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1.UVOD

Lekovito bilje 1 preparati na bazi lekovitog bilja imaju sve vecu primenu u raznim
granama industrije. Pored sve veceg interesovanja farmaceutske i kozmeticke industrije za novim
preparatima na bazi lekovitog bilja, interesovanje za proizvodima ovog tipa raste i u granama
industrije kao $to je prehrambena, usled zahteva da se sinteticki 1 toksi¢ni aditivi u proizvodnji
hrane S§to viSe je to moguce zamene sa prirodnim biljnim proizvodima odgovarajucih
funkcionalnih karakteristika. U tom smislu, jasan je znacaj, neophodnost 1 aktuelnost nau¢nih
istrazivanja u oblasti primene i prerade lekovitog bilja i proizvodnje novih preparata na bazi
lekovitog bilja.

Hajducka trava 1 Sipak spadaju u red najzastupljenijih lekovitih biljaka na naSim
prostorima. Zahvaljuju¢i svom hemijskom sastavu imaju veliki farmakoloski znacaj i1 Siroku
primenu. Na nasem trziStu se najceSc¢e nalaze u obliku biljnog ¢aja.

Prilikom proizvodnje filter biljnog caja, tacnije tokom mehanicke prerade biljnog
materijala (secenja, usitnjavanja 1 mlevenja) generiSe se odredena koli¢ina biljnog praha, ¢iji je
precnik Cestica manji od veli¢ina pora filter kesica, pa se iz tog razloga takav materijal ne moze
koristiti za proizvodnju ovakve forme finalnog proizvoda. Prema tome, ova biljna frakcija se
odbacuje iz daljeg procesa proizvodnje kao sporedni proizvod. Medutim, i kao takav, ovaj biljni
materijal 1 dalje sadrzi znacajnu koli€¢inu bioloski vaznih jedinjenja, zbog Cega se moZe primeniti
kao polazna sirovina za dobijanje ¢itavog niza novih biljnih preparata-ekstrakata.

Najcesce koriS¢ene tehnike za izolovanje jedinjenja iz lekovitog bilja su klasi¢ne
ekstrakcione tehnike koje Cesto podrazumevaju primenu toksi¢nih rastvaraca, $to dalje vodi i
njthovom prisustvu u finalnim proizvodima, ¢ime se dobijaju proizvodi neodgovarajuceg
kvaliteta. Pored toga nedostaci klasi¢nih tehnika ekstrakcije su i niska efikasnost procesa, kao i
veliki utroSak energije 1 vremena. Iz tog razloga u savremenoj proizvodnji biljnih preparata-
ekstrakata tezi se sve viSe primeni savremenih ekstrakcionih tehnika koje su razvijene sa ciljem

da smanje potroSnju u samom procesu proizvodnje 1 istovremeno povecaju prinos 1 kvalitet
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proizvoda koji se dobija. Jedna od takvih tehnika ekstrakcije je ekstrakcija superkriticnim
gasovima, pre svega ugljen-dioksidom, ¢ija je najveca prednost smanjenje negativnog uticaja na
zivotnu okolinu 1 proizvodnja kvalitetnog i bezbednog ekstrakta bez tragova i prisustva
primenjenog rastvaraca.

Zbog prethodno navedenog, osnovni cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije
bila je valorizacija sporednog proizvoda industrije biljnog ¢aja, i to sporednog proizvoda
generisanog tokom prerade hajducke trave i Sipka. Moguénost valorizacije ovakvog sporednog
proizvoda od lekovitog bilja ispitana je kroz primenu klasicne metode ekstrakcije u kombinaciji
sa tehnikom enkapsulacije spray drying 1 primenom tehnike ekstrakcije superkritiénim ugljen-
dioksidom. Primenom ovih tehnoloskih postupaka relativno jeftina biljna sirovina bi se iskoristila
za dobijanje visoko-vrednih novih proizvoda-ekstrakata koji bi mogli naéi primenu u
farmaceutskoj, kozmetickoj ili prehrambenoj industriji. Takode, pronalazenjem nove upotrebne
vrednosti sporednog proizvoda iz fabrike filter ¢aja smanjili bi se postojec¢i finansijski troskovi
nastali iz potrebe za adekvatnim odlaganjem ovakvog sporednog proizvoda ¢ime bi se doprinelo

unapredenju celokupne proizvodnje.
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2. OPSTI DEO

2.1. Prerada lekovitog bilja u pogonima fabrike filter ¢aja

Na teritoriji Srbije sakuplja se veliki broj biljnih vrsta lekovitog bilja koje se kao takve ili
preradene u formi biljnih proizvoda primenjuju u farmaceutskoj industriji 1 medicini, kako
zvani¢noj tako i narodnoj. Srbija poseduje bogatu floru. Neke od biljaka koje su u Srbiji u Sirokoj
upotrebi su: hajducka trava (Achillea millefolium L.), kopriva (Urtica dioica L.), smilje
(Antennaria dioica L.), ¢iak (Articum lappa L.), rusa (Chelidonium majus L.), dren (Cornus mas
L.), kamilica (Matricaria chamomilla), nana (Mentha piperita), Sipak (Rosa canina), mati¢njak
(Melissa officinalis L.), zova (Sambucus nigra) (Janci¢, 1988).

S obzirom na to da se lekovito bilje na trziStu danas naj¢esce nalazi u obliku biljnog ¢aja,
proizvodnja filter ¢ajeva u Srbiji i regionu dobija sve viSe na znacaju. Neke od kompanija koje se
bave proizvodnjom filter biljnog ¢aja, kako za domace tako i inostrano trziste, jesu "Fructus" iz
Backe Palanke, "Adonis" iz Sokobanje, "Macval" iz Novog Sad i IPLB "Dr Josif Panci¢" iz
Beograda.

U prozvodnji c¢aja u filter formi koriste se razli¢ite tehnoloske operacije kao Sto su
suSenje, seCenje, mlevenje, prosejavanje, a Sema ovog tehnoloSkog procesa prikazana je na slici
1. Tokom navedenih operacija procesa proizvodnje, generiSe se odredena koli¢ina finog biljnog
praha, od oko 10 do oko 40 %, u zavisnosti od biljne sirovine koja se preraduje. Ovakav biljni
materijal Cesto se naziva herbalna praSina (Rami¢ 1 sar., 2015). Herbalna praSina se ne moze
koristiti za pakovanje u formu filter ¢aja s obzirom na to da je njen precnik Cestica manji od
veliine pora filter kesice (<0,315 mm). Prema tome, ova frakcija se odbacuje iz proizvodnje kao
sporedni proizvod ili otpad, zavisno od biljne vrste. lako u proizvodnji filter ¢aja dolazi do
odredene degradacije bioaktivnih jedinjenja u odnosu na polazni biljni materijal (Vidovi¢ i sar.,
2013), ovaj sporedni proizvod i dalje sadrzi znacajnu koli¢inu visoko-vrednih jedinjenja. Pored
toga, ovakav materijal predstavlja i pogodnu sirovinu za &vrsto-te¢nu (C/T) ekstrakciju, jer je

precnik Cestica ovakve biljne frakcije relativno mali ¢ime se smanjuju ograni¢enja za prenos

3
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mase iz ¢vrste u te¢nu fazu. S obzirom na navedene Cinjenice, postoji sve veci interes za upotrebu
herbalne prasine kao polazne sirovine za ekstrakciju bioloski vaznih jedinjenja i proizvodnju

novih biljnih preparata-ekstrakata.

— — Biljni materijal koji se
C‘ SkladiStenje |- | Susenje ‘- koristi za proizvodnju

Proizvodnija filter aja filter Caia

_— . Vibro Sakupljanje
secenje E:> Mlevenje E:> prosejavanje E> frakcija ‘X

skladiztenje
Finalno . Kontrola materijala
pakovanje <:I:| Mesanje <::| kvaliteta <::| odgovarajuce . .
veligine sporedni proizvod
@ d<0,315 mm

Slika 1. Sema tehnoloskog procesa proizvodnje filter ¢aja

U Republici Srbiji u pogonima u kojima se preraduje lekovito bilje za dalju upotrebu u
proizvodnji biljnog caja, nekoliko biljnih vrsta preraduju se u vecoj koli¢ini. To su: menta,
kamilica, Sipak, hajducka trava, aronija, divlja jabuka, kopriva, majc¢ina dusSica, zalfija itd.

Kao sto je prethodno navedeno, koliCina herbalne prasine proizvedene tokom prerade
zavisi pre svega od biljne sirovine koja se preraduje. Tako se tokom prerade herbe hajducke trave
generiSe i do 30 % sporednog proizvoda u formi herbalne prasine, a tokom prerade ploda Sipka
oko 40 %. Takode, iskustveni podaci proizvodaca filter ¢aja od Sipka ukazuju i na to da se
frakcija nastala od prerade ploda Sipka sastoji od oko 10 % perikarpa i od oko 90 % semena ploda
Sipka. S obzirom na to da se radi o znacajnoj koli¢ini biljnog sporednog proizvoda/otpada i da se
pri tome radi o vrednoj sirovini koja i dalje sadrzi odredenu koli¢inu znacajnih bioaktivnih
jedinjenja, pronalazenje nove upotrebne vrednosti, odnosno novog tehnoloskog postupka koji bi

omogucio konvertovanje ovakvog materijala u novi visoko-vredni proizvod, itekako ima smisla.
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2.2. Hajducka trava

2.2.1. Opis biljne vrste

Hajducka trava (Achillea millefolium) spada u najrasprostranjenije i najc¢es¢e korisc¢ene
lekovite biljke u svetu (Zivoti¢, 1979). Ova vrsta pripada rodu Achillea, porodici Asteraceae,
redu Asterales, klasi Magnoliopsida, razdelu Magnoliophyta 1 carstvu Plantae. Porodici
Asteraceae pripada jo§ oko 115 biljnih vrsta (Mabberley, 1997), ali najve¢i farmakoloski znacaj
medu njima ima upravo A.millefolium (Nemeth, 2005; Si i sar., 2006).

Hajducka trava je jedna od najranije poznatih lekovitih biljaka. Rod Achillea kome ova
biljka pripada je dobio ime po heroju Trojanskog rata i Hironovom uceniku, Ahilu, koji je
najpoznatijom biljkom ovog roda zaustavio krvarenje i iscelio teSke rane Heraklovom sinu
Telefusu. Prema novijim predanjima sa naSeg podrucja, hajduci su finim prahom ove biljke
posipali rane i na taj nacin ih lecili, pa otuda poti¢u imena po kojima je ova biljka poznata u
naSem narodu, hajducica ili hajducka trava. Rede se ¢uju imena petrovsko cvece, ivanjsko cvece,
spori$, stolisnik i1 druga, koja su vezana za period cvetanja, ukus ili morfoloske karakteristike
(Misan i sar., 2013).

Hajducka trava je visSegodiSnja, zeljasta biljka, aromati¢nog mirisa, sa puze¢im rizomom
(slika 2). Stabljika hajducke trave je visine 20 do 80 cm i grana se samo u gornjem delu. Boja
stabljike je svetlozelena ili crvenosmeda. Listovi su trojno perasto deljeni na veliki broj si¢usnih,
linearnih reZnjeva, po ¢emu je sama vrsta dobila jedan od narodnih naziva — stolisnik, ali i nau¢ni
— millefolium (mill — hiljadu, folium — list). Na vrhu su glavicaste cvasti, rasporedene u obliku
Stita 1 izgradene su od dve vrste cvetova: jeziCastih, rasporedenih po obodu i obojenih belo do
ruzicasto 1 cevastih, u srediStu zuto obojenih. Kod mladih biljaka stablo i listovi su pokriveni

dlakama, ali kasnije ve¢ina dlaka opada (MiSan i sar., 2013).
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2.2.2. StaniSte i sakupljanje

Kao samonikla viSegodiSnja biljka, hajducka trava raste u celoj Evropi, ali i na ostalim
kontinentima, pri razli¢itim klimatskim, geografskim i temperaturnim uslovima. Raste na su$nim
do umereno vlaznim livadama, ¢esto uz puteve na kamenitim mestima, zapuStenim stanistima 1
Sumskim Cistinama, ali i oranicama i vinogradima. Zbog svojih lekovitih sastojaka, Cesto se 1 gaji
u bastama. Ima veliku sposobnost da se §iri putem rizoma, zbog ¢ega se u nekim podrucjima sadi
radi kontrole erozije zemljiSta na padinama i obroncima (Janci¢, 2011).

Hajducka trava se sakuplja tokom letnjih meseci, od juna do avgusta, kada je sunce
najjace, jer tada ima najvise etarskog ulja. Prikuplja se odsecanjem vrsnih delova biljaka duzine
20-25 cm, ili samo cvasti duzine 2 cm. Odseceni delovi se vezuju u snopove 1 suse na promajnom
mestu ili u suSnici na temperaturi 35-50 °C. Suva droga je aromati¢nog mirisa, gorkog i malo
slanog ukusa. Posto stabljika ne sadrzi lekovite sastojke, obi¢no se upotrebljava samo list i cvet.
Suva biljka se ¢uva u kesicama od jute, zaSti¢ena od svetlosti, a rok trajanja suve hajducke trave

je oko 2 godine (MiSan i sar., 2013).

2.2.3. Biljna droga i biljni proizvodi/preparati

Upotreba hajducke trave kao sirovine za proizvodnju farmaceutskih preparata, prema
European Medicines Agency (EMA) (EMA/HMCP/290309/2009) navodi se u slede¢im
farmakopejama i ostalim zvani¢nim dokumentima:

e European Pharmacopoeia 7th ed. (2010) Yarrow,

e Extra Pharmacopoeia Martindale XXV. Edition (Todd 1976),
e Herbal Medicines (Newal i sar. 1996), (Barnes i sar. 2007),

e  WHO Monographs (Volume 4, 2009),

e ESCOP Monographs (Supplement 2009),

e Pharmacopoeia Hungarica Editio VI. Tomus III, 1967,

e Hagers Handbuch der Pharmazeutischen Praxis (Kern 1969),

¢ German Commission E Monograph 1990,
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e British Herbal Pharmacopoeia 1996 (dried aerial parts),
e British Herbal Compendium (dried aerial parts) (Volume 1, Bradley 1992).
Prema EMA, izvestaj EMA/HMCP/290309/2009, za proizvodnju biljnih preparata od
hajducke trave kao biljna sirovina, odnosno biljna droga, koriste se sveZi ili osuSeni nadzemni
delovi biljke u sezoni cvetanja (Millefolii herba) (slika 2A) ili, celi ili isitnjeni cvetovi biljke

(Millefolii flos) (slika 2B).

Slika 2. Millefolii herba (A) i Millefolii flos (B)

EMA (EMA/HMCP/290309/2009) navodi nekoliko biljnih preparata koji se pripremaju
od hajducke trave:

e Biljna sirovina od koje se priprema ¢aj (Augustin i sar., 1948; Todd, 1967; BHP, 1974;
Racz i sar., 1984; Monografija nemacke komisije E, 1990; Blumenthal 1 sar., 1998; Wren,
1988; Bisset, 1994; Newal i sar., 1996; Hansel i sar., 1992; Bradley i sar., 1992),

e (Ceden sok (1:1) iz sveze biljke (Blumenthal i sar., 1998; Hansel i sar., 1992),

e Tecni ekstrakt (1:1), rastvarac etanol 25% (v/v) (Wren, 1988; Bradley, 1992; Newal 1 sar.,
1996; BHP, 1974),

e Tinktura (1:5), rastvara¢ etanol 45% (v/v) (Bradley, 1992; Newal 1 sar., 1996; BHP,
1974).

Prema istom dokumentu, hajducka trava se ¢esto primenjuje kombinovano sa vitaminima

1 mineralima ili sa nekim drugim biljnim sirovinama. Proizvodi koji kao sirovinu sadrZe hajducku
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travu, a koji

se nalaze na

(EMA/HMCP/290309/2009).

trziStu drzava cClanica EU,

nalaze

se u tabeli 1.

Tabela 1. Proizvodi koji se nalaze na trziStu drzava €lanica EU a koji sadrZe hajducku travu

(EMA/HMCP/290309/2009)

Aktivna supstanca,
farmaceutski oblik

Indikacije

Doze i nacin primene

Pravni status (Zemlja u
kojoj se upotrebljava)

20 g ekstrakta biljke
hajducka trava (1:5), 80 g
etanola (29% V/V),
upotrebljava se oralno

Lecenje zapaljenskih
poremecaja zeluca i
debelog creva.

Za oralnu upotrebu:
3x30 kapi dnevno u
maloj koli¢ini teCnosti,
pre jela

Od 1995. (Madarska)

190 mg sprasene biljke
hajducka trava u formi
oblozene tablete

Probavne smetnje,
spazmoliticko delovanje

Za oralnu upotrebu:
3x3-4 obloZene tablete
(odgovara 3x570-760
mg biljne supstance).

0Od 1996. (Madarska)

Tinktura hajducke trave
(1:5), ekstrakcioni
rastvarac: etanol 31.5%
V/V, upotrebljava se oralno

Digestivni problemi poput
blagih spazama
gastrointestinalnog trakta,
gubitak apetita.

Za oralnu upotrebu: 4
puta dnevno 4.3 ml
(=4.2 g) teCnosti koja
sadrzi 100% tinkture

Od 1976. je uspostavljena
upotreba. (Nemacka)

Iscedeni sok (1:0.650.85) iz
sveze biljke hajducka trava,
upotrebljava se oralno

Digestivni problemi poput
blagih spazama
gastrointestinalnog trakta,
gubitak apetita.

Za oralnu upotrebu: 3
puta dnevno 5 ml
tecnosti koja sadrzi
100% iscedenog soka

0Od 1976. (Nemacka)

Iscedeni sok (1:0,840,93) iz
sveze biljke hajducka trava,
upotrebljava se oralno

Digestivni problemi poput
blagih spazama
gastrointestinalnog trakta,
gubitak apetita.

Za oralnu upotrebu: 2
puta dnevno 10 ml
tecnosti koja sadrzi
100% iscedenog soka

0Od 1990. (Nemacka)

Biljka hajducka trava

Za simptomatski tretman
blagih gastrintestinalnih
tegoba i1 gubitka apetita.

Za oralnu upotrebu:
1.5 g (1 kasicica)/250
ml vrele vode/15
minuta 2puta dnevno

Za simptomatski tretman
malih upala u ustima i
grlu.

Za oromukozalnu
upotrebu: 3to 4.5 g
(2-3 kasicice)/250 ml

0d 1997. (Ceska)
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vrele vode/15 minuta.

Za leCenje malih Za topikalnu upotrebu:
inflamacija koze nekoliko | 3 to 4.5 g (2-3
puta dnevno (kao kupka ili | kaSicice)/250 ml vrele

obloga). vode/15 minuta.
Biljka hajducka trava kao Tradicionalni biljni Za oralnu upotrebu: Vise od 30 godina
biljni Caj medicinski preparati za 3.5 g biljke hajducka | (Poljska)

lecenje gubitka apetita i trava u % CaSe vrele

dispepti¢nih tegoba vode 2-3 puta dnevno.

(gastrointestinalne

nelagodnosti).

Povrsinsko epidermalno Za topikalnu upotrebu:

oguljenje. Infuze bi trebalo

pripremiti na isti
nacin.

2.2.4. Hemijski sastav

Zbog svog hemijskog sastava, hajducka trava se svrstava u red najceS¢e koriS¢enih
lekovitih biljaka. S obzirom na Sirok spektar hemijskih jedinjenja koje ulaze u njen sastav,
hajducka trava predstavlja citogenetski, morfoloski 1 hemijski polimorfni agregat
(EMA/HMCP/290309/2009).

U hajduckoj travi identifikovano je preko 120 hemijskih jedinjenja (Chandler 1 sar.,
1982). Dominantne aktivne komponente hajducke trave mogu se svrstati u nekoliko podgrupa:

e ctarsko ulje, monoterpeni i seskviterpeni,
e fenolna jedinjenja,

e triterpeni i steroli,

e alkaloidi,

e minerali i vitamini, 1

e ostala jedinjenja.
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Farmakoloski efekti ove biljke uglavnom potic¢u od esencijalnog ulja, proazulena i drugih
seskviterpenskih laktona, kao i fenolnih jedinjenja kao $to su dikafeoilhinske kiseline i flavonoidi
(EMA/HMCP/290309/2009). Utvrdeno je da se ove komponente mogu nac¢i u vrlo razli¢itim
koli¢inama, u razli¢itim delovima ove biljke (Blumenthal i sar., 2000; Benedek i Kopp, 2007).
Hajducka trava se ubraja u gorke droge, zbog visokog sadrzaja gorkih materija i etarskog ulja, pa
je iz tog razloga nasla primenu u le¢enju raznih oboljenja gastrointestinalnog trakta. Najznacajniji
delovi hajducke trave, posmatrajuci sa medicinskog aspekta, su cvetni vrhovi koji sadrze etarsko
ulje, koje ima antiinflamatorno i dezinficijentno dejstvo, pa se najeS¢e i1 primenjuje kao
hemostatik, kod prehlade i skidanja visoke temperature (Baser i sar., 2002; Benedek i sar., 2008;
Smelcerovic i sar., 2010). S toga, velika paznja naucne i strune javnosti upravo je i usmerena ka
ispitivanju etarskog ulja, njegovih sastojaka 1 mogucih delovanja.

/7

*» Etarsko ulje hajducke trave, monoterpeni i seskviterpeni

Etarsko ulje hajducke trave je te¢nost tamno plave do zelenkaste boje, a razlika u boji
potice od prisutnog azulena. Gustina etarskog ulja je u intervalu od 0,896 do 0,932, a rastvara se
u 90 % etanolu (Nowak i sar., 2010). Prema Evropskoj Farmakopeji (European Pharmacopeia 8)
ukupan sadrzaj etarskog ulja u hajduckoj travi ne sme biti manji od 0,20 %.

Uoceno je da su sadrzaj i sastav etarskih ulja veoma raznoliki (tabela 2), 1 da zavise od
mnogih faktora, poput mesta na kome su uzgajane biljke, uslova sredine, faze razvoja odnosno

vremena sakupljanja biljke itd. (Rohloff i sar., 2000; Shutes, 2015; Chandler i sar., 1982).

Tabela 2. Sadrzaj etarskog ulja hajducke trave prema vise istraZzivanja

Sadrzaj etarskog ulja (%) Referenca

0,1-1,0 Baczek i sar., 2015
0,1-2,7 Rahimmalek i sar., 2009
0,08 Boskovi¢ i sar., 2005
0,16 — 0,22 Giorgi i sar., 2005

10
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Etarsko ulje sadrzi brojne komponente, ukljuc¢ujuéi borneol, bornil acetat (u tragovima),
kamfor, 1,8-cineol, eukaliptol, limonen, sabinen, terpin-4-ol, terpineol i a-tujone (monoterpeni),
kariofilen (seskviterpen), ahilicin, ahilin, milefin 1 milefolid (seskviterpenski laktoni), azulen i
hamazulen (derivat seskviterpenskih laktona) i1 izoartemizija keton. Relativni sastav komponenti
varira u velikoj meri izmedu vrsta Achillea, posebno sadrzaj azulena, koji se smatra glavnom
komponentom ulja (EMA/HMCP/290309/2009).

Anton (1979) kao glavne sastojke etarskog ulja hajducke trave navodi mono- i
seskviterpene, koje karakteriSu razli¢ite farmakoloSke aktivnosti utvrdene klinickim ispitivanjima
(Anton, 1979). Po njemu medu monoterpenskim sastojcima detektovanim u hajduckoj travi,
najznacajniji su o- i B-pinen, tujon, cineol, borneol i njihovi acetati. Njihove strukturne formule

prikazane su na slici 3.

CH, CHy
cH, CH, o)
o CHs3
H;C CH;
HsC CH,
CH, HsC CHs HSC CH3 HaC OH
a-Pinen B-Pinen Tujon Cineol Borneol

Slika 3. Strukturne formule najvise zastupljenih monoterpena u etarskom ulju hajducke trave

(Anton, 1979)

Najznacajniji seskviterpen etarskog ulja hajducke trave je jedan od azulena — hamazulen
(slika 4), koji moZe ¢initi 1 do 50 % sadrzaja etarskog ulja (EMA/HMCP/290309/2009). Upravo,
koli¢ina hamazulena koja je zastupljena u etarskom ulju determiniSe njegovu boju (Nowak 1i sar.,
2010). Hamazulen (1,4-dimetil-7-etil azulen, dimetil hulen) se dobija iz ahilicina preko
hamazulenske kiseline. Ovaj seskviterpen karakteriSe se antiinflamatornim svojstvima

(Wrzeciono i Zapruto, 2001).

11
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HsC

CHs

)

CHs

Slika 4. Strukturna formula hamazulena

Sastavom 1 dominantnim komponentama etarskog ulja hajducke trave bavila su se mnoga nauc¢na

istrazivanja. Rezultati nekih od njih prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Dominantne komponente etarskog ulja hajducke trave, izraZene u procentima (%)

RagaZinskiene | Nadim i sar. | Chou (2013) | El-Kalamouni i | Judzentiene i | Smelcerovic i

i sar. (2005) (2011) sar. (2017) Mockute (2010) sar. (2010)
Kamfor 18,0 - 11,64 12,8 - 59
Sabinen 12,0 17,58 - 6,7 - 0,7
1,8-cineol 10,0 13,04 10,15 4,0 11,9 15,2
o-pinen 9,0 6,28 - - - 2,6
p-pinen - 6,26 - - 8,0-15,2 2,0
Borneol - 12,41 - - - 21,1
Bornil acetat - 7,98 - - - 1,4
Linalil acetat - - 11,51 - - -
Artemisia - - 14,92 - - -
keton
Terpinen-4-ol - 6,17 - - - 4.8
o-terpineol - - - - - 53
Hamazulen - 5,28 - - 2,7 -
Germakren -D - - - 12,0 0,4
(E)-nerolidol - - - 7,3 9,4-31,9 -
(E)-p-menta- - - - 4,5 - -
2,8-dien-1-o0l
Kariofilen - - - - 8,4-23,0 3,0
oksid
Eudesmol - - - - 11,8-15,8 6,0

12
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% Fenolna jedinjenja

Prema Bimbiraite i sar., 2008; Nemeth 1 Bernath, 2008; Gruenwald, 2000; Bisset 1 Wichtl,
2001; Glasl 1 sar., 2002, od fenolnih jedinjenja u hajduckoj travi prisutni su: fenolne kiseline i
njihovi derivati, zatim flavonoidi, tanini i kumarini. Od fenolnih kiselina, najznacajniji su derivati
hlorogenske kiseline (Bimbiraite i sar., 2008) i derivati kafeinske kiseline (rozmarinska i
cihori¢na kiselina) (Baczek 1 sar., 2015). Flavonoidi su najviSe odgovorni za antioksidativno
delovanje hajducke trave, a najznacajniji medu njima su apigenin, luteolin, kvercetin,
izoramnetin, rutin i kamferol, prikazani na slici 5 (Glasl 1 sar., 2002; Bimbiraite i sar., 2008;

Gruenwald, 2000; Bisset i Wichtl, 2001).

OH o
oH
HO o
HO ' 0 O |
OH O

OH O

Luteolin Kvercetin [zoramnetin

Rutin Kamferol

Slika 5. Najznacajniji flavonoidi prisutni u hajduckoj travi

(Glasl i sar., 2002; Bimbiraite i sar., 2008; Gruenwald, 2000; Bisset 1 Wichtl, 2001)

Sadrzaj fenolnih jedinjenja, u hajduckoj travi i preparatima (ekstraktima) hajducke trave, bio je

predmet viSe naucnih istrazivanja. Rezultati nekih od njih prikazani su u tabeli 4.
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Tabela 4. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, fenolnih kiselina i tanina u hajduckoj travi i

preparatima hajducke trave

Izvor Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj ukupnih Referenca
tanina ukupnih fenolnih flavonoida
fenola kiselina
Herba hajducke 0,47 -1,41% 0,11 -0,42% - Szymanski i sar., 2014
trave
Herba hajducke 63,06 gE - 1292 ¢ E Fraisse i sar., 2011
trave cikori¢ne cikori¢ne
kiseline /kg kiseline/kg suve
suve materije materije
Herba hajducke | 0,38 —-0,9% - - - Baczek i sar., 2015
trave Spinarova i Petrikova,
2003
Herba hajducke | 3,0-4,0% - - - Kohlmunzer, 2013
trave Eghdami i Sadeghi, 2010
Blumenthal i sar, 2000
Etanolni 0,18-0,27ug - 0,0200 — 0,0326% Arsié i sar., 2014
ekstrakt herbe E galne

hajducke trave

kiseline /mg
suve materije

Etanolni 13,290 — - - Benetis 1 sar., 2008
ekstrakt cveta 27,947 mg E
hajducke trave galne kiseline
/g
Vodeni ekstrakt 74 mg E galne - 673 ng/g Keser i sar., 2013
cveta hajducke kiseline /g ekstrakta
trave suve materije
Vodeni ekstrakt 78 mg E galne - 2840 pg/g Keser i sar, 2013
lista hajducke kiseline /g ekstrakta
trave suve materije

14
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% Ostala jedinjenja identifikovana u hajduckoj travi i preparatima od hajducke trave

B-Sitosterol Kampesterol Stigmasterol

Slika 6. Strukturne formule B-sitosterola, kampesterola i stigmasterola

U hajduckoj travi identifikovani su B-sitosterol (slika 6) 1 fitosterol, koji su uobicajeni
kod biljaka (Gruenwald, 2000; Bisset 1 Wichtl, 2001). [B-sitosterol se upotrebljava kod
hiperholesterolemije, kao sredstvo koje smanjuje apsorpciju holesterola u crevima (Nowak 1i sar.,
2010). Pored B-sitosterola, ostali steroli i triterpeni identifikovani u hajduckoj travi su a-amirin,
stigmasterol, kampesterol, holesterol, B-amirin, taraksasterol i pseudotaraksasterol (Chandler,
1989).

Pored gore navedenih jedinjenja Blumenthal i sar. (2000) u hajduckoj travi detektovali su
jedinjenja iz grupe alkaloida i to: ahilein, ahilicin, betain i holin, dok su Lininger i sar. (2001)
kao najznacajnije naveli betonicin, stahidrin i trigonelin (Lininger i sar., 2001). Za ahilein
detektovan u hajduckoj travi, eksperimentima je utvrdeno da poseduje hemostati¢na svojstva i
da zahvaljuju¢i njemu ekstrakt lista hajducke trave usporava razvoj patogenih klica (Witchl,
1994). Ahilicin je identifikovan kao jedan od proazulena (Witchl, 1994). Betain je tercijarni amin
(trimetil-glicin) koji je prisutan kod vecine zivih organizama. Ve¢ dugo se koristi kao dodatak
hrani za Zivotinje, a utvrdeno je i da smanjuje sadrzaj masti kod svinja i zZivine (Wray-Cahen i
sar., 2004).

U hajduckoj travi identifikovani su slede¢i minerali 1 vitamini: kalijum, natrijum, gvozde,
fosfor, sumpor, vitamin K, vitamin C i folna kiselina (Gruenwald, 2000; Blumenthal i sar., 2000;
Bisset 1 Wichtl, 2001). Prema MiSan i sar., pored navedenih minerala u hajduckoj travi kao
najznacajnije mineralne soli zastupljene su magnezijumova i cinkova jedinjenja (MiSan i sar.,

2013).
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Ostala znacajna jedinjenja identifikovana u hajduckoj travi su:

v aminokiseline (alanin, histidin, leucin, lizin, asparagin i glutaminska kiselina)
(Blumenthal 1 sar., 2000, Duke (1989) 1 Newall (1996)),

v masne kiseline (linoleinska, palmitinska, oleinska) i

v’ Seceri (dekstroza, glukoza, manitol, sukroza).

2.2.5. Dejstvo i primena hajducke trave i preparata od hajducke trave

I narodna i zvani¢na medicina su sasvim jasno pokazali da se ova biljka ubraja u
najznacajnije biljke po svojim lekovitim svojstvima. Hajducka trava i ekstrakti hajducke trave,
zahvaljuju¢i svom sastavu, imaju Sirok spektar dejstva i tradicionalno se koriste za lecenje
mnogih oboljenja.

Hajducka trava se od davnina koristila u narodnoj medicini (Tucakov, 1997). EMA
(EMA/HMCP/290309/2009) navodi brojne primere tradicionalne upotrebe hajducke trave i
preparata dobijenih od ove biljke. Tako se hajducka trava u Belgiji tradicionalno upotrebljava kao
antipruriginozno sredstvo za dermatoloske tretmane (Bradley, 1992). U Francuskoj, pored
navedene upotrebe, hajducka trava se tradicionalno koristi za simptomatsko leCenje poremecaja
digestivnog trakta (Bradley, 1992). Kern 1 sar. (1969) navode da se u Nemackoj hajducka trava
tradicionalno koristi kao aromaticno, somatsko, adstrigentno 1 holereticno sredstvo, za
menstrualne probleme, krvare¢e hemoroide, kod hematoma, tuberkuloze pluca, kao diuretik i
dijaforetik. Za spoljasnju upotrebu, koristi se za leCenje rana (Kern i sar., 1969). Za unutrasnju
upotrebu, koristi se kod gubitka apetita 1 dispepti¢nih tegoba, kao Sto su blagi spazmodi¢ni
poremecaji gastrointestinalne oblasti (Hansel i1 sar., 1992). U Rumuniji se koristi za upalu
mukozne membrane stomaka, gastricnog, duodenalnog cira, katara debelog creva. Spolja se
upotrebljava za kupanje beba, kao i pacijenata sa ekcemima (Racz i sar., 1984). Tradicionalna
upotreba hajducke trave u Madarskoj 1 Velikoj Britaniji su relativno iste 1 bazirane su na lecenje
poremecaja digestivnog trakta i menstrualnih tegoba (Todd, 1967; Augustin i sar., 1948).

Generalno, hajducka trava, njeni ekstrakti i dominantna jedinjenja poseduju:

¢ antiinflamatorno delovanje (Benedek 1 sar., 2008; Chandler, 1982; Evans, 2002; Newall,

1996; Miller 1998),
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e antioksidativno delovanje (Candan i sar., 2003; Agar i sar., 2015),

e antimikrobno delovanje (Candan i sar., 2003; Stojanovic¢ 1 sar., 2005; Moskalenko, 1986),

e holereticko i spazmoliticko delovanje (Benedek i sar., 2008),

e hepatoprotektivno i1 antispazmodi¢ko delovanje (Yaeesh i sar., 2006; Karamenderes i
Apaydin, 2003),

e vazoprotektivno delovanje (Dall' Acqua i sar., 2011),

e antispermatogeno delovanje (Montanari i sar., 1998; Innocenti i sar., 2007),

e antitumorsko delovanje (Tozyo i sar., 1994; Agar i sar., 2015) 1

e antimalarijsko delovanje (Lehane 1 Saliba, 2008).

Naucna istrazivanja koja u fokusu imaju ispitivanje hajducke trave ili njenih preparata in
vivo 1/ili in vitro pokazuju raznovrsno delovanje ove biljne sirovine ili njenih preparata odnosno
jedinjenja. Izmedu ostalog, Lehane i1 Saliba (2008) su utvrdili da odredeni flavonoidi, uobi¢ajeno
prisutni u hajduckojtravi, smanjuju rast unutareritrocitnih parazita malarije, cime je ustanovljena
antimalarijska aktivnost ove biljke (Lehane i Saliba, 2008). Candan i sar. (2003) ispitivali su
antioksidativnu 1 antimikrobnu aktivnost etarskog ulja i metanolnih ekstrakata hajducke trave, in
vitro. Utvrdena je antimikrobna aktivnost etarskog ulja u sluaju  Candida albicans 1
Streptococcus pneumonia (Candan i sar., 2003). Stojanovi¢ 1 sar. (2005) su, takode, utvrdili in
vitro antimikrobnu aktivnost hajducke trave, ispitujuci ekstrakte Cetiri razlicite vrste ove biljke
(Stojanovi¢ i sar., 2005). Etanolni ekstrakti hajducke trave pokazuju srednju antimikrobnu
aktivnost na Staphylococcus aureus, Bacilus subtillus, Mycobacterium smegmatis, Escherichia
coli, Shigella sonnei 1 Schigella flexneri (Moskalenko 1986). Seskviterpenski laktoni iz hajducke
trave pokazuju hipotenzivnu aktivnost (PDR for herbal Medicines 2000). Takode, potvrdeno je
da su oni odgovorni i za antiinflamatorno delovanje hajducke trave (Chandler 1982). Generalno,
antinflamatorna svojstva su povezana sa komponentama etarskog ulja hajducke trave, pogotovo

sa azulenima (Evans 2002; Newall 1996; Miller 1998).
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2.3.Sipak

2.3.1.0pis biljne vrste

Sipak (Rosa canina L.), je u narodu poznata kao divlja ruza, rosa, dul, rusa trandafil.
gipak pripada rodu Rosa, porodici Rosaceae, redu Rosales, klasi Magnoliopsida, razdelu
Magnoliophyta 1 carstvu Plantae. Porodica Rosaceae ukljucuje preko 100 vrsta Siroko
rasprostranjenih u Evropi, Aziji, Srednjem Istoku i Severnoj Americi (Czyzowska i sar., 2015),
od kojih se 21 wvrsta nalazi u Srbiji (Vukiéevi¢, 1972). Ime roda Rosa je sanskritskog ili
indogermanskog porekla, sa znacenjem nezan; to je naziv za ruzu i biljke sli¢nog cveta. Nazivi za
Sipak na drugim jezicima su: Dog-rose na engleskom, Hunds-rose na nemackom, rose, rosier na
francuskom 1 roza ili Sipovnik na ruskom (Simonovi¢, 1959; Tasi¢ i sar. 2009).

Sipak je zbun do 2,5m visok, sa povijenim ili uspravnim granama. Bodlje su jake, srpasto
povijene, na glavnim stablima skoro prave, na fertilnim granama brojne i uvek srpasto povijene.
Listovi su neparno perasti, spiralno rasporedeni. Listica ima 7, rede 5 ili 9, goli su 1 glatki,
elipticni, testerastog oboda. Cvetovi su najc¢esce rasporedeni u cvastima, po 3-5. Cvetne drske su
duge 15-25 (30) mm, najéesce jednake duzini ploda, obi¢no bez Zlezda i dlaka. Cagi¢nih listica
ima 5, koji su sa donje strane kratko dlakavi, sa gornje ve¢inom goli, Sirokolancetasti sa brojnim
perastim dodacima, posle cvetanja povijeni i pripijeni uz plod, rano otpadaju. Kruni¢nih listi¢a je
5, bledoruzicasti su 1 krac¢i od ¢asi¢nih. Stubi¢i obi¢no nisu mnogo izvuceni, bledodlakavi su ili
goli. Glavica Zigova je okruglasta ili kupasta (MiSan 1 sar., 2013). Na slici 7. prikazani su perasto

sloZen list sa zalistkom i cvet Sipka.
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Slika 7. List i cvet Sipka

2.3.2. StaniSte i sakupljanje

Posmatrano sa glediSta staniSta, biljke roda Rosa rastu i razvijaju se u umerenim i
subtropskim zonama severne hemisphere (Nadpal i sar., 2016). Generalno, ove biljke cvetaju u
prirodnom okruzenju, bez potrebe navodnjavanja ili hemijskog dubrenja (Ercisli, 2007). U Srbiji
je rasprostranjena u ravnicarskom, brdskom i planinskom regionu, svetlim listopadnim Sumama,
na Sumskim proplancima i1 poZzari§tima, po ivicama Suma, na livadama i pa$njacima, na razli¢itim
geoloskim podlogama (silikatne stene, krecnjak, serpentin, pescar i dr.) i na raznim tipovima
zemljista (Vukicevi¢, 1975; Sari¢, 1989).

Sipak se bere krajem leta, kada nije potpuno zreo, ili zreo plod, dok je tvrd i
sjajnonarandzaste boje, kakav je s pocetka jeseni (Kovacevi¢, 2004). Veoma mala koli¢ina Sipka
se konzumira u svezem stanju (Nadpal i sar., 2016). Najveci deo Sipka se susi i kao takav se ¢uva
u jutanim ili natron vre¢ama na suvom mestu, zaSti¢en od sunceve svetlosti, kako ne bi izgubio
na kvalitetu.

Danas je sve viSe zastupljeno plantaZzno gajenje Sipka, a ono Sto sadnice Sipka Cini

pogodnim za ovakvo gajenje jeste Cinjenica da ne bira mnogo tlo na kome ¢e rasti, kao ni

.....
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Pored toga, Sipak je biljka priliéno otporna na bolesti tako da ne zahteva neke specijalne mere

zastite (Ercisli, 2007).
2.3.3. Biljna droga i biljni proizvodi/preparati
Kao biljna droga, najznacajniji je plod Sipka (Cynosbati fructus)(Ozcan, 2002). Oficinalna droga

je Rosae pseudofructus (Ph Eur 7.0), koju predstavlja cvetna loza i ostaci osuSenih ¢asi¢nih

listi¢a, sa uklonjenim ahenijama (slika 8).

Slika 8. Plod (A) 1 osuSeni plod Sipka (B)

Plod Sipka je mekan i1 ukusan tokom veoma kratkog vremenskog perioda, zbog Cega se
najces¢e podvrgava tehnoloskoj operaciji suSenja u daljoj preradi. Ukoliko se Sipak sakuplja za
susenje, on se prilikom branja zaseca na vrhu 1 pri bazi oko drSke i susi na suncu ili u zagrejanim
suSarama. Nekada se iz ploda naknadno odstranjuje seme. To se radi jer je plod lakse suSiti bez
semena. Osusen plod Sipka je tvrd, malo smezuran, sjajan, crvene ili tamnocrvene boje. Iznutra je
obrastao &ekinjastim dladicama i ispunjen svetlozutim, ugaonim, tvrdim oragicama. Sipak nema
miris, a ukusa je nakiselo-slatkog 1 malo oporog. TeZina zrelog Sipka iznosi od 1,25 do 3,25 g, od
cega 71 % Cini mesnati perikarp, i priblizno 29 % orasica (seme) (Kovacevi¢, 2004).

Svez, zreo plod se koristi u prehrambenoj industriji kao sirovina za proizvodnju pekmeza,

dzema, soka, vitaminskih koncentrata, ekstrakata i sl. (Ercisli, 2007; Zhang i sar., 2008;
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Guimaraes 1 sar., 2010). Takode, u poslednje vreme, upotrebljava se i kao sastojak probiotskih

napitaka, raznih vrsta jogurta i supa (Demir i sar., 2014).

2.3.4. Hemijski sastav

Hemijski sastav ploda Sipka, ba$ kao $to je slucaj i sa hajdu¢kom travom, bio je tema
velikog broja nauc¢nih istraZzivanja. Tako su izmedu ostalog Demir i sar. (2014) metodama gasne
hromatografije i masene spektrometrije detektovali 52 isparljive komponente u plodu Sipka, a one
ukljucuju 10 alkohola, 10 aldehida, 2 ketona, 24 terpenoida, 2 estra itd. Prema Chrubasik i sar.
(2008) ekstrakti ploda Sipka sadrze fenolne kiseline, proantocijanidine, tanine, flavonoide,
nezasi¢ene 1 polinezasi¢ene masne kiseline, fosfolipide, minerale, galaktolipide i1 karotenoide,
dok ekstrakti lis¢a Sipka sadrze alkaloide, flavonoide, glikozide, saponine i isparljivo ulje
(Mandade, 2011).

