINJA MUKPOTAJIACHE EKCTPAKIINJE
MNOJIN®EHOJIHUX JEANIBEBA U3 ITVIOJA APOHUJE
(Aronia melanocarpa L.)

U3jaBbyjeM Oa je eNeKTpOHCKM OOJNMK MOje JOKTOpCKE IHucepTaiyje, Kojy caM mpenaia 3a
yHOIICHE Y JIMTUTAJHH Peno3uTopujym YHuBep3utera y Humry, MCTOBETaH IITaMIIAaHOM
00JHKY.

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepraryje:

Banxentnna M. Cumuh



N3JABA O KOPUIITREBY

Ogmnamhyjem YHuBep3uteTcKky Oubmmoreky ,,Hukoma Tecma® nma y JlururamHu pemo3uTOpHjyM
VYuuBepautera y Humy yHece MOjy TOKTOPCKY AUCEPTAIIH]y, IO HACIOBOM:

ONNITUMMBAINJA MUKPOTAJIACHE EKCTPAKIINJE
MNOJN®EHOJIHUX JEANBEBA U3 I1JIOJIA APOHUJE
(Aronia melanocarpa L.)

Jucepranujy ca CBHM TNPHJIO3MMa Tpeaaia caM Yy €JIeKTPOHCKOM OOJHKY, MOTOJHOM 3a TpPajHO
apXUBUPABE.

Mojy IOKTOpcKy aucepTanujy, yHeTy y JlurutamHu penosutopujyM YHuBepsurera y Humry, mory
KOPHCTUTH CBH KOjH MOIITY]y oapeade caapxaHe y ogabpanoM tumy juieHne KpeatusHe 3ajennuiie
(Creative Commons), 3a KOjy caMm ce OJUTy4uJia.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepuujantao (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo — Hekomepuujaano — 6e3 npepaae (CC BY-NC-ND)

4. AyTopCcTBO — HEKOMEPIIHjaHO — neauTu o uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyrtopctBo — 6e3 npepaje (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenuti o uctuM yciosuma (CC BY-SA)

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepraryje:

Banxeutnna M. Cumuh




