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determine the chemical composition, biological and
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modern technological processes. The exploitation of the
natural potential of the elderberry started with the
application of traditional and modern (lyophilization)
drying techniques. To obtain high-value extracts of
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the application of the traditional cold pressing method,
whereas wine from the elderberry fruits was obtained in
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Doktorska disertacija Milena Vujanovié

1. UVOD

Istrazivanja iz oblasti prehrambene tehnologije pokazuju da je funkcionalna hrana sve popularnija
Sirom sveta 1 da zauzima znac¢ajno mesto u ishrani ljudi (Kaur i Singh, 2017). Globalno trziste
funkcionalne hrane drasti¢no se prosirilo tokom poslednje decenije i procenjuje se da ¢e neprestano
rasti 1 dosti¢i 255,10 milijardi USD do 2024. godine (Grand View Research, Inc., 2016),
povecavajuci konkurenciju izmedu proizvodaca kako bi potraznja potrosaca bila joS intenzivnija
(Annunziata i Vecchio, 2013). Ovaj rast je voden ne samo inovacijama u prehrambenoj industriji,
ve¢ 1 promenom zivotnog stila i povecanjem svesti potrosaca o vlastitom zdravlju 1 prednostima
prehrambenih proizvoda. S obzirom na ¢injenicu da zdravlje postaje sve vaznija li¢na i drustvena
vrednost, nije iznenadujuce da su potrosaci poceli vise da usmeravaju paznju na zdravstvene
benefite hrane (Vecchio, Van Loo i Annunziataé, 2016). Inovacije u okviru prehrambene industrije
ukljucuju dobijanje novih i unapredenje i poboljSanje kvaliteta ve¢ postojeéih proizvoda primenom
alternativnih reSenja koja se najceS¢e odnose na upotrebu biljaka, kao lako dostupnih polaznih
sirovina. Mnoge kompanije na domacem i inostranom trzi$tu pokazuju sve vece interesovanje za
proizvodnju prehrambenih proizvoda sa dodatom vredno$¢u dodavanjem ekstrakata biljaka u ve¢
postojece proizvode ili kreiranjem novih proizvoda na biljnoj osnovi, namenjenih razli¢itim
grupama potrosaca.

Samonikle ili gajene biljne vrste mogu biti polazna sirovina za dobijanje novih proizvoda.
Balkansko poluostrvo predstavlja biodiverzitet lekovitih biljnih vrsta od kojih veliki broj raste u
netaknutim planinskim predelima i nije u potpunosti iskoris¢en i istrazen. I pored velike
rasprostranjenosti biljne vrste roda Sambucus, do sada u literaturi postoji mali broj podataka o
bioloSkom potencijalu i hemijskom sastavu proizvoda dobijenih upotrebom ove biljne sirovine.

U svetlu navedenih ¢injenica neophodno je usmeriti istrazivanja ka dobijanju i proucavanju
proizvoda na bazi zove, koji jo§ uvek nisu zastupljeni na trzistu. Na osnovu istaknutih ¢injenica
doslo se do ideje efikasnije eksploatacije aktivnih principa iz prirodnih izvora i njihove primene
kako u prehrambenoj tako i u drugim granama industrije. Stoga, cilj ove doktorske disertacije je
bio dobijanje proizvoda na bazi biljne vrste roda Sambucus. Proces susenja biljne vrste roda
Sambucus odvijao se primenom tradicionalne tehnike susenja, kao i odabranom savremenom
tehnikom suSenja (liofilizacija). Izolovanje bioaktivnih jedinjenja i dobijanje ekstrakata biljne
vrste roda Sambucus je izvedeno tradicionalnom (maceracijom) i savremenim (ultrazvué¢nom i
mikrotalasnom) ekstrakcionim tehnikama. Mati¢ni sok biljne vrste roda Sambucus je dobijen
tradicionalnim nacinom cedenja, a fermentacijom mati¢nog soka, po standardnom postupku
proizvodnje vina dobijeno je vino od plodova biljne vrste roda Sambucus. Primenom postupka
hirodestilacije dobijeno je etarsko ulje.
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Ciljevi istrazivanja obuhvac¢eni ovom doktorskom disertacijom su:

e |[spitivanje uticaja procesnih parametara i izabranih tehnologija i tehnika na kvalitet
finalnih proizvoda.

e Ispitivanje hemijskog sastava, bioloskih i funkcionalnih karakteristika svih dobijenih
proizvoda na bazi zove.

e Analiza hemijskog sastava, identifikacija i kvantifikacija sekundarnih metabolita (fenolnih
kiselina, flavonoida i terpena) u proizvodima dobijenim upotrebom ploda i cveta
ispitivanog biljnog roda, ta¢nije hemijska karakterizacija biljne sirovine. Hemijske analize
mati¢nog soka i vina, utvrdivanje parametara kvaliteta dobijenih proizvoda.

e Ispitivanje bioloskih i funkcionalnih Kkarakteristika, evaluacija antioksidativne,
neuroprotektivne, antitirozinazne i antidijabetogene aktivnosti ispitivane vrste zove;
utvrdivanje terapeutskog potencijala procenom antioksidativne aktivnosti pra¢enjem
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (DPPH’, ABTS™, ‘NO), redukcionog
potencijala, inhibicije lipidne peroksidacije, heliranja jona metala i ukupne antioksidativne
aktivnosti. Utvrdivanje neuroprotektivnog potencijala dobijenih proizvoda na bazi zove
primenom metoda za ispitivanje inhibicije enzima acetilholinesteraze i butirilholinesteraze,
dok je antitirozinazna aktivnost ispitana pomoc¢u metode koja se zasniva na odredivanju
sposobnosti dobijenih proizvoda da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima tirozinaze, a
antidijabetogena aktivnost je definisana metodama koje uklju¢uju odredivanje
inhibitornohg potencijala prekomerne aktivnosti enzima a-amilaze i a-glukozidaze.

e Utvrdivanje efikasnosti primenjenih tehnologija 1 evaluacija njihove opravdanosti u
procesu dobijanja novih, funkcionalnih proizvoda na bazi zove, na osnovu fitohemijske
kompozicije i ispitivanja bioloskog potencijala.

e Formulacija preporuke za plasman novih proizvoda na bazi zove na trziste prehrambenih
proizvoda.
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2. OPSTI DEO
2.1. Novi prehrambeni proizvodi

Prehrambeni proizvodi i kreiranje novih prehrambenih proizvoda nikada nisu izgubili na
popularnosti, bez obzira na veliki broj dostignuca i otkrica koje je ¢ovecanstvo ostvarilo. Veliki
broj studija danas potvrduje da se razvojem ¢oveCanstva menjaju navike i potrebe ljudi, a samim
tim i potrebe trzista koje je neophodno da zadovolji industrija. | pored velikog broja sprovedenih
ispitivanja, znanja i vestina, ciklus u proizvodnji novih prehrambenih proizvoda i dalje je veoma
slozen. U proces razvijanja novih proizvoda ukljuceno je viSe faktora: jedinstvena ideja, razvojna
istrazivanja, nove tehnologije, dobro poznavanje trziSta, marketing 1 potrosnja. Sistematska
procena faktora koji uti¢u na performanse proizvoda moze dovesti do poboljSanja i olakSanja
proizvodnje. Dizajniranje odgovarajucih strategija za razvoj novih proizvoda i poslovanje
proizvodnih kompanija, istrazivaci su prepoznali kao osnovne kriterijume koji su uslov za uspesnu
proizvodnju (Dijksterhuis, 2016). Usled razvoja nauke i tehnologije u kreiranju novih
prehrambenih proizvoda sve viSe se ukljucuje 1 naucna zajednica, narocito u oblasti analize i
utvrdivanja porekla nutritivnih sastojaka (Marcuta, Marcutd i Marza, 2014). U cilju realizacije
savremenih nacina u proizvodnji hrane, razvijaju se 1 proucavaju nove tehnologije.
Implementacijom novih tehnologija ide se ka ispunjenju zahteva potroSaca, kako bi se dobili
proizvodi koji su zdravstveno prihvatljivi, koji obezbeduju zdravstvenu korist i daju ekolosku
opravdanost proizvodnog procesa.

Optimalan dnevni unos nutritivnih i nenutritivnih komponenata hrane je potrebno podjednako
zadovoljiti. Funkcionalni proizvodi kao jedna od kategorija prehrambenih proizvoda pospeSuju
antioksidativnu zaStitu organizma 1 smanjuju faktore rizika, koji ucestvuju u etiologiji
kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa i kancera. Da bi ostvarili pozitivne efekte na zdravlje,
neophodno je da funkcionalni proizvodi u svom sastavu imaju bioloski potentna jedinjenja, koja
pozitivno deluju na odvijanje metabolic¢kih procesa u organizmu. Bioloski aktivna jedinjenja mogu
biti makronutrijenti, mikronutrijenti, fitohemikalije ili zivi mikroorganizmi. Oslobadanje bioloski
aktivnih jedinjenja iz funkcionalnih proizvoda 1 njithov transport do ciljnih tkiva omogucava
fitoterapijsko dejstvo na organizam (Yahya, Attan i Wahab, 2018).

Interesovanje za nauku o hrani i ishrani izlazi iz dosadasnjih okvira, primenjuju se novi postupci i
principi za izolovanje prirodnih proizvoda i sve viSe se usmeravaju na zamenu tradicionalnih
tehnika savremenim. Novi prehrambeni proizvodi se kreiraju i dodavanjem biljaka, njihovih
delova ili ciljano izolovanih metabolita biljaka, ¢iji fitohemijski sastav utice na fizioloSka stanja
ljudskog organizma. Postoje razli€iti trendovi u prehrambenoj industriji koji su nastali na osnovu
potrebe i potraznje trzita za odredenim proizvodima.
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2.1.1. Trendovi u prehrambenoj industriji

Kreiranje funkcionalnih proizvoda u prehrambenoj industriji podrazumeva prevodenje ideje u
inovaciju, koja ¢e biti prihvacena od strane potrosaca. Ideje se moraju prevesti u proizvode, usluge
ili procese koji su integrisani u ekonomiju, kako bi bile drustveno Kkorisne. Transfer znanja iz
istrazivaCkih centara i univerziteta u sektor prehrambene industrije predstavlja trend pogodan za
integraciju ideja u proizvodnji prehrambenih proizvoda (Saguy i Taoukis, 2017). Evropska unija
podstic¢e saradnju nauke i privrede sa idejom da se izade iz nacionalnih okvira i da se proizvodi iz
manje razvijenih zemalja nadu na evropskom trzistu (Moskowitz i Hartmann, 2008).

Potraznja potroSaca za novim proizvodima, slozeni profili ukusa i ekoloski odrzive ponude u
velikoj meri su oblikovali prehrambenu industriju. Imperativ vremena u kojem zivimo diktira veéi
sklad sa prirodom, a u vreme savremenih tehnologija podrazumeva efikasno koris¢enje prirodnih
resursa. Prehrambena industrija se sve vise orijentise ka otkrivanju inovativnih na¢ina proizvodnje,
koji bi uticali na poboljSanje funkcionalnosti tradicionalnih proizvoda. Etnobotanicki 1
etnofarmakoloski znacaj tradicionalnih biljaka je pruzio nauci i industriji nove moguénosti 1
izazove u otkrivanju novih potencijalnih prehrambenih i funkcionalnih proizvoda (Khan, Ahmad
I Rashid, 2018). Tokom istorije, biljke su kori§¢ene kao konzervansi, aromati¢ni i terapeutski
agensi. Biljke su u starom Egiptu koris§¢ene kao zacini, a vekovima su upotrebljivane u Kini i
Indiji. Usled utvrdenih nedostataka, nus pojava i sporednih efekata sintetickih proizvoda,
podstaknuta je povecana upotreba biljaka odnosno njihovih aktivnih komponenata u
prehrambenoj, kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji, a samim tim i istrazivanja o karakterizaciji,
dejstvu i primeni kako bi se omogucila §to veca efikasnost. Na osnovu istrazivanja koje je sprovela
Svetska zdravstvena organizacija, utvrdeno je da je 70-80% svetske populacije orijentisano na
upotrebu biljaka kao glavnih izvora prirodnih medikamenata (Chan, 2005).

Dodavanje biljaka ili njihovih ekstrakata u razliite proizvode, uti¢e na poboljSanje nutritivne
vrednosti proizvoda, jer su biljke bogat izvor fitohemijskih jedinjenja (DeCorte, 2016).

Aditivi u prehrambenim proizvodima poboljSavaju kvalitet proizvoda, menjaju teksturu i
strukturu, ali produzavaju rok trajanja proizvoda. Kvalitet, tekstura 1 struktura proizvoda su
direktno povezani sa vizuelnim utiskom, kao i ukusom, dok je produZen rok trajanja rezultat zastite
proizvoda od kvarenja. Fitohemikalije koje se primenjuju u prehrambenoj industriji su uglavhom
sekundarni metaboliti biljaka (Dillard i German, 2000). Prirodne funkcije sekundarnih metabolita
ukljucuju zastitu od UV zraCenja, uklanjanje slobodnih radikala, odbranu od fitopatogena itd.

UspeSan razvoj novih proizvoda zahteva senzorsku procenu i razumevanje svih kriterijuma, koje
treba ispuniti da bi proizvod dospeo na trziSte (Guing, 2012). Prihvatljivost proizvoda 1 opstanak
na trzistu zahteva i ekonomsku prihvatljivost i opravdanost (Costa-Font, Gil i Traill, 2008). Razvoj
funkcionalnih prehrambenih proizvoda ukljucuje inkorporaciju odredenih jedinjenja (ili sastojaka)
sa utvrdenim zdravstvenim prednostima. Postoji veliki izbor strategija koje se mogu koristiti za
modifikaciju prehrambenih proizvoda kako bi se postigli zeljeni uticaji na zdravlje. Primena
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neinvazivnih tehnika ispitivanja za kontrolu kvaliteta i sigurnosti prehrambenih proizvoda moze
garantovati konzistentne 1 bezbedne, kao i1 hranjive proizvode za potrosace (Chen i Opara, 2013),
¢ime se povecava njihova ekonomska vrednost (Opara i Pathare, 2014). Prilikom razvoja
prehrambenih proizvoda zdravstvena bezbednost, nutritivna vrednost, senzorski atributi (miris,
ukus, tekstura), stalan i ujednacen kvalitet ostaju presudni faktori za potrosace (Tahergorabi,
Matak i Jaczynski, 2015).

2.1.2. Proizvodnja funkcionalne hrane

U cilju dobijanja funkcionalnog proizvoda od ve¢ postojecih prehrambenih proizvoda neophodno
je primeniti odredene strategije:

e uklanjanje supstanci za koje je poznato da izazivaju nezeljene efekte ukoliko se
konzumiraju,

e obogacenje proizvoda mikronutrijentima do koli¢ine koja dovodi do pretpostavljenog
efekta,

¢ dodavanje komponenata koje obi¢no nisu prisutne u vecini proizvoda, a ¢ije je pozitivno
dejstvo na bioloski sistem dokazano,

e zamena pojedinih komponenanta hrane, ¢iji je unos najéesc¢e prekomeran, komponentom
¢ije je pozitivno dejstvo dokazano,

e povecanje biodostupnosti ili stabilnosti komponente za koju je poznato da ima
funkcionalno dejstvo ili da smanjuje rizik od oboljenja (Roberfroid, 2000).

Proizvodi obogac¢eni mineralima i vitaminima bili su prvi funkcionalni proizvodi na trZistu (Sloan,
2000). Posebnu paznju su privukli proizvodi obogaceni omega-3-masnim kiselinama,
rastvorljivim prehrambenim vlaknima i fitosterolima, jer uticu na unapredenje zdravlja i
prevenciju kancerogenih oboljenja (Sloan, 2002). U novije vreme, preharambene kompanije su
otiSle korak dalje u kreiranju novih prehrambenih proizvoda, u smislu da jedan proizvod nudi
viSestruko povoljno dejstvo na zdravlje (Sloan, 2004). Sa stanovista proizvoda, funkcionalno
svojstvo moze biti ukljuceno na razli¢ite nacine. Na osnovu toga, jedna od mogucih klasifikacija
funkcionalne hrane prikazana je u Tabeli 2.1.
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Tabela 2.1. Vrste funkcionalnih proizvoda (Spence, 2006; Kotilainen i sar., 2006)

Vrsta funkcionalnog proizvoda

Definicija

Proizvod poveéane vrednosti

Hrana sa pove¢anim sadrzajem postojeceg nutrijenta

Obogacen proizvod

Hrana sa dodatim novim nutrijentima ili
komponentama koje nisu inace prisutne u odredenoj
vrsti hrane

Izmenjen proizvod

Hrana kod koje je Stetna komponenta uklonjena, ¢iji
je sadrzaj smanjen ili je Stetna komponenta
zamenjena supstancom sa povoljnim bioloskim
dejstvom

Unapreden proizvod

Hrana kod koje je jedna od komponenata prirodno
unapredena putem posebnih uslova gajenja, novog
sastava hraniva, genetskim postupkom ili na neki

drugi nacin

Sa tehnoloskog stanovista, postoje razlicite tehnologije za razvoj funkcionalne hrane i moze se
razviti $irok spektar razli¢itih vrsta funkcionalnih proizvoda. Trenutno se funkcionalna hrana na
trziStu moze podeliti u tri glavne kategorije:

Prvu kategoriju ¢ini funkcionalna hrana za koju proizvodaci tvrde da njeno konzumiranje
ima pozitivan uticaj na zdravlje. Razli¢iti nacini proizvodnje novih prehrambenih
proizvoda utiu na zdravstvene benefite, tako da je moguce obogacivanje postojecih
proizvoda dodavanjem nutritivnih komponenata. U tom slu¢aju dodavanje hranljivih
materija koje inaCe nisu prisutne u proizvodu obezbeduje zamenu potencijalno Stetnih ili
nepozeljnih sastojaka nutritivnim komponentama (Spence, 2006),

Drugu kategoriju funkcionalne hrane ¢ine proizvodi, ¢ije konzumiranje ima pozitivan
uticaj na fizicko 1 psihic¢ko zdravlje. U ovoj kategoriji proucavaju se specificne komponente
hrane, kao Sto su holin, kofein i1 specificne aminokiseline radi odredivanja njihovog uticaja
na raspoloZenje 1 kognitivne performanse (Ashvell, 2002),

Tre¢u kategoriju ¢ine funkcionalni proizvodi, ¢ije konzumiranje pre, tokom ili nakon
fizicke aktivnosti uti¢e na oporavak organizma i poboljSanje fizickih performansi.
UravnoteZena ishrana sa preciznim sastavom odredenih komponenata hrane, kao §to su
rehidratizovani proizvodi 1 dodaci mikrohranjivih sastojaka, mogla bi da igra vaznu ulogu
u poboljSanju nivoa performansi potroSaca. U novu grupu prehrambenih proizvoda spadaju
1 Siroko koriS¢ena energetska pica, sa visokim nivoom kofeina (Ashvell, 2002).
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U cilju postizanja visokog kredibiliteta prehrambenih proizvoda, potrebno je voditi $to kvalitetnija
istrazivanja, kako bi se ispunili svi kriterijumi potrosaca i prehrambenih kompanija. Stoga,
strateSka povezanost medicine, prehrambene i farmaceutske industrije predstavlja osnov za pojavu
novih funkcionalnih proizvoda na trzistu sa potencijalno ve¢im prisustvom. Uvidom u nedostatke,
potrebe, sklonosti trziSta i zahteve potrosaca smanjuju se problemi prevodenja nau¢nih saznanja u
proces proizvodnje hrane.

2.1.3. Funkcionalne komponente

Savremena ishrana je pretrpela drasti¢ne promene poslednjih godina, §to je uticalo i na zdravlje
ljudi. Promene zivotnog stila su uslovile konzumiranje hrane koja izaziva i promene u organizmu.
Mnogi hroni¢ni zdravstveni problemi su uzrokovani nepravilnim nac¢inom ishrane. Povezanost
imunog sistema i ishrane predstavlja jednu od najaktuelnijih tema u svetu funkcionalne hrane, Sto
je razli¢ite grane industrije podstaklo na razvoj novih proizvoda sa dodatom i funkcionalnom
vrednos¢éu. Modifikacija postojecih i dizajniranje novih proizvoda ogleda se u dodavanju
komponenti koje imaju fiziolosko dejstvo na organizam (Tabela 2.2). Prisustvo funkcionalnih
komponenata u strukturi prehrambenih proizvoda obezbeduje proizvodima da tokom njihovog
konzumiranja uticu na bioloske funkcije, kao $to su: smanjenje nivoa holesterola, antivirusno i
antibakterijsko dejstvo, sprecavaje agregacije trombocita, regulisanje homeostaze organizma i sl.

Tabela 2.2. Pregled komponenti koje daju proizvodima funkcionalne karakteristike (IFIC -
International Food Information Council, 2009)

Dejstvo funkcionalnih

Komponenta Izvor
komponenata
Fenolne kiseline jabuke, C "
. . antioksidativna zastita,
(kafena kiselina, kruske, . C .
.. . , oCuvanje vida 1 rada srca
ferulna kiselina) citrusno voce, kafa
Flavonoidi . . TR Y
. bobicasto voce, podsticanje ¢elijske antioksidativne
Antocijanini o .- . y . .
L S viSnje, zaStite, doprinos ocuvanju funkcija
(cijanidin, delfinidin, .
. crno grozde mozga
malvidin)
Flavanoli ¢aj, kakao, oboliganie
(katehini, epikatehini, Sokolada, _ POPOysAle
. : L . . kardiovaskularnog sistema
epigalokatehin, procijanidini) jabuke, grozde
Flavanoni ) ] antioksidativna zaStita i1 zaStita od
. . . citrusno voce . .
(hesperetin, naringenin) slobodnih radikala
Flavonoli . . C et
(kvercetin, kempferol crni luk, jabuke, antioksidativna zastita 1 zastita od
In, kemp ’ ¢aj, brokoli slobodnih radikala
miricetin)
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kukuruz, soja,

Biljni steroli pSenica, smanjenje rizika od nastanka sréanih
(slobodni stanoli/sterol) obogacena hrana i oboljenja
pice
. . lan, raz, pozitivan uticaj na kardiovaskularni i
Lignani - , . .
pojedino povrée imuni sistem
Sufidi/Tioli beli lik, crni luk, detoksikacija organizma,
(dialil-sulfid, alil-metil-trisulfid) praziluk zaStita imunog sistema
Seni¢ne mekinje, el . .
Prehrambena vliakna P e zastita digestivnog trakta,
.. kukuruzne mekinje, L
Nerastvorljiva vlakna , smanjenje rizika od nastanka raka
kora voca

Sak ]j
grasax, pasui, smanjenje rizika od sr¢anih oboljenja

Rastvorljiva vlakna jabuke, citrusno L
] i nekih vrsta raka

VOCEe
Zrno zitarica,

doprinos ouvanju normalnog nivoa

integralni hleb, .. . .
Integralne Zitarice g glukoze u krvi i zastita organizma od
ovsena prekrupa, _y .
hroni¢nih oboljenja

smedi pirinac

kostunjavo voce S .
J > smanjenje rizika od nastanka sré¢anih

Mononezasi¢ene masne kiseline maslinovo ulje, ulje .
. oboljenja
repice
Polinezasi¢ene masne kiseline orasi, lan, riba, poboljsanje mentalnih i vizuelnih
(omega-3-masne kiseline) riblje ulje funkcija
Prebiotici integralne Zzitarice, . ) . .
- . - . - poboljSanje gastrointestinalnih
(inulin, frukto-oligosaharidi, crni luk, pojedino funkeiia i apsorociie Ca
polidekstroza) voce, beli luk, med Ja 1 apsorpcy
odredeni jogurti i
Probiotici drugi mlecni " .
- : . poboljSanje
(kvasac, Lactobacilli, proizvodi sa i o -
e . . e . gastrointestinalnih funkcija i
Bifidobacteria, ostali specifi¢ni kulturama, . )
T . e imuniteta
sojevi korisnih bakterija) nemlecni prilozi
hrani
iznutrice, mleko,
Vitamin A jaja, Sargarepa, y C . ) )
T . oCuvanje vida, imunog sistema i
indijski krompir . . o
—— zdravlja kostiju, poboljSanje
. . spanac, soC1vo, . . -
Vitamin Bz y i integriteta Celije
.. grasak, smedi
(Tiamin) o
pirinac
Vitamin B2 - ocuvanje mentalnih funkcija,
krto meso, jaja,

(Riboflavin) regulacija metabolizma
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zeleno lisnato
povrée

mlecni proizvodi,

Vitamin Bs svinjetina, pospesen rast celija i regulacija
(Niacin) riba, kostunjavo metabloizma
voce, jaja
Vitamin Bs iznutrice, jastog, ucesce u regulaciji metabolizma i

(Pantotenska kiselina)

Zrno soje, so¢ivo

sintezi hormona

Vitamin Bs
(Piridoksin)

pasulj, koStunjavo

voce, leguminoze,
riba, meso,

integralne zitarice

ocuvanje zdravlja imunog sistema,
regulacija metabolizma

Vitamin Bg
(Folna kiselina)

pasulj, leguminoze,
citrusno voce,
zeleno lisnato
povrée

smanjenje rizika radanja dece sa
oStecenjem mozga ili kicmene
mozdine

Vitamin B2
(Kobalamin)

jaja, meso,
svinjetina, mleko

ocuvanje mentalnih funkcija,
regulacija metabolizma i procesa
hematopoeze

Vitamin H

jetra, losos, mle¢ni
proizvodi,
jaja, ostrige

regulacija metabolizma i
hormonalnog sistema

Vitamin C

biber, Kivi,
citrusno voce,
jagode

antioksidativna zastita, oCuvanje
imunog sistema i
zdravlja kostiju

Likopen

paradajz, lubenica,
grejpfrut

ocuvanje zdravlja prostate

Vitamin D

riba, obogacena
hrana 1 pice

regulacija Ca i P, ocuvanje zdravlja
kostiju i imunog sistema,
potpomognut rast Celija

Vitamin E

seme suncokreta,
badem, lesnik

antioksidativna zastita,
ocuvanje imunog 1 kardiovaskularnog
sistema
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2.2. Novi prehrambeni proizvodi na bazi bobi¢astog voca

Naucna istrazivanja i brojni zdravstveni centri Sirom sveta, kao osnovne zdravstvene smernice
preporucuju povecanu upotrebu voca i povréa u ishrani. Bobi¢asto vo¢e zauzima visoku poziciju
sa prehrambenog i zdravstvenog aspekta, jer se sve vise konzumira zbog svog karakteristicnog
ukusa iizgleda, a dokazano je da je bogat izvor fitohemikalija koje mogu da sprece razlicite bolesti
1 poremecaje (Zanini i sar., 2016).

Bobicasto voce se popularno koristi ne samo u svezem i zamrznutom obliku, ve¢ i u formi razlicitih
preradenih proizvoda, ukljucujuéi suseno i konzervisano voce, jogurte, napitke, dzemove 1 zZelee
(Seeram, 2008). Plodovi bobicastog voc¢a kao Sto su: kupina, malina, borovnica, brusnica, crvena
ribizla, crna ribizla i jagoda popularno se koriste u ljudskoj ishrani u obliku sveze ili preradene
forme. Potraznja preradivacke industrije inicira plantazno gajenje bobicastog voca, kako bi se
dobile dovoljne koli¢ine sirovine ujednacenog kvaliteta i kvantiteta. Upotreba plodova bobicastog
voc¢a omogucila je proizvodnju novih proizvoda koji se mogu naci na policama trgovinskih lanaca.
Pri poredenju plodova bobicastog voca koje je isklju¢ivo iz plantazne proizvodnje sa samoniklim
vo¢em, moze se zakljuciti da samoniklo voc¢e ima viSe prednosti. Samoniko voce raste slobodno u
prirodi, bez neposrednog uticaja ¢oveka i ekonomskih troskova proizvodnje. U toku rasta i
sazrevanja plodova, izbegnuto je zaprasivanje hemikalijama 1 dubrenje zemlji§ta, pa samoniklo
vote ima veci prehrambeni potencijal. Plodovi samoniklog voca su bogatiji bioaktivnim
materijama, jer se razvijaju u optimalnim prirodnim uslovima (Alam i sar., 2019).

Mineralna dubriva koja se koriste kod plantazno gajenih kultura indirektno Stetno deluju na ljudski
organizam, tako §to se, na primer, nitriti iz dubriva kroz niz metabolic¢kih procesa 1 reakcija mogu
prevesti u kancerogene oblike (Morugan-Coronado i sar., 2020).

Takode, raste trend upotrebe ekstrakata plodova voca kao sastojaka funkcionalnih proizvoda i
prehrambenih suplemenata. Ekstrakti razli€itih vrsta vo¢a deluju kao efikasni inhibitori slobodnih
radikala i Stite organizam od razvoja patogenih stanja (Wang i Jiao, 2000). U okviru ove doktorske
disertacije, sprovedeno je istrazivanje na biljnoj vrsti Sambucus nigra L. Ova biljna vrsta, zova, je
Siroko rasprostranjena kao samonikla biljka, a njeni plodovi do sada nisu nasli primenu u
prehrambenoj industriji. Sa ciljem razvoja novih proizvoda, zova je predstavljala izazov ovog
istrazivanja, usmerenog ka utvrdivanju bioloskog potencijala. Do sada jedini proizvod od zove
prisutan na trziStu je Sambukol. Sambukol je prirodni lek sa antivirusnim svojstvima, efikasan u
borbi protiv virusa gripa. Glavni sastojak u formulaciji ovog proizvoda je ekstrakt plodova zove.
Sambukol je prepoznat kao prirodni ,,antibiotski proizvod” (Ulbricht i sar., 2014). Sa idejom da se
na trziStu pojave i novi 1 funkcionalni prehrambeni proizvodi od zove, detaljno istrazivanje je
vodeno u pravcu identifikacije bioaktivnih jedinjenja i analiziranja bioloske i1 farmakoloSke
aktivnosti, sa moguc¢noscu dodavanja zove ve¢ postoje¢im proizvodima ili njene upotrebe kao
polazne sirovine za kreiranje novih proizvoda.
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2.3. Bioaktivne komponente i zdravstveni benefiti bobiCastog voca

Kroz istoriju CoveCanstva, samonikle biljke su se koristile i kao hrana i kao lekovi. Sve kulture u
svetu poseduju tradicionalno znanje o hranjivim vrednostima biljaka i njihovim lekovitim
svojstvima (Ali-Shtayeh, Jamous i Jamous, 2015). Podaci iz literature pokazuju da je vise od 7000
samoniklih biljnih vrsta kori§¢eno kao hrana u toku razvoja ljudske civilizacije (Pinela, Carvalho
i Ferreira, 2017). Uz dodatnu nau¢nu potvrdu onoga $to je u etnofarmakologiji ve¢ poznato,
oc¢ekuje se da ¢e mnoge biljke steéi status kandidata za funkcionalnu hranu. Vaznost tradicionalnog
znanja prepoznala je i Svetska zdravstvena organizacija koja ga je usmerila kao svetsku strategiju
(WHO, 2015). Bobicasto voce obiluje i makro i mikrohranjivim sastojcima, pa je sadrzaj minerala
u plodovima od izuzetnog znacaja. Glavni minerali koji se nalaze u plodovima bobicastog voca
su: fosfor, kalijum, kalcijum, magnezijum, gvozde, mangan, bakar, natrijum i aluminijum. Zbog
akumulacije velike koli¢ine gvozda, kalcijuma, fosfora i natrijuma, kao i drugih minerala, ovi
plodovi zadrZavaju liderstvo medu svim ostalim plodovima voca (Hardisson 1 sar., 2001). Minerali
imaju vaznu ulogu u razvoju kostiju i zuba 1 daju snagu miSi¢ima kod ljudi. Ukljuceni su u
odvijanje vaznih fizioloskih i biohemijskih procesa, odrzavaju kiselo-baznu ravnotezu, uti¢u na
funkcije hormona i transmisiju nervnih impulsa. Nau¢ne studije su pokazale da postoji velika
raznolikost u pogledu fitohemijskog sastava i antioksidativnog kapaciteta plodova bobicastog voca
(Manach i sar., 2004). U Tabeli 2.3 je dat pregled sadrzaja mineranih materija kod odabranih vrsta
bobicastog voca.

11



Doktorska disertacija

Milena Vujanovic¢

Tabela 2.3. Sadrzaj mineralnih materija kod odabranih vrsta bobicastog voc¢a (mg/100 g svezeg

voca) (Nile i Park, 2014).

Minerali u
bobi¢astom
vocu
Kupina Brusnica Malina Borovnica Crnaribizla
Ca 20-30 3-5 15-30 15-35 35-45
Mg 17-20 3-7 0,5-1,0 6-10 15-18
Fe 1-2 0,16-0,40 0,4-0,6 0,15-0,60 1,3-2,5
P 25-30 1-4 20-22 10-15 35-40
K 100-150 24-30 200-225 56-80 300-320
Na 2-4 3-6 0,5-1,0 0,11-0,22 1,7-2,5
Zn 0,3-0,5 0,02-0,04 0,32-0,61 0,06-0,12 0,25-0,31
Mn 1,2-2,6 0,03-0,10 1,5-2,0 1,20-3,90 0,35-0,52
Cu 0,02-0,04 0,13-0,20 U tragovima 0,03-0,06 0,15-0,20
Literatrura  Siriwoharnisar., Pappasi Schaich, Nurmiisar.,, Fernandez-Panchon Borges i sar.,
2006. 2009. 2009. i sar., 2008. 2010.
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Trenutno se iz biljaka dobija veliki broj aktivnih jedinjenja koja se nalaze u hrani (Fernandes i sar.,
2019), a najcesce su to polifenolne komponente, koje zauzimaju sve vazniju poziciju na trzistu
fitopreparata. U bobicastom vocu su najzastupljenije sledece klase polifenolnih jedinjenja: derivati
hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline, antocijanini, tanini, flavonoli, flavoni, flavanoli,
flavanoni, izoflavoni, stilbeni i lignani.

Balkansko poluostrvo poseduje veliki biodiverzitet samoniklog bobicastog voca, sa rastom
prilagodenim razli¢itim ekoloskim wuslovima. Zahvaljuju¢i bogatom hemijskom sastavu,
samonikle vrste, kao §to je ve¢ pomenuto, ¢esto imaju izraZeniju bioloSku aktivnost od plantazno
gajenog voca (Smith, Rowan i Tan, 2000). Sekundarni metaboliti biljaka uslovljavaju njihov
bioloski potencijal, koji je prikazan na Slici 2.1.

Bobicasto voce

Flavoni:
Fenolne Kiseline : a) Katehin
a) Elagna kiselina b) Kvercetin
b) Galna kiselina

Bioloske
aktivnosti

Slika 2.1. Vrste bioaktivnih jedinjenja i bioloske aktivnosti odabranog bobi¢astog voca
(Nile i Park, 2014)
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Odredivanje sadrzaja sekundarnih metabolita u bobicastom vocu je predmet izucavanja dugi niz
godina, s obzirom da oni predstavljaju znacajnu komponentu funkcionalne hrane, pregled sadrzaja
glavnih sekundarnih metabolita u odabranom bobi¢astom vocu prikazan je u Tabeli 2.4.

Tabela 2.4. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antocijana u odabranom bobic¢astom vocu
(mg/100 g svezeg ploda) (Nile i Park, 2014).

Bobicasto voce Fenoli Flavonoidi Antocijani Literatura
486 276 82-326 Wang i Lin, 2000;
Sellappan, Akoh i Krewer,
2002.
315 157 67-140 Zheng i Wang, 2003;
Maatta-Riihinen, Kamal-
Eldin i Térrénen, 2004.
121 6 99 Rauha i sar., 2000;
Koponen i sar., 2007.
261-585 50 25-495 Skupien i Oszmianski, 2004;
Fernandez-Panchon i sar.,
2008.
29-60 46 44 Kaack i Austed, 1998;

Crnaribizla

Ozgen i sar., 2010.
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Vrsta jedinjenja koja uticu na funkcionalnost bobiCastog voca 1 njihove bioloske aktivnosti

prikazane su u Tabeli 2.5.

Tabela 2.5. Vrsta fitohemikalija i bioloske aktivnosti odabranog bobicastog voca (Nile i Park,

2014).

Bobicasto voce Fitohemikalije

Bioloska aktivnost

Literatura

Visok sadrzaj antioksidanasa,
polifenola, Mg, vitamina C.
Silicilati i tanini.

Antiviralna,
antikancerogena,
antioksidativna, smanjenje
holesterola.

Siriwoharn,
Wrolstad i
Durst, 2006.

Vitamini A, C, minerali Ca, Fe,
Mg, Mn, folna kiselina i fenoli.

Antibakterijska,
antisepti¢na i
antidiureti¢na.
Uklanjanje masti iz
limfnog sistema i zastita
kardiovaskularnog
sistema.

Pappas i
Schaich,
2009.

Vitamini C, B, prehrambena
vlakana, fenolna kiselina i jaki
antioksidanti. Folati, Fe, K, Cu i

lutein.

Malina

Antikancerogena,
antimikrobna,
antioksidativna.

Szajdek i
Borowska
2008.

Vitamini C, B kompleksa, E i A.
Bogat izvor minerala Se, Zn, Fe i
Mag.

B-karoten, lutein i zeaksantin.

Antikancerogena,
antiinflamatorna,
antidijabetogena. Zastita od
Alchajmerove bolesti,
usporava starenje.

Yiisar,
2005.

Antocijani, minerali Ca, Zn, Mg,
K, vitamini A, B i giberelinska
kiselina.

Crnaribizla

Antiinflamatorna,
smanjenje nivoa
holesterola, stimulacija
procesa digestije, rada jetre,
pankreasa i bubrega.

Slimestad i
Solheim,
2002.
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2.3.1. Antioksidativna aktivnost

U bioloskim sistemima oksidativni stres je prirodni fizioloSki proces, gde prisustvo slobodnih
radikala nadvladava strategiju uklanjanja slobodnoradikalskih vrsta, usled ¢ega dolazi do
narusavanja ravnoteze. OStec¢enje celija i molekula unutar ¢elija ne izazivaju samo slobodni
radikali. U ¢eliji postoje i neradikalske forme, koje reaguju sa biomolekulima izazivajuci
modifikacije u njihovoj funkciji (Kumar, 2014). Na primer, najc¢es¢i radikalski oblici reaktivnih
vrsta kiseonika (ROS) su: hidroksil- (HO"), superoksid anjoj (0", peroksil- (ROO") i alkoksil-
(RO") radikal, dok su najéeséi neradikalski oblici: singletni kiseonik (*O2), vodonik peroksid
(H20>) i hipohlorna kiselina (HCIO) (Fasiku i sar., 2020).

Osim reaktivnih molekula kiseonika koji se formiraju tokom ¢elijskog metabolizma, u procesu
metabolizma nastaju i reaktivne vrste azota (RNS), koje takode mogu imati radikalski i
neradikalski oblik. Najées¢i radikalski oblici azota su: azotmonoksidni radikal (NOY),
azotdioksidni radikal (NO2") i nitratni radikal ("NOs). Neradikalski oblici azota su: nitritna kiselina
(HNO2), nitrozil katjon (NO*), nitrozil anjon (NO), azot (I11)-oksid (N203), azot (IV)-oksid
(N2Og) i peroksinitrit (ONOO") (Fasiku i sar., 2020).

ROS su definisane kao molekuli koji sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona i deluju kao
oksidaciono sredstvo u toku odvijanja redoks reakcija. Pokre¢u proizvodnju slobodnih radikala
prenosenjem elektrona u hemijskoj reakciji. Celije koriste kiseonik za stvaranje energije u obliku
adenozin-trifosfata (ATP) u mitohondrijama, ali i za produkciju slobodnih radikala (Blokhina i
Fagerstedt, 2010). Kao deo propagativne lan¢ane reakcije, slobodni radikali reaguju sa drugim
radikalima, sve dok lancanu reakciju ne zaustave antioksidanti. Slobodni radikali imaju kratak
zivotni vek, koji traje mili-, mikro- ili nanosekundu, i reaguju sa lipidima, DNK, proteinima i
ugljenim hidratima. U reakciji sa ¢elijskim molekulima dovode do oStec¢enja 1 formiraju Stetne
proizvode kao $to su na primer lipidni peroksidi 1 drugi produkti, koji uzrokuju oStecenje celijskih
membrana, smanjenje aktivnosti enzima i sl. (Shah i sar., 2001). ROS transformisu DNK
narusavanjem strukture jednog ili oba lanca DNK, razgraduju azotne baze, ucestvuju u
transformaciji, translokaciji 1 umreZavanju sa proteinima. Promene na lancu DNK dovode do
starenja, kancerogeneze i neurodegenerativnih, autoimunih, kardiovaskularnih i drugih bolesti.
Reaktivne vrste kiseonika mogu oksidovati ki¢mu proteina, kao 1 bo¢ne lance proteina (Birben 1
sar., 2012).

Slobodni radikali imaju dvojaku ulogu u organizmu, te osim negativnih efekata, mogu ucestvovati
1 u bioloski znac¢ajnim procesima. I ROS i RNS formiraju se na dobro kontrolisan nacin i u¢estvuju
u regulaciji homeostaze ¢elijskih procesa i1 kontroliSu ¢elijsku aktivnost modulacijom signalnih
puteva (Pal-Nath i sar., 2017). ROS imaju vaznu ulogu u nekoliko fizioloskih procesa kao §to su
normalno funkcionisanje vaskularnih ¢elija, izazivanje efikasnog imunog odgovora, deluju kao
moguci signalni molekuli, reguliSu unos glukoze u skeletni misi¢ (Salman 1 Ashraf, 2013). Oni
imaju ulogu kao odgovor na stimulaciju faktora rasta i kontrolu inflamatornih reakcija. Neophodni
su za celijsku homeostazu, signalizaciju i1 razne bioloske odgovore, uestvuju u procesima
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diferencijacije, migracije 1 proliferacije ¢elija. Takode, sluze za transdukciju signala koje prenose
do citokina i nuklearnog faktora-kB (NF-kB) (Gorin i Block, 2013).

Kao 1 ROS, tako i RNS ucestvuju u odvijanju fizioloskih procesa organizma. *NO regulise funkciju
intestinalnih epitelnih ¢elija. *NO je veoma reaktivan signalni molekul i vazan regulator ¢elijskih
funkcija, ukljucujuci prenos nervnih impulse i regulaciju imunog odgovora (Bhatraju i sar., 2015).
Smatra se da °*NO ucestvuje u procesu inhibicije rasta Celija tumora i da spreCava rast
mikroorganizama (Watanabe i sar., 2007).

Budu¢i da slobodni radikali imaju sposobnost da reaguju na neselektivan nacin, $to dovodi do
ostecenja gotovo bilo koje celijske komponente, postoji Sirok spektar antioksidativne zastite.
Antioksidanti su supstance koje mogu spreciti ili usporiti oSteCenje celija prouzrokovanih
nestabilnim molekulima koji se produkuju u organizmu, kao odgovor na razli¢ite faktore koji
naruSavaju homeostazu ¢elijskih procesa.

Antioksidativni odbrambeni sistem ¢ine endogeni antioksidanti, koji obuhvataju enzimske i
nenzimske antioksidante. Pored endogenih antioksidanata, razli¢ite supstance ili agensi koji mogu
ukloniti reaktivne metabolite kiseonika, inhibirati njihovo stvaranje ili povecati sposobnost
endogenih antioksidanata deluju kao egzogeni antioksidanti.

Glavni enzimski antioksidanti u humanim ¢elijama su: superoksid dismutaza, glutation
peroksidaza, glutation-reduktaza i katalaza (Mironczuk-Chodakowska, Witkowska i Zujko,2018).

Endogeni neenzimski antioksidanti su:

e glutation - tripeptid koji se sastoji od glutamata, cisteina i glicina, nalazi se u svim
eukariotskim ¢elijama 1 predstavlja jedan od klju¢nih neenzimatskih antioksidanata u telu.
U sluznici creva glutation ima ulogu antioksidativne barijere,

e tioredoksin sistem - koji se sastoji od tioredoksina i tioredoksin reduktaze. Ima sposobnost
ukljanjanja slobodnih radikala i spre¢ava lancane rekacije oksidacije,

e melatonin - hormon epifize koji ispoljava veoma jaku antioksidativnu mo¢, posebno u
mitohondrijama i jetri.

Prehrambene komponente, ukljucujuci vitamine, minerale, polifenole, izotiocijanate i karotenoide,
su najvazniji egzogeni antioksidanti. Cinjenica da egzogeni antioksidanti ostvaruju odbrambeni
mehanizam 1 nisu toksi¢ne prirode, njihova upotreba u vidu dodataka ishrani je efikasan nacin u
prevenciji i terapiji bolesti (Hammond, Johnson i George, 2014).
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2.3.2. Neuroprotektivna aktivnost

Jedna od neuroloski znaCajnih grupa enzima je svakako i grupa holinesteraza, enzima koji
katalizuju hidrolizu neurotransmitera acetilholina (ACh) na holin i acetil koenzim A. U proces
hidrolize neurotransmitera uklju¢ena su dva enzima:

e Acetilholinesteraza (AChE) je serin hidrolaza, nalazi se u razli¢itim tkivima: nervnom i
miSi¢nom tkivu, motornim i senzornim vlaknima, holinergickim i neholinergickim
vlaknima (Massoulie 1 sar., 1993). AChE oslobada sinapse od ACh, pa se na taj nacin
zaustavlja prenos signala sa nervne na miSi¢nu c¢eliju. AChE ima izuzetno visoku
specificnu kataliticku aktivnost, posebno za serin hidrolaze i svaki molekul AChE u
sekundi razgradi 25000 molekula ACh (Taylor i sar., 1995).

e Butirilholinesteraza (pseudoholinesteraza, BChE) nalazi se prvenstveno u jetri, odakle
prelazi u krvotok. Osim acetilholina, katalizuje hidrolizu i drugih bioloskih estara, kao $to
su propionilholin i beznoilholin. Fizioloska uloga ovog enzima nije u potpunosti
razjasnjena, ali je utvrdeno da njegova snizena aktivnost prati pojavu nekih patoloskih
stanja (anemija, karcinom, oboljenja jetre).

Acetilholin (ACh) je neurotransmiter koji se nalazi u centralnom i perifernom nervnom sistemu.
Za ACh postoje dve grupe receptora, nikotinski i muskarinski. Tokom neurotransmisije ACh se
oslobada u sinapticku pukotinu i vezuje za holinergicki receptor na postsinaptickoj membrani
prenoseci signal iz neurona.

Ukoliko dode do degeneracija neurona, usled nedostatka neurotransmitera ACh javlja se gubitak
memorijskih funkcija mozga (Katzman i Bick, 2000). Nedostatak neurotransmitera acetilholina u
mozgu, primecen je usled smanjene proizvodnje neurotransmitera ili povecane aktivnosti
acetilholinesteraze (Arce i sar., 2009). Smanjeni nivo neurotransmitera dovodi do gubljenja
intelektualnih sposobnosti, Sto uzrokuje 1 nastanak Alchajmerove bolesti (Honda 1 sar., 2004).

Za le€enje Alchajmerove bolesti i poboljSanja kvaliteta Zivota obolelih, primenjivani su sinteticki
inhibitori acetilholinesteraze. Siteticka jedinjenja, osim inhibicije enzima, izazivaju i toksi¢ne
efekte na organizam, zbog Cega se sve viSe teZi ka njihovoj zameni nesinteti¢kim, prirodnim
jedinjenjima (WHO, 2015). Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju da sekundarni metaboliti
biljaka, pre svega polifenolna jedinjenja imaju sposobnosti inhibicije AChE. Flavonoidi i fenolne
kiseline su pokazali znacajnu anti-AChE aktivnost, a posebno: rutin, kvercetin, kempferol, galna,
elagna, kafena i ruzmarinska kiselina (Borowiec i sar., 2014). Istrazivanja koja su izvedena od
strane Grossman i sar. (2013) i Ekin i sar. (2016) su pokazala da osim polifenolnih jedinjenja,
alkaloidi i terpenoidi imaju sposobnost inhibicije AChE.
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2.3.3. Antitirozinazna aktivnost

Melanin je pigment koji kod sisara uslovljava boju koze, kose i o¢iju i ima vaznu ulogu u zastiti
koze od UV zracenja i oksidativnog stresa prouzrokovanog uticajem razli¢itih spoljasnjih faktora
(Brenner i Hearing, 2008). Melanin se sintetiSe iz epidermalnih melanocita u procesu koji se naziva
melanogeneza (Bonaventure, Domingues i Larue, 2013). Tokom produkcije melanin se deponuje
u melanocitima, koji su smesteni u unutracelijskim organelama melanozomima (Ito 1 Wakamatsu,
2008). U melanocitima se sintetiSu dve vrste pigmenta melanina:

e cumelanin (smede-crni ili tamni nerastvorljivi polimer, koji se nalazi u tamnoj kozi i crnoj
kosi) i

e feomelanin (crveno-zuti rastvorljivi polimer), koji je povezan sa crvenom vrstom kose.

Melanogeneza je slozen put koji ukljucuje niz slozenih enzimskih i hemijskih reakcija. Tri enzima:
tirozinaza (TYR), protein-1 povezan sa tirozinazom (TRP-1) i protein-2 povezan sa tirozinazom
TRP-2 (inace poznat kao dopahrom tautomeraza, DCT), vazni su posrednici melanogeneze, a
enzim tirozinaza je neophodan za odvijanje procesa melanogeneze. Proces sinteze melanina
prikazan je na Slici 2.2.
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Slika 2.2. Biosintetski put melanina (Bonaventure, Domingues i Larue, 2013)
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Sinteza melanina zapocinje oksidacijom L-tirozina i/ili L-dihidroksifenilalanina (L-DOPA) u
prisustvu enzima tirozinaze do dopahinona (DQ), koji je supstrat za sintezu eumelanina i
feomelanina (Slika 2.2). Ubrzo nakon formiranja, dopahinon reaguje sa cisteinom, pri ¢emu se
formira 2- ili 5-cistein DOPA, koji zatim oksiduju i polimeriziraju, stvaraju¢i crveno-zute
rastvorljive pigmente, poznate pod nazivom feomelanini.

Sa druge strane, dopahinon moze da ciklizuje, usled Cega dolazi do stvaranja narandzastih
intermedijera, dopahroma. Spontanom dekarboksilacijom dopahroma, obrazuje se dihidroksindol
(DHI), koji se brzo oksiduje i polimerizuje, stvara se nerastvorni polimer tamnosmede-crne boje,
velike molekulske mase, poznat kao DHI-melanin.

Medutim, ako je TRP-2 dostupan, dopahrom ¢e tautomerizovati bez gubitka svoje karboksilne
kiseline i u procesu tautomerizacije se formira DHI-2-karboksilna kiselina (DHICA), koja moze
da bude podvrgnuta reakcijama oksidacije i polimerizacije, kako bi se obrazovao DHICA-melanin.
Ovaj melanin je svetlosmede boje, umereno rastvorljiv i srednje veli¢ine (Ito i Wakamatsu, 2003).
TRP-1 i TRP-2 uti¢u na povecanje aktivnosti tirozinaze. Dostupnost enzima i supstrata koji
ucestvuju u procesu melanogeneze predstavlja glavni faktor od koga zavisi koja vrsta melanina ¢e
biti sintetisana.

lako melanin ima vaznu ulogu u zastiti koze, nekontrolisana proizvodnja u melanocitima 1
akumulacija melanina u razli¢itim delovima tela, dovodi do velikog broja ozbiljnih dermatoloskih
poremecaja, koji ukljucuju stecene hiperpigmentacije kao Sto su melazma, pege, solarni lentigo
(starosne mrlje) (Ahn i sar., 2006). Tirozinaza je klju¢ni enzim u procesu sinteze melanina u
melanocitima, a hiperprodukcija i akumulacija melanina povezani su sa neurodegenerativnim
bolestima, ukljucujuéi 1 Parkinsonovu, Alchajmerovu i Huntingtonovu bolest (Ghielen 1 sar.,
2019).

Inhibitori tirozinaze postaju sve vazniji u kozmetickoj industriji, medicini (Kanost, Jiang i Yu,
2004) i prehrambenoj industriji (Lunadei i sar., 2011), prvenstveno zbog svog doprinosa efektu
sprecavanja hiperpigmentacije.

Poslednjih godina zabeleZen je veliki broj inhibitora tirozinaze sinteti¢ke prirode, medu kojima su
najpoznatiji hidrohinon, arbutin i koji¢na kiselina. Ova jedinjenja su se u praksi pokazala kao $tetni
agensi zbog nuspojava koje se razvijaju kao posledica njihove primene: citotoksi¢nost, rak koze,
dermatitis 1 neurodegenerativne bolesti (Wang sar., 2019). U cilju spre¢avanja razvoja patoloskih
stanja zbog primene sintetic¢kih inhibitora, prirodni proizvodi se sve vise ispituju kao potencijalni
agensi u procesu inhibicije prekomerne aktivnosti enzima tirozinaze.
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2.3.4. Antidijabetogena aktivnost

Dijabetes melitus je sve veci globalni zdravstveni problem. Ocekuje se da ¢e se do 2030. godine
broj od 171 milion dijabeticara Sirom sveta povecati 1 do 366 miliona (Xu 1 sar., 2013). Oko 90%
sluGajeva dijabetesa u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju su neinsulinski zavisni dijabetes
melitus, poznat kao dijabetes tipa 2, koji se najCeS¢e srece kod odraslih, a karakteriSe se
postpradnijalnom hiperglikemijom i izrazito visokim nivoom glukoze u krvi nakon obroka.
Sastavni faktori u procesu nastajanja dijabetesa su otpornost na insulin, hiperinsulinemija,
oslabljeno lucenje insulina, smanjeno unosSenje i iskoris¢enje glukoze posredovano insulinom
(Haas i sar., 2014).

U enterocitima tankog creva ugljeni hidrati mogu da se apsorbuju samo u obliku monosaharida
(glukoza i fruktoza). Pankreasna a-amilaza je glavni enzim u digestivnom sistemu i ukljucen je u
hidrolizu skroba, glikogena i razli¢itih polisaharida do jednostavnijih oligosaharida, ukljucujuci
maltozu, maltotriozu i neke a-(1-6) i a-(1-4) oligoglukane. a-glukozidaza se nalazi u mikrovilima
tankog creva, razgraduje disaharide ¢ine¢i ih dostupnim za crevnu apsorpciju. Proces digestije
ugljenih hidrata odvija se veoma brzo i rezultira postprandijalnim porastom glukoze u krvi. Porast
nivoa glukoze u krvi je povezan sa aktivno$¢u enzima, koji su kljuéni za metabolizam ugljenih
hidrata, a-amilaze i a-glukozidaze koje su lokalizovane u tankom crevu (Gupta i sar., 2018).
Inhibicijom glavnih enzima, koji su ukljueni u metabolicke procese ugljenih hidrata u
digestivnom traktu, smanjuje se rizik od nastajanja dijabetesa.

Akarboza je inhibitor enzima a-glukozidaze, koji utiCe na smanjenje apsorpcije glukoze u krvi,
tako $to utiCe na smanjenje proizvodnje ovog enzima u tankom crevu. Medutim, ovaj inhibitor,
osim inhibicije digestivnih enzima, dovodi i do nastanka gastrointestinalnih poremecaja, zbog ¢ega
je ispitivano alternativno smanjenje aktivnosti digestivnih enzima upotrebom lekovitog bilja, kao
odli¢nog prirodnog izvora velikog broja farmakoloski aktivnih jedinjenja (Dhameja i Gupta,
2019). Na osnovu sprovedenih istraZivanja od strane razli€itih istraZivackih grupa utvrdeno je da
fenolna jedinjenja biljaka uti¢u na smanjenje proizvodnje glukoze, koja se oslobada iz sloZenih
ugljenih hidrata (Zengin i sar., 2018). Ovo saznanje je usmerilo dalja istraZivanja ka pronalasku
prirodnih inhibitora a-amilaze 1 a-glukozidaze, koji ne izazivaju nezeljene efekte na zdravlje.
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2.4. Perspektiva i izazovi u kreiranju novih prehrambenih proizvoda na bazi
bobicastog voca

Sve vece interesovanje nauke i trziSta za prirodnim proizvodima otvara moguénosti da se pored
plantazno gajenih 1 samonikle kulture implementiraju u proizvodnju novih prehrambenih
proizvoda, koji ¢e ispunjavati kriterijjume funkcionalne hrane. Sa ciljem da se izade iz
tradicionalnih okvira upotrebe pojedinih biljnih vrsta i prevazilazenja barijera na putu ka trzistu,
neophodno je dati jak naglasak na istrazivanjima interdisciplinarnog karaktera, kako kroz osnovne,
tako 1 kroz klinicke studije. Uloga fitohemikalija bobicastog voéa u promociji zdravlja i
sprecavanja bolesti vazan je korak u tacnom definisanju bioloSkih potencijala ovih jedinjenja
(Stewart 1 sar., 2007). Buduc¢e studije ¢e se najverovatnije zasnivati na ispitivanju i analizi
fitohemikalija na ¢elijskom i molekularnom nivou.

Da bi se ostvario napredak u istrazivanju potencijalnih zdravstvenih koristi plodova samoniklog
voca, naucnici smatraju da je neophodno voditi studije i na nivou gena, $to ¢e obezbediti uocavanje
I karakterizaciju varijacija u bioloskim sistemima. Studije usredsredene na nutricionomiju (efekti
hranljivih materija na genom, proteome i metabolomiku) i nutrigenetiku (efekti genetske varijacije
na interakciju izmedu ishrane i bolesti) bice od sustinske vaznosti (Smith-Hall i sar., 2012). Buduce
studije o metabolizmu bioaktivnih jedinjenja u plodovima bobicastog voca ¢e se najverovatnije
voditi ka proceni da li se sama jedinjenja ili metaboliti formirani in vivo akumuliraju u ciljnim
tkivima 1 da li ispoljavaju bioloske efekte u njima. Na primer, moguce je da prilikom unosa,
jedinjenja ili njihovih metabolita, ukljucujuéi glukuronidizovane, sulfatizovane i metilovane
derivate, deluju kao ,,lekovi” unutar ciljanog tkiva (Shukla i Matto, 2009). Metabolicki produkti
nastali usled dejstva mikroflore debelog creva iz plodova bobicastog voca mogu takode znacajno
doprineti zdravstvenim koristima koja mogu biti rezultat konzumiranja voca (Stewart i sar., 2007).
Takode, moglo bi biti izuzetno vazno utvrditi zdravstvene koristi i sinergisticke interakcije
bobicastog voca obogacenog aditivnim fitohemikalijama iz drugih prehrambenih proizvoda. Fokus
istrazivanja na interakciji gena 1 nutritivnih komponenata i zdravstvenog rezultata nakon
interakcije su osnov za spreavanje hroni¢nih bolesti, poboljSanje kvaliteta Zivota 1 promociju
zdravlja.
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2.5. Moguc¢nosti prerade bobi¢astog voca

Primena nerazornih tehnika u procesu prerade sitnog bobicastog vo¢a moze pruziti konzistentne 1
sigurne, kao 1 hranjive proizvode za potroSace (Chen i sar., 2013), ¢ime se povecavaju njihove
ekonomske vrednosti (Opara i Pathare, 2014). Za dobijanje proizvoda od bobicastog vo¢a mogu
se koristiti svi delovi biljke, jer su plod, cvet, list, kora 1 semenke izuzetno bogati bioloski vrednim
molekulima. Bobicasto voce se preraduje na razliCite nacine, ali u osnovi su: cedenje, susenje,
sitnjenje, destilacija i ekstrakcija. Tehnoloski postupak koji se primenjuje u obradi bobicastog voca
mora biti ekoloski opravdan, kako bi se izbegli Stetni uticaji na zivotnu sredinu.

2.5.1. Susenje

Za obradu materijala na putu prevodenja sirovine u proizvod u prehrambenoj, hemijskoj i
farmaceutskoj industriji tehnoloski postupak suSenja predstavlja osnovnu operaciju. Proces
susenja podrazumeva uklanjanje vlage iz vlaznog materijala, dovodenjem toplote i isparavanjem
vode iz sirovine. Tehnika suSenja u prehrambenoj industriji je od izuzetnog znacaja, jer se
uklanjanjem vode iz proizvoda onemogucava rast mikroorganizama, kao glavnih kontaminenata
hrane. Tehnika susenja se sve viSe razvija, optimizuje i primenjuje na industrijskom nivou, u cilju
dobijanja $to kvalitetnijih proizvoda (Menon, Stojceska i Tassou, 2020).

Pokusaji da se poboljsa energetska efikasnost procesa suSenja i kvalitet suSenog proizvoda doveli
su do razvoja mnogih tehnika suSenja, Sto je uticalo da se tradicionalne tehnike suSenja postepeno
zamenjuju savremenim. Sve vece interesovanje prehrambene industrije privlaci liofilizacija,
kojom se moze obezbediti odrziv kvalitet gotovih proizvoda. Pored liofilizacije mogu se
primenjivati 1 drugi nacini susenja: suSenje u fluidizovanom sloju, susenje rasprSivanjem, susenje
iz smesSe leda i vode, susenje u peni, kao i eksplozivno suSenje (Mar i sar., 2020). U okviru ove
doktorske disertacije, suSenje sirovine se odvijalo primenom liofilizacije, stoga ¢e viSe paznje biti
posveceno ovoj tehnici uklanjanja vode/vlage iz sirovog/vlaznog materijala.