Plod Sipka moze biti okarakterisan kao sirovina sa visokim sadrzajem fitonutritijenata i
koja generalno sadzi jedinjenja kao Sto su:

e vitamin C,

e fenolna jedinjenja,

e karotenoidi,

e hlorofili,

e esencijalne masne kiseline 1 tokoferoli,
e voc¢ne kiseline,

e pektinii

e ostala jedinjenja (Mi$an i sar., 2013; Baros i sar., 2011; Demir i sar., 2014; Ercisli, 2007).

% Vitamin C

o
A5

Prema navodima Kuznicka i Dziak, lekovita vrednost ploda Sipka zavisi od sadrzaja
vitamina C i sadrzaja flavonoida (Kuznicka i Dziak, 1987). Generalno, ova biljka se smatra

znacajnim prirodnim izvorima vitamina C (Erenturk i sar., 2005; Kobus i sar., 2005; Nowak,
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2006). Prema zahtevima Ph Eur 7.0 plod Sipka treba da sadrzi najmanje 0,3 % vitamina C. Na

slici 9. prikazana je strukturna formula vitamina C.
HO

HO = O __o

HO OH

Slika 9. Vitamin C (askorbinska kiselina)

Sadrzaj vitamina C u plodu i drugim delovima Sipka prikazan je u tabeli 5.

Tabela 5. Sadrzaj vitamina C u plodu 1 drugim delovima Sipka

Ispitivani izvor vitamina C Sadrzaj vitamina C

Reference

262,09+1,87 mg/100gsuvog
Sipka

Baros i sar., 2011

Plod Sipka 2365 mg/100g svezeg Sipka

2712 mg/100g svezeg Sipka

Demir i Ozcan, 2001

od 112,2 do 360,22 mg/100g
svezeg zamrznutog Sipka

Roman 1 sar., 2013

od 211 do 417,5 mg/100g
svezeg zamrznutog Sipka

Novajan i sar., 2008

1252 mg/100g svezeg Sipka

Jablonska-Rys i sar., 2009

643 mg/100g svezeg Sipka

Rosu i sar., 2011

101,38+0,91 mg/100g suvog
Sipka

Demir i sar., 2014

Latice cveta Sipka 72,18+5,67 mg/100g

Baros i sar., 2011

Seme Sipka 1798 pg/g semena

Ilyasoglu i sar.,2014

Ulje semena Sipka Vitamin C nije identifikovan

Ilyasoglu i sar.,2014

Vodeni 1 metanolni ekstrakti
Sipka

od 0,56 do 3,73 mg/g

Nadpal i sar., 2016

Sira 1571+145 mg/L

Czyzowska i sar., 2015

Vino od Sipka nakon
fermentacije

653+25 mg/L

Czyzowska i sar., 2015

Vino od Sipka nakon starenja | 600+£34 mg/L

Czyzowska i sar., 2015
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Najmanje ga ima u laticama cveta, a najviSe u plodu, gde se, prema rezultatima nauc¢nih
istrazivanja, sadrzaj vitamina C kre¢e u opsegu od 101 do 2712 mg/100g. Razlike u sadrzaju
vitamina C mogu poticati od razlike u visini, vrsti, sorti, ekoloSkim faktorima 1 periodu zetve
(Dogan i Kazankaya, 2006). Takode, smanjenje sadrzaja vitamina C u biljkama moze biti
posledica koli¢ine prisutnog kiseonika u okolini, koli¢ine svetlosti koju dobija biljka, varijacije u
endogenim regulatorima rastenja biljke i temperature. Zamrznuti plod Sipka ima nizi sadrzaj
vitamina C nego svez plod - oko 30.1 % prema podacima iz literature (Ercisli, 2007). OsuSen
plod ove biljke ima joS§ nizi sadrzaj vitamina C, §to je direktno posledica duzeg vremena prerade i
visoke temperature koja uti¢e na smanjenje sadrzaja (Stralsjo i sar., 2003).

Na koli¢inu vitamina C u ekstraktima Sipka uti¢e nain pripreme ekstrakata. Tako,
ukoliko se farmaceutski preparati od ploda Sipka pripremaju kao dekokte, ili se tokom pripreme
rastvori hlade pre filtriranja, sadrzaj vitamina C ¢e biti ve¢i (Nueleanu i sar., 2008).

R/

¢ Fenolna jedinjenja

Vise naucnih studija kao dominantna fenolna jedinjenja ploda Sipka navode flavonoide i
to kvercetin i kamferol i njihove derivate (Adamczak, 2012; Gao i sar., 2000; Hvattum, 2002;
Nowak, 2006; Mikulic-Petkovsek i sar., 2012). Chrubasik i sar. (2008) su ispitivali metanolne,
etanolne 1 vodene ekstrakte ove biljne vrste, 1 ustanovili da izmedu ostalih jedinjenja, sadrZe
fenolne kiseline, proantocijanidine, tanine, flavonoide. Nadpal i sar. su utvrdili da su u
metanolnim 1 vodenim ekstraktima ploda Sipka od fenolnih kiselina najzastupljenije galna i
protokatehinska kiselina, a od flavonoida kvercitrin (derivat kvercetina), epikatehin i katehin, kao
1 da njihov sadrZaj zavisi od vrste upotrebljenog rastvaraca (Nadpal i sar., 2016). Grajzer 1 sar. su
utvrdili da i hladno cedeno ulje iz semena Sipka, sadrzi fenolne kiseline (metil estar p-kumarinske
kiseline, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, vanilin, kao i siringaldehid) (Grajzer 1 sar.,
2015).

Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u plodu i drugim delovima Sipka prikazan je u

tabeli 6.
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Tabela 6. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u Sipku

Ispitivani izvor

Ukupni fenoli

Ukupni flavonoidi

Reference

Osusen Sipak (biljka) | 990 mg GAE/100g | - Nowak i sar., 2007
osusenog Sipka
- 41 mg QE/100g osusenog | Adamczak i sar., 2012
Plod Sipka Sipka
199 mg GAE/100g |2 mg/100mg osusenog | Fattahi i sar., 2012
svezeg Sipka Sipka
818 mg GAE/100g | 400 mg QE/100g svezeg | Yoo isar., 2008
svezeg Sipka Sipka
102 mg/100g osusenog | - Yilmaz i Ercisli, 2011
Sipka
9600 mg/100g | - Ercisli, 2007
osusenog Sipka
Seme Sipka 2554 ng/g semena 666 ng/g semena Ilyasoglu i sar.,2014

Ulje semena Sipka

215,4 png/g semena

86,3 ng/g semena

Ilyasoglu i sar.,2014

od 11,9 do 96,2 mg/g

0d 0,61 do 2,94 mg/g

Nadpal i sar., 2016

Ekstrakti Sipka od 326 do 575]|o0d101,3do 163,3 mg/100g | Roman i sar., 2013
mg/100g
- 104 mg/100g Montazeri i sar., 2011
- 0,41 mg/mL Ghazghazi i sar., 2010
Sira 9007+£345 mg/L 8700£345 mg/L Czyzowska i sar., 2015
Vino od Sipka nakon | 3990256 mg/L 37404253 mg/L Czyzowska i sar., 2015
fermentacije
Vino od Sipka nakon | 3456+134 mg/L 3008+134 mg/L Czyzowska i sar., 2015

starenja

Na slici 10. prikazane su strukturne formule najzastupljenijih flavonoida u plodu Sipka.

24




Ana Vasic Doktorska disertacija

Kvercetin Kamferol Katehin Epikatehin
Slika 10. Strukturne formule kvercetina, kamferola, katehina i epikatehina

R/

% Nezasi¢ene masne Kiseline i tokoferoli

U semenu Sipka je prisutno masno ulje (2 do 10 %) koje je bogato vitaminom E, §to ga
¢ini vaznom komponentom ove biljke (Wichtl, 2002; PDR, 2007; Chrubasik i sar., 2008). Grajzer
i sar. (2015) su utvrdili da hladno cedeno ulje iz semena Sipka sadrzi znacajnu koli¢inu lipofilnih
antioksidanata, posebno y- i 8-tokoferola (slika 11). Fan i sar. (2014) su se takode bavili analizom
sadrzaja tokoferola u plodu Sipka pri ¢emu su utvrdili da sadrzaj a-tokoferola (vitamina E) u
plodu Sipka iznosi 5,84 mg/100g, sadrzaj B-tokoferola 0,05 mg/100g, y-tokoferola 1,34 mg/100g,
dok je sadrzaj 6-tokoferola 0,14 mg/100g.

CH,

CHg

CH

HO/ | CH, CH,  CH,

3 CH, CHs CH,
CH, HO

v-Tokoferol d-Tokoferol
Slika 11. Strukturne formule y- i 6-tokoferola

Pored tokoferola, ulje ekstrahovano iz semena Sipka je znaCajan izvor nezasi¢enih
masnih kiselina. Naime, prema podacima iz nekoliko nauc¢nih istrazivanja, medu masnim
kiselinama u ulju semena ploda Sipka su najzastupljenije linoleinska (35,9-54,8 %), a-linolenska
(16,6-26,5 %) 1 oleinska kiselina (14,7-22,1 %) (Ilyasoglu, 2014; Ozcan, 2002; Szentmihalyi 1
sar, 2002; Zlatanov, 1999). Nesto drugaciji sadrzaj masnih kiselina utvrdili su Murathan 1 sar.

(2016) navodec¢i da je od zasi¢enih masnih kiselina najzastupljenija palmitinska (8,27 %), od
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mononezasi¢enih oleinska kiselina (44,63 %), a od polinezasic¢enih linoleinska kiselina (27,97 %)

(Murathan i sar., 2016).

+ Biljni pigmenti: karotenoidi i hlorofil

Karotenoidi su znac¢ajno zastupljeni u plodu Sipka, a kao najvise zastupljeni navode se [3-
karoten, likopen, rubiksantin, zeaksantin i lutein (Fan 1 sar., 2014; Hodisan i sar., 1997; Innocenti,
2004). Sadrzaj B-karotena u osusenom plodu Sipka je 20 — 80 % u odnosu na ostale zastupljene
karotenoide (Tozzi i sar., 2008; Hodisan i sar., 1997; Barros i sar., 2011). B-karoten se lako
razlaze na svetlosti, toploti i vazduhu (O’Neil, 2006). Ovo moze biti jedan od razloga zasto se
prednost u ekstrakciji karotenoida i1z Sipka daje superkriti¢noj ekstrakciji na snizenoj temperaturi
(Tozzi i sar., 2008).

Na slici 12. prikazane su strukturne formule najzastupljenijih karotenoida u plodu Sipka.

Likopen

Slika 12. Strukturne formule -karotena i likopena

Hlorofili, kao i1 karotenoidi, su biljni pigmenti, i najveéu primenu nalaze u prehrambenoj
industriji. Obic¢no se ekstrahuju zajedno sa karotenoidima iz izvora u kojima su prisutni. Barros i
sar. su istrazivali plod Sipka sa teritorije Portugala 1 utvrdili da je sadrzaj hlorofila A iznosio 0,16

mg/100g suve materije, a sadrzaj hlorofila B 0,22 mg/100g suve materije (Barros i sar., 2011).
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% Ostala jedinjenja

Plod Sipka sadrzi i veliki broj drugih hemijskih jedinjenja, ukljucuju¢i pektine, tanine 1
vocne kiseline (Tylor, 1993; Ziegler i sar., 1986). Od vo¢nih kiselina u plodu Sipka najvise su
zastupljene jabucna i limunska kiselina (MiSan i sar., 2013; Baros i sar., 2011; Demir i sar., 2014;
Ercisli, 2007). U plodu S$ipka =zastupljeni su monosaharidi/oligosaharidi, amino kiseline,
mineralne materije (MiSan i sar., 2013; Baros 1 sar., 2011; Demir 1 sar., 2014; Ercisli, 2007). Od
Secera prisutnih u plodu Sipka, navode se invertni Secer i saharoza, a od mineralnih materija
fosfor (P: 4860 ppm), kalijum (K: 5467 ppm), kalcijum (Ca: 2867 ppm), magnezijum (Mg: 1254
ppm), gvozde (Fe: 27 ppm), bakar (Cu: 27 ppm), mangan (Mn: 56 ppm) i cink (Zn: 30 ppm)
(Ercisli, 2007). Ilyasoglu (2014) u svom radu navodi da ulje semena Sipka sadrZi znacajnu
koliCinu sterola, od kojih su najznacajniji B-sitosterol (544 mg/100g), kampesterol (23,3
mg/100g) 1 stigmasterol (18,9 mg/100g). Njihove strukturne formule su prikazane u poglavlju

2.2.4. u kojem je obraden hemijski sastav hajducke trave (slika 6).

2.3.5. Dejstvo i upotreba

Upotreba Sipka datira joS iz vremena Hipokrata, ali je uloga ove biljke u profilakticke
svrhe dostigla vrhunac za vreme Drugog svetskog rata kada je sirup od Sipka, izuzetno bogat
vitaminom C, uveden u ishranu da bi se prevaziSao nedostatak citrusnog voca i time sprecila
pojava skorbuta (Haas, 1995). Njegova upotreba danas je raznovrsna, usled znacajnih
fitonutrijenata koji se nalaze u plodu Sipka, semenu Sipka, kao 1 u ulju semena. Zahvaljujuci
velikom sadrzaju vitamina C, Sipak je nasao primenu u tradicionalnoj medicini, u prevenciji i
lecenju Sirokog spektra bolesti ukljuuju¢i pored prehlade 1 gripoznih stanja, i
poremecaje/oboljenja poput dijabetesa, artritisa, iSijasa, slabe periferne cirkulacije, poremecaja
gastrointestinalnog, bubreznog i1 urinarnog trakta (Chrubasik i sar., 2008). U Francuskoj, cvet
Sipka se koristi u narodnoj medicini, za leCenje skorbuta i hemoroida, kao anthelmintik i sredstvo
za ucvrSivanje. U Bugarskoj se upotrebljava za lecenje bolesti gastrointestinalnog trakta, dok se u
Rusiji preporucuje za le¢enje bolesti pluca i infekcija gornjeg respiratornog trakta (Osinska,

2004). U tradicionalnoj kineskoj medicini se koristi lis§¢e nekih Rosa vrsta u leCenju potkoznih
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¢ireva 1 opekotina (Fenglin i sar., 2004). U regionalnom parku Etna, od cveta i liS¢a Sipka se
pripremaju preparati tipa dekokta, koji se koriste kod infekcija oka, za ispiranje (Tuttolomondo i
sar., 2014).

U nau¢nim studijama utvrdeno je da plod Sipka poseduje Sirok spektar bioloskih
delovanja, kao $to su:

e antiinflamatorno delovanje (Deliorman i sar., 2007; Jager i sar., 2007; Wenzig i sar.,
2008; Chrubasik i sar., 2008; Tuttolomondo i sar., 2014),

¢ antioksidativno delovanje (Baros i sar., 2010; Baros i sar., 2011; Egea i sar., 2010; Ozkan
i sar., 2004; Grajzer i sar., 2015 ),

e antiproliferativno delovanje (Guimaraes i sar., 2014; Tumbeas i sar., 2012),

e antidijabetsko delovanje (Chrubasik i sar., 2008; Kris-Etherton 1 sar., 1999; Ha 1 sar.,
1989; Houseknecht i sar., 1998; Chahoud i sar., 2004; Andersson i sar., 2012),

e antimikrobno delovanje (Oyedemi i sar., 2016; Ozkan i sar. 2004; Horvath i sar., 2012;
Zivkovi¢ i sar., 2015),

e antikancerogeno delovanje (Lu i sar., 2005; Macias-Sanchez i sar., 2010; Ganguly i sar.,
1980; Liand 1 Tan, 1994; Ili¢ 1 sar., 2011; Ha 1 sar., 1989; Houseknecht i sar., 1998;
Chahoud i sar., 2004; Piironen 1 sar., 2000),

e kardioprotektivno delovanje (Ganguly 1 sar., 1980; Ili¢ i sar., 2011; Ha 1 sar., 1989;
Houseknecht i sar., 1998; Chahoud 1 sar., 2004; Andersson i sar., 2012).

Generalno, delovanje Sipka je zasnovano na sinergistickoj aktivnosti C vitamina i drugih
prisutnih vitamina sa, pre svega, flavonoidama i drugim fenolnim jedinjenjima (Ochmanska i
sar., 2001; Padayatty i Levine, 2001; Kobus i sar., 2005; Adamczak, 2012).

Zbog blagotvornog delovanja primenjuje se i u terapiji artritisa (Sari¢, 1989; Blumenthal,
2000; Varagi¢ 1 Milosevi¢, 2001; PDR, 2007; Chrubasik i sar., 2008), kao i u kozmetici i
proizvodnji kozmetickih preparata (Green i sar., 1994; Gollnick i sar., 1996; IFRA, 2017; Rothe 1
sar., 2011; Bremmer i sar., 2011; Rothe, 2011; Johnsen, 2004), za leCenje dermatoza 1 slicnih

koznih bolesti (Green i sar., 1994; Gollnick i sar., 1996).
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2.4. Ekstrakcija

S obzirom na prirodu i sadrzaj bioaktivnih jedinjenja koji se nalaze u herbi hajducke trave
1 plodu Sipka, moze se pretpostaviti da bi herbalna prasina generisana tokom prerade ove dve
biljne sirovine potencijalno mogla da se iskoristi kao polazna sirovina za dobijanje ekstrakata sa
visokim sadrZajem aromati¢nih jedinjenja, masnih kiselina i tokoferola, ali i ekstrakata bogatih
polifenolnim jedinjenjima. U tom smislu mogucée je primeniti konvencionalne (Soxhlet
ekstrakcija, maceracija, perkolacija, destilacija vodenom parom), ali i neke od savremenih
tehnika ekstrakcije, kao Sto je ekstrakcija superkriticnim ugljen dioksidom, koje pri tome spadaju
i u "zelene tehnologije". Odabir adekvatne ekstrakcione tehnologije zavisi na prvom mestu od
strukture i hemijskog sastava sirovine koja se ekstrahuje, prirode bioaktivnih jedinjenja, a zatim 1
od zahteva kvaliteta ekstrakta koji se dobija, kao 1 cene primenjenog procesa.

Nedostaci konvencionalnih tehnika ekstrakcije su:

e dugo vreme ekstrakcije;

e velika potros$nja organskih rastvaraca, vrlo ¢esto toksi¢nih (¢ija je cena uglavnom
visoka, a odlaganje ima negativan uticaj na zivotnu sredinu) (Ramos 1 sar., 2002);

e nakon proizvodnje, ekstrakte je vrlo Cesto potrebno koncentrovati i preciS¢avati,
usled male selektivnosti rastvaraca, §to poskupljuje proces proizvodnje;

e primenom ovih tehnika vrlo je teSko ocuvati stabilnost termolabilnih jedinjenja
koja se u malom udelu nalaze u sirovini (Mustafa i Turner, 2011).

U cilju prevazilazenja navedenih nedostataka i unapredenja postupaka za ekstrakciju
jedinjenja iz biljnog materijala, razvijene su savremene metode ekstrakcije poput mikrotalasne,
ultrazvucéne, ekstrakcije fluidima u subkritiénom i superkriticnom stanju. Savremene ekstrakcione
tehnike su uglavnom razvijene u skladu sa principima "zelene" ekstrakcije (Chemat i sar., 2012).
Cilj savremenih tehnologija ekstrakcije je da se postigne kompromis izmedu ekonomskih i
ekoloskih zahteva, kao i da se obezbedi efikasna i brza proizvodnja bez nezeljenih efekata na
okolinu, uz dobijanje zdravstveno bezbednih proizvoda standardizovanog i visokog kvaliteta.
Dalji zahtevi koji se namec¢u su povecana efikasnost ekstrakcije (prinos i selektivnost), redukcija

1/ili eliminacija toksi¢nih rastvaraca, kao i umerena potro$nja energije. U tom smislu, ekstrakcija
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superkriticnim ugljen-dioksidom se svrstava u obecavajucu tehnologiju, jer obezbeduje kvalitetan

proizvod, uz potpuno uklapanje u koncept Cistih 1 ekoloski bezbednih procesa (Vladi¢, 2017).

2.5. Superkriti¢na ekstrakcija

Superkriticna ekstrakcija ili ekstrakcija superkriticnim fluidima predstavlja dobru
alternativu konvencionalnim postupcima ekstrakcije zbog niza prednosti. Ova tehnologija pocela
je da se razvija u Nemackoj (1979 god.) i dozivela industrijsku primenu u prehrambenoj industriji
(ekstrakcija kofeina iz zrna kafe 1 Caja, ekstrakcija hmelja). Dalji razvoj se odnosi na ekstrakciju
biljnog materijala za potrebe farmaceutske i kozmeticke industrije (Filip, 2014). Do danas,
fluidima u superkriticnom stanju ekstrahovan je veliki broj biljnih sirovina. Ovim postupkom,
izmedu ostalih, mogu se dobiti etarska 1 masna ulja, aromati¢ne komponente, farmakoloski
aktivne supstance 1 komponente sa antioksidativnim 1 antibakterijskim dejstvom. U tabeli 7. dat je
pregled primene superkriticne ekstrakcije za izolovanje razli¢itih komponenata iz prirodnih

sirovina (Filip, 2014).

Tabela 7. Primeri primene superkriticne ekstrakcije, u poslednjih desetak godina, za izolovanje

razlic¢itih komponenata iz prirodnih sirovina (Filip, 2014)

Biljni materijal Ekstrakt Reference

Seme celera Etarsko ulje Papamichail i sar., 2000

Ocimum basilicum Etarsko ulje Leal i sar., 2008

Seme grozda Masno ulje Murga i sar., 2000

Rosmarinus officinalis Etarsko ulje Ramirez i sar., 2005; Celiktas i sar., 2007,
Babovi¢ i sar., 2009

Salvia officinalis Etarsko ulje Babovi¢ i sar., 2009

Thymus vulgaris Etarsko ulje Babovi¢ i sar., 2009

Hyssop officinalis Etarsko ulje Babovic i sar., 2009

Mentha spicata Etarsko ulje Bimakr i sar., 2009

Pseni¢na klica Masno ulje Gelmez i sar., 2009

Pistachia vera Masno ulje Goli i sar., 2005

Origanum vulgare Etarsko ulje Cavero i sar., 2006

Zrno soje Masno ulje Joki¢ i sar., 2011

Seme dinje Masno ulje Nyam i sar., 2010

Seme lana Masno ulje Nikolovska i sar., 2008
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Seme paradajza Masno ulje Eller i sar., 2010

Zeleni Caj Ekstrakt Chang i sar., 2010
Pimpinella anisum Etarsko ulje Rodrigues i sar., 2003
Crvena paprika Oleorezin Duarte i sar., 2004
Juniperus communis Ulje Barjaktarovi¢ i sar., 2005

Superkriti¢ni fluid nema definisano stanje, ve¢ se njegove fizicko-hemijske karakteristike
nalaze izmedu karakteristika tecnosti i gasova. Upravo takvo stanje mu omogucava da bude
pogodan rastvara¢ (Sahena 1 sar., 2009). Svaki fluid je okarakterisan kriticnom tackom, koju
definiSu kriticna temperatura 1 kriti€ni pritisak (Brunner, 1984). Ukoliko se fluid nalazi na
temperaturi iznad kriticne, ne moze da prede u teno stanje bez obzira na primenjeni pritisak
(Sahena i sar., 2009; Xu i sar., 2011). Takode, fluid ne moze da prede u superkriticno stanje, bez
obzira na stalno povecanje pritiska, ukoliko se nalazi na temperaturi nizoj od kriticne temperature
(Aladi¢, 2015). Gasovi pod pritiskom na temperaturi nizoj od kriti¢ne temperature prelaze u te¢no
stanje 1 imaju osobine rastvaraca, dok na temperaturi iznad kriti¢ne prelaze u superkriti¢no stanje,
¢ime daju Sire mogucénosti za ekstrakciju (Lepojevi¢, 2000; Skala i sar., 2002). Superkriti¢ni
fluidi se odlikuju velikom gustinom, bliskoj gustini te¢nosti, Sto rezultuje velikom sposobno$¢u
rastvaranja. S druge strane, poseduju veliku difuzivnost i mali viskozitet, kao gasovi, S$to

doprinosi lakSoj penetraciji u materijal i1 rastvaranju (Sahena i sar., 2009; Filip, 2014).

Kao superkriti¢ni fluidi mogu se koristiti razliciti gasovi (Brogle, 1982; Herrero 1 sar.,
2006; Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007), a izbor gasa najviSe zavisi od njegovih fizicko-
hemijskih karakteristika i kriticnih parametara koji uslovljavaju njegovu sposobnost rastvaranja,
zatim kompatibilnosti sa Zeljenim proizvodom 1 sigurnosti pri koris¢enju (Sovova i sar., 2001).
90-ih godina proSlog veka, objavljeno je nekoliko radova sa azot-suboksidom, kao superkriti¢nim
fluidom. Ovaj fluid je smatran boljim reSenjem za polarna jedinjenja, zbog svog konstantnog
dipolnog momenta. Nazalost, ovaj fluid je uzrokovao nasilne eksplozije kada je koris¢en za
uzorke koji su imali visok organski sadrzaj, pa se iz tog razloga, upotrebljava iskljucivo kada je
to apsolutno potrebno (Alexandrou i sar., 1992; Raynie, 1993). Etan, propan, etilen i dimetil etar
su takode preporuceni kao rastvaraci za superkriticnu ekstrakciju, ali je utvrdeno da je sa aspekta
sigurnosti bolji ugljen-dioksid, s obzirom da nije eksplozivan i zapaljiv (Favati i sar., 1991; Illes i

sar, 1997). Voda (H,0) se Cesto koristila kao superkriticni fluid, ali zbog korozivne prirode pri
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uslovima koji su potrebni (visoka temperatura i pritisak), ima ogranicene prakti¢ne primene
(Shaw i sar., 1991). Kada se kao superkriti¢ni fluidi koriste propan i butan, visoke koncentracije i
Cisto¢e, radni pritisak je mnogo nizi, Sto je od izuzetnog znacaja za proces, ali su ovo Stetni
gasovi jer su veoma zapaljivi, pa je njihova upotreba takode ograni¢ena (Ichim i sar., 2015).
Herrero i sar. (2006) u tabeli 8. navode neke od rastvaraca koji se primenjuju u superkriti¢noj

ekstrakciji, kao i njihove karakteristike.

Tabela 8. Kriti¢ne karakteristike nekih od rastvaraca koji se koriste u superkriticnoj ekstrakciji

Rastvaracé Kriti¢na svojstva
Temperatura (°C) | Pritisak (atm) Gustina (g/ml) | Rastvorljivost
(cal'2 cm™7?)
Ugljen-dioksid 31,2 72,9 0,470 7,5
Etan 32,4 48,2 0,200 5,8
Eten 10,1 50,5 0,200 5,8
Metanol -34.4 79,9 0,272 8,9
Azot-suboksid 36,7 71,7 0,460 7,2
n-Buten -139,9 36,0 0,221 5,2
n-Pentan -76.5 33,3 0,237 5,1
Sumpor heksafluorid 45,8 37,7 0,730 5,5
Voda 101,1 217,6 0,322 13,5

Najces¢e koris¢en rastvara¢ u postupcima superkriticne ekstrakcije (preko 90 %) je
ugljen-dioksid, zbog niza prednosti u odnosu na ostale rastvarae (Damjanovi¢ 1 sar., 2003;
Reverchon 1 De Marco, 2006; Reverchon i Senatore, 1992; Reverchon, 1997).

Ugljen-dioksid je gas koji na kriti¢noj temperaturi (31,3 °C) i kritiénom pritisku (73,8
bar) prelazi u superkriticno stanje u kome su tecna i gasovita faza izjednacene i formiraju novu
homogenu fazu — superkriticni fluid (KneZevi¢, 2008). Na slici 13. prikazan je prelaz ugljen-

dioksida u superkriticno stanje (NASA, 2003).
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Slika 13. Prelaz ugljen-dioksida u superkriti¢no stanje (NASA, 2003)

Princip ekstrakcije ugljen-dioksidom u superkriticnom stanju prikazan je na p-t
dijagramu, na slici 14., na kome se vidi superkriticna oblast u kojoj se odvija ekstrakcija, kao 1
oblast u kojoj se odvija separacija pri uslovima pritiska i temperature koji odgovaraju gasovitom

stanju ugljen-dioksida (Lepojevi¢, 2000).
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Slika 14. Princip ekstrakcije superkriti¢nim ugljen-dioksidom (Lepojevi¢, 2000)

(E-ekstraktor; S-separator; K-kompresor, Q-izmenjivac toplote)

Generalno, rastvorljivost rastvorene supstance u rastvaratu zavisi od izbora
superkriti¢nog fluida i radnih parametara, pritiska i temperature (Bocevska i Sovova, 2007). Ovi

parametri su direktno odgovorni za sastav ekstrakta 1 funkcionalnost komponenata (Diaz-Maroto
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i sar., 2002). Povecanje pritiska uti¢e na povecanje gustine fluida i samim tim na povecanje
prinosa ekstrakcije, koje ne mora uvek da bude prednost ekstrakcije, jer moze da dode do
koekstrakcije pratecih jedinjenja koja su nepozeljna u finalnom proizvodu. Opste pravilo je: §to je
veci pritisak, veca je mo¢ rastvaranja, 1 manja selektivnost (Reverchon i De Marco, 2006). Sa
porastom pritiska povecava se gustina superkriticnog ugljen-dioksida kao 1 rastvorljivost
rastvorene supstance (Xu 1 sar. 2011). Sa druge strane, povecanje temperature dovodi do
smanjenja gustine ugljen-dioksida, §to kao posledicu ima smanjenje ukupnog prinosa (Da Silva 1
sar., 2016). Pored uticaja na ekstragens, temperatura predstavlja jedini parametar koji uti¢e na
napon pare jedinjenja koje se ekstrahuje. Povec¢anjem temperature dolazi do povecanja napona
pare lako isparljivih jedinjenja, a samim tim i njihove rastvorljivosti.

Biljni materijal koji se podvrgava ekstrakciji mora biti usitnjen do odredenog stepena,
odnosno mora biti sacinjen od Cestica odredene optimalne veli¢ine. Smanjenjem veliCina Cestica
povecava se njihova specificna povrSina, odnosno medufazna povrSina cvrsto-te€no, S§to
povecava brzinu ekstrakcije. Sa druge strane, taj uticaj ne mora uvek imati pozitivan efekat, jer
ukoliko je materijal previSe usitnjen, sprecena je cirkulacija rastvaraca, pri ¢emu je razdvajanje
rastvaraca 1 Cvrstih Cestica otezano (Sovilj, 2004). Stoga, pri izboru biljnog materijala, mora se
voditi racuna 1 o adekvatnoj usitnjenosti veli¢ina Cestice, kako bi ekstrakcija bila §to efikasnija.

Protok ugljen-dioksida ne utice na fizicko-hemijske osobine superkriti¢nog fluida,
medutim ima direktan uticaj na fenomene prenosa mase, kao Sto su aksijalna disperzija,
koeficijent konventivhog prenosa mase 1 akumulacija jedinjenja koja se ekstrahuju u
superkriticnom fluidu (De Melo 1 sar., 2014). Povecanje protoka ugljen-dioksida dovodi do
povecanja prenosa mase usled pomeranja koncentracionog gradijenta dovodenjem svezeg
rastvaraca. Medutim, u odredenim slu¢ajevima preveliko povecanje protoka moze da dovede do
smanjenja prinosa usled skrac¢enja vremena kontakta ekstragensa i biljnog materijala, kao 1
nedovoljnog vremena za unutraSnju difuziju. Dakle, ovaj parametar je takode kljucan za

optimizaciju samog procesa superkriti¢ne ekstrakcije.
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2.5.1. Prednosti i nedostaci superkriticne ekstrakcije i ekstrakcije
superkriti¢nim ugljen-dioksidom

Konvencionalne tehnike ekstrakcije uglavnom koriste visoke temperature, Sto moze

dovesti do destrukcije vrednih termolabilnih jedinjenja koja se nalaze u biljnoj sirovini koja se

ekstrahuje. Takode, upotreba organskih rastvarata u konvencionalnim tehnikama ekstrakcije

moze dovesti do "kontaminacije" dobijenog ekstrakta ostacima rastvaraca (Zaidul i sar., 2006,

2007). Pored toga, konvencionalne tehnike ekstrakcije su vrlo Cesto dugotrajne 1 zahtevaju rad na

visokim temperturama, Sto je energetski nepovoljno i veoma skupo.

Superkriticna ekstrakcija ima niz prednosti u odnosu na konvencionalne tehnike

ekstrakcije (Lang i Wai, 2001; King, 2002; Wang i Weller, 2006; Norhuda i Jusoff, 2009; Sahena
1 sar., 2009):

>

kontrola mo¢i rastvaranja superkriticnog fluida postize se promenom pritiska i/ili
temperature,

razdvajanje ekstrakta od superkriti¢nog fluida je lako i brzo zbog moguénosti regulisanja
isparljivosti komponenata promenom pritiska 1 temperature,

znatno bolje razdvajanje faza, koje nije moguce postici klasicnom ekstrakcijom,
dodavanjem kosolvenata (metanola, etanola, vode 1 dr.) moguce je poboljSati rastvaranje i
ekstrakciju polarnih komponenata ¢ime se postize veca selektivnost prilikom ekstrakcije,
ekstrakcija termolabilnih komponenata sa minimalnim degradacijama, zbog rada na
niskim temperaturama,

nema zaostajanja rastvaraca u dobijenom ekstraktu za razliku od upotrebe organskih
rastvaraca,

Ugljen-dioksid je kao ekstragens ekoloski prihvatljiv (GRAS, Generally recognised as
safe), fizioloSki bezopasan, netoksiCan, nezapaljiv 1 ne izaziva probleme u procesnom

inzenjerstvu.

Nedostaci superkriti¢ne ekstrakcije u poredenju sa drugim postupcima ekstrakcije su:

>
>
>

rad na relativno visokim pritiscima,
veliki utrosak energije za komprimovanje gasova,

znatni energetski troSkovi za regeneraciju rastvaraca,
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» veliki investicioni troSkovi za procesnu opremu i

» kompleksnost samog procesa ekstrakcije (Sahena i sar., 2009).

Radi preglednije 1 lakSe komparacije superkriti¢ne ekstrakcije i konvencionalne ekstrakcije
rastvaratima, Sahena i sar. (2009) su dali tabelarni prikaz prednosti i nedostataka obe

ekstrakcione tehnike (tabela 9).

Tabela 9. Komparativni prikaz konvencionalne ekstrakcije i superkriti¢ne ekstrakcije (Sahena 1
sar., 2009)

Konvencionalna ekstrakcija

Superkriti¢na ekstrakcija

Prisustvo rastvaraca u dobijenom ekstraktu je
neizbezno. Preostali nivo rastvaraca zavisi od

vrste primenjenog rastvaraca.

Dobijeni ekstrakt je potpuno osloboden od

rastvaraca.

U dobijenim ekstraktima prisustvo teskih metala
se ne moze izbeéi i zavisi od rastvarata, metode
reciklaze rastvaraca, izvora sirovina, i materijala

od koga su izgradeni kontaktni delovi aparature.

U dobijenom ekstraktu ne detektuju se teskih
metala, obzirom da u superkriticnom ugljen-
dioksidu nisu rastvorljivi, ¢ak i ako su prisutni u
sirovini. Teski metali nisu prisutni ni u ugljen-

dioskidu ni u opremi.

U dobijenom ekstraktu sadrzaj neorganskih soli

se ne moze izbe¢.

Dobijeni ekstrakt je potpuno osloboden od

neorganskih soli.

Polarne supstance se rastvaraju zajedno sa
lipofilnim materijama iz sirovine, zbog slabe
rastvaraca.  Tokom

selektivnosti procesa

uklanjanja rastvaraCa, te polarne supstance
formiraju polimere, koji dovode do promene
boje ekstrakta i loSeg protoka. Sve ovo dovodi
do toga da se ekstrakt razlikuje od osnovnih

komponenti u sirovini..

Ugljen-dioksid je visoko selektivan i ne postoji
moguénost da polarne supstance izgrade takve
polimere kao u slucaju primene konvencionalnih
tehnika Pored radna

ekstrakcije. toga,

temperature je samo 40 do 80 °C.

I polarne i nepolarne boje se ekstrahuju.

Ekstrahuju se samo nepolarne boje.

Uklanjanje rastvaraca zahteva dodatne operacije
¢ime se povecCava cena koStanja procesa i

smanjuje koli¢ina dobijenog korisnog materijala.

Nisu potrebne dodatne operacije, 1 prinos

dobijenog ekstrakta je veoma visok.
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Prednosti i nedostaci superkriticnog ugljendioskida kao ekstragensa prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Prednosti i nedostaci ugljen-dioksida kao superkriti¢nog fluida

Prednosti CO; kao superkriti¢nog fluida | Nedostaci CO,kao superkriti¢nog fluida

Netoksican Mala mo¢ rastvaranja polarnih jedinjenja i
jedinjenja sa dugim lancima

Fizioloski inaktivan Relativno visok kriti¢ni pritisak

Hemijski inertan Zbog potrebnog visokog pritiska, povecava
se cena opreme

Nezapaljiv

Lako dostupan

Niske cene

Niskih vrednosti kritiénih parametara, pa se
moze vrsiti ekstrakcija termicki

degradabilnih materija

Spada u tzv. "Ciste tehnologije"

Dobijeni proizvod ima dobar kvalitet i ne

zahteva preradu

Prvi nedostatak superkriticnog ugljen-dioksida je taj Sto ima relativno malu mo¢
rastvaranja polarnih jedinjenja i jedinjenja sa dugim lancima (Wang i sar., 2003), medutim ovaj
nedostatak se moze prevazi¢i dodatkom kosolvenata (Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007;
Herrero 1 sar., 2006; Zekovi¢ 1 sar., 2003). Polarni kosolventi imaju jak efekat na polarizaciju
ugljen-dioksida, pa se njihovim dodatkom poboljSava ekstrakcija polarnih komponenata. Medu
etanol i voda, ali se koriste i drugi. Na primer, dodatak 1 do 10 % metanola ili etanola ugljen-
dioksidu 8iri njegov opseg ekstrakcije, ukljucujuci vise polarnih lipida. Kada se ekstrakcija izvodi
sa superkriticnim ugljen-dioksidom koji sadrzi 20 % etanola, viSe od 80 % fosfolipida je

sacuvano iz ikre lososa (Tanaka i sar., 2004).
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2.6. Spray drying

Tecni ekstrakti, dobijen primenom adekvatne ekstrakcione tehnike, mogu se
transformisati u ¢vrsto odnosno praSkasto stanje primenom nekoliko razli¢itih tehnika suSenja.
Na ovaj nacin dobijaju se koncentrovaniji, stabilniji i proizvodi jednostavniji za manipulaciju u
industrijskim uslovima, jeftiniji u pogledu troskova transporta i skladiStenja. Jedna od tehnika
susenja koja se najcesce primenjuje za dobijanje suvih ekstrakta u formi praha u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji jeste spray drying. Ova metoda je jednostavna, brza 1 efikasna, a prahovi
dobijeni na ovaj nac¢in su dobrog kvaliteta (odgovarajuc¢eg stepena vlage, gustine, veliCine i
raspodele veli¢ine Cestica itd.).

Spray drying tehnika ili suSenje sa rasprSivanjem je jedna od najstarijih operacija kojom
se teCni medijumi prevode u suvu, ¢vrstu materiju tokom samo jednog koraka proizvodnje
(Oliveira, 2010). Prva znacajna primena procesa susenja sa rasprSivanjem pocinje jo§ tokom
1920-tih u proizvodnji mleka i1 deterdzenata, ali se ubrzo proSiruje na proizvodnju mnostva
proizvoda prisutnih u nasem svakodnevnom zivotu: hrane, kozmetickih preparata, lekova,
hemikalija, tkanina i elektronike (Raskovi¢ i1 sar., 2010). O tome koliko je ova tehnologija
aktuelna svedoci i Cinjenica da se koristi u pogonu oko 20.000 industrijskih postrojenja Sirom
sveta, 1 verovatno postoji dvostruko vise laboratorijske i pilot opreme (Masters, 2004).

Ova tehnika predstavlja transformaciju Cestica iz te€nog stanja u suve oblike, njihovim
rasprSivanjem u vreo medijum za suSenje. Tecni proizvodi koji se mogu susiti na ovaj nain su
rastvori, suspenzije, disperzije ili emulzije. Osuseni proizvod moze biti u obliku praska, granula
ili aglomerata, u zavisnosti od fizickih i1 hemijskih karakteristika te€nog materijala, dizajna

opreme i procesnih uslova (Michael, 1993).
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2.6.1. Princip spray drying procesa

Koncept procesa suSenja sa rasprSivanjem je jednostavan: tenost (rastvor, suspenzija,
emulzija) se pumpa kroz rasprsivac, formiraju se kapi te¢nosti sa ¢vrstim komponentama i izlazu
se pogodnoj struji gasa koja potpomaze isparavanje putem brzog masenog transfera te¢nog
nosaca u gas. Kada se dovoljna koli¢ina teCne mase transformise u paru, preostali ¢vrsti materijal
u kapi formira pojedinacnu Cesticu koja se zatim odvaja iz struje gasa (Snyder i Lechuga-
Ballesteros, 2008).

Sematski prikaz spray drying procesa, dat je na slici 15.

Rezervoar sa Peristalticka
napczjnom » pumpa
smesom

napojna smesa

grejac atomizer

=>J

Iskoris¢eni vazduh

-

vazduh / L ciklon

v
suvi prah

vazduh sa prahom

komora za suSenje

Slika 15. Sematski prikaz spray drying procesa

Tokom prevodenja tecnog ekstrakta u suvi ekstrakt primenom ove tehnike susenja, dolazi
do sledecih procesa:

1) rasprSivanje, odnosno atomizacija napojne smese,

2) kontakt kapljica i grejnog medijuma,
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3) isparavanje rastvaraca i
4) odvajanje ¢vrstih Cestica od gasne faze.
Pre rasprSivanja, obi¢no se izvr§i zagrevanje napojne smeSe pri ¢emu se sSmanjuje njen

visokozitet, Sto olakSava rasprSivanje (Augsburger i Hoag, 2008).

1) Atomizacija napojne smeSe

Prvi korak u procesu suSenja sa rasprSivanjem je atomizacija ili rasprSivanje napojne
smeSe. V1si se pomocu atomizera, koji rasprSuje te¢nost u vidu pojedinacnih kapi, i to je prvi
faktor koji odreduje veli¢inu osuSenih Cestica. Smatra se da veli¢ina Cestica finalnog proizvoda
prvenstveno zavisi od inicijalne veli¢ine kapi, a u manjoj meri od koncentracije rastvora i odnosa
gustine rastvora i Cestica (Mileti¢, 2013).

Dakle, atomizacija je proces kojim se te¢nost dezintegriSe u veliki broj finih kapljica. U
idealnom slucaju, veli¢ina svih kapljica trebalo bi da bude jednaka, dok je u prakti¢nim uslovima
zadovoljavajuce i1 odredeno odstupanje u raspodeli veli¢ine manjeg broja kapljica (Raskovi¢ i
sar., 2010).