2.5.1.1. Tradicionalne tehnike suSenja

Susenje kao tradicionalna tehnika se i danas primenjuje, ali u znatno manjem obimu. Tradicionalno
susenje se odvija napolju u posebno pripremljenom prostoru, u kome dolazi do strujanja vazduha,
bez direktnog izlaganja suncu. Pripremljeni materijal za suSenje se postavlja na lese u rastresitom
sloju 1 u toku suSenja biljni materijal treba povremeno okrenuti sa jedne na drugu stranu, radi
efikasnijeg suSenja, a takode je potrebno izbec¢i drobljenje i usitnjavanje materijala. Ukoliko se
materija rasporedi u debelom sloju, ne¢e do¢i do efikasnog suSenja, usled visoke temperature moze
do¢i do fermentacije, Sto izaziva kvarenje proizvoda. Kvalitet ovako osuSenog biljnog materijala
je razli¢it. Prednost ove tehnike suSenja u odnosu na savremene se ogleda u ekonomskoj
isplativnosti, izbegnuto je zagadenje Zivotne sredine, dok glavni nedostatak predstavlja dugo
trajanje procesa susenja (Dehnad, Jafari i Afrasiabi, 2016).
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2.5.1.2. Savremene tehnike suSenja

Susenje zamrzavanjem ili liofilizacija je tehnika susSenja, koja se izvodi u vakuumu. Proces
liofilizacije se zasniva na sublimaciji vode iz zamrznute sirovine, kontrolom kriti¢nih parametara
temperature i pritiska. U cilju $to boljeg odvijanja procesa suSenja potrebno je da temperatura u
toku susenja bude dovoljno niska i da se obezbedi dovoljno visok vakuum. Proces liofilizacije se
zasniva na sublimaciji kristalnog oblika vode iz zamrznute sirovine, pri ¢emu se zagrevanjem
obrazuje parna faza, bez stvaranja tecne faze (Grabowski i sar., 2005).

Kontrolisana primena toplote u toku liofilizacije je bitna karakterstika ovog procesa, jer je na taj
nacin izbegnuta moguénost degradacije visokovrednih jedinjenja koje sirovina sadrzi, ali je vreme
susenja u visokom vakuumu dugo. Vreme trajanja liofilizacije moze da bude i do 48 sati, u
zavisnosti od sirovine koja se susi.

Prilikom kontrolisanog sniZzavanja temperature i pritiska voda moze biti istovremeno u ¢vrstom,
teCnom 1 gasovitom agregatnom stanju. Tacka u kojoj su sva tri stanja vode u ravnotezi naziva se
trojna tacka, prikazana na faznom dijagramu za vodu (Slika 2.3). Vrednosti temperature i pritiska
vode u trojnoj tacki su 0°C 1 611,657 Pa. Kada su pritisak i temperatura ispod trojne tacke voda se

nalazi u obliku leda i iz &vrste faze prelazi u gas, odnosno zapoéinje proces sublimacije (Sumié,
2014).

Pritisak

&vrsta faza

superkriticni fhuid
Y kompresibilna
Kriticni pritisak tecnost
P- ‘| —l-—I TTTTTTTTT
o .'. Kriticna tacka
' tec¢na faza
]
E
;' pregrejana para
Pp  Trojnatacka !

gasovita faza
Krititna temperatura
T Ter

Temperatura

Slika 2.3. Fazni dijagram za vodu
(https://www.wikiwand.com/bs/Fazni_dijagram)
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Atmosferski pritisak i temperatura okolne sredine ispod nule su takode pogodni uslovi za odvijanje
sublimacije vode, ali je tada brzina susenja izuzetno mala, skoro neznatna.

Konstrukcija uredaja za liofilizaciju se moze razlikovati u zavisnosti od nacina rada i namene. U
zavisnosti od nacina rada uredaji za suSenje mogu biti konstruisani kao kontinualni i
diskontinualni. Kontinualni tipovi uredaja podrazumevaju trakaste i tunelske susnice, dok se
diskontinulani uglavnom odnose na komorne susnice.

U osnovi, svaki tip liofilizatora se sastoji od komore za susenje, polica (lesa), na kojima se nalazi

sirovina koja je spremna za susenje, grejaca, kondenzatora, vakuum pumpe i izvora toplote (Slika
2.4).

;.’ Vakuum pumpa

Kondenzator

[zvor toplote

Zamtznuti
proizvod

Pregrada bt

1

Komora za susenje

Rashladna jedinica ‘

Slika 2.4. Konstrukcija uredaja za liofilizaciju (Sumi¢, 2014)

Za obezbedivanje 1 odrzavanje vakuuma u komori 1 kondenzatoru zaduZena je vakuum pumpa.
Kada dode do sublimacije ¢vrste faze vode, obrazuje se para velike zapremine, a da bi se vakuum
odrZao u sistemu, neophodno je obezbediti vakuum pumpe velike snage.

Kada se izmedu komore za suSenje i vakuum pumpe postavi kondenzator, dolazi do potpunog
uklanjanja vodene pare, a vakuum pumpa usvaja samo nekondenzovane gasove. Razlika
parcijalnih pritisaka iznad povrsine sirovine koja se susi i povrsine kondenzatora uslovljava brzinu
kondenzacije. Kretanje molekula vode u pravcu kondenzatora se odvija zbog toga Sto je pritisak
pare kondenzatora niZi od parcijalnog pritiska pripremljene sirovine za suSenje. Na osnovu
parcijalnih pritisaka zakljucuje se da temperatura kondenzatora mora biti niza od temperature
sirovine. Kada para stupi u kontakt sa povr§inom za kondenzovanje, hladi se i tada dolazi do
formiranja kristala leda, koji se uklanjaju iz sistema. Temperatura povrSine kondenzatora zavisi od
temperature sirovine koja se susi.

Grejaci obezbeduju toplotu koja je neophodna da bi se ubrzalo isparavanje vode, §to direktno utice
na povecavanje brzine susenja. Osim elektri¢nih grejaca izvor toplote moze da bude i medijum
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koji struji kroz ploce, a sirovina koja se susi postavljena je na lese, koje se nalaze na zagrejanim
nosacima.

Proces liofilizacije moze biti potpomognut mikrotalasnim zagrevanjem, jer delovanjem
mikrotalasa obezbeduje se efikasnije 1 uniformnije zagrevanje. U toku procesa susenja, unutar
sirovine se odvija prenos mase i toplote. Prenos mase se odvija uvek kroz suvi sloj, dok se prenos
toplote moze sprovoditi i kroz suvi i kroz zamrznuti sloj, a takode u zamrznutom sloju postoji
mogucnost generisanja toplote pomocu mikrotalasa (Welti-Chanes i sar., 2005).

Proces liofilizacije odvija se u tri faze:

a) zamrzavanje sirovine (solidifikacija),
b) primarno susenje (sublimacija leda) i
c) sekundarno suSenje sirovine (desorpcija nezamrznute vode).

a) Zamrzavanje je glavni korak u procesu dehidracije sirovine tokom liofilizacije (Pikal i sar.,
2016). Voda iz te¢nog oblika prelazi u ¢vrstu fazu, Sto dovodi do koncentrisanja molekula vode u
vidu kristala (Franks 1 Auffret, 2007). Zamrzavanje je kriti¢ni korak u pogledu bioloske aktivnosti
1 stabilnosti aktivnih bioloskih 1 farmakoloSkih sastojaka. Ukoliko se zamrzavanje odvija
postepeno, obrazuju se veci kristali leda, pa pore u strukturi sirovine imaju grubu strukturu.
Ovakva struktura leda omogucava laksi protok pare, pa se na taj nain smanjuje vreme primarnog
susenja. Obrazovanje sitnijih kristala leda se javlja prilikom brzeg zamrzavanja, §to dovodi do
stvaranja fine strukture pora unutar sirovine, zbog Cega proces primarnog susenja duze traje
(Schneid i sar., 2009). Pravilnim zamrzavanjem sirovine obezbeduje se dugoro¢na stabilnost
proizvoda, posebno lekova (Tang i Pikal, 2004). Oko 50% trenutno plasiranih biofarmaceutskih
preparata su liofilizovani, $to predstavlja najceS¢u strategiju u formulaciji ove vrste proizvoda
(Anchordoquy i sar., 2004). U proizvodima koji su osuseni zamrzavanjem reakcije hemijske ili
fizicke degradacije su inhibirane ili dovoljno usporene, Sto rezultuje ve¢om stabilnoS¢u proizvoda
(Carpenter i sar., 1997). Pored prednosti u boljoj stabilnosti proizvoda, liofilizovane formulacije
su jednostavnije za rukovanje tokom transporta i skladiStenja (Tang i Pikal, 2004).

b) Tokom faze primarnog susenja, pritisak u komori je snizen, kako bi se omogucila sublimacija
Cvrste kristalne strukture 1 izdvajanje slobodne vode. Da bi se primarno suSenje smatralo
zavrSenim, vazno je da sirovina koja se suSi sadrzi 6-8% vode. Brzina sublimacije leda iz
zamrznute sirovine zavisi od razlike pritisaka pare iznad sirovine i u kondenzatoru. Migracija
molekula se odvija iz oblasti viSeg pritiska, odnosno iznad sirovine, ka oblasti nizeg pritiska, prema
kondenzatoru. Veoma je vazno da temperatura na kojoj se sirovina susi bude izbalansirana izmedu
temperature koja odrZava sirovinu u zamrznutom stanju i temperature koja maksimizuje pritisak
isparavanja vode iz sirovine. Ovaj balans je klju¢ optimizacije suSenja zamrzavanjem. Dovod
toplote sirovini mora se pazljivo kontrolisati, naroCito tokom ranih faza suSenja. Sirovini je
potrebno dovesti $to je moguce viSe toplotne energije radi ubrzavanja suSenja, ali tako da ne dode
do prelaska vode iz ¢vrstog u tecno stanje. Pored dovedene toplote, na brzinu suSenja utice i odnos
povrsine prema zapremini sirovine. Sto je ovaj odnos veéi i brzina susenja je ve¢a. Ovo je posledica

26



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

vece povrsine isparavanja u poredenju sa razdaljinom koju molekul mora da prede do povrSine
zamrznute sirovine. SuSenje se odvija od povrsine sirovine i inicijalno uklanjanje molekula vode
je brzo. Medutim, kako se front susenja pomera ka centru sirovine, susenje postaje sve teze.
Molekuli vode tada moraju proci kroz osuSene delove proizvoda, §to ometa njihov napredak. Kako
se front susenja pomera sve dalje u unutrasnjost sirovine, dovodenje toplote sirovini postaje sve
vaznije (Schneid i sar., 2009).

¢) Sekundarnim suSenjem se iz sirovine desorpcijom izdvaja tzv. vezana (nezamrznuta) voda.
Izdvajanje vezane vode zahteva nastavak suSenja na viSoj temperaturi. PoSto na kraju primarnog
susenja u sirovini nema slobodne vode, temperatura sirovine moze se povecavati, a da ne dode do
topljenja. Temperatura sirovine se povecava, da bi se desorbovala grani¢na voda. Sirovina se susi
sve dok sadrzaj rezidualne vode ne opadne na nivo koji se zahteva za optimalnu stabilnost
proizvoda. Temperatura sirovine ne sme se prebrzo povecavati, kako ne bi doslo do pregrevanja
sirovine. Da bi se proces desorpcije ubrzao, vakuum u sistemu treba da bude $to je moguce visi, a
temperatura kondenzatora $to je moguce niza. Duzinu sekundarne faze odreduju karakteristike
sirovine 1 performanse uredaja. Sekundarna faza suSenja zahteva od 30 do 50% vremena potrebnog
za primarno suSenje (Schneid i sar., 2009). Razlog ovome je nizi pritisak ostataka vezane vode od
pritiska slobodne vode na istoj temperaturi. Na kraju sekundarnog susenja dobija se proizvod koji
ima nizi sadrzaj vode. Mnogi proizvodi, kao $to su proteini i peptidi, zahtevaju vodu kako bi
odrzali sekundarnu i tercijarnu strukturu. U ovom slucaju, sadrzaj vode mora biti pazljivo
kontrolisan. Prekomernim uklanjanjem vode materijal moZe izgubiti prirodna svojstva, odnosno,
delimic¢no ili potpuno, svoju aktivnost. Dodatno, prekomerna toplota moze izazvati smanjivanje i
ugljenisanje suvog ostatka (Schneid 1 sar., 2009). Uklanjanjem i tzv. vezane vode omogucava se
uspesno Cuvanje proizvoda 1 pri skladiStenju na sobnoj temperaturi. SuSenje zamrzavanjem je
zavrseno kada se ukloni sva slobodna voda i deo vezane vode do mere koja omogucava zaostajanje
rezidualnog nivoa vode koji osigurava integritet Zeljene strukture i stabilnost proizvoda (Pisano 1
sar., 2019).

Nakon liofilizacije dobijaju se proizvodi koji imaju veliki kapacitet rehidratacije, malu gustinu i
zadrZavaju karakteristike, koju je sirovina imala u pocetnoj fazi suSenja, a to se pre svega odnosi
na izgled, miris i ukus, $to ovoj tehnici suSenja daje glavnu prednost. Ispitivanja su pokazala da je
materijal dobijen ovim na¢inom su$enja stabilniji pri cuvanju u odnosu na materijale koji se suse
tradicionalnim tehnikama. Vazno je ista¢i da nije samo u pitanju mogucénost ocuvanja izvornog
kvaliteta sirovine koja se susi, ve¢ se mogu ocekivati i poboljSanja svojstava na ra¢un koncentracije
nutritivno vrednih jedinjenja. Utrosak elektricne energije i vreme trajanja procesa se smatraju
glavnim nedostacima ove tehnike susenja.
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2.5.2. Ekstrakcija

Ekstrakcija je difuziona tehnoloska operacija kojom se iz razli¢itog materijala izoluju bioaktivna
jedinjenja primenom pogodnih ekstragenasa. Cilj ovog tehnoloskog postupka je da se nakon
uklanjanja rastvarac¢a dobiju komponente u Cistom stanju. Ekstrakti, odnosno izlovane komponente
se primenjuju u svim granama industrije za unapredenje proizvoda. Za dobijanje Sto Cistijih 1
visokovrednih esktrakata nau¢na istrazivanja su otiSla korak dalje i na laboratorijskom nivou.
Poslednjih godina razvile su se i savremene ekstrakcione tehnike koje su dobile primarnu ulogu u
industriji, u procesu izolovanja fitohemikalija.

2.5.2.1. Tradicionalne tehnike ekstrakcije

Ekstrakcija je fundamentalni proces izolovanja sekundarnih metabolita iz biljnih sirovina i osim
Sto zauzima posebno mesto u nau¢nim studijama, u svim granama industrije je neophodno
izvodenje ove tehnoloSke operacije, Ciji proizvodi (ekstrakti) imaju primenu u kozmeticke 1
terapijske svrhe, ali se sve viSe mogu naci kao prirodni dodaci prehrambenim proizvodima u cilju
poboljsanja njihove funkcionalnosti (Belwal i sar., 2018).

Potraznja razliCitih grana industrije za biljnim sirovinama sa niskom cenom prerade
eksponencijalno raste. Produkti biljne prerade se karakteriSu kao visokokvalitetni proizvodi na
kojima se zasniva biljna/tradicionalna medicina. U cilju povezivanja nauke i privrede i postizanja
odgovora na sve zahteve industrije tradicionalne tehnike ekstrakcije, kao §to su maceracija,
perkolacija, Soxhlet ekstrakcija, se sve viSe zamenjuju savremenim tehnikama. Zamena
tradicionalnih ekstrakcionih tehnika je usledila zbog velike koli¢ine rastvaraca koju zahtevaju,
vece kolicine biljnog materijala i duzeg vremena trajanja ekstrakcije, pri cemu je prinos ekstrakcije
mali. Glavni trendovi izolacije analita uklju¢uju manju potro$nju rastvaraca, veci prinos, bolju
reproduktivnost i ponovljivost (Belwal i sar., 2018).

U tom kontekstu, razvijene su tehnike ekstrakcije, koje sve viSe zamenjuju tradicionalne tehnike,
a medu njima su ultrazvuéna ekstrakcija (UAE) i mikrotalasna ekstrakcija (MAE) (Leonelli i
Mason, 2010).
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2.5.2.2. Savremene tehnike ekstrakcije

Ultrazvucna ekstrakcija

Utrazvuk je definisan kao frekvencija ve¢a od 20 kHz i koja je veca od praga osetljivosti ljudskog
sluha (Sanderson, 2002). Izvor ultrazvuka je obi¢no vibrirajuce telo, zbog ¢ega okolni medijum
vibrira, usled ¢ega ultrazvucni talas prenosi energiju na susedne Cestice. Glavni fizicki parametri
u procesu ultrazvucne ekstrakcije su: snaga, frekvencija i amplituda ultrazvuka. Nivo energije na
kojoj se ultrazvuk $iri kroz medijum izrazava se kao ultrazvuéna snaga. Ultrazvuk mozZe proizvesti
kavitaciju, vibracije, drobljenje, meSanje 1 ovi efekti mogu razoriti Celijski zid 1 obezbediti
ekstrakciju prirodnih jedinjenja veoma uspesno (Ruiz-Jiménez, Priego-Capote i de Castro, 2004;
Cravotto i sar., 2008). Efektivna frekvencija ultrazvuka se kre¢e od 20 do 50 kHz.

Veruje se da efekti kavitacije, kao i toplotni i mehanicki efekti imaju znacajan uticaj na
ekstrakcioni postupak ultrazvukom. Ovi efekti dovode do razaranja Celijske strukture, smanjuju
veli¢inu Cestica 1 povecavaju brzinu reakcija prenosa mase bez izazivanja promene strukture 1
funkcije ekstrakata (Ashokkumar, 2015). Pored frekvencije i intenziteta ultrazvuka, pojava
kavitacije zavisi od osobina proizvoda, kao §to su viskoznost, povrSinski napon i gustina sredine
(Leighton, 2007). Odvijanje procesa ultrazvucne kavitacije prikazano je na Slici 2.5.
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Slika 2.5. Proces ultrazvucne kavitacije (Wen i sar., 2018)

Ultrazvuk visoke frekvencije usled delovanja kavitacije na ¢elijski zid materijala, omogucuje vece
prodiranje rastvara¢a u materijal i povecava prenos mase (Patist 1 Bates, 2008). Na taj nacin se
ubrzava ekstrakcija i povecava se njena efikasnost.

Poznata su dva oblika kavitacije: stabilan i prolazan. Stabilna kavitacija podrazumeva da mehuri
osciluju oko svog ravnoteznog plozaja preko nekoliko ciklusa Sirenja i sabijanja. Kod prolazne
kavitacije, mehuri rastu preko jednog akusti¢nog ciklusa do dvostruke veliine i na kraju se
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raspadaju u blizini ¢elije i na taj na¢in utic¢u na oslobadanje komponenti iz ¢elije. Kavitacija moze
uticati na promenu hemijskih procesa u sistemu i povecati brzinu reakcije ili pokrenuti nove
reakcione mehanizme formiranjem razli¢itih vrsta slobodnih radikala. Ovi radikali su uglavnom
hidroksil radikali, koji mogu da izazovu oStecenje Celije (Arzeni i sar., 2012).

Velic¢ina i masa kavitacionih mehurica je usko povezana sa odabirom frekvencije (Esclapez i sar.,
2011). Dakle, izbor odgovarajuce frekvencije je vazan korak za izvodenje ultrazvu¢ne ekstrakcije
(UAE eng. Ultrasound assisted extraction).

Pored toga, neke studije su pokazale da velika amplituda uzrokuje eroziju ultrazvucne sonde i
smanjuje stvaranje kavitacije (Chemat i sar., 2017). Odabir rastvaraca je od izuzetnog znacaja, jer
faktori koji uticu na efikasnost UAE ukljucuju: tip rastvaraca, koli¢inu i koncentraciju rastvaraca,
odnos rastvaraca i rastvorka (Li, Pordesimo i Weiss, 2004). U veéini slu¢ajeva voda se koristi kao
rastvara¢ tokom ultrazvucnog procesa. Pored toga, etanol, metanol 1 heksan se takode koriste za
ekstrakciju, posebno etanol, jer pospeSuje ekstrahovanje bioaktivnih jedinjenja 1 zbog svoje
bezbednosti (Stanisavljevi¢, Lazi¢ 1 Veljkovi¢, 2007). Visoka temperatura povecava brzinu
difuzije komponenata iz matriksa, ali je neophodno kontrolisati temperaturu, jer moze dovesti do
naruSavanja strukture fitohemijskih jedinjenja. Drugo, vreme ekstrakcije povecava prinos
ekstrakcije, ali mozZe izazvati nezeljene promene u strukturi ekstrahovanih jedinjenja. Na prinos
ekstrakcije takode moze uticati veli¢ina Cestica matrice zbog Cinjenice da je ekstrakcija povezana
sa izloZzenom povr§inom i duzinom puta molekularne migracije (Sun i sar., 2011).

Potrebno je uzeti u obzir da prinos nije uvek jedini cilj procesa ekstrakcije. Stavise, &isti, zeleni i
odrzivi faktori na zivotnu sredinu veoma su znacajni u izvodenju svakog procesa izolovanja.

Smatra se da je ultrazvuc¢na ekstrakcija jedna od najjednostavnijih tehnika ekstrakcije, jer se lako
izvodi u laboratoriji (naj¢esce u ultrazvucnom kupatilu). Nakon usitnjavanja, uzorak se pomesa sa
odgovarajuéim rastvara¢em, stavlja u ultrazvuéno kupatilo, u kom su unapred podeSeni
temperatura, frekvencija i vreme trajanja ekstrakcije (Garcia-Salas i sar., 2010). U poredenju sa
standardnim metodama ekstrakcije, ultrazvuénom ekstrakcijom se dobija veéi prinos Zeljene
komponente i smanjuje se vreme ekstrahovanja. Vecina supstanci se ekstrahuje u toku prvih 10
minuta. Dobijanje visokovrednih biljnih ekstrakata primenom UAE esktrakcije prikazano je na
Slici 2.6.
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Slika 2.6. Sematski prikaz procesa ultrazvuéne esktrakcije u dobijanju fitonutrijenata
(Wen i sar., 2018)

Prednosti ultrazvuéne ekstrakcije u odnosu na tradicionalne tehnike su:

e skraceno vreme ekstrakcije,

e cekstrakcija se izvodi na nizim temperaturama (moguca ekstrakcija termolabilnih
komponenata),

e smanjena upotreba rastvaraca i

e ckoloski prihvatljiva tehnika (Wang i Weller, 2006).
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Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija (MAE eng. Microvawe assisted extraction) je postupak koji se sastoji od
prenosa analita iz Cvrste matrice u rastvara¢ usled delovanja mikrotalasnog zraCenja, koje
omogucava brzu 1 efikasniju ekstrakciju u poredenju sa klasi¢nim tehnikama. MAE kombinuje
upotrebu tradicionalne ekstrakcije (¢vrsto-te¢no) i rastvaraca sa mikrotalasnom energijom, koja se
koristi za zagrevanje rastvaraca, koji je u kontaktu sa sirovinom iz koje se ekstrahuju ciljana
jedinjenja. Efekat mikrotalasne energije zavisi od prirode rastvaraca i matriksa. Mikrotalasi
predstavljaju nejonizujuée elektromagnetno zracenje, frekvencije izmedu 300 MHz i 300 GHz.
Ovi talasi su rezultat delovanja elektri¢nog i magnetnog polja, koja su postavljena upravno jedno
na drugo (Kappe, Stadler i Dallinger, 2012; Kaufmann i Christen, 2002). Grejanjem pod dejstvom
mikrotalasa energija se prenosi molekulskom interakcijom sa elektromagnetnim poljem.
Mikrotalasno zagrevanje predstavlja dielektri¢no zagrevanje koje se zasniva na sposobnosti nekih
supstanci da prevedu elektromagnetno zracenje u toplotu. Sam proces zagrevanja mikrotalasima
se moze objasniti pomocu dva fenomena:

e jonske kondukcije i
e rotacije dipola.

Elektroforetska migracija jona se javlja usled dejstva elektri¢nog polja, §to zapravo predstavlja
fenomen jonske kondukcije. U toku migracije jona, javlja se otpor rastvora, pri ¢emu se generise
trenje, na osnovu ¢ega se rastvor zagreva (Amstrong, 1999). To je odgovor zasto se rastvori koji
sadrze jone brze zagrevaju pod dejstvom mikrotalasa u odnosu na polarne rastvarace. Primer
uticaja polarnosti je i ¢injenica da se ¢esmenska voda brze zagreva od destilovane (Kappe, Stadler
i Dallinger, 2012; Lidstrom, Westman i Lewis, 2002).

Rotacija dipola je mehanizam kojim se takode rastvor moze zagrevati. Kada se izloze dejstvu
mikrotalasa, dipolni molekuli se orjentiSu prema elektricnom polju. Medutim, neprestanim
pracenjem promene smera elektri¢nog polja, javljaju se gubici energije i rastvor se zagreva usled
trenja (Mandal, Mohan i Hemalatha, 2007). Gasovi izloZeni delovanju mikrotalasa ne mogu se
zagrevati, jer je preveliko rastojanje izmedu molekula gasa (Kappe, Stadler i Dallinger, 2012).
Postoji moguc¢nost formiranja oblasti veoma visoke temperature, ‘hotspot’-ova, §to dovodi do
neuniformnog zagrevanja. Pretpostavlja se da ovaj fenomen nastaje kada je nepolarna supstanca
izlozena dejstvu mikrotalasa u polarnom medijumu, usled ¢ega se javlja toplotna nestabilnost, koja
je uzrokovana nelinearnom zavisno$¢u toplotnih 1 elektromagnetnih osobina materijala od
temperature (Kappe, Stadler i Dallinger, 2012).

MAE je tehnika koja koriS¢enjem mikrotalasne energije za zagrevanje rastvaraca u kontaktu sa
uzorkom povecava efikasnost ekstrakcije. Uzorak i rastvara¢ se smestaju u hermeticki zatvorene
sudove i zagrevaju pomocu mikrotalasa (300-700 W). Ekstrakcija moze da se izvodi na tacki
kljucanja rastvaraca, uz refluks, ili i na jo§ viSim temperaturama (Orc¢i¢, 2016).
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Primenom mikrotalasa skraCuje se vreme ekstrakcije, pove¢ava prinos i Cisto¢a dobijenih
produkata. Pored brojnih istrazivanja usmerenih na primenu mikrotalasa u hemiji, joS uvek nije u
potpunosti razjasnjeno kako mikrotalasi uti¢u na kinetiku hemijskih reakcija. U odnosu na
tradicionalne tehnike, zagrevanje putem mikrotalasa ima vise prednosti (Chou i sar., 2009; Hayes,
2002; Jones, Faragher i Winkler, 2006):

e veca brzina zagrevanja,

e izbegnut je direktan kontakt materije koja se greje sa izvorom toplote,
e laksa kontrola procesa,

e manje dimenzije uredaja i

e manja koli¢ina otpada.

Uzorci ili rastvaraci koji sadrze dielektricni materijal (supstance koje imaju indukovani ili stalni
dipolarni momenat) mogu da apsorbuju mikrotalasno zra¢enje i kao posledica toga moze doci do
brzog i ujednacenog grejanja.

Sposobnost brzog i ujednacenog zagrevanja uzorka je glavna prednost ove tehnike, postupak
ekstrakcije traje 15-30 minuta i zahteva male koli¢ine rastvarac¢a (od 10-30 ml). Ove koli¢ine su
oko deset puta manje od koli¢ina rastvaraca koje zahtevaju tradicionalne tehnike ekstrakcije. Osim
toga, moguca je paralelna obrada nekoliko uzoraka, fina regulacija 1 programiranje uslova
ekstrakcije (za svaki od uzoraka) uz vec¢i izbor rastvaraca.

Rastvaraci koji se najceSc¢e koriste za MAE su metanol, etanol, aceton, heksan, voda i njihova
smeSa. Visoka temperatura koja se dostize sa mikrotalasnim zagrevanjem povecava moc
rastvaranja vecine rastvaraca, smanjenjem povrSinskog napona 1 viskoziteta rastvaraca, Sto
poboljsava kvaSenje uzorka i prodiranje u matriks (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Abu - Samra i sar. (1975) su prvi istrazivaci koji se koristili kuhinjsku mikrotalasnu pe¢ u
laboratoriji prilikom analiza tragova metala iz bioloSkih uzoraka. Vremenom su razvijene mnoge
tehnike MAE ekstrakcije za razli¢ite vrste uzoraka. Kuhinjske mikrotalasne pec¢i kod kojih nije
uvek bilo jednostavno kontrolisati uslove ekstrakcije, zamenjene su odgovaraju¢im mikrotalasnim
uredajima za laboratorijsku upotrebu (visoka cena je jedan od ograni¢avajucih faktora primene
MAE u ove svrhe). Modifikovana mikrotalasna pe¢nica namenjena procesu ekstrakcije prikazana
je na Slici 2.7.

33



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

Modifikovana
mikrotalasna ‘
peénica — _— : ) I
Rastvarac [] SGRB
- | reme
- Snagal
s = [:
7 S —
Biljni —~ J
materijal

Slika 2.7. Uredaj za mikrotalasnu ekstrakciju (otvoren sistem)
(Huang i sar., 2011)

Sa gledista zelene hemije, glavne prednosti MAE sastoje se u znacajnom smanjenju potrebnih
koli¢ina rastvaraca i uzorka, kao i vremena ekstrakcije, potrosnje energije, odlaganje rastvaraca u
okolinu, kao 1 Stetnih uticaja na ljude. Mikrotalasna ekstrakcija se Cesto primenjuje za analizu
organskih jedinjenja kod ¢vrstih uzoraka. Ovaj tip ekstrakcije znacajan je za izolaciju prirodnih
biomolekula kao $to su: polifenolna jedinjenja, flavanoidi, pigmenti, vitamini i alkaloidi.
Mikrotalasnom ekstrakcijom, moguce je dobiti slicne udele ekstrahovanih komponenata kao 1
standardnim tehnikama, ali za krace vreme, Sto je energetski 1 ekonomski isplativo (Vian 1 sar.,
2008).

Medutim, postoje i negativna dejstva mikrotalasa, na termolabilne komponente, $to za posledicu
ima smanjenje kvaliteta ekstrahovanog materijala i narusavanje strukture bioaktivnih jedinjenja.
Mikrotalasna ekstrakcija se smatra kao potencijalna alternativa tradicionalnoj CEvrsto-tecnoj
ekstrakciji za izolovanje aktivnih principa iz biljaka.
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2.5.3. Cedenje/presovanje

Cedenje voca se zasniva na sitnjenju plodova, kako bi se dezintegrisale ¢elije u kojima se nalazi
sok, kako bi se povecala povrsina voca koja se izlaze pritisku. Cedenje ima za cilj izdvajanje soka
iz zrelih plodova voca primenom presa za cedenje, koje mogu biti ru¢ne ili industrijske, hidrauli¢ne
prese. Prinos soka zavisi od stepena zrelosti ploda, ali i od biljne vrste koja se cedi, kao i od tipa
prese koja se koristi. Meko bobi¢asto voce se ostavi da se samo cedi, a kada sok prestane da se
izdvaja iz ploda, onda se pristupa cedenju/presovanju.

2.5.3.1. Mati¢ni sok

Veca zastupljenost plodova biljaka u ishrani Coveka, uticala je da industrija pi¢a favorizuje
proizvodnju funkcionalnih proizvoda, posebno sokova, kao svezih napitaka. Voéni sokovi su
bogati nutritivnim komponentama i nemaju alergene. Ova vrsta sokova predstavlja profil ukusa
koji se smatra prijatnim za sve starosne grupe, percipiraju kao zdrava i osveZavajuca pica, 1
redovno se konzumiraju. Neki prirodni sokovi imaju visoku kiselost, mogu prirodno da sadrze
inhibitore mikrobnog rasta i mogu se dodavati prehrambenim proizvodima (boje i arome). Aroma
svezeg soka nastaje zbog kompleksnog sastava isparljivih jedinjenja, kao i prisustva polifenolnih
komponenata (Zanini i sar., 2016).

Sadrzaj jedinjenja koja daju karakteristican miris sokovima se menja u zavisnosti od zrelosti, kao
I primenjene tehnike prerade plodova.

Miris sveze cedenog soka se primetno razlikuje od toplotno obradenih sokova, jer prilikom prerade
dolazi do gubitaka aromati¢nih jedinjenja ili nastajanja neprijatnih mirisa tokom zagrevanja i
skladistenja proizvoda, §to lose utiCe na plasman soka, jer potroSacka o¢ekivanja nisu ispunjena.

Zbog toga su neki proizvodaci podstakli proizvodnju sveze cedenih sokova bez aditiva, Secera,
vode i tvrde da sadrze viSe nutritivnih komponenti i da se mogu ¢uvati duze od sokova koji su
dobijeni u sokovnicima. Ova tvrdnja je zasnovana na ¢injenici da se u centrifugalnim sokovnicima
plodovi voca sitne pomoc¢u metalne ostrice 1 primenom centrifugalne sile, usled ¢ega dolazi do
odvajanja ekstrakta soka od voé¢nog mesa (pulpe). Metalna ostica se rotira velikom brzinom, u
toku koje se razvija toplota koja negativno uti¢e na sadrZaj bioaktivnih komponenata u soku.
Suprotno tome, tradicionalno sveze cedeni sokovi se dobijaju ru¢nim sitnjenjem plodova i
pritiskanjem usitnjenih plodova iz kojih se oslobada sok. Prilikom ru¢nog cedenja soka ne dolazi
do oslobadanja toplote 1 nutritivni sastav soka je o¢uvan, §to opravdava i trziSna cena rucno cedenih
sokova, koja je veca od cene uobicajnih.

Uticaj temperature i vremenskog perioda skladiStenja soka su vazni parametri koji su povezani sa
kvalitetom ovog proizvoda. U studiji koju su izveli Khaksar i sar. (2019) utvrdeno je da su sveze
cedeni sokovi koji nisu pasterizovani i u kojima ne postoje aditivi stabili na temperaturi 4 °C u
toku 5 dana, odnosno da ne gube na svojoj nutritivnoj vrednosti.
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Sokovi od bobicastog voca poput aronije, borovnice, jagode, kupine i maline poslednjih godina
zauzimaju sve vece pozicije na globalnom trzistu, zbog ¢ega se veliki broj proizvodaca okrenuo
plantaznom uzgoju ovog voc¢a. Ekonomske analize ukazuju na povecanu industrijsku proizvodnju
vo¢nih sokova, ukljucuju i moguénost upotrebe samoniklih biljaka koje su Siroko rasprostranjene
i lako dostupne, kao $to je zova. Netaknuti planinski predeli balkanskih zemalja obiluju ovom
fitohemijski vrednom biljnom vrstom, o ¢ijem se biopotencijalu govori kroz istoriju ljudske
civilizacije. Sa ciljem da se dobiju novi proizvodi koji bi mogli da opravdaju ocekivanja
funkcionalnog proizvoda, u ovom slucaju zreli plodovi zove su bili polazna sirovina od koje je
dobijen mati¢ni sok. Dobijeni sok od plodova zove na tadicionalan nacin prikazan je na Slici 2.8.

Slika 2.8. Mati¢ni sok od plodova zove

(https://www.amazon.com/Organic-Elderberry-Sambucus-Certified-
Supplement/dp/B07H3KWDDP)
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2.5.3.2. Voé¢na vina

Termin vino se uglavnom odnosi na vino od grozda, medutim razliite kulture u svetu Koriste i
druge sirovine u procesu proizvodnje vina. Istorija vo¢nih vina nije tako duga i1 prestizna kao
istorija vina od grozda. U nau¢nim studijama sve vecu poziciju zauzimaju istrazivanja posvecena
voénim vinima, u vidu komercijalnih moguénosti i zdravstvenih koristi koje vo¢na vina poseduju
(Rupasinghe i sar., 2017). Vo¢na vina se dobijaju po tehnoloskom postupku koji se primenjuje za
dobijanje vina od grozda u procesu alkoholne fermentacija vo¢nog soka (Slika 2.9) (McKay i sar.,
2015). Bilo koja vrsta bobicastog voca moze da se koristi kao sirovina za dobijanje voénih vina
(Thilakarathna i Rupsasinghe, 2013).

L L

O i iu o
Sakupljeni i€ Dodavanje sulfita kao ggt\:gja:i,edc:ssh
analizirani zastita od bakterija

L d
« plodovi 1 l ) Dodavanje !

(1A

iltracija vina

© Bistrenje vina

Q Starenje vina u buradima o Punjenje flasa

Slika 2.9. Tehnoloski postupak proizvodnje vina

U toku proizvodnje vina moguce je primenjivati razlicite tretmane, kao §to je toplotni tretman zbog
efikasnijeg izolovanja ¢elijskih sastojaka. Uticaj temperature povecava sadrzaj tecne faze 1 lakSe
izolovanje jedinjenja koja daju karakteristicnu boju vinu (Sokolowsky, Rosenberger i Fischer,
2015). Medutim, temperatura dovodi i do degradacije termolabilnih komponenata, nizom reakcija
pospesuje obrazovanje aromati¢nih kompleksa koji vinu daju ,,miris i ukus na kuvano”.

Na trziStu su prisutna vo¢na vina od kultura koje se uglavnom plantazno gaje (borovnica, kupina,
malina, jagoda i drugo bobicasto voce), dok vino od nekih vrsta samoniklih kultura jo§ uvek nije
prepoznato i dostupno kao komercijalni proizvod.

Hemijski sastav voénih vina je slozen i od glavnih sastojaka su prisutni voda, alkohol, Seceri,
organske kiseline, minerali, ali i polifenolna jedinjenja, visi alkoholi, estri i druge komponente
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(Johnson 1 Gonzalez de Mejia, 2012). Isparljive i neisparljive kiseline, estri, visi alkoholi, aldehidi
1 ketoni u velikoj meri doprinose kona¢nom senzorskom karakteru proizvoda.

Koli¢ina alkohola kao jednog od glavnih sastojaka u vinu zavisi od primenjene tehnologije u
proizvodnji vina i obi¢no se kre¢e izmedu 5 1 15%. Stepen zrelosti voca utice na sadrzaj Secera,
Sto se odnosi i na nivo alkohola. Ukoliko voée nije odgovarajuceg stepena zrelosti, u toku
fermentacije neophodno je dodavanje Secera, Cime se moze definisati konacna slatkoc¢a vina.
Koli¢ina etanola je vazna za stabilnost i1 senzorska svojstva vina. Tokom fermentacije porast
sadrzaja alkohola znacajno ogranicava rast kvasaca. Takode, prisustvo alkohola je vazno i sa
aspekta diskusije o bioraspolozivosti sastojaka vina sa potencijalnim zdravstvenim prednostima.
Pored etanola, u voénim vinima je prisutan i metanol, koji je toksican za ljude. Na osnovu
zakonskih regulativa sadrzaj metanola u komercijalnim crvenim vinima ne sme da prelazi 300
mg/l (SI. glasnik RS br. 26/2015).

Sadrzaj Secera je vaZan za rast i metabolizam kvasaca, jer vinski kvasci najveéi deo svoje
metabolicke energije dobijaju iz katabolizma glukoze i fruktoze (Jackson, 2008). Glavni
nedostatak voénih vina je nizi sadrzaj Secera, u odnosu na vino od grozda. Dominantni Seceri u
bobicastom vocu su glukoza i fruktoza, sa razli¢itim sadrzajem u zavisnosti od biljne vrste kojoj
pripadaju (Milivojevi¢ i sar., 2011; Mikulic-Petkovsek i sar., 2012). Ukupan sadrzaj Secera u
bobi¢astom vocu je nesto nizi od sadrzaja Secera u grozdu, zbog Cega je tokom proizvodnje vina
od bobicastog voca pozeljno dodati vodu. Dodata voda snizava kiselost kljuka bobi€astog voca,
ali nepovoljno uti¢e na senzorske karakteristike vina.

Sastav organskih kiselina u vinu od bobicastog voca potice od njihovog sadrzaja u plodovima.
Najcesce organske kiseline koje su prisutne u bobi¢astom vocu su: limunska, jabucna, sircetna,
vinska i fumarna i njihov sadrzaj varira u zavisnosti od vrste i faze zrelosti ploda (Milivojevic i
sar., 2012). Na prisustvo organskih kiselina u vo¢nim vinima utice i kvasac, jer ih kvasac proizvodi
u toku fermentacije (Duarte i sar., 2010). SarZaj isparljivih kiselina, konkretno siréetne kiseline
neophodno je odrZavati na minimalnom nivou, jer njihovo prisustvo u koncentraciji preko 1,2 g/l
moze razviti nezeljenu aromu (Swiegers 1 Pretorius, 2005).

Vino sadrzi 1 znacajnu koli¢inu minerala u lako dostupnim oblicima, posebno K 1 Fe, $to vino
klasifikuje kao vazan prehrambeni proizvod. K je dominantan mineral u vo¢nim vinima, a prate
ga Ca, S, P 1 Mg i male koli¢ine Na. Prekomerna konzumacija vina, zbog prisustva alkohola moze
da poremeti unos Ca, Mg, Se i Zn i povecava izlu¢ivanje Zn putem bubrega (Rupasinghe i Clegg,
2007). Prekomerni unos alkohola negativno uti¢e na apsorpciju, metabolizam 1 izlucivanje, zbog
cega se javlja poremecaj homeostaze mikroelemenata koji su neophodni za pravilno odvijanje
biohemijskih procesa u organizmu.
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2.5.4. Destilacija

Toplotni tretman se Siroko primenjuje u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, za razliite
namene, u cilju jednostavnijeg izolovanja komponenata ili konzervisanja proizvoda.
Konvencionalne tehnike se obi¢no zasnivaju na konvektivnim prenosima toplote koji su vremenski
i energetski intenzivni i mogu negativno uticati na kvalitet proizvoda usled neravnomernog
zagrevanja (Kaur i Singh, 2016). Destilacija je difuziona operacija koja podrazumeva isparavanje
rastvaraCa zagrevanjem smeSe u laboratorijskom sudu i kondenzaciju nakon isparenja.
Hidrodestilacija kao standardni sistem destilacije za izolovanje etarskih ulja, obi¢no je opremljena
uredajem tipa Clevenger (Clevenger, 1928) za laboratorijske studije (Gavahian i sar., 2015; Preedi,
2015). Destilacija, kao energetski intenzivan proces, Siroko se koristi u nekoliko industrija,
ukljucujuéi destilaciju fermentisanih rastvora i izolovanje etarskih ulja (Preedi, 2015). U XVII
veku je zapocCeta eksploatacija biljnog materija u svrhu dobijanja etarskih ulja, koja se uz neke
modifikacije primenjuje 1 danas u kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, kao 1 u proizvodnji
parfema (Slika 2.10) (Shaaban, EI-Ghorab i Shibamoto, 2012).
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Slika 2.10. Hidrodestilacija etarskog ulja (Samadi i sar., 2017)

Etarska ulja predstavljaju kompleksne smese aromati¢nih isparljivih jedinjenja koja imaju malu
molekulsku masu, a nastaju kao proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka. Sinteza etarskih ulja
se odvija u sekretornim zlezdama cveta, lista, ploda, pa i semena biljke (Kalemba i Kunicka 2003).
Ova vrsta biljnih produkata moze se naci u slobodnom obliku, ali su najéeSc¢e prisutni u obliku
bezmirisnih glikozida. Enzimskom degradacijom bezmirisnih glikozida dolazi do oslobadanja
aglikona, koji daju karakteristi¢an miris ulja (Sovilj i Spasojevic, 2001).

Etarska ulja biljaka imaju biolosku 1 terapijsku ulogu, jer su od anti¢kih vremena do danas
koriS¢ena u prevenciji i leCenju bolesti (Lawless, 2013). Osim u nau¢nim istraZivanjima, etarska
ulja su nasSla 1 komercijalnu upotrebu.
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Fitohemijski sastav etarskih ulja je veoma sloZen i sadrzaj aromati¢nih komponenata moze da bude
1 do 60 koje su zastupljene u razlic¢itom kvantitativnom odnosu. U zavisnosti od koncentracije u
kojoj su alifati¢ne i aromati¢éne komponente prisutne u etarskom ulju, mogu da se podele na tri
grupe: glavne (20-95%), sporedne (1-20%) i zastupljene u tragovima (ispod 1%).

Glavne komponente etarskih ulja se mogu podeliti u dve osnovne grupe:

e grupa ugljovodonika sastavljena od monoterpena, seskviterpena, diterpena, triterpena i

e grupa jedinjenja sa kiseonikom: alkoholi, aldehidi, ketoni, estri, fenoli i oksidi, a mogu
sadrzati i malu koli¢inu kiselina, azotnih i sumpornih jedinjenja (Svoboda, Brooker i
Zrustova, 2005).

40



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

2.5.5. Senzorska analiza prehrambenih proizvoda

Potreba za senzorskim ispitivanjem prehrambenih proizvoda, gde ulogu ,,instrumentalne tehnike”
preuzima covek sa svojim Culima, povezana je prvenstveno sa znacajem koji senzorska svojstva
imaju u pogledu prihvatljivosti i dozivljvanja kvaliteta ovih proizvoda od strane potrosaca. Dakle,
kvalitet prehrambenih proizvoda mora da se posmatra kroz prizmu percepcije od strane potrosaca,
gde sada kontekstualni faktori i unapred formirana oc¢ekivanja imaju veliki uticaj na to u kojoj meri
¢e proizvod da se dopadne ili ne dopadne potrosacu. Potrosaci su ti koji pokrecu i odrzavaju
ekonomiju globalne industrije hrane i u tom smislu ,,prihvatljivost od strane potrosac¢a” moze da
bude pokazatelj koji ¢e da doprinese merenju ukupnog nivoa kvaliteta proizvoda (Tomi¢, 2016).

Pitanje koje se po pravilu postavlja kada je reC o kvalitetu prehrambenih proizvoda je ,,Sta je to Sto
¢ini da prehrambeni proizvod bude dobrog kvaliteta 1 kako se mere nivoi kvaliteta?”’. Moskowitz
(1995) kvalitet prenrambenih proizvoda u prvom redu vezuje za potroSace i nacin na koji oni
dozivljavaju i1 prihvataju senzorska svojstva. Molnar (1995), polaze¢i od prihvatljivosti
prehrambenih proizvoda od strane potrosaca i njihovih zahteva u pogledu kvaliteta, smatra da se
kvalitet prehrambenih proizvoda odreduje preko senzorskih svojstava, hemijskog sastava, fizi¢kih
svojstava, nivoa mikrobioloske i toksikoloske kontaminacije, perioda odrzivosti i pakovanja.
Grunert (1995) definiSe tri tipa kvaliteta hrane: kvalitet orijentisan na proizvod (hemijski sastav,
fizicka svojstva), kvalitet orijentisan na proces (stepen u kojem kvalitet vezan za proizvod, dat u
odredenom nivou, ostaje stabilan) 1 kvalitet orijentisan na korisnika (na¢in na koji
korisnik/potrosa¢ dozivljava kvalitet).

Lawless (1995) navodi razlic¢ite dimenzije u okviru kojih se nalazi pojam ,,kvalitet prehrambenih
proizvoda”, a to su: performanse, specificne odlike, usaglasenost, pouzdanost, trajnost,
eksploatacija (iskoristljivost), reakcija kupca, estetika i reputacija (ugled).

Senzorsko ispitivanje ili senzorska analiza definiSe se kao nau¢ni metod koji se koristi u
situacijama kada postoji potreba da se izazovu, mere, analiziraju i interpretiraju oni utisci
(senzacije) koji nastaju opaZzanjem proizvoda od strane covekovih ¢ula i to na prvom mestu ulom
vida, mirisa, dodira, ukusa i sluha (Stone i sar., 2012). Potrebe za senzorskim ispitivanjima u
proizvodnji prehrambenih proizvoda javljaju se u razlicitim situacijama. Senzorsko ispitivanje se
moze primeniti: u kontroli kvaliteta, za ispitivanje senzorske odrZivosti, prilikom zalbi kupca, u
razvoju novih proizvoda, u postupcima optimizacije postoje¢ih proizvoda, prilikom izrade
specifikacije. Promene u senzorskom kvalitetu proizvoda, sa aspekta njegove izrade, nastaju
uglavnom pod uticajem sledeca tri faktora: sirovina (ingredijencija), procesa (operacija) i nacina
pakovanja (Lawless i Lawless, 2010).

Zadatak senzorskog analitiara je da odabere odgovaraju¢i metod ispitivanja koji moZe da pruzi
odgovor na konkretno pitanje u vezi sa proizvodom koji je predmet ispitivanja. Testovi koji se
koriste za senzorsko ispitivanje se klasifikuju u odnosu na njihovu primarnu svrhu i upotrebu. U
skladu sa tim postoje tri osnovne grupe metoda senzorske analize, svaka sa razli¢itim ciljem i svaka
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sa ucestvovanjem razlicitih kategorija ocenjivaca odabranih prema razli¢itim kriterijumima. Prvu
grupu Cine diskriminatorni testovi koji su osmisljeni tako da mogu da daju odgovor na pitanje: ,,da
li postoji osetna razlika izmedu ispitivanih proizvoda u bilo kom pogledu?”. Za izvodenje ovih
metoda senzorske analize generalno je potrebno angazovati ocenjivace koji su odabrani samo na
osnovu Culne osetljivosti, a ponekad je potrebno da budu i delimi¢no obuceni (u pogledu
prepoznavanja pojednih senzorskih svojstava kod proizvoda). Drugu grupu ¢ine testovi koji su
osmisljeni tako da mogu da daju odgovor na pitanje: ,,na koji nacin i u kojoj meri se proizvodi
razlikuju u pogledu specifi¢nih senzorskih svojstava?”. U ovu grupu spadaju deskriptivni testovi
Ciji je osnovni zadatak da se identifikuje prisustvo i izmeri intenzitet pojedinacnih senzorskih
svojstava koja ucestvuju u formiranju senzorskog profila proizvoda. Ovde takode mogu da se
uvrste i testovi koji se koriste za ispitivanje ukupnog kvaliteta proizvoda preko pojedina¢nih
senzorskih svojstava. Za izvodenje ovakvih deskriptivnih metoda potrebni su dobro uvezbani i
obuceni ocenjivaci. Kod deskriptivne analize ocenjiva¢ mora: biti sposoban da prepozna
pojedinacna senzorska svojstva proizvoda koji je predmet ispitivanja, da bude obucen i uvezban u
pogledu razumevanja znacaja ispitivanih svojstava i deskriptora koji se koriste tokom ispitivanja
(deskriptori su pridevi koji se koriste za opisivanje svojstava: meko, vlazno, krto), da bude obucen
1 uvezban u pogledu koriS¢enja kvantitativnih skala 1 referentnih standarda za merenje intenziteta
svojstava. Da bi mogao da da ocenu senzorskog kvaliteta ocenjiva¢ mora: dobro da poznaje i
proizvod i tehnoloski proces, da ima jasna saznanja o svojstvima standardnog proizvoda, da bude
sposoban da identifikuje uobicajene greske i nedostatke kod proizvoda, da zna da vrednuje uticaj
pojedinacnih gresaka i nedostataka, u pogledu stepena njihove izrazenosti, na ukupan kvalitet
proizvoda. Ove dve grupe testova spadaju u analitiCke testove, zato §to u njihovoj primeni
ucestvuju osobe koje su odabrane na osnovu pokazane Culne osetljivosti, koje u zavisnosti od
potreba ispitivanja mogu biti obucene ili visoko obucene u pogledu primene pojedinih testova 1 u
pogledu poznavanja ciljane grupe proizvoda i njihovih svojstava kvaliteta. Takve osobe imaju
objektivan pristup prilikom ispitivanja i sposobne su da se fokusiraju na pojedinac¢na senzorska
svojstva proizvoda. Tre¢u grupu metoda senzorskog ocenjivanja ¢ine afektivni ili hedonski testovi
koji imaju za cilj: da utvrde u kom stepenu se proizvodi dopaduju odredenoj populaciji potroSaca
(ispitivanje stepena prihvatljivosti) ili jednostavno da utvrde koji je od ponudenih proizvoda
testova Cine potrosaci koji su neobuceni 1 neuvezbani 1 koji su odabrani samo na osnovu licne
upotrebe proizvoda. To je osnovni kriterijum prema kojem se vrSi odabir osoba za senzorsko
ispitivanje primenom afektivnih testova. Uzimajuéi u obzir da u ovakvom vidu senzorskog
ispitivanja ucestvuju neobucene osobe (ciljana grupa potroSaca) koje izrazavaju svoje subjektivno
misljenje 1 koje dozZivljavaju proizvod u integrisanom obliku pojedina¢nih stimulacija (kao
jedinstveni dozivljaj), ovi testovi se tretiraju kao hedonisticki, a ne kao analiticki (Lawless i
Lawless, 2010; Tomi¢, 2016).
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2.6. ZOVA

2.6.1. Taksonomija i rasprostranjenost

Zova danas pripada porodici Adoxaceae, Sto je utvrdeno na osnovu genetickih eksperimenata, iako
se u nau¢nim navodima moze naéi da pripada i porodici Caprifoliaceae. Medutim, vrste ovog roda
je tesko klasifikovati na osnovu morfoloskih svojstava, jo$ uvek se ne zna njihov tacan broj, a neki
autori tvrde da ih ima oko 30 (Jabbari i sar., 2016). Na Slici 2.11 je prikazana biljna vrsta roda
Sambucus.

Taksonomija roda Sambucus se ogleda u podeli:
Carstvo: Plantae

Razdeo: Tracheophyta

Klasa: Magnoliopsida

Red: Dipsacales

Porodica: Adoxaceae

Rod: Sambucus

Vrsta: Sambucus nigra L.

Slika 2.11. Sambucus nigra L.

Od 30 vrsta zove koliko ih ima u svetu, devet vrsta ima upotrebnu vrednost, dok se samo dve vrste
Sambucus nigra L. (crna zova) i Sambucus canadensis L. (kanadska, americka zova) koriste u
komercijalne svrhe. Na podrucju Balkanskog poluostrva rastu tri vrste:

e Sambucus nigra L.,
e Sambucus ebulus L. (smrdljiva zova, burjan) i
e Sambucus racemosa L. (divlja, crvena zova).

Zova je veoma rasprostranjena u zapadnoj i srednjoj Evropi, moze da raste i na nadmorskoj visini
od 1200 metara, prisutna je i na jugu Evrope, na Siciliji i u kontinentalnim predelima Grcke.
Prirodna granica za rast biljne vrste Sambucus nigra je Skotska i juzna Skandinavija. Pored
evropskog kontinenta zova raste i u Aziji, Severnoj Africi i Severnoj Americi.

Za pogodan rast zove potrebno je plodno humusno i vlazno zemljiSte bogato azotom, pa se moze
naci u selima, po poljima, Sikarama, na obalama reka, u svetlijim Sumama.
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2.6.2. Opis biljke

Zova (Sambucus nigra L.) je samonikli listopadni grm ili manje drvo, koje raste do 5 metara, dok
starija stabla mogu dosti¢i visinu i do 10 metara. Grane ove biljke su ispunjene belom srzi, pa
otuda i naziv Sambucus, od gréke re¢i sambuke ili latinske sambuca, koji oznacava flautu izradenu
od grane zove. Lista vrlo rano, a listovi su rasporedeni naspramno i oni su neparno perasti. Cvetovi
su sitni, mle¢nobeli, jakog mirisa, udruzeni u cvasti slicne $titu. Plodovi su sitne, zelene, a kada su
zreli tamnoljubicaste bobice, koje sadrze crveno-modri sok. Zova cveta u periodu od maja do juna
(Tucakov, 2010), ima izuzetne lekovite sposobnosti i svi delovi biljke su kori§éeni za lecenje
bolesti jos od drevnog Rima. Najées¢e se upotrebljavala za leCenje oboljenja disajnih puteva,
tumora, reumatskih stanja, a poznato je da ima diureticko i laksativno dejstvo (Charlebois, 2007).
Cvet i plod zove prikazani su na Slici 2.12.

Slika 2.12. Cvet i plod zove

(http://www.treesplease.co.uk/product/sambucus-nigra-elder-elderberries),
(https://pngio.com/images/png-a1363104.html)

Poslednjih nekoliko decenija povecava se broj nau¢nih publikacija o ovoj biljnoj vrsti, zbog njenog
izuzetnog hemijskog sastava, zahvaljuju¢i kome zova ima izuzetan biopotencijal (Salvador,
Silvestre i Rocha, 2018).

44



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

2.6.3. Bioloski aktivna jedinjenja zove

Fitohemijski sastav zove zavisi od razlicitih faktora, kao $to su: vrsta, stepen zrelosti, ekoloski 1
klimatski uslovi, kao i sastav zemljista na kome biljka raste (Kader i Barrett, 1996). Zova je veoma
dobar izvor proteina, ¢iji se sadrzaj u plodovima krece 2,7-2,9%, dok je u cvetu nesto nizi 1 iznosi
2,4%. Aminokiseline se mogu naci u slobodnom i konjugovanom obliku. Od ukupno 16 prisutnih
aminokiselina u plodovima zove, sedam pripada grupi esencijalnih amino-kiselina, a u cvetu je
prisutno devet amino-kKiselina. Lipidi kao gradivni blokovi ¢elijskih zidova su prisutni u zovi, a
njihov najveci sadrzaj je zabelezen u semenkama. Sadrzaj ulja u semenkama je utvrden na oko
22,4% (Dulf i sar., 2013). U profilu masnih kiselina dominiraju nezasi¢ene masne kiseline, od
kojih su najzastupljenije: linolna (40,7 g/100 g ulja), linoleinska (34,3 g/100 g ulja) i oleinska (13,8
g/100 g ulja) (Dulfi sar., 2013). Sadrzaj ugljenih hidrata u plodovima zove iznosi 18,4%, od ¢ega
7,4% su prehrambena vlakna (Bender, 2006). Prehrambena vlakna koja se nalaze u plodovima su
pektin, pektinska kiselina, protopektin i kalcijum-pektinat (Vuli¢, Vradar i Sumié, 2008). U
plodovima zove 95% Secera €ine redukujudi Seceri, glukoza i1 fruktoza, a ukupan sadrzaj Secera se
krece izmedu 6,8-11,5%. Glukoza i fruktoza su prisutne u priblizno slicnim koli¢inama, dok je
sadrzaj saharoze manji od 0,33% (Veberic i sar., 2009). Od vitamina u plodovima zove su
dominantni vitamini grupe B, vitamin A, tokoferoli i vitamin C. U svezim plodovima zove vitamin
C je prisutan u koli¢ini 6-35 mg/100 g (Akbulut, Ercisli i Tosun, 2009). Ulje semenki zove je
bogato tokoferolima, od kojih su dominantni y- i a-tokoferol (12,44 i 0,96 mg/100g, redom), dok
su B- i 6-tokoferoli zastupljeni u nizim koncentracijama (0,31 i 0,16 mg/100 g, redom) (Helbig i
sar., 2008). Pored vitamina u plodovima su prisutni i minerali: K, Na, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn, Se,
Cr, Ni, Cd (Kolodziej i sar., 2012).

Od sekundarnih metabolita, pre svega polifenolnih jedinjenja zova sadrzi flavonole, fenolne
kiseline, proantocijanidine i antocijane, koji plodu daju crveno-ljubicastu boju (Anton i sar., 2013).
Antocijani zove su derivati cijanidina i u plodu je prisutan: cijanidin-3-glukozid, dok su u manjoj
koli¢ini prisutni cijanidin-3-sambubiozid, cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid, cijanidin-3,5-
diglukozid, cijanidin-3-rutinozid, pelargonidin-3-glukozid, pelargonidin-3-sambubiozid i
delfinidin-3-rutinozid (Labun i sar., 2011).

Najzastupljeniji antocijani su cijanidin-3-glukozid (204,6-481,4 mg CGE/100 g ploda) i cijanidin-
3-sambubiozid (122,2-269,1 mg CGE/100 g ploda) (Lee i Fin, 2007).

Dominantni flavonoli su kvercetin, kempferol i izoramnetin, ali i rutin koji u svom sastavu ima
kvercetin i glukozu (Christensen, Kaack i Fretté, 2008). Od fenolnih kiselina prisutne su
hlorogenska kiselina, derivati kafene i p-kumarinske kiseline, a u malim koncentracijama mogu
da sadrze 1 elaginsku kiselinu (Fazio 1 sar., 2013).

Iako je upotreba zove ograni¢ena, potraznja za proizvodima na bazi zove raste paralelno sa novim
informacijama o farmakoloSkim atributima biljke koje pruzaju naucna istrazivanja. Pored
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bioloskih i1 farmakoloskih aktivnosti zove, toksikoloski efekti za koje se smatra da su izazvani
konzumacijom ove biljke nisu u potpunosti razjasnjeni. Pored navedenih metabolita, zova sadrzi i
cijanogene glikozide.