Atomizer je jedan od najvaznijih delova svakog "spray dryer" uredaja i postoji nekoliko
bitnih uslova koje on mora ispuniti (More Swati i sar., 2014):

1. Mora da rasprsuje teCnost u male kapljice, koje moraju biti dobro rasporedene u uredaju, i
dobro pomesane sa vrelim gasom,;

2. RasprSene kapi ne smeju biti previse velikih veli¢ina, da ne bi ostale neosusene, ali ni
previSe male, jer je kasnija upotreba produkta, u smislu rastvorljivosti, otezana. Takode,
male Cestice se mogu previse isusiti i1 spaliti;

3. Mora da ujedno sluzi i za merenje, kontroliSu¢i uslove pri kojima se materijal rasprSuje u
uredaju.

Pri izboru atomizera, vaznu ulogu imaju osobine napojne smese, karakteristike spreja i
zeljene osobine konacnog, suvog proizvoda (Raskovi¢ i sar., 2010). Kod svih tipova atomizera,
veli¢ina kapljica se moZe menjati povecanjem ili smanjenjem energije atomizacije (povecanje
energije atomizacije ima za posledicu smanjenje veliCine kapljica). Za datu koliCinu energije,
viskozitet 1 povrSinski napon napojne smeSe uti€u na veli¢inu kapljica (vece vrednosti ovih

veli¢ina rezultuju ve¢im kapljicama spreja) (Gharsallaoui i sar., 2007; Haque i sar., 2015).
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U najvecem broju slucajeva kao medijum za suSenje koristi se atmosferski vazduh.
Tokom procesa atmosferski vazduh se uvodi kroz filtracioni sistem, a temperatura mu se regulise
prema unapred definisanim procesnim parametrima. Ukoliko je materijal koji se susi osetljiv na
kiseonik ili je nestabilan, moZe se koristiti azot ili neki drugi inertni gasovi (Cal i Sollohub,
2010). Ulazna temperatura vazduha je izuzetno vazan faktor u uklanjanju vlage iz proizvoda koji
se susi. Perfomanse i efikasnost procesa susenja zavise i od vlaznosti i temperature vazduha, koji

se mogu kontrolisati 1 podesavati tokom procesa (Baker, 1997; Murugesan i Orsat, 2012).

2) Kontakt izmedu kapi i medijuma za suSenje

Drugi korak procesa susenja sa rasprsivanjem definiSe nacin na koji se rasprSena tecnost i
vazduh za suSenje dovode u kontakt. Ovaj kontakt se ostvaruje u komori za susenje. Ulazni
vazduh uvodi se u komoru za susSenje preko raspodeljivaca vazduha, koji se obi¢no sastoji od
perforiranih ploca ili kanala sa zavojima, kojima se obezbeduje jednak protok vazduha u svim
pravcima. Da bi suSenje unutar komore bilo ujednaceno, raspodeljivac vazduha mora biti smesSten
na krovu komore za suSenje, a uredaj za atomizaciju u, ili u blizini, raspodeljiva¢a vazduha. Na
taj nacin postiZe se trenutno 1 potpuno mesanje zagrejanog gasa za susenje i atomizovanog oblaka
kapljica (Raskovi¢ i sar., 2010).

Kretanje rasprSenih kapljica klasifikuje se prema orjentaciji osnove komore za susenje, i
moze biti: istostrujno, suprotnostrujno 1 meSovito (Haque 1 sar., 2015):

1. U istostrujnim dizajnima, smer kretanja napojne smese i vazduha je isti. Ova vrsta suSenja
je prioritetna za suSenje termosenzitivnih materijala, jer vlazni materijal dolazi u kontakt
sa najsuvljim medijumom za suSenje (onim koji sadrzi najmanje vlage), dok osuSeni prah
dolazi u kontakt sa medijumom za suSenje koji se postepeno hladi (Gharsallaoui 1 sar.,
2007).

2. U suprotnostrujnim dizajnima, rasprSene kapi 1 medijum za susSenje se krecu u suprotnim
pravcima. U ovom procesu, najvreliji vazduh dolazi u kontakt sa Cesticama praha, §to
moze uzrokovati nepovratno toplotno ostecenje proizvoda (Masters, 1997). Medutim, ovi

dizajni su superiorni u pogledu toplotne i1 energetske ekonomicnosti (Haque i sar., 2015).
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3. Mesoviti tok, kao kombinacija isto- i suprotnostrujnih metoda razvijena je radi
iskori$¢enja benefita oba procesa, to jest da bi se obezbedio odgovarajuci kvalitet uz

ekonomicne troSkove (Haque 1 sar., 2015).

3) Isparavanje rastvaraca iz kapi

Kada kapi napojne smese dodu u kontakt sa vrelim vazduhom deSava se isparavanje
rastvaraCa 1 nastaju suve Cestice praha. Tokom isparavanja gradijent temperature 1 pritiska
pare izmedu kapi 1 gasovitog medijuma uspostavlja se na takav nacin da se prenos toplote
odvija od medijuma za suSenje ka kapima, dok se transfer mase odvija iz kapi ka medijumu
za suSenje. Kada medijum za suSenje i kapi dodu u medusobni kontakt, toplotni transfer
uzrokuje povecanje temperature kapi dok se ne postigne konstantna vrednost, gde vec¢i deo
rastvaraca isparava iz kapi. U ovom stanju brzina difuzije rastvaraca iz unutrasnjosti ka
povrsini kapi postaje gotovo konstantna i jednaka povrSinskoj brzini isparavanja. Konacno,
kada ¢vrsti sadrzaj u kapima/Cesticama poraste do odredene vrednosti (Sto odgovara
kriticnom sadrzaju vlage), efektivna difuzija vlage se znacajno smanjuje. Brzina suSenja
rapidno se smanjuje kako se granica suSenja postepeno pomera ka unutrasnjosti Cestica.
Efektivna difuzija vlage i brzina suSenja postaju funkcija prirode i koncentracije ¢vrstog dela.
Kada cvrste Cestice napuste komoru za susSenje, njihova temperatura je sli¢na izlaznoj
temperaturi vazduha (Vidovi¢ 1 Vladi¢, 2017). U praksi ¢im vreo vazduh dode u kontakt sa
kapima napojne smese, susenje se odvija gotovo trenutno i dolazi do isparavanja sa povrSine
svake kapi (Haque 1 sar., 2015). Ovo brzo isparavanje odrzava kapi hladnim dok se ne
postigne suvo stanje. Obi¢no je vreme susSenja reda veli¢ine 5-100 s (Corrigan, 1995).
Medutim, u dobro dizajniranim sistemima 15-30 s je uobicajeno vreme za prolazak Cestice

kroz zonu susenja (Fogler 1 Kleinschmidt, 1938; Gharsallaoiu i sar., 2007).

4) Separacija i sakupljanje praha
Finalni korak u procesu suSenja rasprSivanjem je sakupljanje praha. Ovo ukljucuje
separaciju suvih cestica od medijuma za suSenje, $to se najces¢e postize koriS¢enjem ciklona 1
vrecastog filtera koji je pozicioniran van komore za suSenje. Separacija Cestica od medijuma za

suSenje zavisi od gustine, veli¢ine Cestica i njihove brzine taloZenja unutar ciklona (Haque i sar.,
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2015). Efikasnost separacije zavisi 1 od dizajna samog ciklona, operativnih uslova, kao i

raspodele veli¢ina Cestica ulaznog materijala (VIladi¢, 2017). Prednosti upotrebe ciklona su

mehanicka jednostavnost, visok stepen efikasnosti u sakupljanju praha 1 jednostavno ¢isenje i

pranje uredaja (Snyder 1 Lechuga-Ballesteros, 2008).

Kriti¢ni parametri suSenja sa rasprSivanjem su (More Swati i sar., 2014 ):

1.

Ulazna temperatura struje gasa: Sto je viSa temperatura ulaznog vazduha, to je brze
isparavanje vlage, ali viSe temperature mogu narusiti hemijsko-fizicke osobine toplotno
osetljivih proizvoda (Michael, 1993);

Viskozitet: visok viskozitet ometa pravilno formiranje kapljica, $to je viskozitet nizi,
manja energija i pritisak su potrebni za odredenu formu rasprsivanja;

Sadrzaj Cvrste materije: mora se voditi raCuna kada je visoko opterecenje Cvrstim
materijama (preko 30 %) za odrzavanje odgovarajue atomizacije da bi se omogucilo
pravilno formiranje kapi;

PovrSinski napon: dodatak male koli¢ine surfaktanta moze znacajno smanjiti povrsinski
napon, §to moze rezultirati Sirim mlazom kod rasprSivanja, manjom veli¢inom kapi 1
vec¢om brzinom suSenja;

Temperatura medijuma za rasprSivanje: kada je temperatura rastvora koji se rasprSuje
povecana, brze se moze osusiti, s obzirom da unosi viSe energije u sistem;

Materijal mlaznice: u mnoge farmaceutske svrhe koriste se dodaci od nerdajuceg celika.
Medutim, mlaznice od volfram karbida su prilicno dostupne, i otporne su na veéinu

abrazivnih i korozivnih supstanci iz sirovina.
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2.7. Inkorporacija biljnih proizvoda i preparata u nove funkcionalne

proizvode

Valorizacijom sporednog proizvoda industrije biljnog ¢aja, biljne prasine herbe hajducke
trave 1 ploda Sipka, relativno jeftina biljna sirovina primenjuje se za dobijanje visoko-vrednih
proizvoda, na prvom mestu biljnih ekstrakata u te¢noj 1 suvoj formi. Jedan od takvih proizvoda je
biljni instant ¢aj. Takode, pored iskori§¢enja za poizvodnju novih biljnih ekstrakata, biljna
prasina odredenih biljnih sirovina, odnosno vrsta, moze biti upotrebljena bez dalje prerade, za
proizvodnju prehrambenih proizvoda unapredenog kvaliteta. Jedan od takvih proizvoda je hleb sa

dodatkom biljne prasine.
2.7.1. Instant ¢aj

Biljni instant ¢aj u ¢vrstom stanju jeste suvi ekstrakt odredenog dela biljke, odnosno
mesavina dva ili viSe suva ekstrakta razli¢itih biljaka, kojima se mogu dodati aditivi u skladu sa
propisom kojim se ureduje kvalitet 1 upotreba aditiva 1 aroma u hrani (Pravilnik o kvalitetu ¢aja,
biljnog ¢aja i njihovih proizvoda, 2012). Instant ¢aj, odnosno biljni instant ¢aj u ¢vrstom stanju, u
pogledu kvaliteta treba da ispunjava sledece uslove:

e da miris 1 ukus odgovaraju sirovini od koje su proizvedeni;
e da sadrzaj vlage nije ve¢i od 8 % m/m;
e da je rastvorljivost u vodi najmanje 95 % (Pravilnik o kvalitetu ¢aja, biljnog Caja 1

njihovih proizvoda, 2012).

Biljni instant ¢aj moZe se dobiti primenom razli¢itth metoda, a najCeSce se Koristi
postupak granuliranja. Postoje dva postupka granuliranja koji se koriste u proizvodnji biljnih
instant napitaka, 1 to suvi i vlazni postupak granuliranja.

Postupak vlazne granulacije, danas se najc¢esce koristi i obuhvata sledece operacije:
e mlevenje supstanci u fini prah i njihovo mesanje,
e vlaZenje praha rastvorom sredstva za vezivanje ili rastvaracem,

e potiskivanje navlazene mase kroz sito i
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e suSenje i obrada granulata (Shanmugam, 2015).

Specijalne tehnike vlazne granulacije su:

e granulacije smese pri visokom smicanju (High shear mixture granulation),

e granulacija u fluidizovanom sloju (Fluid bed granulation),

e oblikovanje sfernih Cestica istiskivanjem (Extrusion-spheronization) i

e susenje u fluidizovanom sloju (Spray drying) (Shanmugam, 2015).

Nedostaci postupka vlazne granulacije su cena koStanja, jer zahteva radnu snagu, vreme,
opremu, energiju i prostor; nestabilnost osetljivih 1 termolabilnih supstanci zbog prisutne vlage;
moguca nekompatibilnost izmedu samih komponenata 1 teSko kontrolisanje procesa

(Shanmugam, 2015).

2.7.2. Hleb i pekarski proizvodi

Najveci deo svetskog stanovnisStva dnevne energetske potrebe zadovoljava prvenstveno iz
ugljenih hidrata. Njihov naj¢es¢i izvor su Zita, a za veci deo populacije pSenica je najvaznije Zito
za proizvodnju osnovnih Zivotnih namirnica, zatim slede pirina¢ i kukuruz. Jedna od najcesc¢ih
primena zita jeste njihova primena za proizvodnju hleba i peciva. U sirovinskom sastavu
razli¢itih vrsta hleba nema znacajnih razlika kada su u pitanju osnovne sirovine, ali su razlike
evidentne u izboru dodatnih sirovina i dodataka (Leki¢, 2010). U tehnologiji pekarskih proizvoda
dodatne sirovine imaju ulogu u modifikaciji kvaliteta brasna (pekarski poboljSivaci), postizanju
funkcionalnih karakteristika proizvoda i poboljSanju njegove nutritivne vrednosti (Psodorov,
2006). U tehnologiji specijalnih vrsta pSeni¢nog hleba i1 peciva, pored brasna drugih Zita (ovseno,
kukuruzno, razano 1 heljdino), koristi se i heljdino brasno, sirovine za poboljSanje nutritivne
vrednosti (sojino brasno, pSeni¢ne mekinje, ovsene pahuljice), mleko i mle¢ni proizvodi, voce 1
proizvodi od voca, jestivo ulje, masti biljnog i Zivotinjskog porekla i zacini, konzervansi, arome i
boje (prirodne i vestacke) (Leki¢, 2010).

PoboljSanje senzorskog kvaliteta 1 trajnosti proizvoda, putem odrzanja svezine i
sprecavanja mikrobioloSkog kvara, uslovila je primenu dodataka u pekarskim proizvodima u

savremenom pekarstvu. Dodaci u pekarstvu imaju ulogu u korigovanju kvaliteta brasna i kvaliteta
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hleba, usporavanju starenja sredine hleba i poboljSanju njegove nutritivne vrednosti (Psodorov,
20006).

Na sadasnjem stepenu razvoja pekarske industrije prednost imaju kombinovani dodaci.
Namena 1 preporucena koli¢ina zavise od vrste 1 sadrzaja aktivnih komponenti u smesi. Njihov
uticaj se najbolje prati promenom reoloskih pokazatelja testa, a krajnji efekat delovanja utvrduje

se na osnovu kvaliteta gotovog proizvoda (Bojat i sar. 1993).

Dodaci _________
]
v
Brasno,
Voda .| MESENJE:
- P Homogena masa
Kvasacy!_syrob i proteini hidratisu
SO_» - formira se glutenski matriks y
- skrob delimicno bubri
FERMENTACIJA:
- kvasac fermentise Secere Fermentisano testo
- obrazuju se gasovi
- zadrzavaju se produkti \ 4

- testo narasta

PECENJE:
- testo narasta

- skrob zelatinizira
- formira se struktura proizvoda

'

HLEB I PECIVO

Slika 16. Osnovne faze tehnoloskog procesa izrade hleba i peciva (Psodorov, 2006)

Svim postupcima izrade hleba i peciva od kvasnog testa zajedniCke faze su: mesenje,
fermentacija 1 pecenje. U ovim fazama odigravaju se najznacniji biohemijski i1 koloidni procesi
(slika 16). Uprkos relativno jednostavnom sastavu, tokom izrade hleba i peciva neophodno je
punu paznju posvetiti njegovim reoloSkim osobinama, koje bitno uslovljavaju tehnoloski proces i
utiCu na vec¢inu parametara kvaliteta gotovog proizvoda. U svakoj fazi proizvodnog procesa, testo
je izloZzeno nekom vidu naprezanja (Morgenstern i sar. 1999; Millar 2000; Dobraszczyk 2000).
Deformacije koje nastaju kao rezultat pomenutih naprezanja mogu biti kako elasticne tako i

viskozne, jer testo poseduje osobine i Cvrstih 1 te¢nih tela, odnosno pripada grupi realnih
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viskoelasti¢nih sistema (Salvador i sar. 2003). Posebna paznja pri inkorporiranju funkcionalnih
dodataka se posvecuje upravo izuc¢avanju reolosSkih osobina testa koje bitno uti¢u na kvalitet
gotovuih pekarskih proizvoda.

Kao 1 u ostalim granama prehrambene industrije tako 1 u savremenoj pekarskoj postoji

kostantna teznja proizvodnje unapredenih proizvoda inkorporacijom novih prirodnih dodataka i
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Katedre za
biotehnologiju 1 farmaceutsko inzenjerstvo, Tehnoloskog fakulteta Novi Sad, u laboratorijama
Katedre za inzenjerstvo ugljenohidratne hrane, TehnoloSkog fakulteta Novi Sad, u SP

laboratoriji, Becej, kao i u Veterinarskom zavodu, Vinkovci, Hrvatska.

3.1. Hemikalije i reagensi

U eksperimentalnom radu koriS¢eni su: Folin-Ciocalteu reagens, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPHe), ferihlorid, galna kiselina, katehin, karvakrol, linalool, a-terpineol,
eukaliptol, kamfor, a- i1 y-tokoferol, maltodekstrin (Sigma Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka);
etanol, AICI;x6H,O (Centrohem, Stara Pazova, Srbija); metilen hlorid (Zorka-Pharma, Sabac,
Srbija); n-heksan (Fisher Chemical, Loughborough, UK); natrijum-karbonat (Betahem, Beograd,
Srbija); natrijum-nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska); metanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija);
petroletar, dietil etar, natrijum-hidroksid (Lach-Ner, Neratovice, Ceska); komercijalni
ugljendioksid (>99 %) (Messer Tehnogas, Novi Sad, Srbija); destilovana voda.

Za proizvodnju instant ¢aja primenjeni su dekstroza, kukuruzni 1 vodootopivi skrob, dok
su za izradu funkcionalnog hleba upotrebljeni namensko brasno za kisela testa i domacu testeninu
T-500, proizvodaca "Danubius doo" iz Novog Sada, kuhinjska so proizvodaca "Kristal doo" iz
Beograda, svezi pekarski kvasac proizvodaca "Vrenje" iz Beograda, kao komercijalni aditiv

"Plavi tigar doo" iz Kragujevca.
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3.2. Aparati i uredaji

Aparati i uredaji koriS¢eni u eksperimentalnom radu su:

Uredaj za ekstrakciju ugljen-dioksidom u superkriticnom stanju (HPEP - High Pressure
Extraction Plant) - NOV A Swiss, Effretikon, gvajcarska;

Spray dryer komora za suSenje - Anhydro, Danska;

Atomizer - Bosch, Nemacka,;

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

Spektofotometar - Jenway 6300 VIS, Velika Britanija;

Aparat za gasnu gromatografiju: GC 6890N, MS 5795; MS 5975C; 7697A Headspace
sempler - Agilent, SAD;

Set sita - Erweka, Nemacka;

Uredaj za granuliranje instant ¢aja tipa FGS sa pogonskim elektromotorom AR - Erweka,
Nemacka;

Farinograf sa mesilicom, ekstenzograf i maturograf - Brabender, Duisburg, Nemacka;

Laboratorijska pe¢ - Chopin, Bolonja, Francuska.

3.3. Biljni materijal

Biljni materijal koris¢en u ovoj doktorskoj disertaciji je sporedni proizvod i otpad nastao

iz proizvodnje herbalnog filter ¢aja lokalnog proizvodaca filter ¢aja "Fructus" Backa Palanka.

Ispitivana su dva proizvoda iz 2012. godine, herbalna prasina hajducke trave (4. milefolium) i

ploda Sipka (R. canina). Sporedni proizvod u procesu proizvodnje filter ¢aja predstavlja materijal

dobijen nakon secenja, mlevenja, prosejavanja i frakcionisanja, a koji je neodgovarajuce veliCine

Cestica biljnog materijala, odnosno veli¢ine Cestica manje od veli¢ine pora filter kesice. Sema

tehnoloskog procesa proizvodnje filter ¢aja, kao i nastajanje sporednih proizvoda, detaljnije su

opisani u poglavlju 2.1.
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3.3.1. Velicina Cestica biljnog materijala

Srednja veli¢ina Cestica polaznog materijala odredena je prosejavanjem kroz set sita.
Izmerena je masa biljnog materijala koja je zaostala na svakom situ nakon prosejavanja, i srednji

precnik Cestica odreden je pomocu jednacCine:
100 _ (7
d d,

gde su: d - srednji precnik Cestica, m; - maseni procenat i-te frakcije (%) a d; - srednji precnik i-te
frakcije (mm) (Lepojevié¢ Z., 2000). Za odredivanje srednjeg pre¢nika usitnjenog biljnog

materijala kori$¢en je set sita proizvodaca Erweka.
3.3.2. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u biljnom materijalu odreden je gravimetrijski, iz razlike mase biljnog
materijala pre 1 posle suSenja. Sadrzaj je izraZzen u procentima (% m/m). SuSenje biljnog
materijala radeno je na 105 °C do konstante mase (European Pharmacopeia 6th Edition, 2007).
Oba uzorka, biljna prasina ploda Sipka i biljna prasina herbe hajducke trave, su ispitana u tri

ponavljanja.
3.3.3. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja

Sadrzaj etarskog ulja u ispitivanom biljnom materijalu odreden je destilacijom pomocu
vodene pare (Lepojevi¢ Z.,2000; Ph Jug IV). Sadrzaj etarskog ulja izraZen je u procentima.
Ispitivanje je uradeno u tri ponavljanja.

Prilikom odredivanja sadrzaja etarskog ulja u biljnom materijalu herbe hajducke trave
primenjen je metod koji podrazumeva odredivanje sadrzaja uz dodatak petroletra (Lepojevi¢ Z.,

2000).
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3.4. Soxhlet ekstrakcija biljne praSine hajducke trave i Sipka

n-heksanom i metilen hloridom

Soxhlet ekstrakcijom su odredeni sadrzaji ukupnih masti u biljnoj prasini herbe hajducke
trave 1 ploda Sipka. Precizno izmerena masa biljnog materijala preneta je u ekstrakcionu ¢auru
koja je postavljena u Soxhlet ekstraktor na koji je vezan povratni hladnjak. U balon je zatim
dodat ekstragens. Kao ekstragensi primenjeni su n-heksan i metilenhlorid. Vreme ekstrakcije
iznosilo je 6 h. Nakon zavrSene ekstrakcije rastvarac¢ je uklonjen uparavanjem na rotacionom
vakuum uparivacu do suva, a dobijeni ekstrakti su dalje suSeni na 40 °C tokom 24 h. Za tako
dobijene suve ekstrakte odreden je prinos ekstrakcije i izrazen u procentima (%). Dalje,
dobijenim ekstraktima odreden je sadrzaj hlorofila i karotenoida, a zatim ove vrednosti uporedene
sa vrednostima dobijenim za ekstrakte istih meSavina dobijenih superkriticnom ekstrakcijom.

Biljni materijal primenjen u Soxhlet ekstrakciji sastojao se od Ciste biljne prasine ploda
Sipka, Ciste biljne prasSine herbe hajducke trave, kao iz njihovih meSavina. MeSavine su
pripremljene sa slede¢im udelom biljne prasine herbe hajducke trave u biljnoj prasini ploda Sipka:
0 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80 % 1 100 %. Iz Ciste biljne prasine ploda Sipka dobijen je jedan
ekstrakt, iz Ciste biljne praSine herbe hajducke trave takode je dobijen jedan ekstrakt, a iz
mesavina ukupno devet ekstrakata. Nakon ekstrakcije dobijeni ekstrakti su preneti u staklene
bocice, koje su zatvorene 1 skladiStene na temperaturi od 4 °C, radi prevencije moguce

degradacije.
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3.5. Ekstrakcija biljne praSine hajducke trave i Sipka

superkriticnim ugljen-dioksidom

Ekstrakcija superkritiénim ugljen-dioksidom radena je na laboratorijskom uredaju High

Pressure Extraction Plant, ¢ija je Sema prikazana na slici 17 (Herrero 1 sar., 2006).

J @

ﬁ osolvent

Slika 17. Sema laboratorijskog uredaja za ekstrakciju ugljen-dioksidom (Herrero i sar., 2006)

1) kompresor, 2) pumpa za kosolvent, 3) ekstraktor, 4) I separator, 5) II separator i 6) ventili

Superkriti¢na ekstrakcija ugljen-dioksidom je radena na dve temperature (40 i 60 °C) i na
tri pritiska (100, 200 1 300 bar). Ekstraktor je napunjen sa ukupno 50 g biljnog materijala koji se
ekstrahuje. Protok ugljen-dioksida (0,194 kg/h) i vreme ekstrakcije (5 h) su bili konstantni u svim
eksperimentima. Odvajanje dobijenog ekstrakta od ugljen-dioksida radeno je u separatoru na
uslovima separatora 15 bar i 23 °C. U vremenskim intervalima od 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 1 5 h,
pracena je kinetika ekstrakcije za sve ispitivane biljne sirovine.

Superkriti¢na ekstrakcija, na navedenim uslovima, radena je iz Ciste biljne prasine ploda

Sipka, Ciste biljne praSine herbe hajducke trave, kao iz njihovih meSavina. MeSavine su
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pripremljene sa slede¢im udelom biljne prasine herbe hajducke trave u biljnoj prasini ploda Sipka:
20 %, 40 %, 60 %, 80 %. Iz Ciste biljne prasine ploda Sipka dobijeno je ukupno 6 ekstrakata, iz
Ciste biljne prasine herbe hajducke trave takode 6 ekstrakata, a iz meSavina je dobijeno ukupno
24 ekstrakta. Nakon ekstrakcije dobijeni ekstrakti su preneti u staklene bocice, koje su zatvorene i
skladiStene na temperaturi od 4 °C, radi prevencije moguce degradacije. Za sve ekstrakte odreden

je prinos ekstrakcije 1 izrazen kao g/100g ekstrakta.

3.5.1. Odredivanje sadrzaja hlorofila i karotenoida

Hlorofil A, hlorofil B, hlorofili A + B i ukupan sadrzaj karotenoida odredeni su
primenom spektrofotometrijskih analiza prema Vellburn-u (1994) i Dere-u i sar. (1998) sa malim
modifikacijama. SadrZaj hlorofila i karotenoida odreden je u biljnoj sirovini-biljnoj prasini kao 1
ekstraktima hajducke trave i Sipka koji su dobijeni primenom Soxhlet ekstrakcije. Priprema
uzoraka bila je razli¢ita za ispitivani biljni materijal-biljnu prasinu i za biljne ekstrakte.

Postupak odredivanja sadrZaja hlorofila i karotenoida u biljkama: biljni materijal
(0,5 g) pomesan je sa priblizno 15 mL dietil etra u epruveti, a zatim podrvgnut ultrazvu¢noj
ekstrakciji u trajanju od 3 min. Nakon toga, ekstrakt i ¢vrsta faza su odvojeni filtracijom, a
zaostao Cvrsti biljni materijal je ispiran rastvaracem za ekstrakciju dok se boja nije potpuno
uklonila. Zatim je ekstrakt prenet u normalni sud, dodata je odredena zapremina rastvaraca do
ukupne zapremine od 25 mL i ovaj rastvor je primenjen za merenje apsorbance.

Postupak odredivanja sadrzaja hlorofila i karotenoida u ekstraktima: odmereno je
oko 100 mg ekstrakta dobijenog postupkom Soxhlet ekstrakcije, ili 100 mg ekstrakta koji je
dobijen primenom superkriti¢ne ekstrakcije i pomesano sa dietil etrom u epruveti u odnosu 1:50
(v/v). SmeSa je zatim tretirana ultrazvukom u ukupnom trajanju od 1 min u ultrazvu¢nom
kupatilu, nakon Cega je radena homogenizacija u trajanju od 30 s, a zatim ponovo uraden
ultrazvucni tretman u ultrazvucnom kupatilu. Dobijena smesa je centrifugirana u trajanju od 10
min na 3000 rpm (1100 g), a dobijeni supernatant dalje primenjen za merenje apsorbancije.

Poznato je da hlorofil A pokazuje maksimum apsorbance na 660 nm, hlorofil B na 642

nm, dok vecina karotenoida ima maksimum apsorbance na 470 nm (Pavli¢ i sar., 2015). Ovi
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podaci su primenjeni za merenje apsorbanci u ispitivanim uzorcima. Sadrzaj analiziranih

pigmenata u ispitivanim uzorcima izracunat je prema slede¢im jednacinama:

Chl A =9.93 X Aggo— 0.78 X Agaz (1)
ChlB=17.60 x A642 —-2.81x A660 (2)
ChlA+B=7.12x Agso + 16.80 X Agsr 3)

TC= (1000 x A480—-0.52 x Chl A—-7.25x Chl B) /226 (4)

gde su Chl A, Chl B, Chl A + B i TC, hlorofil A, hlorofil B, hlorofili A + B i sadrzaj ukupnih
karotenoida u mg/mL, respektivno, a A480, A642 1 A660 su apsorbance izmerene na 480, 642 1
660 nm, respektivno.

Sadrzaji hlorofila 1 karotenoida u ekstraktima i biljnim materijalima izraunati su

primenom sledece jednacine:

m=(CxVxDF)/Gx 1,000 (5)

gde je: m - sadrzaj Chl A, Chl B, Chl A + B i TC u mg/g suvog biljnog materijala ili ekstrakta,
C - izracunata koncentracija Chl A, Chl B, Chl A + B 1 TC iz jednacina (1) - (4),
V - zapremina dietil etra koji se koristi za ekstrakciju (u mL),
DF - faktor razredivanja, a
G - inicijalna masa uzorka (suva biljka ili ekstrakt).
Da bi se obezbedile potpune informacije o prinosu hlorofila i1 karotenoida prinos je

preracunat i izrazen kao mg na 100 g suvog biljnog materijala (mg/100g DP) i mg po g ekstrakta
(mg/g E).
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3.5.2. Gasno-hromatografska analiza ekstrakata biljne praSine hajducke trave

i Sipka dobijenih superkriti¢nim ugljen-dioksidom

3.5.2.1. GC/MS i GC/FID analiza aromati¢nih jedinjenja

Analiza uzoraka izvrSena je pomocu GC/MS 1 GC/FID hromatografije. Za razdvajanje
komponenti koriS¢en je gasni hromatograf GC 9890N, opremljen split/splitless injektorom,
HP5MS kapilarnom kolonom (30m x 0,25 mm, 0,25 pm). Kvantifikacija supstanci izvr§ena je na
osnovu standarda. Uzorci i rastvori referentnih standardnih supstanci su injektovani u zapremini
od 5 ul, pri split odnosu 1:30. Kvantifikacija komponenata je uradena pomocéu plameno-
jonizuju¢eg detektora (FID), koriS¢enjem kalibracionog dijagrama za svaku pojedinacnu
komponentu. Standardne supstance su rastvorene u metanolu pri ¢emu je dobijena serija rastvora
koncentracija od 1 do 500 pg/mL. Minimalni koeficijent korelacije (r) za dobijene jednacine
iznosio je 0,99. Uslovi rada GC/MS instrumenta: temperatura injektora 250 °C; linearni
temperaturni rezim od 60 do 150 °C (4 °C/min). Kao gas nosa¢ koris¢en je He (2mL/min). Uslovi
rada GC/FID instrumenta: temperatura injektora 250 °C; linearni temperaturni rezim od 60 do
150 °C (4 °C/min); temperatura detektora 300 °C.

Identifikacija organskih komponenti radena je pomoc¢u masenog spektrometra MS 5795,
poredenjem masenog spektra jedinjenja dobijenog iz uzorka na odgovaraju¢em retencionom
vremenu 1 masenog spektra iz baze podataka masenih spektara. KoriS¢ene su biblioteke sa

podacima masenih spektara Wiley 7n i NIST 05.

3.5.2.2. GC/MS analiza tokoferola

Uzorci za GC/MS analizu su dobijeni rastvaranjem 0,5 g uzorka u 50 mL KOH. Za
analizu tokoferola koristi se Agilent 7890A GC opremljen sa Agilent 5975 MSD. Za ovu analizu
GC-MS je opremljen kolonom HP-5MS (Agilent J&V 19091S-433) (30m x 0,25 mm ID, 0,25
um). Temperatura injektora bila je 250 °C, bez deljenja uzorka (kompletno ubrizgan uzorak se

uvodi u kolonu). Temperatura prenosne linije bila je 280 °C. Pocetna temperatura je iznosila 200
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°C u trajanju od 3 min, a zatim je programirana kao 8 °C/min do 280 °C. Nose¢i gas bio je He.
Uslovi masenog detektora (MS) su bili: skeniranje (45 do 450 amu, prag 100, temperatura izvora
250 °C, a detektora 150 °C). Injektovana zapremina uzorka bila je 1 pL. Identifikacija
komponenti obavljena je na osnovu kompjuterskog poredenja sa NIST (Nacionalni institut za
standard 1 tehnologiju) 2008 MS biblioteke. Kvantitativna analiza je obezbedena na osnovu
izradenih kalibracionih krivih. Za izradu krivih kalibracije kori§¢ena su standardna jedinjenja.
Sve analize su izvedene u tri ponavljanja, a vrednosti dobijenih rezultata su prikazane kao njihova

aritmeticka sredina.

3.6. Konvencionalna ¢vrsto/tena ekstrakcija biljne praSine

hajducke trave i Sipka etanolom

Ispitivani biljni materijal-biljna praSina ekstrahovan je sa 30, 50 1 70 % etanolom
primenom maceracije. Vreme ekstrakcije iznosilo je 5 dana, a ekstrakcija je radena na sobnoj
temperaturi. Odnos droge i rastvaraca u slucaju biljne prasine hajducke trave iznosio je 1:101 1:5,
dok je odnos droga rastvara¢ u slucaju ekstrakcije biljne prasine ploda Sipka iznosio 1:5. Nakon
isteka predvidenog vremena ekstrakcije, ekstrakti su odvojeni od iscrpljenog biljnog materijala
filtriranjem. Na ovaj nac¢in dobijeno je 6 razli¢itih ekstrakata iz biljne prasine herbe hajducke
trave 1 3 ekstrakta iz biljne prasine ploda Sipka. Nakon ekstrakcije dobijeni ekstrakti su preneti u
staklene bocice, koje su zatvorene 1 skladiStene na temperaturi od 4 °C, radi prevencije moguce
degradacije.

Za sve ekstrakte odreden je prinos ekstrakcije i izrazen kao mg/mL. U dobijenim

etanolnim ekstraktima su dalje odredivani sadrzaj ukupnih fenola i1 sadrzaj ukupnih flavonoida.
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3.6.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u etanolnim ekstraktima

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola radeno je metodom po Folin-Ciocalteu (Singelton 1
Rosi, 1965; Kahkonen i sar., 1999). Ova metoda zasniva se na spektrofotometrijskom
odredivanju sadrzaja ukupnih fenola u reakcionoj smesi ispitivanog ekstrakta, destilovane vode,
Folin-Ciocalteu reagensa (smesSa fosformolibdatske i1 fosforvolframske kiseline) 1 20 % rastvora
natrijum-karbonata. Kod ovog odredivanja stvara se kompleksan polimerni jon sa
fosformolibdatskom (H3PMo0;,04) 1 fosforvolframskom (H3PW,040) kiselinom. Ovaj reagens
oksiduje polifenolne materije, a sam se redukuje u smeSu volframoksida (WgOy;) i
molibdenoksida (MogO,3). Rastvor postaje intezivno plave boje, a intenzitet obojenosti je

srazmeran koncentraciji polifenolnih jedinjenja (Gonzalez-Gomez D. i sar., 2010).

Na,W0O4/Na;MoO4+ Fenol —(Fenol-MoW;;04)*
Mo(VI) (zuto obojen)— + e- — Mo(V) (plavo obojen)

U 0,1 mL ekstrakta dodato je 7,9 mL destilovane vode, 0,5 mL Folin-Ciolcateu reagensa i
1,5 mL 20 % natrijum-karbonata. Slepa proba je pripremljena na isti na¢in dodavanjem 8 mL
destilovane vode. Nakon inkubacije od sat vremena na sobnoj temperaturi izmerena je
apsorbanca na talasnoj duzini od 750 nm. Za odredivanje sadrZaja ukupnih fenola primenjena je
kalibraciona kriva standardnog rastvora galne kiseline.

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim etanolnim ekstraktima izrazen je u mg ekvivalenta

galne kiseline po 1 mL ekstrakta (mg EGK/mL). Ispitivanje je uradeno u tri ponavljanja.

3.6.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima

Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima odreden je kolorimetrijskom
metodom po Markham-u (1989). U 1 mL uzorka dodato je 4,0 mL destilovane vode i 0,3 mL 5 %
Na-nitrita. Kao slepa proba primenjena je smeSa u koju je umesto 1 mL uzorka dodato 1 mL

destilovane vode. SmesSa je inkubirana na sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u
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reakcionu smesu je dodato 0,3 mL AICIl;x6H,0 i 5 minuta kasnije jo§ 2 mL 1mol/dm3 NaOH.
Dobijena smesa je dopunjena destilovanom vodom do ukupne zapremine od 10 mL. Absorbanca
uzorka je izmerena na talasnoj duzini od 510 nm. Ispitivanje je uradeno u tri ponavljanja. Ukupan
sadrzaj flavonoida u analiziranim uzorcima izrazen je kao mg ekvivalenta katehina po mL

ekstrakta (mg EK/mL).

3.7. SuSenje ekstrakata primenom spray drying tehnike

Primenom tehnike spray drying osuseni su ekstrakti biljne prasine herbe hajducke trave
dobijeni metodom konvencionalne ¢vrsto-teCne ekstrakcije, a koji su u prethodnim
eksperimentima pokazali najbolje karakteristike (ekstrakt biljne praSine herbe hajducke trave
dobijen primenom 50 % etanola, pri odnosu droga rastvara¢ 1:10).

Napojna smeSa za suSenje pripremljena je meSanjem dobijenih ekstrakata i rastvora
maltodekstrina (DE16). Za uzorak hajducke trave, uradeno je susenje bez dodatka maltodekstrina
kao nosaca, sa dodatkom 5 i 10 % maltodekstrina, 1 bez dodatka maltodekstrina uz prethodno
uparavanje 40 % tecnog ekstrakta. Rastvor maltodekstrina je pripremljen rastvaranjem u
destilovanoj vodi 1 neposredno je pre svakog suSenja dodat pripremljenim tecnim ekstraktima uz
mesSanje od 15 minuta. SmesSa ekstrakta i rastvora maltodekstrina je konstantno tokom procesa
mesana pomocu magnetne mesalice 1 grejana na temperaturi od 30 °C. Napojna smeSa uvedena je
u spray drying sistem pomocu peristalticke pumpe (konstantnog protoka od 4,3 L/h).

Susenje je sprovedeno u poluindustrijskom uredaju proizvoda¢a Anhydro, Danska. U
procesu suSenja brzina atomizera je iznosila 20.000 - 21.000 rpm. Ulazna temperatura vazduha je
bila u opsegu 135-140 °C, dok je izlazna temperatura bila u opsegu 60-70 °C. Dobijeni prah-suvi
ekstrakt je izdvojen iz struje vazduha pomocu ciklonske separacione metode. Nakon sakupljanja,

suvi ekstrakt je skladiSten u staklenoj ambalaZi, u eksikatoru, do narednih analiza.
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3.7.1. Efikasnost procesa suSenja

Efikasnost procesa suSenja se izrazava kao procenat mase finalnog praha dobijenog u
procesu susenja u odnosu na masu ¢vrste materije (suvog ostatka), prethodno utvrdene u napojnoj

smesi, odnosno te¢nom ekstraktu.

3.7.2. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u dobijenim suvim ekstrakatima biljne prasine herbe hajducke trave i ploda
Sipka odreden je gravimetrijskim postupkom, prethodno opisanim u poglavlju 3.3.2. Rezultat je

izrazen u procentima (%). Analiza je uradena u tri ponavljanja.

3.7.3. Odredivanje higroskopnosti

Higroskopnost je odredena prema metodi Cai 1 Corke (2000), sa izvesnim
modifikacijama. Uzorak suvog ekstrakta (priblizno 1 g, precizno izmeren) unet je u Petri Solju, a
Petri Solja je unesena u eksikator u kome su prethodno postignuti slede¢i uslovi: temperatura 23
°C 1 relativna vlaznost 70 % (obezbeduje se pomocu rastvora natrijum-hlorida) (Vidovi¢ i sar.,
2014). Higroskopnost analiziranih suvih ekstrakata biljne praSine herbe hajducke trave 1 ploda
Sipka je merena nakon 90 minuta i 48 h 1 rezultat je izrazen u procentima (%). Ispitivanje je

uradeno u tri ponavljanja.

3.7.4. Odredivanje proto¢nosti

Odredivanje protocnosti ispitivanih suvih ekstrakata biljne praSine herbe hajducke trave
1 ploda Sipka je zasnovano na merenju ugla formiranog izmedu bo¢ne povrsine i baze konusa koji
se dobija kada se 10 g suvog ekstrakta sipa kroz levak sa odredene visine na ravnu horizontalnu
povrsinu, prema metodi opisanoj u radu Bhandari i sar. (1993). Dobijeni rezultati su izraZeni u

stepenima (°).
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3.7.5. Odredivanje nasipne zapremine

Nasipna zapremina ispitivanih suvih ekstrakta biljne praSine herbe hajducke trave i ploda
Sipka je odredena merenjem zapremine odredene mase uzorka. 20 g suvog ekstrakta je preneseno
u graduisanu menzuru zapremine 100 mL 1 potom izlozeno vibraciji (2 min). Nakon toga, o€itana
je zapremina suvog ekstrakta i vrednost nasipne zapremine je izrazena kao masa (u g) suvog

ekstrakta po mL (Vladi¢, 2017). Ispitivanje je uradeno u tri ponavljanja.

3.7.6. Odredivanje vremena rehidratacije

Rehidratacija suvih ekstrakata biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka se
odreduje mesanjem 1 g suvog ekstrakta i 50 mL destilovane vode na sobnoj temperaturi i
merenjem brzine rastvaranja ekstrakta. Smesa suvog ekstrakta i destilovane vode mesa se u ¢asi
od 100 mL na magnetnoj mesalici (890 o/min; magnet dimenzija 2x7 mm). Vreme koje je
potrebno da se materijal potpuno rastvori u vodi naziva se vreme rehidratacije, a rezultat se

izrazava u sekundama (s) (Goula i Adamopoulos, 2008).

3.7.7. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) morfologije prahova

Morfologija Cestica dobijenih prahova je ispitana pomo¢u SEM (Hitachi S4700, Hitachi
Scientific Ltd., Tokyo, Japan). Bio-Rad SC 502, VG Microtech, Uckfield, UK, je primenjen da

indukuje elektri¢nu provodljivost na povrsini uzoraka. Pritisak vazduha je bio od 1,3 do 13 mPa.

3.7.8. Odredivanje veliine ¢estica prahova pomo¢u mikroskopa

LEICA sistem za obradu i analizu slike (LEICA Q500MC, LEICA Cambridge Ltd.,
England) je primenjen za merenje raspodele veliCine Cestica Cvrste disperzije. VeliCinu je
odredena za 350 &estica po uzorku. Cestice su opisane njihovom duzinom, $irinom, povrsinom,

obimom i zaobljenoscu.
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3.7.9. Prelamanje x-zraka (XRPD) prahova

XRPD spektri su snimljeni pomoéu BRUKER D8 difraktometarskog sistema sa X-
zracima (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Germany) sa Cu Kol zra¢enjem (A=1,5406A) tokom
intervala 5-30°/2. Uslovi merenja su bili sledeci: target, Cu; filter, Ni; napon, 40kV; validnost,
40mA; vremenska konstanta, 0,1s; ugaoni korak, 0,010. Pri odredivanju stepena kristalnosti

ispitivana je ukupna povrsina tri pika sa najve¢im intenzitetom.

3.7.10.Odredivanje indeksa rastvorljivosti u vodi i indeksa apsopcije

vode

Indeks rastvorljivosti u vodi (eng. Water Solubility Index - WSI) i indeks apsorpcije vode
(eng. Water Apsorption Index - WAI) su odredeni prema metodi Phoungchandan i1 Sertwasana
(2010). Odredena masa suvog ekstrakta (2,5 g) i1 destilovane vode (30 mL) se energi¢no promesa
u kiveti za centrifugiranje, inkubira u vodenom kupatilu na temperaturi 30 °C (30 min) i
centrifugira 15 minuta (3000 o/min). Supernatant se pazljivo odlije u prethodno precizno
izmerenu Petri Solju i susi na 105 °C, preko no¢i, do konstantne mase.

Indeks rastvorljivosti u vodi predstavlja odnos mase osuSenog ¢vrstog dela supernatanta i
mase pocetnog suvog uzorka, izrazen u procentima. Indeks apsorpcije vode predstavlja odnos
mase Cvrstih peleta zaostalih nakon centrifugiranja i mase pocetnog suvog uzorka, izrazen u

procentima (Vidovi¢ i sar., 2014). Ispitivanje je uradeno u tri ponavljanja.

3.7.11.0dredivanje kvaSenja i hidrofilnosti

Za proucavanje kvaSenja 1 hidrofilnosti uzorka koris¢en je OCA sistem kontaktnih uglova
(Dataphysics OCA 20, Dataphysics Inc., GmbH, Germany). 0,15g praha je komprimovano
pritiskom od 1t pomoc¢u Specac hidrauli¢ne prese (Specac Inc., USA). Uglovi kvasenja su
odredeni nakon Sto je 4,3 pL destilovane vode ispuSteno na dobijenu presovanu povrSinu.
Promena ugla vlaZenja registrovana je u periodu od 1 do 25 s (najmanje 5 paralelnih merenja),
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primenom OCA sistema. Primenjena je metoda po Wu (Wu, 1971), u kojoj se za merenje koriste
dve te¢nosti sa poznatim polarnim (y,°) i disperzionim (y;%) komponentama. Energija povrsine je
zbir polarnih (yP) i nepolarnih (y!) komponenti, i izradunava se pomocu sledece jednacine (Wu i
Brzozowski, 1971):
(1+c0s0) 1= [4(vs Vi) / v+ 1] HAGP viP) /7P + 1]

gde je 0 kontaktni ugao, y, je energija povrsine, a y; povrsinski napon te¢nosti. Procenat polariteta
se moze izracunati iz y? 1 y vrednosti: (y?/y)*100. Rastvori kori§¢eni za merenje kontaktnog ugla
su bili destilovana voda (y? = 50,2 mNm!, y4 = 22,6 mNm™) i dijodometan ( y* = 1,8 mNm'!, yd =
49 mNm™).

3.7.12.0dredivanje sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida

Radi odredivanja sadrzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima biljne
praSine herbe hajducke trave, kao i1 njihove antioksidantne aktivnosti, prethodno je izvrSena
ekstrakcija polifenolnih komponenti, po proceduri opisanoj u studiji Gonzalez-Gémez 1 sar.
(2010) sa izvesnim modifikacijama. 2 g suvog ekstrakta je pomeSano sa 20 mL metanola i
mesSano u Sejkeru 24 h, na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti. Profiltrirani ekstrakti su
preneseni u staklenu ambalazu 1 skladiSteni na tamnom 1 hladnom mestu.

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima biljne
prasine herbe hajducke trave , izvr§eno je prema postupcima prethodno opisanim u poglavljima

3.6.1.13.6.2.

3.7.13.0Odredivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost suvih ekstrakata biljne prasine herbe hajducke trave je odredena
primenom DPPH spektrofotometrijskog testa (Espin i sar., 2000). Metoda je zasnovana na
pracenju promene boje ljubiCasto obojenog rastvora stabilnog DPPH" radikala u redukovanu, zuto
obojenu formu. Slobodni DPPH" radikal reaguje sa antioksidantnom komponentom, koja je donor

vodonikovih atoma, pri ¢emu dolazi do redukcije (nastaje DPPH-H forma), odnosno ljubicasto
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obojeni stabilni DPPH" radikal se transformiSe u Zuto obojenu neutralnu formu DPPH-H.
Promena intenziteta boje je proporcionalna broju "uhvaceni" radikala (Vladi¢, 2017).

Razli¢ite zapremine prethodno pripremljenih ekstrakata (na nacin opisan u prethodnom
poglavlju, 3.7.8.) su pomeSane sa metanolom (95 %) 1 90 uM 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH)
da bi se dobile razli¢ite finalne koncentracije ekstrakata. Nakon 60 min inkubacije na sobnoj
temperaturi, apsorbanca je merena na talasnoj duzini 517 nm. RSC (%) vrednost ("kapacitet

hvatanja radikala"; eng. Radical Scavenging Capacity) je raCunata prema sledecoj formuli:
(%) =100 - (Auzorka XIOO) / Aslepe probe

gde je:
Auzorka - apsorbanca uzorka

Aglepe probe - apsorbanca slepe probe.

Antioksidantna aktivnost je izrazena kao ICsy vrednost, Sto predstavlja koncentraciju
ekstrakta potrebnu da se neutraliSe 50 % DPPH radikala, u prethodno definisanim
eksperimentalnim uslovima, a izraCunata je iz jednacine linearne regresije. Dobijena ICs

vrednost se izrazava kao mg/mL.

3.8.1. Priprema biljnog instant ¢aja na bazi suvog ekstrakta biljne praSine
hajducke trave

Biljni instant ¢aj pripremljen je primenom postupka vlazne granulacije. Ovim postupkom
napravljen je granulat na bazi suvog ekstrakta biljne prasine herbe hajducke trave. Prva faza u
dobijanju granulata podrazumeva homogenizaciju suvih pomo¢nih komponenata formulacije
(dekstroza, kukuruzni skrob) sa suvim ekstraktom biljne prasine hajducke trave, u trajanju od 30
minuta. Nakon 30 minuta homogenizacije, dodatno fino usitnjavanje ovako dobijene smese
radeno je na uredaju za granuliranje tipa FGS proizvodaca Erweka (Nemacka), koji se pokrece
pogonskim elektromotorom AR 400 (Erweka). Uredaj je snabdeven oscilatornim rotorom
pogodnim za proizvodnju vlaznog granulata. U ovom delu postupka primenjeno je sito veli¢ine

otvora 1,25 mm.
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Na ovako pripremljenu smesu dodaje se sredstvo za vezivanje (rastvor vodootopivog i

kukuruznog skroba) kako bi se dobilo tzv. "farmaceutsko testo". Nakon vlazenja

homogenizovane mase za granuliranje smeSom vodootopivog, kukuruznog skroba i1 vode,
navlazena masa ("testo") se protiskuje kroz sito veli¢ine otvora 3,15 mm. Dobijeni granulat suSen

je na vazduhu 24 h. Nakon suSenja dobijeni granulat je jo§ jednom usitnjen protiskivanjem kroz

sito veli¢ine otvora 1,25 mm.

Na ovaj nacin pripremljene su tri razli¢ite formulacije granulata sa suvim ekstraktom

biljne prasine herbe hajducke trave, kao i1 placebo granulat, koji ne sadrzi suvi ekstrakt hajducke

trave. Sastav granulata prikazan je u tabeli 11.

Tabela 11. Sastav formulacija

Sastav (%) Instant caj sa 2% | Instant ¢aj sa 5% Instant ¢aj sa 10% | Placebo granulat
ckstrakta hajd. trave | ekstrakta hajd. trave | ekstrakta hajd. trave

Dekstroza 68 65 60 70

Kukuruzni skrob 26 26 26 26

Suvi ekstrakt hajd. trave 2 5 10 /

Vodootopivi skrob 2,8 2,8 2,8 2,8

Kukuruzni skrob 1,2 1,2 1,2 1,2

3.8.2. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u dobijenim biljnim instant ¢ajevima odreden je suSenjem oko 2 g instant

Caja gravimetrijskim postupkom, prethodno opisanim u poglavlju 3.7.2. Ovim postupkom se

odreduje hemijski vezana (kristalna) i slobodna voda i drugi isparljivi sastojci droge (Rakovic,

2012). Sadrzaj vlage u biljnim instant ¢ajevima izrazen je u procentima (%).
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3.8.3. Odredivanje vremena rehidratacije

Postupak odredivanja vremena rehidratacije dobijenih instant ¢ajeva opisan je u poglavlju
3.7.6., s tim §to je za analizu u slucaju instant ¢aja pomeSano oko 1 g materijala i 100 mL

destilovane vode. Dobijeno vreme rehidratacije je izrazeno u sekundama (s).

3.8.4. Odredivanje nasipne zapremine

Nasipna zapremina dobijenih biljnih instant ¢ajeva je odredena prema postupku opisanom

u poglavlju 3.7.5. 1 njihove vrednosti izraZzene u mg ispitivanog uzorka po mL (mg/mL).

3.8.5. Odredivanje senzornih karakteristika pripremljenog instant ¢aja

Ispitivanje senzornih karakteristika instant ¢aja predstavlja sopstveni dozivljaj senzornih
karakteristika ispitivanog proizvoda od strane dobrovoljaca-ispitanika koji ucestvuju u
ispitivanju. PoSto na senzorne karakteristike utice Zivotna dob ispitanika, u odredivanju senzornih
karakteristika ucestvuje grupa od 50 Zena nepusaca starosti od 20 do 25 godina (Amerine i sar.,
1965; Gilbert i Wysocki, 1987; Vidovic i sar., 2014).

U ovom ispitivanju primenjivani su test izgleda, test mirisa i test ukusa, sprovedeni po
modifikovanoj proceduri opisanoj u studiji Sansone i sar. (2011). U prvom delu ispitivanja,
volonterke su procenjivale da li je izgled ispitivanog uzorka prihvatljiv ili neprihvatljiv. U
drugom delu, ispitanice su procenjivale prijatnost mirisa ocenom na skali od 0 do 10 u odnosu na
standard, miriSu¢i 15 cm duge linije biljnog instant ¢aja. Miris se ocenjivao kao izuzetno prijatan,
prijatan, neprijatan ili izuzetno neprijatan. Kao standard se koristio vanilin Secer koji je u
prethodnim istraZivanjima ocenjen kao izuzetno prijatan i to najviSom ocenom 10. U treCem delu
ispitivanja, volonterke su procenjivale prijatnost ukusa hladnog i toplog napitka instant ¢aja
ocenom od 0 do 10 u odnosu na standard. Ukus se ocenjivao kao izuzetno prijatan, prijatan,
neprijatan ili izuzetno neprijatan, takode i kao slan, sladak, gorak, kiseo ili metalan. Kao standard

za hladan napitak se koristio Fructus-instant ¢aj od brusnice, a za topli napitak se koristio
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Fructus-¢aj jagoda sa vanilom, koji su u prethodnim istrazivanjima ocenjeni kao izuzetno prijatni
i sa ocenom 10.

Hladni napitak pripremljen je rastvaranjem 2 g biljnog instant ¢aja u 200 mL vode na
sobnoj temperaturi (25 °C), a topli napitak je pripremljen rastvaranjem iste koli¢ine biljnog

instant ¢aja u 200 mL vode na temperaturi nesto nizoj od temperature kljucanja.

3.9. Definisanje karakteristika brasna i izrada hleba sa i bez

dodatka biljne praSine ploda Sipka

Za analizu mogucénosti primene biljne prasine ploda Sipka za izradu hleba sa unapredenim
osobinama, koris¢eno je namensko brasno za kisela testa i domacu testeninu T-500, proizvodaca
"Danubius doo" iz Novog Sada, ¢ije su hemijske 1 reoloske karakteristike odredene pomocu
odgovarajucih metoda:

1) Sadrzaj vlage u brasnu odreden je suSenjem uzorka 90 minuta na 130 °C (Kaluderski,

Filipovi¢ 1998);

2) Sadrzaj pepela u brasnu odreden je Zarenjem uzorka 90 minuta na 900 °C (Kaluderski,

Filipovi¢ 1998);

3) Sadrzaj proteina (Kaluderski, Filipovi¢ 1998);
4) Sadrzaj masti (Kaluderski, Filipovi¢ 1998).
Ostale sirovine koris¢ene u ovom eksperimentu su:
o kuhinjska so, komercijalni proizvod, proizvodac "Kristal" D.O.O., Beograd,
o svezi pekarski kvasac, proizvodac "Vrenje" iz Beograda,
e komercijalni aditiv "Plavi tigar" D.O.O., Puratos, Kragujevac,

e vodovodska voda za pice.
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3.9.1. Metode za definisanje reoloskih karakteristika brasna

Za izradu farinograma testo je zameSeno u Brabenderovom farinografu, Duisburg,
Nemacka (slika 18) sa mesilicom za 300 g brasna po standardnom postupku (Kaluderski,

Filipovié, 1998).

Slika 18. Brabenderov farinograf

Sirovinski sastav testa je bio slede¢i: brasno 300 g, so 2 % (na masu brasna), kvasac 2,5
% (na masu brasna). Dodatne sirovine dodate su prema planu eksperimenta pri ¢emu je deo

brasna zamenjen biljnom prasinom ploda Sipka (tabela 12).

Tabela 12. Plan eksperimenta

Uzorak Sipak (% na masu bragna) | Aditiv (% na masu bragna)

1 0 0

2 0,2
3 0 0,4
4 5 0

5 5 0,2
6 5 0,4
7 10 0

8 10 0,2
9 10 0,4
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Za izradu ekstenzograma, nakon zamesa u Brabenderovom farinografu, odmerena su tri
komadna testa po 150 g i okruglo oblikovani u homogenizeru ekstenzografa. Ekstenzografska
odredivanja izvedena su na Brabenderovom ekstenzografu, Duisburg, Nemacka (slika 19) po
standardnom postupku (Kaluderski, Filipovi¢, 1998). Nakon prve fermentacije, testo je ponovo

oblikovano u homogenizeru Brabenderovog ekstenzografa.

Slika 19. Brabenderov ekstenzograf

Za izrada maturograma testo je izradeno, odmereno po 150 g i okruglo oblikovano u
homogenizeru ekstenzografa. Zatim je preneto u Brabenderov maturograf, Duisburg, Nemacka
(slika 20) gde je u komori maturografa na temperaturi 30 °C fermentisalo 45 minuta, pri
relativnoj vlaznosti od 85 %. Nakon fermentacije testo je okruglo oblikovano u homogenizeru
ekstenzografa 1 fermentisalo narednih 15 minuta pri istim uslovima kao 1 kod prve fermentacije.
Po zavrSetku druge fermentacije, testo je postavljeno u posudu za zavrSnu fermentaciju

maturografa i registrovana maturografska kriva.
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Slika 20. Brabenderov maturograf

3.9.2. Postupak izrade hleba sa i bez dodatka biljne prasine ploda Sipka

U skladu sa planom eksperimenta (tabela 12.) testo je zameSeno u Brabenderovom
farinografu. Nakon fermentacije u masi u termostatskoj komori na 30 °C testani komadi su
okruglo oblikovani i ostavljeni 10 minuta na radnoj povrs$ini (intermedijarna fermentacija). Zatim
je testo duguljasto oblikovano 1 postavljeno u podmazane kalupe za hleb. ZavrSna fermentacija je
na temperaturi 30 °C oko 60 minuta. Kraj zavrSne fermentacije odreden je iskustveno. Uzorci
hleba su peceni u laboratorijskoj pe¢i Chopin oko 20 minuta na 250 °C.

Promene kvaliteta hleba u funkciji odabranih nezavisnih parametara pra¢ene su na bazi
rezultata odredivanja fizickih (masa hleba, zapremina i visina hleba) i hemijskih (sadrzaj vlage,

masti, pepela, proteina, sadrzaj Secera i kiselinski stepen) karakteristika gotovog proizvoda.
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3.9.3. Odredivanje kvaliteta hleba sa i bez dodatka biljne praSine ploda Sipka

Kvalitet hleba ocenjen je organoleptic¢ki 24 h nakon pecenja, pri ¢emu su ocenjeni finoc¢a
strukture pora i elasticnost sredine. Opisne ocene pomenutih pokazatelja kvaliteta sredine hleba
izrazene su zbirnim numerickim vrednostima, izbodovane po tabeli za bodovanje vrednosti
sredine hleba (Kaluderski, Filipovi¢ 1998) 1 oznaCene kao vrednosni broj sredine hleba — VBS
(minimalan 0,0 maksimalan 7,0). Zapremina gotovog proizvoda odredena je volumometrom

punjenim prosom, metodom istiskivanja (AACC, 2000).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Za istrazivanje u ovoj disertaciji su primenjena dva sporedna proizvoda nastala tokom
proizvodnje herbalnog filter Caja, biljna prasina hajducke trave 1 biljna prasina ploda Sipka.
Osnovni cilj istrazivanja bio je valorizacija sporednih proizvoda hajducke trave i Sipka u
industriji filter ¢aja, u smislu njihove inkorporacije u nove proizvode sa dodatom vrednoscéu. U
tom cilju ispitana je mogucnost pripreme biljnih ekstrakta od biljne prasine hajducke trave i ploda
Sipka, pri ¢emu je analizirana 1 njihova vrednost u pogledu bioaktivnih jedinjenja, kao 1 moguca
upotrebna vrednost.

U prvom delu istrazivanja, izvrSena je karakterizacija biljnog materijala, u smislu veli¢ine
Cestica, sadrzaja vlage, sadrzaja masti i sadrzaja etarskog ulja.

Primenom Soxhlet ekstrakcije 1 primenom ekstrakcije superkriticnim ugljen-dioksidom
dobijeni su ekstrakti od obe sirovine i u ovako dobijenim ekstraktima odreden je sadrzaj hlorofila
1 karotenoida. Ekstrakti dobijeni superkriticnom ekstrakcijom analizirani su primenom GC/MS
analize 1 na ovaj nacin odreden je sastav i koncentracija odredenih aromati¢nih jedinjenja,
ugljovodonika, sterola i tokoferola.

Za ekstrakciju polarnih jedinjenja iz biljne prasSine hajducke trave primenjena je
konvencionalna ¢vrsto/tecna ekstrakcija sa etanolom kao ekstragensom. Ovako dobijeni ekstrakti
su transformisani u suve ekstrakte primenom tehnike susSenja sa rasprSivanjem. Dobijeni suvi
ekstrakti su analizirani u pogledu fizickih karakteristika, odredena je njihova antioksidativna

aktivnost, kao 1 sadrzaj fenola i flavonoida.
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4.1. Karakterizacija biljnog materijala

U ispitivanom biljnom materijalu, biljnoj prasini herbe hajducke trave i ploda Sipka,
odredeni su srednja veliCina Cestica usitnjenog materijala, sadrzaj vlage 1 sadrzaj etarskog ulja.
Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (tabela 13).

Tabela 13. Karakteristike biljnog materijala

. . Srednji precnik Cestica Sadrzaj vlage Sadrzaj etarskog ulja
Biljni materijal
(mm) (%) (%)
Hajducka trava | 0,424 9,024 0,561
Sipak 0,321 6,635 /

Povecan sadrzaj vlage u biljnoj sirovini-drogi moze biti posledica nedovoljnog 1
neadekvatnog susenja ili apsorpcije vlage iz vazduha, usled primene neadekvatnih uslova
cuvanja-skladiStenja. Povecan sadrzaj vlage u drogi moze prouzrokovati kvarenje i propadanje
biljnog materijala 1 degradaciju aktivnih principa (World Health Organization, Quality control
methods for herbal materials, Geneva, 2011). Iz tog razloga, veoma je znacajno utvrditi sadrZaj
vlage u ispitivanom biljnom materijalu.

Sadrzaj vlage u biljnom materijalu, prema zahtevima Farmakopeje, mora biti u granicama
7 — 16 %, a krece se najcesce u opsegu 8 — 12 %. Herba hajducke trave sa sadrzajem vlage od
9,024 %, nalazi se u granicama koje propisuje Farmakopeja (Ph. Jug. V), dok je sadrzaj vlage
ploda Sipka neSto ispod navedene granice. Prema Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog caja i
njihovih proizvoda (Sluzbeni glasnik RS 4/12), dozvoljen sadrzaj vlage u biljnom ¢aju ploda
Sipka je najviSe 11 %, dok je sadrzaj vlage u biljnom ¢aju herbe hajducke trave najvise 12 %.
Sadrzaj vlage, odreden za oba uzorka, uzorak biljne prasine herbe hajducke trave 1 ploda Sipka su
u skladu sa propisanim zahtevima.

Analiziran je sadrzaj etarskog ulja u uzorku hajducke trave. U biljnoj prasini ploda Sipka
sadrzaj etarskog ulja nije analiziran jer ova biljna vrsta ne spada u grupu aromati¢nih droga koje
sadrze etarsko ulje. Sadrzaj etarskog ulja u biljnoj prasSini herbe hajducke trave iznosio je 0,561

%, Sto je veca vrednost od mnogih koje su do sada utvrdene hemijskom analizom (neki od
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literaturnih podataka su navedeni u tabeli 2). Takode, dobijeni sadrzaj etarskog ulja u ispitivanom
uzorku ispunjava zahtev Evropske Farmakope (European Pharmacopeia 8%) u pogledu

propisanog sadrzaja etarskog ulja (ne sme biti manji od 0,20 %).

4.2. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija se ¢esto primenjuje kao standardna tehnika za ekstrakciju lipida-masti
iz razli¢itth biljnih materijala. Soxhlet ekstrakcija, sa metilen hloridom 1 n-heksanom kao
ekstragensom, primenjena je za pripremu ekstrakata iz biljne prasine herbe hajducke trave i biljne
prasine ploda Sipka i njihovih meSavina. Prinosi ekstrakcije dobijeni primenom ove metode

prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Prinos Soxhlet ekstrakcije biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka

Prinos (%) Prinos (%)
SERIEN BT n-heksan metilen hlorid
100 % Sipak 14,38+0,03 15,64+0,02
80 % Sipak, 20 % hajducka trava | 10,61+0,01 15,07+0,02
60 % Sipak, 40 % hajducka trava | 9,70+0,01 14,54+0,02
40 % Sipak, 60 % hajducka trava | 9,31+0,01 11,77+0,01
20 % Sipak, 80 % hajducka trava | 5,77+0,02 10,38+0,01
100 % hajducka trava 5,00+0,02 10,92+0,01

Najveci prinos ekstrakcije (15,64 %) dobijen je ekstrakcijom biljne praSine ploda Sipka
metilen-hloridom, dok je najnizi prinos ekstrakcije (5,00 %) dobijen prilikom ekstrakcije biljne
prasine herbe hajducke trave n-heksanom. Szentmihaly i sar. su ostvarili prinos ekstrakcije od
4,85 % kada su masne komponente iz ploda Sipka ekstrahovali primenom Soxhlet ekstrakcije sa
n-heksanom kao ekstragensom (Szentmihalyi i sar., 2002). Primenom iste metode ekstrakcije 1
istog rastvaraca, Celik i sar. (2010) su ostvarili prinos od 7,95 %, dok su Del Valle i sar. (2000) u

svojim istrazivanjima ostvarili prinos od 7,12 %.
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Znacajno veci sadrzaj masnih komponenata u analiziranoj biljnoj prasini ploda Sipka, 2-
3 puta u odnosu na poznate literaturne podatke, moze se objasniti ¢injenicom da se biljna prasina
ploda Sipka sastoji mahom, oko 90 % od semena ploda Sipka (koji je nosioc masnih jedinjenja
celokupnog ploda), dok je kod uzoraka analiziranih u literaturi u pitanju ceo plod, dakle sirovina
sa znacajno ve¢im udelom perikarpa ploda Sipka i ostalih delova ploda koji nisu bogati masnim
komponentama. Pored toga, moze se pretpostaviti i da je sirovina analizirana u ovoj disertaciji u
pogledu ukupnih masnih jedinjenja kvalitetnija u odnosu na sirovine ispitivane u navedenim
literaturnim navodima, $to se moZe objasniti uticajem klimatskih uslova i specifi¢nosti terena sa
koga je plod Sipka sakupljen.

Prema podacima iz prethodne tabele, prinos ekstrakcije se smanjuje sa smanjenjem
udela Sipka u meSavini koja se ekstrahuje, u vecini slucajeva, Sto ukazuje na to da je sirovina-
biljna prasina ploda Sipka dominantan nosilac masti u ovoj meSavini. Ovakvi rezultati su
ocekivani, s obzirom da plod Sipka sadrzi znacajnu koli¢inu masnog ulja (2 do 10 %) (Wichtl,
2002; PDR, 2007; Chrubasik i sar., 2008). Takode, utvrdeno je da se primenom metilen-hlorida
kao ekstragensa ostvaruju bolji rezultati-visi prinosi ekstrakcije u odnosu na rezultate dobijene
primenom n-heksana. Pozitivan uticaj metilen-hlorida narocito je uocljiv u slucaju biljne praSine
herbe hajducke trave, kao 1 meSavina u kojima je upravo ova sirovina prisutna u ve¢em udelu.
Objasnjenje za to moze biti veca selektivnost rastvaraca usled razlike u dielektri¢noj konstanti
(dielektri¢na konstanta metilen hlorida iznosi € = 9,08, dok je dielektri¢na konstanta n-heksana €

=1,89).
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4.2.1. Sadrzaj hlorofila i karotenoida u biljnoj prasini i ekstraktima dobijenim

primenom Soxhlet ekstrakcije

U ekstrakima dobijenim iz biljne praSine herbe hajducke trave i biljne praSine ploda
Sipka uradena je analiza sadrzaja hlorofila i sadrzaja karotenoida. Hlorofil je biljni pigment koji je
najviSe zastupljen u zelenim lisnatim delovima biljaka, pa se moze ocekivati da ¢e najveci sadrzaj
ovog jedinjenja biti izmeren u smesama u kojim je hajducka trava zastupljena u ve¢em udelu.
Nasuprot tome, karotenoidi se nalaze u semenu Sipka koje je bogatom masnim uljem, te je
ocekivano da vedi sadrzaj karotenoida bude detektovan upravo u mesavini sa ve¢im sadrzajem
biljne prasine ploda Sipka.

U ovom delu eksperimentalnog rada sadrzaj hlorofila i karotenoida odreden je u
biljnom materijalu (biljnoj prasini herbe hajducke trave, biljnoj prasini ploda Sipka i njihovim
mesSavinama), a zatim i u njihovim ekstraktima koji su prethodno dobijeni primenom Soxhlet
ekstrakcije. Rezultati ukupnog sadrzaja hlorofila i karotenoida u biljnoj prasini herbe hajducke

trave 1 ploda Sipka i njthovim meSavinama, prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Sadrzaj hlorofila i karotenoida u biljnoj prasini herbe hajducke trave i biljnoj prasini

ploda Sipka kao i u njihovim mes$avinama

Sastav smese Prinos (mg/100g suvog biljnog materijala)
Chl A Chl B ChlA+B TC

100% hajducka trava 1,221 + 0,091 0,220 £+ 0,041 1,442 £ 0,069 | 0,411 £0,071
20% Sipak, 80% hajducka 1,370 + 0,059 0,452 £ 0,013 1,821 £ 0,101 | 0,591 + 0,041
trava

40% Sipak, 60% hajducka 0,849 + 0,042 0,239 + 0,029 1,091 £ 0,068 | 0,730 + 0,079
trava

60% Sipak, 40% hajducka 0,631 +0,071 0,121 +0,030 0,738 £ 0,032 | 0,442 £ 0,062
trava

80% sipak, 20% hajducka 0,878 + 0,089 0,333 + 0,021 1,212+ 0,041 | 0,548 +£0,032
trava

100% Sipak 0,480 + 0,033 0,141 £0,012 0,619 + 0,020 | 0,490 £ 0,088

Chl A — hlorofil A; Chl B — hlorofil B, Chl A + B — hlorofil A + B; TC — ukupni karotenoidi

75




Ana Vasic Doktorska disertacija

Najveci sadrzaj Chl A dobijen je za uzorak smese sastavljene od 20 % ploda Sipka i 80 %
herbe hajducke trave. U istoj meSavini detektovan je i najveci sadrzaj Chl B, kao i najveéi sadrzaj
Chl A + B, sto je 1 ocekivano s obzirom na to da su hlorofili pigmenti uglavnom prisutni u
lisnatim delovima biljaka. Za uzorak ciste hajducke trave su dobijeni neSto nizi rezultati za
sadrzaje Chl A, Chl B i Chl A+B u poredenju sa uzorkom smese sastavljene od 20 % ploda Sipka
1 80 % herbe hajducke trave. Ovo se moze objasniti potencijalno prisutnim hlorofilima i u biljnoj
prasini ploda Sipka, s obzirom na to da se ova sirovina ne sastoji samo od semena ve¢ i od ostalih
delova samog ploda, samo u manjem udelu. U uzorku ¢istog Sipka dobijene su najniZe vrednosti
sadrzaja Chl A i Chl B (0,480 i 0,141 mg/100g suvog biljnog materijala). Sli¢ni rezultati su
dobijeni u istrazivanju koje se bavilo sadrzaja hlorofila u zrelim plodovima Sipka iz Portugala
(0,16 1 0,22 mg/100g suvog biljnog materijala) (Barros 1 sar., 2011). Medutim, Barros 1 sar. su
detektovali mnogo veci sadrzaj B-karotena (97,77 mg/100g suvog biljnog materijala) u uzorku
ploda Sipka koji su analizirali, u poredenju sa sadrzajem ukupnih karotenoida u biljnoj prasini
ploda Sipka (0,490 mg/100g suvog biljnog materijala). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da
tokom proizvodnje filter €aja, biljni materijal prolazi kroz mnoge operacije prerade, kao Sto su
seCenje, mlevenje 1 prosejavanje (Vidovi¢ 1 sar. 2013), Sto moze prouzrokovati degradaciju
nestabilnih jedinjenja kao Sto su pigmenti. U sluc¢aju ukupnog sadrzaja karotenoida, najveci
prinos dobijen je u uzorku smese sastavljene od 60 % herbe hajducke trave i 40 % ploda Sipka
(0,730 mg/100g suvog biljnog materijala), dok je najmanji prinos ukupnog sadrzaja karotenoida
dobijen u uzorku ¢iste hajducke trave (0,411 mg/100g suvog biljnog materijala).

Rezultati ukupnog sadrzaja hlorofila i karotenoida u ekstraktima koji su dobijeni Soxhlet
ekstrakcijom sa metilen hloridom i n-heksanom kao ekstragensom iz biljne prasine herbe
hajducke trave 1 biljne prasine ploda Sipka, kao 1 meSavine ovih biljnih sirovina, prikazani su u

tabeli 16.

76



Ana Vasic

Doktorska disertacija

Tabela 16. Sadrzaj hlorofila 1 karotenoida u ekstraktima koji su dobijeni primenom Soxhlet

ekstrakcije

Sastav smesSe

Sadrzaj (mg/g ekstrakta)

Metilen hlorid n-heksan
Chl A Chl B Chl A+B TC Chl A Chl B Chl A+B TC
100% 1,499+0, | 0,327+0, | 1,825+0, | 0,581+0, | 1,310+0, | 0,250+0, | 1,560+0,0 | 0,217+0,
hajducka 085 029 014 005 043 007 98 006
trava
20% Sipak, 1,099+0, | 0,214+0, | 1,312+0, | 0,309+0, | 0,421+0, | 0,127+0, | 0,547+0,0 | 0,083+0,
80% 045 008 034 009 038 009 90 004
hajducka
trava
40% Sipak, | 0,782+0, | 0,144+0, | 0,926+0, | 0,172+0, | 0,450+0, | 0,084+0, | 0,534+0,0 | 0,062+0,
60% 088 008 069 006 032 006 07 008
hajducka
trava
60% Sipak, | 0,491%0, | 0,107+0, | 0,598+0, | 0,146+0, | 0,270+0, | 0,064+0, | 0,334+0,0 | 0,222+0,
40% 033 002 041 009 013 007 45 004
hajducka
trava
80% sipak, | 0,297+0, | 0,083+0, | 0,380+0, | 0,123+0, | 0,171=0, | 0,104+0, | 0,275+0,0 | 0,221=+0,
20% 009 008 068 007 008 006 66 001
hajducka
trava
100% sipak | 0,040+0, | 0,055+0, | 0,095+0, | 0,073£0, | 0,023+0, | 0,022+0, | 0,045+0,0 | 0,210+0,
027 001 015 002 010 006 33 008

Chl A — hlorofil A; Chl B — hlorofil B, Chl A + B — hlorofil A + B; TC — ukupni karotenoidi

U slucaju Soxhlet ekstrakcije sa oba ekstragensa, metilen-hloridom i n-heksanom,

najvisi sadrzaj hlorofila dobijen je u ekstraktu koji je pripremljen iz biljne praSine hajducke trave.

Smanjenjem udela hajducke trave u biljnim meSavinama priblizno linearno se smanjuje sadrzaj

Chl A, Chl B i Chl A + B u ekstraktima koji su iz ovih meSavina pripremljeni, najverovatnije

zbog smanjenja udela delova biljke bogatih hlorofilom u biljnoj sirovini koja se ektrahovala.

Znacajno ve¢i sadrzaj Chl A, Chl B i Chl A + B u detektovan je u ekstraktima koji su dobijeni
ekstrakcijom pomoc¢u metilen hlorida (1,499; 0,327 1 1,825 mg/g ekstrakta za Chl A, Chl B 1 Chl

A + B, respektivno). Ovo se moze objasniti Cinjenicom da je tacka klju¢anja metilen hlorida
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prilicno niska (39,8 °C), u poredenju sa n-heksanom (69 °C), §to moze prouzrokovati degradaciju
termo-labilnih jedinjenja tokom dugotrajnih ekstrakcija na povisSenoj temepraturi, kao Sto je
ekstrakcija po Soxhletu. Budu¢i da se hlorofili karakteriSu kao termolabilna jedinjenja 1 jedinjenja
osetljiva na razlicite faktore stresa (temperatura, kiseonik, svetlost) (Macias-Sanchez 1 sar.,
2008), moguce je da je doslo do odredene degradacije upravo ovih jedinjenja tokom ekstrakcije
n-heksanom.

Soxlet ekstrakcijom sa ova dva ekstragensa dobili su se potpuno drugaciji sadrzaji
ukupnih karotenoida (TC) u ekstraktima. Sadrzaj TC u ekstraktu koji je dobijen iz biljne prasine
herbe hajducke trave sa metilen hloridom i sa n-heksanom kao estragensom bio je najvisi, sa tim

Sto je TC dobijen sa n-heksanom nize vrednosti, gotovo duplo.

4.3. Ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom

Superkriticna ekstrakcija ili ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom spada u
savremene metode ekstrakcije, koja se sve ¢esce koristi zbog niza prednosti (poglavlje 2.5.1.). U
nauc¢noj literature postoji nekoliko objavljenih radova u kojima je istrazivana superkriti¢na
ekstrakcija herbe hajducke trave i1 ploda Sipka ugljen-dioksidom (Illes i sar., 1997; Bocevska i
Sovova 2007; Tozzi i sar., 2008). Do sada nisu radena istrazivanja na temu ekstrakcije biljnih
smesSa hajducke trave i Sipka, niti su radena istaZzivanja na biljnim prasinama ove dve sirovine, te
je u tom smislu ovo prvo istrazivanje tog tipa. Hajducka trava i Sipak predstavljaju potpuno
razli¢ite biljne vrste, u smislu hemijskog sastava, sadrze potpuno razliite vrste biljnih ulja, pa iz
tog razloga i daju ekstrakte sa razliCitim hemijskim svojstvima. Prema dostupnim naucnim
podacima poznato je da su ekstrakti hajducke trave dobijeni superkriticnom ekstrakcijom ugljen-
dioksidom bogati etarskim uljima i kutikularnim voskom (Bocevska i Sovova, 2007). Nasuprot
tome, masno ulje Sipka dobijeno ekstrakcijom superkritiénim ugljen-dioksidom ima visok sadrzaj
masnih kiselina, tokoferola i karotenoida i ima mnogo ve¢i prinos ekstrakcije u odnosu na prinos
koji se ostvaruje prilikom ekstrakcije hajducke trave superkritiénim ugljen-dioksidom (Illes 1 sar.,

1997; Tozzi i sar., 2008).
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Ekstrakcija biljne prasine herbe hajducke trave, biljne prasine ploda Sipka i meSavine ova
dva biljna materijala superkriti¢cnim ugljen-dioksidom radena je na pritisku od 100, 200 i 300
bara, pri temperaturi ekstrakcije od 40 i 60 °C. Prinos je izrazen kao masa (u g) dobijenog
ekstrakta po 100 g suvog biljnog materijala. Promena prinosa ekstrakcije pracena je u
vremenskim intervalima i to nakon 0,5 h ekstrakcije, 1 h ekstrakcije 1,5 h, 2 h, 3 h,4hi5 h.
Rezultati prinosa ekstrakcije ispitivanih biljnih materijala superkriticnim ugljen-dioksidom dati

su u tabelama 17, 18, 19, 20, 21 1 22.

Tabela 17. Prinos ekstrakcije i promena prinosa ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom na
pritisku od 100 bar i temperaturi od 40 °C

Prinos g/100g (%) na 100 bar, 40 °C

Sastav smese 100% 20% éoipak, 40% §0ipak, 60% §inak, 80% éoipak,
W hajducka ha?(?u/(i:)ka haj6<§)u/ci:)ka ha?(?u?ka hajz(g)u/(‘(f)ka 100% Sipak
Vreme (h) trava trava trava trava trava
0,5 0,256+0,081 | 0,2514+0,079 | 0,462+0,064 | 0,268+0,081 | 0,193+0,099 | 0,120+0,101
1 0,497+0,037 | 0,616+0,068 | 0,960+0,006 | 0,690+0,035 | 0,476+0,055 | 0,396+0,077
1,5 0,701+0,013 | 0,826+0,033 | 1,28440,008 | 1,013+0,003 | 0,724+0,020 | 0,622+0,006
2 1,002+0,001 | 1,113+0,005 | 1,716+0,033 | 1,355+0,009 | 0,930+0,019 | 0,780+0,007
3 1,494+0,034 | 1,827+0,039 | 2,388+0,053 | 1,850+0,011 | 1,359+0,009 | 1,114+0,009
4 1,527+0,038 | 2,101+0,090 | 2,816+0,068 | 2,210+£0,066 | 1,716+0,008 | 1,432+0,011
5 1,577+0,046 | 2,400+£0,071 | 3,120+0,091 | 2,593+0,082 | 2,106+0,025 | 1,696+0,016

Najveci prinos ekstrakcije na pritisku od 100 bar 1 temperaturi od 40 °C, a nakon 5 h

ekstrakcije, dobijen je ekstrakcijom smesSe sastava 40 % biljne praSine ploda Sipka 1 60 % biljne
prasine herbe hajducke trave (3,120 g ekstrakta/100 grama sirovine koja se ekstrahuje). Najmanji
prinos ekstrakcije pri istim procesnim uslovima ostvaren je ekstrakcijom biljne prasine herbe
hajducke trave (1,577 g/100g). Radi lakSeg uocavanja zavisnosti prinosa ekstrakcije od vremena
ekstrakcije, na dijagramu 1. prikazana je kriva zavisnosti tj. promene prinosa ekstrakcije sa

vremenom.
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dioksidom na pritisku od 100 bar 1 temperaturi od 40 °C

Dijagram 1. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriti¢nim ugljen-

Tabela 18. Prinos ekstrakcije 1 promena prinosa ekstrakcije superkriticnim ugljen-dioksidom na

pritisku od 100 bar i temperaturi od 60 °C

Prinos g/100g (%) na 100 bar, 60 °C

Sastav smese 100% 20‘? 0§0i/£)ak, 40‘?()§£ak, 60‘? 0§(2)ak, 80‘? Oéoi/l(:))ak, V
) hagr‘;‘izka die | hedide | hhdde | hdse | ORI
Vreme (h) trava trava trava trava
0,5 0,219+0,041 | 0,251+0,011 | 0,143+0,019 | 0,137+0,023 | 0,072+0,023 | 0,105+0,036
1 0,321£0,023 | 0,509+0,003 | 0,188+0,008 | 0,198+0,011 | 0,131+£0,019 | 0,170+0,029
1,5 0,379+0,003 | 0,665+0,005 | 0,226+0,001 | 0,231+0,005 | 0,137+0,015 | 0,283+0,004
2 0,431+£0,009 | 0,712+0,015 | 0,263+0,001 | 0,266+0,004 | 0,163+0,001 | 0,359+0,007
3 0,525+0,015 | 0,820+0,023 | 0,291+0,002 | 0,271+0,003 | 0,212+0,005 | 0,477+0,012
4 0,658+0,023 | 0,909+0,033 | 0,328+0,009 | 0,290+0,011 | 0,273+0,009 | 0,563+0,022
5 0,769+0,065 | 0,968+0,035 | 0,390+0,012 | 0,313+0,019 | 0,285+0,026 | 0,603+0,037

Najveci prinos ekstrakcije superkriticnim ugljen-dioksidom na pritisku od 100 bar 1

temperaturi od 60 °C dobijen je ekstrakcijom smesSe koja se sastoji od 80 % biljne prasine herbe

hajducke trave 1 20 % biljne prasine ploda Sipka. Kada se za istu sirovinu uporedi prinos
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ekstrakcije ostvaren nakon 5 sati ekstrakcije pri temperaturi ekstrakcije od 40 °C (2,400 g/100g)

sa prinosom ostvarenim na temperaturi od 60 °C, jasno se vidi da poveéanje temperature nije

imalo pozitivan efekat na prinos, s obzirom na to da su na nizoj temperaturi ostvareni znac¢ajno

vedi prinosi. Isto je uoceno u slu¢aju svih ostalih ekstrahovanih sirovina (biljne prasine i njenih

mesavina).

Na dijagramu 2. prikazana je kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije

superkritiénim ugljen-dioksidom na pritisku od 100 bar i temperaturi od 60 °C.