Cijanogeni glikozidi su jedinjenja koja su pronadena kod 2500 biljnih vrsta. Neke studije su
pokazale da svi delovi biljke sadrze cijanogene glikozide, ukljuuju¢i nezrele i toplotno ne
tretirane plodove, listove, koru i koren biljke, pa mogu prouzrokovati mu¢ninu i povracanje,
prvenstveno zbog oslobadanja toksi¢ne komponente cijanovodini¢ne kiseline (HCN) (Duke, 2002;
Valle i sar., 2004). Medutim, usled toplotne obrade plodova i svih delova biljke koji se koriste kao
hrana, dolazi do narusavanja hemijske strukture cijanogenih glikozida, usled ¢ega gube sposobnost
da izazovu nezeljene uticaje na zdravlje (Pogorzelski, 1992).

Sinteza cijanogenih glikozida i njihovo prisustvo u zovi prikazana je na Slici 2.13.

R1\c/H Ry, H Ry H
AN S A
By cle—COOH — 1,7 CH — R C

i i
NH; NOH N
Aminokiselina Aldoksim Nitil
Rl\C/O—Gluc. Rl\C/OH
g
N N
Cijanogeni glikozid a-hidroksinitril

Slika 2.13. Sinteza cijanogenih glikozida

Aminokiseline su prekursori u biosintezi cijanogenih glikozida 1 podlezu reakciji hidroksilacije, a
kao rezultat te reakcije obrazuju se aldoksimi. Aldoksimi, intermedijeri u procesu biosinteze,
prevode se u nitrile. Rekacija hidroksilacije nitrila uslovljava formiranje a-hidroksinitrila, koji se
u rekaciji glikozilacije prevode u cijanogene glikozide. Strukture cijanogenih glikozida koji se
nalaze u zovi su prikazane na Slici 2.14.
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Slika 2.14. Cijanogeni glikozidi prisutni u plodu, cvetu i listu zove

Dewick (2002) navodi da konzumiranje nezrelih delova biljke dovodi do dezintegracije strukture
biljne sirovine, pa cijenogeni glikozidi reaguju sa vodom i endogenom B-glikozidazom i a-
hidroksinitril lijazom, oslobadaju¢i HCN sve dok ne dode do inaktivacije enzima usled niske pH
vrednosti u stomaku (Evered i Harnett, 2008). Ovaj proces je potpomognut u gastrointestinalnom
traktu, jer egzogena B-glikozidaza crevnih bakterija katalizuje stvaranje HCN. Nakon apsorpcije u
crevima, oslobodeni toksin se vezuje za eritrocite, usled ¢ega se cijanid vezuje za hemoglobin 1
methemoglobin. U toku transporta kroz krvotok, cijanid se apsorbuje u celom telu i inhibira proces
oksidativne fosforilacije koji je od izuzetnog znacaja za Celijski metabolizam (Rathi, 2015). Na
ovaj nacin kiseonik je sprecen da bude krajnji akceptor elektrona, zbog Cega se razvija stanje
poznato kao histotoksi¢na anoksija.

Humani organizam moze da podnese nizak nivo HCN, jer se u prisustvu enzima tiosulfat-
sumportransferaze HCN konvertuje u tiocijanat u tom obliku se putem urina izlu¢uje iz organizma
(Evered i Harnett, 2008). Slika 2.15 predstavlja degradaciju cijanogenih glikozida i oslobadanje
HCN u plodovima zove. Sambunigrin i prunazin su dijastereoizomeri, pa su rekacije usled kojih
se oslobada HCN veoma sli¢ne.
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Slika 2.15. Degradacija cijanogenih glikozida (Hughes, 1999)

Oslobadanje HCN nakon degradacije cijanogenih glikozida i njegovih $tetnih uticaja na zdravlje,
uzrokovalo je izbegavanje upotrebe zove. Zbog izuzetnog biopotencijala koji poseduje, Zahmanov
i sar. (2015) su zapoceli studiju u kojoj su utvrdili da zreli plodovi zove sadrZze manje cijanogenih
glikozida od nezrelih plodova, §to je povezano sa razli¢itim katabolizmom u biljnim tkivima.
Takode, studije koje su izveli Onyeike i Omubo-Dede (2002) i Akande i Fabiyi (2010) potvrduju
da se kuvanjem plodova smanjuje sadrzaj cijanogenih glikozida i do 70%. U cilju dodatnih potvrda
Senica i sar. (2016) su u istrazivanju koje su sproveli u cilju evaluacije razli¢itih proizvoda od zove
dosli do zakljucka, da svi proizvodi koji su dobijeni od zrelih plodova imaju izuzetno nizak nivo
cijanogenih glikozida i da je upotreba proizvoda na bazi zove opravdana.

U maju 2013. godine, Evropska agencija za sigurnost hrane (EFSA) objavila je novu verziju
zbornika za biljke za koje se navodi da sadrZe toksi¢ne, zavisne, psihotropne ili druge supstance u
kome se na zovu odnose sledece informacije:

e svi delovi biljke poseduju cijanogene glikozide,

e sambunigrin je dominantan i upotreba nezrelih plodova ili semenki moze da izazove
gastrointestinalne poremecaje,

e nema dostupnih podataka, niti nauc¢nih potvrda o akutnoj toksi¢nosti i genotoksi¢nosti
Zove.

Istrazivanja koja su se bavila evaluacijom bioloskih aktivnosti vrste roda Sambucus bila su
usmerena na pripremanje ekstrakata od ploda 1 cveta primenom viSe razlicitih rastvaraca i tehnika
izolacije, u cilju izdvajanja jedinjenja koja poseduju farmakoloski potencijal. Na dobijanje
proizvoda bio je usmeren mali broj istraZivaca, tako da je broj publikacija u ovom polju ogranicen.
Pregled naucne literature osim antioksidativne, antiinflamatorne i antiproliferativne aktivnosti nije
dao rezultate u sposobnosti proizvoda i ekstrakata zove u inhibiciji enzima: AChE, BChE,
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tirozinaze, a-amilaze i a-glukozidaze, ¢ija je prekomerna aktivnost uzrok za nastanak razlicitih
oboljenja. U dosadasnjim studijama skoro da ne postoje laboratorijska istrazivanja o
neuroprotektivnom, antitirozinaznom i antidijabetogenom dejstvu ploda i cveta zove. Takode, 1 u
pogledu fitohemijske karakterizacije postoje oskudni literaturni podaci. Mikulic-Petkovsek i sar.
(2015) i Senica i sar. (2016) su okarakterisali sadrzaj flavonida i fenolnih kiselina u soku, ¢aju i
likeru od zove. U Tabeli 2.6. su prikazana dosadasnja istrazivanja i bioaktivnosti biljne vrste S.
nigra.
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Tabela 2.6. Literaturni pregled ispitivanja bioloske aktivnosti biljne vrste S. nigra

Deo biljke Tip ekstrakta/proizvoda  Bioloska aktivnost Literatura
Dawidowicz i sar., 2006; BufiCova i
Etanol Antioksidativna Réblova, 2008.
Antiinflamatorna, Harokopakis i sar., 2006; Mikulic-
CVET Voda antioksidativna Petkovsek i sar., 2015; Torabian i sar.,
antivirusna 20109.
Rastvarac¢ nije naveden Antioksidativna Stoilova i sar., 2007.
Metanol Antioksidativna Rieger i sar., 2008; Esin Celik i sar.,
2014.
Sok (,,spray-dried”) Antioksidativna Abuja, Murkovic i Pfannhauser, 1998.
Pool-Zobel i sar., 1999;
Izolacija antocijana Antioksidativna Youdim, Martin i Joseph, 2000;
Nakajima i sar., 2004.
Lugasi i HOvari, 2003; Lichtenthaler i
Sok Antioksidativna, Marx, 2005; Torabian i sar., 2019.
antivirusna
PLOD Heksan-dihlormetan Wu i sar., 2004.
Aceton-voda-siréetna Antioksidativna
kiselina
Metanol Antioksidativna Ciocoiu i sar., 2012; Nati¢ i sar., 2019.
Heksan Antioksidativna, Fazio i sar., 2013.

antiinflamatorna

Voda, etanol, metanol,
aceton

Antioksidativna

Duymus, Goger i Bager, 2014.

Liker, ¢aj, sok, prah

Hemijski sastav

Senica i sar., 2016.

Etanol i etil-acetat

Antioksidativna,
antiinflamatorna

Simonyi i sar., 2015.

Presovanje ploda

Antiproliferativna

aktivnost

Lamy, Muhire i Annabi, 2018.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije realizovan je u laboratorijama Katedre za
biotehnologiju i farmaceutsko inzenjerstvo, Katedre za hemijsko inzenjerstvo i Katedre za
inZenjerstvo konzervisane hrane, TehnoloSkog fakulteta Novi Sad, Univerziteta u Novom Sadu.
Deo istrazivanja je uraden u laboratorijama Katedre za Biohemiju, Prirodno-matematickog
fakulteta u Novom Sadu, kao i na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog
fakulteta u Novom Sadu, Univerziteta u Novom Sadu, Instituta za opstu i fizicku hemiju,
Univerziteta u Beogradu, laboratoriji Enoloske stanice u Vrscu i Prirodno-matemati¢kog fakulteta
Univerziteta u Seldzuku, Konija, Turska. Tok eksperimentalnog rada prikazan je na Slici 3.1 i na
Slici 3.2.

Sitnjenje
Tradicionalna plodova i
tehnika standardni
cedenja postupak
proizvodnje
vina

MATICNI
SOK

PLODOVI
ZOVE

Tradicionalna
tehnika
susenja

Ekstrakcija Ekstrakcija
(H,0, 50%EtOH) (H,0, 50%EtOH)
MAC

MAE
EKSTRAKTI n
ETARSKO ETARSKO

EKSTRAKTI ULJE ULJE

Liofilizacija

Ekstrakcija
(H,0. 50%ELOH)

Hidrodestilacija

EKSTRAKTI

ANALIZA
Hemijske, bioloske 1
funkcionalne karakteristike

Slika 3.1. Sematski prikaz dobijanja i analize proizvoda na bazi plodova zove
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CVET ZOVE

Tradicionalna

. o Hidrodestilacija
tehnika susenja ]

Ekst_rgkcija ETARSKO
(H,0, 50% EtOH) ULjJE

ANALIZA
Hemijske, bioloske i
funkcionalne karakteristike

EKSTRAKTI

ANALIZA

Hemijske, bioloske i
funkcionalne karakteristike

Slika 3.2. Sematski prikaz dobijanja i analize proizvoda na bazi cveta zove

Biljni materijal je sakupljen tokom 2017. godine. Materijal je pregledan i kolektovan u kolekciji
primeraka jemstva (eng. Vaucher collection) Herbarijuma BUNS. Determinaciju je izvrsila dr
Milica Rat na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u Novom
Sadu, Univerziteta u Novom Sadu. U Tabeli 3.1. prikazani su osnovni podaci o broju vaucera,
lokalitetu i datumu sakupljanja biljnog materijala.

Tabela 3.1. Podaci iz vaucera ispitane vrste roda Sambucus

2-1512 Sambucus nigra L.  Pljevlja, Crna Gora ~ Samoniklo bilje Jun 2017.
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Cvet zove je nakon sakupljanja osuSen tradicionlano (u hladu, na promaji) i nakon toga ¢uvan u
papirnim vre¢ama na sobnoj temperaturi, zaSti¢en od vlage i svetlosti.

Plod zove je nakon sakupljanja podeljen na dva dela. Prvi deo je osusen tradicionalno (u hladu, na
promaji), dok je drugi deo osusen liofilizacijom. Takode, odredena koli¢ina sveze sakupljenog
ploda je zamrznuta na -20 °C, a odredena koli¢ina je iskori§¢ena za dobijanje mati¢nog soka i vina
od zove.

Osusen plod je ¢uvan u adekvatnoj ambalazi na sobnoj temperaturi, zasticen od vlage i svetlosti.

3.1. SuSenje plodova zove liofilizacijom

Nakon sakupljanja plodovi zove su zamrznuti na -20 °C i osuSeni liofilizacijom na temperaturi -
25 °C 1 pritisku manjem od 1 mbar. Liofilizacija je usluzno uradena na liofilizatoru, koji je
specijalno izgraden za potrebe susenja voca, za prehrambene namene, po zasticenoj tehnickoj
specifikaciji. U toku liofilizacije pra¢ena je kinetika suSenja plodova zove, pradenjem
temperaturnih kriva platoa, kondenzatora i proizvoda koji je suSen (ploda zove). Kinetika je
vodena tako da je primenjen temperaturni rezim -25 °C/0-5 h//-15 °C/23 h//10 °C/27 h//30 °C/31
h.
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3.2. Ekstrakcija biljnog materijala (ploda i cveta zove)

3.2.1. Tradicionalna tehnika ekstrakcije

Za ekstrakciju ploda i cveta zove primenjena je konvencionalna tehnika ekstrakcije, maceracija
(MAC). MAC je izvedena tako §to je usitnjen biljni materijal pomesan sa ekstragensima (voda 1
50% etanol) u odnosu 1:15 (g/ml) u erlenmajeru i smesa je ostavljena da stoji tri dana uz
povremeno mesanje (Ph. Jug. IV, 1984).

3.2.2. Savremene tehnike ekstrakcije

Od savremenih ekstrakcionih tehnika za izolovanje bimolekula iz ploda i cveta zove primenjene
su ultrazvu¢na i mikrotalasna ekstrakcija.

UAE ekstrakcija je izvedena u ultrazvu¢nom kupatilu (Euinstruments, EUP540A, France), gde je
odnos biljnog materijala i rastvaraca bio isti, kao kod MAE i MAC ekstrakcionih tehnika. UAE je
izvedena na konstantnoj frekvenciji od 40 kHz u trajanju od 30 minuta, dok je ja¢ina ultrazvuka
bila 156 W.

MAE je izvedena u otvorenom sistemu, u modifikovanoj komercijalnoj mikrotalasnoj peé¢nici koja
je prilagodena za laboratorijske uslove (Panasonic, Germany). Usitnjen biljni materijal pomesan
je sa ekstragensima (voda i 50% etanol) u odnosu 1:15 (g/ml). Proces ekstrahovanja bioaktivnih
komponenata je trajao 30 minuta, dok je jacina mikrotalasa bila 450 W.

Prilikom ekstrakcije plodova zove 1 ml 1% siréetne kiseline dodat je u uzorke pre pocetka
ekstrakcije, u cilju efikasnije izolacije biljnih pigmenata prisutnih u sirovini.

3.3. Dobijanje mati¢nog soka od plodova zove

Zreli plodovi zove su nakon sakupljanja ociS¢eni, uklonjene su grancice, peteljke 1 liS¢e, isprani
su vodom i nakon toga ru¢no cedeni. Svezi plodovi (1 kg) su pripremljeni za cedenje, tako $to su
stavljeni u tkaninu za cedenje, nakon Cega je pritiskanjem iz plodova dobijeno 0,5 | svezeg
mati¢nog soka. Cedenje se odvijalo postepeno, dobijeni sok je sakupljen u prihvatne sudove i
¢uvan na -20 °C do analize.
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3.4. Dobijanje vina od plodova zove

Zreli plodovi zove su nakon sakupljanja ociSéeni, uklonjene su grancice, peteljke i lis¢e, isprani
su vodom i1 homogenizovani u blenderu. Dobijena masa nakon sitnjenja je rasporedena u cCetiri
prihvatna suda. U svaki prihvatni sud je dodato 0,01 g pektolitickih enzima, 10% rastvor kalijum
metabisulfita i 50 mg/l sumpor dioksida, od ¢ega je smesa u tri prihvatna suda toplotno tretirana,
na razli¢itim temperaturnim rezimima, dok smesa u ¢etvrtom prihvatnom sudu nije izloZena uticaju
temperature. Temperaturni tretman je izveden u cilju utvrdivanja promene hemijskog sastava i
bioloske ativnosti vina u zavisnosti od temperature. Pripremljeni uzorci su podvrgnuti razli¢itim
temperaturnim tretmanima u razli¢itim vremenskim intervalima:

e vino 1: temperatura 60 °C tokom 5 minuta,
e Vino 2: temperatura 60 °C tokom 10 minuta,
e Vvino 3: temperatura 70 °C tokom 5 minuta,
e Vvino 4: bez temperaturnog tretmana (BTT).

Nakon temperaturnog tretmana u sva Cetiri pripremljena uzorka dodato je 50 ml limunske kiseline,
25 g/hL kvasca Saccharomyces bariamis, kako bi zapoCeo proces fermentacije. Proces
fermentacije je trajao 5 dana na ambijentalnoj temperaturi 22 °C. Po zavrSetku fermentacije
filtriranjem je kljuk odvojen od vina i u dobijeno vino je dodat 1 ml kalijum metabisulfita, kao
konzervansa.
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3.5. Odredivanje osnovnih parametara kvaliteta mati¢nog soka i vina od zove
3.5.1. Odredivanje relativne gustine vina od plodova zove na 20 °C

Relativna gustina vina naj¢es$¢e ima vrednosti izmedu 0,9850 1 0,9970. Kod vina koja imaju visok
sadrzaj Secera relativna gustina moze biti vec¢a od 1,0000 (S1. glasnik RS 107/2014).

Bazdareni piknometar je ispran tri puta sa po malo vina, a zatim je napunjen vinom do oznake.
Piknometar sa vinom je inkubiran na vodenom kupatilu na 20 °C, 20 minuta. Nakon inkubacije
piknometar je izmeren na analiti¢koj vagi.

Relativna gustina vina je dobijena iz formule:

ml - mpp
p=—"7T-—
Myyp
m1 — masa piknometra sa vinom (g),
mpp — Masa praznog piknometra (g),
myp — Masa piknometra sa vodom (g).

3.5.2. Odredivanje stvarnog alkohola u vinu od plodova zove

Nakon odredivanja relativne gustine, vino iz piknometra je kvantitativno preneseno u kolbu za
destilaciju, uz ispiranje piknometra destilovanom vodom. Destilacija je trajala sve dok se u
piknometru nije sakupilo 3/4 destilata od ukupne zapremine piknometra. Nakon destilacije,
piknometar je napunjen destilovanom vodom do crte i stavljen na temperiranje u vodeno kupatilo
na temperaturi od 20 °C. Merenjem mase piknometra dobijena je gustina destilata.

Gustina destilata je izracunata iz formule:

Mpgq — Mpp

p =
mvp

mpd — Masa piknometra sa destilatom (g),
mpp — Masa praznog piknometra (g),
myvp — masa piknometra sa vodom (g).

Na osnovu izracunate gustine destilata iz standardizovanih tablica po Windisch-u je ocitana

vrednost sadrzaja stvarnog alkohola u vinu. Sadrzaj stvarnog alkohola u vinu je izrazen u
procentima (%, v/v) (Sl. glasnik 107/2014).
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3.5.3. Odredivanje sadrzaja ukupnog ekstrakta u vinu od plodova zove

Ukupan suvi ekstrakt ili ukupna suva materija ukljucuje sve materije koje nisu isparljive pod
specificnim fizickim uslovima. Ovi fizic¢ki uslovi moraju biti takvi da materije koje ¢ine ekstrakt
pretrpe Sto je moguée manje promene u toku ispitivanja. Ukupan suvi ekstrakt izraCunava se
indirektno iz relativne gustine Sire, a za vino iz relativne gustine bezalkoholnog vina.

Gustina ukupnog ekstrakta je izraunata iz formule:

p=(p1—p2) +1

p1 - relativna gustina vina na 20 °C (korigovana za isparljive kiseline),

p2 - relativna gustina smese voda - alkohol iste alkoholne jacine kao i vino na 20 °C.

Na osnovu izraunate gustine iz standardizovanih tablica je o€itana vrednost za sadrzaj ukupnog
ekstrakta u vinu (SI. glasnik 107/2014). Sadrzaj ukupnog ekstrakta u vinu je izraZzen u gramima po
litru (g/l).

3.5.4. Odredivanje pH vrednosti mati¢nog soka 1 vina od plodova zove

Za odredivanje pH mati¢nog soka i vina koris¢en je pH metar, Cije su elektrode uronjene u
ispitivane uzorke, na temperaturi 20 °C. pH vrednost je ocitana direktno sa skale pH metra.
Merenje je ponovljeno tri puta, a konacan rezultat je izrazen kao aritmeticka sredina tri merenja.

3.5.5. Odredivanje sadrzaja isparljivih kiselina u vinu od plodova zove

Sadrzaj isparljivih kiselina u vinu je odreden tako Sto je u tikvicu za destilaciju vina otpipetirano
20 ml vina 1 dodato 0,5 g vinske kiseline. Destilacija vina vodenom parom je trajala dok koli¢ina
destilata u prihvatnom sudu nije dostigla zapreminu od 250 ml. Dobijeni destilat je zagrejan do
klju¢anja i ohladen, nakon ¢ega su dodate 2 - 3 kapi rastvora fenolftaleina, nakon ¢ega je uradena
titracija 0,1 M rastvorom natrijum hidroksida do pojave ruzicaste boje.

Sadrzaj isparljivih kiselina izracunat je iz formule:

X=nx0,12

n (ml) - zapremina utro$enog natrijum hidroksida za titraciju.

Sadrzaj isparljivih kiselina u vinu je izrazen u gramima po litru (g/1), kao siréetna kiselina.
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3.5.6. Odredivanje sadrzaja ukupnog sumpor-dioksida u vinu od plodova zove

Sadrzaj ukupnog sumpor-dioksida je odreden jodometrijskom titracijom (OIV, 2013).
Jodometrijskom titracijom je odreden slobodni sumpor-dioksid. Nakon dvostruke alkalne
hidrolize, jodometrijski je odreden i vezani sumpor dioksid. Zahvaljuju¢i sposobnosti joda da
oksiduje i druge materije iz vina, u istom uzorku vina, izvedena je titracija kako bi se utvrdila
koli¢ina joda koja je utroSena za oksidaciju. Slobodni sumpor dioksid se veze u potpunosti
etanalom, a zatim je izvedena titracija jodom. Sadrzaj ukupnog sumpor-dioksida izraZen je u
miligramima po litru vinu (mg/I).

3.5.7. Odredivanje sadrzaja metanola u vinu od plodova zove

Sadrzaj metanola odreden je standardizovanom metodom (OIV, 2013) koja se zasniva na

oksidaciji metanola do fomaldehida (metanala), u prisustvu kalijum-permanganata, koji je
zakiSeljen fosfornom kiselinom. Merenjem intenziteta boje formiranog ljubicastog kompleksa na
talasnoj duZini 575 nm, odreden je sadrzaj formaldehida. Sadrzaj metanola u vinu dobija se
interpolacijom ocitane apsorbancije na kalibracionu krivu pripremljenu pomocu rastvora metanola
razli¢itih koncentracija, a rezultat je izrazen u miligramima po litru vina (mg/1).

3.5.8. Odredivanje sadrzaja minerala u mati¢nom soku i vinu od plodova zove

Sadrzaj minerala (Na, K, Mg, Ca, Fe, Cu, Mn, Zn, Cr, Sn i Ni) je odreden u mati¢nom soku i vinu
od zove. U analizirani uzorak dodata je odredena zapremina (1+1) azotne kiseline tako da bude
1% (v/v). Zarazblazivanje uzoraka koris¢eni su normalni sudovi od 25, 50 ili 100 ml, koji su zatim
dopunjeni do crte ultra ¢istom vodom i analizirani ICP-OES metodom. Rastvori su uvedeni u
plazmu ICP-OES spektrometra (Agilent 5100) preko peristalticke pumpe, koja obezbeduje stalan
protok rastvora, i pneumatickog rasprSivaca koji rastvor prevodi u aerosol, koji se uvodi strujom
inertnog gasa argona u indukovanu spregnutu plazmu sa opti¢kim emisionim spektrometrom (ICP-
OES), gde se emituje karakteristicno zraCenje za svaki element, pri ¢emu se analizira dobijeni
signal (,,Office of public Health Science,” 2018). Sadrzaj minerala u mati¢nom soku i vinu od
plodova zove je izrazen u miligramima po litru soka, odnosno vina (mg/1 soka, mg/1 vina, redom).
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3.5.9. Odredivanje sadrzaja organskih kiselina i Secera u mati¢cnom soku i vinu od
plodova zove i ugljenih hidrata, lipida, proteina i energetske vrednosti u mati¢cnom
soku

Sadrzaj organskih kiselina je odreden u mati¢nom soku i vinu od zove pomoc¢u HPLC Sistema
”Waters Alliance” sa UV/VIS detektorom. U toku analize kori$éena je kolona Atlantis C18 (4,6 x
150 mm, 5 mm) sa temperaturnim rezimom u peénici od 45 °C. NaH2PO4 x H20 (20 mmol/l) je
predstavljao mobilnu fazu, sa protokom od 0,5 ml/min, dok je UV detektor postavljen na 210 nm.
Upotrebljena zapremina uzorka je bila 10 pl. Sadrzaj organskih kiselina izrazen je u gramima po
litru soka, odnosno vina (g/l).

Sadrzaj SeCera je odreden u mati¢nom soku i vinu od zove pomocu HPLC sistema “Waters
Alliance” sa indeksom refrakcije Vaters 2414. Koris¢ena je kolona “Carbohydrate analysis column
— Waters” (3,9 x 300 mm), a temperaturni rezim u pecnici je odgovarao sobnoj temperaturi.
Mobilna faza je bila ACN/H20 (80/20%) sa protokom od 1,5 ml/min. Konacni sadrzaj Secera
izraZen je u gramima po litru soka, odnosno vina (g/l).

Analiza nutritivnog sastava soka od zove obuhvatala je odredivanje sadrzaja ukupnih ugljenih
hidrata, lipida, proteina i odredivanje energetske (kalorijske) vrednosti.

Sadrzaj ugljenih hidrata je odreden metodom koju su opisali Trajkovi¢ i sar. (1983). Metoda se
zasniva na odmeravanju 1 ml ispitivanog uzorka soka u koji je dodato 20 ml destilovane vode,
nakon ¢ega je smesa zagrejana do kljucanja u toku 5 minuta. Nakon hladenja ispitivani uzorak
soka je kvantitativno prebacen u normalni sud od 100 ml i dopunjen vodom do crte. Zagrevanjem
uzorka sa sumpornom kiselinom pospeSuje se reakcija dehidratacije, heksoze prelaze u
hidroksimetilfurfurol. Kao proizvod razgradnje hidroksimetilfurfurola, pod dejstvom Kiseline,
nastaju furfurol i formaldehid. Formaldehid sa hromotropnom kiselinom daje ljubiasto obojen
proizvod. Intenzitet nastalog obojenja zavisi od koncentracije heksoza u uzorku i odreduje se
merenjem apsorbancije rastvora na talasnoj duzini 570 nm. Sadrzaj ugljenih hidrata je izraZzen u
miligramima po mililitru soka (mg/ml).

Odredivanje sadrzaja lipida se zasniva na ekstrakciji masti iz pripremljenog uzorka soka uz pomo¢
organskog rastvaraca na aparaturi po ’Soxletu” primenom metode koja je propisana Pravilnicima
Sl. list SFRJ 41/1987, Sl. list SFRJ 74/1988, Sl. list SFRJ 41/1985. Sadrzaj lipida je izrazen u
miligramima po mililitru soka (mg/ml).

Sadrzaj proteina u soku od zove ispitan je primenom metode koju su opisali Trajkovi¢ i sar. (1983),
a koja je modifikovana 1 prilagodena metodi propisanoj Pravilnikom o metodama uzoraka i
metodama izvodenja fizicko-hemijskih analiza belancevinastih proizvoda za prehrambenu
industriju (SI. list SFRJ 41/1985). Sadrzaj proteina je izrazen u miligramima po mililitru soka
(mg/ml).

59



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

Energetska vrednost proizvoda je izracunata na osnovu konverzionih faktora propisanih
Pravilnikom o deklarisanju, oznacavanju i reklamiranju hrane (SI. glasnik RS 17/2020) i dobijenih
laboratorijskih rezultata sadrzaja ugljenih hidrata, lipida i proteina. Energetska vrednost je izrazena
kao broj kilokalorija u 100 mililitara soka (kcal/100 ml).

3.6. Hidrodestilacija biljnog materijala (ploda i cveta zove)

Etarsko ulje je izolovano iz tradicionalno osusenog ploda i cveta i liofilizovanog ploda zove, u
aparaturi po Clavenger-u (1928). Odmereni biljni materijal je prenet u balon za destilaciju, balon
je postavljen na grejnu podlogu i dodata je voda kao rastvarac. Odnos biljnog materijala i
rastvaraca bio je 1:10 (g/ml). Proces destilacije je trajao 4 sata, a etarsko ulje je izolovano u 1 ml
n-heksana. Heksanski sloj je ispuSten u €aSicu i suSen anhidrovanim natrijum sulfatu. Nakon 24
sata heksanski rastvor je filtriran, a filtrat prebacen u prethodno izmeren balon. Zaostali rastvarac¢
je uparen na vakuum uparivacu. Sadrzaj lako isparljivih komponenata u etarskom ulju izraZen je
u procentima (%, m/m).

3.7. Fitohemijska analiza proizvoda na bazi zove

3.7.1. Odredivanje sadrzaja suve materije

Sadrzaj suve materije u ispitivanim uzorcima odreden je primenom standardne metode po Ph. Jug.
IV (1984). Nakon filtracije od dobijenog tecnog ekstrakta, otpipetirano je 10 ml, preneseno u
prethodno izmeren balon i upareno do suva na rotacionom vakuum uparivac¢u. Upareni ekstrakt se
su$io u su$nici na temperaturi od 105 °C u toku 3 sata i do konstantne mase. Za svaki uzorak
postupak je ponovljen tri puta, a rezultat dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna
devijacija. Prinos ekstrakcije je izrazen kao gram suvog ekstrakta/100 g droge (%, m/m).

3.7.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola je odreden spektrofotomerijski prema metodi po Folin-Ciocalteu
(Singleton i Rossi, 1965). Ekstrakt ili njegovo razblazenje je pomesano sa 7,9 ml vode, nakon ¢ega
je dodato je 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% rastvora natrijum-karbonata. U slepu
probu je umesto uzorka dodata odgovaraju¢a zapremina vode. Smesa je inkubirana 60 minuta na
sobnoj temperaturi, nakon Cega je izmerena apsorbancija na 750 nm. Merenje je ponovljeno tri
puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija
i izraZzen kao miligram ekvivalenta galne kiseline po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg GAE/mi
E; mg GAE/ml soka; mg GAE/ml vina, redom).
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3.7.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida je odreden spektrofotometrijski prema Markham-u (Harborne, 1989;
Markham, 1989). Odredena zapremina uzorka ili njegovog razblazenja (1 ml) je pomeSana sa 4 ml
vode, zatim je dodato 0,3 ml 3% rastvora natrijum-nitrita, nakon Cega je inkubacija trajala 5
minuta. Nakon isteka vremena inkubacije, dodato je 0,3 ml 10% aluminijum-hlorida i ponovna
inkubacija je trajala 6 minuta. Nakon drugog perioda inkubacije dodato je 1 ml 1 M rastvora
natrijum-hidroksida i 3,4 ml vode, zatim je merena apsorbancija na 510 nm. Merenje je ponovljeno
tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna
devijacija i izrazen kao miligram ekvivalenta rutina po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg RU/ml
E; mg RU/ml soka; mg RU/ml vina, redom).

3.7.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih monomernih antocijana

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana odreden je primenom pH diferencijalne metode koju su
opisali Lee i sar. (2005). Ova metoda se zasniva na osobini antocijana da pri promeni pH vrednosti
sredine reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi i do promene apsorpcionog spektra.
Obojeni oksonijum oblik sa maksimumom apsorbancije na 520 nm, postoji na pH = 1, a bezbojna
hemiketalna forma dominira na pH = 4,5.

Koncentracija monomernih antocijana proporcionalna je razlici izmedu apsorbancije ocitane pri
pH =1 pri pH =4,5na 520 nm,

Zapremina pripremljenih uzoraka 10 pl je dodata u 390 ul pufera pH = 1 i pH = 4,5 koji su se
nalazili u otvorima mikroploa. Apsorbancija pripremljenih uzoraka merena je
spektrofotometrijski na 520 i 700 nm nakon 40 minuta inkubacije. Merenje je ponovljeno tri puta
za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija i
izrazen kao miligram ekvivalenata cijanidin-3-O-glukozida po mililitru ekstrakta, miligram
ekvivalenata cijanidin-3-O-glikozida po mililitru soka, miligram-ekvivalenata cijanidin-3-O-
glukozida po mililitru vina (mg CGE/ml E; mg CGE-3-G/ml soka; mg CGE/ml vina, redom).

3.7.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih tanina

Sadrzaj ukupnih tanina odreden je po spektrofotometrijskoj metodi Singleton, Orthofer i Lamuela-
Raventos (1999) prilagodenoj za mikroploce. Ova metoda se zasniva na osobini fenola da u
reakciji sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom daju obojeni kompleks, ¢ija se apsorbancija odreduje
na 760 nm. Nakon odredivanja sadrzaja fenola, tanini se istaloZze. Sadrzaj tanina u uzorcima
predstavlja razliku sadrzaja ukupnih fenola pre i posle taloZenja tanina. Tanini su istalozeni
dodatkom 50 mg PVPP (polivinilpolipirolidon) i 0,5 ml natrijum citratnog pufera (0,1 M, pH = 3)
na 0,5 ml ekstrakta. Smesa je vorteksirana, inkubirana 15 minuta na 4 °C, ponovo vorteksirana i
centrifugirana 15 minuta na 4500 g. Sve radne probe radene su u tri ponavljanja, a njihova
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apsorbancija merena je spektrofotometrijski nakon dva sata. Rezultat je dobijen kao srednja
vrednost tri merenja + standardna devijacija i izraZzen kao miligram ekvivalenata katehina po
mililitru ekstrakta, miligram ekvivalenata katehina po mililitru soka, miligram ekvivalenata
katehina po mililitru vina (mg CA/ml E; mg CA/ml soka; mg CA/ml vina, redom).

3.7.6. Odredivanje polifenolnog profila

Odabrane fenolne komponente u ispitivanim uzorcima kvantifikovane su primenom LC-MS/MS
(te¢na hromatografija/masena spektrometrija) tehnike. Koris¢en je Agilent Technologies 1200
Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf, kuplovan sa G6410A QqQ MS-MS detektorom sa
elektrosprej jonskim izvorom (ESI), kontrolisan od strane MassHunter ver. B.03.01. softvera
(Agilent Technologies). Za hromatografsko razdvajanje koriséena je Zorbax Eclipse XDB-C18
RR 4,6 mm x 50 mm x 1,8 um (Agilent Technologies) reverzo-fazna kolona pri temperaturi od 45
°C; binarna mobilna faza 0,05% mravlje kiseline (A) i metanola (B), protok 1 ml/min. Primenjen
je gradijentni mod, koji je podrazumevao slede¢i odnos faza: 0 minuta 30% B, 6 minuta 70% B, 9
minuta 100% B, 12 minuta 100% B, sa vremenom reekvilibracije od 3 minuta. Injektovana
zapremina svih uzoraka bila je 5 pl. ESI parametri bili su: gas za susenje (N2) temperature 350 °C,
protok 10 I/min, pritisak gasa nebulajzera 50 psi, napon na kapilari 4 kV, negativan polaritet.
Jedinjenja su prac¢ena u dinamickom MRM (multiple reactions monitoring) modu.

Ostali optimizovani parametri dati su u Tabeli 3.2. Metoda obuhvata pracenje 45 fenolnih
jedinjenja i hinske kiseline kao prekursora fenola, koji ¢ine osnovni miks (Or¢i¢ i sar., 2014), sa
dodatkom 3 nova fenolna jedinjenja (rezveratrol, morin i elagna kiselina), koja su snimljena pri
istim uslovima. Kalibracioni standardi koncentracija od 0,0015 pg/ml do 25,0 pug/ml pripremljeni
su sekvencijalnim razblaZivanjem (1:1) osnovnog miksa koncentracije 100 pg/ml, i dodatnih
jedinjenja, smeSom metanol-voda (3:7). Odredivanje sadrzaja standardnih fenolnih komponenata
u ispitivanim uzorcima uradeno je na osnovu standardne kalibracione krive [funkcija logaritma
povrsine pika u zavisnosti od logaritma koncentracije standarda, log(A) = f log(C)], snimljene iz
serije razblaZzenja miksa standarda. Rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja *
standardna devijacija 1 izraZzen u mikrogramima po mililitru ekstrakta, soka 1 vina (ug/ml E, pg/ml
soka, pg/ml vina, redom).
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Tabela 3.2. LC-MS/MS parametri za kvantifikaciju standardnih fenolnih jedinjenja u ispitivanim

uzorcima
Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Jedinjenje vreme fragmentora  prekursor proizvod energija
(min) V) (m/z) (m/2) V)
Osnovni miks
Galna kiselina 0,58 90 169 125 10
Katehin 0,74 150 289 245 10
Protokatehinska 0,79 105 153 109 9
kiselina
Hlorogenska 0,80 100 353 191 10
kiselina
Epigalokatehin 0,81 165 457 169 16
galat
Epikatehin 0,95 150 289 245 10
2,5- 1,03 100 153 109 9
Dihidroksibenzoeva
kiselina
p-Hidroksibenzoeva 1,08 80 137 93 10
kiselina
Eskuletin 1,13 105 177 133 15
Kafena kiselina 1,18 100 179 135 10
Vanilinska kiselina 1,24 100 167 108 15
Siringinska kiselina 1,31 90 197 182 7
p-Kumarinska 1,69 90 163 119 9
kiselina
Umbeliferon 1,73 120 161 133 19
Skopoletin 1,77 80 191 176 8
Ferulna kiselina 1,90 90 193 134 11
Viteksin 1,90 200 431 311 22
Sinapinska kiselina 1,92 100 223 193 17
Luteolin-7-O- 2,13 230 447 285 30
glukozid
Hiperozid 2,16 200 463 300 30
Kvercetin-3-0O- 2,25 210 463 300 30
glukozid
Rutin 2,33 135 609 300 42
Apin 2,60 250 563 269 36
o-Kumarinska 2,62 100 163 119 5
kiselina
Miricetin 2,67 150 317 179 20
Kvercitrin 2,75 190 447 300 27
Kemferol-3-O- 2,80 190 447 284 30
glukozid
Apigenin-7-O- 2,81 135 431 268 41
glukozid
Sekoizolaricirezinol 2,90 130 361 165 26

63



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

3.4- 2,99 110 207 103 7
Dimetoksicimetna
kiselina
Bajkalin 3,40 140 445 269 22
Daidzein 3,43 145 253 208 31
Datairezinol 3,66 130 357 122 24
Kvercetin 3,74 130 301 151 15
Naringenin 3,87 130 271 151 16
Cimetna kiselina 3,91 100 147 103 5
Luteolin 4,03 135 285 133 25
Genistein 412 145 269 133 32
Kemferol 4,55 130 285 285 0
Apigenin 4,71 130 269 117 25
Izoramnetin 4,79 160 315 300 21
Krizoeriol 4,82 125 299 284 20
Bajkalein 5,15 165 269 269 0
Amentoflavon 5,78 220 537 375 35
Hinska kiselina 0,52 150 191 85 20
Dodatno
Rezveratrol 2,26 130 227 185 15
Morin 2,92 120 301 149 29
Elagna kiselina 2,23 152 301 301 0

3.8. Hemijska analiza etarskog ulja ploda i cveta zove

Analiza etarskog ulja zove obuhvatala je kvalitativni i kvantitativni sastav ulja tradicionalno
susenog 1 liofilizovanog ploda 1 tradicionalno suSenog cveta, koji je odreden pomoc¢u GC/MS
(gasna hromatografija/masena spekrometrija) metode. Za analizu je upotrebljena kolona TR
WAX-MS (30 mm x 0,25 mm x 0,25 um) uz slede¢i temperaturni program: 45 °C (8 min) sa
porastom temperature od 8 °C/min do 230 °C (10 min). Temperatura injektora je bila 250 °C, a
jonskog izvora 220 °C. Kao noseci gas koris¢en je helijum (1 ml/min) u split modu (80:1). Dobijeni
rezultat je izraZzen u procentima (%, m/m).
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3.9. Odredivanje bioloskih i funkcionalnih karakteristika proizvoda na bazi zove
3.9.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

3.9.1.1. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH* radikala

Sposobnost neutralizacije DPPH* (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala ispitivanih uzoraka
odredena je spektrfotometrijskom metodom koja se zasniva na pra¢enju promene boje ljubicasto
obojenog rastvora stabilnog azot-centriranog DPPH* radikala u redukovanu, Zzuto obojenu formu,
DPPH-H (Slika 3.3). Pojava zute boje objasnjava se sposobno$¢u pojedinih komponenata da
deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri cemu DPPH* prelazi u redukovani neutralni DPPH-
H oblik. Neutralizacija DPPH* fenolnim jedinjenjima odvija se pomoc¢u dva simultana mehanizma.
Najpre, fenolno jedinjenje deluje kao donor H-atoma, pri ¢emu nastaje redukovani, neutralni
DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji je rezonantno stabilizovan, a zatim nastali ariloksil radikal
moze da reaguje sa jo$ jednim DPPH*® radikalom pri ¢emu dolazi do njihove kondenzacije i
prelaska u neutralan molekul (Singh i Thakur, 2018).
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Slika 3.3. Mehanizam neutralizacije DPPH* radikala
(Singh i Thakur, 2018)
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Rastvor uzoraka, zapremine 1 ml je dodat u 4 ml 0,004% rastvora metanola DPPH. Apsorbancija
uzorka je o¢itana na 517 nm nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku. Merenje
je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja +
standardna devijacija i izrazen kao miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta, soka i
vina (mg TE/ml E; mg TE/ml soka, mg TE/ml vina, redom) (Uysal i sar., 2017).

3.9.1.2. Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS*" radikala

Odredivanje sposobnosti uklanjanja ABTS** slobodnog radikala [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-sulfonsku kiselinu] se zasniva na reakciji 7 mM rastvora ABTS sa 2,45 mM
kalijum-persulfata (Slika 3.4). Rastvor nastalog radikala se ostavi da stoji 12-16 h u mraku na
sobnoj temperaturi, pri ¢emu se rastvor oboji tamnoplavo.
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Slika 3.4. Reakcija oksidacije ABTS kalijum-persulfatom, nastavak reakcije ABTS radikala
katjona i antioksidansa (AOH) (Oliveira i sar., 2014).

Pre pocetka izvodenja testa, rastvor ABTS je razblaZzen metanolom dok apsorbancija na 734 nm
ne bude 0,7+0,02. Rastvor uzoraka zapremine 1 ml je dodat u 2 ml rastvora ABTS uz meSanje
smeSe. Apsorbancija uzorka je oCitana na 734 nm nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj
temperaturi.

Merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri
merenja + standardna devijacija i izrazen u miligramima ekvivalenata troloksa po mililitru
ekstrakta, soka i vina (mg TE/ml E; mg TE/ml soka; mg TE/ml vina, redom) (Uysal i sar., 2017).
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3.9.1.3. Odredivanje redukcionog potencijala

Redukcija mo¢ je veoma vazan antioksidativhi mehanizam koji se ogleda u sposobnosti
antioksidanta da doniraju elektron (Llorent-Martinez i sar., 2017). Redukcioni potencijal
ispitivanih uzoraka u okviru ove doktorske disertacije ispitan je primenom FRAP i CUPRAC
testova.

Sposobnost redukcije Fe** jona - FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) je
kolorimetrijski test koji se zasniva na sposobnosti antioksidanata da redukuju gvozde(Ill)-2,4,6-
tripiridil-S-triazin kompleks [Fe(l11)-(TPTZ)2]** do intenzivno plavo obojenog kompleksa [Fe(11)-
(TPTZ)2]** u kiseloj sredini (Badarinath i sar., 2010).

Rastvori uzoraka zapremine 0,1 ml su dodati u 2 ml pripremljenog FRAP reagensa, koji sadrzi
acetatni pufer (0,3 M, pH 3,6), 2,4,6-tris(2-piridil)-S-triazin (TPTZ) (10 mM) u 40 mM
hlorovodoni¢noj kiselini i gvozde(IIl)-hlorid (20 mM) u odnosu 10:1:1 (v/v/v). Inkubacija je
trajala 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je apsorbancija o¢itana na 593 nm. Merenje
je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja +
standardna devijacija, a redukciona sposobnost ispitivanih uzoraka primenom FRAP testa izrazena
je u miligramima ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg TE/ml E; mg TE/ml
soka; mg TE/ml vina, redom) (Uysal i sar., 2017).

Sposobnost redukcije Cu?* jona - CUPRAC (eng. Cupric Reducing Antioxidant Capacity) metoda
se zasniva na pra¢enju redukcije Cu®* jona koji sa neokuproinom (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin),
pri pH = 7 gradi bezbojan bis(neokuproin)-bakar(ll) helatni komleks, Cu(ll)-Nc. Cu(ll)-Nc
predstavlja redoks reagens u CUPRAC metodi. Rastvori pripremljenih uzoraka su ispitivani i kao
redukcioni agensi Cu?* jona primenom CUPRAC testa. Zapremina 0,5 ml uzorka je dodata u
reakcionu smesu koja sadrzi bakar(ll) hlorid (1 ml, 10 mM), neokuprion (1 ml, 7,5 mM) i
amonijum-acetatni pufer (1 ml, 1 M, pH 7,0). Slepa proba je pripremljena dodavanjem rastvora
uzorka (0,5 ml) u reakcionu smesu, zapremine 3 ml, bez bakar(ll) hlorida. Inkubacija je trajala 30
minuta na sobnoj temperaturi, a vrednosti apsorbancije su o€itane na 450 nm. Merenje je
ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja *
standardna devijacija i izrazen u miligramima ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta, soka i
vina (mg TE/ml E; mg TE/ml soka, mg TE/ml vina, redom) (Uysal i sar., 2017).
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3.9.1.4. Odredivanje sposobnosti neutralizacije *NO radikala

Odredivanje sposobnosti neutralizacije *NO radikala pripremljenih uzoraka biljne vrste S. nigra
zasniva se na spektrofotometrijskom merenju neutralizacije generisanih nitritnih jona. U ovu svrhu
koriS¢en je vodeni rastvor natrijum nitroprusida (SNP) koji predstavlja izvor *NO radikala pri
fizioloSkom pH. Nastali *NO reaguje sa kiseonikom daju¢i nitritne jone, Cija koncentracija se
odreduje po metodi Green-a i sar. (1982), a koja se zasniva na spektrofotometrijskom odredivanju
purpurno-ruzicastog diazo kompleksa koji nastaje nakon reakcije NO2 i Griees-ovog reagensa na
sobnoj temperaturi (Slika 3.5).
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H* | diazotovanje
HN  NH O NEN@SOZNHZ
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H,N NH O N=N@SOZNH2
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Slika 3.5. Nastajanje diazo kompleksa
(Schatzschneider, 2017)

Od uzoraka pocetne koncentracije napravljene su serije razblaZenja, tako da je dobijen raspon
pocetnih koncentracija uzoraka 0,07-4,80 mg/ml. U pripremljene uzorake, zapremine 70 pul dodato
je 10 pul SNP-a i 80 ul fosfatnog pufera pH = 7,4, a nakon inkubacije dodato je 150 pul Griess-ovog
reagensa. Apsorbancija je merena (546 nm) nakon 60 minuta inkubacije. Merenje je ponovljeno
tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna
devijacija i izrazen u miligramima ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg
TE/ml E; mg TE/ml soka; mg TE/ml vina, redom).
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3.9.1.5. Odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije

Odredivanje sposobnosti vina od plodova zove da inhibiraju lipidnu peroksidaciju uradeno je TBA
(tiobarbiturna kiselina) metodom (Halliwell i Gutteridge, 1986), pri ¢emu su polinezasi¢ene masne
kiseline iz lanenog ulja koris¢ene kao supstrat za lipidnu peroksidaciju. Fe?* joni mogu reagovati
sa kiseonikom iz vazduha, pri ¢emu se obrazuju reaktivne vrste kiseonika (ROS), kao npr.
superoksid anjon (O*), za koji se pretpostavlja da je inicijator lan¢ane radikalske reakcije lipidne
peroksidacije.

Za odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije analiziranih uzoraka, napravljena je serija
razblazenja tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija soka i vina 0,20-0,70 mg/ml.
Pripremljeni su odgovarajudi rastvori i inkubirani 60 minuta na 37 °C. Nakon dodatka 3,72%
EDTA i TBA reagensa, smesa je zagrevana 15 minuta na 100 °C, a zatim ohladena do sobne
temperature i centrifugirana tokom 15 minuta na 3500 o/min. Apsorbancija rastvora je merena
spektrofotometrijski na 532 nm. Merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je
dobijen kao srednja vrednost tri merenja * standardna devijacija i izrazen u miligramima
ekvivalenata troloksa po mililitru soka i vina (mg TE/ml soka; mg TE/ml vina, redom).

3.9.1.6. Odredivanje sposobnosti heliranja jona metala

Sposobnost ispitivanih uzoraka u kompleksiranju Fe?* jona je odredena primenom metode koju
su opisali Carter i sar. (1971) 1 Lim, Lim i Tee (2006). Ferozin omogucava kvantitativno gradenje
kompleksa sa Fe?* jonima. U prisustvu heliraju¢ih agenasa dolazi do razlaganja ovog kompleksa,
odnosno smanjenja intenziteta crvene boje koja potic¢e od ferozinskog kompleksa. Smanjenje
intenziteta boje je praceno spektrofotometrijski na 562 nm.

Zapremina 1 ml uzoraka za analizu je upotrebljena za pripremu reakcione smeSe. Reakciona smesa
je pripremana meSanjem sa 1 ml, 0,125 mM gvozde(Il) sulfata, nakon ¢ega je dodat 1 ml ferozina
(0,3125 mM). Ovako pripremljenoj reakcionoj smesi merena je apsorbancija (na 562 nm) posle 10
minuta inkubacije. Merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja
vrednost tri merenja * standardna devijacija i izrazen u miligramima ekvivalenata
etilendiaminotetrasiréetne kiseline po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg EDTA/ml E; mg
EDTA/mI soka; mg EDTA/mI vina, redom). U daljem tekstu za ovaj antioksidativni test ¢e se
koristiti skra¢enica HM.
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3.9.1.7. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost uzoraka na bazi zove odredena je fosfomolibdenskom metodom
(Prieto, Pineda i Aguilar, 1999). Za potrebe izvodenja analize od pripremljenih uzoraka
napravljena je serija razblaZzenja u opsegu koncentracija od 0,20 do 0,65 mg/ml. Od svake
koncentracije uzimano je po 0,30 ml uzorka i pomesano sa 3 ml smese reagenasa. SmesSu reagenasa
saCinjavali su: 0,6 M sumporna kiselina, 28 mM natrijum fosfat i 4 mM amonijum molibdat.
Reakciona smesa reagensa i uzoraka je inkubirana na 95 °C u trajanju od 90 minuta. Nakon
hladenja merena je apsorbancija na 695 nm. Merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a
rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija i izrazen u miligramima
ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg TE/ml E; mg TE/ml soka; mg TE/ml
vina, redom). U daljem tekstu za ovaj antioksidativni test ¢e se koristiti skracenica PM.

3.9.2. Odredivanje neuroprotektivne aktivnosti - inhibicija enzima holinesteraza
AChE i BChE

Pripremljeni uzorci za analizu zapremine 50 pl su pomesani sa 125 pul DTNB (5,5-ditio-bis2-
nitrobenzoeva) kiseline, AChE (acetilholinesterazom) i BChE (butirilholinesterazom) u Tris-HCI
puferu (pH 8) na mikroplo¢i, inkubirani su 15 minuta na 25 °C. Nakon isteka vremena inkubacije
reakcija je pokrenuta dodatkom 25 pL acetiltioholin-jodida i butiriltioholin-hlorida. Slepa proba
je pripremljena dodavanjem uzoraka u sve reakcione sisteme bez rastvora enzima. Apsorbancije
uzoraka su o¢itane na 405 nm nakon 10 minuta inkubacije na 25 °C. Apsorbancija slepe probe je
oduzeta od apsorbancije uzoraka, merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je
dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija. Inhibitorna aktivnost
holinesteraza izrazena je kao miligram ekvivalenta galantamina po mililitru ekstrakta, soka i vina
(mg GALAE/mI E; mg GALAE/mI soka, mg GALAE/mlI vina, redom) (Uysal i sar., 2017).

3.9.3. Odredivanje antitirozinazne aktivnosti - inhibicija enzima tirozinaze

Sposobnost ispitivanih uzoraka da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima tirozinaze odredena je
po modifikovanoj metodi (Orhan i sar., 2012) koriste¢i L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin) kao
supstrat. Proizvodi i ekstrakti na bazi zove (2 mg/ml; 25 pl) pomeSani su sa rastvorom tirozinaze
(40 mM, 40 pl) i fosfatnim puferom (100 pl, pH 6,8). Reakcija je inicirana dodatkom 40 pl rastvora
L-DOPA (10 mM), nakon Cega je smesa inkubirana u trajanju od 15 minuta na 25 °C. Slepa proba
je pripremljena na isti nacin, ali bez dodavanja enzimskog rastvora. Apsorbancija slepe probe 1
uzoraka izmerena je na 492 nm. Na osnovu razlike apsorbancije uzoraka i slepe probe izracunata
je aktivnost inhibicije tirozinaze. Merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je
dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija i izrazen kao miligram ekvivalenta
koji¢ne kiseline po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg KAE/ml E; mg KAE/ml soka; mg KAE/ml
vina, redom).
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3.9.4. Odredivanje antidijabetogene aktivnosti - inhibicija enzima a-amilaze 1 a-
glukozidaze

Sposobnost inhibicije a-amilaze odredena je pomoc¢u Caraway-Somogyi metode (Zengin i sar.,
2014). Pripremljeni uzorci zapremine 25 pl pomesani su sa 50 pl rastvora a-amilaze u fosfatnom
puferu (pH = 6,9 sa 6 mM rastvorom natrijum hlorida) i naneseno na mikroplocu. Reakcija je
inicirana dodavanjem rastvora skroba (50 ul, 0,05%). Reakciona smesa je inkubirana 10 minuta
na 37 °C, a slepa proba je pripremljena bez dodatka rastvora enzima. Reakcija je zaustavljena
dodatkom 25 pl, 1 M hlorovodoni¢ne kiseline, nakon ¢ega je dodato 100 pl rastvora joda u kalijum
jodidu (5/1, v/v). Apsorbancije su ocitane na talasnoj duzini od 630 nm. Sposobnost inhibicije a-
amilaze dobijena je oduzimanjem apsorbancije slepe probe od apsorbancije uzorka. Merenje je
ponovljeno tri puta za svaki uzorak, a rezultat je dobijen kao srednja vrednost tri merenja *
standardna devijacija i izraZen je kao miligram ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta, soka
i vina (mg ACAE/ml E; mg ACAE/ml soka; mg ACAE/ml vina, redom).

Za odredivanje sposobnosti inhibicije a-glukozidaze kori§¢ena je metoda koji su opisali Zengin i
sar. (2014). Zapremina od 50 pul pripremljenih uzoraka, koncentracije 2 mg/ml je pomeSana sa 50
ul glutationa, koncentracije 0,5 mg/ml, rastvorom a-glukozidaze u fosfatnom puferu (0,1 M, pH =
6,8) i 50 pul PNPG-a (10 mM) (4-N-trofenil-a-D-glukopiranozid) u mikroplo¢i. Inkubacija
reakcione smese je izvedena na 37 °C u trajanju od 15 minuta, a slepa proba je pripremljena bez
dodatka rastvora enzima. Reakcija je prekinuta dodavanjem rastvora natrijum-karbonata (50 pl,
0,2 M), nakon ¢ega je izmerena apsorbancija na talasnoj duzini od 400 nm. Od apsorbancije uzorka
oduzeta je apsorbancija slepe probe, a merenje je ponovljeno tri puta za svaki uzorak. Rezultat je
dobijen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija i izrazen je kao miligram
ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta, soka i vina (mg ACAE/ml E; mg ACAE/ml soka; mg
ACAE/ml vina, redom).

3.10. Instrumentalno odredivanje boje soka od zove

Boja soka od zove izmerena je u staklenoj kiveti preénika 20 mm (CM-A99), ukupno osam puta.
CIE L*a*b*C*hA koordinate boje (CIE, 1976) odredene su koris¢enjem Konica Minolta Chroma
Meter CR-400 (Konica Minolta Co., Ltd., Osaka, Japan) u D-65 osvetljenju, standardnim uglom
zaklona od 2° i sa 8 mm otvorom na mernoj glavi. L* vrednost ukazuje na svetlo¢u (crno bela
osovina), a* vrednost ukazuje na udeo crvene boje (crveno zeleni spektar), b* vrednost ukazuje
na udeo zute boje (Zuto plavi spektar), C* vrednost ukazuje na zasi¢enost boje, h vrednost (,,hju”
ugao) ukazuje na nijansu boje i A vrednost ukazuje na dominantnu talasnu duzinu (nm).
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3.11. Odredivanje kvaliteta soka od plodova zove

3.11.1. Senzorska ocena profila soka od zove — kvantitativna deskriptivna analiza od
strane senzorskog panela

Senzorska ocena soka od zove obavljena je koriS¢enjem kvantitativne deskriptivne analize.
Senzorsku analizu obavio je obuceni panel od 12 ocenjivaca (6 Zena i 6 muskaraca), koji je
utreniran prema standardu za odabir, obuku i pracenje ocenjivaca (ISO 8586, 2012). Ocenjivaci su
bili starosti izmedu 25 1 50 godina. Svi ocenjivaci su bili zaposleni na TehnoloSkom fakultetu Novi
Sad, Univerziteta u Novom Sadu i imali su prethodno iskustvo u senzorskoj analizi hrane.
Senzorska ocena ponovljena je dva puta u razmaku od jednog dana, a rezultati su izrazeni kao
srednja vrednost iz dve sesije. Senzorska ocena obavljena je u Laboratoriji za senzorska ispitivanja
(Tehnoloski fakultet Novi Sad, Univerzitet u Novom Sadu) koja je opremljena u skladu sa vaze¢im
ISO standardom (ISO 8589, 2007) i koja je pod konstantnim i kontrolisanim uslovima temperature,
vlaznosti, buke i mirisa, kako bi uticaj psiholoskih ¢inilaca na sposobnosti rada ocenjivaca bio
minimalan.

Svi uzorci su prezentovani ocenjivac¢ima na sobnoj temperaturi i bili su pripremljeni za ocenjivanje
15 minuta pre ocenjivanja. Sok od zove je sipan u plasti¢ne ¢ase zapremine 90 ml, tako da je svaki
ocenjiva¢ dobio 50 ml soka za ocenjivanje. Ocenjivacima su uzorci soka od zove dostavljani u
pojedina¢nim kabinama, u kojima se pored uzorka soka od zove nalazio i pribor za ocenjivanje
(ocenjivacki list, pribor za pisanje, ubrus) i ¢aSa za ispiranje usta vodom. Uzorci su dostavljani
svim ocenjivacima u isto vreme 1 bili su oznac¢eni nasumic¢no odabranim trocifrenim Siframa.

U cilju dobijanja senzorskog profila soka od zove, prvo su u vise sesija od strane senzorskog panela
obavljena preliminarna senzorska ispitivanja kako bi se ustanovile vazne senzorske osobine
(re¢nik termina) uzorka koji se ispituje (ISO 11035, 1994). U toku ovih sesija ocenjivacima su bili
dostupni uzorci odgovarajucih referentnih materijala. Metodom konsezusa je formirana lista i dat
opis pojedinacnih senzorskih svojstava koji daju opsti (ukupan) karakter uzorka (Tabela 3.3).
Kvantitativno ocenjivanje pojedinacnih senzorskih osobina soka od zove, koris¢enjem termina
koji su prethodno utvrdeni, izvedeno je na linijskoj skali za markiranje, duZine 100 mm, na kojoj
su utvrdeni samo krajnji stepeni (0 — odsustvo svojstva ili veoma mali intenzitet; 100 — veoma
veliki intenzitet) (1ISO 4121, 2003; Lawless i Heymann, 2010).
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Tabela 3.3. Lista i opis senzorskih atributa i referentnih materijala koji su korisc¢eni za opisnu
analizu soka od zove

Atributi Opis Referentni
materijal
Mirisi
Po cvekli Vlazni, gusti/zemljani i blago slatki aromati koji Sok od cvekle
asociraju na cveklu
Po kupini Slatki, kiseli i vo¢ni aromati koji asociraju na kupine Sok od kupine
Po visnji Kiseli, vo¢ni i blago gorki aromati koje asociraju na Sok od visnje
visnje
Po sir¢u Kiseli, opori i blago ostri aromati koji asociraju na sirce Jabukovo sirée
Po grejpfrutu Karakteristi¢ni aromati koji asociraju na grejpfrut Svez grejp
Po kokosu Karakteristi¢ni aromati koji asociraju na kokos Mleko od kokosa

Po karanfili¢u

Karakteristi¢ni aromati koji asociraju na karanfili¢

Karanfili¢ — suSeni
cvet

Po jasminu,
jorgovanu

Slatko, lagano i blago parfemski utisak koji asocira na
cvece

Benzil acetat

Po suvim sljivama

Karakteristi¢ni aromati koji asociraju na suve sljive

Suve §ljive-dimljene

Ukusi
Gorko Osnovni ukus rastvora kofeina ili kinina Kofein
Slatko Osnovni ukus rastvora saharoze Saharoza
Slano Osnovni ukus rastvora natrijum hlorida Natrijum hlorid
Kiselo Osnovni ukus rastvora limunske kiseline Limunska kiselina
Osecaji u ustima
Oporo Sakupljanje usta, rastvori aluminijuma (tanini) Alum

Abrazija i suvoca

Osecaj abrazije i isusivanja grla

Sveza dunja

Perzistencija

Percepcija nejasne senzacije u uskoj Supljini nakon
gutanja uzorka
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3.11.2. Odredivanje stepena prihvatljivosti soka od plodva zove dobijenog
senzorskim testiranjem potroSaca

Za ispitivanje stepena prihvatljivosti soka od zove koriS¢ena je skala za merenje stepena
prihvatljivosti tzv. hedonska skala. U ovom ispitivanju je koriS¢ena kategorijska bipolarna
hedonska skala u formi sa 9 podeoka. Centralni podeok na skali, koji deli skalu na dve oblasti,
odnosi se na indiferentan (neutralan) stav prema ispitivanom proizvodu: ,,niti mi se dopada, niti
mi se ne dopada” — ocena 5. Od ovog centralnog podeoka u jednu stranu raste stepen dopadanja,
tako da podeoci na skali imaju vrednosti od ,,malo mi se dopada” — ocena 6, do ,,izuzetno mi se
dopada” — ocena 9, a u drugu stranu raste stepen nedopadanja, u kom smislu podeoci imaju
vrednosti od ,,malo mi se ne dopada” — ocena 4, do ,,izuzetno mi se ne dopada” — ocena 1 (Slika
3.6). Senzorsko ispitivanje stepena prihvatljivosti obavljeno je pod identicnim uslovima kao 1
kvantitativna deskriptivna analiza, s tim da su ocenjivaci (n = 70) bili studenti Tehnoloskog
fakulteta Novi Sad, Univerziteta Novi Sad. Pitanja koja su bila postavljena ocenjiva¢ima glasila
su ,,U kom stepenu Vam se: dopada izgled proizvoda / dopada ukusnost proizvoda / dopada osecaj
u ustima koji stvara proizvod / dopada ukus koji ostaje u ustima / sveukupno dopada proizvod?’’
(Lawless i Heymann, 2010).

ISPITIVANJE STEPENA PRIHVATL{IVOSTI - Hedonska skala
IZUZETNO MISEDOPADA ]
VEOMAMISEDOPADA [

UMERENO MISEDOPADA  []

MALO MI SE DOPADA O

NITI MI SE DOPADA- []  -NITIMISE NE DOPADA
[0 MALO MISENEDOPADA
[0 UMERENO MI SE NE DOPADA
[0 VEOMA MI SENE DOPADA

[0 1zUZETNO MI SE NE DOPADA

Slika 3.6. Hedonska skala od 9 podeoka (kategorijska)
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3.11.3. Odredivanje senzorske ocene boje soka od zove

Senzorsku ocenu boje soka od zove (metoda konsenzusa) obavili su takode utrenirani ocenjivaci
(panel od 12 ocenjivaca) koris¢enjem NCS atlasa boja (Natural Color System®© - The
international language of colour communication™, Scandinavian Colour Institute AB, Stockholm,
Sweden, www.ncscolour.com).

3.12. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka dobijenih rezultata je radena u Microsoft Office Excel 2016 1
koris¢enjem programa STATISTICA (StatSoft, Dell) za Windows verzija 13.2. Kao mera
centralne tendencije neke grupe koriS¢ena je aritmeticka sredina, a mera varijacije
medu podacima izraZena je standardnom devijacijom. Statisticke hipoteze su testirane na nivou
statisticke znacajnosti od 0,05. Statisticki znacajnim smatrale su se razlike na nivou znacajnosti
(pouzdanosti) p < 0,05. Stepen zavisnosti pojava medu uzorcima odredivan je koeficijentom
linearne korelacije (R) ili regresionom analizom. Analiza glavnih komponenata (Principal
component analysis — PCA) primenjena na normalizovane rezultate, izvrSena je koriS¢enjem
softvera PAST, verzija 3.14 (Hammer, Harper i Ryan, 2001).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

Ispitivanja biljne vrste S. nigra obuhvatala su susenje polaznog biljnog materijala (ploda i cveta),
tradicionalnim i savremenim tehnikama susenja, ali i upotrebu svezih plodova zove za razlicita
istrazivanja koja su izvedena u okviru ove doktorske disertacije. Polazni biljni materijal je
iskori$¢en za dobijanje ekstrakata upotrebom dva ekstragensa (voda i 50% etanol). Ispitivanje
fitohemijskog sastava vodenih i etanolnih ekstrakata ploda i cveta zove obuhvatalo je odredivanje
ukupnih sadrzaja fenola, flavonoida, monomernih antocijana, tanina, kvalitativni i kvantitativni
sastav pojedinacnih polifenolnih jedinjenja, kao 1 analize delovanja dobijenih ekstrakata. Plodovi
zove su iskori$¢eni za dobijanje soka i vina, kao novih proizvoda na bazi zove. Analize soka su
ukljucivale ispitivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja, kvalitativni i kvantitativni sastav
pojedinacnih polifenolnih jedinjenja, odredivanje nutritivnog profila, bioloskog potencijala, kao i
senzorsku analizu soka. Vino od plodova zove je dobijeno standardnim postupkom dobijanja
crvenih vina, tretirano razli¢itim temperaturnim tretmanima, u cilju degradacije cijanogenih
glikozida prisutnih u biljnoj vrsti S. nigra. Analize dobijenog vina su uklju¢ivale ispitivanje
hemijskog 1 fitohemijskog sastava vina, kao i1 evaluaciju bioloske aktivnosti. Osuseni biljni

materijal je upotrebljen za dobijanje etarskog ulja, ¢iji je kvalitativni sastav odreden.

4.1. Hemijski sastav ekstrakata plodova zove

Analiza hemijskog sastava ploda i cveta zove je od posebnog znacaja za odredivanje kvaliteta
dobijenih proizvoda upotrebom ovih biljnih organa. Voée ima sloZzen hemijski sastav koji zavisi
od razli¢itih faktora, posebno klimatskih uslova, pedoloSkih osobina zemljista, stepena zrelosti
koji u velikoj meri uti€u na sadrZaj materija u biljnoj sirovini (D1 Vitori 1 sar., 2018). U Tabeli 4.1
prikazan je sadrzaj suve materije u ekstraktima plodova zove koji su dobijeni primenom razlicitih
tehnika ekstrakcije. U daljem opisu rezultata i diskusiji radi preglednosti predstavljenih rezultata
koriS¢ene su skracenice:

S vodeni UAE — vodeni ekstrakt svezih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,

S vodeni MAE — vodeni ekstrakt svezih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,

S vodeni MAC — vodeni ekstrakt svezih plodova dobijen MAC ekstrakcijom,

TS vodeni UAE — vodeni ekstrakt tradicionalno susenih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,

TS vodeni MAE — vodeni ekstrakt tradicionalno susenih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,

TS vodeni MAC — vodeni ekstrakt tradicionalno susenih plodova dobijen MAC ekstrakcijom,

L vodeni UAE — vodeni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,

L vodeni MAE — vodeni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,

L vodeni MAC — vodeni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen MAC ekstrakcijom,

S etanolni UAE — etanolni ekstrakt svezih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,

S etanolni MAE — etanolni ekstrakt svezih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,

S etanolni MAC — etanolni ekstrakt svezih plodova dobijen MAC ekstrakcijom,

TS etanolni UAE — etanolni ekstrakt tradicionalno suSenih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,
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TS etanolni MAE — etanolni ekstrakt tradicionalno suSenih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,
TS etanolni MAC — etanolni ekstrakt tradicionalno susenih plodova dobijen MAC ekstrakcijom,
L etanolni UAE — etanolni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen UAE ekstrakcijom,

L etanolni MAE — etanolni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen MAE ekstrakcijom,

L etanolni MAC — etanolni ekstrakt liofilizovanih plodova dobijen MAC ekstrakcijom

Tabela 4.1. Sadrzaj suve materije u ekstraktima svezih, tradicionalno suSenih i liofilizovanih
plodova zove

Ekstrakti Suva materija (%)
S vodeni UAE 0,46+0,01'
S vodeni MAE 0,54+0,02"
S vodeni MAC 0,40+0,01%
TS vodeni UAE 1,13+0,04
TS vodeni MAE 1,26+0,04°
TS vodeni MAC 1,08+0,02f
L vodeni UAE 2,52+0,06°
L vodeni MAE 3,12+0,072
L vodeni MAC 2,60+0,06°
S etanolni UAE 0,44+0,01%
S etanolni MAE 0,47+0,01
S etanolni MAC 0,40+0,01%
TS etanolni UAE 0,96+0,029
TS etanolni MAE 1,11+0,03f
TS etanolni MAC 1,10+0,03f
L etanolni UAE 2,05+0,05¢
L etanolni MAE 2,50+0,06°
L etanolni MAC 2,40+0,05°¢

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene razli¢itim slovima (a-k) znacajno se razlikuju (p < 0,05).

Najveci sadrzaj suve materije zabelezen je u vodenim i etanolnim ekstraktima liofilizovanih
plodova zove. U L vodenom MAE ekstraktu utvrden je statisti¢ki najveéi procenat suve materije
(3,12%), dok izmedu L vodenih MAC 1 UAE ekstrakata nije utvrdena statisticki znacajna razlika
u sadrzaju suve materije (2,60 i 2,52%, redom). L etanolni MAE i MAC ekstrakti su imali sli¢an
udeo suve materije, koji se statisticki nije znac¢ajno razlikovao (2,50 i1 2,40%, redom), za razliku
od L etanolnog UAE ekstrakta koji se odlikovao statisticki najnizim sadrzajem suve materije U
ovoj grupi ekstrakata.

Kada je re¢ o ekstraktima tradicionalno susenih plodova uocava se da TS vodeni MAE ekstrakt
ima statisticki najveci procenat suve materije (1,26%), dok izmedu ostalih ekstrakata tradicionalno
suSenih plodova ne postoji statisticki znacajna razlika, izuzev TS etanolnog UAE ekstrakta koji je
okarakterisan statisticki najnizim sadrzajem suve materije (0,96%).
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Ekstrakti svezih prate trend suSenih plodova zove, pa je statisti¢ki najveci sadrzaj suve materije
zabeleZzen kod S vodenog MAE ekstrakta (0,54%), dok se sadrzaj suve materije kod ostalih
ekstrakata kretao od 0,40 do 0,47%.

4.1.1 Sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida

Biljni materijal koji se podvrgava procesu izolovanja bioloski aktivnih molekula je obi¢no
prethodno osusen i usitnjen. U okviru ove doktorske disertacije, pored osuSenih plodova zove, za
dobijanje ekstrakata upotrebljeni su i svezi plodovi zovi, kako bi se napravilo poredenje izmedu
sadrzaja bioaktivnih molekula u svezoj i susenoj biljnoj sirovini.

Odredivanje sadrzaja sekundarnih metabolita u ekstraktima svezih, tradicionalno suSenih 1
liofilizovanih plodova zove je od posebnog znacaja za utvrdivanje bioloSkog i funkcionalnog
potencijala zove i definisanja stepena korelacije bioloSke aktivnosti i ukupnih i pojedina¢nih
fenolnih jedinjenja.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola izraZzeni kao mg ekvivalenata
galne kiseline/ml ekstrakta prikazani su na Histogramu 4.1 i Prilogu 7.1, Tabela 1.
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Histogram 4.1. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima svezih, tradicionalno su$enih i
liofilizovanih plodova zove
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Vodeni 1 etanolni ekstrakti svezih plodova zove su se odlikovali najnizim sadrzajem ukupnih
fenola. Na osnovu dobijenih rezultata jasno se uocava da se sadrzaj ukupnih fenola u vodenim i
etanolnim ekstrakatima svezih plodova zove koji su dobijeni tradicionalnim i savremenim
ekstrakcionim tehnikama nije znacajno razlikovao.

Ekstrakti tradicionalno susenih plodova su se pokazali kao bolji izvor ukupnih fenola od ekstrakata
svezih plodova zove. TS vodeni MAC 1 MAE ekstrakti su dominantni u sadrzaju ukupnih fenola
(0,97 1 0,82 mg GAE/mI E, redom), dok se kod TS etanolnih ekstrakata izdvojio MAC ekstrakt
(0,77 mg GAE/ml E).

Najveci sadrzaj ukupnih fenolnih molekula utvrden je u L vodenim i L etanolnim ekstraktima
liofilizovanih plodova koji su dobijeni MAE i MAC ekstrakcionim tehnikama (1,49 i 1,26 mg
GAE/ml E, redom), s tim da je ve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja prisutan u vodenim ekstraktima u
odnosu na etanolne.

Rezultati analize ukazuju da je proces susenja znacajno uticao na sadrzaj sekundarnih metabolita
u ekstraktima, pa su ekstrakti liofilizovanih plodova najbogatiji izvor ukupnih fenolnih jedinjenja,
jer je liofilizacijom koncentrisan sadrzaj plodova, uklonjena je voda i smanjena mogucnost
kontaminacije biljnog materijala, ¢ime se isti¢e prednost savremene u odnosu na tradicionalnu
tehniku susenja. Takode, primenjenja ekstrakciona tehnika je jedan od faktora koji doprinosi
ostvarenim rezultatima, jer omogucava efikasno izdvajanje sekundarnih metabolita iz biljne
sirovine, pa se u ovom slucaju MAE izdvojila kao najbolji nacin dobijanja ekstrakata. Naucna
istrazivanja sprovedena na drugim biljnim vrstama su pokazala da se sadrzaj fenolnih jedinjenja u
plodovima bobicastog voca smanjuje u fazi potpune zrelosti plodova (Maji¢ i sar., 2015), Sto
objaSnjava generalno niZi sadrzaj ispitivanih jedinjenja u ekstraktima plodova zove.
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Sadrzaj ukupnih flavonoida je izrazen kao mg ekvivalenata rutina/ml ekstrakta i prikazan je na
Histogramu 4.2 i u Prilogu 7.1, Tabela 2.
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Histogram 4.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima svezih, tradicionalno susenih i
liofilizovanih plodova zove

Na osnovu dobijenih rezultata analize utvrdeno je da je najveci sadrzaj ukupnih flavonoida
zabelezen kod vodenih i etanolnih ekstrakata liofilizovanih plodova. Kao najbolji izvor ukupnih
flavonoida pokazao se L vodeni MAE ekstrakt (0,115 mg RU/ml E), koji se statisti¢ki znacajno
razlikovao od sadrzaja ukupnih flavonoida koji je zabelezen u drugim vodenim ekstraktima. Od
etanolnih ekstrakata, L etanolni UAE ekstrakt se istakao kao najbolji izvor ukupnih flavonoida
(0,096 mg RU/ml E). Takode, etanolni ekstrakti tradicionalno susenih plodova zove su se pokazali
kao dobri prirodni izvori ukupnih flavonoida, posebno TS etanolni MAC ekstrakt (0,092 mg
RU/ml E), ¢iji se sadrzaj ukupnih flavonoida statisticki nije znacajno razlikovao od sadrzaja koji
je zabeleden u L etanolnom UAE ekstraktu. Vodeni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova (TS
vodeni UAE, TS vodeni MAE i TS vodeni MAC) su okarakterisani nizim koncentracijama
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ukupnih flavonoida, dok su vodeni ekstrakti svezih plodova zove najsiromasniji prirodni izvor
ukupnih flavonoida.

Rezultati analize ukazuju da se ispitivani ekstrakti biljne vrste S. nigra ne odlikuju velikim
prisustvom ukupnih flavonoida, §to moze biti posledica uticaja procesa susenja usled koga je doslo
do smanjenja ukupnih flavonoida u zrelim plodovima. Poznato je da suSenje bobicastog voca
tradicionalnom tehnikom dovodi do smanjenja sadrzaja flavonoida (Asami i1 sar., 2003).
Temperatura kojoj su plodovi izloZeni u toku suSenja, kao i vreme skladiStenja zna¢ajno uti¢u na
prisustvo sekundarnih metabolita u biljnim sirovinama. Bioloski procesi koji se odvijaju unutar
sirovine (enzimske reakcije) predstavljaju faktore koji mogu da izazovu naruSavanje Strukture
flavonoida i na taj nac¢in dovedu do smanjenja njihove koncentracije u analiziranim ekstraktima
(Tomés-Barberan i Espin, 2001). Kroz literaturne podatke moze se zapaziti da su se nau¢ne studije
koje su za istrazivanje koristile zovu kao polaznu biljnu sirovinu bazirale na dobijanju ekstrakata
upotrebom organskih rastvaraca (najces¢e n-heksana), dok je istrazivanje koje su sproveli Lee i
Finn (2007) zasnovano na dobijanju ekstrakata primenom metanola kao ekstragensa. Prisustvo
flavonoida u ekstraktima plodova zove u pomenutoj studiji je 364 mg GAE/100 g ploda, §to jasno
ukazuje da na sadrzaj flavonoidnih komponenata u velikoj meri utie izbor ekstragensa.
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4.1.2. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana

Odredivanje sadrzaja ukupnih monomernih antocijana kao biljnih pigmenata je od posebnog
znacaja, jer je ova grupa fenolnih jedinjenja odgovorna za tamnoljubicastu boju plodova zove.
Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ispitivanim ekstraktima plodova zove izrazen je kao
mg ekvivalenata cijanidin-3-O-glukozida/ml ekstrakta i prikazan je na Histogramu 4.3 i u Prilogu
7.1, Tabela 3.
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Histogram 4.3. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ekstraktima svezih, tradicionalno
suSenih 1 liofilizovanih plodova zove

Rezultati analize su pokazali dominantnost savremenih tehnologija i tehnika koje su primenjenje
za dobijanje ekstrakata, stoga su etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove najbogatiji izvor
monomernih antocijana, a najveéa koncentracija je utvrdena kod L etanolnog MAE ekstrakta (0,86
mg CGE/ml E). UAE ekstrakciona tehnika se pokazala kao najbolji nacin izolovanja ukupnih
monomernih antocijana kod vodenih ekstrakata liofilizovanih plodova zove, jer je u njima zapazen
najve¢i sadrzaj (0,63 mg CGE/ml E) ove grupe fenolnih jedinjenja. Nize vrednosti ukupnih
monomernih antocijana zabelezene su kod ekstrakata tradicionalno suSenih plodova, Cija se
koncentracija kretala izmedu 0,16 1 0,31 mg CGE/ml E. Ekstrakti svezih plodova su se pokazali
kao najsiromasniji izvor ukupnih antocijana, $to moze da bude posledica mehanickog narusavanja
strukture plodova u toku sakupljanja, a samim tim i gubljenje biljnih pigmenata.

Studije koje su se zasnivale na analizi sadrzaja monomernih antocijana u drugim prirodnim
proizvodima ustanovile su da je ekstrakcija antocijana etanolom efikasnija od ekstrakcije vodom,
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pa su rezultati ovog istrazivanja u skladu sa dosadasnjim istrazivanjima, ¢ime se i objaSnjava vece
prisustvo ovih jedinjenja u etanolnim ekstraktima. Osim polarnosti i odabira rastvara¢a na
izolovanje antocijana uticu i kiseonik, temperatura 1 odvijanje hemijskih 1 biohemijskih procesa
unutar ploda. Pretpostavlja se da su neki od navedenih parametara, kao i prisustvo vece koli¢ine
vode uticali na snizen sadrzaj ove grupe fenolnih komponenata u ekstraktima svezih plodova zove
(Castafieda-Ovando i sar., 2009). Prisustvo antocijana u svezim plodovima zove je u saglasnosti
sa podacima publikovanim od strane Anton i sar. (2013), ¢ije vrednosti se krecu 242-283 mg
CGE/100 g svezeg ploda, dok je sadrzaj antocijana u ekstraktima osu$enih plodova zove veci.

4.1.3. Sadrzaj ukupnih tanina

Tanini su grupa fenolnih jedinjenja koja je rasprostranjena u biljnom svetu 1 pored bioloskih
funkcija, imaju sposobnost zastite od herbivora i patogenih infekcija. Cesto se koriste u industriji
vina 1 piva, kao agensi za taloZenje proteina koji izazivaju zamucenje proizvoda (Vermerris 1
Nicholson, 2006). Sadrzaj ukupnih tanina je odreden u proizvodima dobijenim na bazi zove, a
izrazen je kao mg katehina/ml ekstrakta. Rezultati analize su prikazani je na Histogramu 4.4 i u
Prilogu 7.1, Tabela 4.
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Vodeni ekstrakati svezih plodova zove se odlikuju najnizom koncentracijom tanina, §to je i
ocekivano, zbog prisustva vode u plodovima, Sto je posebno izrazeno dodatkom vode kao
ekstragensa. Zbog preovladavanja vode u ekstraktima, koncentracija bioaktivnih molekula se
smanjuje. Zamenom vode, 50% etanolom kao ekstragensom koncentracija tanina se poveéava, pa
su etanolni ekstrakti svezih plodova bolji izvor ove grupe fenolnih jedinjenja od vodenih
ekstrakata.

SuSenjem svezih plodova uklonjena je voda, sadrzaj u plodu je koncentrovaniji, zbog Cega se
prisustvo tanina povecava u ekstraktima tradicionalno susenih plodova. Takode, primecuje se da
je 1 u ovom slucaju 50% etanol bio efikasniji ekstragens od vode i najveca koncentracija tanina
utvrdena je u TS etanolnom MAE ekstraktu (0,97 mg CE/ml E) i TS etanolnom MAC ekstraktu
(0,93 mg CE/ml E), u kojima se zabelezeni sadrzaj tanina statisticki nije znacajno razlikovao.

Primenom savremenih tehnika suSenja i ekstrakcije plodova zove umesto tradicionalnih tehnika,
ostvareni rezultati isticu njihovu prednost, pa su L etanolni MAE i L etanolni UAE ekstrakti
najbogatiji izvor tanina (1,63 1 1,41 mg CE/ml E, redom).

Vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su se pokazali kao dobar prirodni resurs ukupnih
tanina, gde se posebno izdvojio L vodeni MAE ekstrakt (1,25 mg CE/ml E), dok je sadrzaj ukupnih
tanina u L vodenom UAE i L vodenom MAC ekstraktu bio sli¢an (0,95 1 0,89 mg CE/ml E, redom)
sadrZaju koji je odreden u TS etanolnom MAE 1 TS etanolnom MAC ekstraktu. Ovakav rezultat
ukazuje na prednosti savremene tehnike suSenja u odnosu na tradicionalnu tehniku susenja plodova
zove, gde je bez obzira na upotrebljeni ekstragens koncentracija ispitivanih biomolekula izmedu
L vodenih i TS etanolnih ekstrakata uglavnom nije statisticki znacajno razlikovala.

Dosadasnji rezultati istrazivanja biljne vrste S. nigra nisu obuhvatali ispitivanje prisustva ukupnih
tanina u plodovima zove, pa su ovi rezultati prvi put publikovani u okviru ove teze.

U cilju karakterizacije ekstrakata plodova zove i njihovog fitohemijskog sastava dalji tok analize
usmeren je na ispitivanje fitohemijske kompozicije ekstrakata plodova zove primenom
visokoselektivne LC-MS/MS metode.

4.1.4. Polifenolni profil ekstrakata plodova zove
Ispitivanje fitohemijskog sastava ekstrakata plodova biljne vrste S. nigra obuhvatalo je analizu 47

jedinjenja. Sadrzaj identifikovanih polifenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova zove prikazan je
u Tabeli 4.2 i Tabeli 4.3.
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Tabela 4.2. Fitohemijski skrining vodenih ekstrakata plodova biljne vrste S. nigra

Milena Vujanovic¢

Sadrzaj kvantifikovanih polifenolnih jedinjenja (ng/ml E)

Fenolna EKSTRAKTI
jedinjenja S UAE S MAE S MAC TS UAE TS MAE TS MAC L UAE L MAE L MAC
p-OH benzoeva  0,44+0,039hi 0,60+0,018" 0,51+0,03f¢N 0,39+0,05" 0,86+0,03P<d 1,19+0,192 0,360,021 0,94+0,13P 0,77+0,05¢4
kis.

Protokatehinska 1,4840,12; 6,43+0,38 1,14+0,08’ 9,44+1,59" 20,93+0,99"  13,08+0,48%f¢ 14,60+1,17¢ 36,31+0,13? 12,27+0,989
kis.

p-Kumarinska 0,19+0,020h 0,30+0,03¢f 0,20+0,029h 0,11+0,01i 0,34+0,03¢ 0,34+0,03¢ 0,460,044 0,87+0,082 0,74+0,07°
kis.

Galna Kis. 1,38+0,122 1,04+0,092 0,92+0,082 0,16+0,01° 0,07+0,01P 0,04+0,00P <LoD <LoD <LoD

Kafena kis. 0,10+0,01! 0,140,019 0,32+0,02¢ 0,16+0,0190 0,180,019 0,50+0,04b 0,31+0,02¢ 0,30+0,02¢¢ 1,41+0,10?

Hinska Kis. 100,76+10,087  114,41+11,44f 82,668,27 22501422508 272,74+27,27¢ 226,74+22,67¢ 687,26+68,73°9  872,48+87,25%  784,57+78,46°

Hlorogenska 4,11+0,430 5,06+1,51" 2,58+0,01) 6,70+0,429 9,10+0,61 6,95+0,249 32,32+0,02¢ 42,68+0,20° 36,12+0,66¢

kis.

Ursolna kis. 0,01+0,00k <LoD <LoD 0,03+0,00k 1,81+0,05k <LoD 0,04+0,00k 5,32+0,16/ 0,04+0,00k
Naringenin 0,02+0,00 0,03+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 <LoD <LoD <LoD <LoD
Epikatehin 0,06+0,01 0,050,01 0,04+0,00 <LoD <LoD <LoD 1,24+0,12 1,80+0,18 1,26+0,13

Kvercetin 0,68+0,05f 1,02+0,08" 0,67+0,05 6,88+1,02¢ 3,7610,11¢ 0,75%0,22f 3,95+0,320¢ 1,95+0,59" 7,7610,33b¢
Izoramnetin <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
Kempferol-3-O- 0,11+0,00' 0,09+0,00! 0,10+0,00! 0,25+0,01" 0,39+0,02f 0,21+0,01" 0,70+0,03¢ 0,63+0,03¢ 0,72+0,03¢

glukozid

Kvercetin-3-O- 1,28+0,01" 1,57+0,04" 1,10+0,10" 5,450,339 8,04+0,45%¢ 4,47+0,639 9,06+1,13¢ 11,51+1,41¢ 13,31+0,53%0

heksozid

Rutin 33,900,469 34,09+1,919h 20,47+0,589%" 23,11+4,02¢"  86,37+1,06° 0,37+0,23" 191,42+6,16¢ 228,56+7,00*0  141,88+4,334
Bajkalein 0,13+0,01¢ 0,23+0,02¢ 0,16+0,02¢ 0,94+0,28%b 0,4610,46° <LoD 0,75+0,230¢ <LoD <LoD
Kempferol 0,02+0,00f 0,02+0,00f 0,01%0,00° 0,12+0,01¢ 0,08+0,01¢ <LoD <LoD <LoD 0,17+0,01°

+3SD. Srednje vrednosti u koloni ozna¢ene razli¢itim slovima (a-e) znac¢ajno se razlikuju (p < 0,05).

<LoD (limit detekcije).
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Tabela 4.3. Fitohemijski skrining etanolnih ekstrakata plodova biljne vrste S. nigra

Milena Vujanovié

Sadrzaj kvantifikovanih polifenolnih jedinjenja (pg/ml E)
EKSTRAKTI
Fenolna jedinjenja S UAE S MAE S MAC TS UAE TS MAE TS MAC L UAE L MAE L MAC
p-OH benzoeva kis. 0,50+0,03%%"  0,53+0,03"¢  0,48+0,03"%"  0,52+0,0379" 0,72+0,04%¢ 0,79+0,10%¢ 0,47+0,03"9.ni 0,86+0,05°¢ 0,19+0,01i
Protokatehinska kis. 1,08+0,091 2,46+0,12i 1,640,131 14,17+0,249f 16,77+42,84°  12,96+0,63%9 5,11+0,411 11,56+0,93¢9" 6,66+0,53
p-Kumarinska kis. 0,150,011 0,29+0,03%f 0,17+0,02"1 0,12+0,01i 0,23+0,02f%"  0,21+0,029Ni 0,24+0,02%9 0,82+0,072 0,61+0,06°
Galna kis. 1,14+0,10? 0,95+0,092 0,90+0,082 0,11+0,01° 0,05+0,00° 0,04+0,00° <LoD <LoD <LoD
Kafena kis. 0,12+0,019" 0,12+0,01M 0,10+0,01 0,13+0,019"  0,13+0,019"  0,18+0,01feh 0,30+0,024¢ 0,39+0,03¢ 0,24+0,028f
Hinska kis. 76,19+7,62°  107,14+10,71F  87,5148,75"  202,67+20,27¢ 242,22+24,22°¢ 251,94+2519° 626,19+62,62¢  740,55+74,06°¢  679,71+67,97¢
Hlorogenska kis. 3,17+0,58" 3,52+0,07'] 3,32+0,06" 6,86+0,149 7,42+0,299 9,54+0,01" 38,43+0,92¢ 40,80+1,93° 37,09+0,23¢d
Ursolna kis. 11,04+0,331 31,72+1,22° 20,0620,60" 35,04+1,05¢ 51,76+1,55° 41,62+1,25°¢ 37,87+1,14¢ 77,64+2,33% 26,22+0,799
Naringenin 0,03+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,14+0,01 0,19+0,01
Epikatehin 0,39+0,04 0,33+0,03 0,32+0,03 <LoD 0,12+0,01 0,13+0,01 2,83+0,28 3,30£0,33 3,31+0,33
Kvercetin 1,48+0,12f 1,89+0,09f 1,88+0,15f 7,20+0,24° 8,75+1,11° 10,84+0,422 5,22+0,42¢ 7,08+1,82¢ 4,98+0,40%¢
Izoramnetin <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD 0,1940,01 <LoD <LoD
Kempferol-3-O- 0,11+0,00' 0,14+0,01 0,10+0,00i 0,30+0,01¢ 0,37+0,01f 0,56+0,02¢ 0,81+0,03° 0,93+0,042 0,65+0,03¢
glukozid
Kvercetin-3-O- 1,30+0,13" 1,63+0,08" 1,50+0,16" 6,83+0,02% 7,36+0,14¢ 7,80+0,724¢ 11,89+0,830¢ 14,11£1,372 13,63+1,752
heksozid
Rutin 32,80+4,24%"  38,73+4,12%9 35 49+4 329" 73 89+0,08°f 78,62+6,73¢ 90,71+11,74¢  225,56+25,8920¢  220,95+29 40°¢  260,32+41,302
Bajkalein 0,16+0,02¢ <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD 1,36+0,412 1,01+0,302b <LoD
Kempferol 0,05+0,00¢ 0,06+0,00° 0,09+0,01¢ 0,14+0,01° 0,17+0,01° 0,260,022 <LoD <LoD <LoD

+3SD. Srednje vrednosti u koloni ozna¢ene razli¢itim slovima (a-e) zna¢ajno se razlikuju (p < 0,05).

<LoD (limit detekcije).
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Rezultati fitohemijske analize su pokazali da su ekstrakti koji su dobijeni modernim tehnologijama
ostvarili izuzetan rezultat u pogledu sadrzaja bioloski aktivnih jedinjenja. U vodenim i etanolnim
ekstraktima plodova biljne vrste S. nigra utvrdeno je prisustvo 17 fenolnih jedinjenja od kojih su:
hlorogenska kiselina, protokatehinska kiselina, rutin, kvercetin, kvercetin-3-O-heksozid, kao i
ursolna kiselina identifikovani u najvecoj koncentraciji.

Ekstrakti liofilizovanih plodova zove su veoma bogati sadrzajem hlorogenske kiseline. Najveca
koncentracija ove kiseline zabelezana je u L vodenom MAE ekstraktu (42,68 pg/ml E), koje je
dobijen MAE ekstrakcijom. Hlorogenska kiselina je i do deset puta u ve¢oj koncentraciji prisutna
u ekstraktima liofilizovanih plodova u odnosu na ekstrakte svezih plodova i osam puta vecoj
koncentraciji kada se uporedi sa vodenim ekstraktima tradicionalno susenih plodova. Hlorogenska
kiselina je karakteristicna za biljnu vrstu S. nigra i u istrazivanjima koja su izveli Kaack i sar.
(2008), Ochmian, Oszmianski i Skupien (2009) i Wibisono i sar. (2009) uoceno je njeno prisustvo,
ali je sadrzaj hlorogenske kiseline bio niZi u odnosu na biljnu vrstu S. nigra na kojoj je uradeno
ovo istrazivanje.

Nakon hlorogenske kiseline, protokatehinska kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u
ekstraktima ispitivane biljne vrste. Protokatehinska kiselina prati isti trend kao i sadrzaj
hlorogenske kiseline, pa je u najvecoj koncentraciji detektovana u L vodenom MAE ekstraktu
(36,31 pg/ml E). U Klasi benzoevih kiselina, u niZzoj koncentraciji od protokatehinske kiseline
prisutne su galna i p-hidroksibenzoeva kiselina. Galna kiselina je dominantna u ekstraktima svezih
plodova zove (0,92-1,38 pg/ml E), koncentracija ove kiseline se smanjuje u ekstraktima
tradicionalno suSenih plodova zove (0,04-0,16 pg/ml E), dok u ekstraktima liofilizovanih plodova
zove nije detektovano prisustvo ove fenolne Kiseline. Za razliku od galne kiseline, prisustvo p-
hidroksibenzoeve kiseline je vec¢e u ekstraktima tradicionalno suSenih i liofilizovanih plodova,
nego u ekstraktima svezih plodova zove.

Od cimetnih kiselina u vodenim ekstraktima plodova zove identifikovane su p-kumarinska kiselina
i kafena kiselina. VVodeni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su se odlikovali najveéim sadrzajem
p-kumarinske kiseline (0,46-0,87 ug/ml E), nizi sadrzaj je zapazen u ekstraktima svezih plodova
zove (0,19-0,30 pg/ml E), dok je kafena kiselina najvise prisutna u ekstraktima tradicionalno
susenih plodova zove (0,16-0,50 pg/ml E). Nizak sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima svezih
plodova se moZe objasniti prisustvom vece koli¢ine vode u plodovima, kao 1 uticajem spoljasnjih
faktora sredine (temperatura, UV zracenje, nacin sakupljanja biljne sirovine) usled ¢ijeg dejstva
moze do¢i do naruSavanja strukture ploda 1 hemijske strukture aktivnih principa u plodovima.
Analizom sadrZaja fenolnih kiselina u vodenim ekstraktima, ekstrakti liofilizovanih, tradicionalno
susenih i svezih plodova zove koji su dobijeni MAE ekstrakcionom tehnikom su se pokazali kao
najbolji izvor fenolnih kiselina.

Fenolne kiseline su prisutne i u etanolnim ekstraktima plodova zove, ali u nizim koncentracijama,
Sto je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima
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Etanolni ekstrakti plodova zove predstavljaju bogatiji izvor flavonoida, gde je sadrzaj rutina
zabeleZen u najveéim koncentracijama, zatim kvercetina i kvercetin-3-O-heksozida.

Rutin kao glavni flavonoid je najvise zastupljen u L etanolnom ekstraktu plodova zove, koji je
dobijen MAC ekstrakcionom tehnikom (260,32 pg/ml E), dok je sadrzaj rutina u ekstraktima
dobijenim savremenim ekstrakcionim tehnikama nesto nizi i ostvarene vrednosti su 225,56 pg/ml
E za L etanolni UAE ekstrakt i 220,95 pug/ml E za L etanolni MAE ekstrakt, koji se statisticki
znacajno razlikuju. Vazno je ista¢i da se i vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova odlikuju
izuzetnim sadrzajem rutina, a najvece prisustvo je zapazeno u L vodenom MAE ekstraktu (228,56
pug/ml E), Sto ne predstavlja znacajnu razliku kada se uporedi sa koli¢inom rutina koja je
identifikovana u L etanolnom MAE ekstraktu. Nize vrednosti rutina u L vodenim ekstraktima su
ostvarene primenom UAE i MAC ekstrakcionih tehnika (191,42 i 141,88 pg/ml E, redom).

Prisustvo rutina u ekstraktima svezih i tradicionalno susenih plodova zove je niZe, u odnosu na
ekstrakte liofilizovanih plodova. Etanolni ekstrakti tradicionalno susenih plodova pokazali su se
kao dobar izvor rutina, posebno TS etanolni MAC ekstrakt (90,71 pg/ml E). Sli¢na vrednost je
zabelezena u TS vodenom MAE ekstraktu (86,37 pg/ml E), $to pokazuje da su i voda i 50% etanol
veoma dobri ekstragensi koji su u velikoj meri doprineli ostvarenom rezultatu. U ovom slucaju se
moze ista¢i prednost MAE kao savremene ekstrakcione tehnike, iako je MAC ekstrakt ostvario
bolji rezultat, jer je vreme izolovanja znatno krace, a sadrzaj rutina priblizno isti. Voda je bila
efikasniji ekstragens, a na njenu ekstrakcionu mo¢ uticala je MAE ekstrakcija, kao savremena
tehnika izolovanja sekundarnih metabolita. U toku MAC etanol nije u potpunosti ispoljio svoje
solvatacione sposobnosti, jer proces ekstrahovanja nije potpomognut dejstvom temperature, $to je
uticalo na krajnji rezultat. Etanolni ekstrakti tradicionalno susenih plodova (TS etanolni UAE 1 TS
etanolni MAE) koji su dobijeni primenom UAE i MAE ekstrakcionih tehnika imali su priblizno
sli¢an sadrzaj rutina (73,89 1 78,62 ug/ml E, redom), koji se na osnovu statistiCke obrade rezultata
nisu zacajno razlikovali.

Kada je re¢ o ekstraktima svezih plodova biljne vrste S. nigra u sadrzaju rutina, nije utvrdena
velika razlika izmedu S vodenih i S etanolnih ekstrakata, a dobijene vrednosti su se kretale izmedu
20,47 138,73 ng/ml E. MAE ekstrakciona tehnika je predstavljala najbolji nacin izolovanja rutina,
Sto su pokazali 1 ostvareni rezultati. Suprotno tome, MAC je ostvarila najnize vrednosti, §to je 1
ocekivano.

Pored rutina, prisustvo kvercetina u ispitivanim ekstraktima je od izuzetnog znacaja zbog njegovog
bioloSkog potencijala. Etanolni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova se odlikuju najve¢om
koncentracijom ovog flavonoida, gde se njegovo prisustvo posebno isti¢e u TS etanolnom MAC
ekstraktu (10,84 pg/ml E). TS etanolni MAE ekstrakt je bolji izvor kvercetina od TS etanolnog
UAE ekstrakta, a sadrzaj kvercetina u vodenim ekstraktima se takode posebno izdvojio u L
vodenom MAC ekstraktu (7,76 pg/ml E), dok su niZe vrednosti zabelezene u L vodenim MAE i
UAE ekstraktima (1,95 i 3,95 pg/ml E, redom).
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Etanolni i vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova biljne vrste S. nigra su ostvarili veoma dobre
rezultate kada je re¢ o prisustvu heksozida kvercetina. U sadrzaju kvercetin-3-O-heksozida
posebno se istice L etanolni MAE ekstrakt (14,11 pg/ml E), prate ga L etanolni MAC i L etanolni
UAE ekstrakti (13,63 i 11,89 pg/ml E, redom), izmedu kojih je utvrdena statisticki znacajna
razlika. Vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova su ostvarili slian rezultat, sa dominantnim
sadrzajem kvercetin-3-O-heksozida u L vodenom MAC ekstraktu (13,31 pg/ml E). L vodeni MAE
I L vodeni UAE ekstrakti su se takode istakli u sadrzaju heksozida kvercetina, a detektovane
koncentracije su 11,51 1 9,06 pg/ml E, redom.

Kada se pogleda prisustvo kvercetin-3-O-heksozida u ekstraktima tradicionlano suSenih plodova
uoCava se niza koncentracija, dok se ekstrakti svezih plodova odlikuju najnizim sadrzajem
kvercetin-3-O-heksozida.

Posebna razlika izmedu etanolnih i vodenih ekstrakata je naglasena prisustvom ursolne kiseline.
Kao triterpensko jedinjenje, ursolna kiselina nije rastvorna u polarnim rastvara¢ima, stoga je njeno
prisustvo ocekivano u etanolnim ekstraktima. Ursolna kiselina je veoma potentan fitohemijski
agens i u najvecoj koncentraciji je prisutna u etanolnim ekstraktima liofilizovanih plodova zove.
Ursolna kiselina je dominantna u L etanolnom MAE ekstraktu u kome je zabeleZzena vrednost
77,64 ng/ml E, dok je znatno niza u L etanolnom UAE ekstraktu (37,87 pg/ml E). U pogledu
prisustva ursolne kiseline u MAC ekstraktima, TS etanolni MAC ekstrakt se pokazao kao veoma
dobar izvor ursolne kiseline, ¢ija je vrednost iznosila 41,62 pg/ml E, §to je jedan i po put vise od
koncentracije koja je detektovana kod L etanolnog MAC ekstrakta (26,22 pg/ml E).

Kod ekstrakata svezih plodova sadrzaj ursolne kiseline se posebno istice u ekstraktima dobijenim
MAE i MAC ekstrakcionim tehnikama, dok je u UAE ekstraktu zapazen dva puta nizi sadrzaj
ursolne kiseline.

U vodenim i etanolnim ekstraktima plodova zove u velikoj koncentraciji je prisutna i hinska
kiselina. Hinska kiselina je organska kiselina koja je prekursor u sitnezi fenolnih jedinjenja. Visok
sadrzaj hinske kiseline ukazuje da su pored ispitanih i detektovanih fenolnih jedinjenja prisutni 1
drugi molekuli fenolne prirode koji nisu obuhvaceni u okviru ovog istrazivanja. Ispitivanjem
fenolnog profila roda Sambucus autora Mtynarczy, Walkowiak-Tomczak i Lysiak (2018) iz
Poljske nadeno je prisustvo hlorogenske kiseline, rutina i kvercetina, ali u nizim koncentracijama
u odnosu na njihovo prisustvo u ekstraktima zove koji su analizirani u okviru ove teze, dok sadrzaj
drugih fenolnih kiselina nije raden.
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4.1.4.1. PCA analiza polifenolnog profila vodenih i etanolnih ekstrakata plodova
zove

Primenom Analize glavnih komponenata (PCA analiza) na rezultate polifenolnog profila
ekstrakata plodova zove, moze se uociti prisustvo odredenih fenolnih komponenata u ispitivanim
ekstraktima (Slika 4.1). Prva i druga glavna komponenta (Faktor 1 1 2) objasnjavaju 43,071 16,82%
ukupne varijanse, redom.
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Slika 4.1. PCA analiza polifenolnog profila vodenih i etanolnih ekstrakata plodova zove

a) graficki prikaz raspodele fenolnih jedinjenja;
b) graficki prikaz raspodele ispitivanih ekstrakata.

Na prikazanom biplotu moZe se uociti posebno izdvajanje etanolnih ekstrakata liofilizovanih
plodova zove, dobijeni savremenim ekstrakcionim tehnikama i oni su lokalizovani u donjem levom
delu dijagrama. Na osnovu njihovog poloZaja na dijagramu moze se zakljuciti da se u njthovom
hemijskom sastavu nalaze kvercetin, naringenin, kempferol-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-
heksozid, ursolna kiselina i bajkalein.

Za razliku od etanolnih ekstrakata, vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova se nalaze u gornjem
levom delu dijagrama, a za njihovo dobijanje su primenjene savremene i tradicionalne tehnike
ekstrakcije. Takode, u istom delu dijagrama se nalazi i etanolni ekstrakt liofilizovanih plodova
dobijen maceracijom. Polozaj ovih ekstrakata na dijagramu odgovara sadrzaju fenolnih kiselina
koje su u najvecoj koncentraciji detektovane u ovim ekstraktima, a to su hinska kiselina,
protokatehinska kiselina, p-kumarinska i p-hidroksibenzoeva kiselina. Ono $to se moze zapaziti
na dijagramu je prisustvo rutina. Ovaj flavonoid je u najvecoj koncentraciji detektovan u L
etanolnom MAC ekstraktu, koji se nalazi u istom delu dijagrama $to opravdava njegovo prisustvo
u delu dijagrama na kome su prisutni vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova (L vodeni UAE, L
vodeni MAE i L vodeni MAC).
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Pored etanolnih ekstrakata liofilizovanih plodova, izdvojili su se i etanolni ekstrakti tradicionalno
suSenih plodova zove, koji su lokalizovani u donjem desnom delu dijagrama, $to u najvecoj meri
odgovara sadrzaju kempferola i galne kiseline.

Vodeni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova, kao i vodeni i etanolni ekstrakti svezih plodova
zove grupisani su u gornjem desnom delu dijagrama, pa se moze zapaziti da se odlikuju niskim
sadrzajem bioaktivnih molekula prisutnih u plodovima biljne vrste Sambucus.

Rezultati LC/MS analize ukazuju da na sadrzaj fenolnih komponenata u ekstraktima plodova zove
utiCu odabrana tehnika suSenja biljne sirovine, izbor pogodnog ekstragensa 1 proces ekstrakcije.
Odabir tehnoloske operacije za preradu biljnog materijala uti¢e na fitohemijsku kompoziciju
ekstrakata plodova zove. Ekstrakti liofilizovnih plodova pokazuju veci sadrzaj bioloski aktivnih
molekula od ekstrakata tradicionalno suSenih plodova, §to se ogleda u prednosti liofilizacije kao
savremene tehnike suSenja. Na osnovu sprovedene analize ekstrakata plodova zove dobijeni
rezultati se mogu obrazloziti da je primena inovativne tehnologije susenja liofilizacijom pozitivno
uticala na sadrzaj bioloski vrednih molekula koji su detektovani u ispitivanim ekstraktima. Faza
zamrzavanja u procesu liofilizacije, obezbeduje cuvanje komponenata i spre¢ava mikrobioloSku
kontaminaciju, modifikaciju njihove hemijske strukture, ali i pracenje kinetike procesa susenja $to
je posebna prednost u odnosu na tradicionalno suSenje sirovine. SuSenje liofilizacijom je
primenjeno sa idejom ispitivanja i utvrdivanja opravdanosti i potencijalne primene savremene
tehnike susenja biljnog materijala i na industrijskom nivou.

Izbor odgovaraju¢ih rastvaraca je od izuzetnog znaCaja za fitohemijski sastav ispitivanih
ckstrakata. Polarni rastvara¢i imaju visoku dielektricnu konstantu, pa omogucavaju efikasno
izolovanje polarnih komponenata iz biljnog matriksa. Medutim, kroz brojna naucna istraZivanja je
potvrdeno da se za izdvajanje bioloski vrednih jedinjenja najéesce koristi smesa etanol-voda. U
ovom sluc¢aju vrednosti dielektri¢ne konstante se menjaju u razli¢itom opsegu, pa je oslobadanje
bioloski potentnih molekula iz biljnog tkiva olakSano, ¢ime se objaSnjava veci sadrzaj fenolnih
komponenata u pojedinim etanolnim ekstraktima plodova zove (Cvetanovi¢ i sar., 2018).

U procesu prerade biljnog materijala odabir ekstrakcione tehnike je veoma vazan, §to se pokazalo
1 u ovoj studiji. Fenolne kiseline su u niZim koncentracijama zastupljene u ekstraktima koji su
dobijeni UAE ekstrakcijom, Sto ukazuje da sam proces izolovanja, kao 1 procesni parametari uticu
na rezultate analize. Usled odvijanja UAE moguce je obrazovanje slobodnih radikala koji imaju
sposobnost da naruSavaju strukturu ispitivanih jedinjenja i na taj nafin smanjuju i sam prinos
ekstrakcije. Ekstrakti dobijeni MAC kao tradicionalnom tehnikom izolovanja, odlikovali su se
najnizim sadrzajem fenolnih kiselina, Sto je i ocekivano, zbog duZine trajanja procesa, manje
intenzivnog ,,intimnog” kontakta rastvaraca i biljnog matriksa.

Biodostupnost rutina u analiziranim ekstraktima se menja primenom razlicite ekstrakcione
tehnike, jer se kontrolom procesnih parametara u velikoj meri utiCe na sadrZaj bioaktivnih
komponenata u ispitivanim uzorcima (Sharma i sar., 2015). Rutin pokazuje dobru toplotnu
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stabilnost prilikom prerade biljnog materijala iz kojeg je izolovan, jer se smatra da je otporan i na
temperaturu od 100 °C, §to opravdava dobijene rezultate (Chua, 2013).

Vece prisustvo pojedinih komponenata u MAC ekstraktima, u odnosu na MAE u UAE ekstrakte
moze se objasniti uticajem temperature i ultrazvuka koji mogu dovesti do degradacije ili
narusavanja strukture bioloski aktivnih principa, zbog ¢ega je u MAC ekstraktima registrovana
veca koncentracija pojedinih fenolnih komponenata.
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4.1.2. Bioloske 1 funkcionalne karakteristike ekstrakata plodova zove
4.1.2.1. Antioksidativna aktivnost

Za prehrambenu tehnologiju je od izuzetnog znacaja razumevanje hemije antioksidanata i
analitickih metoda koje se koriste u njihovom odredivanju. Istrazivanja o uticaju prerade i
skladistenja proizvoda na aktivnost antioksidanata su dragoceni u praksi. Stoga je u ovoj
doktorskoj disertaciji ispitan antioksidativni kapacitet ekstrakata svezih, tradicionalno susenih 1
liofilizovanih plodova zove primenom visSe antioksidativnih testova, koji se zasnivaju na razli¢itim
mehanizmima. PoSto ne postoji nijedna metoda koja bi mogla da pruzi nedvosmislen rezultat,
najbolje resenje je sprovodenje vise razliCitih ispitivanja umesto koriS¢enja samo jednog testa
(Moharram i Youssef, 2014).

Sposobnost neutralizacije slobodnog DPPH* radikala

Rezultati procene sposobnosti neutralizacije slobodnog DPPH* radikala ekstrakata plodova zove
su prikazani na Histogramu 4.5 i u Prilogu 7.2, Tabela 5.
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Histogram 4.5. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji slobodnog DPPH?* radikala

Ekstrakti plodova biljne vrste Sambucus su postigli dobre rezultate u procesu neutralizacije

slobodnog DPPH?® radikala, gde se na osnovu dobijenih vrednosti posebno isti¢u TS vodeni MAC
ekstrakt (1,34 mg TE/mI E) i L etanolni MAE ekstrakt (1,32 mg TE/ml E), a razlika u ostvarenom
antioksidativnom potencijalu izmedu ova dva ekstrakta nije statisticki znac¢ajna. U ovom slucaju
dolazi do izrazaja uticaj procesa suSenja i primenjene ekstrakcione tehnike na dobijeni rezultat.
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Tradicionalan nacin suSenja biljne sirovine i izolovanja bioaktivnih jedinjenja u poredenju sa
savremenim je ostvario veoma dobar rezultat, pa se pretpostavlja da je u toku tradicionalnog
suSenja pospeseno odvijanje hemijskih transformacija grupa jedinjenja koja se nalaze u biljnom
materijalu u prisustvu kiseonika i svetlosti, §to je uticalo na ostvarenu aktivnost. Za razliku od TS
vodenog MAC ekstrakta, TS vodeni UAE i TS vodeni MAE ekstrakti ispoljili su znatno nizu
aktivnost u procesu neutralizacije DPPH® radikala, a koje se statisti¢ki nisu znacajno razlikovale
(0,7510,72 mg TE/ml E, redom).

Etanolni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova prate trend vodenih ekstrakata tradicionalno
susenih plodova, pa je TS etanolni MAC ekstrakt bio najefikasniji agens (1,03 mg TE/ml E), dok
su TS etanolni UAE i TS etanolni MAE ekstrakti pokazali jednaku aktivnost u neutralizaciji

DPPH? radikala (0,83 mg TE/ml E).

L etanolni MAC i L etanolni UAE ekstrakti su imali nizu aktivnost u odnosu na L etanolni MAE
ekstrakt, Sto jasno govori o uticaju primenjene tehnike ekstrakcije na izolovanje potentnih
prirodnih proizvoda. Kod vodenih ekstrakata liofilizovanih plodova ekstrakti dobijeni savremenim
postupcima izdvajanja bioaktivnih jedinjenja (L vodeni MAE i L vodeni UAE) su statisticki
znacajno ostvarili bolji rezultat u neutralizaciji slobodnog DPPH® radikala od L vodenog MAC
ekstrakta.

Ekstrakti svezih plodova zove imaju sposobnost da neutraliSu DPPH* radikal, ali je njihova
aktivnost 1 do Sest puta slabija u poredenju sa aktivno$¢u ekstrakata tradicionalno susenih i
liofilizovanih plodova zove.
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Sposobnost neutralizacije slobodnog ABTS*" radikala

Rezultati procene sposobnosti neutralizacije slobodnog ABTS** radikala ekstrakata plodova zove
su prikazani na Histogramu 4.6 i u Prilogu 7.2, Tabela 6.
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Histogram 4.6. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji slobodnog ABTS*" radikala

Kao najpotentniji ekstrakt u procesu neutralizacije ABTS*" radikala pokazao se TS vodeni MAC
ekstrakt. Vrednost ostvarenog antioksidativnog potencijala je 4,56 mg TE/ml E, §to je statisticki
najznacajnija aktivnost ispitivanih ekstrakata. Vodeni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova
dobijeni savremenim ekstrakcionim tehnikama ostvarili nize vrednosti: 2,10 mg TE/ml E za TS
vodeni MAE ekstrakt i 1,67 mg TE/ml E za TS vodeni UAE ekstrakt. Etanolni ekstrakti
tradicionalno susenih plodova zove prate isti trend koji su ostvarili vodeni ekstrakti, pa je na
osnovu dobijenih rezultata utvrdeno da je najbolji agens u procesu neutralizacije ABTS*" radikala
TS etanolni MAC ekstrakt (2,21 mg TE/ml E), a prate ga TS etanolni MAC i TS etanolni UAE
ekstrakti (1,911 1,67 mg TE/ml E, redom).

Etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su ispoljili priblizno sli¢nu aktivnost, s tim da se L
etanolni MAE ekstrakt izdvojio kao najpotentniji (2,70 mg TE/ml E), dok izmedu L etanolnog
UAE i L etanolnog MAC ekstrakata nije zapazena statisticki znacajna razlika (2,56 1 2,55 mg
TE/ml E, redom). Vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su ostvarili nize vrednosti u
procesu neutralizacije ABTS*" radikala od etanolnih ekstrakata, gde izmedu L vodenog MAE i L
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vodenog UAE nema statisti¢ki znacajne razlike (1,87 i 1,83 mg TE/ml E), dok je L vodeni MAC
ekstrakt ispoljio statisticki znacajno nizu vrednost (1,60 mg TE/ml E).

Ekstrakti svezih plodova zove su ostvarili najnizi potencijal u neutralizaciji ABTS** slobodnog
radikala kada se uporede sa ekstraktima tradicionalno suSenih 1 liofilizovanih plodova zove. Od
ekstrakata svezih plodova zove kao potencijalni prirordni antioksidanti su se istakli S vodeni MAE
I S etanolni MAE ekstrakti, dok su vodeni i etanolni ekstrakti dobijeni UAE i MAC ekstrakcijama
ispoljili sli¢an antioksidativni potencijal.

Redukciona sposobnost

Sposobnost redukcije Fe** jona

Redukciona sposobnost ekstrakata plodova zove prema Fe®* jonu prikazana je na Histogramu 4.7
i uPrilogu 7.2, Tabela 7.
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Histogram 4.7. Sposobnost ekstrakata plodova zove u redukciji Fe** jona

TS vodeni MAC ekstrakt je ostvario najbolju moé¢ redukcije Fe3* jona i na taj nadin obezbedio
statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte (3,51 mg TE/ml E), dok su TS
vodeni MAE i TS vodeni UAE ekstrakti ispoljili redukcionu mo¢ zabelezenih vrednosti 2,651 1,97
mg TE/ml E, redom.
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Kada je re¢ o ekstraktima liofilizovanih plodova zove L vodeni MAE ekstrakt je ispoljio najbolji
redukcioni potencijal (3,42 mg TE/ml E), dok su L vodeni MAC i L vodeni UAE ekstrakti
liofilizovanih plodova registrovani kao slabiji redukcioni agensi (2,70 i 2,50 mg TE/ml E, redom).
Etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova dobijeni i savremenim i tradicionalnim ekstrakcionim
tehnikama su ostvarili priblizno sli¢ne vrednosti u sposobnosti redukcije Fe®* jona i statistickom
odbradom dobijenih rezultata utvrdeno je da izmedu njih ne postoji statisticki znacajna razlika.
Etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova su se pokazali kao potentniji redukcioni agensi od
etanolnih ekstrakata tradicionalno susenih plodova.

U poredenju sa ekstrakatima tradicionalno susenih i liofilizovanih plodova zove, ekstrakti svezih
plodova su ostvarili najnizi redukcioni potencijal, gde su se etanolni i vodeni MAE ekstrakti
izdvojili kao bolji redukcioni agensi od etanolnih i vodenih UAE i MAC ekstrakata.

Sposobnost redukcije Cu?* jona

Redukciona sposobnost ekstrakata plodova zove prema Cu?* jonu prikazana je na Histogramu 4.8
i uPrilogu 7.2, Tabela 8.
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Histogram 4.8. Sposobnost ekstrakata plodova zove u redukciji Cu?* jona
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Ispitivani ekstrakti plodova zove u sposobnosti redukcije Cu?* jona prate trend rezultata koji su
dobijeni u redukciji Fe** jona, stoga su se kao najpotentniji redukcioni agensi Cu?* jona pokazali
TS vodeni MAC ekstrakt (5,13 mg TE/ml E) koji je statisticki ostvario najbolji rezultat i L vodeni
MAE ekstrakt (4,18 mg TE/ml E).

Takode, i u ovom slucaju etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su ostvarili slican
redukcioni potencijal, pa izmedu L etanolnih MAE 1 MAC ekstrakata nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (3,88 mg TE/ml E), dok je L etanolni UAE ekstrakt ispoljio nizi redukcioni
potencijal (3,64 mg TE/ml E). Poredenjem ostvarene aktivnosti etanolnih ekstrakata uocava se da
su etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove jac¢i redukcioni agensi od ekstrakata tradicionalno
susenih plodova zove.

Ekstrakti svezih plodova zove su pokazali najnizi redukcioni kapacitet prema Cu?* jonu, a zapaza

se da su S etanolni 1 S vodeni MAE ekstrakti sveZih plodova zove ja¢i redukcioni ¢inioci od S
etanolnih i S vodenih UAE i MAC ekstrakata.

Sposobnost neutralizacije *“NO slobodnog radikala

Rezultati ispitivanja neutralizacije *NO radikala prikazani su na Histogramu 4.9 i u Prilogu 7.2,
Tabela 9.
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Histogram 4.9. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji *NO radikala
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Kada je re¢ o evaluaciji inhibicije *NO radikala, ekstrakti plodova biljne vrste S. nigra su ostvarili
vrednosti u rasponu $irokih koncentracija 4,16-32,60 mg TE/ml E. Etanolni ekstrakti liofilizovanih
plodova zove su imali najbolju sposobnost da inhibiraju *NO radikal, posebno L etanolni MAE i
L etanolni MAC ekstrakti (32,60 1 31,65 mg TE/ml E, redom), koji se statisticki nisu znacajno
razlikovali, dok je statisticki znacajno niza vrednost ostvarena kod L etanolnog UAE ekstrakta
(23,18 mg TE/ml E). Od etanolnih ekstrakata tradicionalno suSenih plodova kao dobar prirodni
agens u neutralizaciji *NO radikala istakao se TS etanolni UAE ekstrakt (15,25 mg TE/ml E), dok
su TS etanolni MAC i TS etanolni MAE ekstrakti okarakterisani kao slabiji inhibitorni agensi
(10,801 7,47 mg TE/ml E, redom). Etanolni ekstrakti svezih plodova su pokazali nisku sposobnost

u neutralizaciji *NO radikala, a ostvarene vrednosti u procesu neutralizacije su se kretale izmedu
5,351 7,16 mg TE/ml E.