[y

=—4—100% h.trava

oo

== 20% Sipak, 80% h.trava

=== 60% Sipak, 40% h.trava

Rrinosgkstrakcije

(B/1002)

=
M
|

=== 80% Sipak, 20% h.trava

o

Vreme ekstrakcije (h)

== 40% Sipak, 60% h.trava

—0—100% Sipak

dioksidom na pritisku od 100 bar i temperaturi od 60 °C

Dijagram 2. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriticnim ugljen-

Tabela 19. Prinos ekstrakcije i promena prinosa ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom na
pritisku od 200 bar i temperaturi od 40 °C

Prinos g/100g (%) na 200 bar, 40 °C

Sastav smese o 20% sipak, | 40% §0ipak, 60% Sipak, | 80% Sipak,
L hajducka ha?(g)u?ka haj6((1)u/<::)ka ha?(g)u?ka hajz(?u{i:)ka 100% Sipak
Vreme (h) trava trava trava trava trava
0,5 1,194+0,044 | 1,585+0,035 | 1,517+0,017 | 1,013+0,031 | 0,833+0,030 | 0,669+0,003
1 2,027+0,027 | 2,754+0,023 | 3,001+0,011 | 2,183+0,021 | 2,116+0,021 1,382+0,002
1,5 2,2454+0,001 | 3,727+0,019 | 4,114+0,001 | 3,176+0,014 | 3,292+0,012 | 2,253+0,001
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2 2,606+0,003 | 4,076+0,006 | 4,965+0,003 | 4,139+0,003 | 4,309+0,009 | 3,678+0,019
3 3,017+0,005 | 4,454+0,020 | 6,499+0,034 | 6,030+0,013 | 6,004+0,011 | 5,284+0,017
4 3,340+0,016 | 4,682+0,027 | 7,078+0,052 | 7,523+0,019 | 7,717+0,012 | 7,014+0,021
5 3,570+0,026 | 5,079+0,015 | 7,444+0,059 | 8,213+0,024 | 9,033+0,009 | 8,146+0,009

Najveci prinos ekstrakcije superkriticnim ugljen-dioksidom na pritisku od 200 bar i1

temperaturi od 40 °C dobijen je za uzorak smese sastavljene od 80 % Sipka i 20 % hajducke trave

(9,033 g/100g). Na ovim procesnim uslovima najmanji prinos ostvaren je ekstrakcijom biljne

praSine herbe hajducke trave (3,570 g/100g). U slucaju svih ekstrahovanih sirovina (biljne

praSine 1 mesavna biljnih praSina) uocljivo je veoma znacajno i visestruko povecanje prinosa u

odnosu na prinose ostvarene primenom nizeg pritiska od 100 bar. Dakle, uticaj pritiska kao

procesnog parametra pri ekstrakciji ispitivanih biljnih sirovina, u opsegu pritiska od 100 do 200

bara, moZe se smatrati dominantnim.

Na dijagramu 3. prikazana je kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije

superkriti¢nim ugljen-dioksidom na pritisku od 200 bar 1 temperaturi od 40 °C.

=
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—4—100% h.trava

S

Prinos ekstrakcije

== 60% Sipak, 40%h.trava

=—t==80% Sipak, 20%h.trava

Q=N
|

== 20% sipak, 80%h.trava
== 40% Sipak, 60%h.trava

=0~ 100% Sipak

4

6

Vreme ekstrakcije (h)

Dijagram 3. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkritiénim ugljen-

dioksidom na pritisku od 200 bar i temperaturi od 40 °C
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Tabela 20. Prinos ekstrakcije i promena prinosa ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom na

pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C

Prinos g/100g (%) na 200 bar, 60 °C

Sastav 100% 20% §0ipak, 40% éoipak, 60% §0ipak, 80% éoipak,
gl hajducka hajgc(l)u/(‘(i)ka ha?c(i)u/é)ka ha.‘i‘c(l)u/(‘(i)ka hajzc(i)u/gka 100% Sipelk
Vreme (h) trava trava trava trava trava
0,5 1,263+0,017 | 1,061+0,001 | 1,193+0,012 | 1,134+0,011 | 0,805+0,031 | 0,545+0,037
1 2,406+0,007 | 2,796+0,007 | 2,584+0,005 | 2,369+0,001 | 1,908+0,023 | 1,115+0,019
1,5 3,085+0,001 | 3,597+0,014 | 3,625+0,005 | 3,521+0,003 | 2,677+0,002 | 1,732+0,011
2 3,519+0,001 | 4,399+0,004 | 4,293+0,002 | 4,227+0,001 | 3,326+0,001 | 2,354+0,09
3 3,832+0,001 | 5,580+0,019 | 5,603+0,003 | 5,488+0,009 | 4,529+0,001 | 3,298+0,08
4 4,476+0,019 | 6,494+0,02 | 6,679+0,012 | 6,704+0,010 | 5,656+0,011 | 4,336+0,013
5 4,751+£0,009 | 7,023+0,011 | 7,746+0,014 | 7,752+0,011 | 6,648+0,012 | 5,506+0,017

Najveci prinos ekstrakcije na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C (7,752 g/100g)

dobijen je ekstrakcijom smeSe sastava 60 % biljne prasine Sipka i 40 % biljne praSine herbe

hajducke trave. Najmanji prinos ekstrakcije ostvaren je u slucaju ekstrakcije biljne prasine herbe

hajducke trave (4,751 g/100g). U slucaju ekstrakcije na 200 bar efekat temperature je bio dvojak,

te je tako u slucaju ekstrakcije meSavina sa manjim udelom biljne prasine ploda Sipka doveo do

povecanja prinosa, dok je u slucaju viseg udela biljne praSine ploda Sipka prinos smanjen, §to se

uocava 1 na dijagramu 4. koji prikazuje zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriti¢nim

ugljen-dioksidom na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C.
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Dijagram 4. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriticnim ugljen-

dioksidom na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C

Tabela 21. Prinos ekstrakcije i promena prinosa ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom na

pritisku od 300 bar i temperaturi od 40 °C

Prinos g/100g (%) na 300 bar, 40 °C

Sastav 100% 20% §inak, 40% §0ipak, 60% éoipak, 80% §0ipak,
e ) LERAT 7 ha;gc(l)u/c‘(i)ka haj6((1)u/(‘(3)ka ha?((l)u?ka hajzc(l)ué)ka 100% Sipak
Vreme (h) frava trava trava trava trava
0,5 1,450+0,019 | 2,286+0,011 | 1,866+0,019 | 1,575+0,012 | 1,540+0,014 | 1,059+0,001
1 2,792+0,009 | 4,241+0,005 | 4,205+0,012 | 3,829+0,001 | 3,465+0,011 | 2,729+0,002
1,5 2,919+0,002 | 4,942+0,003 | 6,240+0,021 | 5,906+0,009 | 5,179+0,003 | 4,560+0,011
2 3,181+0,001 | 5,283+0,019 | 6,680+0,031 | 7,260+0,004 | 6,922+0,009 | 6,069+0,019
3 3,436+0,08 | 5,643+0,021 | 7,041+0,041 | 8,038+0,004 | 9,343+0,011 | 8,757+0,021
4 3,763+0,011 | 5,836+0,031 | 7,260+0,047 | 8,224+0,011 | 9,828+0,013 | 10,093+0,020
5 4,063+0,021 | 6,003+0,041 | 7,506+0,053 | 8,438+0,016 | 10,148+0,018 | 10,574+0,021

Najveci prinos ekstrakcije na pritisku od 300 bar i temperaturi od 40 °C dobijen je

ekstrakcijom biljne prasine ploda Sipka, najmanji ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke
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trave. Na dijagramu 5. prikazana je kriva zavisnosti prinosa od vremena -ekstrakcije

superkritiénim ugljen-dioksidom na pritisku od 300 bar i temperaturi od 40 °C.

== 20% sipak, 80%h.trava

== 60% Sipak, 40%h.trava

=t 80% Sipak, 20%h.trava
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Vreme ekstrakcije (h)

=4=—100% h.trava

== 40% Sipak, 60%h.trava

—0—100% sipak

Dijagram 5. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriticnim ugljen-

dioksidom na pritisku od 300 bar i temperaturi od 40 °C

Tabela 22. Prinos ekstrakcije i promena prinosa ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom na

pritisku od 300 bar i temperaturi od 60 °C

Prinos g/100g (%) na 300 bar, 60 °C

Sastav 100% 20% §0ipak, 40% §0ipak, 60% §0ipak, 80% §0ipak,
smese (%) L haj';c(l)u/gka ha?(;)u{i:)ka ha;‘c(l)u/gka hajzc(l)u/gka 100% Sipak
Vreme (h) trava trava trava trava trava
0,5 1,597+0,009 | 2,118+0,011 | 2,340+0,005 | 2,026+0,012 | 1,176+0,019 | 1,386+0,019
1 3,026+0,002 | 4,92640,005 | 5,135+0,010 | 4,522+0,009 | 3,085+0,031 | 3,089+0,011
1,5 3,761+0,001 | 5,699+0,003 | 6,696+0,011 | 6,678+0,011 | 4,903+0,021 | 3,844+0,009
2 4,278+0,001 | 6,222+0,009 | 7,345+0,003 | 8,173+0,001 | 6,630+0,002 | 5,488+0,007
3 4,840+0,007 | 6,589+0,001 | 7,807+0,001 | 9,280+0,001 | 8,952+0,021 | 7,966+0,011
4 5,334+0,010 | 6,952+0,012 | 8,148+0,092 | 9,684+0,021 | 10,038+0,027 | 9,092+0,013
5 5,846+0,011 | 7,283+0,009 | 8,454+0,016 | 9,818+0,022 | 10,438+0,002 | 9,675+0,027
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Najveci prinos ekstrakcije na pritisku od 300 bar i temperaturi od 60 °C dobijen je
ekstrakcijom smese sastavljene od 80 % biljne praSine ploda Sipka i 20 % biljne praSine herbe
hajducke trave. Na dijagramu 6. prikazana je kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije

superkritiénim ugljen-dioksidom na pritisku od 300 bar i temperaturi od 60 °C.

12
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= ——20% sipak, 80%h.trava
g %ﬁ == 40% Sipak, 60%h.trava
05_4.% / = 60% $ipak, 40%h.trava
=—t==80% Sipak, 20%h.trava
2 7 —o—100% &ipak
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0] 2 4 6
Vreme ekstrakcije (h)

Dijagram 6. Kriva zavisnosti prinosa od vremena ekstrakcije superkriticnim ugljen-

dioksidom na pritisku od 300 bar 1 temperaturi od 60 °C

Kada se uporede vrednosti prinosa za obe procesne temperature na pritisku od 300 bar,
uocava se da je za sve uzorke, osim za uzorak biljne praSine ploda Sipka, dobijen veci prinos
ekstrakcije kada se temperatura ekstrakcije poveca na 60 °C, ¢ime se moze zakljuciti da je
povecanje temperature imalo uticaja na povecanje prinosa ekstrakcije na ovom pritisku

ekstrakcije.

Ukupan prinos superkriticne ekstrakcije biljne prasine herbe hajducke trave, biljne prasSine

ploda Sipka 1 meSavine ova dva biljna materijala prikazan je u tabeli 23.
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Tabela 23. Ukupan prinos ekstrakcije superkritiénim ugljen-dioksidom biljne prasine herbe

hajducke trave, biljne prasine ploda Sipka i meSavine ova dva biljna materijala

Prinos (%)
Sastav smeSe
(%) ) ;(()loti/; 20? Oéoi/lzak, 40‘Vg Oéoi/fo)ak, 6O‘Z<1>O§0i/£)ak, 80‘?O§0i/£)ak, P
Procesni gral‘l;; a hajducka hajducka hajducka hajducka 0 Slpa
parametri trava trava trava trava
100 bar, 40 | 1,577+0,046 | 2,400+0,071 | 3,120+0,091 | 2,593+0,082 | 2,106+0,025 | 1,696+0,016
°C
200 bar, 40 | 3,570+0,026 | 5,079+0,015 | 7,444+0,059 | 8,213+0,024 | 9,033+£0,009 | 8,146+0,009
°C
300 bar, 40 | 4,063+0,021 | 6,003+0,041 | 7,506+0,053 | 8,438+0,016 | 10,148+0,018 | 10,574+0,021
°C
100 bar, 60 | 0,769+0,065 | 0,968+0,035 | 0,390+0,012 | 0,313+0,019 | 0,285+0,026 | 0,603+0,037
°C
200 bar, 60 | 4,751+0,009 | 7,023+0,011 | 7,746+0,014 | 7,752+0,011 | 6,648+0,012 | 5,506+0,017
°C
300 bar, 60 | 5,846+0,011 | 7,283+0,009 | 8,454+0,016 | 9,818+0,022 | 10,438+0,002 | 9,675+0,027
°C

Generalno se moze zakljuciti, na osnovu prikazanih rezultata, da je uticaj pritiska na

ekstrakciju ispitivanih sirovina dominantan i pozitivan. Povecanje prinosa ekstrakcije sa

povecanjem radnog pritiska narocCito je izrazeno kod uzoraka smeSe u kojima je povecan udeo

biljne prasSine ploda Sipka. Povecanje prinosa superkriticne ekstrakcije pri povecanju pritiska je

posledica direktnog povecanja gustine i mo¢i rastvaranja ugljen-dioksida u superkriticnom stanju,

kao 1 povecéanja rastvorljivosti materijala koji se ekstrahuje (Guan i sar., 2007; Morita i Kajimoto,

1990; Bulgarevicg 1 sar., 2002). Sli¢an efekat pritiska je uocen kod superkriticne ekstrakcije

herbe rtanjskog ¢aja (Vladi¢, 2017), herbe zalfije (Mici¢ 1 sar., 2011; Pavli¢, 2017), semena herbe

senfa (Arai sar., 2015), ulja zelene kafe (De Azevedo, 2008) ili ulja iz pSeni¢nih mekinja (Kwon
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i sar., 2010). Uticaj temperature je uocljiv, ali ne tako dominantan kao uticaj pritiska. Takode,
povecanje temperature ne uti¢e uvek pozitivno na prinos ekstrakcije kao Sto je to slucaj sa
pritiskom. Eggers (1996) 1 Salgin i sar. (2006) su utvrdili da je povecanje prinosa superkriti¢ne
ekstrakcije semena suncokreta funkcija povecanja temperature pri konstantnom pritisku, ali samo
pri vrednostima pritiska vis§im od 400 bara. Do sli¢nih rezultata su dosli i Aladi¢ i sar. (2015) u
istrazivanju koje se bavilo superkriticnom ekstrakcijom ulja konoplja iz semena konoplje. Bong i
Loh (2013) su zakljucili da kada se temperatura povecava, gustina ugljen-dioksida se smanjuje i
nadjadava efekat povecanja moci rastvaranja superkriticnog ugljen-dioksida dobijenog
povecanjem pritiska. Na ovaj nacin bi se moglo objasniti smanjenje prinosa na istom random

pritisku a kada se temperatura ekstrakcije povecava na 60 °C.

4.3.1. Sadrzaj hlorofila i karotenoida u ekstraktima dobijenim superkriticnom

ekstrakcijom ugljen-dioksidom

Na osnovu literaturnih podataka 1 rezultata ispitivanja sirovog biljnog materijala moze
se pretpostaviti da se superkritiénom ekstrakcijom meSavine biljne prasine herbe hajducke trave i
biljne prasine ploda Sipka mogu dobiti ekstrakti koji u sebi sadrze visoke koncentracije razlicitih
bioaktivnih jedinjenjima, pre svega jedinjenjima koja potiu iz etarskog ulja hajducke trave i
jedinjenja koja su dominantna u masnom ulju Sipka. Obe sirovine sadrze odredenu koli¢inu
pigmenata, hlorofila i karotenoida, te je i ova jedinjenja opravdano ocekivati u ovakvim slozenim
biljnim proizvodima i smeSama. Ukupan sadrzaj hlorofila i karotenoida u ekstraktima koji su
dobijeni superkriticnom ekstrakcijom biljne prasine ili mesavine biljnih prasina herbe hajducke
trave 1 ploda Sipka, pri razli¢itim pritiscima 1 temperaturama, prikazan je u tabeli 24. Prilikom
superkriti¢ne ekstrakcije na pritisku od 100 bar i temperaturi od 60 °C ukupan prinos ekstrakcije
bio je veoma nizak, zbog ¢ega ovi ekstrakti nisu dalje analizirani, te tako nije analiziran ni sadrzaj

karotenoida 1 hlorofila u njima.
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Tabela 24. Ukupan sadrzaj hlorofila i karotenoida u ekstraktima koji su dobijeni superkritiénom

ekstrakcijom biljne prasine ili smeSa biljne prasSine herbe hajducke trave i ploda Sipka pri

razli¢itim uslovima

Uslovi superkriti¢éne

Sastav smese

Sadrzaj (mg/g ekstrakta)

ekstrakcije (%)
p(bar) | T(°C) | P Chl A Chl B ChlA +B TC
CO,(g/c
m’)
100 40 0,629 100% h.trava 0,106+0,0 | 0,019+0,0 | 0,125+0,0 | 0,165+0,0
01 06 08 09
20% S$ipak, 80% | 0,030+0,0 | 0,028+0,0 | 0,057+0,0 | 0,055+0,0
h.trava 03 10 07 10
40% S$ipak, 60% | 0,033+0,0 | 0,026+0,0 | 0,060+0,0 | 0,058+0,0
h.trava 02 05 08 09
60% Sipak, 40% | 0,044+0,0 | 0,066+0,0 | 0,111+0,0 | 0,047+0,0
h.trava 08 06 02 07
80% sipak, 20% | 0,031+£0,0 | 0,043+0,0 | 0,074+0,0 | 0,037+0,0
h.trava 04 08 10 07
100% Sipak 0,024+0,0 | 0,033+0,0 | 0,057+0,0 | 0,028+0,0
07 06 09 03
200 40 0,840 100% h.trava 0,132+0,0 | 0,058+0,0 | 0,190+0,0 | 0,197+0,0
08 03 03 06
20% sipak, 80% | 0,096+0,0 | 0,018+0,0 | 0,114+0,0 | 0,178+0,0
h.trava 06 01 04 09
40% sipak, 60% | 0,032+0,0 | 0,001+0,0 | 0,033+0,0 | 0,131+0,0
h.trava 08 01 03 05
60% Sipak, 40% | 0,034+0,0 | 0,024+0,0 | 0,058+0,0 | 0,144+0,0
h.trava 10 01 07 06
80% Ssipak, 20% | 0,013+0,0 | 0,009+0,0 | 0,022+0,0 | 0,074+0,0
h.trava 06 01 01 01
100% Sipak 0,003+0,0 | 0,009+0,0 | 0,011+£0,0 | 0,077+0,0
02 01 04 01
200 60 0,724 100% h.trava 0,260+0,0 | 0,030+0,0 | 0,290+0,0 | 0,210+0,0
10 01 02 03
20% S$ipak, 80% | 0,063+0,0 | 0,006+0,0 | 0,069+0,0 | 0,104+0,0
h.trava 06 01 02 05
40% S$ipak, 60% | 0,055+0,0 | 0,033+0,0 | 0,088+0,0 | 0,100+0,0
h.trava 02 01 05 04
60% Sipak, 40% | 0,032+0,0 | 0,021+0,0 | 0,053+0,0 | 0,066+0,0
h.trava 04 01 01 03
80% Sipak, 20% | 0,031+£0,0 | 0,032+0,0 | 0,063+0,0 | 0,057+0,0
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h.trava 08 02 02 02
100% Sipak 0,010+0,0 | 0,004+0,0 | 0,014+0,0 | 0,055+0,0
01 01 03 03
300 40 0,910 100% h.trava 0,447+0,0 | 0,083+0,0 | 0,529+0,0 | 0,408+0,0
06 01 07 10
20% S$ipak, 80% | 0,248+0,0 | 0,021+0,0 | 0,269+0,0 | 0,306+0,0
h.trava 02 02 04 05
40% Sipak, 60% | 0,146+0,0 | 0,018+0,0 | 0,181+0,0 | 0,209+0,0
h.trava 07 02 07 07
60% Sipak, 40% | 0,160+0,0 | 0,033+0,0 | 0,192+0,0 | 0,261%0,0
h.trava 07 04 08 06
80% Sipak, 20% | 0,112+0,0 | 0,062+0,0 | 0,174+0,0 | 0,241+0,0
h.trava 04 01 02 04
100% Sipak 0,031+0,0 | 0,009+0,0 | 0,039+0,0 | 0,155+0,0
08 01 01 08
300 60 0,830 100% h.trava 0,648+0,0 | 0,107+0,0 | 0,755+0,0 | 0,455+0,0
07 01 06 06
20% s$ipak, 80% | 0,253+0,0 | 0,020+0,0 | 0,273+0,0 | 0,249+0,0
h.trava 06 01 03 02
40% Sipak, 60% | 0,239+0,0 | 0,038+0,0 | 0,277+0,0 | 0,253+0,0
h.trava 03 02 09 07
60% Sipak, 40% | 0,115+0,0 | 0,017+0,0 | 0,132+0,0 | 0,179+0,0
h.trava 08 03 08 08
80% Sipak, 20% | 0,061+0,0 | 0,015+0,0 | 0,076+0,0 | 0,187+0,0
h.trava 04 01 10 03
100% Sipak 0,015+0,0 | 0,018+0,0 | 0,033+0,0 | 0,196+0,0
03 04 03 03

Chl A — hlorofil A; Chl B — hlorofil B, Chl A + B — hlorofil A + B; TC — ukupni karotenoidi

Najvisi sadrzaj Chl A, Chl B i Chl A + B je odreden u ekstraktima koji su dobijeni

superkriticnom ekstrakcijom biljne praSine herbe hajducke trave na pritisku od 300 bara 1

temperaturi od 60 °C, odnosno primenom ugljen-dioksida gustine 0,830 g/cm?. Prinosi hlorofila i

karotenoida u ekstraktima koji su dobijeni pomocéu superkriticne ekstrakcije su znatno visi od

sadrzaja hlorofila 1 karotenoida u suvim biljnim smeSama. Medutim, sadrzaj hlorofila u

ekstraktima dobijenih pomocu superkritiénog ugljen-dioksida, na navedenim uslovima, (0,648;

0,107 1 0,755 mg/g ekstrakta, respektivno) je znacajno nizi (priblizno dva do tri puta) u poredenju

sa sadrzajem Chl A, Chl B i Chl A + B u ekstraktima koji su dobijeni primenom Soxhlet

90




Ana Vasic Doktorska disertacija

ekstrakcije sa metilen hloridom kao ekstragensom (1,499; 0,327 i 1,825 mg/g ekstrakta,
respektivno).

NajviSi sadrzaj karotenoida odreden je, takode, u ekstraktu koji je dobijen
superkritiénom ekstrakcijom biljne praSine herbe hajducke trave na pritisku od 300 bara i
temperaturi od 60 °C (0,455 mg/g ekstrakta), Sto je u skladu sa literaturnim podacima. Naime,
prema istrazivanju Macias-Sanchez i1 sar. karotenoidni pigmenti se obi¢no ekstrahuju pri viSim
pritiscima (300-450 bar) 1 umerenim temperaturama (40-60 °C) (Macias-Sanchez i sar. 2005;
Macias-Sanchez 1 sar., 2008, 2010). U skladu sa tim, najnizi rezultati za sadrzaj karotenoida u
ekstraktima koji su dobijeni ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka i
njihovih meSavina, detektovani su upravo u ekstraktima dobijenim na najniZim pritiscima, pri
pritisku od 100 bar i temperaturi od 40 °C.

I hlorofili i karotenoidi pokazuju slicno ponaSanje u superkriticnom ugljen-dioksidu.
Upravo zbog toga najveci sadrzaji Chl A+B i sadrzaji karotenoida detektovani su u ekstraktima
koji su dobijeni primenom ugljen-dioksida gustine od 0,830 g/cm? (300 bara i 60 °C), §to znaéi da
se rastvorljivost ovih jedinjenja povecava sa povecanjem pritiska i temperature.

Iz dobijenih rezultata, jasno je da je na sadrzaj ukupnih hlorofila i1 karotenoida najveci
uticaj imao pritisak, $to se najbolje moze prikazati dijagramski. Na dijagramu 7. prikazan je
sadrzaj Chl A+B (prinos u mg/g ekstrakta) biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao 1
njihovih mesavina, u zavisnosti od pritiska (100, 200 i1 300 bar), kada je radna temperatura bila
konstantna (40 °C), a na dijagramu 8. sadrzaj ukupnih karotenoida, za iste ekstrakte, pri istim

uslovima.
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0,6
EP*S W 100% h.trava
£
0 4 W 20% Sipak, 80% h.trava
s
Sl m 40% sipak, 60% h.trava
03
> W 60% Sipak, 40% h.trava
0,2 | 80% sipak, 20% h.trava
01 - M 100% élpak
0 _
100 bar 200 bar 300 bar

Dijagram 7. Dijagram zavisnosti sadrzaja Chl A+B od radnog pritiska na kome se vrSila

superkriti¢na ekstrakcija biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, 1 njihovih meSavina

0,45
0,4
a0 W 100% h.trava
30,35 ’
E 03 W 20% Sipak, 80% h.trava
o %
=g v/
Sos m 40% ipak, 60% h.trava
7
2 | 60% Sipak, 40% h.trava
0,15 7 W 80% Sipak, 20% h.trava
0.1 7 m 100% gipak
0,05 -
0 _
100 bar 200 bar 300 bar

Dijagram 8. Dijagram zavisnosti sadrzaja karotenoida od radnog pritiska na kome se vrsila

superkriti¢na ekstrakcija biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, i njihovih mesavina

Na dijagramima je jasno uocljivo da su se sa povecanjem pritiska, povecavali 1 sadrzaji

Chl A+B i sadrzaji karotenoida, kako je i ranije navedeno.
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4.3.2. Rezultati gasno-hromatografske analize ekstrakata dobijenih primenom

superkriti¢ne ekstrakcije ugljen-dioksidom

Superkriti¢ni ekstrakti dobijeni ekstrakcijom biljne praSine herbe hajducke trave i ploda
Sipka, kao i njihovih meSavina, analizirani su primenom GC/MS i GC/FID metoda analize, a u
cilju odredivanja njithovog hemijskog sastava. Na ovaj nacin je izvrSena identifikacija i

kvantifikacija odabranih aromati¢nih jedinjenja, ugljovodonika i sterola prisutnih u ekstraktima.

4.3.2.1. Rezultati gasno-hromatografske analize aromati¢nih komponenata

GC/MS analiza aromati¢nih jedinjenja i GC FID analiza odabranih aromati¢nih jedinjenja
je uradena u SP laboratoriji, Becej (Srbija), a dobijeni rezultati kvalitativnog i kvantitativnog
sastava ekstrakata su prikazani u tabelama (Tabela 25 — 29). Hromatografski prikazi dobijenih
rezultata su dati u poglavlju Prilozi (Slika P1 — Slika P34). Kao i u slucaju analize pigmenata
ekstrakti biljne praSine herbe hajducke trave i ploda Sipka, i njihovih meSavina, dobijeni
primenom superkritiénog ugljen-dioksida na 100 bar i 60 °C nisu analizirani zbog veoma malog

prinosa ekstrakcije ostvarenog na ovim procesnim uslovima.

Tabela 25. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom
biljne praSine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i njihovih meSavina, ugljen-dioksidom na

pritisku od 100 bar i temperaturi od 40 °C (relativni udeo, %)

Udeo komponenata u ekstraktu (%)
T 40°C, p 100bar

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt FEkstrakt Ekstrakt
komponente | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
100% mesSavine meSavine mesSavine mesavine iz 100%
hajducke 20% Sipak, 40% sipak, | 60% Sipak, | 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%
hajducka hajducka hajducka hajducka
trava trava trava trava
p-Cimen 0,32 0,30 0,19 n.i. 0,42 n.i.
Eukaliptol 7,59 8,26 6,33 5,42 9,66 n.i.
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y-Terpinen 1,37 1,24 1,05 0,68 1,41 n.i.
Linalol 1,01 0,90 0,76 n.i. 0,52 n.i.
Kamfor 9,47 7,64 7,18 5,9 7,67 n.i.
Borneol 5,73 4,06 4,23 2,95 3,88 n.i.
4-terpineol 0,84 0,61 0,79 0,91 n.i. n.i.
a-Terpinen 3,71 3,02 1,24 n.i. n.i. n.i.
Karvakrol 0,91 0,71 0,72 n.i. n.i. n.i.
Trans 0,87 1,00 1,02 5,84 n.i. n.i.
Kariofilen

Tabela 26. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom

biljne praSine herbe hajducke trave i1 ploda Sipka, kao i1 njihovih meSavina, ugljen-dioksidom na

pritisku od 200 bar i temperaturi od 40 °C (relativni udeo, %)

Udeo komponenata u ekstraktu (%)
T 40°C, p 200bar

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente | dobijen iz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
100% mesavine mesavine mesavine mesavine iz 100%
hajducke | 20% Sipak, 40% Sipak, 60% Sipak, 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% hajducka | 40% hajducka | 20%
hajducka trava trava hajducka
trava trava
p-Cimen 0,38 0,49 0,91 0,73 n.i. n.i.
Eukaliptol 10,88 10,56 16,11 14,69 n.i. n.i.
y-Terpinen | 1,52 1,66 2,59 2,42 1,20 n.i.
Linalol 0,48 0,75 0,66 1,07 2,20 n.i.
Kamfor 10,55 8,33 9,43 9,27 18,90 n.i.
Borneol 5,03 3,51 3,62 4,25 1,87 n.i.
4-terpineol | 0,55 0,48 0,52 0,67 n.i. n.i.
a-Terpinen | 1,72 0,95 1,05 1,11 n.i. n.i.
Karvakrol 0,74 0,63 0,63 n.i. 7,22 n.i.
Trans 0,88 0,43 1,06 1,12 n.i. n.i.
Kariofilen
Geraniol n.i. 0,16 n.i n.i. 13,67 n.i
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Tabela 27. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom

biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i njihovih mesavina, ugljen-dioksidom na

pritisku od 300 bar 1 temperaturi od 40 °C (relativni udeo, %)

Udeo komponenata u ekstraktu (%)
T 40°C, p 300bar

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente | dobijen iz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
100% mesavine mesavine mesavine mesavine 1z 100%
hajducke | 20% Sipak, 40% Sipak, 60% Sipak, 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%
hajducka hajducka hajducka hajducka
trava trava trava trava
p-Cimen 0,80 0,72 0,48 0,48 0,84 n.i.
Eukaliptol 13,31 11,39 7,81 7,62 13,86 n.i.
y-Terpinen | 1,73 1,77 1,28 1,19 1,48 n.i.
Linalol 0,72 0,54 0,86 0,53 0,59 n.i.
Kamfor 10,07 7,65 8,61 6,41 10,44 n.i.
Borneol 4,39 3,32 4,81 3,13 5,92 n.i.
4-terpineol | 0,84 0,48 0,79 0,53 n.i. n.i.
a-Terpinen | 1,44 1,19 2,35 1,22 n.i. n.i.
Karvakrol 0,79 0,51 1,21 n.i. n.i. n.i.
Trans 0,77 0,43 1,26 0,81 n.i. n.i.
Kariofilen
Geraniol n.i. 0,14 n.i. n.i. n.i. n.i.
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Tabela 28. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom

biljne praSine herbe hajducke trave i ploda $pka, kao i njihovih meSavina, ugljen-dioksidom na

pritisku od 200 bar 1 temperaturi od 60 °C (relativni udeo, %)

Udeo komponenata u ekstraktu (%)
T 60°C, p 200bar

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente | dobijen iz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
100% mesavine mesavine mesavine mesavine 1z 100%
hajducke | 20% Sipak, 40% Sipak, 60% Sipak, | 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%
hajducka hajducka hajducka hajducka
trava trava trava trava
p-Cimen 0,34 0,62 0,69 0,76 1,24 n.i.
Eukaliptol | 8,11 11,13 12,13 14,22 23,39 n.i.
y-Terpinen | 1,52 1,63 1,88 2,53 3,45 n.i.
Linalol 0,83 0,96 0,33 0,43 0,71 n.i.
Kamfor 8,27 8,77 7,61 8,87 13,09 n.i.
Borneol 3,77 4,03 2,72 3,91 3,91 n.i.
4-terpineol | 0,73 0,64 0,39 0,75 n.i. n.i.
a-Terpinen | 1,93 1,56 0,57 0,62 n.i. n.i.
Karvakrol 0,73 0,73 0,46 n.i. n.i. n.i.
Trans 0,81 0,43 0,63 n.i. n.i. n.i.
Kariofilen
Geraniol n.i. 0,20 n.i. n.i. n.i n.i.
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Tabela 29. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom

biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i njihovih mesavina, ugljen-dioksidom na

pritisku od 300 bar i temperaturi od 60 °C (relativni udeo, %)

Udeo komponenata u ekstraktu (%)
T 60°C, p 300bar

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente | dobijen iz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz | dobijen iz
100% mesavine mesavine mesavine mesavine 100%
hajducke | 20% Sipak, 40% Sipak, 60% Sipak, | 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%
hajducka hajducka hajducka hajducka
trava trava trava trava
p-Cimen 0,39 0,65 0,58 0,54 1,74 n.i.
Eukaliptol | 9,91 10,99 11,63 10,82 21,28 n.i.
y-Terpinen | 1,66 1,86 1,97 1,85 1,83 n.i.
Linalol 0,99 0,89 0,60 0,69 1,14 n.i.
Kamfor 8,19 8,18 7,84 6,63 11,76 n.i.
Borneol 4,12 3,38 3,40 3,23 4,43 n.i.
4-terpineol | 0,80 0,57 0,59 0,44 n.i. n.i.
a-Terpinen | 1,59 1,13 0,97 0,37 n.i. n.i.
Karvakrol 0,67 0,65 0,73 n.i. n.i. n.i.
Trans 1,22 0,55 0,68 0,81 n.i. n.i.
Kariofilen
Geraniol n.i 0,17 n.i. n.i. n.i n.i.

Gasno-hromatografskom analizom superkriti¢nih ekstrakata, dobijenih iz biljne praSine

herbe hajducke trave i1 ploda Sipka i njihovih meSavina, detektovano je 11 aromati¢nih
komponenti, od kojih su u najveéem relativnom procentu zastupljeni eukaliptol, kamfor i
borneol. Dominantna komponenta u ekstraktima bila je eukaliptol. U manjem procentu (< 3 %)
identifikovani su a- i y-terpinen, dok su aromaticne komponente pronadene uglavnom u udelu
manjem od 1 % p-cimen, linalol, 4-terpineol, karvakrol, trans Kkariofilen i geraniol.
Identifikovani monoterpeni i seskviterpeni su zastupljeni u razli¢itim udelima, u zavisnosti od
uslova superkriti¢ne ekstrakcije, kao 1 od udela herbe hajducke trave, odnosno ploda Sipka u
biljnoj mesSavini.
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Tri dominantna jedinjenja detektovana u dobijenim superkritiénim ekstraktima imaju
dokazano biolosko delovanje ili ve¢ definisanu primenu u farmaceutskoj i kozmetickoj
proizvodnji. Eukaliptol ili 1,8-cineol, kako se drugacije naziva, je monoterpenski oksid. Njegovo
dejstvo je antibakterijsko 1 mukoliticko, a deluje 1 kao ekspektorans, antiseptik i dezinficijens
(Knox 1 sar., 2011). Kamfor je, po hemijskom sastavu, bicikli¢ni terpenski keton, a moze se
redukovati u izoborneol pomoc¢u natrijum-borohidrida. Zbog svog karakteristicnog mirisa, koristi
se kao zaCin, najCeS¢e u indijskoj kuhinji, ali i u medicinske svrhe. Deluje antisepti¢no,
primenjuje se kod reumatskih bolova, mialgija i1 neuralgija (Li i sar., 2010). Borneol je zasi¢eni
alkohol, karakteristicnog mirisa na kamfor. Postoji u slobodnom obliku, ili u obliku estra, a
upotrebu je naSao u industriji parfema (Nowak i sar., 2010). Jedinjenja koja su dobijenim
ekstraktima detektovana u najvecem udelu, a to su pre svega eukaliptol, kamfor i borneol, mogu
uticati na njihovu potencijalnu primenu, u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji.

Kao $to je navedeno, u nesto manjem procentu u dobijenim ekstraktima identifikovani su a-
i y-terpinen. Terpineni predstavljaju izomere terpena. Razlikuju se a-, B- 1 y- terpineni, u
zavisnosti od polozaja dvostruke veze. To su aromatizovane supstance koje se najcesce koriste u
aromaterapiji, gde svojim aromati¢nim mirisom pozitivno deluje na nervni sistem, smiruje nervnu
napetost 1 migrene, otklanja mentalni umor i nesanicu. Takode se koristi za aromatizaciju
farmaceutskih proizvoda, a u parfimeriji za izradu parfema i1 kozmetickih proizvoda, upravo zbog
prijatnog mirisa (Kohlmunzer, 1998; Malinka, 1999). Pored navedenih delovanja, ove supstance
ispoljavaju jos i insekticidno i1 fungicidno delovanje (Keita i sar., 2000; Rai 1 sar., 1999), kao 1
antibakterijsko delovanje, kod oralnih bolesti (Takarada, 2004; Catalan, 2007).

Ostala jedinjenja prisutna u ekstraktima u procentu uglavnom manjem od 1% imaju
razliita delovanja i primenu. Kariofileni su seskviterpeni 1 izomeri karbonata, koji imaju
antikancerogeno dejstvo (Gertsch 1 sar., 2008). Karvakrol je, po hemijskom sastavu,
monoterpenski fenol. Poznat je kao jedan od najmo¢nijih prirodnih antiseptika, a utvrdeno je da
ima 1 antibakterijsko, antioksidativno i antikancerogeno delovanje (Mehdi i sar., 2011). Geraniol
je monoterpenoid (derivat terpena) i alkohol, zna¢ajan za biosintezu nekih drugih terpena (npr.
mircen 1 ocimen) (Eggersdorfer, 2000). U kiselim rastvorima, konvertuje se u cikli¢ni terpen o-
terpineol (Stork i sar., 1974). Zbog karakteristicnog mirisa, geraniol je nasao upotrebu u industriji

parfema, ali 1 kao sastavni deo preparata za zastitu protiv ujeda insekata (Barnard i Xue, 2004).
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Linalol je prirodni terpenski alkohol, prisutan u mnogim cvetaju¢im i zaCinskim biljkama, a

njegova primena je bazirana na prijatnom mirisu (Lewinshon 1 sar., 2001).

Ekstrakti koji su dobijeni primenom superkriticnog ugljen-dioksida nakon GC/MS

analize analizirani su primenom GC FID metode analize, a dobijeni rezultati su izrazeni u g/100g

(tabela 30). Primenom ove metode analize precizno je odreden sadrzaj eukapliptola i kamfora.

Tabela 30. Rezultati GC FID analize odabranih aromati¢nih jedinjenja u superkritiénim

ekstraktima koji su dobijeni ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao 1

njihovih mesSavina, superkriticnim ugljen-dioksidom na razli¢itim pritiscima i temperaturama

(g/100g)

Prinos (g/100g)

Procesni Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
;- dobijen iz | dobijeniz | dobijeniz | dobijeniz | dobijeniz | dobijen
parametr1 1 . . .. S ;
kvantifikovane 1 OQ% mesavine mesavine mesavine mesavine 1z 100%
komponente hajducke | 20% Sipak, | 40% Sipak, | 60% Sipak, | 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%

hajducka hajducka hajducka hajducka

trava trava trava trava
100 bar, 40°C, p(CO,) 0,629g/cm?
Eukaliptol 1,51 1,49 1,04 0,07 0,15 <0,1
Kamfor 3,02 2,04 1,29 0,41 0,19 <0,1
Y- terpinen 0,17 0,13 0,21 <0,1 0,113 <0,1
Linalol 0,10 0,11 0,11 <0,1 <0,1 <0,1
a- terpineol 0,14 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Metil kavikol | 0,15 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Karvakrol 0,12 0,08 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
200 bar, 40°C, p(CO,) 0,840g/cm3
Eukaliptol 1,25 1,01 0,69 0,34 0,15 <0,1
Kamfor 2,50 1,24 0,71 0,39 0,19 <0,1
Y- terpinen 0,13 0,18 0,14 0,191 0,182 <0,1
Linalol 0,19 0,10 0,07 <0,1 0,152 <0,1
a- terpineol 0,42 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Metil kavikol | 0,13 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Karvakrol 0,11 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
300 bar, 40°C, p(C0,)0,910g/cm?
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Eukaliptol 1,51 0,98 0,73 0,27 0,18 <0,1
Kamfor 1,90 1,03 0,69 0,31 0,18 <0,1
Y- terpinen 0,29 0,17 0,12 0,123 0,112 <0,1
Linalol 0,18 0,09 0,07 <0,1 <0,1 <0,1
a- terpineol 0,25 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Metil kavikol | 0,19 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Karvakrol 0,08 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
200 bar, 60°C, p(CO,) 0,724g/cm3

Eukaliptol 1,56 1,01 0,77 0,26 0,22 <0,1
Kamfor 3,52 1,17 0,88 0,25 0,25 <0,1
Y- terpinen 0,11 0,17 0,13 0,212 0,112 <0,1
Linalol 0,15 0,10 0,08 <0,1 <0,1 <0,1
a- terpineol 0,42 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Metil kavikol | 0,18 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Karvakrol 0,12 0,08 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
300 bar, 60°C, p(CO,) 0,830g/cm3

Eukaliptol 1,35 1,29 0,76 0,23 0,18 <0,1
Kamfor 2,02 1,21 0,74 0,29 0,19 <0,1
Y- terpinen 0,18 0,24 0,13 0,111 0,112 <0,1
Linalol 0,15 0,13 0,07 <0,1 0,112 <0,1
a- terpineol 0,52 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Metil kavikol | 0,11 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Karvakrol 0,11 0,11 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

Najvisi prinos eukaliptola (1,56 g/100g) je odreden u ekstraktu koji je dobijen
ekstrakcijom biljne praSine herbe hajducke trave na pritisku od 200 bara i temperaturi od 60 °C,
dok je najnizi prinos eukaliptola (<0,1 g/100g) odreden u ekstraktu koji je dobijen ekstrakcijom
biljne prasine ploda Sipka, superkriticnim ugljen-dioksidom na svim radnim pritiscima i svim
radnim temperaturama, $to ukazuje da je sastav smeSe imao najveci uticaj na prinos. Analizom
dobijenih rezultata moZze se zakljucitit da se koncentracija eukaliptola u dobijenim ekstraktima
smanjuje sa smanjenjem udela hajducke trave u sirovini koja se ekstrahuje.

U slucaju kamfora doslo se do sli¢nih zakljucaka. Najvisi prinos kamfora (3,52 g/100g)
odreden je u ekstraktu koji je dobijen iz biljne prasine herbe hajducke trave primenom
superkritiénog ugljen-dioksida na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C. Najnizi prinos (<0,1
g/100g) je odreden u ekstraktima koji su dobijeni ekstrakcijom biljne prasine ploda Sipka,

superkriticnim ugljen-dioksidom na svim radnim pritiscima i svim radnim temperaturama. Ba$
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kao 1 u slucaju eukaliptola moZzemo zakljuciti da se prinos kamfora povecavao sa povecanjem
udela hajducke trave u sirovini koja se ekstrahuje, $to je i ocekivano s obzirom na to da u plodu
Sipku ove aromaticne komponente nisu prisutne.

Kada uporedimo dobijene prinose eukaliptola i kamfora u naSim istrazivanjima sa
rezultatima drugih istrazivanja, uvidamo sli¢nost sa rezultatima koji su dobili Falconieri i sar.
(2011) u svojim istrazivanjima ispitujuci ekstrakte herbe hajducke trave dobijene superkriti¢nom
ekstrakcijom ugljen-dioksidom na pritisku od 90 bar i temperaturi od 40 °C. U ovom istraZivanju
dobijeni sadrzaj eukaliptola iznosio 1,0 %, a kamfora 3,3 %. Znacajno veci sadrzaj ove dve
komponente u svom istrazivanju su detektovale Bocevska i Sovova (2003), ali u istrazivanju gde
je kao sirovina koja se iskstrahuje primenjen cvet hajducke trave. U ovom istrazivanju sadrzaj
eukaliptola od 9,59 % detektovan je u ekstraktu koji je dobijen primenom superkritiénog ugljen-
dioksida na 100 bara i 40 °C (gustina rastvaraca 0,629 g/cm?), a 12,47 % kada su uslovi procesa
bili 100 bar i 60 °C (gustina rastvara¢a 0,290 g/cm?). Zakljucak ovog istrazivanja je bio da
povecanje temperature za 20 °C i znaCajno izmenjena gustina rastvaraca dovode do povecanja
sadrzaja eukaliptola u etarskom ulju hajducke trave. Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da
gustina superkriti¢nog ugljen-dioksida nije znacajno uticala na sadrzaj eukaliptola, ili kamfora u
dobijenim ekstraktima, s obzirom na to da su najve¢i prinosi (1,56 g/100g za eukaliptol odnosno
3,52 g/100g za kamfor) dobijeni iz biljne praSine herbe hajducke trave primenom superkriticnog
ugljen-dioksida na pritisku od 200 bar i temperaturi od 60 °C, kada je gustina rastvaraca 0,724

g/em’.
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4.3.2.2. Rezultati gasno-hromatografske analize ugljovodonika i sterola

Pored analize prisustva i sadrzaja odabranih aromati¢nih jedinjenja u superkriticnim
ekstraktima koji su dobijeni ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i
njihovih meSavina, u istim ekstraktima je uradena kvalitativna i kvantitativna analiza 1 drugih
jedinjenja kao S§to su: ugljovodonici, steroli i tokoferoli. Ovaj deo hemijskih analiza
superkriti¢nih ekstrakata je uraden u Veterinarskom zavoduVinkovci (Hrvatska).

Radi bolje preglednosti i lakSeg razumevanja, rezultati su prikazani u tabeli 31., a

kompletne analize su date u tabelama P35-P39, u poglavlju Prilozi.

Steroli ili steroidni alkoholi su prekursori terpenoida. Prirodno se javljaju u biljkama,
zivotinjama 1 gljivama. Biljni steroli se zovu fitosteroli, i naj¢eS¢e se nalaze u biljnim uljima,
orasastim plodovima i mahunarkama (Bolton i sar., 2008). Prema literaturnim podacima, u
hajduckoj travi su identifikovani B-sitosterol i fitosterol, koji su uobicajeni kod biljaka
(Gruenwald, 2000; Bisset i Wichtl, 2001). B-sitosterol je najvazniji medu vise od 40 poznatih
biljnih sterola. Ne mozZe se sintetisati u organizmu, pa se mora unositi putem ishrane. Nalazi se u
biljnim uljima, poput soje, kikirikija i avokada. Utvrdeno je da smanjuje holesterol, pa se najvise
1 koristi u te svrhe (Nowak 1 sar., 2010). Pored [-sitosterola, naj¢eS¢e zastupljeni steroli u
hajduckoj travi su stigmasterol i a-sitosterol (Chandler, 1989). Fitosteroli koji se nalaze u ulju
semena Sipka, sitosterol, sitostanol i kampesterol, pored smanjenja holesterola u krvi (Batta i sar.,
2006), mogu delovati i odbrambeno protiv nekoliko tipova kancera (Piironen i sar., 2000), $to je

jos jedan od razloga za ispitivanje relativnih udela ovih komponenti u ekstraktima.
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Tabela 31. Rezultati GC/MS analize superkriticnih ekstrakata koji su dobijeni ekstrakcijom

biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i njihovih mesavina, ugljen-dioksidom na

razli¢itim uslovima pritiska i1 temperature

Relativni udeo komponente u ekstraktu (%)

Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente 1 | dobijeniz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
procesni 100% mesavine mesavine mesavine mesavine iz 100%
parametri hajducke | 20% Sipak, 40% Sipak, | 60% Sipak, | 80% Sipak, Sipak
trave 80% 60% 40% 20%

hajducka hajducka hajducka hajducka

trava trava trava trava
T 40°C, p 100bar, p(CO,) 0,629g/cm?
Ugljovodonici | 73,52 74,67 70,21 70,73 67,58 63,91
Steroli 5,83 4,28 6,09 7,18 8,96 9,40
Tokoferoli 0,68 0,97 0,91 2,47 3,25 1,59
T 40°C, p 200bar, p(CO,) 0,840g/cm?3
Ugljovodonici | 65,27 70,89 52,5 62,87 45,0 42,96
Steroli 9,89 9,48 7,33 11,15 15,18 29,64
Tokoferoli 0,79 0,77 2,43 5,09 7,58 16,16
T 40°C, p 300bar, p(C0O,)0,910g/cm?
Ugljovodonici | 70,52 70,88 51,47 54,88 51,67 35,52
Steroli 10,09 8,65 9,33 12,65 17,32 28,43
Tokoferoli 0,89 1,79 2,92 4,65 9,18 13,25
T 60°C, p 200bar, p(CO,) 0,724g/cm?
Ugljovodonici | 60,59 44,14 17,36 20,20 15,57 23,53
Steroli 10,39 9,02 9,98 11,43 22,01 3591
Tokoferoli 0,73 1,66 3,75 5,36 7,78 13,06
T 60°C, p 300bar, p(CO,) 0,830g/cm?
Ugljovodonici | 64,60 37,85 34,35 32,42 20,72 17,52
Steroli 10,28 7,96 11,82 13,86 26,43 29,14
Tokoferoli 0,87 2,21 4,29 6,89 10,94 15,58

Relativni sadrzaj ukupnih sterola u superkriticnim ekstraktima biljne prasine i njihovih

mesavina kreée se u opsegu od 4,28 do 35,91 %. Najvisi relativni sadrzaj ukupnih sterola dobijen

je u ekstraktu biljne prasSine ploda Sipka, dobijenog superkriticnom ekstrakcijom pri temperaturi
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od 60 °C 1 pritisku od 200 bar. Od sterola, u ispitivanim superkriticnim ekstraktima,
identifikovani su kampesterol, stigmasterol i1 y-sitosterol, pri ¢emu je najzastupljeniji bio -
sitosterol. Najve¢i relativni procenat y-sitosterola, imali su superkriti¢ni ekstrakti dobijeni iz
biljne praSine ploda Sipka, pri svim radnim pritiscima i temperaturama na kojima se izvodila
superkriti¢na ekstrakcija. Najveca vrednost relativnog udela y-sitosterola odrdena je u ekstraktu
koji je dobijen iz biljne prasine ploda Sipka primenom superkriticnog ugljen-dioksida na pritisku
od 200 bar i temperaturi od 60 °C (34,93 %); u istom ekstraktu je takode identifikovana i najveca
vrednost relativnog udela ukupnih sterola (35,91 %)pri istim uslovima superkriticne ekstrakcije.
Relativni sadrzaj ukupnih ugljovodonika u superkriticnim ekstraktima biljne prasine i
njihovih meSavina kre¢e se u opsegu od 15,57 do 74,67 %. Najveci relativni procenat
ugljovodonika odreden je u superkriticnim ekstraktima dobijenim pri pritisku od 100 bar i
temperaturi od 40 °C, za sve ispitivane biljne meSavine, ¢ime se mozZe zakljuciti da su radni
uslovi pri kojima se izvodila superkriticna ekstrakcija imali znacajnu ulogu na udeo ovih
komponenata u ekstraktima. Najve¢i relativni udeo ugljovodonika, kada se superkriticna
ekstrakcija izvodila na temperaturi od 40 °C, pri svim radnim pritiscima, odreden je u ekstraktu
koji je dobijen iz biljne smeSe 80 % biljne prasSine herbe hajducke trave 1 20 % biljne praSine
ploda Sipka. Kada je u pitanju analiza ekstrakata koji su dobijeni superkriticnom ekstrakcijom na
temperaturi od 60 °C, najvec¢i relativni udeo ugljovodonika je detektovan u ekstraktu dobijenom
iz biljne prasSine herbe hajducke trave. Na osnovu dobijenih rezultata, mozemo zakljuciti da je na
relativni udeo ovih komponenata u superkritiénim ekstraktima, pored uslova na kojima se
superkritina ekstrakcija izvodila, veliki uticaj imao i sastav meSavina od kojih su dobijeni
superkritiéni ekstrakti. Do sli¢nih zakljucaka su dosli i Gudaityte i Venskutonis (2007)
analiziraju¢i  gasno-hromatografskom metodom ekstrakte hajducke trave dobijene
hidrodestilacijom cveta i liS¢a viSe hemotipova hajducke trave, sa razli¢itih lokacija u Litvaniji.
Ekstrakti dobijeni hidrodestilacijom lis¢a hajducke trave imali su veéi procenat alifaticnih
ugljovodonika nego ekstrakti dobijeni hidrodestilacijom cveta ove biljke. Dalje, Rustayian i sar.
(2011) su izvrsili gasno-hromatografsku analizu ekstrakata cveta vrste hajducke trave (Achillea
nobilis) dobijenih hidrodestilacijom, i utvrdili da je sastav etarskog ulja razli¢it u zavisnosti od

mesta uzgoja biljke, pri ¢emu je relativni udeo ugljovodonika u etarskom ulju uzorka iznosio oko
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50%. U oba ispitivanja, utvrdeno je da su dobijene razlike u relativnom udelu ugljovodonika
poticale od razli¢itih tipova i razli¢itih uslova pri kojima se biljka gajila.

Od ugljovodonika koji su identifikovani u superkriti¢nim ekstraktima dobijenim iz biljne
prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka i za koje su odredeni relativni procenti, najvise su bili
zastupljeni alifati¢ni ugljovodonici, i to eikozan, dokozan, tetrakozan, tetradekan, heptadekan i
oktadekan. Alifati¢ni ugljovodonici, najvecu ulogu imaju kao rastvara¢i u raznim granama
industrije, ali ve¢ina ovih rastvaraca predstavljaju smese, najces¢e heterogene prirode, pa njihov
sastav Cesto nije potpuno poznat (Von Oettingen, 1942). Pored uloge rastvaraca, ova jedinjenja su
nasla primenu u farmaceutskoj i hemijskoj industriji, kao anestetici, herbicidi, hemijski
intermedijari, jedinjenja za gasenje pozara i sredstva za CiS¢enje metala (Roy i sar., 2001; ILO
Encyclopaedia, 2011). Medutim, proizvodnja i upotreba alifati¢nih ugljovodonika ukljucuje
ozbiljne potencijalne zdravstvene probleme: kancerogenost i mutagenost, efekte na nervni sistem

1 povrede vitalnih organa, posebno jetre (ILO Encyclopaedia, 2011).

4.3.2.3. Rezultati gasno-hromatografske analize tokoferola

U dobijenim superkritiénim ekstraktima, pored gore dve navedene grupe jedinjenja,
detektovani su 1 tokoferoli 1 to su a- 1 y-tokoferol (Tabela 31). Najve¢i relativni procenat ukupnih
tokoferola detektovan je u ekstraktu koji je dobijen iz biljne prasine ploda Sipka primenom
superkritiénog ugljen-dioksida na pritisku od 200 bar i temperaturi od 40 °C (16,6 %) . U
ekstraktima dobijenim iz biljne praSine ploda Sipka, generalno detektovan je najveci relativni
procenat tokoferola pri svim radnim pritiscima i1 temperaturama, izuzev kada se superkriti¢na
ekstrakcija izvodila pri temperaturi od 40 °C i pritisku od 100 bar, gde je najvec¢i relativni
procenat tokoferola detektovan u ekstraktu dobijenom iz smese 80 % biljne prasine ploda Sipka i
20 % biljne prasine herbe hajducke trave (3,25 %).

Kao Sto se moZe uocCiti iz prethodno iznetih rezultata, ekstrakti koji su dobijeni
ekstrakcijom sporednog proizvoda herbe hajducke trave i1 ploda Sipka superkriticnim ugljen-
dioksidom sadrze tokoferole i to u opsegu od 0,68 do 16,16 %. Kvantitativna GC/MS analiza
pojedinacnih i ukupnih tokoferola je uradena u Veterinarskom zavodu, Vinkovci, Hrvatska, a

dobijeni rezultati su dati u tabeli 32, izraZeni kao mg jedinjenja po L ekstrakta.
105



Ana Vasic Doktorska disertacija

U svim ekstraktima bez obzira na uslove superkriticne ekstrakcije, dominirao je a-
tokoferol, dok y-tokoferol nije bio prisutan u ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe
hajducke trave i ekstraktima dobijenim iz smeSe 80% biljna praSina herbe hajducke trave 1 20 %
biljna praSina ploda Sipka, pri svim primenjenim pritiscima i1 temperaturama, kao i u ekstraktu
dobijenom iz smeSe 40 % biljna praSina ploda Sipka i 60 % biljna prasina herbe hajducke trave
pri pritisku od 100 bar i temperaturi od 40 °C (Tabela 32). Na osnovu ovoga moze se zakljuciti
da identifikovan y-tokoferol u ekstraktima, pri uslovima na kojima se vrSila superkriticna
ekstrakcija, zapravo dominantno potice iz biljne prasine ploda Sipka.

Najveci prinos a-tokoferola (776,84 mg/L), kao 1 najveéi ukupni prinos tokoferola
(1332,68 mg/L) identifikovan je u ekstraktu koji je dobijen superkriticnom ekstrakcijom biljne
praSine ploda Sipka na pritisku od 200 bara i1 temperaturi od 60 °C. Poredenjem sa dobijenim
prinosom na istom pritisku, a pri nizoj temperaturi (40 °C), uocen je pozitivan uticaj temperature,
s obzirom na to da je povecanjem temperature povecan prinos za ¢ak oko 46%. Manje znacajan
rast a-tokoferola dobijen je povec¢anjem temperature sa 40 na 60 °C za radni pritisak od 300 bara.
Pozitivan efekat temperature na ekstrakciju a-tokoferola utvrden je u ranijim istraZivanjima
(Mendiola 1 sar., 2008; Bong 1 Loh, 2013; Imsanguan i sar., 2008). Povecanjem temperature
smanjuje se viskoznost i povecava difuzivnost Cime se povecava rastvorljivost rastvaraca
(Herrero 1 sar., 2006).

Utvrdeno je da se tokoferoli lako ekstrahuju pomocu superkriticne ekstrakcije pri nizim
pritiscima, S§to moze predstavljati benefit ove metode. Sli¢an efekat pritiska uocili su Liu 1 sar.
(2012), analizirajuci sastav ekstrakata ulja semena nara dobijenih superkriticnom ekstrakcijom.
Rezultati njihovog istrazivanja su pokazali da je najveéi sadrzaj ukupnih tokoferola dobijen na
pritisku od 150 bar, temperaturi od 50 °C 1 trajanju ekstrakcije od 2 h 1 da se prinos smanjivao sa

dodatnim povecanjem pritiska (Liu 1 sar., 2012).
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Tabela 32. Kvantitativna GC/MS analiza pojedina¢nih i ukupnih tokoferola u ekstrakatima koji

su dobijeni superkriticnom ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke trave i ploda Sipka, kao i

njihovih mesavina, ugljen-dioksidom na razli¢itim uslovima pritiska i temperature

Prinos (mg/L)
Naziv Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
komponente 1 | dobijeniz | dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen iz dobijen
procesni 100% mesavine mesavine mesavine mesavine iz 100%
parametri hajducke | 20% Sipak, | 40% Sipak, 60% Sipak, 80% Sipak, | Sipak
trave 80% 60% 40% 20%
hajducka hajducka hajducka hajducka
trava trava trava trava

T 40°C, p 100 bar
a-tokoferoli 584,49 574,35 456,66 463,00 444 48 396,71
v- tokoferoli n.i. n.i. n.i. 309,81 366,42 379,76
Ukupni 584,49 574,35 456,66 772,81 811,90 776,46
tokoferoli
T 40°C, p 200 bar
a-tokoferoli 474,57 317,51 301,04 383,80 354,40 410,79
v- tokoferoli n.i. n.i. 302,98 306,50 281,28 300,60
Ukupni

. 474,57 317,51 604,02 690,30 635,68 711,39
tokoferoli
T 40°C, p 300 bar
a-tokoferoli 494,08 418,66 374,37 325,47 332,34 371,69
v- tokoferoli n.i. n.i. 337,27 312,18 299.07 243,85
Ukupni. 494,08 418,66 711,64 637,65 631,41 615,54
tokoferoli
T 60°C, p 200 bar
a-tokoferoli 430,18 530,22 373,90 347,30 503,73 776,84
v- tokoferoli n.i. n.i. 339,86 302,32 363,10 555,84
Ukupni
tokoferoli 430,18 530,22 713,76 649,62 866,83 1.332,68
T 60°C, p 300 bar
a-tokoferoli 399,08 415,40 243,73 351,90 410,16 377,16
v- tokoferoli n.i. n.i. 234,40 300,2 368,00 333,06
Ukupni 399,08 415,40 478,13 652,02 778,16 710,22
tokoferoli
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Tokoferoli i tokotrienoli su klasa hemijskih jedinjenja koja se sastoji od metilisanih fenola,
a javljaju se u alfa, beta, gama i delta formama, koje su odredene brojem i pozicijom metil grupa.
Spadaju u liposolubilne vitamine, imaju vitaminsku aktivnost, i nazivaju se vitamin E. Njihova
najvaznija uloga je antioksidantna, a mogu imati 1 ulogu u funkcionisanju misi¢a (Iang i sar.,
2001). Tokoferoli zbog svog dugog bo¢nog lanca i aromati¢nih prstenova su apolarni molekuli, s
toga su dobro rastvorljivi u n-heksanu i superkriti¢nom ugljen-dioksidu (Vagi i sar., 2007).

Prema istraZivanjima Piironena i sar., u Sipku su identifikovani a-, - 1 y-tokoferol, kao 1
d-tokotrienol u tragovima (Piironen 1 sar., 2015). U ovoj studiji a- 1 y-tokoferol, su detektovani u
zna¢ajnim koli¢inama, dok su B-tokoferol, kao i1 d-tokotrienol detektovani u tragovima, u koli€ini
koja je bila nedovoljna za njihovu kvantifikaciju. Grajzer i sar. (2015) su utvrdili da hladno
cedeno ulje iz semena Sipka, pored navedenih nezasi¢enih masnih kiselina, sadrzi znacajnu
koli¢inu lipofilnih antioksidanata, posebno y- i d-tokoferola (slika 13). Fan i sar. (2014) su se
takode bavili analizom sadrzaja tokoferola u plodu Sipka pri ¢emu su utvrdili da sadrzaj o-
tokoferola (vitamina E) u plodu Sipka iznosi 5,84 mg/100g, sadrzaj B-tokoferola 0,05 mg/100g, v-
tokoferola 1,34 mg/100g, dok je sadrzaj d-tokoferola 0,14 mg/100g.

U svojstvu bioaktivnih jedinjenja tokoferoli su analizirani i u ekstraktima dobijenih iz
nekih drugih sirovina, npr. sporedno proizvodu iz prerade paradajza.Vagi i sar. (2007) su
analiziraju¢i sporedne proizvode paradajza nastale u procesu industrijske prerade ovog povrca,
utvrdili da su u uzorcima generisanim iz ove prerade prisutni a-, y- 1 6- tokoferoli 1 y-tokotrienol.
Najvisi prinos tokoferola u superkriti¢noj ekstrakciji ovakvog biljnog materijala ostvaren je na
pritisku od 300 bar i temperaturi od 60 °C (5956 pg/g ekstrakta, od ¢ega je prinos a-tokoferola
iznosio 4118 pg/g ekstrakta). NeSto nize vrednosti prinosa dobijene su superkriticCnom
ekstrakcijom na pritiscima od 380 1 460 bar, ali pri istoj temperaturi (60 °C), dok su prinosi
tokoferola bili znatno smanjeni kada se radna temperatura smanjila na 40 °C, odnosno povecala
na 80 °C. Zakljuc¢ak ovakvih rezultata analize je da pritisak ima snaZniji uticaj na prinos ovih

jedinjenja od temperature ( Vagi i sar., 2007).
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4.4. Konvencionalna C/T ekstrakcija biljne prasine hajducke trave

U cilju ekstrakcije polarnih jedinjenja iz biljne praSine herbe hajducke trave i u cilju
pripreme novih biljnih preparata iz ove biljne sirovine, izvrSena je konvencionalna ¢vrsto/te¢na
ekstrakcija, kao odabran metod ekstrakcije, primenom etanola kao ekstragensa. Radi procene
efikasnosti ove tehnike ekstrakcije i radi odabira odgovarajucih uslova ekstrakcije (koncentracija
ekstragensa) analizirani su, pri definisanim ulaznim parametrima, slede¢i izlazni parametri:
prinos ekstrakcije, efikasnost filtracije, sadrzaj ukupnih fenola i sadrzaj ukupnih flavonoida u
dobijenim ekstraktima. Na osnovu analize dobijenih rezultata, odredena je optimalna
koncentracija etanola koja se moZe primeniti kao efikasan rastvara¢ za ekstrakciju ove biljne
sirovine.

Metoda konvencionalne C/T ekstrakcije nije primenjena na biljnu prasinu ploda §ipka, s
obzirom na to da su dominantne komponente ove biljne sirovine masna jedinjenja, te da sirovina
sadrzi svega 10 % perikarpa iz koga bi se potencijalno mogle izekstrahovati polarne komponente
poput fenola, Sto nije dovoljno opravdana koli¢ina za primenu ovakvog postupka ekstrakcije.

Za ekstrakciju iz biljnog materijala biljna praSina herbe hajducke trave, primenjen je
odnos droga rastvarac¢ 1:10, a kao ekstragens je koriS¢en 30, 50 1 70 % etanol. Ovako dobijeni
ekstrakti oznaceni su kao EA30, EA50 i EA70. Ekstrakcija je radena na sobnoj temperaturi, na
tamnom mestu, u trajanju od 5 dana (oficinalni postupak koji propisuje Ph. Jug. IV za veéinu
biljnih droga). Nakon ekstrakcije, izvrSena je filtracija 1 te¢ni ekstrakt je skladiSten na tamnom
mestu do susSenja. Za dobijene ekstrakte, odreden je prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola i
ukupnih flavonoida, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 33.

Tabela 33. Prinos ekstrakcije i sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u etanolnim ekstraktima

dobijenim iz biljne praSine hajducke trave

" .. | Sadrzaj .
Prinos ekstrakcije | Efikasnost St lpls ukupnih itk ul.iup L
Uzorak .. fenola . flavonoida u
(mg/mL) filtracije (%) (mg EGK/mL) flavonoida fenolima (%)
& (mg EK/mL) >
EA30 27,095+0,002 58,50+0,01 2,635+0,002 1,615+0,011 61,29+0,01
EAS0 28,380+0,002 63,00+0,01 3,605+0,001 2,202+0,008 61,08+0,01
EA70 24,880+0,008 64,70+0,01 2,490+0,002 1,916+0,010 76,95+0,01
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Iz tabele 33. moze se videti da je za ekstrakt kada je ekstragens bio 50 % etanol, dobijen
najvisi prinos ekstrakcije, najveci sadrzaj ukupnih fenola, kao i ukupnih flavonoida u ekstraktu.
Efikasnost filtracije je bila najviSa za ekstrakt dobijen koriS¢enjem 70 % etanola kao ekstragensa,
ali razlog zaSto je ovaj ekstragens odbacen jeste i taj $to se za suSenje na Spray drier uredaju iz
bezbednosnih razloga preporucuje susenje ekstrakata sa manjim sadrzajem etanola.

Na osnovu svega navedenog, utvrdeno je da se za dalju analizu, za dobijanje suvih
ekstrakata metodom suSenja rasprSivanjem, koristi te¢ni ekstrakt dobijen ekstrakcijom biljne

prasine herbe hajducke trave sa 50 % etanolom, kao ekstragensom.

4.5. SuSenje te¢nog ekstrakta dobijenog iz biljne praSine hajducke
trave primenom spray drying tehnike i karakterizacija dobijenog

praha

U prehrambenoj i farmaceutskoj proizvodnji sve ¢esce se biljni preparati upotrebljavaju u
formi proizvoda u prahu (suvog ekstrakta). Prednosti ovakve forme proizvoda su brojne:
smanjuje se zapreminska masa proizvoda ¢ime se smanjuju troSkovi transporta, pakovanja i
skladiStenja, doziranje i manipulacija su jednostavniji, produZena je stabilnost proizvoda, veca
koncentracija bioaktivnih jedinjenja, jednostavnija inkorporacija u finalni proizvod i dr. Suvi
biljni ekstrakti se mogu proizvesti razliitim metodama, medutim zbog jednostavnosti i
danas je suSenje sa rasprSivanjem-spray drying.

U cilju optimalnog iskoriS¢enja biljnog sporednog proizvoda-biljne praSine herbe
hajducke trave ova tehnika suSenja primenjena je kako bi se omogucila proizvodnja suvog
ekstrakta herbe hajducke trave i to transformacijom odabranog te¢nog ekstrakta, prethodno
proizvedenog konvencionalnom tehnikom cvrsto-tecne ekstrakcije, u suvu praskastu formu.
Prilikom suSenja, radi povecanja efikasnosti proizvoda i1 radi proizvodnje suvog ekstrakta
odgovarajucih karakteristika, kao agens za suSenje primenjen je maltodekstrin (MD) u razli¢itim

koncentracijama (5 % 1 10 %). Pored toga ispitana je mogucnost proizvodnje suvih ekstrakata bez
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dodatka MD u tecnom ekstraktu i bez dodatka MD nakon povecanja koncentracije suvog ostatka

u teénom ekstraktu.

4.5.1. Rezultati karakterizacije suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine

hajducke trave

4.5.1.1. Prinos i efikasnost procesa suSenja

Za proizvodnju suvog ekstrakta iz biljne prasine herbe hajducke trave primenjen je tecni
ekstrakt dobijen ekstrakcijom biljne prasine herbe hajducke trave sa 50 % etanolom, kao
ekstragensom, pri ¢emu je odnos droge i rastvaraca bio 1:10. Pored ovakvog te€nog ekstrakta za
proizvodnju suvog ekstrakta herbe hajducke trave primenjen je i tecni ekstrakt koji je
koncentrovan uparavanjem i to do koncentracije suvog ostatka od 31,94 mg/mL. Nakon pripreme
teCnih ekstrakata primenjen je postupak suSenja sa rasprSivanjem, pri cemu je susenje u slucaju
prvog ekstrakta (ekstrakta nize koncentracije suvog ostatka) radeno bez dodatka agensa, sa
dodatkom 5% MD i sa dodatkom 10% MD. SuSenje u sluc¢aju koncentrovanog ekstrakta
(ekstrakta sa viSom koncentracijom suvog ostatka) je radeno bez dodatka agensa. Rastvor MD je
pripreman rastvaranjem u destilovanoj vodi 1 neposredno pre svakog susenja je dodat teCnom
ekstraktu herbe hajducke trave. Tako pripremljena homogenizovana smesa je konstantno tokom
procesa mesSana pomocu magnetne mesalice 1 grejana na temperaturi 30 °C. Svi suvi ekstrakti su
dobijeni pod istim uslovima suSenja. Uvodenje napojne smeSe u spray drying sistem je
obezbedeno pomocu peristalticke pumpe (protok 4,3 L/h). Brzina atomizera je iznosila 20.000 -
21.000 rpm. Ulazna temperatura vazduha je bila u opsegu 135-140 °C, dok je izlazna temperatura
bila u opsegu 60-70 °C. Prah je separatisan iz struje vazduha pomocu ciklonske separacione
metode.

Za procenu procesa susenja potrebno je odrediti efikasnost susenja. Prema literaturnim
podacima, ukoliko je efikasnost suSenja 50 % ili veca, proces suSenja rasprSivanjem se moze
smatrati uspesnim i efikasnim (Bhandari i sar., 1997). Prema Vidovi¢ i sar. (2014) pozeljan je

maksimalan prinos na svim proizvodnim nivoima, pa su od velike vaznosti analiza prinosa i
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efikasnosti proizvodnje, kao i analiza mogucih pojava kao Sto su lepljivost i zaostajanje slojeva
ekstrakta na zidovima komore za susenje.

U slucaju proizvodnje suvih ekstrakata herbe hajducke trave sa dodatkom 51 10 % MD,
kao 1 bez dodatka agensa, za oba tec¢na ekstrakta, nije uo¢en fenomen lepljivosti kao ni fenomen
zaostajanja ekstrakta u slojevima na zidovima komore. Efikasnost ispitivanih procesa za sva Cetiri

uzorka data je u tabeli 34.

Tabela 34. Efikasnost procesa susenja ekstrakata dobijenog iz biljne prasine herbe hajducke trave

Ekstrakti Bez dodatka 5% MD 10% MD Bez MD, koncentrovani
MD ekstrakt
Efikasnost (%) 71,47+0,01 67,19+£0,06 | 70,99+0,01 | 55,62+0,08

Efikasnost procesa suSenja za sve uzorke je bila priliéno visoka. Priblizno jednaka
efikasnost dobijena je u slucaju susSenja ekstrakta niZze koncentracije suvog ostatka i to bez
dodatka agensa i sa dodatkom 51 10 % MD. U slucaju ekstrakta viSe koncentracije suvog ostatka
koji je dobijen bez dodatka agensa, efikasnost procesa susenja bila je znatno niZza (55,62 %) u
odnosu na efikasnost koja je ostvarena suSenjem ekstrakata sa nizom koncentracijom suvog
ostatka. Ipak, s obzirom na to da je efikasnost veca od 50 % i ovaj proces susenja moze se
smatrati efikasnim. Niza efikasnost ovog procesa susenja najverovatnije je uzrokovana upravo

viSom koncentracijom suvog ostatka.

4.5.1.2. Sadrzaj vlage u suvim ekstrakatima dobijenih iz biljne praSine

hajducke trave

Sadrzaj vlage je dominantan faktor koji utie na stabilnost suvih ekstrakata, fizicki i
reoloski, posto je mala koli¢ina vode dovoljna da smanji temperaturu staklavosti (Tg) toliko da se
poveca pokretljivost matriksa tokom skladiStenja (Bhandari i Hartel, 2005), Sto se odrazava
negativno na kvalitet praha. Nizak sadrzaj vlage u suvim ekstraktima je pozeljan, jer se na taj
nacin spre¢ava aglomeracija Cestica i zadrzavaju se dobre protocne osobine prahova (Da Silva i
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sar., 2013). Povecanje sadrzaja vlage moze da utiCe 1 na stabilnost i trajnost proizvoda, s obzirom
na to da povecan sadrzaj vode u proizvodu moze dovesti do povecanog razvoja mikroorganizama
1 mikrobiloske kontaminacije (Da Silva 1 sar., 2013). Sadrzaj vlage u ispitivanim suvim

ekstraktima herbe hajducke trave je prikazan u tabeli 35.

Tabela 35. Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave

Ekstrakti Sadrzaj vlage (%)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 7,22+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 6,40+0,02
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 7,68+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 6,10+0,03

dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta

Za sve uzorke sadrzaj vlage je bio slican, bez obzira na dodatak agensa i njegovu
koncentraciju u ekstraktu. Prema ranijim istrazivanjima, za farmaceutske proizvode u formi
praha, ukljucujuéi ekstrakte osusene metodom susSenja sa rasprSivanja, adekvatnim se smatraju
vrednosti sadrzaja vlage nize od 5 % (v/v). Kako je odredeni sadrzaj vlage u svim uzorcima bio
ve¢i od 5 %, ovako dobijeni suvi ekstrakti se ne mogu primeniti u farmaceutskoj industriji, ali se
mogu primeniti efikasno za proizvodnju raznih prehrambenih proizvoda i funkcionalnih
proizvoda u prehrambenoj industriji. Jedan od takvih proizvoda je biljni instant ¢aj, za Ciju
proizvodnju se, prema Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog €aja i njihovih proizvoda (SI. glasnik
RSI, br. 4/2012), mozZe iskoristiti suvi ekstrakt herbe hajducke trave Ciji sadrzaj vlage ne prelazi 8
%, U skladu sa navedenim, u ove svrhe mogu se upotrebiti svi analizirani suvi ekstrakti herbe
hajducke trave, s obzirom na to da je dobijen sadrzaj vlage ispod 8 %.

Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima moze se smanjiti poveéanjem temperature susenja
usled Cega dolazi do povecanja temperaturnog gradijenta 1 brzeg prenosa toplote izmedu
proizvoda i toplog vazduha (Tengse i sar., 2017). Prema tome, sadrzaj vlage u suvim ekstraktima
dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave se moze smanjiti primenom vec¢ih ulaznih

temperatura suSenja od 140 °C. Medutim, primena vecih ulaznih temperatura moze negativno
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uticati na termoosetljiva bioaktivna jedinjenja, naroCito ona koja su prisutna u hajduckoj travi.
Stoga, da bi se mogla primeniti viSa temperatura, prethodno je potrebno istraziti njen uticaj na

temperaturno osetljive komponente ispitivanog materijala.

4.5.1.3. Higroskopnost suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine hajducke

trave

Higroskopnost se moze definisati kao sposobnost materijala da apsorbuje vlagu iz
sredine visoke relativne vlaznosti (Vladi¢, 2017). Generalno, suvi biljni ekstrakti smatraju se
higroskopnim proizvodima, pri ¢emu intenzitet njihove higroskopnosti zavisi od sastava samih
ekstrakata, ali 1 od uslova skladiStenja. Za smanjenje higroskopnosti ekstrakata, upotrebljavaju se
razli¢ite pomoc¢ne supstance-aditivi, koji mogu biti dodati teCnom ekstraktu-napojnoj smesi pre
suSenja, ili suvom ekstraktu koji je dobijen suSenjem.

Visoka higroskopnost suvih biljnih ekstrakata posledica je prisustva znacajnih koli¢ina
hidrofilnih jedinjenja kao §to su ugljeni hidrati, glikozidi, organske kiseline, fenoli, amino
kiseline, proteini itd. (Chang 1 sar., 2014). Prema Vidovi¢ 1 sar. (2014), fizicke promene u
prahovima-suvim ekstraktima, ukljucujuc¢i higroskopnost, se pripisuju temperaturi staklavosti
(Tg), tako da Sto je veca Tg praha, niza je njegova higroskopnost.

Higroskopnost ispitivanih suvih ekstrakata herbe hajducke trave je priblizno ista, za sve
ispitivane uzorke, bez znacajnijih razlika. Promena higroskopnosti suvih ekstrakata merena je
nakon 90 min i1 48 h. Posle 90 minuta higroskopnost ispitivanih suvih ekstrakata iznosila je od
3,70 do 4,49 %. Posle 48 h higroskopnost ispitivanih suvih ekstrakata je povecana priblizno 5
puta. U oba slucaja, nakon 90 minuta i nakon 48 h, higroskopnost je bila najviSa za suvi ekstrakt
dobijen iz koncentrovanog te¢nog ekstrakta herbe hajducke trave bez dodatka agensa (tabela 36).

Prema Jaya i Dass (2004) povecanje koncentracije dodatog MD utice na povecanje Tg
praha, Sto rezultira njegovom nizom higroskopnos$¢u. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno

navedenom tvrdnjom.
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Susenje bez dodakta MD ekstrakta nize koncentracije suvog ostatka nije rezultovalo
znacajnim smanjenjem higroskopnosti u odnosu na ekstrakte koji su dobijeni iz istog ekstrakta ali
sa dodatkom MD.

Tabela 36. Higroskopnost suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine herbe hajducke trave,
nakon 90 mini48 h

Higroskopnost Higroskopnost
Ekstrakti posle 90 min (%) | posle 48 h (%)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka 3,85+0,01 20,89+0,01
MD
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 3,90+0,01 20,88+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 3,70+0,01 20,52+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka 4,49+0,02 21,49+0,02
MD, dobijen iz koncentrovanog tecnog
ekstrakta

4.5.1.4. Protocnost suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine hajducke trave

Proto¢nost suvih ekstrakata herbe hajducke trave dobijenih suSenjem sa rasprSivanjem
zavisi od uslova procesa susenja, prvenstveno ulazne temperature, a zatim i od drugih svojstava
praha, kao Sto je npr. sadrzaj vlage. Bhandari 1 sar. (1997) definiSu proto¢ni prah za onaj kod
koga je izmeren ugao formiran izmedu bocne povrSine i1 baze konusa ispod 45°. Posmatrajuci
ovakvu definiciju proto€nosti i rezultate ispitivanih uzoraka (tabela 37), moZemo zakljuciti da su
suvi ekstrakti dobijeni iz biljne prasine herbe hajducke trave protocni i stoga su pogodni za dalju
upotrebu na industrijskom nivou. Oc¢igledno je da sadrzaj vlage (u opsegu od 6,10 do 7,68 %) nije
bio kritiCan sadrzaj vlage koji moze uticati na promenu protocnih svojstava ovako dobijenih

suvih ekstrakata.
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Tabela 37. Proto¢nost suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine herbe hajducke trave

Ekstrakti Protocnost (°)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 40,00+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 40,30+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 40,00+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 42,60+0,03

dobijen iz koncentrovanog te¢nog ekstrakta

4.5.1.5. Nasipna zapremina suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine
hajducke trave

Poznavanje nasipne zapremine praha-suvog ekstrakta je od fundamentalnog znacaja za
dalje procesuiranje, skladistenje, pakovanje i distribuciju (Oliveira i sar., 2010). S obzirom na to
da je prah izuzetno zastupljen u proizvodnji razliitih farmaceutskih oblika ¢ija je zapremina
limitirana (npr. tablete 1 kapsule), male vrednosti nasipne zapremine nisu pozeljne (Paini 1 sar.,
2015). Osim toga, u prahovima sa manjom vrednoS¢u nasipne zapremine potencijalno vise
vazduha se nalazi unutar praha i veca je povrSina koja moze do¢i u kontakt sa vazduhom, pa se
povecava moguénost oksidacije. 1z ovih razloga proizvod u formi praha postaje nestabilan
prilikom skladiStenja (Kurozawa i sar., 2009; Oliveira 1 sar., 2010).

U suvim ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave vrednost nasipne
zapremine je bila u opsegu od 31,28 do 57,50 mg/mL (tabela 38). Analizom dobijenih rezultata
moze se zapaziti smanjenje nasipne zapremine sa povecanjem koli¢ine dodatog MD, §to je u
skladu sa veéim brojem literaturnih podataka (Mahendran, 2010; Caliskan i Dirim, 2013).
Medutim, takode postoji odredeni broj studija u kojima se navodi suprotan uticaj koncentracije
dodatog agensa na zapreminsku masu, a u nekim je zapaZeno i da koncentracija nosaca ne
pokazuje znacajan uticaj na nasipnu zapreminu (Nadeem i sar., 2013; Tewa-Tagne i sar., 2007;
Mishra i sar., 2014). Razlozi opre¢nih zaklju¢aka o uticaju koli¢ine nosaca na nasipnu zapreminu

jesu razliCita priroda materijala koji se susi 1 razliCiti parametri procesa suSenja. Osim koli¢ine
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nosaca, na nasipnu zapreminu uti¢e i vrsta nosaca, ulazna temperatura unutar spray dryer

komore, brzina rasprsivanja i protok napojne smese (Shrestha i sar., 2007).

Tabela 38. Nasipne zapremine suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine hajducke trave

Ekstrakti Nasipna zapremina
(mg/mL)

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 57,50+0,06

Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 36,92+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 31,28+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 44,62+0,05

dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta

4.5.1.6. Vreme rehidratacije suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine

hajducke trave

MD predstavlja jedan od najCeS¢e koriS¢enih agenasa-nosaca u spray drying tehnici, a
jedan od razloga za to su njegove dobre fizicke karakteristike, izmedu ostalih i rastvorljivost u
vodi (Krishnaiah i sar., 2014). S obzirom na to da MD predstavlja modifikovani skrob, njegovo
vreme rastvaranja je duZze od vecine hidrofilnih jedinjenja prisutnih u biljnim ekstraktima
(Caliskan 1 Dirim, 2016), pa je ocCekivano da ekstrakti sa MD imaju produzeno vreme
rehidratacije (Nunes i sar., 2015). U analiziranim suvim ekstraktima dobijenim iz biljne praSine
herbe hajducke trave vreme rehidratacije je bilo u opsegu od 8 do 15 s. Moze se zakljuditi da su
svi suvi ekstrakti imali relativno kratko vreme rehidratacije, $to ide u prilog njihove potencijalne
primene. Analizirani rezultati rehidratacije suvih ekstrakata herbe hajducke trave su u skladu i sa
prethodnom tvrdnjom Nunes i sar. (2015), te se moZe uociti da je vreme rehidratacije bilo

produZeno za sve uzorke u kojima je MD primenjen kao nosac (tabela 39).
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Tabela 39. Vreme rehidratacije odredeno za suve ekstrakte dobijene iz biljne praSine herbe
hajducke trave

Ekstrakti Rehidratacija (s)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 8,00+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 8,50+0,01

Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 15,00+0,02

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 12,00+0,01

dobijen iz koncentrovanog te¢nog ekstrakta

4.5.1.7. Morfologije prahova- suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine

hajducke trave

Morfologija cestica dobijenih suvih ekstrakata je ispitana pomocu skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM), a metoda je opisana u poglavlju 3.7.7. Ova metoda analize
primenjena je i za analizu morfologije ¢istog MD, pre i nakon suSenja, a rezultati analize
prikazani na slici 21. Uoceno je da su pre procesa suSenja rasprSivanjem Cestice MD veliki
kristali koji sadrze odredenu koli¢inu vlage i imaju nepravilan oblik igle. Metodom suSenja
rasprSivanjem formiraju se male odvojene sfericne Cestice glatkih povrSina. Ovom metodom
analize utvrdeno je da suvi ekstrakti dobijeni iz biljne praSine herbe hajducke trave imaju
morfologiju cestica koji se opisuje Cesticama bisernog oblika. SusSenjem rasprSivanjem
koncentrovanog tecnog ekstrakta biljne prasine herbe hajducke trave dobijen je suvi ekstrakt koji
je cvrste morfologije. Iz navedenog se zakljuuje da dodatak MD doprinosi proizvodnji finih
oblika Cestica praha koji su prihvatljivi za primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.
Takode, uoceno je da dodatak MD ima znacajan uticaj na veli¢inu formiranih Cestica, §to je
naroCito uo€ljivo na primenu suvog ekstrakta koji je dobijen dodatkom 10 % MD, gde su

formirane znacajno sitnije odvojene Cestice.
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Slika 21. SEM morfologija suvih ekstrakata biljne praSine herbe hajducke trave 1 MD, pre 1
nakon procesa suSenja rasprsivanjem, gde su sa MD oznaceni uzorci MD pre suSenja, MD-spd
uzorci MD nakon susenja raspr§ivanjem, AM-1 je suvi ekstrakt biljne prasine herbe hajducke

trave bez dodatka MD, AM-2 je suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD,
dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta, AM-3 suvi ekstrakt hajducke trave sa 5 % MD, a

AM-4 je suvi ekstrakt hajducke trave sa 10 % MD
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4.5.1.8. Rezultati odredivanja veliCine Cestica suvih ekstrakata dobijenih iz

biljne prasine hajducke trave

Za merenje raspodele veliCine Cestica, uticaja nosaca (MD) i uticaja parametara susenja

rasprSivanjem na veli¢inu Cestice, primenjen je LEICA sistem za obradu i analizu slike. Cestice

su opisane njihovom duzinom, Sirinom, povrSinom, obimom 1 zaobljenosti, a dobijeni rezultati su

prikazani u tabeli 40.