Analizom vodenih ekstrakata zapazeno je da su vodeni ekstrakti liofilizovanih i tradicionalno
suSenih plodova ispoljili sli¢nu sposobnost da neutraliSu *NO radikal, izmedu kojih postoji
statisticki znacajna razlika. Vodeni ekstrakti svezih plodova su pokazali kao prirodni agensi sa
najnizim inhibitornim potencijalom °*NO radikala 1 na taj nacin predstavljaju najslabije
antioksidativne agense.

Heliranje jona metala

Antioksidativni kapacitet je okarakterisan i odredivanjem sposobnosti ekstrakata plodova zove
da heliraju jone metala. Dobijeni razultati su prikazani na Histogramu 4.10 i u Prilogu 7.2,
Tabela 10.
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Histogram 4.10. Sposobnost ekstrakata plodova zove u heliranju jona metala
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Ispitivanje sposobnosti ekstrakata svezih, tradicionalno suSenih i liofilizovanih plodova biljne
vrste S. nigra u procesu heliranja jona metala je sprovedeno sa ciljem da se utvrdi da li biljna vrsta
S. nigra ima mogucnost da spreci razvoj reakcija u toku kojih se obrazuju slobodni radikali. U tom
slucaju je TS vodeni MAE ekstrakt plodova zove realizovao najvecu i statisticki najznacajniju
sposobnost da helira jone metala (0,68 mg EDTA/ml E), a neSto nizi potencijal je uocen kod L
vodenog MAE ekstrakta liofilizovanih plodova (0,65 mg EDTA/mI E), ali je statisti¢kom analizom
dobijenih rezultata utvrdeno da izmedu njih ne postoji statisti¢ki znacajna razlika. Ostali vodeni
ekstrakti su ispoljili nizu sposobnost heliranja jona metala.

Kada se pogledaju etanolni ekstrakti, zapaza se vrlo dobra sposobnost ekstrakta tradicionalno
suSenih plodova u procesu heliranja jona metala, dok su ekstrakti svezih plodova zove imali
najnizu helatacionu mo¢. Zajednicka karakteristika ekstrakata koji su se pokazali kao najefikasniji
agensi u heliranju jona metala je da su dobijeni MAE ekstrakcionom tehnikom, koja se kao i u
prethodnim testovima istakla kao najpogodniji nac¢in dobijanja ekstrakata i izolovanja sekundarnih
metabolita koji su nosioci bioloske aktivnosti.

Ukupna antioksidativna aktivnost

Rezultati ukupne antioksidativne aktivnosti ekstrakata plodova prikazani su na Histogramu 4.11 i
u Prilogu 7.2, Tabela 11.

10,00
9,00
8,00
7.00 671 6,59 6,68
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00 ™
1,00 I I I
0,00

9

mg TE/ml E
[S=Y
\‘
O
__I\.)
o
=
P~
\l
(e»)
>
(o))
\l
o
I
ol
3
-
~
w
I
N
[EEN
¢ —_— o
N
«7 N
¢
\'
9 e
O o
S
w
¢ —
ol
N
¢ I
\‘
(62}
ey
(e}
(o))
¢ -
[S=Y
¢

> > > S > : S
F T T FTITFIT IS TIFIITFT SIS TS
R © SRR S U L g S G
R R N R O MOV R

Histogram 4.11. Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata plodova zove
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Ekstrakti liofilizovanih plodova su pokazali najvisi nivo ukupne antioksidativne aktivnosti, dok su
ekstrakti svezih plodova ostvarili najnizu aktivnost. Uticaj ekstrakcione tehnike na ukupnu
antioksidativnu aktivnost je posebno izraZzen kod vodenog ekstrakta liofilizovanih plodova, gde je
najbolji i statisticki najznacajniji rezultat ostvaren primenom MAE ekstrakcione tehnike (8,84 mg
TE/ml E). Osim L vodenog MAE ekstrakta, ostali vodeni i etanolni ekstrakti liofilizovanih i
tradicionalno suSenih plodova zove su imali priblizno sli¢nu ukupnu antioksidativnu aktivnost, sa
malim varijacijama u u pogledu statisticki znacajne razlike. lako su ekstrakti svezih plodova zove
imali najnizu aktivnost, posebno su se istakli S vodeni MAE i S etanolni MAE ekstrakti kao dobri
nosioci ukupne antioksidativne aktivnosti (2,04 1 2,17 mg TE/ml E). Medutim, sprovedena
statistiCka obrada dobijenih rezultata je pokazala da se izmedu vodenih i etanolnih ekstrakata
svezih plodova zove ne uocava statisticki znacajna razlika, pa se moze smatrati da su 1 vodeni i
etanolni UAE i MAC ekstrakti prirodni agensi koji imaju dosta dobar ukupni antioksidativni
kapacitet.

Regresiona analiza sadriaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u ekstraktima plodova zove i antioksidativne aktivnosti

Uticaj ukupnih fenolnih jedinjenja i detektovanih fenolnih kiselina, flavonoida i terpenske kiseline
na biolosku aktivnost ekstrakata biljne vrste S. nigra najbolje je objasnjen utvrdivanjem njihove
korelacije sa antioksidativnim kapacitetom, prikazanim u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih komponenti 1
dominantnih jedinjenja u analiziranim ekstraktima i antioksidativne aktivnosti

Faktor determinacije R?
DPPH* ABTS** °NO FRAP CUPRAC PM HM

Ukupni fenoli 0,94 0,85 0,83 0,96 0,97 0,97 0,76

Ukupni flavonoidi 0,87 0,75 0,75 0,90 0,87 0,92 0,77
Ukupni monomerni antocijani 0,79 0,68 0,90 0,80 0,79 0,81 0,55
Ukupni tanini 0,93 0,79 0,89 0,89 0,88 092 0,72
Hlorogenska kiselina 0,71 0,59 0,79 0,74 0,75 0,78 0,48
Rutin 0,73 0,60 0,84 0,75 0,74 0,79 0,52

Ursolna kiselina 0,44 0,42 0,57 0,40 0,42 0,41 0,39
Kvercetin 0,60 0,59 0,61 0,65 0,62 0,65 0,61

Kvercetin-3-O-heksozid 0,80 0,76 0,89 0,89 0,88 0,92 0,70

Rezultati regresione analize pokazuju da ukupni fenoli odli¢no koreliraju sa antioksidativnim
potencijalom ispitivanih ekstrakata plodova zove, a najbolja korelacija je ostvarena sa
sposobnos$éu ekstrakata u procesu redukcije Fe** i Cu?* jona. Ne§to nizu, ali veoma dobru
korelaciju sa antioksidativnim potencijalom ostvarili su i ukupni flavonoidi ekstrakata plodova
zove. Ukupni flavonoidi najbolje koreliraju sa ukupnim antioksidativnim kapacitetom i sa
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sposobnoséu redukcije Fe* jona. Ukupni monomerni antocijani su najbolju korelaciju ostvarili sa
sposobnos¢u neutralizacije *NO radikala, ali veoma dobro koreliraju i sa ostalim ispitanim
antioksidativnim aktivnostima. Tanini kao fenolni molekuli najbolje koreliraju sa sposobnos$c¢u
neutralizacije slobodnih radikala i ukupnim antioksidativnim potencijalom.

Pored ukupnih fenolnih komponenata korelacija izmedu pojedinacnih fenolnih jedinjenja i
antioksidativne aktivnosti je od posebnog znacaja, zato $to ova jedinjenja kako u samostalnom,
tako 1 u sinergistickom svojstvu sa drugim komponentama doprinose boljoj antiradikalskoj
aktivnosti. Hlorogenska kiselina je u dobroj korelaciji sa antioksidativnom sposobnos$céu
analiziranih ekstrakata u svim primenjenim testovima, dok je rutin u odli¢noj korelaciji sa
sposobnoscu ekstrakata da neutraliSu *NO radikal. Ursolna kiselina i kvercetin umereno koreliraju
sa antioksidativnim potencijalom, dok je kvercetin-3-O-heksozid u odli¢noj korelaciji sa
neutralizacijom °NO radikala, redukcijom Fe®* i Cu?" jona i ukupnim antioksidativnim
kapacitetom. Prisustvo fenolnih kiselina, flavonoida, njihovih heksozida i terpenskih jedinjenja u
ispitivanim uzorcima doprinosi jacem bioloskom kapacitetu ispitivane biljne vrste.

4.1.2.2. Neuroprotektivna aktivnost

Inhibicija enzima AChE

Jedna od najfascinantnijih farmakoloskih aktivnosti prirodnih proizvoda je njihova sposobnost da
deluju na centralni nervni sistem (CNS), da uticu na funkcionisanje ljudskog uma i na
raspoloZenje. Poremecaji u funkcionisanju CNS-a se najceS¢e povezuje sa oboljenjima kao Sto su
Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, ataksija, Myasthenia gravis (Kobus-Cisowska i sar.,
2019). Lecenje neuroloskih poremecaja se najcesce zasniva na inhibiciji prekomerne aktivnosti
enzima AChE, kao 1 BChE koji ucestvuju u razgradnji neurotransmitera ACh. Povecanje broja
nauénih publikacija iz oblasti inhibicije neuroloskih enzima prirodnim proizvodima je iskorak u
nauci, koji vodi ka zameni sintetickih lekova prirodnim (Masondo 1 sar., 2019).

Sa idejom da se ispita sposobnost prirodnih proizvoda sa teritorije Balkanskog poluostrva u
procesu inhibicije prekomerne aktivnosti enzma, pripremljeni su ekstrakti biljne vrste S. nigra koja
do sada nije bila predmet naucnih ispitivana u ovoj oblasti. Rezultati analize koja je sprovedena u
cilju odredivanja inhibicije enzima AChE su predstavljeni na Histogramu 4.12 1 u Prilogu 7.3,
Tabela 12.
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Histogram 4.12. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije AChE

Ekstrakti liofilizovanih plodova zove su ostvarili najjacu inhibiciju prekomerne aktivnosti enzima
AChE. Najpotentniji inhibitori su L vodeni MAE i L vodeni MAC ekstrakti (0,114 i 0,107 mg
GALAE/mI E, redom), s tim da je statisti¢ki ja¢i inhibitorni potencijal ispoljio L vodeni MAE
ekstrakt. Za razliku od L vodenih MAE i MAC ekstrakata, L vodeni UAE ekstrakt je ostvario
statisticki znacajno nizu inhibitornu aktivnost (0,089 mg GALAE/ml E). L etanolni MAE i MAC
ekstrakti su pokazali isti inhibitorni potencijal (0,095 mg GALAE/mI E), dok je L etanolni UAE
ekstrakt imao nizi inhibitorni potencijal (0,069 mg GALAE/ml E).

Kada je re¢ o ekstraktima tradicionalno susenih plodova, vodeni i etanolni MAE ekstrakti su se
istakli kao najbolji inhibitorni agensi enzima AChE i ostvareni rezultat TS vodenih i TS etanolnih
MAE ekstrakata se statisti¢ki nije zna¢ajno razlikovao (0,057 i 0,055 mg GALAE/mI E, redom).
Takode, TS vodeni 1 TS etanolni UAE ekstrakti su imali sli¢an inhibitorni potencijal, a ostvarena
inhibitorna mo¢ je 0,044 1 0,047 mg GALAE/ml E, redom.

Ekstrakti svezih plodova zove su najslabiji inhibitorni agensi enzima AChE u poredenju sa
ekstraktima liofilizovanih i tradicionalno susenih plodova. S vodeni i S etanolni MAE ekstrakti su
ostvarili najbolji inhibitorni potencijal u odnosu na S vodene i S etanolne UAE i MAC ekstrakte,
koji su pokazali slabiji inhibitorni kapacitet.

Zahvaljujuci fitohemijskom skriningu ekstrakata plodova zove uoceno je da se ekstrakti svezih
plodova odlikuju najnizim sadrzajem sekundarnih metabolita, pa su ostvareni rezultati inhibicije
enzima AChE ocekivani.
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Inhibicija enzima BChE

Sposobnost ekstrakata plodova zove da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima BChE prikazana
je na Histogramu 4.13 i u Prilogu 7.3, Tabela 13.
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Histogram 4.13. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije BChE

Etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove su pokazali najbolju sposobnost da inhibiraju
prekomernu aktivnost enzima BChE, gde je statisticki najdominantniji L etanolni MAC ekstrakt
(0,076 mg GALAE/mI E), dok su ekstrakti dobijeni savremenim ekstrakcionim tehnikama L
etanolni UAE i L etanolni MAE imali nizu inhibitornu sposobnost (0,064 i 0,061 mg GALAE/ml
E, redom), koja se statisticki nije zna€ajno razlikovala.

Takode, etanolni ekstrakti tradicionalno susenih plodova su se istakli kao bolji inhibitorni agensi
od vodenih ekstrakata, a TS etanolni MAE i TS etanolni UAE su ostvarili najbolji inhibitorni
potencijal (0,041 10,033 mg GALAE/ml E, redom), dok su etanolni ekstrakti svezih plodova zove
imali najniZi inhibitorni potencijal.

Kada je re¢ o vodenim ekstraktima, vodeni ekstrakt liofilizovanih plodova zove dobijen UAE
ekstrakcioniom tehnikom je ostvario najbolji rezultat u enzimskoj inhibiciji (0,031 mg GALAE/mI
E), dok su TS vodeni MAE i1 TS vodeni MAC ekstrakti pokazali slican inhibitorni potencijal, koji
se statisticki znacajno ne razlikuje (0,014 i 0,016 mg GALAE/mI E). Niske vrednosti inhibitornog

potencijala zabelezene su kod ekstrakata svezih plodova zove koje su se kretale u rasponu
koncentracija 0,003-0,006 mg GALAE/mI E.
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4.1.2.3. Antitirozinazna aktivnost

Inhibicija enzima tiroiznaze

Odvijanje enzimskih reakcija u voéu i povréu potpomognuto je prisustvom enzima tirozinaze, gde
usled niza nekontrolisanih reakcija moze do¢i do naruSavanja nutritivnog sastava voca i povrca.
Razli¢ite grane industrije se bave pronalazenjem prirodnih izvora kao potencijalnih agenasa u cilju
zaStite od nastanka i razvoja razli¢itih poremecaja izazvanih prekomernom aktivno$¢u enzima
tirozinaze (Mukherjee i sar., 2018). Rezultati analize inhibitornog potencijala ekstrakata plodova
zove predstavljeni su na Histogramu 4.14 i u Prilogu 7.4, Tabela 14.
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Histogram 4.14. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije tirozinaze

Ekstrakti plodova zove pripremljeni i savremenim i tradicionalnim ekstrakcionim tehnikama su
ostvarili veoma dobru inhibiciju enzima tirozinaze. TS etanolni MAE i TS etanolni UAE ekstrakti
su imali najvecu sposobnost u procesu smanjenja prekomerne aktivnosti enzima tirozinaze (2,75 1
2,35 mg KAE/ml E, redom), dok je TS etanolni MAC ekstrakt imao nizi potencijal da uti¢e na
smanjenje enzimske aktivnosti. Etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova su u velikoj meri
inhibirali tirozinazu, a najbolju inhibitornu mo¢ je postigao L etanolni MAE ekstrakt (1,85 mg
KAE/ml E), dok su L etanolni MAC i L etanolni UAE ekstrakti ostvarili nesto nizi inhibitorni
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kapacitet (1,61 1 1,55 mg KAE/ml E, redom), izmedu ¢ijeg inhibitornog potencijala nije utvrdena
statisticki znacajna razlika. Takode, 1 vodeni ekstrakti tradicionalno suSenih plodova zove su
pokazali veoma dobar rezultat u spre¢avanju prekomerne aktivnosti enzima tirozinaze, a posebno
se istakao TS vodeni MAC ekstrakt (1,39 KAE/ml E), zatim TS vodeni MAE i TS vodeni UAE
ekstrakti (1,12 1 0,92 mg KAE/ml E, redom). Ono $to je vazno istaci je da su vodeni ekstrakti
svezih plodova zove imali jac¢i inhibitorni karakter od vodenih ekstrakata liofilizovanih plodova.
Razlog ovakvoj aktivnosti mogu biti eksperimentalni uslovi na kojima je vodeno odredivanje
inhibicije tirozinaze, izloZenost ekstrakata svetlosti, kao i1 uticaju kiseonika koji naruSavaju
fitohemijsku kompoziciju ekstrakata.

4.1.2.4. Antidijabetogena aktivnost

Inhibicija enzima a-amilaze

Poslednjih godina istrazivacke grupe su se usmerile na ispitivanje prehrambenih proizvoda i biljnih
ekstrakata kao potentnih inhibitora prekomerne aktivnosti enzima digestivnog trakta a-amilaze i
a-glukozidaze, ¢iji poremecaji u radu najéesce uzrokuju razvoj dijabetesa (Sun, Gidley i Warren,
2018). Inhibicija a-amilaze i a-glukozidaze polifenolima je usko povezana sa njihovom
hemijskom strukturom, jer inhibicija proizilazi iz interakcije vezanja polifenola i enzima (Sun i
sar., 2016). Rezultati istrazivanja koje se zasniva na sposobnosti ckstrakata plodova zove da
inhibiraju enzim a-amilazu predstavljeni su na Histogramu 4.15 i u Prilogu 7.5, Tabela 15.
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Histogram 4.15. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije a-amilaze
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Ispitivanje sprovedeno na smanjenju prekomerne aktivnosti enzima a-amilaze rezultovalo je
posebnim isticanjem etanolnih ekstrakata liofilizovanih plodova. L etanolni UAE ekstrakt se
izdvojio kao najpotentniji agens u smanjenju aktivnosti a-amilaze, a zabeleZena vrednost je 8,34
mg ACAE/ml E. L etanolni MAE i L etanolni MAC ekstrakti su ostvarili priblizno sli¢nu
inhibitornu mo¢ (7,12 1 7,14 mg ACAE/ml E, redom), bez statisticki znacajne razlike. Etanolni
ekstrakti liofilizovanih plodova su ostvarili do Cetiri puta ja¢i inhibitorni potencijal prema o-
amilazi u odnosu na etanolne ekstrakte tradicionalno susenih plodova. Ocekivano, etanolni
ekstrakti svezih plodova zove su ispoljili najnize vrednosti inhibitornog potencijala prema
ispitivanom enzimu. Kod vodenih ekstrakata zabelezena je znatno niza inhibitorna mo¢, a rezultati
analize su pokazali da se L vodeni MAE ekstrakt izdvojio kao dobar prirodni agens u inhibiciji a-
amilaze (4,04 mg ACAE/ml E), dok su L vodeni MAC i L vodeni UAE ekstrakti uticali na
smanjenje aktivnosti ispitivanog enzima u zabelezenim koncentracijama 2,18 i 1,41 mg ACAE/ml
E, redom i izmedu njih nije zabeleZena statisticki znacajna razlika. Ostali vodeni ekstrakti svezih
i tradicionalno suSenih plodova zove su ispoljili vrlo nisku inhibitornu sposobnost, koja se kretala
u opsegu koncentracija 0,16-0,77 mg ACAE/ml E.

Inhibicija enzima a-glukozidaze

Sposobnost ekstrakata plodova zove da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima a-glukozidaze
prikazana je na Histogramu 4.16 i u Prilogu 7.5, Tabela 16.
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Histogram 4.16. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije a-glukozidaze
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Analizom inhibicije a-glukozidaze uoceno je da ispitivani ekstrakti prate isti trend inhibitorne
moci kao i kada je re¢ o inhibiciji enzima o-amilaze. Stoga, etanolni ekstrakti liofilizovanih
plodova zove su ostvarili najbolji inhibitorni potencijal sa naglaskom na L etanolni UAE ekstrakt
¢ija je inhibitorna mo¢ 7,28 mg ACAE/ml E, dok je inhibitorni kapacitet L etanolnog MAE i L
etanolnog MAC ekstrakata nesto nizi, a utvrdene vrednosti inhibicije su 5,82 14,97 mg ACAE/ml
E, redom, izmedu kojih nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Etanolni ekstrakti tradicionalno
susenih i svezih plodova zove su ispoljili nisku inhibitornu mo¢, koja se kretala u rasponu
koncentracija 1,00-1,42 mg ACAE/ml E.

Osim etanolnih 1 vodeni ekstrakti liofilizovanih plodova su se izdvojili kao potentni prirodni
proizvodi sa moguénosc¢u inhibicije prekomerne aktivnosti a-glukozidaze. L vodeni MAE ekstrakt
je ostvario najbolji rezultat (2,22 mg ACAE/ml E), a zatim L vodeni MAC i L vodeni UAE
ekstrakti (1,68 i 1,31 mg ACAE/ml E), bez statisticki znacajne razlike. VVodeni ekstrakti
tradicionalno suSenih plodova su bolji inhibitori a-glukozidaze od vodenih ekstrakata svezih
plodova zove.

Regresiona analiza sadriaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u ekstraktima plodova zove i enzim inhibitorne aktivnosti

Na sposobnosti ekstrakata plodova zove da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima a-amilaze i a-
glukozidaze osim primenjenih tehnika suSenja i ekstrakcije, kao 1 upotrebljenih ekstragenasa
uticao je i fitohemijski sastav na osnovu koga su se izdvojila dominantna fenolna jedinjenja, zbog
¢ega je uradena 1 regresiona analiza koja pokazuje najbolju korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih 1
pojedina¢nih fenolnih jedinjenja 1 inhibicije odabranih enzima, a rezultati analize su prikazani u
Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih komponenti i
dominantnih jedinjenja u analiziranim ekstraktima i enzim inhibitorne sposobnosti

Faktor determinacije R?

AChE BChE  Tirozinaza a-amilaza a-glukozidaza

Ukupni fenoli 0,91 0,54 0,50 0,63 0,64

Ukupni flavonoidi 0,90 0,57 0,58 0,60 0,60
Ukupni monomerni antocijani 0,89 0,77 0,49 0,85 0,84
Ukupni tanini 0,90 0,74 0,62 0,78 0,79
Hlorogenska kiselina 0,90 0,61 0,32 0,80 0,77
Rutin 0,91 0,73 0,42 0,84 0,80

Ursolna kiselina 0,40 0,64 0,72 0,55 0,53
Kvercetin 0,61 0,53 0,67 0,39 0,43
Kvercetin-3-O- heksozid 0,94 0,69 0,55 0,75 0,75
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Rezultati regresione analize pokazuju da je sadrzaj ukupnih fenola u najboljoj korelaciji sa
sposobnoscu inhibicije AChE enzima, dok sa ostalim enzim inhibitornim aktivnostima dobro
koreliraju. Kao i ukupni fenoli, tako i ukupni flavonoidi, najbolju korelaciju su ostvarili sa
inhibicojom AChE enzima i dobru korelaciju sa ostalim enzim inhibitornim aktivnostima. Ukupni
monomerni antocijani veoma dobro koreliraju sa sposobnos¢u inhibicije AChE enzima, kao i sa
sposobnos§cu inhibicije enzima digestivnog sistema (o-amilaza i a-glukozidaza). Ukupni tanini su
najbolju korelaciju ostvarili sa inhibicijom enzima AChE, a veoma dobro koreliraju sa
inhibitornim potencijalom enzima a-amilaze, a-glukozidaze i BChE enzima.

Hlorogenska kiselina kao dominantna fenolna kiselina najbolje korelira sa inhibitornim
kapacitetom AChE enzima, dok je sa inhibicijom o-amilaze ostvarila veoma dobru korelaciju.
Dobru korelaciju hlorogenska kiselina je realizovala i sa inhibicijom enzima a-glukozidaze.

Rutin kao i hlorogenska kiselna, odli¢nu korelaciju ima sa inhibicijom AChE enzima i veoma
dobro korelira sa inhibicijom enzima digestivnog trakta. Dobra korelacija je ostvarena i kada je
re¢ o inhibiciji BChE enzima.

Ursolna kiselina dobro korelira sa inhibicijom enzima tirozinaze, dok je sa ostalim enzim
inhibitornim aktivnostima ostvarena umerena korelacija.

Kvercetin umoreno korelira sa svim ispitanim enzim inhibitornim aktivnostima, dok je heksozid
kvercetina ostvario odli¢nu korelaciju sa inhibicijom AChE enzima i vrlo dobru korelaciju sa
inhibitornim kapacitetom enzima a-amilaze, a-glukozidaze, dok je umeren stepen korelacije
ostvaren sa sposobnoscu inhibicije enzima BChE i tirozinaze.

Korelacija fenolnih jedinjenja sa inhibicijom prekomerne aktivnosti enzima uslovljena je
hemijskom strukturom fenolnih komponenata. Usled uticaja temperature koja se razvija u toku
procesa izolovanja bioloski potentnih molekula, moze do¢i do modifikacije hemijske strukture, $to
rezultira slabijom korelacijom sa bioloSkom potencijalom ispitivanih uzoraka.
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4.1.25. PCA analiza antioksidativnih i enzim inhibitornih testova i vodenih i
etanolnih ekstrakata plodova zove

Primenom Analize glavnih komponenata (PCA analiza) na rezultate antioksidativnih i enzimskih
in vitro testova za ispitivane ekstrakte plodova zove, konstruisan je grafik prikazan na Slici 4.2.

PCA analizom su utvrdene sli¢nosti i razlike izmedu bioloSkog potencijala ekstrakata na osnovu
ispoljene aktivnosti u antioksidativnim i enzimskim testovima. Prva i druga glavna komponenta
(Faktor 11 2) objasnjavaju 61,19%, odnosno 16,14% ukupne varijanse, redom.

a) b)
Projection of the variables on the factor-plane { 1x 2) Projection of the cases on the factor-plane ( 1x 2)
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Slika 4.2. PCA analiza antioksidativnih, neuroprotektivnih, antitirozinaznog i antidijabetogenih
testova i vodenih i etanolnih ekstrakata plodova zove

a) graficki prikaz raspodele antioksidativnih testova i enzim inhibitornih testova;
b) graficki prikaz raspodele ispitivanih ekstrakata.

Na prikazanom biplotu se moZe uociti izdvajanje etanolnih ekstrakata liofilizovanih plodova (L
etanolni UAE, L etanolni MAE, L etanolni MAC) S§to je u pozitivnoj korelaciji sa sposobnoscu
inhibicije analiziranih enzima i neutralizacije *NO radikala. Vodeni ekstrakti tradicionalno suSenih
plodova su grupisani na sredi$njem delu grafika i doprineli su ostvarenom antioksidativnom
potencijalu. Izdvajanje i posebno grupisanje ekstrakata svezih plodova zove na desnoj polovini
grafika je u skladu sa dobijenim rezultatima, jer su ovi ekstrakti okarakterisani sa najniZom
bioloSkom aktivnos¢u koju su postigli. Na osnovu sprovedene PCA analize moze se zakljuciti da
su se etanolni ekstrakti liofilizovanih plodova zove pokazali kao najpotentniji ispitivani ekstreakti,
jer u najvecoj meri uticu na spreCavanje razvoja neuroloskih oboljenja i1 dijabetesa (inhibicija
enzima AChE, BChE, a-amilaza i p-glukozidaza). Takode, ovi ekstrakti deluju i kao veoma
potentni agensi u procesu inhibicije *“NO radikala.
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4.2. Hemijski sastav ekstrakata cveta zove

Od istorijskih predanja, pa do nau¢nih dokaza biljna vrsta S. nigra je koris¢ena na razli¢ite nacine
kao fitopreparat zbog lekovitih svojstava koja poseduje. Prirodni potencijal i lekovito dejstvo ove
biljne vrste ogleda se u upotrebi svih delova biljke o kojima se podaci mogu na¢i i u
Farmakopejama. Za potrebe ove doktorkse disertacije dalji tok istrazivanja usmeren je na
ispitivanje cveta zove koji je osusen tradicionalnom tehnikom susenja i u ovom slucaju iskoris¢en
za dobijanje ekstrakata primenom modernih i tradicionalnih tehnika ekstrakcije i njihovu analizu.
Sadrzaj suve materije u ekstraktima cveta zove prikazan je u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Sadrzaj suve materije u vodenim i etanolnim ekstraktima cveta zove

Ekstrakti Suva materija (%, m/m)
Vodeni UAE 0,460,021
Vodeni MAE 0,54+0,01°
Vodeni MAC 0,40+0,01¢
Etanolni UAE 1,13+0,03°
Etanolni MAE 1,26+0,032
Etanolni MAC 1,08+0,02°

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene razliitim slovima (a-¢) zna¢ajno se razlikuju (p< 0,05).

Etanolni ekstrakti cveta zove su imali veci sadrzaj suve materije u odnosu na vodene ekstrakte.
Najveci sadrzaj suve materije zapazen je kod etanolnog MAE ekstrakta (1,26%), dok je udeo suve
materije u etanolnim UAE 1 MAC ekstraktima bio sli¢an (1,13 1 1,08%, redom), bez statisticki
znacajne razlike. Kod vodenih ekstrakata, najve¢i sadrzaj suve materije imali su ekstrakti dobijeni
savremenim tehnikama ekstrakcije (vodeni MAE 0,54% i vodeni UAE 0,46%), dok je vodeni
MAC ekstrakt okarakterisan najnizim sadrzajem suve materije (0,40%).
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4.2.1. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima cveta zove prikazan je na Histogramu 4.17 i u Prilogu 7.6,
Tabela 17.
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Histogram 4.17. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima cveta zove

Rezultati analize su pokazali da su ekstrakti cveta zove veoma bogati fenolnim molekulima.
Etanolni ekstrakti su bolji izvor ukupnih fenola od vodenih ekstrakata. Najve¢i sadrzaj ukupnih
fenola zabeleZen je u etanolnom ekstraktu koji su dobijen MAE ekstrakcionom tehnikom (4,95
GAE/ml E), dok je sadrzaj ukupnih fenola niZi u etanolnim ekstraktima koji su dobijeni UAE i
MAC ekstrakcijama (3,55 1 3,29 mg GAE/ml E, redom), izmedu kojih nije utvrdena statisticki
znacajna razlika.

Najvece prisustvo ukupnih fenola u vodenim ekstraktima zapazeno je takode u ekstraktu koji je
dobijen MAE ekstrakcionom tehnikom (3,40 mg GAE/ml E), dok su niZe vrednosti ukupnih fenola
ostvarene u ekstraktima za ¢ije dobijanje su primenjene UAE 1 MAC ekstrakcione tehnike (2,50 1
2,00 mg GAE/ml E, redom). Dobijeni rezultati ukazuju na razliku u sadrzaju sekundarnih
metabolita na osnovu primenjenih tehnika izolovanja bioaktivnih jedinjenja iz biljne sirovine, pa
se jasno uocava da je MAE ekstrakciona tehnika u ovom slucaju bila najbolji izbor prilikom
izdvajanja ukupnih fenolnih jedinjenja iz cveta biljne vrste S. nigra, a zatim UAE ekstrakcija, koja
je pored MAE ekstrakcije predstavlja pogodan nacin za izolovanje bioaktivnih komponeneta, dok
je MAC ekstrakcija o¢ekivano imala najnizi rezultat u sadrzaju ukupnih fenola.
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Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima cveta zove prikazan je na Histogramu 4.18 i u Prilogu
7.6, Tabela 18.
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Histogram 4.18. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima cveta zove

Sadrzaj ukupnih flavonoida i u vodenim i u etanolnim ekstraktima cveta zove prati isti trend kao 1
kod sadrzaja ukupnih fenola. Ukupni flavonoidi su u najvecoj koncentraciji zastupljeni u
etanolnom MAE ekstraktu (1,31 mg RU/ml E), dok su etanolni UAE i MAC ekstrakti imali nizi
sadrzaj ukupnih flavonoida (1,11 1 0,97 mg RU/ml E).

Kada je re¢ o vodenim ekstraktima, vodeni MAE ekstrakt je najbolji izvor ukupnih flavonoida, a
zabeleZena koncentracija je 1,05 mg RU/ml E, dok su se vodeni UAE i MAC ekstrakti odlikovali
nesto nizim sadrzajem ove grupe sekundarnih metabolita (0,53 1 0,50 mg RU/ml E, redom), koji
se statisti¢ki znacajno razlikuju.

MAE ekstrakciona tehnika se 1 u ovom slucaju istakla kao najbolji nacin izolovanja ukupnih
flavonoida iz cveta zove, dok su niZze vrednosti izdvojenih aktivnih principa zapaZene primenom
UAE i MAC ekstrakcije.

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja nije u potpunosti okarakterisao kvalitativni 1 kvantitativni
sadrzaj fenolnih komponenti u ispitivanim ekstraktima, jer primenjenja metoda nije u potpunosti
selektivna, pa u toku izvodenja analize mogu biti ukljuc¢ene i1 nefenolne komponente, koje svojim
prisustvom uti¢u na krajnje rezultate analize (Sakakibara i sar., 2003). U cilju utvrdivanja ta¢nih
razlika u sadrzaju polifenolnih komponenata izmedu dobijenih ekstrakta, dalja analiza je
obuhvatala primenu LC-MS/MS metode za odredivanje polifenolnog profila.
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4.2.2. Polifenolni profil ekstrakata cveta

Ispitivanje fitohemijskog sastava ekstrakata cveta zove obuhvatalo je analizu 47 komponenata.
Sadrzaj identifikovanih polifenolnih jedinjenja prikazan je u Tabeli 4.7.

LC-MS/MS analizom ekstrakata cveta biljne vrste S. nigra utvrdeno je prisustvo 23 fenolna
jedinjenja, od kojih su hlorogenska kiselina, protokatehinska kiselina, rutin, kvercetin-3-O-
heksozid, naringenin 1 ursolna kiselina detektovani u najve¢im koncentracijama.
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Tabela 4.7. Fitohemijski skrining ekstrakata cveta biljne vrste S. nigra

Milena Vujanovié

Sadrzaj kvantifikovanih polifenolnih jedinjenja (ug/ml E)

Fenolna jedinjenja Ekstrakti
Vodeni UAE Vodeni MAE Vodeni MAC Etanolni UAE Etanolni MAE Etanolni MAC
p-OH benzoeva kis. 0,64 + 0,004° 0,16 +0,001°¢ 2,00 £ 0,011 0,09 +0,001°¢ 0,08 £0,000°¢ 0,10 +0,001°¢
Protokatehinska kis. 1,16 + 0,010° 0,84 + 0,006° 2,35+0,018°? 0,52 + 0,004¢ 0,69 + 0,005¢ 0,65 + 0,005¢
Gentizinska kis. 0,07 +0,001°¢ 0,11 + 0,001 0,06 + 0,000f 0,07 +0,000¢° 0,09 +0,001¢ 0,10 + 0,001°
p-Kumarinska Kis. 4,65 + 0,036? 0,44 +0,004° 0,27 +0,002° 0,27 +0,003" 0,41 +0,002° 0,33 +0,003"
Vanilinska kis. 0,87 0,010 <LoD 0,97 +0,0092 <LoD <LoD <LoD
Galna kis. 0,09 + 0,001¢ 0,22 +0,002¢ 0,95 +0,008? 0,080 + 0,001¢ 0,35 +0,003° 0,05 + 0,000¢
Kafena kis. 1,37 £0,019¢ 1,98 + 0,026° 2,91 £0,0222 0,79 +0,002¢ 1,53 £ 0,008° 1,60 £ 0,013¢
Ferulna kis. 1,43 £0,0022 0,13 +0,001°¢ <LoD 0,01 +0,001¢ 0,10 +0,001¢ 0,13 +0,001°
Hinska kis. 64,85+ 0,721° 49,92 + 0,404¢ 89,82 + 0,840 37,07 £0,122¢ 49,57 + 0,674%¢ 57,60 + 0,561°¢
Elagna kis. 0,57 +0,001f 2,27 +0,004¢ 0,99 + 0,002¢ 2,85 + 0,006% 3,03 +0,005°¢ 2,83 +0,005°
Hlorogenska kis. 25,49 +0,142¢ 474,88+2 248° 173,23 £0,810° 545,67 + 2,762% 669,97 £2,825* 560,19 + 2,730?
Ursolna kis. <LoD 18,52 +0,000¢ <LoD 235,14 + 0,000° 335,99 +0,000* 215,97 + 0,000¢
Eskuletin 0,03 + 0,000¢ 0,05 + 0,000 0,08 + 0,000? 0,05 +0,001¢ 0,08 + 0,000° 0,08 + 0,000?
Naringenin 2,26 +0,014¢ 17,88 + 0,019¢ 3,75+ 0,025¢ 20,35 + 0,145°¢ 52,39 + 0,447? 27,19 + 0,199°
Katehin <LoD 0,31 +£0,003¢ <LoD 0,50 + 0,005 1,22 +0,010? 0,38 + 0,004¢
Epikatehin <LoD 0,20 + 0,002¢ <LoD 0,68 +0,007° 1,40 +0,012% 0,34 + 0,003¢
Kvercetin 0,92 +0,010°¢ 0,36 + 0,004 5,99 + 0,056° 0,66 + 0,007¢¢ 0,90 + 0,008P¢d 1,27 +0,012°
Izoramnetin 1,27 +0,008° 0,07 +0,000¢ 4,62 +0,026° 0,33 +0,002¢¢ 0,73 + 0,004°¢ 0,59 +0,003¢¢
Kempferol 3-O- 0,487 +0,043° 13,64 £0,047? 3,03 £0,020°¢ 14,45 + 0,108 15,99 +£0,1712 14,36+ 0,1892
glukozid
Kvercetin 3-O-heksozid 4,37 +0,030°¢ 42,98 + 0,2442 15,40 + 0,086" 42,78 +0,2602 51,33 + 0,260? 44,04 £ 0,258
Rutin 14,49 +0,048° 650,91 + 1,849 23,41 +0,066° 902,93 + 2,742° 910,49 £2,303* 831,67 + 2,432°
Morin <LoD <LoD 1,14 £ 0,0012 0,26 + 0,000°¢ 0,29 +0,000°¢ 0,33 +0,000°
Kempferol 0,36 +0,003° 0,05 +0,00¢ 0,77 £0,0012 0,24 +0,002¢ 0,41 +£0,002¢ 0,40 + 0,002°

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene razlic¢itim slovima (a-e) znacajno se razlikuju (p < 0,05).

<LoD (limit detekcije).
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Hlorogenska kiselina je dominantna u etanolnom MAE ekstraktu (669,97 ug/ml E), dok su nize
koncentracije hlorogenske kiseline detektovane u etanolnom MAC (560,19 pg/ml E) i etanolnom
UAE (545,67 ug/ml E) ekstraktu. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da nema statisticki
znacajne razlike u sadrzaju hlorogenske kiseline izmedu etanolnih ekstrakata cveta. Prisustvo
hlorogenske kiseline u vodenim ekstraktima cveta kretalo se u rasponu koncentracija 25,49-474,88
pg/ml E. U slucaju vodenih ekstrakata cveta zove izolovanje hlorogenske kiseline najbolje je
ostvareno MAE ekstrakcionom tehnikom (474,88 pg/ml E). lako tradicionalna tehnika izdvajanja
biomolekula iz biljnih sirovina, MAC je ostvarila bolji rezultat u procesu izolovanja hlorogenske
kiseline (173,23 pg/ml E) od UAE ekstrakcije (25,49 pg/ml E). Vece prisustvo hlorogenske
kiseline u MAC ekstraktu, u odnosu na UAE ekstrakt pretpostavlja se da je posledica delovanja
ultrazvuka i1 fenomena kavitacije, koji mogu biti uzroc¢nici degradacije fenolnih jedinjenja (Belwal
i sar., 2018).

Protokatehinska kiselina je zastupljena u ekstraktima cveta zove, ali u mMnogo nizim
koncentracijama u odnosu na hlorogensku Kiselinu. Koncentracija protokatehinske Kiseline u
vodenim ekstraktima cveta je ve¢a u odnosu na njeno prisustvo u etanolnim ekstraktima i sadrzaj
protokatehinske kiseline se kretao u rasponu koncentracija 0,84-2,35 ug/ml E, dok je kod etanolnih
ekstrakata detektovan nizi sadrzaj ove fenolne kiseline, zabelezenih vrednosti 0,52-0,69 pg/ml E.

Elagna kiselina se karakteriSe ve¢im prisustvom u etanolnim ekstraktima cveta biljne vrste S.
nigra, a najveéi sadrzaj ove fenolne kiseline utvrden je u etanolnom MAE ekstraktu (3,03 pg/ml

E).

Derivati cimetne kiseline: p-kumarinska kiselina, kafena kiselina i ferulna kiselina su vise
zastupljene u vodenim ekstraktima cveta zove, p-kumarinska kiselina je detektovana u
koncentraciji 4,65 pg/ml E u vodenom UAE ekstraktu, dok su kafena kiselina i ferulna kiselina
zapazene u nizim koncentracijama (1,37 i 1,43 pg/ml E, redom). Na osnovu podataka iz literature
i studija koje su izveli Barros i sar. (2011) i Christensen, Kaack i Fretté (2008) utvrdeno je da je
hlorogenska kiselina dominantna fenolna kiselina u ekstraktima cveta zove, pa su rezultati
istrazivanja dobijeni u okviru ove doktorkse disertacije u skladu sa dosada$njim studijama. SadrZaj
hlorogenske kiseline u analiziranim ekstraktima je niZi u odnosu na rezultate koje je objavila grupa
pomenutih istrazivaca, §to se moze objasniti uticajem geografskog podrucja na kome je biljka
rasla, sastava zemljista, genotipa kao i zrelosti biljke na sadrzaj fenolnih kiselina (Orhan i sar.,
2007).

Pored fenolnih kiselina u ekstraktima cveta zove zapaZena je i1 flavonoidna grupa jedinjenja.
Dominantan flavonoid u ekstraktima cveta zove je rutin, a najveci sadrzaj ovog biomolekula uoc¢en
je u etanolnom MAE ekstraktu (910,49 pg/ml E), zatim u UAE (902,93 pg/ml E) i MAC (831,67
pg/ml E) ekstraktima. Vodeni ekstrakti takode sadrze rutin, ali u niZim koncentracijama u odnosu
na etanolne ekstrakte, pa je u vodenom MAE ekstraktu prisustvo rutina detektovano u
koncentraciji 650,91 pg/ml E, dok su vodeni UAE 1 vodeni MAC ekstrakti imali manji sadrzaj
rutina (14,49 i 23,41 pg/ml E, redom).
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Prisustvo kvercetin-3-O-heksozida u ekstraktima cveta zove je od izuzetnog znaaja zbog
njegovog biopotencijala, jer ispoljava antioksidativnu, citotoksi¢nu i antimikrobnu aktivnost
(Razavi i sar., 2009). Etanolni ekstrakti cveta zove su bogat izvor kvercetin-3-O-heksozida, a
utvrdene koncentracije su 51,33, 44,04 i 42,78 pg/ml E za MAE, MAC i UAE ekstrakt, redom.
Statistickom analizom dobijenih rezultata pokazano je da izmedu etanolnih ekstrakata ne postoji
statistiCki znacajna razlika u sadrzaju heksozida kvercetina. Kada se pogleda sadrzaj kvercetin-3-
O-heksozida u vodenim ekstraktima zapaza se da je vodeni MAE ekstrakt najbogatiji izvor ovog
biomolekula (42,98 pg/ml E). Fitohemijskim skriningom vodenih MAC i UAE ekstrakata
utvrdeno je da je MAC ekstrakt bogatiji izvor kvercetin-3-O-heksozida od vodenog UAE ekstrakta
(15,4011 4,37 pg/ml E, redom).

Naringenin je flavonoid koji je rastvorljiv uglavnom u organskim rastvaraima, a manje je
rastvorljiv u vodi, ¢ime se i objaSnjava njegova dominantnost u etanolinim ekstraktima cveta zove.
Biopotencijal naringenina se ogleda u sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije, uklanjnaju
slobodnih radikala, modulaciji aktivnosti imunog sistema i pospeSivanju metabolizma ugljenih
hidrata §to je od velikog znaCaja za pravilno funkcionisanje organizma (Zeng i sar., 2020).
Dostupnost naringenina u etanolnim ekstraktima cveta zove u koncentracijama 20,35-52,39 pg/ml
E daje vaznost biljnoj vrsti S. nigra na daljoj upotrebi i eksploataciji njenog prirodnog potencijala.
Vodeni ekstrakti cveta zove u svom fitohemijskom profilu poseduju naringenin, ali je njegov
sadrzaj manji i kre¢e se u rasponu koncentracija 2,26-17,88 pug/ml E.

Razlika izmedu etanolnih i vodenih ekstrakata cveta zove zasniva se 1 na sadrzaju ursolne kiseline.
Ursolna kiselina je identifikovana u etanolnim ekstraktima, a najviSe je zastupljena u etanolnom
MAE ekstraktu, u koncentraciji 335,99 pg/ml E. Etanolni UAE i MAC ekstrakti su veoma dobri
izvori ursolne kiseline, s tim da je ursolna kiselina u ovim ekstraktima detektovana takode u veoma
visokim koncentracijama 235,14 i 215,97 pg/ml E, redom. Medutim, LC-MS/MS analizom je
dokazano prisustvo ursolne kiseline 1 u vodenom MAE ekstraktu, ali u mnogo niZoj koncentraciji
u odnosu na etanolne ekstrakte (18,52 pg/ml E). Pojava ursolne kiseline u vodenom MAE
ekstraktu moZe se objasniti snagom mikrotalasnog zrac¢enja. Povecana snaga mikrotalasnog
zraCenja uzrokuje lokalno zagrevanje uzorka, $to dovodi do naruSavanja konzistencije zida biljnih
¢elija i olakSane difuzije unutarcelijskog sadrzaja (Chan i sar., 2011). Pretpostavlja se da snaga
ultrazvuka kod UAE ekstrakcije nije bila dovoljno jaka da obezbedi izolovanje ursolne kiseline i
u malim koli¢inama, dok MAC kao vid tradicionalnog nacina izolovanja bioaktivnih molekula,
nema jake mehanizme kojima bi bilo potpomognuto izdvajanje ove terpenske kiseline. Vazno je
ista¢i da su razli¢ite nau¢ne studije izvele in vitro i in vivo istraZivanja koja su okarakterisala
ursolnu kiselinu kao hemoprotektivni agens (Igbal i sar., 2018), pa je njeno prisustvo u ekstraktima
biljne vrste S. nigra od izuzetnog znacaja.
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Efikasnost ekstrakcionih tehnika se ogleda u sposobnosti izolovanja pojedinih fenolnih jedinjenja.
Vodeni MAE ekstrakt sadrzi katehin i epikatehin, dok njihovo prisustvo nije zabeleZeno u vodenim
UAE i MAC ekstraktima. Za razliku od katehina i epikatehina, prisustvo vanilinske kiseline je
zapazeno u vodenim UAE i MAC ekstraktima, dok u vodenom MAE ekstraktu nije uoceno
prisustvo ove fenolne kiseline. Pretpostavlja se da za ekstrahovanje vanilinske kiseline nije
pogodna visoka temperatura, kao i snaga mikrotalasa, zbog ¢ega je moguca degradacija vanilinske
kiseline u toku izvodenja MAE ekstrakcije.

Rezultat ovog istrazivanja naglasava razliku u efikasnosti izmedu primenjenih ekstrakcionih
tehnika i upotrebljenih rastvaraca za izdvajanje odredene grupe fenolnih jedinjenja.

Polifenolni profil biljne vrste S. nigra u varijaciji rastvaraca i tadicionalnih i savremenih tehnika
ekstrakcije u cilju efikasnijeg izolovanja fenolnih jedinjenja bio je predmet malobrojnih
istrazivanja. Studija koju su sproveli Mikulic-Petkovsek i sar. (2012) zasniva se na kvantifikaciji
fenolnih jedinjenja u ekstraktima cveta zove. Poredenjem dobijenih razultata utvrdeno je da su
dominantna jedinjenja hlorogenska kiselina i rutin, dok prisustvo naringenina i ursolne kiseline
nije identifikovano. Sadrzaj hlorogenske kiseline i rutina bio je nizi u studiji koju je grupa
istraziva¢a sporovela, §to je najverovatnije posledica razli¢itog nacina izolovanja fenolnih
jedinjenja, upotrebe razlicitih ekstragenasa, ali i faktora kao $to su temperatura, vlaga i sastav
zemljista na kome je biljka rasla (Nantongo i sar., 2018). Na prisustvo terpenskih jedinjenja u
biljnim vrstama najveci uticaj imaju ekoloski faktori, pa se procenjuje da su razliciti ekoloski
faktori uslovili odsustvo ursolne kiseline u istrazivanju pomenute grupe istrazivaca.

Dobijeni rezultati fitohemijskog skrininga mogu biti od velike vrednosti u proceni lekovitih
svojstava roda Sambucus i njihovoj daljoj eksploataciji kao veoma dobrog izvora bioloski vrednih
molekula. Prisustvo aktivnih principa u ekstraktima cveta zove ukazuje na njithov bioloski
potencijal 1 potrebu za daljim istrazivanjima koja se baziraju na utvrdivanju bioloskih i
funkcionalnih karakteristika.
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4.2.2.1. PCA analiza polifenolnog profila vodenih i etanolnih ekstrakata cveta zove

Da bi se dobio opsti zakljucak da li se odredene fenolne komponente mogu okarakterisati za

naglaSavanje razlike izmedu vodenih i etanolnih ekstrakata cveta zove, izvedena je PCA analiza
(Slika 4.3).
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Slika 4.3. PCA analiza glavnih komponenti fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima cveta
biljne vrste S. nigra

a) graficki prikaz raspodele fenolnih jedinjenja,
b) graficki prikaz raspodele ispitivanih ekstrakata.

Prve dve komponente (F1 i F2) ¢inile su 85,82% objasnjavane varijanse ako se uzme u obzir
sadrZaj odredenih fenolnih kiselina i flavonoida. Etanolni ekstrakti su se grupisali u istom delu
dijagrama (donja desna strana), $to je u skladu sa izdvojenim sadrzajem kvercetin-3-O-heksozida,
rutina i kempferol-3-O-glukozida, koji bi mogli potencijalno da se definiSu kao faktori
diferencijacije, jer su kao grupa flavonoida viSe zastupljeni u etanolnim ekstraktima cveta zove.
Ova grupacija podrazumeva razdvajanje na osnovu rastvaraca koji su upotrebljeni za ekstrakciju.
Udaljenost vodenih od etanolnih ekstrakata na grafiku je posledica razli¢itog sadrzaja fenolnih
kiselina. Polozaj vodenog MAE ekstrakta uslovljen je prisustvom ferulne i gentizinske kiseline,
jer su u sli¢noj koncentraciji detektovane u vodenom MAE ekstraktu. p-kumarinska kiselina je
dominantna fenolna kiselina u vodenom UAE ekstraku, zbog cega se ovaj ekstrakt izdvaja u
gornjem levom delu dijagrama. Prisustvo p-hidroksibenzoeve kiseline, protokatehinske kiseline,
galne kiseline i kafene kiseline u najvecoj koncentraciji u vodenom MAC ekstraktu, odredile su
polozaj ovog ekstrakta, koji je lokalizovan u donjem levom delu dijagrama. Ovakav nacin
diferencijacije na osnovu sadrzaja fenolnih kiselina pokazuje da odabir ekstrakcione tehnike za
izolaciju u velikoj meri odreduje njihovo prisustvo u vodenim ekstraktima zove.
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4.2.3. Bioloske i funkcionalne karakteristike ekstrakata cveta zove

4.2.3.1. Antioksidativna aktivnost

Sposobnost neutralizacije slobodnog DPPH* radikala

Ekstrakti cveta zove kao bogati izvori sekundarnih metabolita analizirani su u sposobnosti

neutralizacije slobodnog DPPH®* radikala, a rezultati istraZivanja su prikazani na Histogarmu 4.19
i uPrilogu 7.7, Tabela 19.
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Histogram 4.19. Sposobnost ekstrakata cveta zove u neutralizaciji slobodnog DPPH*® radikala

Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu neutralizacije DPPH* radikala je od izuzetnog znacaja
za utvrdivanje antiksidativnog potencijala biljne vrste Sambucus. Upotreba razli¢itih rastvaraca i
primenjenih tehnika izolovanja aktivnih principa iz biljaka je uticala na konacan rezultat
sprovedenog istrazivanja. Etanolni ekstrakti su pokazali da imaju bolju sposobnost da doniraju
elektron DPPH* slobodnom radikalu, prevode¢i ga u neradikalski oblik od vodenih ekstrakata
cveta zove. Etanolni ekstrakti za ¢ije dobijanje su primenjene savremene ekstrakcione tehnike su
ostvarili najbolji antioksidativni kapacitet. Etanolni MAE ekstrakt je imao najvecu sposobnost da
donira elektron slobodnom DPPH* radikalu (1,59 mg TE/ml E), zatim etanolni UAE ekstrakt (1,31
mg TE/ml E), ¢iji se kapacitet na osnovu statisticke obrade dobijenih rezultata nije statisticki
znacajno razlikovao od kapaciteta koji je ostvario etanolni MAC ekstrakt (1,29 mg TE/ml E). Kod
vodenih ekstrakata cveta zove uocava se da su vodeni MAE i vodeni MAC ekstrakti imali sli¢nu
sposobnost u procesu neutralizacije DPPH* radikala (0,90 i 0,95 mg TE/ml E, redom). Ostvarene
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vrednosti ovih ekstrakata se statistiCki nisu znacajno razlikovale, dok je ekstrakt dobijen UAE
ekstrakcijom rezultovao nizim antioksidativnim potencijalom (0,63 mg TE/ml E).

Sposobnost neutralizacije slobodnog ABTS*" radikala

Ekstrakti cveta zove su podvrgnuti proceni neutralizacije slobodnog ABTS®* radikala, a rezultati
istrazivanja su prikazani na Histogarmu 4.20 i u Prilogu 7.7, Tabela 20.
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Histogram 4.20. Sposobnost ekstrakata cveta zove u neutralizaciji slobodnog ABTS** radikala

Na osnovu analize antioksidativnog potencijala ekstrakata cveta zove primenom ABTS testa,
uoCava se da su etanolni ekstrakti nesto bolji potencijalni antioksidativni agensi u procesu
neutralizacije ABTS** radikala od vodenih ekstrakata cveta zove. Etanolni MAE ekstrakt je imao
statisticki najbolji antioksidativni potencijal (2,52 mg TE/ml E), zatim etanolni UAE i etanolni
MAC ekstrakti (2,04 1 1,93 mg TE/ml E, redom), u ¢ijoj aktivnosti nije uocena statisti¢ki znacajna
razlika. Kod vodenih ekstrakata takode se vodeni MAE ekstrakt izdvojio kao najpotentniji donor
elektrona ABTS®* radikalu (2,20 mg TE/ml E), dok je vodeni MAC ekstrakt bolji antioksidativni
agens (1,78 mg TE/ml E) od vodenog UAE ekstrakta (1,56 mg TE/ml E). Slican zakljucak izveden
je i za iste ekstrakte u pogledu neutralizacije DPPH* radikala. U tom pogledu naro¢ito potentnim
se mogu smatrati etanolni MAE ekstrakt cveta zove koji pokazuje izuzetno veliku sposobnost
neutralizacije kako DPPH-* radikala, tako i sposobnost neutralizacije ABTS** radikala.

Na sposobnost neutralizacije slobodnih radikala veliki uticaj je imao sadrzaj polifenolnih
jedinjenja u analiziranim ekstraktima. Posto je fitohemijskim skriningom u vodenom i etanolnom
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MAE ekstraktu detektovana najveca koncentracija najzastupljenijih fenolnih jedinjenja, moze se
zakljuciti da su fenolne komponente prisutne u ispitivanim ekstraktima u najve¢oj meri doprinele
ovakvom rezultatu.

Redukciona sposobnost

Sposobnost redukcije Fe** jona

Procena redukcione sposobnosti ekstrakata cveta zove utvrdena je primenom FRAP testa, a
rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.21 i u Prilogu 7.7, Tabela 21.
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Histogram 4.21. Sposobnost ekstrakata cveta zove u redukciji Fe** jona

Redukcioni potencijal ekstrakata cveta biljne vrste S. nigra je potvrdio dominantnost MAE
ekstrakcione tehnike, u odnosu na ostale primenjene tehnike izolovanja sekundarnih metabolita.
Etanolni i vodeni MAE ekstrakti su ostvarili najbolji redukcioni potencijal primenom FRAP testa.
Etanolni MAE ekstrakt je jedan i po put imao jaci redukcioni kapacitet (3,09 mg TE/ml E) od
vodenog MAE ekstrakta (2,05 mg TE/ml E). Takode, etanolni UAE 1 MAC ekstrakti su ispol;jili
jacu redukcionu sposobnost (2,36 1 2,14 mg TE/ml E, redom) u odnosu na vodene UAE i MAC
ekstrakte (1,22 i 1,92 mg TE/ml E, redom).

Vodeni MAC ekstrakt je ostvario bolji redukcioni potencijal od vodenog UAE ekstrakta i
statisti¢ki je znacCajno aktivniji, iako je UAE ekstrakt dobijen savremenom tehnikom ekstrakcije.
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Sposobnost redukcije Cu?* jona

Procena redukcione sposobnosti ekstrakata cveta zove utvrdena je i primenom CUPRAC testa, a
rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.22 i u Prilogu 7.7, Tabela 22.
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Histogram 4.22. Sposobnost ekstrakata cveta zove u redukciji Cu?* jona

Rezultati dobijeni ispitivanjem redukcione sposobnosti ekstrakata cveta zove primenom CUPRAC
testa, prate trend redukcionog potencijala ekstrakata cveta zove koji je ostvaren primenom FRAP
testa. Stoga, etanolni ekstrakti su se i u ovom slucaju pokazali kao bolji redukcioni agensi od
vodenih ekstrakata cveta zove. Etanolni MAE ekstrakt je najpotentniji redukcioni agens (4,55 mg
TE/ml E), dok su etanolni UAE i MAC ekstrakti ispoljili veoma dobar redukcioni potencijal koji
se statisticki nije znacajno razlikovao (3,50 i 3,33 mg TE/ml E, redom). Rezultati redukcione
sposobnosti ispitivanih vodenih ekstrakata su nizi, ali je i kod vodenih ekstrakata vodeni MAE
ekstrakt najbolji redukcioni agens. U cilju naglaSavanja ostvarene bioloske aktivnosti, moze se
uociti da je i tradicionalan nacin pripreme ekstrakata i izolovanja sekundarnih metabolita iz biljnog
materijala u ovom slucaju ostvario veoma dobar rezultat, jer je utvrdeno da je vodeni MAC ekstrakt
efikasniji redukcioni agens (2,46 mg TE/ml E) od vodenog UAE ekstrakta (1,87 mg TE/ml E),
koji je dobijen savremenom ekstrakcionom tehnikom.
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Heliranje jona metala

Evaluacija antioksidativne aktivnosti ekstrakata cveta zove procenjena je i testom heliranja jona
metala. Rezultati analize prikazani su na Histogramu 4.23 i u Prilogu 7.7, Tabela 23.
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Histogram 4.23. Sposobnost ekstrakta cveta zove u heliranju jona metala

U toku metabolickih procesa generisu se slobodni radikali koji u reakcijama sa jonima metala
dovode do ostecenja Celija. Odredivanje heliranja jona metala ogleda se u sposobnosti ispitivanih
ekstrakata da sprec¢e promene na nivou ¢elija i da deluju kao antioksidativni agensi. Svi ispitivani
ekstrakti cveta zove su pokazali sposobnost heliranja jona metala. Posebno se izdvajaju ekstrakti
koji su dobijeni savremenim tehnikama izolovanja prirodnih proizvoda. Etanolni MAE i UAE
ekstrakti su pokazali skoro sli€énu sposobnost heliranja jona metala (0,62 1 0,60 mg EDTA/ml E),
bez statisticki znacajne razlike, dok je etanolni MAC ekstrakt postigao nizu vrednost (0,53 mg
EDTA/ml E). Vodeni MAE ekstrakt je ispoljio najveci kapacitet u heliranju jona metala (0,55 mg
EDTA/ml E), dok je vodeni MAC ekstrakt imao najniZu antioksidativnu sposobnost, §to ga €ini 1
najmanje efikasnim agensom koji ima potencijal da helira jone metala i na taj nacin spreci
destruktivne procese u ¢elijama. Vazno je ista¢i da se sposobnost heliranja jona metala izmedu
vodenog MAE i etanolnog MAC ekstrakta nije statisti¢ki znacajno razlikovala (0,55 i1 0,53 mg
TE/ml E, redom), pa se i na ovaj na¢in jasno zapaza uticaj ekstragensa i ekstrakcione tehnike na
biopotencijal analiziranih ekstrakata.

124



Doktorska disertacija Milena Vujanovié¢

Ukupna antioksidativna aktivnost

Rezultati ukupnog antioksidativnog kapaciteta ekstrakata cveta zove prikazani su na Histogramu
4.24 1 u Prilogu 7.7, Tabela 24.
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Histogram 4.24. Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakta cveta zove

Ekstrakti cveta zove su dobri nosioci ukupne antioksidativne aktivnosti, ali bolju ukupnu
antioksidativnu aktivnost su imali etanolni ekstrakti. Najvecu aktivnost imao je etanolni MAE
ekstrakt (0,0498 mg TE/ml E), zatim etanolni MAC i UAE ekstrakti (0,00446 i 0,00395 mg TE/ml
E, redom). Kada je re¢ o vodenim ekstraktima, vodeni MAE ekstrakt je ostvario znacajan rezultat
u pogledu ukupne antioksidativne aktivnosti (0,00433 mg TE/ml E), koji se statisticki nije
znacajno razlikovao od aktivnosti koju je realizovao etanolni MAC ekstrakt. U ovom slucaju se
jasno vidi uticaj odabrane tehnike ekstrakcije, kao i ekstragensa koji u velikoj meri doprinose
ispitivanom biopotencijalu. Vodeni UAE i MAC ekstrakti cveta zove su najslabiji nosioci ukupne
antioksidativne aktivnosti.

Kao 1 u prethodnim testovima u kojima je uradena evaluacija antioksidativne aktivnosti, etanol se
pokazao kao efikasniji rastvara¢ i etanolni ekstrakti su ostvarili bolji ukupni antioksidativni
kapacitet od vodenih ekstrakata cveta zove. MAE ekstrakcija je u ovom sluc¢aju najefikasniji nacin
koji moze da se primeni kako bi se dobili proizvodi koji ispoljavaju dobru antioksidativnu zastitu.
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Regresiona analiza sadrZaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u ekstraktima cveta zove i antioksidativne aktivnosti

Uticaj ukupnih fenolnih jedinjenja i dominantnih fenolnih kiselina i flavonoida na antiokisdativni
potencijal ekstrakata cveta zove najbolje se mozZe objasniti regresionom analizom, a rezultati
analize su prikazani u Tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i dominatnih
fenolnih jedinjenja u ekstraktima cveta zove i antioksidativne aktivnosti

Faktor determinacije R?
DPPH* ABTS** FRAP CUPRAC PM HM

Ukupni fenoli 0,64 0,81 0,73 0,80 0,73 0,71
Ukupni flavonoidi 0,65 0,82 0,73 0,77 0,84 0,83
Rutin 0,68 0,60 0,61 0,71 0,80 0,83
Hlorogenska kiselina 0,78 0,75 0,78 0,81 0,92 0,68
Ursolna kiselina 0,98 0,10 0,65 0,86 0,20 041
Kvercetin-3-0O-heksozid 0,68 0,76 0,72 0,73 0,93 0,69
Naringenin 0,79 0,79 0,83 0,90 0,81 0,53

Rezultati regresione analize pokazuju da su ukupni fenoli u dobroj korelaciji sa antioksidativnom
aktivno$¢u, a najbolja korelacija je ostvarena izmedu sadrzaja ukupnih fenola i neutralizacije
slobodnog ABTS** radikala i redukcione sposobnosti Cu?* jona. Ukupni flavonoidi su u najboljoj
korelaciji sa ukupnom antioksidativnom aktivnos$cu i heliranjem jona metala, a dobro koreliraju sa
neutralizacijom slobodnog ABTS** radikala. Rutin kao dominantan flavonoid u ispitivanim
ekstraktima najbolje korelira sa heliranjem jona metala i ukupnom antioksidativnom aktivnoscéu.
Hlorogenska kiselina je u najboljoj korelaciji sa ukupnim antioksidativnim kapacitetom i
redukcijom Cu?* jona i u umerenoj korelaciji sa antioksidativnom potencijalom ekstrakata cveta
zove koji se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima. Ursolna kiselina je u direktonoj korelaciji sa
neutralizacijom slobodnog DPPH* radikala, dok kvercetin-3-O-heksozid najbolje korelira sa
ukupnim antioksidativnim kapacitetom, a naringenin je u najboljoj korelaciji sa redukcionom
sposobnoséu Cu?* jona. Prisustvo fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima i njinova korelacija
sa antioksidativnim potencijalom ukazuje na njihov pojedinac¢an i ukupan doprinos ostvarenoj
bioloskoj aktivnosti.
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4.2.3.2. Neuroprotektivna aktivnost

Inhibicija enzima AChE

U cilju pronalaska prirodnih inhibitora prekomerne aktivnosti enzima CNS-a ispitani su ekstrakti
cveta zove kao potencijalni prirodni inhibitori, a rezultati inhibicije enzima AChE su prikazani na
Histogramu 4.25 i u Prilogu 7.8, Tabela 25.
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Histogram 4.25. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije AChE

Ekstrakti cveta zove su ostvarili znacajne rezultate u pogledu inhibicije AChE enzima. Etanolni
ekstrakti su imali jaci inhibitorni potencijal od vodenih ekstrakata, a najjacu inhibitornu mo¢
ostvarili su etanolni MAE 1 MAC ekstrakti, ¢ije se dobijene vrednosti inhibicije nisu statisticki
znacajno razlikovale (0,040 i 0,038 mg GALAE/ml E, redom). Takode, vodeni MAC ekstrakt je
ispoljio veoma dobru inhibitornu mo¢, ¢ija je vrednost 0,040 mg GALAE/ml E i koja se statisticki
nije znacajno razlikovala od aktivnosti koju su ostvarili etanolni MAE 1 MAC ekstrakti. Etanolni
UAE ekstrakt je pokazao veoma dobar potencijal u procesu smanjenja prekomerne aktivnosti
enzima AChE, ali je zabeleZena vrednost inhibicije niza (0,033 mg GALAE/ml E) od inhibicije
koju su ostvarili etanolni MAE | MAC ekstrakti. Vodeni ekstrakti dobijeni savremenim tehnikama
ekstrakcije (UAE 1 MAE) ostvarili su sli¢ne rezultate u procesu smanjenje prekomerne enzimske
aktivnosti (0,018 i 0,015 mg GALAE/mI E, redom), ali se statisticki znacajno razlikuju. Ostvareni
rezultati su jasan pokazatelj uticaja same ekstrakcione tehnike i procesnih parametara na
biopotencijal analiziranih ekstrakata.
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Inhibicija enzima BChE

Rezultati sposobnosti ekstrakata cveta zove da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima BChE su
prikazani na Histogramu 4.26 i u Prilogu 7.8, Tabela 26.
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Histogram 4.26. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije BChE

Kada je u pitanju inhibicija enzima BChE dobijeni rezultati daju drugaciju sliku o inhibitornom
potencijalu ekstrakata cveta zove. Vodeni ekstrakti cveta zove su ostvarili ja¢i inhibitorni
potencijal od etanolnih ekstrakata. U inhibiciji BChE najbolji inhibitorni kapacitet je postignut
vodenim UAE ekstraktom (0,0130 mg GALAE/ml E), a niZe vrednosti inhibicije su zabelezene
kod vodenih MAE i MAC ekstrakata (0,0052 10,0110 mg GALAE/mI E, redm). Etanolni ekstrakti
cveta zove su pokazali medusobno sli¢an inhibitorni potencijal (od 0,0047 do 0,0050 mg
GALAE/ml E), a na osnovu statisti¢ke analize rezultata, uoceno je da se inhibitorni potencijal
etanolnih ekstrakata statisticki znacajno razlikuje. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da ne
postoji nijedan navod u literaturi koji se odnosi na analizu cveta biljne vrste S. nigra u pogledu
inhibicije enzima centralnog nervnog sistema. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije
predstavljaju izuzetan doprinos opstoj karakterizaciji vrste S. nigra sa podrucja Balkanskog
poluostrva.
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4.2.3.3. Antitirozinazna aktivnost

Inhibicija enzima tirozinaze

Tirozinaza osim §to ucestvuje u sintezi pigmenta melanina, nalazi se i u mreznjaci (retini) oka i
omogucava normalan vid. Promene u aktivnosti ovog enzima povezane su sa nizom poremecaja
koji se javljaju u organizmu. Ekstrakti cveta zove su analizirani sa ciljem ispitivanja biljne vrste
S. nigra kao potencijalnog prirodnog inhibitora koji moze da uti¢e na smanjenje promena u radu
enzima tirozinaze. Rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.27 i u Prilogu 7.9, Tabela 27.
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Histogram 4.27. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije tirozinaze

Dobijeni rezultati su pokazali da ekstrakti cveta zove imaju sposobnost da inhibiraju promene u
radu enzima tirozinaze. Etanolni ekstrakti su ostvari bolji inhibitorni potencijal od vodenih
ekstrakata. Uticaj ekstrakcione tehnike i sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u analiziranim ekstraktima
su vazni faktori koji uti¢u na biolosku 1 funkcionalnu mo¢ ekstrakata cveta zove, pa je u ovom
slucaju etanolni MAE ekstrakt najdominantniji i ostvario je statisticki najbolji inhibitorni
potencijal (3,03 mg KAE/ml E). NiZe vrednosti u procesu inhibicije tirozinaze su ostvarene
etanolnim UAE 1 MAC ekstraktima (2,52 1 2,63 mg KAE/ml E), izmedu kojih statistiCkom
analizom rezultata nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Vodeni ekstrakti su ispoljili nizi
inhibitorni potencijal, a ostvarene vrednosti inhibicije su se kretale izmedu 0,80 i 1,07 mg KAE/ml
E. Vodeni MAC ekstrakt je pokazao najbolju inhibitornu mo¢, dok je nesto nizi potencijal ispoljio
vodeni MAE ekstrakt. Vodeni UAE ekstrakt je okarakterisan kao najslabiji inhibitorni agens
enzima tirozinaze.
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4.2.3.4. Antidijabetogena aktivnost

Inhibicija enzima a-amilaze

Sprecavanje promena funkcije enzima digestivnog sistema sintetickim molekulima izaziva
nezeljene efekte, zbog Cega je u okviru ovog istrazivanja ispitan potencijal ekstrakata cveta zove
kao prirodna zamena sintetickih molekula. Rezultati inhibicije enzima o-amilaze vodenim i
etanolnim ekstraktima cveta zove prikazani su na Histogramu 4.28 i u Prilogu 7.10, Tabela 28.
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Histogram 4.28. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije a-amilaze

Etanolni ekstrakti su se pokazali kao potencijalno bolji prirodni agensi u smanjenju prekomerne
aktivnosti enzima a-amilaze od vodenih ekstrakata cveta zove. Najbolji inhibitorni potencijal
ostvario je etanolni MAE ekstrakt (0,00490 mg ACAE/ml E), a zatim etanolni UAE i MAC
ekstrakti (0,00357 i 0,00225 mg ACAE/ml E, redom). Kod vodenih ekstrakata takode se istice
ekstrakt dobijen MAE ekstrakcijom (0,00245 mg ACAE/ml E), dok su znatno nizi inhibitorni
kapacitet ostvarili vodeni UAE i MAC ekstrakti (0,00110 i 0,00041 mg ACAE/mI E). Upotreba
dva razlicita rastvarac¢a u ovom istrazivanju uslovila je dobijeni rezultat, pa se moze uociti da je
50% etanol kao ekstragens efikasniji od vode, bez obzira da li se za izdvajanje biomolekula iz
biljaka primenjuju savremene ili tradicionale tehnike izolovanja. Takode, zapaza se da izbor
ekstrakcione tehnike u velikoj meri uti¢e na rezultate analize, pa se pretpostavlja da je u ovom
slucaju jaCina mikrotalasa uticala na jace naruSavanje Celijske strukture biljne sirovine i1 na taj
na¢in omogucila efikasnije izolovanje biomolekula odgovornih za inhibitorni potencijal
analiziranih ekstrakata.
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Inhibicija enzima a-glukozidaze

Rezultati inhibicije enzima a-glukozidaze ekstraktima cveta zove prikazani su na Histogramu 4.29
i u Prilogu 7.10, Tabela 29.

0,03

0,025 0,0238
0,0190

0.02 0,0180
0,015

0,01

0,0069 0,0067
0,005
0,0020
0 3

Vodeni UAE Vodeni MAE Vodeni MAC Etanolni UAE Etanolni MAE Etanolni MAC

mg ACAE/ml E

Histogram 4.29. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije a-glukozidaze

Uopsteno, poredenjem etanolnih i vodenih ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije enzima a-
glukozidaze utvrdeno je da su etanolni ekstrakti potentniji prirodni agensi, koji deluju na smanjnje
prekomerne aktivnosti ovog enzima. Etanolni MAE ekstrakt je ostvario najbolju inhibitornu
vrednost (0,0238 mg ACAE/ml E), dok su nize vrednosti zabeleZene kod etanolnih UAE 1 MAC
ekstrakata (0,0190 i 0,0067 mg ACAE/ml E, redom).

Analizom vodenih ekstrakata cveta zove uocava se da je MAE ekstrakt ispoljio mnogo jaci
inhibitorni potencijal (0,0180 mg ACAE/ml E) od UAE i MAC ekstrakata (0,0069 i 0,0020 mg
ACAE/ml E). Budu¢i da su etanolni i vodeni MAC ekstrakti postigli najnize vrednosti inhibicije,
zakljucuje se da MAC kao tehnika izolacije aktivnih principa nije optimalno reSenje za dobijanje
potentnih inhibitora enzima a-glukozidaze. Povremeno mesanje, odsustvo uticaja temperature koja
uti¢e na odvijanje hemijskih i biohemijskih reakcija izmedu prisutnih molekula u ekstraktu uticalo
je na dobijeni rezultat sprovedenog istrazivanja.
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Regresiona analiza sadrZaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u ekstraktima cveta zove i enzim inhibitorne aktivnosti

Primenom regresione analize izraCunati su korelacioni faktori koji pokazuju najbolju korelaciju
izmedu sadrzaja ukupnih i pojedinacnih fenolnih jedinjenja i inhibicije odabranih enzima, a
rezultati regresione analize su prikazani u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih komponenti i
dominantnih jedinjenja u ekstraktima cveta zove i inhibicije odabranih enzima

Faktor determinacije R?

AChE BChE Tirozinaza a-amilaza  a-glukozidaza

Ukupni fenoli 0,04 0,59 0,59 0,95 0,79
Ukupni flavonoidi 0,03 0,86 0,59 0,90 0,79
Rutin 0,07 0,93 0,69 0,75 0,55
Hlorogenska kiselina 0,14 0,95 0,70 0,73 0,53
Ursolna kiselina 0,90 0,93 0,96 0,56 0,05
Kvercetin-3-O- heksozid 0,08 0,98 0,59 0,69 0,54
Naringenin 0,20 0,58 0,72 0,82 0,54

Ukupni fenoli i flavonoidi su u direktnoj korelaciji sa inhibicijom a-amilaze i veoma dobro
koreliraju sa inhibicijom a-glukozidaze. Rutin je u dobroj korelaciji sa inhibicijom enzima BChE
i u umerenoj korelaciji sa inhibicijom ostalih ispitivanih enzima. Hlorogenska kiselina je u
direktnoj korelaciji sa inhibicijom enzima BChE, veoma dobro korelira sa inhibicijom a-amilaze,
dok je u umerenoj korelaciji sa inhibicijom tirozinaze i a-glukozidaze. Ursolna kiselina direktno
korelira sa inhibicijom enzima CNS-a i enzima tirozinaze, dok je umeren stepen korelacije
primecen sa inhibicijom a-amilaze, a izuzetno slaba korelacija je realizovana sa inhibicijom o-
glukozidaze. Kvercetin-3-O-heksozid veoma dobro korelira sa inhibicijom BChE enzima, dok je
naringenin u veoma dobroj korelaciji sa inhibicijom a-amilaze, dok je sa inhibicijom ostalih
analiziranih enzima ostvario umerenu korelaciju.

Rezultati regresione analize pokazuju da je inhibicija odabranih enzima pozitivno povezana sa
sadrzajem ukupnih fenola 1 flavonoida, kao i1 sa sadrZzajem dominantnih fenolnih jedinjenja.
Imaju¢i u vidu da fenolne komponente detektovane u ekstraktima cveta zove imaju izuzetan
bioloski potencijal i da su prisutni u visokim koncentracijama u ispitivanim ekstraktima, inhibicija
prekomerne aktivnosti enzima moze se objasniti prisustvom ovih jedinjenja u njihovom sastavu,
koji sinergisticki sa drugim fenolnim komponentama doprinose boljim bioloskim i funkcionalnim
karakteristikama ekstrakata cveta biljne vrste S. nigra.

Rezultati ispitivanja koje su ostvarili ekstrakati tradicionalno suSenog cveta i ploda zove ukazuju
da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vodenim i etanolnim ekstraktima cveta zove veci u
odnosu na njihovo prisustvo u vodenim i etanolnim ekstraktima ploda zove. Kroz ovakav rezultat
ogleda se uticaj faktora sredine. Cvetovi zove se sakupljaju u junu mesecu, kada temperature nisu
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izuzetno visoke, dok se plodovi zove sakupljaju tokom avgusta i septembra meseca, pa su suncani
periodi u ovom delu godine u znatnoj meri uticali na njihovo prisustvo u analiziranim ekstraktima
cveta i ploda biljne vrste S. nigra.

Poredenjem rezultata koji su dobijeni LC-MS/MS analizom ekstrakata ploda i cveta biljne vrste S.
nigra uocava se da fenolne kiseline: gentizinska, vanilinska, ferulna, elagna kiselina i flavonoidi
katehin 1 morin nisu prisutni u ekstraktima plodova. Sadrzaj dominantnih jedinjenja: hlorogenske
kiseline, rutina, kvercetin-3-O-heksozida i ursolne kiseline je znacajno veci u ekstraktima cveta
zove. Sadrzaj protokatehinske kiseline je detektovan u vecoj koncentraciji u ekstraktima plodova
zove. lako se zova smatra prirodnom laboratorijom” bioloski aktivnih molekula, razli¢iti delovi
iste biljke ne poseduju isti sadrzaj bioloski vrednih komponenata. Varijacija fenolnih jedinjenja u
cvetu i plodu zove potice od uticaja broja suncanih dana, o¢uvanosti biljnih organa, uticaja UV
zracenja, hemijskog sastava zemljista, kao i nadmorske visine na kojoj biljka raste. Pretpostavlja
se da je sadrzaj vode u plodu veéi od sadrzaja vode u cvetu zove, $to takode doprinosi konacnoj
slici polifenolnog profila ispitivanih biljnih organa. Poredenjem bioloske aktivnosti ekstrakata
cveta 1 ploda zove jasno se uocava da su vodeni MAE ekstrakti cveta zove ostvarili bolju
sposobnost u procesu neutralizacije slobodnih ABTS** i DPPH* radikala od TS vodenog MAE
ekstrakta ploda dobijenog istom ekstrakcionom tehnikom. Za razliku od TS vodenog MAE
ekstrakta, TS vodeni UAE i TS vodeni MAC ekstrakti plodova zove su ispoljili bolju sposobnost
kada je re¢ o neutralizaciji slobodnih ABTS*" i DPPH* radikala u odnosu na vodene UAE i MAC
ekstrakte cveta zove. Vodeni ekstrakti plodova zove dobijeni primenom savremenih i
tradicionalnih ekstrakcionih tehnika su efikasniji agensi u redukciji Fe** i Cu?* jona od vodenih
ekstrakata cveta zove. Za razliku od vodenih, etanolni ekstrakti cveta zove su ispoljili jaci kapacitet
u redukciji jona Fe®* i Cu?* od etanolnih ekstrakata plodova zove. Vodeni ekstrakti plodova zove
i etanolni ekstrakti cveta zove u heliranju jona metala prate isti trend kao i kod ispitivanja
redukcione sposobnosti. Ukupna antioksidativna aktivnost je jaca i kod vodenih 1 kod etanolnih
ekstrakata plodova zove u odnosu na vodene i etanolne ekstrakte cveta. U pogledu
neuroprotektivne aktivnosti vodeni ekstrakti plodova su bolji inhibitori prekomerne aktivnosti
enzima AChE i BChE od vodenih ekstrakata cveta, dok su etanolni ekstrakti i plodova i cveta zove
imali priblizno isti inhibitorni potencijal. Razlika u aktivnosti ekstrakata razli¢itih biljnih organa
iste biljke, koji su dobijeni upotrebom dva rastvaraCa ispitana je i analizom antitirozinazne
aktivnosti. U ovom slu¢aju vodeni ekstrakti plodova zove su jaci inhibitori enzima tirozinaze od
vodenih ekstrakata cveta, dok su etanolni ekstrakti cveta jace inhibirali ovaj enzim od etanolnih
ekstrakata plodova zove. Medutim, i vodeni i1 etanolni ekstrakti plodova zove su potentniji
inhibitorni agensi prema enzimama a-amilazi i a-glukozidazi od vodenih i etanolnih ekstrakata
cveta zove. Dobijeni rezultati predstavaljaju veliki znacaj i nau¢ni doprinos, jer je dokazano da je
zova veoma dobar izvor sekundarnih metabolita, koji poseduju bioloske i farmakoloske efekte. S
obzirom na malu zastupljenost u ishrani, analizirani ekstrakti se mogu smatrati potencijalnim
prirodnim agensima koji se mogu dodavati u ve¢ postojece proizvode kako bi se pobolj$ao njihov
kvalitet i kako bi stekli status funkcionalne hrane.
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4.3. Proizvodi od plodova zove

Ispitivanjem polifenolnog profila, bioloskih i funkcionalnih karakteristika ekstrakata plodova zove
moze se zakljuciti da su zdravstveni benefiti plodova bobiCastog voca posledica visoke
koncentracije polifenolnih jedinjenja. Sve vec¢i broj nau¢nih izvestaja ukazuje da su bobicasto voce
i ekstrakti bobicastog voca bogati polifenolnim komponentama koje pokazuju Sirok spektar
pozitivnih efekata na zdravlje ljudi (Kong i sar., 2003). Kao rezultat mnogih blagotvornih efekata,
bobicasto voce i1 ekstrakti bobicastog voca danas se sve vise koriste kao deo funkcionalne hrane,
ili u vidu prehrambenih suplemenata, $to je bila ideja za dobijanje i analizu proizvoda od zove,
kao novih, funkcionalnih proizvoda. Dalji tok doktorske disertacije je usmeren na analize soka i
vina koji su dobijeni od plodova zove, kao proizvoda koji jo$ uvek nisu zastupljeni na domaéem
trzistu.

4.3.1. Mati¢ni sok od plodova zove

4.3.1.1. Hemijski sastav mati¢nog soka

Bobicasto voée privlaéi potrosace svojim senzorskim karakteristikama, kao $to su boja, miris i
ukus (Toaldo i sar., 2016). Plodovi bobicastog voca se smatraju izvorima esencijalnih minerala i
vitamina, koji zajedno sa senzorskim svojstvima ¢ine ovo voce pozeljnim za konzumaciju
(Amagase i Farnsworth, 2011), uz kombinaciju sadrzaja Secera i organskih kiselina koje su
odgovorne za njihove senzorske karakteristike. Ove karakteristike su podstakle komercijalizaciju
bobicastog voca kao svezeg ili osuSenog u formulaciji razlicitih vrsta prehrambenih proizvoda.
Zahtevi trZiSta su sve veci 1 teZze da odgovore na sve izazove koje postavljaju potrosaci. Zbog
izuzetnog bioloSkog potencijala biljne vrste S. nigra koji je dokazan u ovoj doktorskoj tezi, zreli
plodovi zove su upotrebljeni za pripremu mati¢nog soka od zove, ¢iji hemijski sastav je analiziran.
Hemijski sastav mati¢nog soka od zove prikazan je u Tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Hemijski sastav mati¢nog soka od plodova zove

Milena Vujanovié

Parametri Vrednosti
pH vrednost 4,11+0,02
Sadrzaj suve materije (%) 7,69+0,19
Sadrzaj organskih kiselina (mg/ml)
Jabuéna kiselina 3,63+1,06
Sirc¢etna Kiselina 0,69+0,17
Limunska kiselina 0,49+0,14
Sadzaj Secera (mg/ml)
Glukoza 29,11£3,92
Fruktoza 22,60+3,18
Nutritivni profil
Sadrzaj ugljenih hidrata (mg/ml) 37,40+0,21
Sadrzaj lipida (mg/ml) 0,20+0,01
Sadrzaj proteina (mg/ml) 0,20+0,01
Energetska vrednost (kcal/100 ml) 15,20+3,14
Sadrzaj mineralnih materija (mg/l)
Na 7,69+0,36
K 3955,56+475,73
Mg 280,41+1,22
Ca 163,79+4,90
Fe 1,27+0,04
Cu 0,13+0,02
Mn 1,16+0,07
Zn 0,48+0,01
Cr 0,01+0,01
Sn <LoD
Ni 0,01+0,01
+3SD.

<LoD (limit detekcije).

Analizom hemijskog sastava utvrdeno je da je pH vrednost soka dobijenog tradicionalnim
postupkom cedenja plodova zove 4,11. pH vrednost soka od zove ukazuje da kiselost nije izrazena
1 da na osnovu pH vrednosti moZe se smatrati da je sok prihvatljiv za potroSace, bez korekcije
njegove kiselosti. Poredenjem pH vrednosti analiziranog soka sa pH vrednoSc¢u soka od aronije
koji su ispitivali Siddiq i sar. (2018) zapaza se da je pH vrednost soka od aronije 3,55. Razlika u
pH vrednostima sokova od bobi¢astog voca moze se objasniti razli¢itim stepenom zrelosti plodova,
kao i razli¢itim sadrzajem Secera i organskih kiselina u sokovima. Analiza hemijskog sastava je
ukljucivala i odredivanje sadrzaja suve materije matinog soka od zove i dobijena vrednost je
iznosila 7,69%.
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Dalje analize ukljucivale su prisustvo organskih kiselina i Secera, ali i evaluaciju nutritivnog i
mineralnog profila soka. Na osnovu sprovedenog istrazivanja utvrdeno je da je u soku od zove
najzastupljenija jabuc¢na kiselina u koncentraciji 3,63 mg/ml, dok su siréetna 1 limunska kiselina
prisutne u nizim koncentracijama.

U poredenju sa istrazivanjem koje je sprovedeno na soku od aronije, utvrdeno je da analizirani sok
ima veci sadrzaj jabucne i limunske kiseline (Daskalova i sar., 2019).

Pored organskih kiselina sadrzaj Secera u sokovima je povezan sa kvalitetom soka. Prisustvo
Secera u voénim sokovima utie na senzorska svojstva soka. Glukoza i fruktoza su glavni Seceri
koji su prisutni u vo¢nim sokovima. Koncentracija glukoze je nesto veéa od koncentracije fruktoze
u analiziranom soku, a vrednosti su iznosile 29,12 122,60 mg/ml, redom, $to je u skladu sa studijom
koju su izveli Sidor i Gramza - Michalovska (2015) na sokovima od drugog bobicastog voca.
Sadrzaj glukoze u soku od aronije je priblizno isti, dok je koncentracija fruktoze u soku od zove
nesto niza kada se uporedi sa sokom od aronije (Daskalova i sar., 2019).

Evaluacijom nutritivnog profila soka utvrdeno je prisustvo ugljenih hidrata u vrednosti 37,40
Procenjena je i energetska vrednost soka, koja je iznosila 15,20 kcal na 100 ml soka, od ¢ega
najveci deo kalorija potice od ugljenih hidrata prisutnih u soku. Nutritivni profil soka je jasan
pokazatelj da nacin dobijanja soka u velikoj meri uti¢e na prisustvo ispitivanih komponenata.
Pretpostavlja se da zbog tradicionalnog nacina cedenja zrelih plodova zove nije doslo do
efikasnijeg izolovanja proteina i lipida, pa je njihov sadrzaj u soku nizi, u odnosu na prisustvo
proteina i lipida u komercijalnim sokovima bobicastog voca.

Minerali pripadaju grupi gradivnih i funkcionalnih komponenti, jer su prisutni u ¢elijama, tkivima
1 organima. Oni imaju viSestruke uloge u telu: ukljuceni su u metabolicke procese, ucestvuju u
regulaciji osmotskog pritiska, u prenosu nervnih impulsa, utiCu na rast i razvoj, reguliSu
koagulaciju krvi, deluju kao kofaktori itd. Prirodni izvori bogati mineralima su povrée, Zitarice,
voce, kao 1 bobicasto voce (Gharibzahedi 1 Jafari, 2017), stoga je ispitano njihovo prisustvo u soku
od zove. Sok od zrelih plodova zove u najvecoj koncentraciji sadrzi makroelemente K i Mg
(3955,56 1 280,40 mg/l, redom), dok su Ca i1 Na prisutni u nizim koncentracijama (163,80 1 7,69
mg/l, redom). Relativno veliki sadrzaj K i Mg karakteristi¢an je za biljnu vrstu S. nigra, pa je
o¢ekivano njihovo prisustvo u ve¢im koncentracijama u soku od zove (Vuli¢, Vraéar i Sumié,
2008). Sadrzaj mikroelemenata u ispitivanom soku kretao se izmedu 0,01 i 1,27 mg/l, gde su Fe 1
Mn bili najzastupljeniji (1,27 i 1,16 mg/l, redom), dok su Cr i Ni kvantifikovani u najnizim
koncentracijama (0,01 mg/l), a koncentracija Sn je bila ispod limita detekcije. Zdravstvena
bezbednost dobijenog soka analizirana je na osnovu prisustva toksi¢nih elemenata: Pb, Cd, Hg 1
As, ¢ije su koncentracije u mati¢nom soku od plodova zove bile ispod limita detekcije (<0,001
mg/ml soka). Prisustvo toksi¢nih elemenata u analiziranom soku ¢ije su koncentracije bile ispod
limita detekcije ukazuje na to da ispitivana biljna vrsta raste u ekoloskom podrucju i na
nezagadenom zemljiStu.
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Rezultati istrazivanja koje su sproveli Koni¢-Risti¢ i sar. (2011), potvrduju da su minerali K i Fe
dominantni u sokovima koji su dobijeni od razli¢itog bobiCastog voca. Sadrzaj minerala u
mati¢nom soku od zove bio je ve¢i nego u voénim sokovima koje su ispitali Koni¢-Risti¢ 1 sar.
(2011). Prisustvo makro- i mikroelemenata, posebno K i Fe u soku od zove treba posebno istaéi,
jer su ovi minerali vazni faktori u prevenciji razli¢itih bolesti. Konzumacija hrane koja nije bogata
gvozdem ili veliki gubitak krvi moze da prouzrokuje nedostatak Fe, Sto uzrokuje insuficijenciju
hemoglobina i anemiju. K je mineral koji je najvazniji za rad srca, ali i drugih miSi¢a i nervnih
¢elija, pa manja promena nivoa ovog minerala u ¢elijama moze izazvati negativne efekte na
misiéni, nervni 1 kardiovaskularni sistem. Preporucena dnevna doza K za pravilno funkcionisanje
organizma za muskarce iznosi 3400 mg, dok je za zene optimalno 2600 mg. Sadrzaj K u soku od
plodova zove je malo ve¢i od preporucenih dnevnih doza, tako da ¢asa soka od zove od 1 dl
obezbeduje dnevne potrebe organizma za K. Preporucene dnevne doze Fe za musSkarce iznosi 8
mg, a za zene 18 mg (Gharibzahedi i Jafari, 2017). Sadrzaj Fe u soku od zove u ¢asi od 1 dl nije
dovoljan za obezbedivanje dnevnih potreba organizma za Fe, ali svakako predstavlja veoma
pogodan izvor ovog minerala za normalno odvijanje metaboli¢kih procesa.

U dosadasnjim nau¢nim publikacijama sadrzaj minerala u soku od zrelih plodova zove koji je
dobijen tradicionalnim nacinom cedenja voca nije analiziran, pa rezultati predstavljeni u ovoj
doktorskoj disertaciji daju korisne podatke i smernice za karakterizaciju i mogucnosti dalje
upotrebe soka od zove u ishrani, u cilju prevencije bolesti i promocije zdravlja.
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4.3.1.2. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja 1 polifenolni profil mati¢nog soka

Polifenoli kao bioloski, farmakoloski aktivne komponente su odgovorni za boju voca, a takode
uticu na fizi¢ke, hemijske i senzorske (gor¢ina i gipkost) karakteristike sokova (Mikulic-Petkovsek
i sar., 2016). Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u soku od zove predstavljen je u Tabeli 4.11.

Tabela 4.11. Sadrzaj ukupnih bioloski aktivnih jedinjenja i polifenolni profil soka od zove

SadrZaj ukupnih bioloSki aktivnih jedinjenja

Ukupni fenoli (mg GAE/mI soka)” 3,68+1,01
Ukupni flavonoidi (mg CE/ml soka)™ 0,37 +0,10
Ukupni monomerni antocijani (mg CGE/ml soka)™ 0,023 + 0,010

*kkk

Ukupni tanini (mg CE/ml soka) 1,19+ 2,17
Sadrzaj kvantifikovanih polifenolnih jedinjenja (Lg/ml)

p-Hidroksibezoeva kiselina 3,45+ 0,03
Protokatehinska kiselina 42,7 +0,85
p-Kumarinska kiselina 1,82+ 0,01
Galna kiselina 3,93+0,29
Hlorogenska kiselina 7,52 +£0,23
Kafena kiselina 3,07 £ 0,06
Hinska kiselina 310,00 £ 1,86
Kvercetin 6,17 £ 0,20
Kempferol-3-O-glukozid 0,46 + 0,02
Kvercetin-3-O-heksozid 18,0 + 0,90
Amentoflavon 0,36 £ 0,01
Rutin 5,11+ 0,05
Eskuletin 0,27 £ 0,02

“mg ekvivalenata galne kiseline po ml soka

" mg ekvivalenata rutina po ml soka

“*mg ekvivalenata cijanidin-3-O-glukozida po ml soka
““mg ekvivalenata katehina po ml soka

+3SD.

Determinacija ukupnih polifenolnih komponenata izvedena je spektrofotometrijski, a dobijeni
rezultati su pokazali da sok od zove u najvecoj meri sadrZi ukupne fenole 3,68 mg GAE/ml soka,
dok je prisustvo ukupnih flavonoida, monomernih antocijana i tanina zabeleZeno u nizim
koncentracijama. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u soku od zove je nizi od prisustva fenola u
komercijalno dostupnim sokovima od drugog bobicastog voca, dok je sadrzaj ukupnih flavonoida
i monomernih antocijana veéi (Bermudez-Soto i Tomas- Barberan, 2004). Razlike koje se javljaju
u prisustvu bioaktivnih jedinjenja u komercijalnom i tradicionalno dobijenom soku mogu se
oObjasniti razli¢itim na¢inom pripreme, prisustvom aditiva u komercijalnim sokovima, ¢ime se
povecava stabilnost proizvoda, ali 1 interakcijom sa drugim fitohemikalijama (nefenolna
jedinjenja) i Folin-Ciocalteu reagensom. U cilju utvrdivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava
fenolnih kiselina i flavonoida sok od zove je analiziran LC-MS/MS metodom.
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Od analiziranih, Sest fenolnih kiselina kvantifikovano je u soku od zove, a najdominantnije su
protokatehinska kiselina i hlorogenska kiselina (42,70 i 7,52 pg/ml, redom). Ovakav rezultat je
ocekivan i opravdan, jer je u ekstraktima plodova zove zabelezeno najvece prisustvo ovih fenolnih
kiselina.

Prisustvo protokatehinske kiseline u soku od zove je od izuzetnog znacCaja zbog njenih
farmakoloskih svojstava. Naucne studije su pokazale da protokatehinska kiselina pokazuje
neuroprotektivnu i antioksidativnu aktivnost, jer je u koncentracijama od 100 uM mocan inhibitor
agregacije B-amiloidnih fibrila i pokazuje snazan antioksidativni kapacitet (Hornedo-Ortega i sar.,
2016). Pretpostavlja se da protokatehinska kiselina, kao glavna fenolna kiselina u koncentraciji
koja je detektovana u soku od zove, doprinosi biopotencijalu analiziranog soka, ali i njegovoj
potencijalnoj upotrebi u prehrambenoj industriji kao novog i funkcionalnog proizvoda.

U studiji koju su sproveli Lee 1 sar. (2012), utvrdeno je da hlorogenska kiselina ima pozitivan
uticaj na kardiovaskularni i nervni sistem, zbog ¢ega prisustvo hlorogenske kiseline soku od zove
daje poseban znacaj. Pored fenolnih kiselina, identifikovano je Sest flavonoida, a u najvecoj
koncentraciji su detektovani: kvercetin-3-O-heksozid, kvercetin i rutin (18,00, 6,17 i 5,11 pg/ml,
redom). Prisustvo ovih jedinjenja kao glavnih flavonoida u soku od zove je posledica njihovog
prisustva u najve¢im koncentracijama u ekstraktima koji su dobijeni od plodova zove. Ekstrakti
plodova zove su bolji izvor flavonoida, jer su dobijeni primenom modernih ekstrakcionih tehnika,
pa je izolovanje fenolnih jedinjenja bolje, za razliku od ru¢nog cedenja, gde su odredene koli¢ine
fenolnih jedinjenja zaostale u kozi plodova. U poredenju sa komercijalnim sokovima koji su bili
izlozeni uticaju temperature i u koje su dodati aditivi, analizirani sok je imao ve¢i sadrzaj
flavonoida, posebno kvercetin-3-O-heksozida, dok kvercetin i rutin nisu detektovani u studiji koju
su sproveli Senica 1 sar. (2016). Istrazivanja iz oblasti prirodnih proizvoda su pokazala da su
kvercetin 1 rutin veoma moc¢ni bioflavonoidi koji imaju izrazen antioksidativni potencijal.
Kvercetin 1 njegovi konjugovani oblici sprecavaju oSte¢enje membrana eritrocita usled delovanja
slobodnih radikala. Ovi bioflavonoidi Stite ¢elije mozga od oksidativnog stresa, pa na taj nacin
sprecavaju razvoj Alchajmerove bolesti i drugih neuroloskih poremecaja. Znacajno je napomenuti
da oni inhibiraju oslobadanje histamina iz mastocita i drugih alergijskih komponenata i na taj nacin
deluju kao prirodni antihistaminici. Sposobnost kvercetina da spreci alergijske reakcije ima
ogromne implikacije na lecenje i prevenciju astme i bronhitisa (Gullon i sar., 2017). Prisustvo
kvercetina 1 rutina, kao dominantnih i veoma potentnih flavonoida, ¢ini sok od zove veoma
bogatim izvorom bioloski vaznih jedinjenja.

Proizvodi pripremljeni na tradicionalan nacin su bolji izvor polifenolnih jedinjenja od
komercijalnih proizvoda, jer je tokom pripreme izbegnut uticaj temperature, enzima, dodatog
Secera i drugih aditiva. Primec¢eno je da dodavanje enzima tokom pripreme soka utice na bioloSku
aktivnost proizvoda smanjujuci sadrzaj fenolnih jedinjenja. Takode, u poredenju sadrzaja fenolnih
kiselina u komercijalnim sokovima koje su analizirali McKai i sar. (2015) i tradicionalno
dobijenom soku od zove, moglo se uociti da analizirani sok ima ve¢i sadrzaj fenolnih kiselina 1
flavonoida od komercijalnih sokova. Vece prisustvo fenolnih kiselina u soku od zove u odnosu na
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flavonoide moZe se objasniti ¢injenicom da su flavonoidi skoncentrisani u kozi plodova, pa se
pretpostavlja da tokom cedenja nije doslo do potpunog oslobadanja flavonoida, zbog mehanickog
nacina cedenja plodova, bez upotrebe uredaja koji se najcesce koriste za cedenje voca (prese), dok
su se fenolne kiseline izdvojile u veéoj koncentraciji. Sprovedeno istrazivanje ukazuje da su
kvercetin-3-O-heksozid, kvercetin, rutin, protokatehinska kiselina i hlorogenska kiselina, prisutni
u najveéim koncentracijama u soku od zove, i u interakciji sa drugim fenolnim jedinjenjima mogu
pozitivno uticati na zdravlje potroSaca i funkcionalne karakteristike samog proizvoda.

4.3.1.3. Bioloske 1 funkcionalne karakteristike mati¢nog soka

4.3.1.3.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost soka od zove odredena je primenom viSe in vitro testova, a rezultati su
prikazani su u Tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Antioksidativna aktivnost mati¢nog soka od zove

Antioksidativni testovi Antioksidativna aktivnost

DPPH (mg TE/ml soka)” 2,16 0,79
ABTS (mg TE/ml soka)” 5,38 + 0,30
FRAP (mg TE/ml soka)” 7,26 1,63
CUPRAC (mg TE/ml soka)” 10,98 + 0,46
PM (mg TE/ml soka)” 29,63 + 2,31
HM (mg EDTA/mI soka)™ 0,11 + 29,20

*NO (mg TE/ml soka)” 53,06 + 17,40
LP (mg TE/ml soka)” 0,18 + 0,04

“mg ekvivalenata troloksa po ml soka
“mg ekvivalenata etilendiaminotetrasiréetne kiseline po ml soka
+3SD.

Sok od plodova zove ispoljava jako antioksidativno delovanje u svim primenjenim testovima, a
veoma dobar rezultat je ostvaren u pogledu neutralizacije slobodnih DPPH* i ABTS** radikala.
Bolji antioksidativni potencijal sok je ispoljio prema ABTS*" radikalu, ¢ija je aktivnost dva puta
veca (5,38 mg TE/ml soka) kada se uporedi sa aktivnocu koju je realizovao prema DPPH* radikalu
(2,16 mg TE/ml soka).

Rezultati u antioksidativnim testovima koji se zasnivaju na redukciji Fe** i Cu?* jona su pokazali
da je sok od zove potentan agens u redukciji ovih jona, s tim da je jaca redukciona sposobnost
ostvarena u redukciji Cu?* jona (10,98 mg TE/ml soka). Sok od zove je ostvario dobru ukupnu
antioksidativnu aktivnost primenom fosfomolibdenskog testa (29,63 mg TE/ml soka), dok je
ostvarena sposobnost heliranja jona metala 0,11 mg EDTA/mI soka.
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Mati¢ni sok od zove se pokazao kao veoma mocan agens u procesu neutralizacije *NO radikala, a
ostvarena vrednost inhibicije je zabeleZena u koncentraciji 53,06 mg TE/ml soka. Reaktivne vrste
azota (RNS), kao endogeni intermedijari koji se neprekidno obrazuju u zivim ¢elijama, igraju
sustinsku ulogu u regulaciji fizioloskih procesa, zbog Cega su razliCite bioloSke aktivnosti *NO
radikala uslovljene njegovim radikalskim karakterom (Shadyro i Lisovskaya, 2019). U ovom
slucaju sok od zove kao potencijalno novi proizvod poseduje vaznu funkciju u odrzavanju
homeostaze izmedu oksidativnog i antioksidativnog sistema, obezbedujuéi na taj nacin nesmetano
odvijanje fizioloskih procesa. Tradicionalno proizvedeni sok od zove ima sposobnost inhibicije
lipidne peroksidacije (0,18 mg TE/ml soka), §to je od izuzetnog znacaja, jer na taj nacin spre¢ava
oksidaciju lipida i oSteCenje celijskih membrana. Oksidativno oSteCenje lipida slobodnim
radikalima rezultira stvaranjem produkata lipidne peroksidacije, koji svojim delovanjem mogu da
izazovu razlicite nezeljene efekte unutar ¢elijskog sistema.

Pregledom podataka iz literature zapaZeno je da je ispitivani sok pokazao je nesto nizu aktivnost
uklanjanja slobodnih radikala od komercijalnog soka od bobic¢astog voca (Bermudez-Soto i
Tomas-Barberan, 2004), dok je ukupni antioksidativni potencijal, sposobnost heliranja jona
metala, kao i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije soka od zove prvi put ispitana u okviru
ove doktorske disertacije.

4.3.1.3.2. Enzim inhibitorna aktivnost

Dobijeni sok od plodova zove je potencijalno novi funkcionalni proizvod i u cilju evaluacije
njegovih bioloSkih i funkcionalnih karakteristika ispitan je neuroprotektivni, antitirozinazni i
antidijabetogeni potencijal. Dobijeni rezultati istraZivanja prikazani su u Tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Neuroprotektivni, antitirozinazni i antidijabetogeni potencijal mati¢nog soka od zove

Enzim inhibitorni testovi Enzim inhibitorna aktivnost
AChE (mg GALAE/ ml soka)” 3,91+0,12
BChE (mg GALAE/mI soka)” 1,11 +0,48
Tirozinaza (mg KAE/ml soka)™ 42,12 + 3,05
o-amilaza (mg ACAE/ml soka) ™ 0,009 + 0,001
o-glukozidaza (mg ACAE/mI soka)™ 0,004 + 0,001

“mg ekvivalenata galatamina po ml soka

““mg ekvivalenata koji¢ne kiseline po ml soka
““mg ekvivalenata akarboze po ml soka
+3SD.
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Neuroprotektivna aktivnost

Sok od zove je ostvario veoma dobar potencijal u inhibiciji prekomerne aktivnosti enzima AChE
1 BChE, s tim da je jacu inhibitornu mo¢ pokazao prema AChE (3,91 mg GALAE/ml soka), dok
je prema BChE ostvarena inhibitorna vrednost 1,11 mg GALAE/ ml soka. Na osnovu ranijih
studija utvrdeno je da se fenolne kiseline (p-hidroksibezoeva, protokatehinska, p-kumarinska,
galna i kafena kiselina) ili molekuli sa fenolnim prstenom i hidrofobnim ostacima u svojoj strukturi
smatraju potencijalnim inhibitorima AChE i BChE (Greig i sar., 2005). Fitohemijskim skriningom
je dokazano da je sok od zove veoma dobar izvor fenolnih kiselina, koji su potentni inhibitori
AChE i BChE enzima. Ova ¢injenica ukazuje na to da su fenolne kiseline detektovane u soku, u
najvecoj meri doprinele sposobnosti soka da ucestvuje u inhibiciji enzima i da na taj nacin utice
na sprecavanje razvoja neurodegenerativnih poremecaja.

Antitirozinazna aktivnost

Antitirozinazna aktivnost soka od zove je prvi put ispitana u ovom istrazivanju i sok je ostvario
veoma dobar inhibitorni potencijal, ¢ija je zabeleZena vrednost 42,12 mg KAE/ml soka. Postignuta
vrednost je rezutat biopotencijala biljne vrste S. nigra, ¢iji proizvodi bi mogli da budu potencijalni
i farmakoloski agensi. Sekundarni metaboliti biljaka predstavljaju najvaznije komponente kako
same biljne vrste, tako i njenih proizvoda i u velikoj meri uticu na njihov bioloski i farmakoloski
kapacitet. Prisustvo fenolnih kiselina, flavonoida i terpenskih jedinjenja u najvecoj meri doprinose
bioloskoj aktivnosti ove biljne vrste. Pored detektovanih metabolita, pretpostavlja se da sok sadrzi
i druge aktivne principe, koji medusobnim interakcijama ¢ine sok od plodova zove mo¢nim
inhibitorom tirozinaze (Vujanovi¢ i sar., 2019).

Antidijabetogena aktivnost

Analizom soka od zove u procesu inhibicije enzima digestivnog trakta utvrdeno je da sok ima
sposobnost da smanji prekomernu aktivnost enzima o-amilaze i a-glukozidaze, a ostvarene
vrednosti inhibicije su 0,009 i 0,004 mg ACAE/ml soka, redom. S obzirom da je fitohemijska
kompozicija soka od zove veoma dobra, o¢ekivana je jaca inhibicija enzima digestivnog trakta.
Nacin pripreme soka, faza zrelosti ploda 1 metoda koja je primenjena za ispitivanje mogu da
doprinesu kona¢nim rezultatima analize, $to je u ovom slucaju rezultovalo nizom aktivnoscu.
Pretpostavlja se, da u toku cedenja plodova nije doslo do potpunog izolovanja bioloski potentnih
jedinjenja koja bi mogla da uticu na povecanje inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze (Orhan
i sar., 2016). Rezultat koji je realizovan u ovoj studiji predstavlja veoma znac¢ajan korak u nau¢nom
istrazivanju tradicionalnog proizvoda, koji zahvaljujuéi svojim farmakoloskim i1 bioloskim
svojstvima bi mogao da izade iz etnofarmakoloSkih okvira i mogao bi da se deklariSe kao
potencijalni novi funkcionalni proizvod.
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4.3.1.4. Boja mati¢nog soka

Instrumentalnom karakterizacijom boje soka od zove utvrdene su sledece srednje vrednosti za L*
(svetlo¢u), a* (udeo crvene boje), b* (udeo zute boje), C* (zasi¢enost boje), h (,,hju” ugao) i A
(dominantnu talasnu duzinu): 19,68, 0,63, 1,66, 1,81, 69,84 1 581,71 nm, redom (Tabela 4.14).

Tabela 4.14. Instrumentalno odredeni parametri boje mati¢nog soka od zove

L* a* b* c* h  (nm)

1968+0,11 0,63+0,38 166+0,09 181+017 6984+1058 581,71+ 3,38
+3SD.

4.3.1.5. Senzorski profil mati¢nog soka od plodova zove - Kvantitativna deskriptivna
analiza mati¢nog soka

Na Radar dijagramu (Radar dijagram 4.1) prikazane su srednje vrednosti intenziteta 16
identifikovanih senzorskih svojstava soka od zove. Kod soka od zove senzorsko svojstvo
identifikovano kao ‘suva §ljiva’ kvantifikovano je sa najveéim intenzitetom 86,5, a zatim, sa
takode visoko kvantifikovanim intenzitetom, slede senzorska svojstva identifikovana kao ‘visnja’
- kvantifikovano sa 77,3, senzorsko svojstvo identifikovano kao ‘grejpfrut’ - kvantifikovano je sa
70,9, senzorsko svojstvo identifikovano kao ‘kiselo’ - kvantifikovano je sa 69,3 i senzorsko
svojstvo identifikovano kao ‘abrazija i isuSivanje grla’ - kvantifikovano je sa 67,6. Senzorska
svojstva identifikovana kao ‘kupina’, ‘cvekla’ i ‘skupljanje usta’ kvantifikovani su sa intenzitetom
59,6, 54,0 i 44,7, redom. Sa najmanjim intenzitetom kvantifikovana su senzorska svojstva
identifikovana kao ‘gorko’ (32,2), ‘kokos’ (31,7), ‘karanfili¢’ (18,8), ‘sir¢e’ (17,3), ‘slatko’ (16,7),
‘jorgovan’ (10,1) i ‘slano’ (7,5). ‘Perzistencija’ (postojanost) soka od zove kantifikovana je sa
80,1. Identifikacijom i kvantifikacijom 16 senzorskih svojstava soka od zove u potpunosti je
uradena senzorska karakterizacija ovog proizvoda, odnosno definisan je senzorski profil mati¢nog
soka od zove.
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Perzistencija (postojanost)
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Slanol'-\.\:::\-\-\:-- S ';‘.:";ngos
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Suve §ljive

"""_E'jorgovan

Radar dijagram 4.1. Senzorski profil mati¢nog soka

4.3.1.6. Stepen senzorske prihvatljivosti mati¢nog soka

Prihvatljivosti izgleda, ukusnosti, osje¢aja u ustima, ukusa koji ostaje u ustima i ukupne
prihvatljivosti mati¢nog soka od zove koji su dobijeni senzorskim testiranjem potrosaca prikazani
su u Tabeli 4.15. Izracunate srednje ocene za prihvatljivost izgleda, ukusnosti, ose¢aja u ustima,
ukusa koji ostaje u ustima 1 za ukupnu prihvatljivost iznosile su: 7,4 (izmedu umereno mi se dopada
i veoma mi se dopada), 5,7 (izmedu niti mi se dopada - niti mi se ne dopada i malo mi se dopada),
6,1 (izmedu malo mi se dopada i umereno mi se dopada), 5,9 (izmedu niti mi se dopada - niti mi
se ne dopada i malo mi se dopada) 1 6,1 (izmedu malo mi se dopada i umereno mi se dopada),
redom. Sve srednje ocene za prihvatljivost soka od zove numericki su vece od kategorije niti mi
se dopada - niti mi se ne dopada, odnosno vece su od indiferentnog (neutralnog) stava potrosaca,
tako da se moze konstatovati da ocene potrosaca pokazuju da im se sok od zove dopada - u manjem
ili ve¢em stepenu.

Tabela 4.15. Senzorska prihvatljivost mati¢nog soka od zove od strane potroSaca

Prihvatljivost
izgleda

Prihvatljivost
ukusnosti

Prihvatljivost
osecaja u ustima

Prihvatljivost ukusa
koji ostaje u ustima

Ukupna
prihvatljivost

7,4

5,7

6,1

5,9

6,1
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4.3.1.7. Senzorska ocena boje mati¢nog soka

Prema NCS atlasu boja (Natural Color System®© - The international language of colour
communication™, Scandinavian Colour Institute AB, Stockholm, Sweden, www.ncscolour.com),
metodom konsenzusa ocenjivaca, boja soka od zove vizuelno je identifikovana kao boja S 5040-
R20B karta u boji (Slika 4.4), $to je samo jo$ jedna karakteristika ovog proizvoda koja dodatno
doprinosi boljem definisanju senzorskog profila soka od zove.

Slika 4.4. S 5040-R20B karta u boji
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4.3.2. Vino od plodova zove

4.3.2.1. Hemijski sastav vina

Milena Vujanovic¢

Cetiri tipa vina koja su dobijena od plodova zove pri razli¢itim temperaturnim tretmanima u
razli¢itim vremenskim intervalima su analizirana sa ciljem odredivanja kvaliteta dobijenog
proizvoda. Rezultati ispitivanja hemijskog sastava vina od zove su prikazani u Tabeli 4.16.

Tabela 4.16. Hemijski sastav vina od plodova zove

Parametri BTT 60 °C, 5 min. 60 °C, 10 min. 70 °C, 5 min.
Relativna gustina 1,030,022 1,03+0,022 1,030,012 1,03+0,022
Etanol (%, v/Vv) 1,41+0,01° 2,21+0,02° 2,17+0,01° 2,350,032
pH vrednost 4,11+0,012 4,00+0,00? 4,06+0,022 4,19+0,01°
Isparljive kiseline (g/l) 0,750,022 0,46+0,01° 0,49+0,02° 0,60 +0,02°
Organske kiseline (mg/ml)
Jabucna kiselina
Siréetna kiselina 5,52+0,042 5,20+0,02° 4,87+0,05° 4,93+0,03°
Limunska kiselina 0,023+0,003? 0,019+0,001°¢ 0,021+0,0012P 0,022+0,001%P
1,04 +0,01° 0,82+0,03° 0,74+0,02¢ 0,90+0,03°
Sadrzaj glukoze (mg/ml) 0,61+0,23 <LoD <LoD <LoD
Ukupni ekstrakt (g/1) 78,20+3,05° 82,90+2,782 77,70+2,51° 76,9042 43"
Suva materija (%, m/m) 6,90+0,42%P 7,22+0,56° 6,75+0,48" 6,79+0,51°
Metanol (mg/l) 503,97+7,98? 519,44+6,48? 404,65+9,67° 500,055,502
Ukupni sumpor dioksid (mg/l) 67,201,532 46,08+1,07° 69,76+0,302 43,84+1,28°
Mineralne materije (mg/l)
Na 10,28+0,42° 14,20+0,55° 16,77+0,68" 19,48+0,802
K 5225,62+628,48"  5742,00+690,59° 5597,45+673,20° 5657,14+680,38°
Mg 327,95+4,26° 345,29+4,543P 354,82+4,72° 370,58+5,03?
Ca 175,45%3,66¢ 204,01+3,85° 214,66+3,93? 185,84+3,71°
Fe 3,65+0,21° 4,12+0,27° 4,63+0,32° 4,58+0,30°
Cu 0,95+0,11° 1,12+0,13? 1,12+0,152 1,03+0,10°
Mn 2,12+0,05¢ 2,24+0,06° 2,52+0,06° 2,760,072
Zn 1,12+0,06° 0,92+0,04° 1,12+0,05° 1,57+0,09?
Cr 0,020,002 0,01+0,00° 0,01+0,00° 0,02+0,002
Sn 0,06+0,01¢ 0,07+0,01° 0,15+0,02° 0,25+0,032
Ni 0,04+0,012 0,02+0,00° 0,04+0,012 0,02+0,00°

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene razli¢itim slovima (a-d) znacajno se razlikuju (p < 0,05).

<LoD (limit detekcije).
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Jedan od pokazatelja slozenih hemijskih i fizicko-hemijskih promena u vinu je relativna gustina.
Vrednosti relativne gustine zavise od sadrzaja alkohola, Secera i ukupnog ekstrakta u vinu.
Relativna gustina za Cetiri tipa vina od zove je 1,03. Dobijena vrednost je malo ve¢a u odnosu na
vrednosti koje su propisane pravilnikom za vino od grozda, ali su u skladu sa vrednostima relativne
gustine za vo¢na vina (Sl. glasnik RS, 107/2014).

Sadrzaj alkohola je jedan od klju¢nih parametara koji uti¢e na kvalitet vina. Kao glavni proizvod
alkoholne fermentacije, sadrzaj etil alkohola u ispitivanim vinima od zove je u opsegu 1,41-2,35%.
Nizi sadrzaj alkohola je zapazen u uzorku vina koji nije izlozen toplotnom tretmanu, dok je najveci
procenat alkohola utvrden kod vina koje je toplotno tretirano temperaturom 70 °C u toku 5 minuta.
Vina koja su toplotno tretirana imala su veéi sadrzaj alkohola, pa se pretpostavlja da je usled
temperaturnog tretmana poveéan sadrzaj alkohola zbog fermentacije zaostalog Secera.
Temperaturni tretman u trajanju od 5 minuta na 60 i 70 °C rezultovao je povecanjem sadrzaja
alkohola u vinu, §to se moZe objasniti uticajem kvasaca, odnosno njihove aktivnosti u toku
fermentacije.

pH vrednost vina koje nije izlozeno uticaju temperature je bila 4,11. Izlaganjem vina
temperaturnom tretmanu 60 °C toku 5 minuta i 60 °C u toku 10 minuta, vrednost pH vina se malo
smanjila (4,00 i 4,06, redom), dok je temperaturni profil 70 °C u trajanju od 5 minuta uticao na
blago povecanje pH vrednosti (4,19). Na osnovu statistiCke obrade dobijenih rezultata, utvrdeno
je darazlika pH vrednosti izmedu analiziranih vina nije statisticki znacajna.

Isparljive kiseline u vinu nastaju kao sekundarni proizvodi alkoholne fermentacije, a mogu se javiti
naknadno kao posledica kvarenja vina. Osim uticaja na senzorska svojstva vina, isparljive kiseline
predstavljaju indikator bioloske stabilnosti. Rezultati analize su pokazali da je najveca
koncentracija isparljivih kiselina primec¢ena u vinu bez toplotnog tretmana (0,75 g/l), a zatim u
vinu koje je izlozeno uticaju temperature 70 °C u trajanju od 5 minuta (0,60 g/l). Vina koja su
izloZena uticaju temperature 60 °C u toku 5 minuta i 10 minuta imala su niZi sadrZaj isparljivih
kiselina (0,46 i 0,49 g/1), koje se statisticki nisu znacajno razlikovale. Sam proces alkoholne
fermentacije, kao 1 vrsta i soj kvasaca koji su uklju€eni u proces fermentacije vina uticu na
stvaranje isparljivih kiselina (posebno siréetne kiseline). Isparljive kiseline se u vinu mogu
obrazovati u toku ¢uvanja vina, uticajem kiseonika i usled oksidacije etanola (Schelezki i sar.,
2020).

Organske kiseline koje su najcesce prisutne u voénim vinima su jabucna, limunska i siréetna
kiselina. Njihova koncentracija se menja tokom razvoja plodova voca, Sto zavisi od stepena zrelosti
plodova, vrmenskih uslova i alkoholne fermentacije (Zeravik i sar., 2016). Prisustvo jabucne
kiseline je u najvecoj koncentraciji uoceno u vinu koje nije izlozeno temperaturnom tretmanu.
Usled uticaja temperature sadrzaj jabucne kiseline u vinu od zove se smanjio. Podaci iz literature
ukazuju da tokom sazrevanja plodova voca, a posebno usled toplih perioda, sadrzaj jabucne
kiseline se smanjuje, pa su dobijeni rezultati u saglasnosti sa literaturnim navodima (Del Torno-
de Roman i sar., 2013). Limunska kiselina je dominantna kiselina u vinu koje nije izlozeno uticaju
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temperature, dok se njen sadrzaj smanjuje u vinima koja su toplotno tretirana. Usled alkoholne
fermentacije 1 delovanja temperature sadrzaj organskih kiselina u vinu se smanjuje. Siréetna
kiselina je prisutna u vinima od zove u opsegu koncentracija 0,019-0,023 mg/ml, pa se nalazi u
okvirima koji su propisani pravilnikom za vo¢na vina (Sl. list SCG, 24/2004).

Prisustvo Secera u vinu je jedino zapaZeno kod vina koje nije izlozeno uticaju temperature.
Glukoza je detektovana u vinu bez toplotnog tretmana u koncentraciji 0,61 mg/ml. Ostali tipovi
vina od zove ne sadrze Secere, pa se mogu okarakterisati da pripadaju suvim vinima.

Ukupan ekstrakt predstavljaju neisparljivi sastojci vina koji imaju veliki znacaj u formiranju ukusa
vina. Vino koje je tretirano temperaturom 60 °C u toku 5 minuta se odlikovalo najve¢im sadrzajem
ukupnog ekstrakta 82,90 g/l. Izmedu ostalih vina ne postoji statisticki znacajna razlika, a vrednosti
se kre¢u od 76,90 do 78,20 g/l. Visa temperatura i duze vreme trajanja temperaturnog tretmana
uzrokuju smanjenje ukupnog ekstrakta, Sto pokazuje da delovanjem temperature 60 °C u trajanju
od 5 minuta dovodi do povecanja ukupnog ekstrakta u vinu od zove.