Tabela 40. Velicina Cestice analiziranih suvih ekstrakata dobijenih iz biljne prasine herbe

hajducke trave

Uzorak DuzZina Sirina (um) | Obim(um) | Povr$ina(um?) | Zaobljenost
(um)

MD 56,00+2,89 | 89,83+1,71 | 127,95+9,54 | 179,88+22.29 | 34,55+0,51

MD posle susenja 6,13+1,46 4,11+1,03 18,18+4,03 | 18,71+£7.,45 1,41+0,37

rasprsivanjem

Suvi ekstrakt hajducke trave | 5,72+1,01 3,75+0,87 16,62+2,71 | 1,34+0,20 16,07+5,48

bez dodatka MD

Suvi ekstrakt hajducke trave | 7,75+1,72 5,13+1,37 22,35+4,46 | 1,32+0,17 30,00£13,90

bez dodatka MD, dobijen iz

konc. te€nog ekstrakta

Suvi ekstrakt hajducke trave | 5,67+1,45 3,7£1,16 16,67+4,06 | 1,38+0,20 16,22+10,61

sa 5% MD

Suvi ekstrakt hajducke trave | 5,11+£0,96 3,38+0,86 13,63+£2,74 | 1,36+0,19 13,34+4,81

sa 10% MD

Na osnovu dobijenih rezultata o duZini, Sirini, obimu 1 povrSini €estica nosaca MD pre i

nakon primene metode susenja rasprSivanjem, mozemo zakljuciti da je primenjena metoda imala
veliki uticaj na formiranje Cestica, s obzirom na to da su dobijene Cestice bile mnogo manje
veli¢ine nakon suSenja. Iz tabele 40. uocavamo da se duzina cestica MD nakon suSenja
rasprSivanjem znacajno smanjila, sa 56 na 6,13 pum, zatim, Sirina sa 89,83 na 4,11 pm, kao i obim
i povrsina Cestica MD, sa 127,95 na 18,18 um, i sa 179,88 na 18,71 (um?), respektivno. Kada
uporedimo dobijene rezultate veli¢ine Cestica suvog ekstrakta dobijenog iz biljne praSine herbe
hajducke trave bez dodatka MD i suvog ekstrakta biljne praSine herbe hajducke trave bez dodatka

MD, dobijenog iz koncentrovanog te¢nog ekstrakta, uo¢avamo da se primenom koncentrovanog
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teCnog ekstrakta dobijaju prahovi sa veéim Cesticama i priblizno dva puta vece zaobljenosti.
Rezultati takode pokazuju da veca koncentracija dodatog MD moze znacajno uticati na fizicke
parameter Cestica proizvoda. Tako, ukoliko poredimo Cestice praha dobijene bez dodatka MD 1 sa
dodatkom 10 % MD jasno se uocava da su Cestice dobijene sa dodatkom MD krace, uze, manje
povrsine 1 manjeg obima, a podaci o zaobljenosti pokazuju da su Cestice ekstrakta dobijenog uz

dodatak 10% MD sferi¢ne sa malim agregacijama.

4.5.1.9. Rezultati XRPD analize suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine

hajducke trave

XRPD analiza je izvrSena pomocu BRUKER DS difraktometarskog sistema sa X-
zracima, uz prethodno navedene uslove merenja (poglavlje 3.7.9.). Rezultati XRPD analize (slika
22.) ukazuju na amorfan status analiziranih proizvoda. Strukturne analize su ponovljene nakon 3
meseca, i uoceno je da se za taj vremenski period, amorfni karakter prahova nije promenio. Ovi
strukturni fenomeni bi mogli ukazivati na vrlo brzo rastvaranje ispitivanih prahova (suvih

ekstrakata).
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Slika 22. XRPD analiza suvih ekstrakata biljne prasine herbe hajducke trave 1 MD, pre 1 nakon

procesa suSenja rasprsivanjem, gde su sa MD oznaceni uzorci MD pre susenja, MD-spd uzorci

MBD nakon suSenja rasprSivanjem, AM-1 je suvi ekstrakt biljne praSine herbe hajducke trave bez

dodatka MD, AM-2 je suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD,

dobijen iz koncentrovanog te¢nog ekstrakta, AM-3 suvi ekstrakt hajducke trave sa 5 % MD, a

AM-4 je suvi ekstrakt hajducke trave sa 10 % MD
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4.5.1.10. Indeks rastvorljivosti u vodi i indeks apsorpcije vode suvih

ekstrakata dobijenih iz biljne prasSine hajducke trave

Prema Hogekamp i1 Schubert (2003), idealan prah bi trebalo da se kvasi brzo i potpuno, da
ne pluta po povrsini ve¢ tone, bez formiranja nerastvorljivih grudvica. Jedan od parametara koji
ukazuje na upravo ova svojstva praha je Indeks rastvorljivosti (WSI) u vodi. WSI je znacajan
parametar, jer ukazuje na sposobnost praha-suvog ekstrakta da se rastvara u vodi. Prema Samahy
1 sar. (2007), uzrok smanjenja indeksa rastvaranja moZe biti formiranje komponenti koje su
nerastvorljive u vodi, Sto je nepozeljan proces u slucaju proizvodnje prahova namenjenih za
primenu rehidratacijom. Veca vrednost indeksa rastvaranja ukazuje na bolju rastvorljivost
konstitutenata u vodi, te se takvi prahovi mogu okarakterisati kao proizvodi sa zeljenim
osobinama.

U ispitivanim suvim ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave izmerene
su visoke vrednosti ovog indeksa, Sto implicira da se dobijeni suvi ekstrakti lako rastvaraju u
vodi. UocCeno je i da se sa poveCanjem koncentracije MD neznatno povecava indeks
rastvorljivosti (tabela 41).

Indeks apsorpcije vode (WAI) predstavlja sposobnost praskastih proizvoda, suvih
ekstrakata da apsorbuje vodu i kod ovog indeksa su pozeljne nize vrednosti (Hogekamp i
Schubert, 2003). Analiza suvih ekstrakata herbe hajducke trave je pokazala da je indeks
apsorpcije vode bio nizak u svim prahovima 1 da se povecanjem koli¢ine MD redukuje kapacitet
zadrzavanja vode u prahovima.

Utvrdeni parametri suvih ekstrakata hajducke trave (velika vrednost indeksa
rastvorljivosti 1 mala indeksa apsorpcije) predstavljaju karakteristike kojima se ispunjavaju uslovi
kvaliteta da ovakvi suvi ekstrakti budu primenjeni u proizvodima koji se koriste rastvaranjem u
vodi (npr. instant Cajevi). Moze se pretpostaviti da se WSI 1 WAI za suve ekstrakte herbe
hajducke trave moze modifikovati dodavanjem vec¢ih koncentracija MD, ali se mora uzeti u obzir
da primena vece koli¢ine MD povecava cenu koStanja procesa proizvodnje suvih ekstrakata, kao i

da primena vece koli¢ine MD uti¢e na senzorne karakteristike dobijenih suvih ekstrakata.
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Tabela 41. Indeks rastvorljivosti u vodi i indeks apsorpcije vode suvih ekstrakata hajducke trave

MD, dobijen iz koncentrovanog tecnog
ekstrakta

Ekstrakti WSI (%) WAI (%)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka | 74,38+0,01 18,13+0,03
MD

Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD | 75,63+0,01 17,77+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD | 76,39+0,03 17,32+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka | 72,12+0,04 20,08+0,06

4.5.1.11. KvaSenje i hidrofilnost suvih ekstrakata dobijenih iz biljne prasine
hajducke trave

Kao $to je ve¢ navedeno u poglavlju 3.7.11. za odredivanje hidrofilnosti suvih ekstrakata,

primenjena je metoda po Wu (Wu, 1971), u kojoj su za merenje kontaktnog ugla primenjene

destilovana voda i dijodometan. U tabeli 42. prikazani su rezultati za kontaktne uglove i polaritet

ispitivanih prahova.

Tabela 42. Hidrofilnost 1 polaritet suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine herbe hajducke

trave
Uzorak 0 vode (°) 0 dijodometana (°) | y (mNm") | Polaritet (%)
MD 24,50 27,68 74,60 45,42
MD posle susenja rasprSivanjem 26,52 26,66 74,06 44,54
Suvi ekstrakt hajducke trave bez 22,70 41,90 71,90 51,23
dodatka MD
Suvi ekstrakt hajducke trave bez 22,33 42,25 71,96 51,48
dodatka MD, dobijen iz
koncentrovanog te¢nog ekstrakta
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% | 21,45 40,43 72,70 50,89
MD
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 23,75 32,03 73,87 47,09
10% MD
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Iz dobijenih rezultata, moze se uociti da su ispitivani uzorci hidrofilni. Polaritet svih

ispitivanih suvih ekstrakata je bio iznad 40 %. Polaritet suvog ekstrakta biljne praSine herbe

hajducke trave bez dodatka MD 1 suvog ekstrakta biljne praSine herbe hajducke trave bez dodatka

MD, ali dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta, imao je priblizno istu vrednost. Primecuje se

da sa dodatkom odredene kolicine MD polaritet smanjuje. Iz tabele 42 vidimo da se u odnosu na

polaritet suvog ekstrakta koji je dobijen bez dodatka MD (51,23%) dodatkom 5 % MD, polaritet

smanjio naznatno, na 50,89 %, a dodatkom 10 % MD, vrednost polariteta je bila znacajno niza

47, 09 %. Na osnovu dobijenog moze se zakljuciti da je na polaritet najviSe uticao sastav

ispitivanog uzorka, odnosno dodatak pomoénog agensa MD.

4.5.1.12. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u suvim ekstraktima dobijenim

iz biljne praSine hajducke trave

Sadrzaj ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima dobijenim iz biljne

prasine herbe hajducke trave odreden je pomocu standardne spektrofotometrijske metode. Sadrzaj

ukupnih fenola je izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline po g suvog ekstrakta, a sadrzaj

ukupnih flavonoida je izrazen kao mg ekvivalenta katehina po g suvog ekstrakta (tabela 43).

Tabela 43. Sadrzaj ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima dobijenim iz biljne

prasine herbe hajducke trave

Ekstrakti SadrZaj ukupnih fenola | Sadrzaj ukupnih
(mg GAE/g) flavonoida (mg CE/g)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka 169,41+0,02 113,08+0,02
MD
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 161,55+0,01 108,96+0,01
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 151,86+0,04 103,40+0,03
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka 164,08+0,01 109,76+0,01

MD, dobijen iz koncentrovanog tecnog
ekstrakta
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U svim dobijenim suvim ekstraktima, sadrzaj ukupnih fenola bio je visok, i to u opsegu
od 151,86 mg do 169,41 mg GAE/g. Sadrzaj ukupnih flavonoida je bio u opsegu od 103,40 do
113,08 mg CE/g. Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida odreden je u ekstraktu hajducke
trave koji je proizveden bez dodatka MD, a najmanji sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida izmeren
je u suvom ekstraktu herbe hajducke trave koji je proizveden dodatkom MD u najvecoj
koncentraciji, 10 %. Razlog smanjenja sadrzaja fenola i flavonoida u ekstraktima sa povecanjem
koncentracije MD moze biti ,,razblazuju¢i* efekat MD, jer se sa dodatkom vece koli¢ine nosaca
smanjuje sadrzaj fenola u napojnoj smesi, Sto je u skladu sa rezultatima vise studija (Nadeem 1
sar., 2011; Mishra i sar., 2013; Caliskan i1 Dirim, 2013).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se generalno zakljuciti da za proizvodnju suvih
ekstrakata sa visokom koncentracijom fenola i flavonoida treba primeniti dodatak minimalne
kolicine MD, ali one koja obezbeduje dovoljno efikasno suSenje, suSenje bez lepljenja i
zaostajanja slojeva na zidovima uredaja, kao i proizvodnju praha odgovarajuce stabilnosti u

pogledu fizickih karakteristika

4.5.1.13. Sadrzaj etarskog ulja i njegov hemijski sastav u suvim ekstraktima
dobijenim iz biljne prasSine hajducke trave

U suvim ekstraktima dobijenim iz biljne praSine herbe hajducke trave odreden je sadrzaj
etarskog ulja. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 44.
Tabela 44. Sadrzaj etarskog ulja odreden u suvim ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe

hajducke trave

Ekstrakti Sadrzaj etarskog ulja (%, w/w)
Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 0,286+0,002
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 0,255+0,001
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 0,253+0,001

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 0,290+0,002

dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta
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Sadrzaj etarskog ulja u suvim ekstraktima dobijenim iz biljne praSine herbe hajducke
trave je bio u opsegu od 0,253 do 0,290 %. Najveci i priblizno sli¢an sadrzaj odreden je u suvim
ekstraktima dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave koji su proizvedeni bez dodatka
MD. U suvim ekstraktima koji su proizvedeni sa dodatkom MD, sadrzaj etarskog ulja je bio za
oko 12 % nizi. Dakle, ba§ kao u slucaju fenola 1 flavonoida i u ovom slucaju uo¢avamo
,razblazujuéi“ efekat MD, s obzirom na to da se dodatkom MD smanjuje sadrzaj etarskog ulja u
suvom ekstraktu. Nije bilo znacajnije razlike u sadrzaju etarskog ulja izmedu uzoraka u koje su
dodati 51 10 % MD.

Primenom gasno-hromatografske metode analizirano je prisustvo aromati¢nih
komponenti u etarskim uljima izolovanih iz suvih ekstrakata herbe hajducke trave. Dobijeni
rezultati analize su prikazani u tabeli 45.

Tabela 45. Rezultati GC/MS analize aromati¢nih komponenata prisutnih u etarskom ulju

izolovanom iz suvog ekstrakta dobijenog iz biljne prasine herbe hajducke trave

Udeo komponenata u etarskom ulju (%)

Naziv Etarsko Etarsko ulje Etarsko ulje | Etarsko ulje

komponente | ulje bez bez MD sa5% MD | sa10% MD
MD (uparen)

Karvakrol 2,12 1,39 1,29 0,72

Sabinen 1,69 1,79 1,39 1,23

Kariofilen 7,78 8,27 7,81 7,01

oksid

B - Eudesmol | 4,46 4,12 5,23 4,72

Hamazulen 17,88 23,20 21,85 23,18

Gasno-hromatografskom analizom aromati¢nih komponenata u etarskom ulju
izolovanom iz suvih ekstrakata utvdeno je da je dominantno jedinjenje ovih ulja hamazulen. Ova
komponenta se smatra najznacajnijim seskviterpenom etarskog ulja hajducke trave i moze da ¢ini
i do 50 % sadrzaja etarskog ulja (EMA/HMCP/290309/2009). Terpenoidni hamazulen ima
potencijalna antiinflamatorna, antialergi¢na 1 antispazmodi¢na svojstva (Romeilah, 2009).
Analizirani relativni sadrzaj hamazulena u ispitivanim uzorcima iznosi od 17,88 do 23,18 %, Sto
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je nesto vise u odnosu na neka dosadasnja istrazivanja: 5,28 % (Nadim i sar., 2011); 6,49 %
(Florihana, 2014).

Drugo dominantno aromati¢no jedinjenje u izolovanim etarskim uljima bio je kariofilen
oksid (prisutano u relativnim procentom od 7,01 do 8,27 %). Kariofilen oksid, je jedinjenje koje
je odobreno od strane FDA kao konzervans koji se moze primeniti u proizvodnji prehrambenih i
kozmetickih proizovda (Food Drug Administration) i svrstan je od strane Evropskog veéa na listu
prirodnih 1 sintetickih aromati¢nih supstanci. Ovo seskviterpensko jedinjenje poboljSava svojstva
koze, ima antiinflamatorno 1 antikarcinogeno dejstvo (Opdicke and Letizia, 1983).

U svim uzorcima B-eudesmol bio je prisutan u relativnom procentu od 4,12 do 5,23 %.
Dokazano je da terpenoidni B-eudesmol ima antibakterijsku aktivnost (Iaili i sar., 2005).
Jedinjenja kao Sto su karvakrol, eukaliptol, linalol, kamfor, a-terpineol, metil kavikol, geraniol,

sabinen 1 fitol su bili prisutni u nizim procentima.

4.5.1.14. Antioksidativna svojstva suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine
hajducke trave

Antioksidativna svojstva dobijenih suvih ekstrakata odredena su pomocu DPPH testa i

izrazena preko vrednosti ICs, (tabela 46).

Tabela 46. Antioksidativna aktivnost suvih ekstrakata sporednog proizvoda hajducke trave

Ekstrakti I1Cso (mg/mL)

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD | 0,0026+0,0001
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 5% MD 0,0028+0,0001
Suvi ekstrakt hajducke trave sa 10% MD 0,0031+0,0002

Suvi ekstrakt hajducke trave bez dodatka MD, | 0,0027+0,0001

dobijen iz koncentrovanog tecnog ekstrakta

Svi analizirani suvi ekstrakati pokazali su veoma visok antioksidativni kapacitet, jer je
ICs analziranih ekstrakata bio u opsegu od 0,0026 do 0,0031 mg/mL. Antiokidativna aktivnost

suvog ekstrakta hajducke trave bila je veéa od antioksidativne aktivnosti suvih ekstrakata S.
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montana (Vidovi¢ 1 sar., 2014), antioksidativne aktivnosti etarskog ulja Lavandula angustifolia
(Khitam et al., 2013), a priblizno jednake vrednosti je imala sa antioksidativhom aktivnoscu
etarskog ulja Ocimum basilicum (Hussain 1 sar., 2008). Antioksidativna aktivnost suvih
ekstrakata herbe hajducke trave je u korelaciji sa sadrzajem ukupnih fenola, kao i sa sadrzajem
etarskih ulja u analiziranim prahovima.

Na osnovu dobijenih rezultata antioksidativne aktivnosti, sadrzaja bioaktivnih jedinjenja
sa dokazanim antioksidativnim svojstvima kao §to su fenoli, flavonoidi 1 aromati¢ni kariofilen
oksid, moze se zakljuciti da se ispitivani suvi ekstrakti dobijeni iz biljne praSine herbe hajducke
trave mogu primeniti kao potencijalni antioksidansi u prehrambenoj industriji. Pored toga,
prisustvo hamazulena sa antiinflamatornim delovanjem, i B-eudesmola sa antibakterijskim
delovanjem, moze opravdati upotrebu suvih ekstrakata hajducke trave za proizvodnju

funkcionalnih proizvoda u prehrambenoj ili kozmetickoj industriji.

4.6. Karakterizacija instant ¢aja sa suvim ekstraktom dobijenim iz

biljne prasSine herbe hajducke trave

S obzirom na to da su suvi ekstrakti dobijeni iz biljne prasine herbe hajducke trave
pokazali dobre karakteristike, kako fizicke tako i1 karakteristike u pogledu sadrzaja bioaktivnih
jedinjenja, ispitana je mogucénost njihove primene u proizvodnji instant ¢aja. U tom cilju
pripremljeni su granulati (instant ¢ajevi) sa razli¢itom koncentracijom suvog ekstrakta, kao i
placebo granulat (tabela 11). Dobijeni granulati ispitani su u pogledu fizickih svojstava, ali 1 u

pogledu senzornih karakteristika.
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4.6.1. Rezultati analize fizickih svojstava instant ¢aja sa suvim ekstraktom

dobijenim iz biljne prasine herbe hajducke trave

Odredivanje sadrzaja vlage u namirnicama predstavlja jednu od osnovnih analiza i ima
viSestruki znacaj, jer se na osnovu sadrzaja vlage proizvoda procenjuje u prvom redu kvalitet
namirnica, mogucénost konzervisanja, Cuvanja i ispravnost u smislu zakonskih propisa. Pove¢an
sadrzaj vlage, kao $to je prethodno navedeno, utie i na stabilnost proizvoda, te u proizvodima sa
ve¢im sadrzajem vlage za znacajno krace vreme dolazi do kontaminacije mikroorganizmima.
Pored sadrzaja vlage, u pripremljenim uzorcima instant ¢aja ispitani su jos i vreme rehidratacije i

nasipna zapremina, a dobijeni rezultati prikazani su tabelarno (tabela 47).

Tabela 47. Sadrzaj vlage, vreme rehidratacije 1 nasipna zapremina instant ¢aja sa suvim

ekstraktom dobijenim iz biljne praSine herbe hajducke trave

Uzorak Sadrzaj vlage Vreme rehidratacije | Nasipna zapremina
(%) (s) (mg/mL)

Suvi ekstrakt 7,3207 2400 57,50

Instant Caj sa 2% ekstrakta 9,8119 10 130,82

Instant Caj sa 5% ekstrakta 9,8467 16 125,26

Instant ¢aj sa 10% ekstrakta | 9,9208 24 129,30

Placebo granulat 9,3776 3,28 -

Kako je ve¢ navedeno, prema Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog €aja i njihovih
proizvoda (SI. glasnik RS, br. 4/2012), dozvoljen sadrzaj vlage biljne sirovine koja se koristi za
pripremu biljnog instant ¢aja odnosno biljnog instant-Caja u ¢vrstom stanju, iznosi 8 %. Suvi
ekstrakt herbe hajducke trave je imao sadrzaj vlage ispod 8 %, ali se njegovim dodatkom u biljni
instant ¢aj, sadrzaj vlage pripremljenog instant ¢aja povecao.

Vreme rehidratacije samog suvog ekstrakta herbe hajducke trave izuzetno je visoko i
iznosi 40 minuta. Iz ovog razloga Cist suvi ekstrakt hajducke trave se ne moze, bez dodatka

pomoc¢nih supstanci i prethodnog procesa granuliranja, primeniti kao instant napitak. Placebo
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granulat sa druge strane ima izuzetno dobro i kratko vreme rehidratacije, pa se moze zakljuciti da
povecanjem koli¢ine pomoénih supstanci (odnosno placebo granulata), odnosno smanjenjem
sadrzaja suvog ekstrakta u ukupnoj formulaciji biljnog instant €aja, dolazi do povecanja brzine
rehidratacije kona¢nog proizvoda.

Dobijeni podaci o nasipnoj zapremini (zapreminskoj masi) proizvoda ovog tipa izuzetno
su znacajni posto oni uticu na formu i kvalitet konacnog komercijalnog proizvoda (masu biljnog
instant ¢aja u kesici, masu suvog ekstrakta u kapsuli itd.). UKao §to je navedeno u prethodnom
tekstu, ukoliko je mala vrednost nasipne zapremine, potencijalno vise vazduha se nalazi unutar
praha, 1 veca je povrSina koja moze do¢i u kontakt sa vazduhom, pa se pove¢ava moguénost
oksidacije, zbog Cega dolazi do destabilizacije proizvoda (Kurozawa i sar., 2009; Oliveira i sar.,
2010). Rezultati analize su pokazali da dobijeni instant ¢ajevi imaju vecu nasipnu zapreminu
nego sami suvi ekstrakti, a da procenat suvog ekstrakta koji ulazi u sastav instant ¢aja nije mnogo

uticao na dobijene vrednosti nasipne zapremine.

4.6.2. Odredivanje senzornih karakteristika

Senzorne karakteristike proizvoda su izuzetno znacajne s obzirom na to da one ukazuju na
to da li ¢e neki proizvod biti prihvacen od strane krajnjeg korisnika odnosno trzista. Dakle, bez
obzira na dobre fizicke 1 hemijske karakteristike nekog proizvoda, da bi proizvod bio uspesno
plasiran na trziSte neophodno je da on bude i odgovaraju¢ih senzornih karakteristika. Upravo
zbog toga uradena je senzorna analiza pripremljenog instant ¢aja. U senzornoj analizi biljnih
instant Cajeva na bazi ekstrakta herbe hajducke trave ucestvovala je grupa ispitanika koja je
brojala 50 Zena nepuSaca, starosti od 20 do 25 godina. Senzorno su ispitani i okarakterisani
instant ¢aj sa 2%, 5% 1 10% suvog ekstrakta biljne prasine herbe hajducke trave.

U ovom ispitivanju primenjivani su test izgleda, test mirisa i test ukusa, sprovedeni po
modifikovanoj proceduri opisanoj u studiji Sansone 1 sar. (2011). Kako je ve¢ opisano u
poglavlju 3.8.5., ocenjivao se izgled ispitivanog uzorka kao prihvatljiv ili neprihvatljiv, dok se
miris ocenjivao kao izuzetno prijatan, prijatan, neprijatan ili izuzetno neprijatan. Ukus se, takode,
ocenjivao kao izuzetno prijatan, prijatan, neprijatan ili izuzetno neprijatan, ali i kao slan, sladak,

gorak, kiseo ili metalan. Kao standard u testu mirisa, koristio se vanilin Secer koji je u prethodnim
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istrazivanjima ocenjen kao izuzetno prijatan i to najviSom ocenom 10. Kao standard u testu
ukusa, za hladan napitak se koristio Fructus-instant ¢aj od brusnice, a za topli napitak se koristio
Fructus-¢aj jagoda sa vanilom, koji su u prethodnim istrazivanjima ocenjeni kao izuzetno prijatni
1 sa ocenom 10.

Rezultati testa izgleda su graficki prikazani na slici 23.
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Slika 23. Grafik testa izgleda uzoraka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta biljne
prasSine herbe hajducke trave
Kada su u pitanju uzorak biljnog instant caja sa 2 % 1 biljnog instant ¢aja sa 5 % suvog
ekstrakta dobijenog iz biljne prasine herbe hajducke trave, 50 od 50 ispitanika su izgled uzoraka
ocenili kao prihvatljiv (100 %), dok je izgled uzorka biljnog instant ¢aja sa 10 % suvog ekstrakta
biljne praSine herbe hajducke trave, od 50 ispitanika, 34 ispitanika ocenili kao prihvatljiv (68 %),
a 16 ispitanika ocenili kao neprihvatljiv (32 %).
Senzorna analiza uzoraka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta biljne praSine
herbe hajducke trave obuhvatala je i test mirisa, po kome su uzorci ocenjeni kao izuzetno prijatni,
prijatni, neprijatni i izuzetno neprijatni, a rezultati testa mirisa su graficki prikazani na slici 24 i

25.
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Slika 24. Grafik testa mirisa uzoraka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta dobijenog iz

biljne praSine herbe hajducke trave
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Slika 25. Grafik testa mirisa uzoraka instant ¢aja sa 2 %, 5 % i 10 % suvog ekstrakta biljne

prasine herbe hajducke trave

Na slici 24 1 25 graficki su prikazani rezultati testa mirisa uzoraka instant ¢aja. Sve uzorke
su ispitali 1 ocenili 50 ispitanika. Miris biljnog instant ¢aja sa 2 % suvog ekstrakta biljne praSine

herbe hajducke trave 88 % ispitanika su ocenili kao prijatan, 10 % kao izuzetno prijatan, a 2 % su
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ovaj uzorak instant Caja ocenili kao neprijatan. Na osnovu dobijenih rezultata, miris biljnog
instant Caja sa 2 % suvog ekstrakta biljne praSine herbe hajducke trave ocenjen je prose¢nom
ocenom 5,96 (od maksimalno 10) u odnosu na standard koriS§¢en u analizi. Kada je u pitanju
analiza uzoraka biljnog instant ¢aja sa 5 % suvog ekstrakta biljne praSine herbe hajducke trave,
68 % ispitanika su miris ocenili kao prijatan, 28 % kao izuzetno prijatan, i 4 % ispitanika su
uzorak ocenili kao neprijatan, pa je miris ovog uzorka ocenjen prosecnom ocenom 6,72 u odnosu
na standard koriS¢en u analizi. Miris biljnog instant ¢aja sa 10 % suvog ekstrakta biljne praSine
herbe hajducke trave, 68 % ispitanika su ocenili kao prijatan, 16 % kao izuzetno prijatan, 14 % su
ovaj uzorak instant ¢aja ocenili kao neprijatan, a 2% ispitanika kao izuzetno neprijatan. Na
osnovu dobijenih rezultata, miris biljnog instant ¢aja sa 10 % suvog ekstrakta biljne praSine herbe
hajducke trave ocenjen je prosecnom ocenom 5,88 u odnosu na standard koris¢en u analizi.

Kada uporedimo dobijene rezultate ocene mirisa uzoraka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 %
suvog ekstrakta, primecujemo da je najnizu ocenu dobio uzorak instant ¢aja sa najve¢im udelom
dodate biljne prasine herbe hajducke trave (10 %), Sto je i ofekivano, s obzirom na hemijski
sastav 1 aromaticne komponente hajducke trave.

Pripremljeni hladni i topli napici biljnih instant ¢ajeva sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta
senzorno su analizirani primenom testa ukusa. Rezultati testa ukusa za hladni napitak za sve

uzorke, prikazani su na slici 26.
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Slika 26. Grafik testa ukusa hladnih napitaka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta

dobijenog iz biljne prasine herbe hajducke trave
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Ukus hladnog napitka biljnog instant ¢aja sa 2% suvog ekstrakta ocenjen je od strane
68% ispitanika kao neprijatan, 6% kao izuzetno neprijatan, dok su ukus ovog napitka 26 %
ispitanika ocenili kao prijatan. Ukus istog uzorka, 84 % ispitanika su ocenili kao gorak, 8 % kao
kiseo, 6 % kao slan, a samo 2 % ispitanika su ocenili kao sladak. Ukus hladnog napitka od
biljnog instant ¢aja sa 2% ekstrakta ocenjen je prosecnom ocenom 4,40 u odnosu na standard
kori$¢en u ovoj analizi. Hladni napitak biljnog instant ¢aja sa 5% suvog ekstrakta ocenjen je od
strane 60 % ispitanika kao neprijatan, 34 % kao izuzetno neprijatan, 4 % kao prijatan, dok su 2 %
ispitanika ukus ovog hladnog napitka ocenili kao izuzetno prijatan. Takode, 92 % ispitanika su
ovaj napitak ocenili kao gorak, dok su ga 8 % ocenili kao kiseo. Na osnovu dobijenih rezultata
ispitivanja, hladni napitak biljnog instant ¢aja sa 5% suvog ekstrakta ocenjen je kao neprijatan i
gorak od strane najveceg broja ucesnika u analizi, prose¢nom ocenom 2,74 u odnosu na standard
koriS¢en u ovoj analizi. Ukus hladnog napitka biljnog instant ¢aja sa 10% suvog ekstrakta biljne
prasine herbe hajducke trave ocenjen je od strane 76% ispitanika kao izuzetno neprijatan, 18%
kao neprijatan, 4 % kao izuzetno prijatan, dok su 2 % ispitanika ukus ovog hladnog napitka
ocenili kao prijatan. Ukus istog uzorka 90 % ispitanika je ocenilo kao gorak, 8 % kao kiseo 12 %
kao slan. Ukus hladnog napitka od biljnog instant ¢aja sa 10% ekstrakta ocenjen je veoma niskom
prosecnom ocenom 1,84 u odnosu na standard kori§¢en u ovoj analizi.

Rezultati testa ukusa za topli napitak za sve uzorke biljnog instant ¢aja, prikazani su na

slici 27.
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Slika 27. Grafik testa ukusa toplih napitaka instant ¢aja sa 2 %, 5 % 1 10 % suvog ekstrakta

dobijenog iz biljne prasine herbe hajducke trave
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Topli napitak biljnog instant ¢aja sa 2% suvog ekstrakta ocenjen je od strane 52 %
ispitanika kao neprijatan, 42 % kao prijatan, 4 % kao izuzetno neprijatan, dok su 2 % ispitanika
ukus ovog hladnog napitka ocenili kao izuzetno prijatan. Takode, 84 % ispitanika su ovaj napitak
ocenili kao gorak, 10 % kao kiseo, dok su 6 % ispitanika nukus ovog napitka ocenili kao sladak.
Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, topli napitak biljnog instant ¢aja sa 2% suvog ekstrakta
ocenjen je kao neprijatan i gorak od strane najveceg broja ucesnika u analizi, prose¢nom ocenom
4,68 u odnosu na standard koriS¢en u ovoj analizi. Ukus toplog napitka biljnog instant ¢aja sa 5 %
suvog ekstrakta ocenjen je od strane 22% ispitanika kao izuzetno neprijatan, 70 % kao neprijatan,
4 % kao izuzetno prijatan, dok su 4 % ispitanika ukus ovog hladnog napitka ocenili kao prijatan.
Ukus istog uzorka, 90 % ispitanika su ocenili kao gorak, 4 % kao kiseo, 2 % kao slan, a 4 % su
njegov ukus ocenili kao sladak. Ukus hladnog napitka od biljnog instant caja sa 10%
ekstraktaocenjen je veoma niskom prose¢nom ocenom 3,06 u odnosu na standard koriS¢en u ovoj
analizi. Kada je u pitanju senzorna ocean ukusa toplog toplog napitka biljnog instant ¢aja sa 10 %
suvog ekstrakta biljne prasine herbe hajducke trave, ukus je ocenjen od strane 74% ispitanika kao
izuzetno neprijatan, 20 % kao neprijatan, 4 % kao izuzetno prijatan, dok su 2 % ispitanika ukus
ovog hladnog napitka ocenili kao prijatan. Takode, 90 % ispitanika su ovaj napitak ocenili kao
gorak, 8 % kao kiseo, dok su 2 % ispitanika ukus ovog napitka ocenili kao sladak. Kao i u slu¢aju
hladnog napitka instant ¢ajim sa istim relativnim udelom suvog ekstrakta topli napitak biljnog
instant ¢aja sa 10% suvog ekstrakta ocenjen je kao neprijatan i gorak, od strane najveceg broja
ucesnika u analizi, prosecnom ocenom 1,58 u odnosu na standard koris¢en u ovoj analizi.

Rezultati senzorne analize instant ¢aja na bazi ekstrakta dobijenog iz biljne hajducke trave
ukazuju na to da je izgled ovakvih proizvoda prihvatljiv, da je miris prijatan, medutim, da je
ukus, bilo u formi hladnog ili toplog napitka, izuzetno gorak i neprijatan, te bi se u ovoj formi
ovakav proizvod mogao proizvoditi i plasirati na trziste tek nakon maskiranja njegovog

neprijatnog ukusa.
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4.7.  Funkcionalni hleb sa dodatkom biljne praSine ploda Sipka

Tehnologija funkcionalne hrane se sve vise razvija kao odgovor na zahteve potrosaca da
poboljSaju svoju ishranu i iskoriste odredene zdravstvene koristi koje im funkcionalne
komponente obezbeduju. S obzirom na veliku zastupljenost hleba i pekarskih proizvoda u
strukturi dnevnog obroka, u ovom eksperimentalnom radu akcenat je stavljen upravo na izradu
hleba obogacenog bioaktivnim komponentama.

U radu je ispitana mogucénost upotrebe biljne prasSine ploda Sipka kao dodatka koji bi
obezbedio dobar kvalitet proizvoda, uz poboljSane funkcionalne i nutritivne vrednosti. Njegov
uticaj je utvrden pracenjem promena reoloSkih karakteristika testa i odredivanjem kvaliteta
gotovog proizvoda. Biljna prasina herbe hajducke trave je izostavljena u ovoj fazi ispitivanja, jer
bi visok sadrzaj gorkih materija koje su zastupljene u ovoj lekovitoj biljci, sasvim sigurno uticao

na senzorske karakteristike gotovog proizvoda.

4.7.1. Uticaj dodatka biljne prasine ploda Sipka na reoloske osobine testa i

kvalitet hleba

U ovom delu eksperimentalnog rada definisane su karakteristike i ispitan kvalitet brasna,
izraden hleb sa i bez dodatka biljne praSine ploda Sipka, i odreden njegov kvalitet, odnosno
utvrden uticaj dodate biljne praSine ploda Sipka na kvalitet hleba.

Rezultati odredivanja hemijskog sastava i veliCine Cestica pSeni¢nog brasna prikazani u
tabeli 48 potvrduju namenski kvalitet ovog braSna. Veli¢ina Cestica je vrlo vazna karakteristika
brasna jer od veli¢ine i raspodele veliCine Cestica zavise reoloSka svojstva testa (Moreira i sar.,
2010). U ispitivanom uzorku brasna dominiraju neSto krupnije Cestice velic¢ine od 180 do 315
um, §to je u intervalu preporuka za brasno namenjeno proizvodnji hleba. Hemijski sastav brasna
odreden je prema metodama opisanim u poglavlju 3.9. i rezultati su prikazani u tabeli 48. Takode,
analizirana je, i prikazana u istoj tabeli, raspodela veli¢ina Cestica, kako bi se uporedila sa
dodatim uzorkom biljne prasine ploda Sipka (poglavlje 4.1.), utvrdila 1 eventualno otklonila
razlika u veli¢ini Cestica (usitnjavanje, prosejavanje).
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Tabela 48. Fizicko - hemijske karakteristike brasna

Fizicko - hemijske karakteristike

Hemijski parametri Sadrzaj vlage (%) 10,68
Sadrzaj pepela (%o/s.m.) 0,41
Sadrzaj proteina (%) 9,09
Sadrzaj masti (%) 0,81
<95 um 8,2
95-150 um 1,6

Veli¢ina Cestica 150-165 um 4
165-180 um 04
180-315 um 55
>315 um 30,5

4.7.2. Reoloske osobine testa sa dodatkom biljne praSine ploda Sipka

Postupak izrade testa sa 1 bez dodatka biljne prasine ploda Sipka, kao i metode

odredivanja reoloskih karakteristika izradenog testa opisane su u poglavlju 3.9.1.

Rezultati odredivanja uticaja biljne praSine ploda Sipka na farinografske i ekstenzografske

parametre testa prikazani su u tabeli 49. (slika P39 — P56).

Tabela 49. Farinografski 1 ekstenzografski parametri kontrolnog uzorka 1 uzoraka sa 51 10 %

biljne prasine Sipka

Parametri Kontrolni 5 % biljne prasine 10 % biljne prasine
ploda Sipka ploda Sipka

Farinografski parametri

Mo¢ upijanja vode (%) 58,6 62,2 65,7

Razvoj testa (min) 2,0 2,0 4,5

Stabilitet (min) 0,5 9,5 10,0

Stepen omeksanja (Fj) 105 10 0

Kvalitetni broj/klasa 65,0/B1 94,5/A1 100/A1

Ekstenzografski parametri

Energija (cm?) 140,9 131,3 68,6

Otpor testa - O (Ej) 670 950 890

Rastegljivost - R (mm) 121 100 82

K=0O/R 5,5 9,5 10,8
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Dobijeni rezultati na farinografu ukazuju da dodatak biljne praSine ploda Sipka pozitivno
utice na mo¢ upijanja vode (MUV). Pri dodatku 5 % biljne prasine ploda Sipka dolazi do
povecanja pomenutog parametra za 4 %, a pri dodatku 10 % biljne praSine ploda Sipka za ¢ak 10
% u odnosu na kontrolni uzorak. Pretpostavlja se da se pomenuti efekat biljne praSine ploda Sipka
na mo¢ upijanja vode moze objasniti prisustvom prehrambenih vlakana u sastavu ploda Sipka
(Winther i sar. 2015; Milenkovi¢ Andelkovi¢, 2016). Zahvaljujuéi prisustvu velikog broja
hidroksilnih grupa u svojoj strukturi, vlaknaste materije imaju dobra hidrataciona svosjtva (Rosell
1 sar., 2001). Pored vlakana, plod Sipka sadrzi veliku koli¢inu i drugih hidrofilnih jedinjenja
(fenoli i fenolne kiseline, flavonoidi, vitamin C, tokoferoli) koja vezuju odredenu koli¢inu vode i
time uzrokuju povecanje moci upijanja. Moze se ocekivati da ¢e hleb dobijen od brasna sa
dodatkom biljne prasine ploda Sipka imati duzu svezinu zbog vece moci upijanja vode tokom
zamesa testa, odnosno duze migracije vode iz sredine ka kori tokom starenja hleba (Boyagioglu i
D’Apollonia, 1994).

Dodatak biljne prasine ploda Sipka je imao znacajniji uticaj na razvoj testa kod uzorka sa
10 % ploda Sipka. Pretpostavlja se da su vlakna Sipka delimi¢no usporavala hidrataciju samih
glutenskih proteina. Na osnovu dobijenih farinografskih krivi, takode, je uoceno da dodatak
biljne prasine ploda Sipka uzrokuje naknadno stvrdnjavanje testa. Pretpostavlja se da je prisustvo
vlakana Sipka kao hidrofilnih kompnenti u testu uticalo na duzu hidrataciju Cestica, a ometanje
formiranja trodimenzionalne strukture glutena u pocetku meSenja odlozilo potpunu hidrataciju
polipeptidnih lanaca glutenskih proteina. Nakon strukturiranja glutena doslo je i do dodatnog
vezivanja vode $to se manifestovalo naknadnim stvrdnjavanjem. Dodatak biljne prasine ploda
Sipka znacajno je uticao i na stepen omeksanja, a time i na kvalitetnu klasu brasna. Uzorci testa sa
51 10 % biljne praSine ploda Sipka imaju Cak deset puta manji stepen omeksanja Sto je rezultiralo
poboljsanjem kvalitetne klase od B1 do Al.

Na osnovu ekstenzografskih merenja odredena je rastegljivost testa koja predstavlja
veoma vazno svojstvo pseni¢nog testa koje omogucava formiranje specificne strukture i
volumena pekarskih proizvoda (Kieffer, 2006). Istovremeno, otpor koji se javlja tokom istezanja
testa ukazuje na ponasanja testa tokom obrade i peCenja (Nash 1 sar., 2006). Rezultati prikazani u
tabeli 49. ukazuju da dodatak biljne praSine ploda Sipka uti¢e na promenu svih ekstenzografskih

parametra, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Boz i Karaoglu 2013). Otpor testa se
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povecava za 30 do 40 %, a rastegljivost smanjuje za 20 do 30 % u odnosu na vrednosti kod
kontrolnog uzorka. Zbog navedenih promena znac¢ajno se menja izgled ekstenzografskih krivi sa
dodatkom 10 % biljne prasine ploda Sipka, Sto rezultuje smanjenjem energije za cak 35 % 1
smanjenjem odnosa O/R ¢ak 2 puta u odnosu na kontrolni uzorak. Smanjenje energije je u
suprotnosti sa rezultatima istrazivanja Boz 1 Karaoglu (2013), medutim, pretpostavlja se da je
pomenuto znacajno smanjenje rezultat prisustva askorbinske kiseline u visku.