U okviru hemijskog sastava vina od plodova zove ispitan je i sadrzaj suve materije. Najveci i
statisticki najznacajniji procenat suve materije zabelezen je u vinu koje je izloZeno uticaju
temperature 60 °C u toku 5 minuta (7,22%), niZi procenat suve materije je uocen u vinu koje nije
izlozeno temperaturnom tretmanu (6,90%), dok je sadrzaj suve materije u vinima temperaturnog
profila 60 °C i 10 minutai 70 °C i1 5 minuta iznosio 6,75 1 6,79%, redom, izmedu kojih nije utvrdena
statisticki znacajna razlika.

Koncentracija metanola u vinu bez toplotnog tretmana je iznosila 503,97 mg/l, ali se usled
delovanja temperature 60 i 70 °C koncentracija metanola povecala. Najveca koncentracija
metanola je detektovana u vinu koje je izloZeno uticaju temperature 60 °C u toku 5 minuta (519,44
mg/l), dok je koncentracija metanola u vinu temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta iznosila 500,05
mg/l 1 izmedu ova tri tipa vina nije utvrdena statisticki znacajna razlika. NajniZza koncentracija
metanola izmerena je u vinu koje je dobijeno delovanjem temperature 60 °C u toku 10 minuta
(404,65 mg/l), pa se moze zakljuciti da se sadrzaj metanola u vinu smanjuje sa povecanjem
vremena temperaturnog tretmana. Posto metanol nastaje razgradnjom pektina, pretpostavlja se da
su pektinske materije u najve¢oj meri uticale na prisustvo metanola u ispitivanim vinima. Prema
Pravilniku o kvalitetu 1 drugim zahtevima za alkoholna pi¢a maksimalna dozvoljena koncentracija
metanola u voénim vinima je 250 mg/1 (SL. list SCG, 24/2004). Naucne studije su pokazale da
vocna vina dobijena od tresnje (335 mg/1), kruske (691 mg/l) i Sljive (504 mg/1) imaju veci sadrzaj
metanola u odnosu na vina od grozda (Francot 1 Geoffroy, 1956).

Ukupni sumpor dioksid predstavlja sredstvo koje olakSava proizvodnju i ¢uvanje vina, olakSava
izolovanje biljnih pigmenata iz plodova voca, sprecava aktivnost nekih mikroorganizama.
Medutim, sumpor dioksid ima i1 nezeljena dejstva ukoliko je njegova koncentracija u vinu
premasena. Povecano prisustvo sumpor dioksida negativno utiCe na miris i ukus vina,
onemogucava transformaciju jabucne u mle¢nu kiselinu, nakon oslobadanja u Zelucu prelazi u
krvotok i oduzima kiseonik, vezuje se za vitamin B (Li, Guo i Wang, 2008).
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Pored napora da se zameni drugim konzervansom sumpor dioksid je ostao nezaobilazan u
vinarstvu. Sumpor dioksid je najvise prisutan u vinu od zove koje je 10 minuta izlozeno delovanju
temperature 60 °C (69,76 mg/l), dok je najniza vrednost zabelezena u vinu koje je bilo izlozeno
temperaturi 70 °C u trajanju od 5 minuta (43,84 mg/l). Kada je temperaturni tretman duZze trajao
sadrzaj sumpor dioksida se poveéavao, u odnosu na vino bez toplotog tretmana. Uticaj vremena
tretmana na sadrzaj sumpor dioksida u vinu se moze povezati sa duzinom trajanja temperaturnog
tretmana. Izlozenost vina uticaju temperature 60 °C u toku 5 minuta smanjio je sadrzaj sumpor
dioksida (46,08 mg/l).

Zbog nemogucénosti organizma da sintetiSe mineralne materije, neophodne koli¢ine za pravilno
funkcionisanje organa se obezbeduju putem ishrane. Konzumacijom vina kao prehrambenog
proizvoda i ,,novog terapijskog agensa” obezbeduje se potrebna koli¢ina minerala za normalno
odvijanje fizioloskih i biohemijskih procesa. Minerali u vinu od zove poti¢u od ploda, jer rast i
razvoj biljka zahteva odredenu koli¢inu minerala, koje biljka usvaja iz zemljista.

Analizom mineralnog profila vina od zove utvrdeno je da je kalijum najdominantniji mineral. U
manjoj koncentraciji su zastupljeni magnezijum, kalcijum i natrijum. Vino izloZeno
temperaturnom tretmanu 60 °C u toku 5 minuta se pokazalo kao najbolji izvor kalijuma (5742,00
mg/l), dok su vrednosti kalijuma u vinima koja su tretirana temperaturom 70 °C u toku 5 minuta i
60 °C u toku 10 minuta iznosile 5657,14 1 5597,45 mg/l, redom, izmedu kojih nije utvrdena
statisticki znacajna razlika. Vino bez toplotnog tretmana je imalo najnizi sadrzaj kalijuma (5225,62
mg/l). Povecanje temperature i vremena trajanja temperaturnog tretmana vina od zove olaksalo je
oslobadanje mineralnih materija iz plodova ove biljne vrste, koja predstavlja veoma bogat izvor
kalijuma. Najzastupljeniji mikroelementi u vinu od zove su gvozde, mangan i cink. SloZenost
interakcija i promena koje nastaju tokom uticaja temperature na vina od zove dovele su do
varijacija u njihovom sadrzaju. Povecanjem temperature biodostupnost pojedinih minerala u
vinima se povecala u odnosu na vino koje nije toplotno tretirano. Ova pojava se moze objasniti da
temperature 60 i 70 °C pozitivno uticu na oslobadanje mikro- i makroelemenata iz biljne sirovine,
usled narusavanja strukture ¢elije temperaturnim tretmanom.
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4.3.2.2. Fitohemijski sastav vina

4.3.2.2.1. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida

Vina imaju veoma slozen fenolni sastav koji zavisi od vrste biljne sirovine koja se koristi za
dobijanje vina, ali takode 1 od primenjenih tehnologija za dobijanje vina i1 enoloskih postupaka
analize vina (Baiano i sar., 2009). Prisustvo fenolnih jedinjenja u vinu od grozda i voénim vinima
utice na bioloske 1 funkcionalne karakteristike vina. SadrZzaj ukupnih fenola u vinu od zove je
prikazan na Histogramu 4.30 i u Prilogu 7.11, Tabela 30.
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mg GAE/mL vina

Histogram 4.30. Sadrzaj ukupnih fenola u vinima od plodova zove

Sadrzaj ukupnih fenola u vinima od zove se povecao kada je re¢ o temperaturnim profilima 70 i
60 °C u trajanju od 5 minuta (5,12 i 5,07 mg GAE/ml vina, redom) i sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja izmedu ova dva tipa vina se statisticki znacajno ne razlikuje. Vino koje nije izlozeno
uticaju temperature odlikuje se manjim sadrZzajem ukupnih fenola (4,60 mg GAE/ml vina), dok je
najniza koncentracija ukupnih fenola zapazena kod vina koje je izlozeno delovanju temperature
60 °C u trajanju od 10 minuta (4,46 mg GAE/ml vina), pa se pretpostavlja da je duzi temperaturni
tretman uticao na smanjenje ukupnih fenolnih molekula u vinu. Vece prisustvo ukupnih fenola u
vinima koja su izloZena uticaju temperaturnog tretmana u trajanju od 5 minuta ukazuje da je na
poviSenim temperaturama efikasnije izolovanje fenolnih jedinjenja iz biljne vrste S. nigra u odnosu
na izdvajanje ukupnih fenola bez uticaja temperature, jer temperatura pospesuje odvijanje rekacija
izmedu bioloski aktivnih molekula prisutnih u vinu. Moze se primetiti da se sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja smanjuje sa pove¢anjem vremena izloZenosti vina temperaturnom tretmanu.
Smatra se da produzeno delovanje temperature na vino uzrokuje degradaciju fenolnih
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komponenata koje nisu toplotno stabilne, pa se sadrzaj ukupnih fenola u vinu smanjuje.
Temperature 70 1 60 °C uticu na isti nacin na osobadanje ¢elijskog sadrzaja iz biljnog materijala.

Za industrij sku primenu i proizvodnju Vina od plodova zove ovaj rezultat je znacajan kako bi se

Sadrzaj ukupnih flavonoida u vinima od zove prikazan je na Histogramu 4.31 i u Prilogu 7.11,
Tabela 31.
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Histogram 4.31. Sadrzaj ukupnih flavonoida u vinima od plodova zove

Prisustvo ukupnih flavonoida prati isti trend kao i kod sadrzaja ukupnih fenola. Vina izlozena
uticaju temperature 70 i 60 °C u trajanju od 5 minuta, predstavljaju najbolji izvor ukupnih
flavonoida (0,42 i 0,31 mg RU/ml vina, redom). Nizi sadrzaj ukupnih flavonoida je zabelezen u
vinu koje je tretirano temperaturom 60 °C u trajanju od 10 minuta (0,24 mg RU/ml vina). Uticaj
temperature na vino od zove u toku 10 minuta smanjuje prisustvo ukupnih flavonoida. Flavonoidi
koji su otporni na temperaturu 60 °C kada su duze izlozeni dejstvu temperature podlezu razlicitim
hemijskim reakcijama u toku kojih dolazi do transformacije i narusavanja njihove strukture, Sto
prati smanjenje ove grupe fenolnih jedinjenja u ispitivanom vinu. Ocekivano je da sadrzaj ukupnih
flavonoida bude najnizi u vinu koje nije izloZeno uticaju temperature (0,14 mg RU/ml vina), jer
nisu obezbedeni adekvatni uslovi na kojima bi moglo do¢i do ekstrakcije flavonoida iz koris¢enog
biljnog materijala.
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4.3.2.2.2. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u vinima od zove prikazan je na Histogramu 4.32 i u
Prilogu 7.11, Tabela 32.
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Histogram 4.32. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u vinima od plodova zove

Rezultati analize su pokazali da je vino od zove koje je tretirano temperaturom 70 °C u toku 5
minuta najbolji izvor monomernih antocijana (0,76 mg CGE/ml vina), dok su u ostali uzorci vina
odlikovali nizim koncentracijama ovih biljnih pigmenata. Vino koje je izloZeno uticaju
temperature 60 °C u toku 5 minuta je veoma dobar izvor antocijana (0,67 mg CGE/ml vina) i
statistickom obradom podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika u odnosu na vino ¢iji
tretman je trajao 10 minuta na temperaturi 60 °C (0,63 mg CGE/ml vina). Uzorak vina koji nije
izlozen dejstvu temperature se o¢ekivano karakteriSe najnizim sadrzajem antocijana (0,48 CGE/ml
vina).

Izolovanje monomernih antocijana iz plodova zove pocinje jo§ u predfermenatativnoj fazi
maceracije, i od prisustva antocijana u kozi plodova zavisi njihova koncentracija u dobijenom vinu.
Ekstrakcija antocijana je jednostavna, zbog njihove lokalizacije u plodu. Medutim, mehanicka
oStecenja plodova mogu da dovedu do smanjenja sadrzaja ovih polifenolnih jedinjenja. Osim
mehanickih o$te¢enja, na prisustvo antocijana u vinu u velikoj meri uti¢u temperatura u toku
maceracije, sadrzaj alkohola, kiseonik 1 prisustvo sumpor dioksida. Odsustvo delovanja
temperature na uzorak vina koji je imao najniZzu koncentraciju monomernih antocijana objasnjava
se uticajem uslova maceracije, gde izolovanje ovih biljnih pigmenata nije potpomognuto
delovanjem temperature.
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4.3.2.2.3. Sadrzaj ukupnih tanina

Sadrzaj ukupnih tanina u vinu od zove prikazan je na Histogramu 4.33 i u Prilogu 7.11, Tabela 33.
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Histogram 4.33. Sadrzaj ukupnih tanina u vinima od plodova zove

Analizirana vina su imala sli¢an sadrzaj ukupnih tanina i statistickom obradom dobijenih rezultata
utvrdeno je da izmedu njih ne postoji statisticki znacajna razlika. Najniza koncentracija tanina
prisutna je u vinu ¢iji je temperaturni profil zasnovan na delovanju temperature 60 °C u toku 10
minuta (3,18 mg CE/ml vina). Koli¢ina tanina u vinu zavisi od vrste vo¢a koje se koristi za preradu
1 dobijanje vina, duzine kontakta s koZicom u fermentaciji i prisustva peteljki plodova. Posto je
kozica bobicastih plodova bogata taninima, pretpostavlja se da je u toku fermentacije vina od zove
doSlo do oslobadanja vece kolicine tanina, bez obzira na uticaj temperature. Osim §to uticu na
senzorska svojstva vina, tanini kao bioloski aktivna jedinjenja mogu da obezbede odrzanje

kvaliteta vina, pa na taj nacin deluju na funkcionalne karakteristike proizvoda.

4.3.2.2. Polifenolni profil vina
U cilju karakterizacije vina od zove i procene bioloskih i funkcionalnih karakteristika uraden je

fitohemijski skrining fenolnih jedinjenja koja su prisutna u dobijenom proizvodu. Rezultati analize
su prikazani u Tabeli 4.17.
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Tabela 4.17. Fitohemijski skrining vina od plodova biljne vrste S. nigra

Milena Vujanovié

Sadrzaj kvantifikovanih polifenolnih jedinjenja (pg/ml)

Fenolna jedinjenja Vina
BTT 60 °C, 5 min. 60 °C, 10 min. 70 °C, 5 min.
p-OH benzoeva kis. 42,96+1,68 40,96+3,012P 38,68+1,53° 39,47+0,11°
Protokatehinska Kis. 52,464,202 24,21+1,94° 20,60+1,65° 20,03+1,60°
2,5-dihidroksibenzoeva kis. 2,21+0,18¢ 2,42+0,19° 2,24+0,18° 2,65+0,218
p-kumarinska Kis. 0,61+0,05° 0,50+0,05° 0,50+0,05° 1,39+0,132
Galna kis. 0,9340,08" <LoD 0,55+0,05" 5,360,482
Kafena Kis. 4,860,002 0,60+0,04° 0,58+0,04¢ 1,04+0,07°
Hinska kis. 1674,77+167,48° 2053,98+205,40? 1915,77+191,58° 966,45+96,644
Hlorogenska kis. 17,67+0,32° 24,86+3,442 14,35+0,64°¢ 11,13+2,97¢
Ursolna kis. 0,34+0,01° 0,26+0,01¢ 0,16+0,01¢ 0,70+0,022
Eskuletin 0,68+0,042 0,35+0,02° 0,54+0,03" 0,28+0,02¢
Naringenin 0,42+0,03" 0,56+0,04% 0,39+0,03° 0,41+0,03"
Epikatehin 1,96+0,20° 1,85+0,18° 1,55+0,16¢ 3,36+0,342
Kvercetin 43,35+3,00° 149,48+14,84? 69,9442 98P 158,89+17,672
Izoramnetin 0,54+0,03¢ 1,85+0,112 0,99+0,06° 1,71+0,10°
Kempferol-3-O-glukozid 0,65+0,03° 0,770,032 <LoD 0,49+0,02°
Kvercetin-3-O-heksozid 17,67+0,32° 24,86+3,442 14,35+0,64° 11,13+2,97°¢
Rutin 4,20+0,13° 3,77+0,11° 12,27+0,37° 52,71+1,582
Kempferol 0,28+0,02¢ 2,63+0,18? 0,92+0,06° 2,82+0,20?

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene razli¢itim slovima (a-d) znacajno se razlikuju (p < 0,05).

<LoD (limit detekcije).
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LC-MS/MS analizom vina od zove utvrdeno je prisustvo 18 fenolnih jedinjenja (8 fenolnih
kiselina, ursolna kiselina i 9 flavonoida). Dominantne fenolne kiseline u vinu od zove su p-
hidroksibenzoeva kiselina, protokatehinska kiselina i hlorogenska kiselina. Protokatehinska i
p-hidroksibenzoeva kiselina su prisutne u ve¢im koncentracijama od hlorogenske kiseline.
Sadrzaj protokatehinske kiseline u vinu bez toplotnog tretmana je 52,46 pg/ml, dok je
koncentracija p-hidroksibenzoeve kiseline 42,96 pg/ml. p-hidroksibenzoeva kiselina je
pokazala vecu stabilnost prilikom temperaturnog tretmana od protokatehinske kiseline, jer se
koncentracija p-hidroksibenzoeve kiseline smanjuje usled dejstva temperature, ali ne u velikoj
meri, kao sadrzaj protokatehinske kiseline. Povecanjem temperature i vremena trajanja
temperaturnog tretmana, u vinima zove zabeleZen je dva puta nizi sadrzaj protokatehinske
kiseline. Smanjeni sadrzaj ove fenolne kiseline je utvrden slede¢im redosledom: temperaturni
profil 60 °C i 5 minuta (24,21 pg/ml), temperaturni profil 60 °C i 10 minuta (20,60 pg/ml) i
temperaturni profil 70 °C i 5 minuta (20,03 pg/ml). Isti trend prati i p-hidroksibenzoeva
kiselina, s tim da se uticajem temperature 60 °C u toku 5 minuta koncentracija ove fenolne
kiseline (40,96 png/ml) nije statisticki znacajno razlikovala od koncentracije koja je detektovana
u vinu koje nije izloZeno dejstvu temperature (42,96 pg/ml). Duzim temperaturnim tretmanom,
10 minuta na temperaturi 60 °C (38,68 pg/ml) i viSom temperaturom, 70 °C u toku 5 minuta
(39,47 ug/ml), u vinu od zove se statisticki znacajno smanjuje prisustvo p-hidroksibenzoeve
kiseline u poredenju sa vinom koje nije izloZzeno dejstvu temperature. Kada je re¢ o
hlorogenskoj kiselini dejstvo temperature 60 °C u toku 5 minuta pozitivno uti¢e na izdvajanje
hlorogenske kiseline iz plodova zove u procesu dobijanja vina, pa je koncentracija hlorogenske
kiseline u ovom tipu vina od zove veéa (24,86 pg/ml) u odnosu na koncentraciju koja je
utvrdenja u uzorku vina bez toplotnog tretmana (17,67 pg/ml). Sa povecanjem temperature i
vremena izlozenosti temperaturnom tretmanu, prisustvo hlorogenske kiseline se smanjuje,
posebno na temperaturi 70 °C u toku 5 minuta (11,13 pg/ml). Od prisutnih fenolnih kiselina u
vinima od zove, jedino se koncentracija hlorogenske kiseline povecala prilikom uticaja
temperature 60 °C u toku 5 minuta i omogucena je bolja izolacija iz biljne sirovine, dok je kod
ostalih detektovanih fenolnih kiselina uo¢eno smanjenje sadrzaja povecanjem temperature i
vremena temperaturnog delovanja, $to ukazuje da njihova hemijska struktura nema veliku
otpornost 1 da se narusava kada dode do promene ambijentalnih uslova.

Za razliku od fenolnih kiselina ostvareni rezultati su pokazali da su flavonoidi ispoljili vecu
temperaturnu stabilnost. Od detektovanih flavonoida u vinima od zove, dominantni flavonoidi
su: kvercetin, kvercetin-3-O-heksozid i rutin.

Najveca koncentracija kvercetina uo¢ena je u vinima koja su izloZena uticaju temperature 60 i
70 °C u trajanju od 5 minuta (149,48 i 158,89 ug/ml, redom), dok je najniZza koncentracija
zabeleZena u uzorku vina koji nije toplotno tretiran (43,35 pg/ml). Vremenski period od 10
minuta i temperatura 60 °C uticali su na smanjenje koncentracije kvercetina (69,94 pg/ml), pa
se pretpostavlja da duze vreme izlaganja temperaturnom tretmanu dovodi do naruSavanja
strukture kvercetina i smanjenja njegovog prisustva u ispitivanom uzorku.
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Povecanje koncentracije kvercetina nakon temperaturnog tretmana 60 i 70 °C u trajanju od 5
minuta moze se objasniti stabilno$¢u ovog flavonoida na viSim temperaturama i pozitivnim
uticajem temperature na efikasniju izolaciju kvercetina iz plodova zove u toku fermentacije
vina, ali u toku kra¢eg vremenskog perioda.

Za razliku od kvercetina, njegov heksozid je pokazao manju temperaturnu stabilnost, pa se
prisustvo kvercetin-3-O-heksozida smanjuje povecanjem temperature i vremena izloZenosti
vina od zove temperaturnom tretmanu. Temperatura 60 °C u trajanju od 5 minuta se pokazala
kao najbolji uslov na kome dolazi do efikasnog izolovanja heksozida kvercetina (24,86 pg/ml),
dok se povecanjem temperature i vremena delovanja temperaturnog tretmana sadrzaj
kvercetina u vinu od zove smanjuje, kod teperaturnog profila 60 °C i 10 minuta 14,35 pg/ml,
a kod temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta 11,13 pg/ml, u odnosu na vino koje nije izlozeno
dejstvu temperature (17,67 pg/ml).

Zaizolovanje pojedinih fenolnih komponenata neophodno je obezbediti vecu temperaturu kako
bi se podstakla hemijska reakcija u cilju efikasnije ekstrakcije prirodnih proizvoda, a da se
izbegne njihova degradacija. Rutin je flavonoid ¢ija se struktura ne naruSava i usled dejstva
temperature 100 °C. U ispitivanom vinu od zove koncentracija rutina se povecava sa
povecanjem temperature i vremena izlozenosti temperaturnom uticaju. Vino koje je izlozeno
uticaju temperature 70 °C u toku 5 minuta predstvalja najbogatiji izvor rutina (52,71 pg/ml),
dok je vino dobijeno bez uticaja temperature najsiromasniji izvor rutina (4,20 pg/ml). Uticaj

temperature 60 °C u toku 5 minuta i 10 minuta rezultovao je postepenim povecanjem rutina u
vinu (3,77 112,27 pg/ml).

Kada je re€ o terpenskim biomolekulima, uo¢eno je da temperatura uti¢e na njihovo prisustvo.
U tom slu¢aju temperatura 60 °C u trajanju od 5 1 10 minuta dovodi do smanjenja koncentracije
ursolne kiseline u vinu u odnosu na vino koje nije izlozeno dejstvu temperature (0,34 pg/ml).
Vece smanjenje koncentracije ove triterpenske kiseline zapaZeno je nakon 10 minuta
temperaturnog tretmana od 60 °C (0,16 pg/ml), dok je sadrzaj ursolne kiseline u vinu
dobijenom usled dejstva temperature 60 °C u toku 5 minuta iznosio 0,26 pg/ml. Dobijeni
rezultat ukazuje da su se u toku tehnolo$kog postupka vinifikacije, u fazi maceracije pored
terpenskih jedinjenja ekstrahovala i fenolne komponente, polisaharidi, azotna jedinjenja i
mineralne materije koji mogu da predstavljaju ometajuce faktore u procesu izolovanja ursolne
kiseline. Povec¢anjem temperature na 70 °C pretpostavlja se da je doSlo do degradacije ostalih
metabolita i da je ursolna kiselina najbolje izolovana na primenjenoj temperaturi. IzloZenost
vina delovanju temperature 70 °C u trajanju od 5 minuta rezultovalo je pove¢anim sadrzajem
ursolne kiseline (0,70 pg/ml), sto ukazuje da povecanjem temperature dolazi do boljeg
ekstrahovanja ove triterpenske kiseline iz plodova zove, ali da vremenski period temperaturnog
tretmana ne bude duZi od 5 minuta.

Hinska kiselina kao organska kiselina u vinima od zove je detektovana u opsegu koncentracija
966,45-2053,98 pg/ml. Naucne publikacije su utvrdile da hinska kiselina ispoljava antiviralnu,
citotoksi¢nu, antioksidativnu aktivnost (Lee i sar., 2013), §to pozitivno utic¢e na njeno prisustvo
u vinima od zove, jer na taj nacin doprinosi i boljoj bioaktivnosti dobijenog proizvoda. Takode,
hinska kiselina je indikator prisustva fenolnih jedinjenja, pa visoke koncentracije ove kiseline
u vinima od zove ukazuju na prisustvo jedinjenja koja nisu obuhvac¢ena ovim istrazivanjem.
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Sadrzaj fenolnih jedinjenja u vinu od zove, pored temperaturnog dejstva zavisi i od odnosa
Cvrste i te¢ne faze kljuka, intenziteta muljanja plodova zove, prisustva kiseonika, alkohola,
sumpor dioksida, kao i od kvasca (Morata i sar., 2003). Izbor kvasca u toku procesa vinifikacije
moze da utie na koncentraciju nekih grupa fenolnih jedinjenja (Gil-Mufioz i sar., 2010).
Tokom c¢uvanja dobijenog vina dolazi do razli¢itih strukturnih transformacija fenolnih
jedinjenja koje nastaju u toku oksidacionih i kondenzacionih reakcija. U cilju povecanja
sadrzaja fenolnih jedinjenja u vinima, pribegava se modifikaciji dobijanja vina i uvode se nove
tehnike kao $to su zaledivanje Sire, dodatak peteljki ili semenki plodova upotrebljene biljne
sirovine, kao i1 produzene maceracije i termovinifikacije (Gris i sar., 2011). Poredenjem
rezultata sadrzaja fenolnih jedinjenja koja su detektovana u vinu od zove u okviru ove
doktorske disertacije sa podacima iz literature, zapaza se razlika u sadrzaju fenolnih jedinjenja.
U vinu od zove koje je analizirala grupa nau¢nika Schmitzer i sar. (2010) uocava se manji broj
detektovanih fenolnih jedinjenja. Hlorogenska kiselina, rutin i kvercetin su dominantna
jedinjenja, dok ostale fenolne komponente nisu detektovane. Koncentracija hlorogenske
kiseline 1 rutina je veca u vinu koje je ispitano od strane pomenute istrazivacke grupe, dok je
koncentracija kvercetina ve¢a u vinima od zove koja su ispitana u okviru ove doktorske
disertacije. Razlike koje se javljaju u sadrzaju fenolnih jedinjenja izmedu vina koja poti¢u od
iste biljne sirovine mogu se objasniti razli¢itom pripremom vina, odsustvom temperaturnog
tretmana u studiji Schmitzer i sar. (2010) kao i razli¢itim stepenom zrelosti ploda i uticajem
razli¢itih klimatskih uslova. Zajednicka karakteristika je da su ista jedinjenja dominantna u
biljnoj vrsti S. nigra koja raste na geografski razli¢itim predelima.

Ispitivanje bioloskog dejstva fenolnih jedinjenja je u fokusu mnogih naucnih studija, zbog
njihove sposobnosti da inhibiraju proliferaciju ¢elija tumora (Kim i sar., 2013), spreavanja
inflamacije (Kleemann i sar., 2011) i neutralizacije slobodnih radikala (Caddeo i sar., 2019).
Prisustvo fenolnih kiselina i flavonoida u vinima od zove je od izuzetnog znacaja, zbog
njihovog bioloSkog potencijala. Zbog potencijalnih zdravstvenih efekata protokatehinske
kiseline, p-hidroksibenzoeve kiseline, hlorogenske kiseline, ursolne kiseline, kvercetina,
kvercetin-3-O-heksozida i rutina u prehrambenoj industriji se sve vise koriste biljne sirovine
bogate fenolnim molekulima u cilju njihove eksploatacije i dobijanja razlicitih proizvoda sa
dodatom vrednoS¢u. Karakterizacija polifenolnog profila vina od zove je od izuzetnog znacaja,
jer je utvrdeno prisustvo komponenata koje imaju blagotvorno dejstvo na funkcionisanje
organizma, pa se vino od zove moze posmatrati kao prehrambeni proizvod koji potencijalno
ima karakteristike funkcionalnog proizvoda.
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4.3.2.3. Bioloske 1 funkcionalne karakteristike vina

4.3.2.3.1. Antioksidativna aktivnost

Sposobnost neutralizacije slobodnog DPPH* radikala

Cetiri tipa vina dobijena od plodova zove kao bogati izvori sekundarnih metabolita analizirana
su u sposobnosti neutralizacije slobodnog radikala primenom DPPH testa, a rezultati analize
su prikazani na Histogarmu 4.34 i u Prilogu 7.12, Tabela 34.
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Histogram 4.34. Sposobnost vina od plodova zove u neutralizaciji slobodnog
DPPH-* radikala

Vina od plodova zove imaju veoma dobru sposobnost u procesu neutralizacije slobodnog

DPPH? radikala. Najveci potencijal u neutralizaciji slobodnog radikala imala su vina koja su
izlozena delovanju temperature 70 i 60 °C u trajanju od 5 minuta (6,81 i 6,44 mg TE/ml vina,
redom) i izmedu njih nema statisti¢ki znacajne razlike. Sa druge strane, vino koje nije
podvrgnuto temperaturnom tretmanu i vino koje je izloZeno delovanju temperature 60 °C u
trajanju od 10 minuta su pokazali nizi kapacitet neutralizacije slobodnog radikala (5,97 1 5,69
mg TE/ml vina, redom) i izmedu ova dva tipa vina nije utvrdena statisticki znacajna razlika.
Objasnjenje ovakvog rezultata se temelji na pretpostavci da je uticaj temperature pogodan za
izdvajanje aktivnih principa vina, ali do odredenog stepena, pa se moZe primetiti da je
temperaturni tretman u trajanju od 5 minuta obezbedio bolji rezultat, dok su odsustvo
temperature ili izlozenost temperaturi u trajanju od 10 minuta ostvarili nizi rezultat, zbog ¢ega
se smatra da je duze delovanje temperaturnog tretmana dovelo do degradacije termolabilnih
jedinjenja prisutnih u vinu, a odsustvo uticaja temperature kod vina koje nije temperaturno
tretirano onemogucilo je izdvajanje aktivnih principa iz unutra$njosti biljne ¢elije i na taj nacin
doprinelo krajnjoj slici bioloskih karakteristika vina.
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Sposobnost neutralizacije slobodnog ABTS*" radikala

Antioksidativni potencijal vina je ispitan i u procesu neutralizacije slobodnog ABTS*" radikala,
a dobijeni rezultati su prikazani na Histogramu 4.35 i u Prilogu 7.12, Tabela 35.
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Histogram 4.35. Sposobnost vina od plodova zove u neutralizaciji slobodnog ABTS**
radikala

Najbolju sposobnost doniranja elektrona slobodnom ABTS*" radikalu pokazalo je vino koje je
dobijeno usled dejstva temperature 70 °C u toku 5 minuta (14,80 mg TE/ml vina), dok je
znacajno nizi kapacitet imalo vino koje je dobijeno usled dejstva temperature 60 °C u toku 5
minuta (14,33 mg TE/ml vina). Vino koje je dobijeno bez primene temperaturnog tretmana i
vino koje je tretirano temperaturom 60 °C u trajanju od 10 minuta su takode pokazali osobine
prirodnih antioksidanasa, s tim da je ostvaren nizi rezultat (12,87 i 12,65 mg TE/ml vina,
redom) u pogledu neutralizacije ABTS*" radikala. Na osnovu statistike obrade dobijenih
rezultata, kod ova dva tipa vina nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

I u ovom sluc€aju je dokazana tvrdnja da su odsustvo temperaturnog tretmana i delovanje
temperature 60 °C u trajanju od 10 minuta uzrokovali najniZu antioksidativnu sposobnost vina.
Prisustvo sekundarnih metabolita u ispitivanim vinima se smanjuje usled duzeg temperaturnog
tretmana, a Sto se ogleda u kona¢nom rezultatu ispitivanog bioloskog kapaciteta.
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Redukciona sposobnost

Sposobnost redukcije Fe** jona

Procena redukcione sposobnosti vina od zove utvrdena je primenom FRAP testa, a rezultati
analize su prikazani na Histogramu 4.36 i u Prilogu 7.12, Tabela 36.
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Histogram 4.36. Sposobnost vina od plodova zove u procesu redukcije Fe** jona

Najbolji redukcioni potencijal prema Fe** jonu ispoljila su vina izloZena uticaju temperature
60170 °C u trajanju od 5 minuta (16,83 i 16,55 mg TE/ml vina, redom) i statistickom obradom
ostvarenih rezultata utvrdeno je da dobijene vrednosti redukcije ne pokazuju statisticki
znacajnu razliku. Temperaturni tretman vina na uslovima 60 °C u toku 10 minuta je ispoljilo
nizu redukcionu moé prema Fe®" jonu (15,92 mg TE/ml vina), u odnosu na vina koja su
temperaturno tretirana u toku 5 minuta, ali je bolji redukcioni agens od uzorka vina koji nije
izlozen uticaju temperature (14,74 mg TE/ml vina).

Pretpostvalja se da na dobijeni rezultat u velikoj meri doprinose polarne fenolne komponente
koje su identifikovane u fenolnom skriningu (kvercetin, rutin, hlorogenska Kkiselina,
protokatehinska kiselina). Ova ¢injenica ukazuje i da je odabir na¢ina za dobijanje vina iz
plodova biljne vrste S. nigra od izuzetnog znacaja, jer se uticajem temperature ubrzava
odvijanje hemijskih procesa.
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Sposobnost redukcije Cu?* jona

Procena redukcione sposobnosti vina od zove utvrdena je i primenom CUPRAC testa, a
rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.37 i u Prilogu 7.12, Tabela 37.
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Histogram 4.37. Sposobnost vina od plodova zove u procesu redukcije Cu?* jona

Ispitivanje antioksidativnog kapaciteta vina od zove zasnovano na redukciji Cu?®* jona
rezultovalo je posebno izdvajanjem vina koja su izloZena uticaju temperature 70 i 60 °C u
trajanju od 5 minuta (21,26 i 19,74 mg TE/ml vina, redom). Dobijene vrednosti redukcije Cu?*
jona ne pokazuju statisti¢ki znacajne razlike izmedu ova dva tipa vina. Vino izloZeno uticaju
temperature 60 °C u trajanju od 10 minuta, ostvarilo je nizi redukcioni potencijal (17,78 mg
TE/ml vina), ali dobijena vrednost se statisticki znacajno ne razlikuje od redukcione vrednosti
koju je ostvarilo vino dobijeno bez uticaja temperaturnog tretmana (17,34 mg TE/ml vina).

Ostvareni redukcioni potencijal vina od zove u sludaju redukcije Cu?* jona rezultovao je
praéenjem rezultata ostvarenih u redukciji Fe** jona. Kada se uporedi redukcioni potencijal
vina primenom dva razli¢ita testa, uocava se da je ja¢i redukcioni potencijal vino od zove
ostvarilo u procesu redukcije Cu?* jona, dok je nizi redukcioni kapacitet ostvaren u procesu
redukcije Fe** jona.

160



Doktorska disertacija Milena Vujanovic¢

Neutralizacija “NO radikala

U cilju evaluacije antioksidativne aktivnosti ispitana je sposobnost vina od zove u procesu
neutralizacije *NO slobodnog radikala. Rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.38 i u
Prilogu 7.12, Tabela 38.
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Histogram 4.38. Sposobnost vina od plodova zove u procesu neutralizacije
*NO radikala

Uopsetno, svi uzorci vina od zove su se posebno istakli kada je u pitanju neutralizacija *NO
slobodnog radikala. Uzorak vina koji je izloZen dejstvu temperature 60 °C u toku 5 minuta je
ispoljio njabolju mo¢ neutralizacije *NO radikala (105,42 mg TE/ml vina), te je na taj nacin
pokazao statisticki znacajno bolju aktivnost od ostalih uzoraka vina. Inhibitorni kapacitet
uzoraka vina izlozenih uticaju temperatura 60 °C u trajanju od 10 minuta, 70 °C u trajanju od
5 minuta i vina koje nije temperaturno tretirano kretao se u opsegu koncentracija 82,05-87,20
mg TE/ml vina i statistickom obradom dobijenih rezultata izmedu njih nije utvrdena statistic¢ki
znacajna razlika.

Kod neutralizacije *NO radikala moze se primetiti izdvajanje uzorka vina koje je tretirano
temperaturom 60 °C u trajanju od 5 minuta, Sto predstavlja optimalan tehnoloski parameter
primenjen za dobijanje vina od zove. Modifikacijom parametara u procesu dobijanja nekog
prehrambenog proizvoda moze se uticati na biopotencijal ispitivanog proizvoda. U ovom
slucaju promenom tehnoloskih parametara, smanjuje se kapacitet proizvoda da neutralise *NO
radikal. U poredenju sa vinom koje nije temperaturno tretirano moze se uociti da se uticajem
temperature poboljSavaju bioloske 1 funkcionalne karakteristike dobijenog vina.

161



Doktorska disertacija Milena Vujanovié

Lipidna peroksidacija

U pogledu ispitivanja prehrambenih proizvoda, odredivanjem antioksidativnog statusa u
bioloSkim sistemima moze da se prati uticaj odredenih prehrambenih proizvoda na oksidativni
stres i doprinos u prevenciji razliCitih oboljenja ¢iji uzro¢nici su oksidativna oStec¢enja
(Sanchez-Moreno, 2002). Imaju¢i u vidu da vino od zove nije jo§ uvek postalo komercijalni
proizvod, sa idejom dobijanja statusa funkcionalnog proizvoda ispitana je sposobnost inhibicije
lipidne peroksidacije. Dobijeni rezultati istrazivanja su prikazani na Histogramu 4.39 i u
Prilogu 7.12, Tabela 39.
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Histogram 4.39. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije lipidne peroksidacije

Uzorci vina od zove imaju sposobnost da inhibiraju proces lipidne peroksidacije, a posebno se
isti¢e vino koje je izloZeno dejstvu temperature 70 °C u trajanju od 5 minuta (0,26 mg TE/ml
vina). Nesto nizu inhibiciju lipidne peroksidacije je ostvario uzorak vina na koji je delovala
temperatura 60 °C u toku 10 minuta (0,21 mg TE/ml vina). U odnosu na prethodne testove
primenjene za ispitivanje antioksidativnog potencijala, u sluc¢aju lipidne peroksidacije vino
koje je izlozeno uticaju temperature 60 °C u toku 5 minuta realizovalo je najnizu inhibitornu
mo¢ (0,14 mg TE/ml vina), dok je uzorak vina koji nije toplotno tretiran imao veéi potencijal
da inhibira lipidnu peroksidaciju (0,18 mg TE/ml vina). Najniza sposobnost inhibicje lipidne
peroksidacije kod vina koje je tretirano temperaturom 60 °C u toku 5 minuta moze se objasniti
ve¢im prisustvom termostabilnih flavonoida, fenolnih kiselina i triterpenske kiseline u vinu.
Uzorak vina koji je podvrgnut tretmanu temperature 70 °C u trajanju od 5 minuta je imao
dominantan sadrzaj termostabilnih komponenata: rutina, kvercetina, epikatehina, ursolne
kiseline i1 galne kiseline koji su u vecoj koncentraciji ekstrahovani u ovom tipu vina §to
objaSnjava i njegov najveci potencijal da inhibira proces lipidne peroksidacije.
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Sposobnost heliranja jona metala

Antioksidativna aktivnost vina od zove je okarakterisana i odredivanjem kapaciteta vina u
procesu heliranja jona metala. Rezultati analize su prikazani na Histogramu 4.40 i u Prilogu
7.12, Tabela 40.
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Histogram 4.40. Sposobnost vina od plodova zove u procesu heliranja jona metala

Analizom vina od zove u procesu heliranja jona metala utvrden je drugaciji rezultat u odnosu
na dosadasnje primenjene antioksidativne testove. Vino izlozeno delovanju temperature 60 °C
u toku 5 minuta se pokazalo kao najpotentniji agens u heliranju jona metala (4,06 mg EDTA/mlI
vina), zatim vino koje je tretirano temperaturom 60 °C u toku 10 minuta (3,52 mg EDTA/mI
vina). U ovom slu¢aju vino koje je podvrgnuto dejstvu temperature 70 °C u toku 5 minuta je
ostvarilo najnizu sposobnost heliranja jona metala (1,12 mg TE/ml vina).

Dobijeni rezultati ukazuju da za razli¢ite mehanizme antioksidativne aktivnosti pogoduju i
razli¢iti tehnoloski postupci koji se primenjuju u pripremanju vina. Optimalni uslovi za
efikasno heliranje jona metala podrazumeva temperaturni profil 60°C i 5 minuta. Produzenjem
vremena temperaturnog tretmana, smanjuje se potencijal heliranja jona metala, zbog kako se
pretpostavlja narusavanja strukture fitohemijskih komponenata prisutnih u vinu i smanjenja
njihovog bioloskog potencijala. Takode, povecanjem temperature za 10 stepeni i trajanju
teperaturnog tretmana u istom vremenskom intervalu rezultuje znacajnim smanjenjem
bioloSkog kapaciteta. Rezistentnost prisutnih jedinjenja u vinu na razliite temperaturne
tretmane nije ista Sto je i dokazno u sprovedenom istraZivanju.
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Ukupna antioksidativna aktivnost

Rezultati ukupne antioksidativne aktivnosti vina od zove prikazani su na Histogramu 4.41 i u
Prilogu 7.12, Tabela 41.
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Histogram 4.41. Ukupna antioksidativna aktivnost vina od plodova zove

Vino od zove ¢iji je temperaturni profil 70°C i 5 minuta je ostvarilo najbolji ukupni
antioksidativni potencijal (25,00 mg TE/ml vina). Veoma dobru ukupnu antioksidativnu
aktivnost pokazao je uzorak vina tretiran temperaturom 60 °C u toku 5 minuta (24,06 mg TE/ml
vina), dok je povecanjem vremena uticaja temperature 60 °C u toku 10 minuta doslo do
smanjenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta (22,16 mg TE/ml vina). Pretpostavlja se da je
duZim temperaturnim tretmanom uzrokovana modifikacija hemijskih struktura bioloski
aktivnih jedinjenja koja uti¢u na ukupnu antioksidativnu aktivnost vina, stoga je antioksidativni
kapacitet vina koje je izlozeno dejstvu temperature 60 °C u toku 10 minuta manji od ukupne
antioksidativne aktivnosti koju je realizovao uzorak vina bez uticaja toplotnog tretmana (22,46
mg TE/ml vina). Medutim, ostvarene vrednosti ukupne antioksidativne aktivnosti su obradene
zahvaljujuéi statistickoj analizi i utvrdeno je da razlika koja se javlja izmedu vina izlozenog
dejstvu temperature 60 °C u toku 10 minuta i vina koje u toku pripreme nije temperaturno
tretirano nije statisticki znacajna. Na osnovu rezultata statisticke analize moze se zakljuciti da
su i u ovom slucaju najbolji ukupni antioksidativni potencijal ostvarila vina za ¢ije dobijanje
su primenjeni temperaturni tretmani u duzini trajanja od 5 minuta.
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Regresiona analiza sadrZaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u vinima od plodova zove i antioksidativne aktivnosti

U cilju utvrdivanja korelacije izmedu sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih fenolnih komponenata i
ostvarenog antioksidativnog potencijala vina uradena je regresiona analiza, a rezultati su
prikazani u Tabeli 4.18.

Tabela 4.18. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih fenolnih
komponenata u vinima od zove i antioksidativne aktivnosti

Faktor determinacije R?

DPPH* ABTS** FRAP CUPRAC PM HM °*NO LP

Ukupni fenoli 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0,79 0,99 0,95

Ukupni flavonoidi 0,91 0,91 0,90 0,92 090 0,68 0,89 0,90
Ukupni monomerni antocijani 0,98 0,98 0,98 0,99 098 0,79 0,97 0,95
Ukupni tanini 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0,76 098 0,95
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,99 0,99 0,99 0,98 099 0,79 0,98 0,94
Hlorogenska kiselina 0,91 0,91 0,91 0,90 091 088 095 0,76
Protokatehinska kiselina 0,80 0,79 0,79 0,78 0,80 054 0,79 0,73
Kvercetin-3-O-heksozid 0,91 0,91 0,91 0,90 091 0,88 095 0,76
Rutin 0,49 0,49 0,47 0,51 048 0,15 041 0,63

Kvercetin 0,86 0,86 0,85 0,87 085 0,68 086 0,80

Rezultati regresione analize pokazuju da su ukupni fenoli u direktnoj korelaciji sa
antioksidativnom aktivnoS¢u kod skoro svih primenjenih testova. Ukupni fenoli prisutni u vinu
od zove pokazali su veoma dobru korelaciju sa inhibicijom lipidne peroksidacije, dok u procesu
heliranja jona metala nisu ostvarili direktnu korelaciju. Ukupni flavonoidi su ostvarili dobru
korelaciju sa antioksidativnim kapacitetom vina u svim primenjenim testovima. Ukupni
monomerni antocijani su u direktnoj korelaciji sa redukcionim kapacitetom vina i veoma dobro
koreliraju sa ostalim ispitanim antioksidativnim mehanizmima. Ukupni tanini su u direktnoj
korelaciji sa antioksidativnim potencijalom kod veceg broja primenjenih antioksidativnih
testova. Kada je u pitanju sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije tanini iz vina od zove su
u veoma dobroj korelaciji, dok se za sposobnost heliranja jona metala moZe reci da tanini dobro
koreliraju. Regresionom analizom je utvrdeno da je p-hidroksibenzoeva kiselina ostvarila
najbolju korelaciju u odnosu na ostala fenolna jedinjenja koja su dominantna u vinu od zove,
kada je u pitanju antioksidativni potencijal. p-hidroksibenzoeva kiselina je u direktnoj
korelaciji sa sposobnoscu neutralizacije slobodnih radikala, redukcionim kapacitetom vina od
zove, kao 1 ukupnom antioksidativhom aktivnoS$¢u. Regresiona analiza je pokazala da p-
hidroksibenzoeva kiselina veoma dobro korelira sa neutralizacijom *NO slobodnog radikala i
inhibicijom lipidne peroksidacije, a umereno korelira sa sposobno$¢u vina da helira jone
metala. Hlorogenska kiselina najbolje korelira sa sposobnoscu vina da neutralise *NO radikal i
dobro korelira kada je u pitanju neutralizacija slobodnih DPPH*® i ABTS** radikala i
redukcionim kapacitetom vina. Protokatehinksa kiselina dobro korelira sa svim primenjenim
mehanizmima antioksidativne aktivnosti. Kvercetin-3-O-heksozid je u veoma dobroj korelaciji
sa antioksidativnim kapacitetom vina od zove, a najbolja korelacija je ostvarena sa
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neutralizacijom *NO slobodnog radikala. Kvercetin i rutin koreliraju sa svim antioksidativnim
mehanizmima analiziranog vina, s tim da je kvercetin ostvario bolju korelaciju od rutina.

4.3.2.3.2. Neuroprotektivna aktivnost

Inhibicija enzima AChE

Neuroprotektivna aktivnost vina od zove zasniva se na inhibiciji enzima AChE i BChE.
Rezultati inhibicije enzima AChE su prikazani na Histogramu 4.42 i u Prilogu 7.13, Tabela 42.
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Histogram 4.42. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije AChE

Pripremljeno vino od zove je pokazalo da ima potencijal da smanji prekomernu aktivnost
enzima AChE. Vino dobijeno delovanjem temperature 60 °C u toku 5 minuta je najpotentniji
agens u inhibiciji ovog enzima (0,38 mg GALAE/mI vina). Uticaj iste temperature, ali u
vremenskom periodu od 10 minuta dovelo je do smanjenja sposobnosti inhibicje enzima AChE
(0,34 mg GALAE/ml vina). U slu¢aju povecanja temperature, a smanjenja vremena izlozenosti
uzorka temperaturnom tretmanu (70 °C u toku 5 minuta), takode je dovelo do smanjenja
neuroprotektivnog potencijala (0,28 mg GALAE/ml vina). U poredenju sa inhibitornim
kapacitetom uzorka vina koje je pripremljeno bez temperturnog tretmana (0,29 mg GALAE/mlI
vina) uocava se statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih tipova vina. Odabir pogodnih
tehnoloskih parametara u procesu proizvodnje vina u znacajnoj meri uti¢e na sposobnost vina
od zove da deluje kao terapeutski agens i da smanjenjem prekomerne aktivnosti enzima AChE
doprinese normalnom odvijanju kognitivnih funkcija.

166



Doktorska disertacija Milena Vujanovic¢

Inhibicija enzima BChE

Rezultati inhibicije enzima BChE analizom cetiri pripremljena vina od plodova zove prikazani
su na Histogramu 4.43 i u Prilogu 7.13, Tabela 43.
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Histogram 4.43. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije BChE

Kada je u pitanju inhibicija BChE enzima svi uzorci vina su ostvarili veoma sli¢an rezultat, pa
se inhibitorni potencijal kre¢e u opsegu koncentracija 0,13-0,18 mg GALAE/ml vina. Izmedu
uzoraka vina na koje je uticala temperatura 60 °C u toku 5 minuta i 10 minuta, kao i vina bez
toplotnog tretmana, nije bilo statisticki znacajne razlike u smanjenju aktivnosti enzima.
Statisticki najnizi inhibitorni potencijal realizovan je analizom vina izlozenog dejstvu
temperature 70 °C u toku 5 minuta (0,13 mg GALAE/mI vina). Ostvareni rezultati ukazuju da
se povecanjem temperature smanjuje inhibitorni kapacitet vina od zove. Pretpostavlja se da se
povecanjem temperature naruSava hemijska struktura aktivnih principa koji se kao prirodni
proizvodi vezuju za kataliticko mesto enzima i u najvecoj meri doprinose smanjenju njihove
prekomerne enzimske aktivnosti. Pored odabranog tehnoloSkog postupka i procesnih
parametara za dobijanje prehrambenih proizvoda, prisustvo razli¢itih grupa bioaktivnih
jedinjenja u proizvodima koja u svojoj strukturi poseduju razlicite funkcionale grupe je od
izuzetnog znacaja za neuroprotektivnu aktivnost vina dobijenog od plodova zove.
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4.3.2.3.3. Antitirozinazna aktivnost

Inhibicija enzima tirozinaze

Antitirozinazna aktivnost vina od zove zasniva se na inhibiciji enzima tirozinaze. Rezultati
analize su prikazani na Histogramu 4.44 i u Prilogu 7.14, Tabela 44.
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Histogram 4.44. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije tirozinaze

Vino od plodova zove je ostvarilo veoma jaku inhibitornu aktivnost prema enzimu tirozinazi.
Tehnoloski postupak koji je primenjen za dobijanje vina je u velikoj meri uticao na ostvareni
rezultat. Temperaturni tretman na uslovima 70 °C u toku 5 minuta se u ovom slu¢aju pokazao
kao najefikasniji na€in za dobijanje vina, jer je ovim uzorkom vina ostvarena najbolja inhibicija
prekomernog delovanja enzima tirozinaze (5,09 mg KAE/ml vina). Smanjenjem temperature
kojoj je vino izlozeno na 60 °C opada i inhibitorna aktivnost vina. Vreme trajanja
temperaturnog tretmana utice na bioaktivni potencijal, jer je pri delovanju temperature 60 °C
u toku 5 minuta ostvarena bolja aktivnost, u odnosu na uzorak vina koji je tretiran istom
temperaturom u toku 10 minuta (4,35 i 4,11 mg KAE/ml vina, redom). ProduZeno trajanje
temperaturnog tretmana smanjuje sposobnost vina da inhibira prekomernu aktivnost enzima
tirozinaze. Uzorak vina koji nije toplotno tretiran pokazao se kao najslabiji inhibitor aktivnosti
enzima tirozinaze (3,67 mg KAE/ml vina), §to je i ocekivano, jer je izostavljen uticaj
temperature u toku dobijanja vina. U cilju efikasnijeg odvijanja maceracije u toku proizvodnje
vina neophodno je obezbediti uticaj temperature kako bi se iz plodova biljne sirovine bolje
ekstrahovale komponente koje su sastavni deo dobijenog proizvoda.
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4.3.2.3.4. Antidijabetogena aktivnost

Inhibicija a-amilaze
Antidijabetogena aktivnost vina od zove zasniva se na inhibiciji enzima a-amilaze i o-
glukozidaze. Rezultati analize inhibicije enzima a-amilaze su prikazani na Histogramu 4.45 i

u Prilogu 7.15, Tabela 45.
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Histogram 4.45. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije a-amilaze

Analizom vina od zove u cilju evaluacije antidijabetogene aktivnosti utvrdeno je da
pripremljeni uzorci vina predstavljaju veoma potentne agense kada je u pitanju inhibicija
enzima a-amilaze. Temperaturni profil koji se zasniva na primeni temperature 70 °C u toku 5
minuta predstavlja najbolji tehnoloski uslov za dobijanje vina, jer je pri ovim uslovima
ostvarena najbolja inhibitorna mo¢ prekomerne aktivnosti a-amilaze (6,14 mg ACAE/ml vina).
Veoma dobru inhibitornu aktivnost je ispoljio i uzorak vina za ¢iju pripremu je primenjena
temperatura 60 °C u toku 5 minuta (4,20 mg ACAE/ml vina), dok ja na istoj temperaturi, ali u
trajanju od 10 minuta ostvaren nizi inhibitorni kapacitet prema a-amilazi (3,93 mg ACAE/ml
vina). Vrednost inhibicije koju je ostvario uzorak vina dobijen bez uticaja temperature je 4,01
mg ACAE/ml vina, sto je veoma znacajan inhibitorni potencijal, iako niz biohemijskih procesa
nije potpomognut temperaturnim tretmanom. Poredenjem vrednosti koje su dobijene kao
parametri antidijabetogene aktivnosti vina od zove, uofava se da temperatura 60 i 70 °C
povoljno uti¢e na biopotencijal vina, ali produzenjem trajanja temperaturnog tretmana,
biopotencijal dobijenog proizvoda se smanjuje.
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Inhibicija a-glukozidaze

Rezultati analize inhibicije enzima a-glukozidaze su prikazani na Histogramu 4.46 i u Prilogu
7.15, Tabela 46.
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Histogram 4.46. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije a-glukozidaze

Vina koja su izloZena dejstvu temperature 60 i 70 °C u periodu od 5 minuta ostvarila su veoma
jak inhibitorni potencijal prema enzimu o-glukozidazi. Vino koje je izlozeno uticaju
temperature 60 °C u toku 5 minuta je ostvarilo najbolju sposobnost inhibicije a-glukozidaze
(7,00 mg ACAE/ml vina), pa na taj na¢in predstavlja veoma potentan agens u zastiti organizma
od razvoja dijabetesa. Nizi inhibitorni potencijal ispoljilo je vino ¢iji je temperaturni profil
70°C i 5 minuta (6,14 mg ACAE/ml vina), $to ukazuje da veéa temperatura uzrokuje smanjenje
antidijabetogene aktivnosti. Smanjenje antidijabetogene aktivnosti se nastavlja i prilikom
tretiranja vina temperaturom 60 °C u toku 10 minuta (4,80 mg ACAE/ml vina), dok je kod
vina koje nije izloZzeno dejstvu temperature zabelezen slian inhibitorni potencijal prema a-
glukozidazi (4,90 mg ACAE/ml vina). Statistickom analizom inhibitornog potencijala
utvrdeno je da se ova dva tipa vina statisticki zna¢ajno ne razlikuju. Temperaturni profil 70 °C
I 5 minuta je ostvario isti inhibitorni potencijal vina i prema enzimu a-amilazi i a-glukozidazi,
dok su ostali temperaturni profili jacu antidijabetogenu aktivnost ostvarili kada je u pitanju
inhibicija a-glukozidaze.

Poseban doprinos ovoj doktorskoj disertaciji daje evaluacija neuroprotektivne, antitirozinazne
i antidijabetogene aktivnosti vina, jer je prvi put analiziran proizvod dobijen od biljne vrste S.
nigra koja raste na podru¢ju Balkanskog poluostrva, a koji jo§ uvek nije komercijalno
dostupan.
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Regresiona analiza sadriaja ukupnih fenolnih komponenti i dominantnih
jedinjenja u vinima od plodova zove i enzim inhibitorne aktivnosti

Uticaj ukupnih i pojedinacnih sekundarnih metabolita prisutnih u vinu od zove na smanjenje
prekomerne aktivnosti odabranih enzima ispitan je primenom regresione analize, a rezultati su
prikazani u Tabeli 4.19.

Tabela 4.19. Rezultati regresione analize izmedu sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih fenolnih
komponenata u vinima od zove i sposobnosti inhibicije odabranih enzima

Faktor determinacije R?

AChE BChE Tirozinaza a-amilaza a-glukozidaza

Ukupni fenoli 0,98 0,97 0,99 0,97 0,98

Ukupni flavonoidi 0,86 0,81 0,94 0,95 0,92
Ukupni monomerni antocijani 0,96 0,93 0,99 0,98 0,98
Ukupni tanini 0,97 0,96 0,99 0,97 0,98
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,98 0,98 0,97 0,95 0,97
Hlorogenska kiselina 0,95 0,95 0,87 0,82 0,93
Protokatehinska kiselina 0,78 0,83 0,75 0,73 0,75
Kvercetin-3-O-heksozid 0,95 0,95 0,87 0,82 0,93
Rutin 0,37 0,33 0,55 0,63 0,46

Kvercetin 0,82 0,75 0,88 0,89 0,90

Rezultati regresione analize su pokazali da su ukupni fenoli u direktnoj korelaciji sa inhibicijom
enzima tirozinaze i da veoma dobro koreliraju sa inhibicijom enzima AChE i BChE, kao i
enzimima a-amilazom i a-glukozidazom. Ukupni flavonoidi veoma dobro koreliraju sa
inhibicijom enzima a-amilaze, tirozinaze i a-glukozidaze, dok dobro koreliraju sa inhibicijom
enzima AChE i BChE. Ukupni monomerni antocijani kao i ukupni fenoli su u direktnoj
korelaciji sa inhibicijom enzima tirozinaze i veoma dobro koreliraju sa inhibicijom enzima koji
su obuhvaceni analizom. Takode, 1 ukupni tanini su u direktnoj korelaciji sa inhibicijom enzima
tirozinaze 1 ostvarili su veoma dobru korelaciju sa inhibicijom enzima koji ucestvuju u
kognitivnim funkcijama i inhibicijom enzima digestivnog trakta. p-hidroksibenzoeva kiselina
je ostvarila najbolju korelaciju sa enzim inhibitornim potencijalom vina od zove u odnosu na
ostale dominantne fenolne kiseline i flavonoide. p-hidroksibenzoeva kiselina je u veoma dobroj
korelaciji sa inhibitornim potencijalom svih analiziranih enzima, dok hlorogenska kiselina
veoma dobro korelira sa inhibicijom enzima AChE, BChE i a-glukozidazom, a u dobroj
korelaciji je sa inhibicijom enzima tirozinaze i a-amilaze. Protokatehinksa kisleina je u dobroj
korelaciji sa enzim inhibitornom aktivno$c¢u svih ispitivanih enzima. Kvercetin-3-O-heksozid
je ostvario veoma dobru korelaciju sa inhibicijom AChE i BChE i a-glukozidazom, a takode,
veoma dobro korelira i sa procesom inhibicije enzima tirozinaze i a-amilaze. Osim kvercetin-
3-O-heksozida i kvercetin veoma dobro korelira sa inhibicijom enzima a-glukozidaze, a dobro
korelira i sa inhibicijom ostalih enzima. Rutin korelira sa inhibicijom analiziranih enzima, ali
je korelacija manja u odnosu na ostala fenolna jedinjenja koja su dominantna u vinu od zove.
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Istrazivanje koje je sprovedeno na Cetiri tipa vina od zove, u okviru ove doktorske disertacije
pokazalo je, da je vino temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta ostvarilo najbolje rezultate u
pogledu hemijske i fitohemijske karakterizacije. Najveéi sadrzaj etanola i minerala utvrden je
kod vina dobijenog na uslovima koji podrazumevaju uticaj temperature 70 °C, u trajanju od 5
minuta. Takode, ovaj tip vina se odlikovao i najnizim sadrzajem organskih kiselina, §to ga ¢ini
temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta su se pokazali optimalnim u pogledu sadrzaja ukupnih
fenolnih molekula, kao i pojedinacnih fenolnih kiselina, flavonoida, ali i ursolne kiseline.

Kada je u pitanju antioksidativni potencijal, vino temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta je u
vecem broju sprovedenih in vitro antioksidativnih testova ostvarilo najbolji antioksidativni
kapacitet.