Na osnovu literaturnih podataka, hemijski sastav ploda Sipka varira u zavisnosti od vrste,
regiona, lokaliteta i uslova gajenja. Sadrzaj askorbinske kiseline je na osnovu istrazivanja Demir i
Ozcan (2001) izmedu 2300 i 2700 mg/100 g suvog ploda. Askorbinska kiselina je redukciono
sredstvo, medutim, tokom meSenja dolazi do njene oksidacije u dehidroaskorbinsku kiselinu koja
oksiduje slobodne sulfihidrilne grupe u glutenskim proteinima. Oksidansi povecavaju elasticnost
testa 1 time poboljSavaju njegovu obradivost, povecavaju narastanje testa tokom pecenja Sto na
kraju rezultuje ve¢om zapreminom hleba (Stauffer 1990b). Dobijene vrednosti ekstenzografskih
krivi ukazuju da je dodatak i 51 10 % biljne prasSine ploda Sipka, znacajno izmenilo svojstva testa
pri istezanju. Efekti na ispitivane fizicke parametre testa su slicni dodatku vece koli¢ine
askorbinske kiseline, kao oksidacionog sredstva u pekarstvu. Dobijeni rezultati ukazuju da je
sadrzaj askorbinske kiseline u ispitivanom funkcionalnom dodatku verovatno iznad preporucenih
optimalnih vrednosti za pekarstvo od 0,5-3,0 g Ciste askorbinske kiseline na 100 kg brasna.
KoriS¢enje biljne praSine ploda Sipka u pomenutim koli¢inama moZe biti opravdano u izradi
hleba od slabog pSeni¢nog brasna, kada se zeli ojacati glutenska struktura i poboljsati fizicke
osobine testa 1 gde su preporuke za dodatak askorbinske kiseline u granicama od 6-10 g/100 kg

brasna (Popper i sar. 2006).
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4.7.3. Kvalitet hleba sa dodatkom biljne prasine ploda Sipka

Testo je zameSeno, izradeno, oblikovano i ostavljeno da fermentise u skladu sa planom
eksperimenta i definisanim postupkom izrade (poglavlje 3.9.2). Nakon pecenja i hladenja ocenjen
je kvalitet hleba merenjem zapremine i senzorskom analizom. Na osnovu ocena za fino¢u pora i
elasticnost sredine odreden je vrednosni broj sredine hleba — VBS (Kaluderski, Filipovi¢ 1998) .
Promene kvaliteta hleba u funkciji odabranih nezavisnih parametara utvrdene su na bazi

dobijenih rezultata, prikazanih u tabeli 50.

Tabela 50. Ocena kvaliteta hleba

Uzorak | Specificna | Zapremina | Visina | Elasticnost Finoc¢a strukture pora Vrednosni
masa hleba hleba sredine broj
(g/ecm?) (cm?) (mm) sredine*

1 0,58 215 76,5 Vr. dobra - (3,8) | Malo gruba/gruba (0,8) 4,6

2 0,51 245 87,5 Vrlo dobra (4,0) | Skoro fina/malo gruba (1,2) | 5,2

3 0,54 235 85,5 Vr. dobra (4,0) Malo gruba* (1,1) 5,1

4 0,56 225 71,0 Dobra (3,0) Gruba (0,5) 3,5

5 0,60 210 80,5 Vr. dobra (4,0) Malo gruba* (1,1) 5,1

6 0,51 245 85,0 Vr. dobra (4,0) Skoro fina/malo gruba (1,2) | 5,2

7 0,62 210 71,5 Dobra (3,0) Gruba (0,5) 3,5

8 0,54 235 83,5 Dobra + (3,2) Skoro fina/malo gruba (1,2) | 4,4

9 0,46 270 86,0 Vr.dobra (3,8) Skoro fina/malo gruba (1,2) | 5,0

*Vrednosni broj sredine — VBS (min 0, max 7,0)

Analiziraju¢i rezultate dobijene za uzorke bez aditiva (uzorak 1), sa 0,2 % aditiva (uzorak
2) 1 0,4 % aditiva (uzorak 3), moze se zakljuciti da je kvalitet hleba znacajno poboljSan veé
dodatkom minimalne koli¢ine aditiva (0,2 %), $to je rezultat kombinovanog efekta emulgatora,
askorbinske kiseline 1 alfa-amilaze kao aktivnih komponenti u sastavu kombinovanog
poboljsivaca. Povecana zapremina i visina hleba, kao i1 viSe ocene za elasticnost sredine i1 fino¢u
strukture pora, rezultat su potvrda poboljSanog kvaliteta hleba.

Uzorak hleba sa dodatkom 5 % biljne prasine ploda Sipka (uzorak 4) je imao manju

visinu, 1 malu vrednost vrednosnog broja sredine, §to se moze objasniti uticajem vece koliine
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askorbinske kiseline u sastavu ploda Sipka koja je znacajno uticala na povecanje otpora testa i
smanjenje njegove rastegljivosti, i time smanjila mo¢ zadrzavanja gasova nastalih tokom
fermentacije testa. Dobijeni rezultati su u skladu sa tvrdnjama Tebben i sar. (2018) 1 Popper 1 sar.
(2008) koji isticu da dodatak vece koli¢ine askorbinske kiseline od optimalne uzrokuje zbijenu
malu zapreminu, zbijenu strukturu testa sa grubim porama. Pretpostavlja se da je prisustvo
mineralnih materija, pre svega Ca, koji povecava jaCinu veze u glutenu, takode, umanjio
rastegljivost glutena 1 time onemogucio ravnomerno Sirenje gasova tokom fermentacije, pa je i

struktura hleba zbijena, a finoca pora gruba (slika 26).

Slika 26. Spoljasnji izgled (A) i izgled popre¢nog preseka (B) uzoraka hleba bez 1 sa dodatkom 5
110 % biljne prasine ploda Sipka

Sa dodatkom male koli¢ine aditiva (0,2 %) (uzorak 5), kvalitet hleba se znacajno
poboljsao jer je prisustvo emulgatora u sastavu aditiva uticao na poboljSanje fizickih osobina
testa 1 njegovu obradivost. Visina hleba je povecana za oko 14 %, a vrednosni broj sredine je bio
relativno visok 5,1, §to je rezultat prisustva alfa amilaze u sastavu poboljSivaca, koja je uticala na
poboljsanje strukture sredine i dobijanje veée zapremine hleba. Povecanjem koli¢ine aditiva
(uzorak 6), zapremina 1 visina dobijenog hleba su se povecale za oko 15 %, a takode i1 ocene za
elasti¢nost i finocu strukture pora. Generalno, senzorske karakteristike hleba su ocenjene veoma
dobrom ocenom. Boja hleba je ocekivano ruzicasta, usled bojenih materija koje se nalaze u plodu
Sipka. Miris 1 ukus hleba su prijatni i zaokruZeni. Dobijeni rezultati senzorske ocene su u skladu
sa rezultatima istrazivanja Boz 1 Karaoglu (2013), koji isticu da je dodatak 2,5 % Sipka (u masi

brasna) uticao na poboljSanje opsSte prihvatljivosti hleba od celog zrna. Sadrzaj askorbinske
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kiseline u Sipku je bio 850 mg/100 g Sipka Sto je obezbedilo koli¢inu Sipka u testu u optimalnim

granicama za pekarstvo.

Na slici 27. je prikazan uzorak hleba sa dodatkom 5 % biljne prasine ploda Sipka i 0,2 %

aditiva, koji je imao najbolji senzorski kvalitet.

Slika 27. Hleb sa dodatkom 5 % biljne prasine ploda Sipka i 0,2 % aditiva

Kada su u pitanju uzorci hleba sa dodatkom vece koli¢ine biljne prasine ploda Sipka (10
%), na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da dodatak poboljSivaca/aditiva ima pozitivan
uticaj na ispitivane parametre kvaliteta hleba. Uzorak 7 sa dodakom 10 % biljne praSine Sipka,
bez dodatka poboljSivaca imao je najnizu zapreminu i najlosiji kvalitet sredine. Vrednosni broj
sredine hleba je 3,5, elasti¢nost sredine je dobra, fino¢a pora gruba, $to jos jednom potvrduje da
je povecana koli¢ina askorbinske kiseline u sastavu testa imala nepovoljan efekat na glutensku
strukturu. PreviSe jak gluten nije imao dovoljnu elasti¢nost neophodnu za neometano narastanje

testa tokom fermentacije pod pritiskom nastalih gasova.

Bolji kvalitet hleba imao je uzorak sa 0,4 % aditiva: zapremina hleba 270 cm?, visina
hleba 86 mm, elasti¢nost sredine odli¢na, pore skoro fine/malo grube i vrednosni broj sredine

max 5,7. Na slici 28. su prikazani uzorci hleba sa dodatkom 10 % biljne praSine ploda Sipka, bez
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aditiva, sa 0,2 1 0,4 % aditiva, gde se mogu primetiti ofigledne razlike u spoljnom izgledu hleba,
naroCito u postignutoj visini i zapremini. Pomenuti rezultati ukazuju na pozitivan efekat
poboljSivaca, pre svega emulgatora 1 alfa amilaze u njegovom sastavu, koji povecavaju
zapreminu, poboljSavaju elasti¢nost sredine, smanjuju debljinu zidova para i1 time dorinose

njihovoj fino¢i (Mettler, Seibel, 1993).

Slika 28. Hleb sa dodatkom 10% biljne prasine ploda Sipka:

a) bez aditiva, b) sa 0,2 % aditiva, c) sa 0,4 % aditiva

Boja i miris uzoraka hleba sa dodatkom 10 % biljne prasine ploda Sipka se nisu znacajno
razlikovali od uzoraka hleba sa dodatkom 5 % biljne prasine ploda Sipka. Medutim, veca koli¢ina
biljne praSine ploda Sipka je znacajno uticao na promenu ukusa koji se manifestovao
karakteristiénim blago kiselkastim ukusom, ali i dalje prijatnom aromom. Rezultati senzorskog
ispitivanja kvaliteta hleba su pokazali da je na ovaj nacin dobijen proizvod prihvatljivo dobrog

kvaliteta, Cime je rad sa ovakvim uzorcima itekako opravdan.

Pored senzorske analize kvaliteta ispitivanih uzoraka hleba ispitan je 1 njihov nutritivni
kvalitet (tabela 51). Dodatak biljne praSine ploda Sipka je uticao na povecanje vlage sa 31,9 %
kod kontrolnog uzorka na 34,3 % kod uzorka sa dodatkom 10 % biljne prasSine ploda Sipka.
Takode je zabelezeno i znacajno povecanje kiselinskog stepena. Kod uzorka sa dodatih 5 %
biljne prasine ploda Sipka kiselinski stepen je bio 4,35, a sa dodatih 10 % biljne prasine ploda

Sipka Cak 6,05., dok je kod kontrolnog uzorka kiselinski stepen iznosio 2,65. Povecanje
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kiselinskog stepena, je logi¢na posledica prisustva askorbinske kiselin eu sastavu biljne prasine
Sipka. Uzorak hleba sa 10 % biljne prasine ploda Sipka ima za 60 % veéi udeo pepela u odnosu na
kontrolni uzorak ¢iji je pepeo 0,52. Znacajnom povecanju pepela u uzorku hleba sa dodatkom
biljne praSine ploda Sipka svakako doprinosi povecan sadrzaj minerala u biljnom materijalu,

prvenstveno N, P, K,Ca i Mg (Ercisli, 2007).

Tabela 51. Hranljiva vrednost 100 g hleba sa dodatkom 5 % biljne praSine ploda Sipka i hleba sa
dodatkom 10 % biljne prasine ploda Sipka

Nutrijenti Kontrolni uzorak 5% Sipak 10% Sipak
Energija (kl/kcal) 1155,26/271,92 1106,78/264,35 1091,46/260,69
Masti (g) 0,32 0,43 0,31

Od kojih:

Zasicene masne kiseline (g) 0,07 0,13 0,98

Ugljeni hidrati (g) 58,23 56,19 55,73

Od kojih:

Seceri (g saharoze) 1,05 1,52 2,12

Proteini (g) 9,03 8,93 8,75

Dodatak biljne prasine ploda Sipka uticao je na manje promene hranljivog sastava hleba.
Povecan je udeo masti, a smanjen udeo proteina u hlebu. Iako je smanjen udeo svarljivih ugljenih
hidrata, dodatak skroba je uzrokovao povecanja Secera, Sto je posledica udela prostih Secera u
sastavu ploda Sipka. Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 51. moze se uociti povoljan uticaj
dodatka biljne prasine ploda Sipka na smanjenje energetske vrednosti hleba za oko 5,5 %, §to je
uz povecanje sadrzaja mineralnih materija, kao i antiradikalske aktivnosti, znacajan doprinos u
poboljsanju svojstava hleba, odnosno dobijanju funkcionalnog proizvoda.

Rezultati ispitivanja masno-kiselinskog sastava Sipka kao i uzoraka hleba sa dodatkom
biljne praSine ploda Sipka ukazuju na dominaciju polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) kod
Sipka odnosno mononezacenih masnih kiselina kod uzoraka hleba (tabela 52). Sadrzaj trans
masnih kiselina u uzorcima hleba je izmedu 17 1 23 %, medutim, svakako nije zabrinjavajuéi jer
je udeo masti u samom hlebu nizak. Takode, uocava se i pozitivan uticaj dodatka biljne prasine

ploda Sipka na povecanje udela esencijalne linolne kiseline (omega 6).
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Tabela 52. Masnokiselinski sastav uzoraka hleba bez (kontrolni uzorak), i sa dodatkom 51 10 %

biljne prasine ploda Sipka i uzorka Ciste biljne prasine ploda Sipka

Masne kiseline | Biljna praSina Kontrolni Hleb sa dodatkom
(g/100g masti) ploda Sipka uzorak biljne prasine ploda Sipka
5% 10%
12:0 0,27
14:0 0,26 0,26 0,21 0,23
16:0 7,67 17,32 18,25 18,11
16:1 1,04 0,15 0,12 0,19
18:0 3,63 10,28 10,59 11,28
18:1t 21,20 18,67 14,68
18:1c 25,07 35,69 31,45 28,51
18:2t 2,05 3,26 2,73
18:2¢ 41,37 3,95 11,29 15,64
18:3n3 11,28 1,56 2,78
20:0 2,30 0,71 0,63 0,82
20:1 0,37 0,23
22:0 0,50 0,81 0,86 0,65
24:0 0,45 0,46
SFA 14,63 29,38 30,98 31,55
MUFA 26,49 57,04 50,24 43,62
PUFA 52,65 6,00 16,11 21,15
TFA 0,00 23,25 21,93 17,42

Na osnovu analiziranih rezultata nutritivnog kvaliteta hleba evidentno je da je iskoris¢enje
otpada iz industrijske prerade ploda Sipka u proizvodnji hleba opravdano. Kako je navedeno u
poglavlju 2.3.4. plod Sipka sadrzi veoma znacajne fitonutrijente, kao Sto su tokoferoli, fenoli,
karotenoidi, Seceri, organske kiseline i esencijalne masne kiseline. Budu¢i da literaturni podaci
(Han 1 Koh, 2011; Dziki i sar., 2014) ukazuju da fenolne kiseline zadrzavaju antioksidativnu
aktivnost posle termickog tretmana (pecenja), pretpostavlja se da je hleb obogacen biljnom
prasinom ploda Sipka finkcionalna namirnica sa znacajnim antiradikalskim potencijalom. S
obzirom na trend obogacivanja belog hleba prirodnim sirovinama (zacinsko 1 lekovito bilje) koje
predstavljaju izvore minerala, mikronutrijenata, antioksidanata, prehrambenih vlakana i
esencijalnih ulja, ili otpadom i1 sporednim proizvodima drugih grana industrije, biljna praSina

ploda Sipka predstavlja svakako odlican izbor.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ove doktorske disertacije ispitana je moguénost primene biljne prasine herbe
hajducke trave 1 biljne praSine ploda Sipka, kao i meSavina ove dve biljne sirovine, za
proizvodnju biljnih ekstrakata i novih funkcionalnih proizvoda. Biljna prasina herbe hajducke
trave 1 biljna prasSina ploda Sipka generiSu se kao sporedni proizvod toku proizvodnje biljnog
filter Caja.

Za ispitivanje mogucnosti iskoriS¢enja ovih biljnih sirovina za proizvodnju biljnih
ekstrakata primenjene su klasi¢na ¢vrsto-teCna ekstrakcija etanolom kao ekstragensom, Soxhlet
ekstrakcija metilen-hloridom i n-heksanom, kao i ekstrakcija superkriticnim ugljen-dioksidom.
Dobijeni ekstrakti su okarakterisani u pogledu hemijskog sastava primenom razli¢itih metoda
analize, pri ¢emu su analizirani sastav i1 koncentracija odredenih aromati¢nih jedinjenja,
ugljovodonika, sterola, tokoferola, hlorofila, karotenoida i fenolnih jedinjenja.

Kao ekstrakciona tehnika sa nizom prednosti u odnosu na klasi¢nu Soxhlet ekstrakciju,
superkriti¢na ekstrakcija ugljen-diksidom primenjena je u cilju ekstrakcije nepolarnih i slabo
plarnih jedinjenja iz biljne prasine herbe hajducke trave, biljne prasine ploda Sipka, kao 1 njihovih
mesavina. Dobijeni rezultati pokazali su da je ova tehnologija adekvatna za ekstrakciju ovakvog
tipa materijala i da omogucava dobijanje visoko vrednih proizvoda. Tokom ekstrakcije uoceno je
da se prinos superkriticne ekstrakcije povecava sa povecanjem pritiska na konstantnoj
temperaturi. Uticaj pritiska na ekstrakciju ispitivanih sirovina je dominantan i pozitivan, a
posledica je direktnog povecanja gustine i moc¢i rastvaranja ugljen-dioksida u superkriticnom
stanju, kao 1 povecanja rastvorljivosti materijala koji se ekstrahuje.

Gasno hromatografskom analizom superkriti¢nih ekstrakata dobijenih pri razli€itim
pritiscima i temperaturama 1 iz razli¢itth mesavina biljne prasine herbe hajducke trave i biljne
praSine ploda Sipka, utvrdeno je da su dominantna aromati¢na jednjenja ekstrakata eukaliptol i
kamfor. Njihov prinos se povecavao u ekstraktima sa povecanjem udela biljne prasine herbe
hajducke trave u smeSama, $to je i oCekivano s obzirom na to da u plodu Sipka ove aromati¢ne
komponente nisu zastupljene. Gasnom hromatografskom analizom utvrdeno je i da su od
ugljovodonika u dobijenim superkritiénim ekstraktima najviSe zastupljeni alifaticni ugljovodonici
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i to eikozan, dokozan, tetrakozan, tetradekan, heptadekan i oktadekan. Kao dominantna sterolna
jedinjenja identifikovani su kampesterol, stigmasterol i y-sitosterol, pri ¢emu je najzastupljeniji
bio y-sitosterol. Analizom prisustva tokoferola u superkriticnim ekstraktima utvrdeno je da su
primenom superkriticnog ugljen-dioksida ekstrahovani a- i y-tokoferol. Analizom prisustva i
sadrzaja tokoferola, sterola i ugljovodonika u superkritiénim ekstraktima uoceno je i da se sa
porastom udela biljne prasine ploda Sipka u biljnim mesavinama koje su ekstrahovane povecavao
udeo tokoferola 1 sterola u ekstraktima, a smanjivao udeo ugljovodonika.

Sadrzaj hlorofila i karotenoida odreden je u biljnom materijalu, a zatim i u njihovim
ekstraktima koji su dobijenim primenom Soxhlet ekstrakcije 1 ekstrakcije superkritiénim ugljen-
dioksidom. Najvec¢i sadrzaji Chl A, Chl B i Chl A+B, odredeni su u uzorcima biljne prasine herbe
hajducke trave. Nasuprot tome, u istoj sirovini, odreden je najmanji sadrZaja ukupnih
karotenoida. U ekstraktima dobijenim primenom Soxhlet ekstrakcije sa oba ekstragensa, najvisi
sadrzaj hlorofila izmeren je u ekstraktu koji je pripremljen iz biljne praSine hajducke trave, a
dalje se sadrzaj u ekstraktima smanjivao sa smanjenim udelom hajducke trave u biljnim
meSavinama koje su ekstrahovane. Najve¢i sadrzaji Chl A+B 1 sadrzaji karotenoida, u
ekstraktima dobijenim primenom superkriticnog ugljen-dioksida iz meSavine biljne prasine herbe
hajducke trave i biljne prasine ploda Sipka, izmeren je u ekstrakatima koji su dobijeni na 300 bara
1 60 °C, sto ukazuje na to da se rastvorljivost ovih jedinjenja povecava sa povecanjem pritiska i
temperature.

Tecni ekstrakt dobijen iz biljne prasine herbe hajducke trave primenom 50 % etanola kao
ekstragensa transformisan je u formu suvog ekstrakta-praha primenom spray drying tehnike kao
odabrane tehnike suSenja. Tec¢ni ekstrakti su suseni bez dodatka MD, sa dodatkom 5 % 1 10 %
MD. Efikasnost procesa je bila visoka, preko 50 %, ¢ime se ovaj proces suSenja moze smatrati
efikasnim. Ovako dobijeni suvi ekstrakti analizirani su u pogledu fizickih karakteristika: stepena
vlage, higroskopnosti, proto¢nosti, nasipne zapremine, vremena rehidratacije, indeksa
rastvorljivosti u vodi 1 indeksa apsorpcije vode, veliCine Ccestica, izgleda cestica itd.
Kvalitativnom analizom u dobijenim suvim ekstraktima odreden je sadrzaj bioaktivnih jedinjenja:
fenola, flavonoida 1 etarskog ulja. Sadrzaj etarskog ulja je bio u opsegu od 0,253 do 0,290 %.
Gasno hromatografskom analizom utvrdeno je da je u svim uzorcima izolovanog etarskog ulja

dominantna komponenta bila hamazulen, zatim kariofilen oksid, i PB-eudesmol. Analizom
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antioksidativnih svojstava suvih ekstrakata dobijenih iz biljne praSine herbe hajducke trave,
utvrdeno je da su svi uzorci pokazali veoma visok antioksidativni kapacitet, pa se zakljuCuje da
se mogu primeniti kao potencijalni antioksidansi u prehrambenoj industriji. Pored toga, prisustvo
hamazulena sa antiinflamatornim delovanjem, i B-eudesmola sa antibakterijskim delovanjem,
moze opravdati upotrebu ovih ekstrakata u proizvodnji funkcionalnih proizvoda u prehrambenoj
ili kozmetickoj industriji.

Upotrebna vrednost biljne praSine herbe hajducke trave 1 biljne prasine ploda Sipka, kao 1
biljnih preparata koji su iz ovih sirovina dobijeni primenom adekvatne tehnike ekstrakcije i
susenja, ispitana je analizom mogu¢nosti njihove inkorporacije u nove funkcionalne proizvode. U
tom smislu, pripremljen je i ispitan instant ¢aj od suvog ekstrakta hajducke trave, dok se biljna
prasina ploda Sipka uspesno primenila za dobijanje funkcionalnog hleba.

Instant ¢aj sa dodatkom suvog ekstrakta biljne prasine herbe hajducke trave, u razli¢itim
udelima, pripremljen je postupkom granulacije. U dobijenim granulatima analiziran je sadrZaj
vlage, vreme rehidratacije i nasipna zapremina, a zatim izvrSena njihova senzorna analiza. U
senzornoj analizi instant ¢aja u€estvovalo je 50 ispitanika, koji su ocenjivali izgled, miris 1 ukus
dobijenog proizvoda. Izgled 1 miris napitaka pripremljenih iz instant ¢aja je vecina ispitanika
ocenila kao prijatne, dok je ukus okarakterisan kao neprijatan i gorak. Rezultati senzorne analize
ukazuju na to da je neophodno korigovati ukus ovako pripremljenog instant ¢aja kako bi on bio
prihvacen od strane finalnih korisnika na trziStu.

S obzirom na to da je utvrdeno da sporedni proizvod Sipka nastalog u proizvodnji filter
Caja sadrzi znacajne koliCine bioloski vrednih jedinjenja, ispitana je mogucénost upotrebe za
dobijanje funkcionalnog hleba kao gotovog proizvoda. Rezultati ispitivanja uticaja dodate biljne
praSine ploda Sipka na reoloSke osobine testa 1 kvalitet hleba potvrduju opravdanost njene
primene ne samo kao funcionalnog dodatka ve¢ i1 u cilju iskoriS¢enja njenog tehnoloSkog
potencijala u jacanju glutenske strukture testa. Dodatak 5 1 10 % biljne praSine ploda Sipka
znaCajno utiCe na promenu farinografskih i ekstenzografskih parametara, kao relevantnih
pokazatelja kvaliteta reoloskih osobina testa. Mo¢ upijanja vode se povecava za 5 - 10 %, a
stepen omeksSanja testa smanjuje 10 puta u odnosu na kontrolni uzorak. Povecanje otpora testa za
30 — 40 %, koje prati smanjenje rastegljivosti testa za 20 — 30 % potvrduje znacaj dodataka biljne
prasine ploda Sipka u promeni viskoelasti¢nih osobina testa. Kori§¢enje biljne prasine ploda Sipka
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u koli¢ini od 5 do 10 %, medutim, moze biti opravdano u izradi hleba od slabog pSeni¢nog
brasna, kada se u cilju jacanja glutenske strukture testa i poboljSanja fizickih osobina testa
preporucuje dodatak askorbinske kiseline u granicama od 6 - 10 g/100 kg brasna. Izrazen uticaj
dodatka 5 1 10 % biljne praSine ploda Sipka na jacanje glutenske strukture testa smanjuje
sposobnost testa za narastanje, $to se nepovoljno odrazava na zapreminu hleba 1 kvalitet sredine.
Dodatkom poboljSivaca, koji u svom sastavu sadrze emulgator i alfa amilazu, moguée je
poboljsati obradivost testa 1 povecati koli¢inu nastalih gasova tokom fermentacije u testusa 5110
% biljne prasine ploda Sipka, Sto na kraju rezultira poboljSanjem kvaliteta 1 opSte prihvatljivosti
hleba. Energetska vrednost hleba sa dodatkom biljne praSine ploda Sipka je niza za oko 5,5 %, §to
uz povecéanje sadrzaja mineralnih materija, kao i antiradikalske aktivnosti, predstavlja znacajan

doprinos u poboljSanju svojstava hleba, odnosno dobijanju funkcionalnog proizvoda.
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Slika P11. R14052087- EKSTRAKT 60% S, 100 BAR, 40C
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Slika P15. R14052091- EKSTRAKT 60% S, 300 BAR, 60C
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Slika P19. R14052095- EKSTRAKT 80% S, 200 BAR, 60C
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Slika P23. R14052099- EKSTRAKT 100% S, 300 BAR, 40C

Slika P25. R14052101- EKSTRAKT 100% S, 300 BAR, 60C
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Slika P27. R14052103-EKSTRAKT 100% HT, 200 BAR, 40C
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Slika P31. R14052107-ETARSKO ULJE HAJDUCKE TRAVE (5% MD) Slika P32. R14052108-ETARSKO ULJE HAJDUCKE TRAVE (10% MD)
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Tabela P35. Udeo komponenata u superkriti¢nom ekstraktu (%) dobijenom pri pritisku od 100 bar i temperaturi 40 °C

Udeo komponenata u ekstraktu (%)

T 40°C

100bar

Naziv komponente

0% Sipak

RT

20% Sipak

RT

40% Sipak

RT

60% Sipak

RT

80% Sipak

RT

100% Sipak RT

Eicosane

15,20

12,488

16,99

12,461

15,78

12,514

8,05 12,381

Pentadecane

16,66

12,488

Hexadecane

11,68

12,408

3-(Cyclopentylmethyl)-1,2-
octadien

0,19

12,968

1,2-epoxy-hexadecane

0,14

12,781

Z,E-3,13-Octadecadien-1-ol

0,12

12,808

2,6,10,15-
Tetramethylheptadecane

0,92

13,128

14B-PREGNANE

0,60

13,234

0,39

13,101

0,48

13,128

Eicosane

0,49

13,128

7,11-Hexadecadienal

0,22

13,261

Tetradecane

1,84

13,394

2,02

13,368

Octadecane

1,74

13,395

2,02

13,394

4,06

13,341

4,26 13,341

Neryl acetate

1,69

13,634

Myrtanyl acetate

1,39

13,661

2,6,10,14,18,22-
Tetracosahexaene

2,09

13,768

2,28

13,741

3,41

13,688

3,75 13,688

2,6,10-Dodecatrien-1-ol

2,04

13,741

Cyclooctacosane ili 1-
Eicosanol

2,66 14,141

13-Methyl-Z-14-nonacosene

2,33

14,168

Docosane  ili

22,90

14,594

29,63

14,568
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Heneicosane  ili 22,90 14,594 29,63 14,568
Heptadecane 25,46 14,541 26,20 14,435
Eicosane 25,70 14,595 24,76 14,434
Eicosane 0,36 14,834 0,34 14,808 0,30 15,341
Ethanol 2,77 15,181 2,50 15,128 2,58 15,181
14B-PREGNANE 0,36 15,341 0,31 15,315 0,29 15,341
Octadecane 2,20 15,715 2,23 15,608 2,17 15,608
Triacontane 2,05 15,688 2,31 15,661 2,15 15,715
14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol 0,16 15,901
1,19-Eicosadiene 0,95 16,301 1,04 16,275 1,07 16,328 0,65 16,328 0,76 16,195
Eicosane — Octadecane 0,46 16,568 0,27 16,115 0,31 16,115
Gamma Tocopherol 1,09 16,648 1,93 16,515 1,59 16,488
Solanesol 1,22 16,701 1,76 16,675 1,80 16,728 111 16,728
1-Heneicosyl formate 1,49 16,755
Heptacosyl acetate — 1-
Eicosanol 0,55 16,861
Allyl Cyclohexyl carbonate 0,14 16,968
2-Methyl-Z,Z-3,13-
octadecadienol 0,17 16,995
n-Pentacos-3-ene —
Hexadecane 12,43 17,315 13,08 17,235 10,47 17,261
Docosane 12,06 17,315 10,21 17,128 12,95 17,128
1-Bromo-Octadecane 0,46 17,341
Octadecane 0,17 17,688 0,21 17,448 0,42 17,555 0,49 17,341
13-Tetradecen-1-ol acetate 0,34 17,555
9,12-Octadecadienoic acid 0,38 17,608
Eicosane 0,23 17,768 0,45 17,661
Alpha Tocopherol 0,68 17,981 0,97 17,928 0,91 18,008 1,38 18,008 1,32 17,848
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Cyclopentane 1,29 18,301
22-Tricosenoic acid 1,24 18,248
1-Triacontanol 1,20 18,328
Z,E-3,13-Octadecadien-1-ol 1,23 18,328
Octadecane 0,30 18,461 0,21 18,435
14B-PREGNANE 0,38 18,568 0,41 18,515 0,57 18,595
Eicosane 0,61 18,595 0,70 18,861 0,64 18,835
Nonadecane 1,08 18,941 0,85 18,915 1,3 18,968
Campesterol 0,50 19,768 0,38 19,715 0,41 19,822 0,48 19,795 0,58 19,608
1,19-Eicosadiene 1,19 19,955 1,13 19,875 1,31 19,982 0,79 19,955 0,56 19,795
Stigmasterol 1,22 20,461 0,97 20,381 1,05 20,515 1,12 20,488 0,74 20,275 0,45 20,248
Ergost-25-ene-3,5,6,12-tetrol 0,55 20,995
Octadecane 1,11 21,182 0,77 21,102 0,93 21,235 0,72 21,182 0,59 20,995 0,85 20,995
Gamma-Sitosterol 4,11 21,875 2,93 21,742 4,63 21,928 5,58 21,875 7,64 21,662 8,95 21,662
1-octadecanol 1,67 22,382 0,98 22,355 0,97 22,328
Beta-Amyrin 4,58 22,702 2,60 22,542 3,61 22,728 3,27 22,675 1,87 22,435
3-KETO-URS-12-ENE 1,70 23,155 1,02 23,048 1,28 23,209
Eicosane 0,85 23,475 0,40 23,342 0,50 23,502 0,55 23,448 0,28 23,235 0,38 22,968
9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol 1,67 23,448
Oleane-12-ene,3-methoxy-
Benzonaphthofuran 2,39 23,555
Alpha-Amyrin 4,65 23,875 2,40 23,715 3,51 23,902 3,30 23,822
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Tabela P36. Udeo komponenata u superkriti¢nom ekstraktu (%) dobijenom pri pritisku od 200 bar i temperaturi 40 °C

Udeo komponenata u ekstraktu (%)

T 40°C

200bar

Naziv komponente

0% Sipak

RT

20% Sipak

RT

40% Sipak

RT

60% Sipak

RT

80% Sipak

RT

100% Sipak

RT

Docosane

14,37

12,488

9,49

12,434

8,73

12,434

Eicosane

16,20

12,434

9,03

12,381

1,2-epoxy-hexadecane

0,14

12,781

E-2-Methyl-3-tetradecen-1-
ol-acetate

0,13

12,754

9-Cyclohexylnonadecane

0,21

12,994

Nonadecane

0,54

13,128

14B-PREGNANE

0,21

13,234

11,13-Dimethyl-12-
tetradecen-1-ol

5,66

13,261

Eicosane — Octadecane

1,43

13,394

1,67

13,341

1,94

13,368

3,04

13,368

2,89

13,341

2,80

13,314

Myrtanyl acetate

1,08

13,634

1,35

13,608

1,61

13,634

2,6,10,14,18,22-
Tetracosahexaene

2,81

13,688

2,66

13,661

Tetracosanal

1,54

13,741

3-Methyl-2-(1',1',5"-trimethyl-
5'-hexenyl)-2-cyclopropenyl
methyl ketone

6,74

13,741

5-Alpha-Cholestan-3-Beta-Ol

3,74

13,768

1,19-Eicosadiene

1,46

13,794

9,12-Octadecadienoic acid

0,15

13,848
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6,11-Hexadecadien-1-ol

0,28

13,981

Eicosane

1,80

14,008

14,061

9-Tricosene

2,10

14,141

14B-PREGNANE

1,66

14,168

13-Methyl-Z-14-nonacosene

0,71

14,194

Hexadecyl trichloroacetate

0,80

14,221

Tetradecane

14,99

14,354

Nonacosane

16,87

14,408

Eicosane

22,23

14,568

25,36

14,488

15,8

14,488

Docosane

19,58

14,461

Z,E-3,13-Octadecadien-1-ol

0,46

14,861

Z.,E-3,13-Octadecadien-1-ol

0,78

15,074

14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol

1,53

15,075

14B-PREGNANE

2,14

15,128

Octadecane

0,27

15,448

0,16

15,395

0,46

15,341

14B-PREGNANE

1,32

15,635

Eicosane

1,79

15,688

2,06

15,635

1,30

15,661

1,02

15,688

1,68

15,581

13-Tetradecen-1-ol acetate

0,11

15,875

14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol

0,72

16,221

1,2-Epoxynonadecane

1,23

16,301

0,88

16,248

0,50

16,275

0,51

16,301

Eicosane — Docosane

0,34

16,568

Farnesol isomer

0,96

16,701

1,62

16,621

Gamma Tocopherol

1,41

16,595

2,54

16,621

3,78

16,541

7,62

16,488

Z.,E-3,13-Octadecadien-1-ol

0,32

16,835

n-Pentacos-3-ene

12,32

17,288

11,54

17,181

Docosane

6,25

17,181

7,51

17,181

7,70

17,048

Octadecane

6,32

17,101
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Octadecane 0,33 17,635 0,14 17,421 1,52 17,341
Eicosane 0,36 17,768
Alpha Tocopherol 0,79 17,981 0,77 17,875 1,02 17,955 2,55 17,955 3,80 17,848 8,54 17,795
1-Octadecanethiol 1,08 18,275 1,01 18,275
Octadecane 0,38 18,568 0,42 18,488 0,74 18,541 0,66 18,941
Allyl Cyclohexyl carbonate 2,02 18,941
Eicosane 0,53 18,968 0,87 18,888 0,53 19,555
1-Docosene 4,09 19,502
Campesterol 0,86 19,795 0,83 19,662
14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol 0,33 19,795
Octadecanal 1,21 19,848
1,19-Eicosadiene 1,91 19,981 1,11 19,928
Stigmasterol 1,98 20,488 1,8 20,328 0,99 20,435 1,33 20,435 0,95 20,328
2-Methyl-Z,Z-3,13-
octadecadienol 0,26 20,915
Octadecane 0,92 21,208 0,77 21,075 0,55 21,128 0,52 21,155 0,36 20,968
Tetracosanol 1,06 21,235
13-Methyl-Z-14-nonacosene 0,86 21,342 0,98 21,368
Gamma-Sitosterol 7,05 21,928 6,85 21,715 6,34 21,822 9,82 21,848 14,23 21,662 29,64 21,608
Androst-5,15-dien-3o0l acetate 2,01 21,955
Beta-Amyrin 5,38 22,728 4,51 22,515 6,95 22,595
3-KETO-URS-12-ENE 1,81 23,182 1,42 23,022
1-octadecanol 2,49 23,182
Eicosane 0,67 23,502 0,50 23,315 0,47 23,395
9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol,
acetate 5,20 23,395
Pyridine-3-carboxamide 5,66 23,768
Alpha-Amyrin 5,55 23,928 4,35 23,662 4,60 23,768
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Tabela P37. Udeo komponenata u superkriticnom ekstraktu (%) dobijenom pri pritisku od 200 bar i temperaturi 60 °C

Udeo komponenata u ekstraktu (%)

T 60°C 200bar
Naziv komponente 0% Sipak RT 20% Sipak RT 40% Sipak RT 60% Sipak RT 80% Sipak RT 100% Sipak RT
Nonadecane 12,61 12.461 15,00 12.408 13,71 12.434 16,66 12.461 7,43 12.381 2,80 12.354
2-bornyl ester 1,07 12.621
1-Tricosene 0,11 12.861
Igéfr’:fc;i:ﬁiiiei—e 2,10 13.688 2,19 13.661
1,19-Eicosadiene 1,48 13.768
13-Methyl-Z-14-nonacosene 1,08 14.141 2,50 14.141
Docosane 21,72 14.541 23,77 14.461
pentagj;izgzg}gionate 11,11 14.354
Butyric acid, 2-bornyl ester 0,27 14.808 0,21 14.781
Z,E-2,13-Octadecadien-1-ol 0,63 15.074
Hexacosane 0,13 15.315
5-n-Butyldocosane 1,63 15.661 1,89 15.635 2,02 15.661 1,84 15.688 1,75 15.581 1,45 15.581
13-Tetradecen-1-ol acetate 0,11 15.848
Eicosane 0,25 16.088 0,37 16.088
Tridecane 0,12 16.088
1,19-Eicosadiene 1,54 16.275 1,01 16.248 1,02 16.301 0,89 16.301 0,72 16.195 0,23 16.194
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Ethylen glycol monododecyl 0.43 16.541
ether
Solanesol 0,93 16.675 1,66 16.621
Gamma Tocopherol 2,03 16.621 2,85 16.621 3,62 16.488 6,02 16.488
Nonadecane 5,98 17.048
n-Pentacos-3-ene 13,07 17.235
Alpha Tocopherol 0,73 17.955 1,66 17.875 1,72 17.955 2,51 17.955 4,16 17.795 7,04 17.821
1-Chloroheptacosane 0,57 18.941
Stigmasterol 2,07 20.462 1,60 20.328 1,44 20.435 1,15 20.461 1,17 20.248 0,98 20.248
Lanosterol 0,56 20.995
Tetracosanol 0,86 21.182 0,60 21.075 0,61 21.155 0,81 21.155 0,69 20.968 0,41 20.968
13-Methyl-Z-14-nonacosene 3,94 21.448
Gamma-Sitosterol 7,76 21.902 7,42 21.715 8,54 21.822 10,28 21.822 20,84 21.635 34,93 21.688
Androst-5,15-dien-30l acetate 1,55 21.955 2,23 21.982
Beta-Amyrin 5,36 22.702 4,05 22.515 3,23 22.622 2,82 22.622 2,50 22.382
9,19-Cyclolanost-24-en-3-o0l 474 23422
acetate
Alpha-Amyrin 5,93 23.875 4,68 23.662 3,71 23.769 3,08 23.768
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Tabela P38. Udeo komponenata u superkriticnom ekstraktu (%) dobijenom pri pritisku od 300 bar i temperaturi 60 °C

Udeo komponenata u ekstraktu (%)

T 60°C 300bar
Naziv komponente 0% Sipak RT 20% Sipak RT 40% Sipak RT 60% Sipak RT 80% Sipak RT 100% Sipak RT
Nonadecane 12,49 12.461 16,29 12.434 13,76 12.434 15,30 12.408 8,07 12.354 0,70 12.354
2-bornyl ester 1,11 12.621
Octadecane 1,23 13.368 1,67 13.368 1,35 13.368 2,02 13.341 2,46 13314
Myrtanyl acetate 1,39 13.634 2,70 13.608 2,03 13.634 1,64 13.608
2,6,10,14,18-eicosapentaene 2,33 13.688
1,2-epoxyoctadecane 1,49 13.794
isoproI;)A)iill,?llilge?lﬂlc;l ester 1,56 14.061
Cetyl vinyl ether 3,92 14.141
Docosyl bromid 22,73 14.541
1,19-Eicosadiene 0,49 14.861
14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol 1,41 15.048 0,77 15.075
5-n-Butyldocosane 1,85 15.688 1,98 15.661 1,95 15.661 2,01 15.635 1,27 15.581 1,29 15.581
1,19-Eicosadiene 0,98 16.301 0,88 16.248 1,01 16.275 0,94 16.248 0,33 16.194
14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol 0,27 16.195
Ethylen glycol monododecyl 0.32 16.568
ether
Gamma Tocopherol 0,63 16.568 2,16 16.621 3,32 16.541 5,87 16.488 8,25 16.515
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Solanesol 0,82 16.701 1,02 16.648
Cetyl vinyl ether 1,57 16.755 2,41 16.755
n-Pentacos-3-ene 11,99 17.261
Hexatriacontane 10,90 17.155 9,69 17.181 9,53 17.128 5,29 17.048 5,34 17.048
13-Tetradecen-1-ol acetate 0,3 17.581
Alpha Tocopherol 0,87 17.981 1,58 17.901 2,13 17.955 3,57 17.875 5,07 17.821 7,33 17.821
Eicosane 1,58 18.968 0,85 18.915 2,72 18.915
Campesterol 0,93 19.795 0,71 19.688 0,68 19.741 0,89 19.662 1,38 19.581 1,67 19.582
1,19-Eicosadiene 1,68 19.955 1,09 19.848 1,84 19.901 0,98 19.822 0,32 19.768
Stigmasterol 2,44 20.462 1,28 20.355 2,05 20.435 1,21 20.328 1,47 20.248
D-Homoandrostane 0,46 21.022
Tetracosanol 2,07 21.422
Gamma-Sitosterol 6,91 21.902 5,97 21.715 9,09 21.795 11,76 21.688 23,58 21.608 27,47 21.635
Beta-Amyrin 5,16 22.702 3,18 22.515 3,55 22.595 2,90 22.462
Octadecane 0,55 23.475 0,47 23.342
Alpha-Amyrin 6,32 23.875 3,44 23.662
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Slika P41. Farinogram uzorka 3.
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Slika P42. Farinogram uzorka
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Slika P45. Farinogram uzorka 7. Slika P46. Farinogram uzorka 8.
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Slika P47. Farinogram uzorka 9.
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Slika P48. Farinogrami kontrolnog uzorka brasna (A, B)
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Slika P50. Farinogram i ekstenzogram uzorka brasna sa dodatih 5% Sipka (A,B)
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Slika P52. Maturogram uzorka 1. Slika P53. Maturogram uzorka 4.
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Slika P54. Maturogram uzorka 5. Slika P55. Maturogram uzorka 7.
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Slika P56. Maturogram uzorka 9.
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