U pogledu antitirozinazne i antidijabetogene aktivnosti vino temperaturnog profila 70 °C i 5
minuta se pokazalo kao najbolje vino od plodova zove koje ima sposobnost da smanji
prekomernu antivnost enzima tirozinaze i enzima digestivnog sistema. Temperatura 70 °C
podsti¢e odvijanje biohemijskih procesa u ubrzanje hemijskih reakcija, dok duzina trajanja
temperaturnog tretmana od 5 minuta se pokazala optimalnom, jer se duzim izlaganjem
delovanju temperature smanjuje sadzaj biomolekula.
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4.3.3. Etarsko ulje ploda i cveta zove

Primarni i sekundarni metabolizam biljaka predstavljaju viSe razli¢itih mehanizama i hemijskih
reakcija, koji su povezani produkovanim metabolitima. Metaboliti koji se obrazuju u toku
metabolickih procesa su vazni za rast, razvoj i reprodukciju zivih organizama. Putevi regulacije
metabolizma predstavljaju vazno podrucje naucnih istrazivanja, buduc¢i da su mnogi produkti
sekundarnog biljnog metabolizma od vrlo velike vaznosti, posebno za prehrambenu i
farmaceutsku industriju. Etarsko ulje je proizvod sekundarnog metabolizma biljaka i svi delovi
biljke sadrze razlicite koliine etarskog ulja. Aromati¢na isparljiva jedinjenja su glavne
komponente etarskog ulja koja mu daju karakteristican miris (Silvestre i sar., 2019). Hemijski
sastav etarskog ulja izolovanog iz tradicionalno susenih i liofilizovanih plodova zove prikazan
je u Tabeli 4.20 i Tabeli 4.21.

Tabela 4.20. Hemijski sastav etarskog ulja dobijenog iz tradicionalno osusenih plodova zove

Retenciono Naziv jedinjenja Sadrzaj

vreme (%, m/m)

6,12 2-heksenol 5,19+0,21

7,09 4-heptin-3-ol 0,10£0,01

7,89 izopentil acetat 0,24+0,01
11,82 2-pentilfuran 0,33+0,02
11,93 ocimen 0,13+0,01
12,73 p-cimen 0,10£0,01
14,47 a-jonen 0,53+0,01
14,73 cis-roze oksid 0,41+0,01
15,04 trans-roze oksid 0,20£0,01
15,60 B-ciklocitral 1,63+0,06
16,46 etil kaprilat 3,22+0,26
16,57 B-jonen 4,4610,17
17,93 2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,8a- 5,20+0,16

heksahidro-2H-hromen

18,44 linalil antranilat 24,15+2 31
20,74 a-terpineol 5,71+0,28
22,06 metil-hidrocinamat 1,66+0,07
22,55 [-damascenon 35,70+3,41
24,01 indan-4-karboksaldehid 2,45%0,15
25,82 5-metil-2-fenil-2-heksenal 8,58+0,26

+3SD.
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Tabela 4.21. Hemijski sastav etarskog ulja dobijenog iz liofilizovanih plodova zove

Retenciono Naziv jedinjenja Sadrzaj
vreme (%, m/m)
10,50 limonen 0,04+0,01
11,77 2-pentilfuran 0,03+0,01
11,87 cis-pB-ocimen 0,04+0,02
12,33 trans-p-ocimen 0,11+0,01
12,98 terpinolen 0,12+0,01
14,40 a-jonen 0,25+0,03
14,68 cis-roze oksid 0,12+0,01
14,98 trans-roze oksid 0,04+0,01
15,54 trans-p-menta-2,8-dienol 0,19+0,01
16,52 [-jonen 3,25+0,16
18,04 a-jonon 6,87+0,21
18,41 linalol 32,80£3,23
18,98 B-jonon 1,07+0,05
20,70 a-terpineol 9,59+0,18
22,51 -damascenon 38,64+3,80
31,68 fitol 6,84+0,27
+3SD.

U etarskom ulju tradicionalno suSenih plodova zove identifikovano je 19 komponenata, Sto je
predstavljalo 99,99% etarskog ulja. Glavne komponenete etarskog ulja tradicionalno suSenih
plodova zove su: B-damascenon (35,70%), linalil antranilat (24,15%), 5-metil-2-fenil-2-
heksenal (8,58%) i a-terpineol (5,71%).

U etarskom ulju liofilizovanih plodova zove identifikovano je 16 komponenata, $to je
predstavljalo 100% sastava etarskog ulja. Dominantno jedinjenje u etarskom ulju liofilizovanih
plodova je takode B-damascenon (38,64%), u neSto niZzem procentu je prisutan linalol
(32,80%). a-terpineol je zastupljen u procentu 9,59%, dok su a-jonon i fitol zabeleZeni u
procentu 6,87% i 6,84%, redom.

U etarkom ulju tradicionalno su$enih i liofilizovanih plodova zove dominantne komponente
pripadaju ketonima ruza. Damascenoni 1 jononi su jedinjenja koja se nalaze u razliitim
etarskim uljima, ukljucujuéi i ulje ruza. Znac¢ajno doprinose aromi ruza, uprkos relativno niskoj
koncentraciji i vazne su hemijske supstance koje se koriste u parfimeriji (Leffingwell i Alford,
2005), a dobijaju se razgradnjom karotenoida.

Sedam istih komponenata je indentifikovano u etarskom ulju tradicionalno suSenih i
liofiizovanih plodova zove (2-pentilfuran, a-jonen, cis-roze oksid, trans-roze oksid, 3-jonen,
a-terpineol i P-damascenon). Izuzev a-terpineola i f-damascenona, ostala identifikovana
jedinjenja su u vecem procentu identifikovana u etarskom ulju tradicionalno susenih plodova
zove u poredenju sa hemijskim sastavom etarskog ulja liofilizovanih plodova zove.
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Razlika u sadrzaju pojedinih komponenata u etarskom ulju nastaje usled uticaja samog procesa
hidrodestilacije, kao i1 uslova pod kojima se proces odvijao. Najveci prinos etarskog ulja se
ocekuje na pocetku hidrodestilacije, dok temperatura ne postane konstantna i dok ne dode do
uspostavljanja ravnoteze (Milojevic i sar, 2008). Mehanizam hidrodestilacije je usko povezan
sa anatomijom plodova bobicastog voca i njihovim stepenom usitnjenosti. Plodovi bobicastog
voca u svojoj strukturi sadrze etarsko ulje, a sitnjenjem se razara struktura plodova i oslobada
se etarsko ulje na povrsinu Cestice biljnog materijala. Ulje koje je dospelo na povrSinu Cestice
se brzo odnosi parom koja se obrazuje u toku destilacije i taj period u hidrodestilaciji je oznacen
kao brza hidrodestilacja. Sitnjenjem plodova bobicastog voca nije u potpunosti obezbedena
izolacija etarskog ulja iz unutrasnjih delova biljnog materijala, pa je zbog toga difuzija etarskog
ulja otezana i ovaj period hidrodestilacije je oznaCen kao spora hidrodestilacija (Milojevic,
2011). Razlika u sadrzaju aromati¢nih komponenata etarskog ulja potice i od nemoguénosti
regulacije temperature. Termolabilna aromati¢na jedinjenja podlezu degradaciji usled uticaja
temperature kljuCanja, osim hidrodestilacije na sastav etarskog ulja uti¢e 1 odabrana tehnika
susenja biljne sirovine. Komponente prisutne u etarskom ulju liofilizovanih plodova zove su u
veéem procentu zastupljene u odnosu na komponente koje se nalaze u etarskom ulju
tradicionalno susenih plodova zove. Poredenjem tehnika suSenja jasno se uocava razlika i
efikasnost liofilizacije u odnosu na tradicionalan nacin susenja, kao i ve¢i udeo jedinjenja u
etarskom ulju liofilizovanih plodova. Liofilizacijom se utie na oCuvanje strukture plodova,
samim tim i na njihov hemijski sastav, §to je povezano i sa kvalitetom osusene sirovine.
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Osim ploda, za dobijanje etarskog ulja u okviru ove doktorske disertacije, koriS¢en je i
tradicionalno osusen cvet zove, a rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 4.22.

Tabela 4.22. Hemijski sastav etarskog ulja dobijenog iz tradicionalno osusenog cveta zove

Retenciono Naziv jedinjenja Sadrzaj
vreme (%, (m/m)
8,44 a-pinen 0,01+0,01
8,94 3-penten-2-ol 0,03+£0,01
10,94 2-pentilfuran 0,06+0,02
13,07 4-pentin-2-ol 2,93+0,02
13,98 cis-roze oksid 4,20%0,05
14,28 trans-roze oksid 2,09+0,02
14,78 1,2-metil-1,4-pentadien 0,39+0,01
14,94 1-undecin 4,78+0,04
15,86 linalol oksid 0,84+0,02
16,37 3,6-dihidro-4-metilpiran 0,84+0,02
16,45 1,3-izopentil-ciklopenten 0,31+0,01
17,16 benzopiran 5,89+0,07
17,78 linalil antranilat 5,48+0,05
18,43 kariofilen 6,55+0,10
20,05 a-terpinol 2,97+£0,04
20,67 epoksilinalol 2,30+0,03
20,80 a-farnzen 0,50+0,02
20,88 B-kadinen 0,18+0,01
21,07 karan 13,19+0,27
21,20 metil salicilat 7,00+0,37
21,54 a-limonen diepoksid 7,23+0,41
21,81 [-damascenon 1,68+0,12
22,00 6-metil-5-nonadien-2-on 3,99+0,23
22,18 cis-geraniol 5,78+0,30
22,29 cis-geranilaceton 1,39+0,15
23,81 y-elemen 1,74+0,19
23,93 a-kariofilen oksid 2,91+0,21
24,02 1-benzil-1,2,3-triazol 2,51+0,17
24,42 trans-2-karen-4-ol 0,86+0,08
24,64 B-kariofilen oksid 0,93+0,08
24,77 a-kopaen-11-ol 0,58+0,03
24,89 B-metil jonon 1,57+0,10
26,39 metil 2-hidroksi-1,6-dimetilcikloheksankarboksilat 2,22+0,15
28,34 a-heksilcinamaldehid 2,18+0,18
29,64 3-p-menten 3,88+0,26
+3SD.
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U etarskom ulju cveta zove je utvrdeno prisustvo 35 jedinjenja, gde osnovne komponente ulja
predstavljaju monoterpeni i seskviterpeni. Najzastupljenija jedinjenja u etarskom ulju cveta
zove su: karan (13,19%), a-limonen diepoksid (7,23%), metil salicilat (7,00%), kariofilen
(6,55%), benzopiran (5,89%), cis-geraniol (5,78%) i linalil antranilat (5,48%), dok su ostale
aromati¢ne komponente prisutne u manjem procentu.

U poredenju sa hemijskim sastavom etarskog ulja plodova zove zapaza se da su monoterpeni
cis-roze oksid i trans-roze oksid, kao i linalil antranilat koji pripada porodici terpena prisutni u
etarskom ulju i ploda i cveta zove. Kvalitativnom analizom ulja utvrdeno je da su monoterpeni
cis-roze oksid i trans-roze oksid u ve¢em procentu detektovani u etarskom ulju cveta, dok je
linalil antranilat Cetiri puta u ve¢em procentu identifikovan kod etraskog ulja tradicionalno
suSenih plodova zove. Na osnovu sporovedenog ispitivanja etarskog ulja iz ploda i cveta zove
moze se uociti da su dominantna jedinjenja u etarskom ulju ploda prisutna u ve¢em procentu,
dok su komponente zastupljene u etarskom ulju cveta identifikovane i do tri puta u nizem
procentu. Sastav i prinos etarskog ulja u razli¢itim organima iste biljne vrste zavisi od biotic¢kih
i abioti¢kih faktora, genetike same biljke i uticaja okoline (Simoes i sar., 2010). U porodicama
Lamiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Rutaceae, Lauraceae, Myrtaceae su zastupljene biljne vrste
koje su bogate etarskim uljem. Iz plodova bobifastog voca izolovanje etarskog ulja nije
posebno interesantno, o ¢emu svedoce 1 malobrojna istrazivanja. Etarsko ulje plodova zove nije
bilo predmet nau¢nih publikacija, pretpostavlja se da je glavni razlog mali sadrzaj etarskog ulja
u biljnoj vrsti roda Sambucus. Etarsko ulje kao produkt sekundarnog metabolizma biljaka ima
niz farmakoloskih aktivnosti, fungicidno, antireumatsko, kao i antisepti¢no dejstvo. U
prehrambenoj industriji etarsko ulje se sve vise koristi kao prirodni konzervans i1 potencijalna
alternativa sintetickim konzervansima za poboljSanje ukusa proizvoda, ali 1 za zaStitu
proizvoda od oksidacije i mikroorganizama prilikom pakovanja (Ju i sar., 2018). Dobijeni
rezultati ukazuju da su etarska ulja ploda i cveta zove dobar izvor biopotentnih aromati¢nih
jedinjenja. Prisustvo ketona ruza i terpenskih molekula kao dominantnih komponenata u
ispitivanim etarskim uljima daje moguénost da se istraZzivanja u ovoj oblasti nastave u smeru
njihove potencijalne primene u prehrambenoj industiji kao prirodni agensi za odrZavanje
svezine proizvoda i produzenja roka trajanja.
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5. ZAKLjUCCI

U okviru ove doktorske disertacije dobijeni su razli€iti proizvodi (ekstrakti, mati¢ni sok, vino
i etarska ulja) na bazi ploda i cveta zove (S. nigra) i ocenjene su njihove hemijske, bioloske i
funkcionalne karakteristike, kao i mogu¢nost upotrebe ove biljne sirovine na industrijskom
nivou. Proces susenja odvijao se primenom tradicionalne i savremene (liofilizacija) tehnike
susenja. Izolovanje biomolekula i dobijanje ekstrakata biljne vrste roda Sambucus je izvedeno
tradicionalnom (maceracijom, MAC) i savremenim (ultrazvu¢nom, UAE i mikrotalasnom,
MAE) ekstrakcionim tehnikama. Tradicionalnim na¢inom cedenja plodova dobijen je mati¢ni
sok, a po standardnom postupku proizvodnje crvenih vina dobijeno je vino od plodova zove.
Primenom postupka hirodestilacije dobijeno je etarsko ulje iz ploda i cveta zove. Na osnovu
ostvarenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

e Vodeni i etanolni MAE ekstrakti liofilizovanih plodova su najbolji izvor ukupnih
fenola, flavonoida, monomernih antocijana i tanina. U slu¢aju izolovanja ukupnih
fenola i flavonoida iz plodova, voda je bolji ekstragens, dok je 50% etanol efikasniji
ekstragens kada je re¢ o ekstrahovanju ukupnih monomernih antocijana i tanina.

e U ekstraktima ploda i cveta zove dominantne fenolne kiseline su: hlorogenska kiselina
i protokatehinska kiselina, dok su najzastupljeniji flavonoidi: rutin, kvercetin,
kvercetin-3-O-heksozid i ursolna kiselina kao terpensko jedinjenje.

e Najbogatiji izvori sekundarnih metabolita su vodeni i etanolni MAE ekstrakti
liofilizovanih plodova. Dominantne fenolne kiseline su u najvecoj koncentraciji
prisutne u vodenom MAE ekstraktu liofilizovanih plodova zove (42,98 ng/ml E za
hlorogensku kiselinui36,31 pg/ml E za protokatehinsku kiselinu), dok je njihov sadrZaj
u etanolnom MAE ekstraktu nesto nizi (40,80 pg/ml E za hlorogensku kiselinu i 11,56
ug/ml E za protokatehinsku kiselinu). Najveca koncentracija rutina je detektovana u
etanolnom MAC ekstraktu liofilizovanih plodova (260,32 pg/ml E), a sadrzaj
kvercetina i kvercetin-3-O-heksozida u najvecoj koli¢ini je prisutan u etanolnom MAE
ekstraktu liofilizovanih plodova zove. Kao terpensko jedinjenje ursolna kiselina je
dominantna u etanolnom MAE ekstraktu liofilizovanih plodova (77,64 pg/ml E).

e Uopsteno, svezi ekstrakti plodova zove se odlikuju najnizim sadrzajem bioloski
aktivnih jedinjenja, $to je i ocekivano zbog veceg sadrzaja vode u biljnoj sirovini.

e Ekstrakti cveta zove su bogatiji ukupnim fenolima i flavonoidima od ekstrakata ploda,
anajvece prisustvo ovih sekundarnih metabolita je uoceno u vodenim i etanolnim MAE
ekstraktima cveta. Za izolovanje ukupnih sekundarnih metabolita cveta zove 50%
etanol je efikasniji ekstragens od vode.
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e Ekstrakti cveta zove su bogatiji izvor dominantnih fenolnih i terpenskih jedinjenja od
ekstrakata plodova zove. Etanolni MAE ekstrakt cveta zove se karakteriSe kao
najbogatiji izvor rutina koji je identifikovan u koncentraciji 910,49 pg/ml, a
detektovano je i1 znacajno prisustvo hlorogenske kiseline (669,97 pg/ml) 1 ursolne
kiseline (335,99 pg/ml). Kvercetin-3-O-heksozid je prisutan u koncentraciji 51,33
ug/ml, dok je sadrzaj kvercetina 15,99 pg/ml. Ekstrakti cveta zove se odlikuju
prisustvom fenolnih kiselina kao $to su: gentizinska kiselina, ferulna kiselina, elagna
kiselina i vanilinska kiselina koje nisu identifikovane u ekstraktima plodova zove.

e Antioksidativni potencijal proizvoda na bazi zove je procenjen primenom in vitro
testova koji se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima (transfer elektrona, neutralizacija
slobodnih radikala, inhibicija lipidne peroksidacije, heliranje jona metala). VVodeni
MAC ekstrakt tradicionalno suSenih plodova zove je imao najveci antioksidativni
potencijal, ispitan svim testovima koji se zasnivaju na transferu elektrona.

e Vodeni UAE ekstrakt tradicionalno susenih plodova zove je najbolji agens u procesu
heliranja jona metala, dok je vodeni MAE ekstrakt liofilizovanih plodova pokazuje
najvecu ukupnu antioksidativnu aktivnost (8,84 mg TE/ml E).

e Za razliku od vodenih, etanolni ekstrakti plodova su ispoljili drugaciji trend
antioksidativne aktivnosti. U ovom slu¢aju MAE ekstrakciona tehnika se pokazala kao
najefikasniji nacin dobijanja ekstrakata, a liofilizacija kao veoma pogodna tehnika
suSenja biljne sirovine. Stoga je etanolni MAE ekstrakt liofilizovanih plodova zove
najjaci antioksidativni agens u svim primenjenim testovima, sa izuzetkom u procesu
heliranja jona metala, gde je etanolni MAE ekstrakt tradicionalno susenih plodova zove
jace helirao jone metala.

e Etanolni MAE ekstrakt cveta zove je najpotentniji agens kada je u pitanju
antioksidativna aktivnost kod svih ispitivanih mehanizama, dok su ostali ekstrakti cveta
zove dobijeni UAE i MAC ekstrakcionim tehnikama ostvarili nizi antioksidativni
potencijal.

e Neuroprotektivni potencijal ekstrakata ploda i cveta zove procenjen je ispitivanjem
njihove sposobnosti da smanje prekomernu aktivnost enzima acetilholin esteraze
(AchE) i butirilholin esteraze (BchE). U pogledu neuroprotektivne aktivnosti ekstrakata
plodova zove, najjaci inhibitorni kapacitet AChE enzima ostvarili su vodeni i etanolni
MAE ekstrakti liofilizovanih plodova, s tim da je jaci inhibitorni agnes vodeni MAE
ekstrakt (0,114 mg GALAE/mI E). Najbolji inhibitorni potencijal prema BChE enzimu
su takode ostvarili ekstrakti liofilizovanih plodova zove. U ovom slucaju UAE
ekstrakcija se pokazala kao veoma dobar nacin za dobijanje najpotentnijeg vodenog
ekstrakta koji je u najvecoj meri inhibirao BChE enzim, dok je MAC ekstrakcija uz
prisustvo 50% etanola kao ekstragensa najpogodniji nacin za dobijanje najpotentnijeg
etanolnog ekstrakta.
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e Vodeni MAC i etanolni MAE ekstrakti cveta zove su pokazali istu sposobnost u procesu
inhibicije enzima AChE, dok je na smanjenje prekomerne aktivnosti BChE enzima
najbolje uticao vodeni UAE ekstrakt.

e Ispitivanje antitirozinaznog potencijala proizvoda dobijenih od ploda i cveta zove
zasnovano je na njihovoj sposobnosti da inhibiraju prekomernu aktivnost enzima
tirozinaze. Tradicionalna tehnika susenja se u ovom slucaju pokazala kao najbolji nacin
uklanjanja vode iz biljne sirovine, zbog Cega su ekstrakti tradicionalno susenih plodova
i cveta zove ostvarili najbolju sposobnost u procesu inhibicije tirozinaze. 50% etanol je
ispoljio bolje solvatacione sposobnosti od vode, pa su etanolni MAE ekstrakti ploda i
cveta zove jaci antitirozinazni agensi (2,75 1 3,03 mg KAE/ml E, redom) od vodenih
MAC cekstrakata tradicionalno susenog ploda i cveta (1,39 1 1,07 mg KAE/ml E,
redom).

e Procena antidijabetogenog kapaciteta usmerena je na ispitivanje sposobnosti proizvoda
od zove da utiCu na smanjenje prekomerne aktivnosti enzima o-amilaze i o-
glukozidaze. Savremene tehnike i tehnologije su se pokazale kao dobar nacdin za
dobijanje visoko vrednih ekstrakata sposobnih da inhibiraju enzime digestivnog
sistema. Stoga je najpotentniji antidijabetogeni agens etanolni UAE ekstrakt
liofilizovanih plodova zove, koji je u najvec¢oj meri inhibirao a-amilazu i a-glukozidazu
(8,341 7,28 mg ACAE/mI E, redom). Vodeni MAE ekstrakt liofilizovanih plodova je
takode veoma dobar antidijabetogeni agens, ali je ostvario nizu inhibitornu mo¢ prema
analiziranim enzimima. Kada je re¢ o ekstraktima cveta zove etanolni MAE ekstrakt je
jaci antidijabetogeni agens od vodenog MAE ekstrakta.

e Primenjene tehnike i tehnologije kao nacini za dobijanje proizvoda na bazi zove uticali
su na rezultate koji su dobijeni hemijskom i fitohemijskom karakterizacijom, kao i
ispitivanjem njihovog bioloSkog potencijala. Plod i cvet zove su se pokazali kao
izuzetno potentna biljna sirovina za preradu i dobijanje novih proizvoda, gde je
liofilizacija omogucila ocuvanje visoko vrednih molekula u plodovima, a MAE
ekstrakciona tehnika kao najbolji nacin izolovanja bioaktivnih komponenata iz
prirodnih izvora. Vazno je istaci da je tradicionalan nacin suSenja obezbedio veoma
znacajno prisustvo bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima cveta, ali je u toku suSenja
tradicionalnom tehnikom biljni materijal izloZen delovanju faktora sredine koji uticu
na krajnji kvalitet biljnog materijala. PoboljSanje procesa susenja uvodenjem
savremenih umesto tradicionalnih tehnika suSenja su vaZzni aspekti u dobijanju novih
proizvoda. Pracenjem kinetike liofilizacije utvrdeni su parametri procesa susenja koji
obezbeduju kvalitet proizvoda, izbegavaju¢i mogucnost kontaminacije 1 Cuvajuci
nutritivne vrednosti proizvoda.

e Hemijskom analizom mati¢nog soka koji je dobijen tradicionalnim na¢inom cedenja
zrelih plodova zove utvrdeno je prisustvo organskih kiselina, od kojih je jabuc¢na
kiselina dominantna, dok je glukoza dominantan Secer u soku. Analizom nutritivnog
profila soka zapazen je nizak sadrzaj proteina i lipida (0,20 mg/ml), dok je energetska
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vrednost mati¢nog soka 15,20 kcal/100 ml. Sok od zove je izuzetno bogat mineralima
od kojih su najvise prisutni K, Mg, Ca, Na i Fe.

¢ Fitohemijskom analizom soka utvrdena su ista dominantna bioloski aktivna jedinjenja
kao 1 u ekstraktima plodova zove. ZapaZen je visok sadrzaj protokatehinske kiseline,
kao dominantne fenolne kiseline (42,70 pg/ml), hlorogenske kiseline (7,52 pg/ml), kao
i flavonoida kvercetn-3-O-heksozida, kvercetina i rutina (18,00, 6,17 i 5,11 pg/ml,
redom).

e Analizom nutritivnog profila mati¢nog soka od plodova zove sadrzaj ugljenih hidrata
je iznosio 37,40 mg/ml, dok je zabelezena energetska vrednost soka 15,20 kcal na 100
ml soka.

e Bioloske i funkcionalne karakteriste soka su ispitane kroz niz antioksidativnih testova
u kojima je sok ostvario veoma znacajan rezultat, posebno u procesu neutralizacije *NO
slobodnog radikala (53,06 mg TE/ml soka), ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti (29,63
mg TE/ml soka), kao i redukcionoj sposobnosti (10,98 mg TE/ml soka). Sok od zove
je ostvario dobru neuroprotektivnu aktivnost, posebno u inhibiciji prekomerne
aktivnosti AChE enzima (3,91 mg GALAE/mI soka), a najbolje bioloske i funkcionalne
karaktiristike soka su ocenjene u procesu inhibicije enzima tirozinaze (42,12 mg
KAE/ml soka), dok je analizirani sok ostvario umerenu sposobnost u sprecavanju
razvoja dijabetesa.

e Dobijanje soka tradicionalnim postupkom cedenja ostvareni su znacajni rezultati u
pogledu hemijske i fitohemijske karakterizacije, kao i senzorske ocene novog
proizvoda.

e Boja mati¢nog soka od zove definisana je instrumentalno (CIE L *a*b*C*hA koordinate
boje) i senzorski (NCS atlas boja).

e Senzorski profil soka od zove identifikovan je i kvantifikovan deskriptivnom
senzorskom analizom preko 16 senzorskih svojstava (‘cvekla’, ‘kupina’, ‘vi$nja’,
‘sirce’, ‘grejpfrut’, ‘kokos’, ‘karanfili¢’, ‘jorgovan’, ‘suva §ljiva’, ‘gorko’, ‘slatko’,
‘slano’, ‘kiselo’, ‘skupljanje usta’, ‘abrazija, suSenje grla’ i ‘perzistencija’).

e Senzorska prihvatljivost soka od zove (izgleda, ukusnosti, ose¢aja u ustima, ukusa koji
ostaje u ustima i ukupna prihvatljivost) od strane potrosaca verifikovana je ocenama
koje ukazuju da im se sok od zove, u manjem ili ve¢em stepenu, dopada, s tim da je
ukupna prihvatljivost soka od zove ocenjena kao neznatno veca od ‘malo mi se dopada’.
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Analizom hemijskog sastava Cetiri tipa vina koja su dobijena od plodova zove zapazeno
je da je najvedi sadrzaj etanola prisutan u vinima ¢iji je temperaturni tretman trajao 5
minuta, s tim da je vino koje je izlozeno uticaju temperature 70 °C u toku 5 minuta
imalo najveéi sadrzaj etanola. Jabuéna kiselina je dominantna organska kiselina, koja
je u najvecoj koncentraciji detektovana u vinu bez toplotnog tretmana. Povecanjem
uticaja temperature i vremena trajanja temperaturnog tretmana sadrzaj jabucne kiseline
se smanjivao. Prisustvo Secera (glukoze) detektovano je samo u vinu koje nije toplotno
tretirano. Sadrzaj suve materije, ukupnog ekstrakta i metanola je najveéi u vinu Ciji je
temperaturni profil 60 °C i 5 minuta. Prisustvo metanola u vinima od zove se krec¢e od
404,65 do 519,44 mg/l, $to je vise, kada se pogleda vrednost metanola u vinu od grozda

(< 200 mg/l).

Mineralne materije Na, K, Mg i Fe su najzastupljenije u vinu temperaturnog profila 70
°C i 5 minuta, dok se vino bez toplotnog tretmana odlikuje najnizim sadrzajem
mineralnih materija.

Karakterizacijom fitohemijskog sastava Cetiri tipa vina od zove utvrdeno je najvece
prisustvo ukupnih fenola, flavonoida, monomernih antocijana i tanina u vinu koje je
izlozeno uticaju temperature 70 °C u toku 5 minuta. Takode, vino koje je tretiranom
temperaturom 60 °C u toku 5 minuta je veoma dobar izvor ovih biomolekula, Sto je
posledica njihovog efikasnijeg izolovanja iz biljnog matriksa, usled temperaturnog
tretmana. Bioaktivne komponente dominantne u ekstraktima plodova zove su u
najvecoj koncentraciji prisutne i u vinima od plodova zove. p-hidroksibenzoeva
kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u vinu bez toplotnog tretmana (42,96
ug/ml), dok je u vinima koja su izloZena uticaju temperature u razli¢itim vremenskim
intervalima skoro ujednacen sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline. Protokatehinska
kiselina je u najvecoj koncentraciji identifikovana u vinu bez toplotnog tremana (52,46
pg/ml), dok je hlorogenska kiselina dominanta u vinu temperaturnog profila 60 °C i 5
minuta. Kvercetin kao dominnatan flavonoid u vinima od zove u najvecoj koncentraciji
je identifikovan u vinima temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta i 60 °C i 5 minuta
(158,89 1 149,48 pg/ml, redom). Temperaturni profil 60 °C 1 5 minuta je najviSe
pogodan za prisustvo kvercetin-3-O-heksozida u analiziranom vinu, dok rutinu
pogoduje temperaturni profil 70 °C i 5 minuta.

Sprovedeno istrazivanje u okviru ispitivanja vina od plodova zove ukazuje da je najjaci
antioksidativni kapacitet koji se zasniva na transferu elektrona i inhibiciji lipidne
peroksidacije ostvarilo vino temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta.

Kada je rec¢ o heliranju jona metala i neutralizaciji *NO radikala temperaturni profil vina

60 °C 1 5 minuta je najpogodniji za postizanje veoma efikasnog bioloSkog i1
funkcionalnog potencijala.
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Najjaca neuroprotektivna aktivnost u procesu smanjenja prekomerne aktivnosti AChE
ostvarena je vinom ¢iji je temperaturni tretman izveden na temperaturi 60 °C u toku 5
minuta (0,38 mg GALAE/ml vina), dok su u inhibiciji enzima BChE vino bez toplotnog
tretmana, vina izlozena dejstvu temperature 60 °C u toku 5 minuta i 10 minuta ostvarila

ujednacen inhibitorni kapacitet (0,17, 0,18 1 0,18 mg GALAE/ml vina, redom).

Veoma izrazenu aktivnost kao inhibitor enzima tirozinaze imalo je vino koje je
dobijeno na uslovima: uticaj temperature 70 °C, vremenski period 5 minuta. Ostvarena
inhibitorna aktivnost je 5,09 mg KAE/ml vina, §to ovom tipu vina i na¢inu dobijanja
daje poseban znacaj.

Osim $to je jak antitirozinazni agens vino temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta je
najefikasniji 1 antidijabetogeni agens, koji je u najve¢oj meri uticao na inhibiciju
prekomerne aktivnosti enzima a-amilaze (6,14 mg ACAE/ml vina). Prekomernu
aktivnost a-glukozidaze najbolje smanjuje vino koje je dobijeno primenom temperature
60 °C u toku 5 minuta (7,00 mg ACAE/ml vina), zbog cega su bioloske i funkcionalne
karakteristike ovog vina posebno dosle do izrazaja.

Kreiranje temperaturnog profila za dobijanje vina od zove je od posebnog znacaja zbog
degradacije cijanogenih glikozida koji se nalaze u biljnom materijalu. Pove¢anjem
temperature cijanogeni glikozidi su u potpunosti uklonjeni, a omoguéena je efikasnija
ekstrakcija bioloski potentnih metabolita, koji doprinose jakom bioloskom potencijalu
Vina.

Analizom etarskog ulja tradicionalno susenih i liofilizovanih plodova zove utvrdeno je
prisustvo ukupno 35 razli€itih jedinjenja, od Cega je 19 identifikovano u etarskom ulju
tradicionalno suSenih plodova, a 16 u etarskom ulju liofilizovanih plodova. Rezultati
analize ukazuju da ispitivana etarska ulja karakterise visok sadrzaj ketona ruza, od kojih
je najzastupljeniji f-damascenon (38,64% u etarskom ulju liofilizovanih plodova i
35,70% u etarskom ulju tradicionalno susenih plodova). Pored ketona ruza etarska ulja
dobijena od plodova zove su veoma bogat izvor terpenskih jedinjenja, od Kkoji je u
etarskom ulju liofilizovanih plodova najzastupljeniji linalol (32,80%), dok je linalil
antranilat dominantno terpensko jedinjenje u etarskom ulju tradicionalno suSenih
plodova (24,15%). Veéi sadrzaj a-terpineola je zabelezen u etarskom ulju liofilizovanih
plodova (9,59%), dok je u etarskom ulju tradicionalno suSenih plodova udeo ove
komponente 5,71%. Razlika izmedu etarskog ulja dobijenog od liofilizovanih i
tradicionalno susenih plodova zove ogleda se u sadrzaju fitola koji je prekursor u sintezi
hlorofila, kao i vitamina E i K. Ovaj acikli¢ni diterpenski alkohol je prisutan u etarskom
ulju liofilizovanih plodova (6,84%), dok njegovo prisustvo u etarskom ulju
tradicionalno suSenih plodova nije utvrdeno.
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Etarsko ulje cveta zove se odlikuje najveéim sadrzajem mono- i seskviterpena.
Dominantne komponente u etarskom ulju cveta su: karan (13,19%), a-limonen
diepoksid (7,23%) i metil salicilat (7,00%). 3-damascenon je prisutan u veoma maloj
koli¢ini u odnosu na etarsko ulje plodova zove (1,68%). Dobijeni rezultati ukazuju da
etarska ulja biljne vrste S. nigra imaju jednostavan hemijski sastav u kome
preovladavaju ketoni ruza i terpenska jedinjenja. Varijabilnosti sadrzaja istih
komponenti u razli¢itim organima iste biljne vrste zasniva se na uticaju klimatskih
faktora kojima su biljni organi izloZeni.

Ispitivanjem hemijskog sastava, odredivanjem bioloskih 1 funkcionalnih karakteristika
novih proizvoda od zove utvrden je visok potencijal samonikle biljne vrste u pogledu
definisanja prehrambenih proizvoda kojih nema na trzistu Srbije, regiona i sveta.

Na osnovu sprovedenog istrazivanja, dobijeni rezultati ukazuju na izuzetan bioloski
potencijal biljne vrste S. nigra i mogucnost izlaska iz laboratorijskih okvira upotrebe
ploda i cveta zove u cilju njihove prerade za dobijanje proizvoda i na industrijkom
nivou, sa naglaskom na primenu savremenih tehnika suSenja i ekstrakcije.

Ukupni i sumirani rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pruzaju
smernice za pripremu novih, funkcionalnih proizvoda od plodova i cveta zove, imajuci
u vidu optimalan sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja i optimalan bioloski potencijal:

- priprema ekstrakata od plodova zove: preporucuje se primena mikrotalasne
ekstrakcije liofilizovanih plodova i upotreba vode kao rastvaraca,

- priprema ekstrakata od cveta zove: preporucuje se primena mikrotalasne
ekstrakcije tradicionalno suSenih cvetova i upotreba 50% etanola kao
rastvaraca,

- priprema soka od plodova zove: preporucuje se tradicionalan nacin cedenja
zrelih plodova, bez dodatka Secera, aditiva 1 konzervanasa,

- priprema vina od plodova zove: preporucuje se standardni postupak proizvodnje
vina, primenom temperaturnog profila 70 °C i 5 minuta,

- priprema etarskog ulja od plodova zove: preporucuje se postupak
hidrodestilacije liofilizovanih plodova u trajanju od 4 sata,

- zova je samonikla biljna vrsta koja u buduénosti nesumnjivo i osnovano moze

biti polazna sirovina za kreiranje i dobijanje novih prehrambenih proizvoda na
domacem i inostranom trzistu.
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7. PRILOZI
Rezultati statisticke obrade ispitivanih uzoraka

PRILOG 7.1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova
zove

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima svezih, tradicionalno susenih i liofilizovanih
plodova zove, Histogram 4.1.

Ekstrakti Ukupni fenoli
(mg GAE/ml E)*
S vodeni UAE 0,21+0,01'™m
S vodeni MAE 0,27+0,01K
S vodeni MAC 0,20+0,01™
TS vodeni UAE 0,64+0,02'
TS vodeni MAE 0,82+0,029
TS vodeni MAC 0,97+0,01°
L vodeni UAE 1,09+0,02¢
L vodeni MAE 1,49+0,032
L vodeni MAC 1,26+0,01°
S etanolni UAE 0,20+0,02™
S etanolni MAE 0,25+0,02k
S etanolni MAC 0,23+0,01!
TS etanolni UAE 0,56+0,01)
TS etanolni MAE 0,62+0,01
TS etanolni MAC 0,77+0,01"
L etanolni UAE 1,00+0,01°
L etanolni MAE 1,16+0,03°
L etanolni MAC 1,15+0,02°

*miligram ekvivalenata galne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-m znacano se razlikuju p<0,05
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Tabela 2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima svezih, tradicionalno suSenih i

liofilizovanih plodova zove, Histogram 4.2.

Ekstrakti Ukupni flavonoidi
(mg RU/ml E)*

S vodeni UAE 0,004+0,002%
S vodeni MAE 0,028+0,001"!
S vodeni MAC 0,014+0,001)
TS vodeni UAE 0,043+0,003¢
TS vodeni MAE 0,065+0,003f
TS vodeni MAC 0,032+0,002"!
L vodeni UAE 0,085+0,002¢¢
L vodeni MAE 0,115+0,0032
L vodeni MAC 0,083+0,003¢%¢
S etanolni UAE 0,023+0,002!
S etanolni MAE 0,034+0,0029"
S etanolni MAC 0,023+0,002'

TS etanolni UAE 0,063+0,003f
TS etanolni MAE 0,079+0,002¢%¢
TS etanolni MAC 0,092+0,002°¢

L etanolni UAE 0,096+0,003°
L etanolni MAE 0,071+0,002%f
L etanolni MAC 0,071+0,001%f

*miligram ekvivalenata rutina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-k znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 3. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ekstraktima svezih, tradicionalno suSenih
i liofilizovanih plodova zove, Histogram 4.3.

Ekstrakti Ukupni monomerni antocijani
(mg CGE/ml E)*

S vodeni UAE 0,10+0,01M!

S vodeni MAE 0,13+0,02"

S vodeni MAC 0,07+0,01
TS vodeni UAE 0,22+0,02F9N
TS vodeni MAE 0,16+0,019"
TS vodeni MAC 0,16+0,029M

L vodeni UAE 0,63+0,02°

L vodeni MAE 0,60+0,08¢

L vodeni MAC 0,47+0,05¢

S etanolni UAE 0,15+0,019M

S etanolni MAE

0,17+0,0179N

S etanolni MAC

0,18+0,0179h

TS etanolni UAE 0,25+0,03%"
TS etanolni MAE 0,25+0,02%f
TS etanolni MAC 0,31+0,02°
L etanolni UAE 0,76+0,04°
L etanolni MAE 0,86+0,06?
L etanolni MAC 0,76+0,05"

*miligram ekvivalenata cijanidin-3-O-glukozida po mililitru ekstrakta.
3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-i znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 4. Sadrzaj ukupnih tanina u ekstraktima svezih, tradicionalno susenih i liofilizovanih
plodova zove, Histogram 4.4.

Ekstrakti Ukupni tanini
(mg CE/ml E)*
S vodeni UAE 0,11+0,01!
S vodeni MAE 0,20+0,01"
S vodeni MAC 0,11+0,01)
TS vodeni UAE 0,67+0,07"9
TS vodeni MAE 0,79+0,03%
TS vodeni MAC 0,48+0,01"
L vodeni UAE 0,95+0,05¢
L vodeni MAE 1,25+0,13°
L vodeni MAC 0,89+0,01%¢
S etanolni UAE 0,27+0,02'
S etanolni MAE 0,27+0,03'
S etanolni MAC 0,26+0,02'
TS etanolni UAE 0,57+0,059"
TS etanolni MAE 0,97+0,04¢
TS etanolni MAC 0,93+0,07¢
L etanolni UAE 1,41+0,07°
L etanolni MAE 1,63+0,012
L etanolni MAC 1,29+0,06°°¢

*miligram ekvivalenata katehina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-j zna¢ano se razlikuju p<0,05
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PRILOG 7.2. Biolo$ke i funkcionalne karakteristike ekstrakata plodova
zove (Antioksidativna aktivnost)

Tabela 5. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji slobodnog DPPH* radikala,
Histogram 4.5.

Ekstrakti DPPH
(mg TE/ml E)*

S vodeni UAE 0,25+0,03!
S vodeni MAE 0,35+0,01'
S vodeni MAC 0,22+0,01)
TS vodeni UAE 0,75+0,039
TS vodeni MAE 0,72+0,059
TS vodeni MAC 1,34+0,062
L vodeni UAE 1,18+0,03%¢
L vodeni MAE 1,22+0,10°
L vodeni MAC 0,92+0,10°
S etanolni UAE 0,24+0,01)
S etanolni MAE 0,37+0,03'
S etanolni MAC 0,30+0,01"
TS etanolni UAE 0,83+0,06'
TS etanolni MAE 0,83+0,04f
TS etanolni MAC 1,03+0,04¢
L etanolni UAE 0,63+0,02"
L etanolni MAE 1,32+0,032
L etanolni MAC 1,10+0,06%¢

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-j znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 6. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji slobodnog ABTS** radikala,
Histogram 4.6.

Ekstrakti ABTS
(mg TE/ml E)*
S vodeni UAE 0,54+0,01%
S vodeni MAE 0,73+0,01'
S vodeni MAC 0,45+0,01'
TS vodeni UAE 1,67+0,02"
TS vodeni MAE 2,10+0,06°
TS vodeni MAC 4,56+0,062
L vodeni UAE 1,83+0,06¢
L vodeni MAE 1,87+0,01f 9
L vodeni MAC 1,60+0,05"
S etanolni UAE 0,60+0,01k
S etanolni MAE 0,76+0,01'
S etanolni MAC 0,62+0,01
TS etanolni UAE 1,67+0,06"
TS etanolni MAE 1,91+0,02f
TS etanolni MAC 2,21+0,02¢
L etanolni UAE 2,56+0,03°¢
L etanolni MAE 2,70+0,02°
L etanolni MAC 2,55+0,03°¢

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-1 znacano se razlikuju p<0,05.
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Ekstrakti FRAP
(mg TE/ml E)*
S vodeni UAE 0,65+0,02"
S vodeni MAE 0,80+0,019
S vodeni MAC 0,52+0,01'
TS vodeni UAE 1,98+0,04f
TS vodeni MAE 2,65+0,02¢
TS vodeni MAC 3,51+0,10%
L vodeni UAE 2,50+0,03¢
L vodeni MAE 3,42+0,04°
L vodeni MAC 2,70+0,08°
S etanolni UAE 0,71+0,02"
S etanolni MAE 0,84+0,029
S etanolni MAC 0,68+0,02"
TS etanolni UAE 1,96+0,05f
TS etanolni MAE 1,97+0,02
TS etanolni MAC 2,54+0,06°
L etanolni UAE 2,89+0,04°¢
L etanolni MAE 2,82+0,02°¢
L etanolni MAC 2,86+0,02°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-i znacano se razlikuju p<0,05.

Milena Vujanovic¢

Tabela 7. Sposobnost ekstrakata plodova zove u redukciji Fe** jona, Histogram 4.7.
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Ekstrakti CUPRAC
(mg TE/ml E)*

S vodeni UAE 0,72+0,01'
S vodeni MAE 0,92+0,02%
S vodeni MAC 0,64+0,01'
TS vodeni UAE 2,30+0,03'
TS vodeni MAE 2,81+0,049
TS vodeni MAC 5,13+0,042
L vodeni UAE 2,99+0,02f
L vodeni MAE 4,18+0,04°
L vodeni MAC 3,43+0,06°
S etanolni UAE 0,86+0,01%
S etanolni MAE 1,04+0,02)
S etanolni MAC 0,84+0,02%
TS etanolni UAE 2,42+0,01"
TS etanolni MAE 2,76+0,149
TS etanolni MAC 2,82+0,02¢
L etanolni UAE 3,64+0,01¢
L etanolni MAE 3,88+0,03°¢
L etanolni MAC 3,88+0,03°¢

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-1 znacano se razlikuju p<0,05.

Milena Vujanovic¢

Tabela 8. Sposobnost ekstrakata plodova zove u redukciji Cu?* jona, Histogram 4.8.
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Tabela 9. Sposobnost ekstrakata plodova zove u neutralizaciji *NO radikala, Histogram 4.9.

Ekstrakti NO
(mg TE/ml E)*
S vodeni UAE 5,030,509
S vodeni MAE 7,28+0,75"9
S vodeni MAC 4,16+0,38°
TS vodeni UAE 8,83+0,63%
TS vodeni MAE 13,23+0,98¢4
TS vodeni MAC 13,65+0,47¢¢
L vodeni UAE 12,36+1,08%
L vodeni MAE 12,70+0,87¢¢
L vodeni MAC 14,25+0,21¢
S etanolni UAE 5,72+0,50"9
S etanolni MAE 5,35+0,409
S etanolni MAC 7,16+0,49"9
TS etanolni UAE 15,25+1,16°¢
TS etanolni MAE 7,47+0,66"9
TS etanolni MAC 10,80+1,05%¢
L etanolni UAE 23,18+1,02°
L etanolni MAE 32,60+3,542
L etanolni MAC 31,652,332

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-g znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 10. Sposobnost ekstrakata plodova zove u heliranju jona metala, Histogram 4.10.

Ekstrakti Heliranje jona metala
(mg EDTA/mI E)*
S vodeni UAE 0,12+0,01%!
S vodeni MAE 0,07+0,01'
S vodeni MAC 0,11+0,01%!
TS vodeni UAE 0,52+0,01¢

TS vodeni MAE 0,68+0,022
TS vodeni MAC 0,46+0,01°
L vodeni UAE 0,13+0,01%
L vodeni MAE 0,65+0,022P
L vodeni MAC 0,37+0,01°
S etanolni UAE 0,26+0,01"!
S etanolni MAE 0,27+0,01"
S etanolni MAC 0,21+0,01)
TS etanolni UAE 0,57+0,02¢4
TS etanolni MAE 0,60+0,03°¢
TS etanolni MAC 0,25+0,03")
L etanolni UAE 0,32+0,059
L etanolni MAE 0,39+0,06f

L etanolni MAC 0,30+0,029N

*miligram ekvivalenata etilendiaminotetrasiréetne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-1 znacano se razlikuju p<0,05.
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Milena Vujanovic¢

Tabela 11. Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata plodova zove, Histogram 4.11.

Ekstrakti Ukupna antioksidativna aktivnost
(mg TE/ml E)*
S vodeni UAE 1,79+0,12"
S vodeni MAE 2,04+0,079"
S vodeni MAC 1,70+0,08"

TS vodeni UAE

4,67+0,1109ef

TS vodeni MAE

6,15+0,167¢d

TS vodeni MAC

5,44+0,16°%%¢

L vodeni UAE 3,92+0,28%19
L vodeni MAE 8,84+0,23?
L vodeni MAC 6,71+0,46"
S etanolni UAE 1,62+0,01"
S etanolni MAE 2,17+0,169"
S etanolni MAC 1,94+0,029"

TS etanolni UAE

3,15+0,22"9N

TS etanolni MAE

4,37+0,14%¢f

TS etanolni MAC

5,70+0,300cde

L etanolni UAE

6,11+0,157¢d

L etanolni MAE

6,59+0,130¢

L etanolni MAC

6,68+0,78°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.

+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-h zna¢ano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.3. Bioloske i funkcionalne karakteristike ekstrakata plodova
zove (Neuroprotektivna aktivnost)

Tabela 12. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije AChE, Histogram 4.12.

Ekstrakti AChE
(mg GALAE/mI E)*
S vodeni UAE 0,022+0,001"
S vodeni MAE 0,024+0,001'
S vodeni MAC 0,020+0,001)
TS vodeni UAE 0,044+0,0029"
TS vodeni MAE 0,057+0,003f
TS vodeni MAC 0,000+0,000%
L vodeni UAE 0,089+0,002¢
L vodeni MAE 0,114+0,005%
L vodeni MAC 0,107+0,004°
S etanolni UAE 0,022+0,001"
S etanolni MAE 0,024+0,002'
S etanolni MAC 0,021+0,001
TS etanolni UAE 0,047+0,0029
TS etanolni MAE 0,055+0,003f
TS etanolni MAC 0,042+0,003"
L etanolni UAE 0,069+0,004¢
L etanolni MAE 0,095+0,005°¢
L etanolni MAC 0,095+0,005¢

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-j znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 13. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije BChE, Histogram 4.13.

Ekstrakti BChE
(mg GALAE/ml E)*
S vodeni UAE 0,006+0,002%
S vodeni MAE 0,003+0,001"
S vodeni MAC 0,004+0,001%
TS vodeni UAE 0,014+0,003%¢
TS vodeni MAE 0,01620,003%¢
TS vodeni MAC 0,000+0,000°
L vodeni UAE 0,031+0,002°
L vodeni MAE 0,004+0,0018
L vodeni MAC 0,007+0,002%-&
S etanolni UAE 0,018+0,001¢
S etanolni MAE 0,018+0,001¢
S etanolni MAC 0,005+0,001°"
TS etanolni UAE 0,033+0,002°
TS etanolni MAE 0,041+0,002°
TS etanolni MAC 0,007+0,001%¢f
L etanolni UAE 0,064+0,003"
L etanolni MAE 0,061+0,001°
L etanolni MAC 0,076+0,0022

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-f znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.4. BioloSke i funkcionalne karakteristike ekstrakata plodova
zove (Antitirozinazna aktivnost)

Tabela 14. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije tirozinaze, Histogram 4.14.

Ekstrakti Tirozinaza
(mg KAE/mI E)*
S vodeni UAE 0,39+0,01!
S vodeni MAE 0,52+0,01'
S vodeni MAC 0,32+0,02
TS vodeni UAE 0,92+0,02"
TS vodeni MAE 1,12+0,03"9
TS vodeni MAC 1,39+0,04°
L vodeni UAE 0,10+0,01™
L vodeni MAE 0,22+0,01'
L vodeni MAC 0,06+0,01™
S etanolni UAE 1,07+0,01°
S etanolni MAE 1,17+0,01f
S etanolni MAC 0,41+0,01)
TS etanolni UAE 2,35+0,03"
TS etanolni MAE 2,750,022
TS etanolni MAC 1,15+0,01
L etanolni UAE 1,55+0,08¢
L etanolni MAE 1,85+0,01°
L etanolni MAC 1,61+0,03¢

*miligram ekvivalenata koji¢ne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-m znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.5. BioloSke i funkcionalne karakteristike ekstrakata plodova
zove (Antidijabetogena aktivnost)

Tabela 15. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije a-amilaze, Histogram
4.15.

Ekstrakti a-amilaza
(mg ACAE/mI E)*
S vodeni UAE 0,18+0,03"
S vodeni MAE 0,24+0,039N
S vodeni MAC 0,16+0,03"
TS vodeni UAE 0,51+0,079"
TS vodeni MAE 0,57+0,089"
TS vodeni MAC 0,77+0,07%9n
L vodeni UAE 1,41+0,119¢f
L vodeni MAE 4,04+0,20°
L vodeni MAC 2,18+0,17¢
S etanolni UAE 0,86+0,06"9"
S etanolni MAE 1,02+0,03%"9
S etanolni MAC 0,21+0,03"
TS etanolni UAE 1,69+0,12%¢
TS etanolni MAE 2,10+0,07¢
TS etanolni MAC 0,71+0,079"
L etanolni UAE 8,34+0,132
L etanolni MAE 7,12+0,16"
L etanolni MAC 7,14+0,16°

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznaéene slovima a-h znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 16. Sposobnost ekstrakata plodova zove u procesu inhibicije a-glukozidaze, Histogram
4.16.

Ekstrakti a-glukozidaza
(mg ACAE/ml E)*
S vodeni UAE 0,18+0,03"9
S vodeni MAE 0,38+0,03%f9
S vodeni MAC 0,10+0,03¢
TS vodeni UAE 0,81+0,07¢¢f9
TS vodeni MAE 1,30+0,08¢
TS vodeni MAC 1,26+0,21%¢
L vodeni UAE 1,31+0,99¢
L vodeni MAE 2,22+0,20°
L vodeni MAC 1,68+0,17¢¢
S etanolni UAE 0,23+0,03"9
S etanolni MAE 0,19+0,03"9
S etanolni MAC 0,21+0,05"9
TS etanolni UAE 1,00+0,12%¢f
TS etanolni MAE 1,01+0,14%#f
TS etanolni MAC 1,42+0,07¢4
L etanolni UAE 7,28+0,402
L etanolni MAE 5,82+0,16"
L etanolni MAC 4,97+0,31°

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznaéene slovima a-g znac¢ano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.6. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima cveta zove

Tabela 17. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima cveta zove, Histogram 4.17.

Ekstrakti Ukupni fenoli
(mg GAE/ml E)*
Vodeni UAE 2,50+0,12°
Vodeni MAE 3,40+0,12°
Vodeni MAC 2,00+0,09¢
Etanolni UAE 3,55+0,78°
Etanolni MAE 4,95+0,852
Etanolni MAC 3,29+0,69°

*miligram ekvivalenata galne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znac¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 18. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima cveta zove, Histogram 4.18.

Ekstrakti Ukupni flavonoidi
(mg RU/ml E)*
Vodeni UAE 0,53+0,02¢
Vodeni MAE 1,05+0,04°
Vodeni MAC 0,50+0,02°
Etanolni UAE 1,11+0,03°
Etanolni MAE 1,31+0,032
Etanolni MAC 0,97+0,02°

*miligram ekvivalenata rutina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.7. BioloSke i funkcionalne karakteristike ekstrakata cveta zove
(Antioksidativna aktivnost)

Tabela 19. Sposobnost ekstrakata cveta zove u neutralizaciji slobodnog DPPH* radikala,
Histogram 4.19.

Ekstrakti DPPH
(mg TE/ml E)*
Vodeni UAE 0,63+0,01¢
Vodeni MAE 0,90+0,05°¢
Vodeni MAC 0,95+0,02°
Etanolni UAE 1,31+0,08"
Etanolni MAE 1,59+0,082
Etanolni MAC 1,29+0,09°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 20. Sposobnost ekstrakata cveta zove u neutralizaciji slobodnog ABTS*" radikala,
Histogram 4.20.

Ekstrakti ABTS
(mg TE/ml E)*
Vodeni UAE 1,56+0,27¢
Vodeni MAE 2,20+0,22°
Vodeni MAC 1,78+0,18¢
Etanolni UAE 2,04+0,31°¢
Etanolni MAE 2,52+0,252
Etanolni MAC 1,93+0,19°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-e znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 21. Sposobnost ekstrakata cveta zove u redukciji Fe®* jona, Histogram 4.21.

Ekstrakti FRAP
(mg TE/ml E)*
Vodeni UAE 1,22+0,16°
Vodeni MAE 2,05+0,10°
Vodeni MAC 1,92+0,05¢
Etanolni UAE 2,36+0,08"
Etanolni MAE 3,09+0,092
Etanolni MAC 2,14+0,05°¢

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-e znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 22. Sposobnost ekstrakata cveta zove u redukciji Cu®* jona, Histogram 4.22.

Ekstrakti CUPRAC
(mg TE/ml E)*

Vodeni UAE 1,87+0,26°
Vodeni MAE 2,70+0,23¢
Vodeni MAC 2,46+0,36°
Etanolni UAE 3,50+0,36°
Etanolni MAE 4,55+0,342
Etanolni MAC 3,33+0,26°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznaéene slovima a-e znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 23. Sposobnost ekstrakata cveta zove u heliranju jona metala, Histogram 4.23.

Ekstrakti Heliranje jona metala
(mg EDTA/mI E)*
Vodeni UAE 0,29+0,02°
Vodeni MAE 0,55+0,06°
Vodeni MAC 0,009+0,001¢
Etanolni UAE 0,60+0,012
Etanolni MAE 0,62+0,052
Etanolni MAC 0,53+0,03°

*miligram ekvivalenata etilendiaminotetrasiréetne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 24. Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata cveta zove, Histogram 4.24.

Ekstrakti Ukupna antioksidativna aktivnost

(mg TE/ml E)*
Vodeni UAE 0,00265+0,0001°
Vodeni MAE 0,00433+0,0002°
Vodeni MAC 0,00321+0,0002¢
Etanolni UAE 0,00395+0,0002°
Etanolni MAE 0,00498+0,0003%
Etanolni MAC 0,00446+0,0003°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-e znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.8. Bioloske i funkcionalne karakteristike ekstrakata cveta zove
(Neuroprotektivna aktivnost)

Tabela 25. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije AChE, Histogram 4.25.

Ekstrakti AChE
(mg GALAE/ml E)*
Vodeni UAE 0,018+0,001¢
Vodeni MAE 0,015+0,0014
Vodeni MAC 0,040+0,0022
Etanolni UAE 0,033+0,002°
Etanolni MAE 0,040+0,0022
Etanolni MAC 0,038+0,0022

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 26. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije BChE, Histogram 4.26.

Ekstrakti BChE
(mg GALAE/ml E)*
Vodeni UAE 0,0130+0,00022
Vodeni MAE 0,0052+0,0015°¢
Vodeni MAC 0,0110+0,0010°
Etanolni UAE 0,0050+0,0003°¢
Etanolni MAE 0,0047+0,0002¢
Etanolni MAC 0,0050+0,0003°¢

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d zna¢ano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.9. Bioloske i funkcionalne karakteristike ekstrakata cveta zove
(Antitirozinazna aktivnost)

Tabela 27. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije tirozinaze, Histogram 4.27.

Ekstrakti Tirozinaza
(mg KAE/ml E)*

Vodeni UAE 0,80+0,08°
Vodeni MAE 0,980,101
Vodeni MAC 1,07+0,11°
Etanolni UAE 2,52+0,25°
Etanolni MAE 3,03+0,30?
Etanolni MAC 2,63+0,26"

*miligram ekvivalenata koji¢ne kiseline po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-e znacano se razlikuju p<0,05.

PRILOG 7.10. Bioloske i funkcionalne karakteristike ekstrakata cveta zove
(Antidijabetogena aktivnost)

Tabela 28. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije a-amilaze Histogram 4.28.

Ekstrakti a-amilaza
(mg ACAE/mI E)*
Vodeni UAE 0,00110+0,00001¢

Vodeni MAE 0,00245+0,00001°
Vodeni MAC 0,00041+0,00002°
Etanolni UAE 0,00357+0,00002°
Etanolni MAE 0,00490+0,00003%

Etanolni MAC 0,00225+0,00001¢

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-f znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 29. Sposobnost ekstrakata cveta zove u procesu inhibicije a-glukozidaze Histogram
4.29.

Ekstrakti a-glukozidaza
(mg ACAE/mI E)*

Vodeni UAE 0,0069+0,0002°

Vodeni MAE 0,0180+0,0001°

Vodeni MAC 0,0020+0,0001¢

Etanolni UAE 0,0190+0,0001"

Etanolni MAE 0,0238+0,0002%

Etanolni MAC 0,0067+0,0001°

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru ekstrakta.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.11. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u vinu od plodova zove

Tabela 30. Sadrzaj ukupnih fenola u vinima od plodova zove, Histogram 4.30.

Vina Ukupni fenoli
(mg GAE/ml vina)*
BTT 4,60+0,05"
60 °C, 5 min. 5,070,072
60 °C, 10 min. 4,46x0,12°
70 °C, 5 min. 5,12+0,05?

*miligram ekvivalenata galne kiseline po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-c zna¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 31. Sadrzaj ukupnih flavonoida u vinima od plodova zove, Histogram 4.31.

Vina Ukupni flavonoidi
(mg RU/ml vina)*
BTT 0,14+0,05¢
60 °C, 5 min. 0,31+0,03°
60 °C, 10 min. 0,24+0,02°
70 °C, 5 min. 0,42+0,022

*miligram ekvivalenata rutina po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 32. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u vinima od plodova zove, Histogram 4.32.

Vina Ukupni monomerni antocijani
(mg CGE/ml vina)*
BTT 0,480,011
60 °C, 5 min. 0,67+0,02°
60 °C, 10 min. 0,63+0,05°
70 °C, 5 min. 0,76+0,05%

*miligram ekvivalenata cijanidin-3-O-glukozida po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 33. Sadrzaj ukupnih tanina u vinima od plodova zove, Histogram 4.33.

Vina Ukupni tanini
(mg CE/ml vina)*
BTT 3,48+0,30%
60 °C, 5 min. 3,59+0,242
60 °C, 10 min. 3,180,222
70 °C, 5 min. 3,840,242

*miligram ekvivalenata katehina po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovom a statisticki se znacano ne razlikuju.

PRILOG 7.12. BioloSke i funkcionalne karakteristike vina od plodova zove
(Antioksidativna aktivnost)

Tabela 34. Sposobnost vina od plodova zove u neutralizaciji slobodnog DPPH* radikala,
Histogram 4.34.

Vina DPPH
(mg TE/ml vina)*
BTT 5,97+0,36°
60 °C, 5 min. 6,44+0,382
60 °C, 10 min. 5,69+0,11°
70 °C, 5 min. 6,81+0,122

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-b znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 35. Sposobnost vina od plodova zove u neutralizaciji slobodnog ABTS** radikala,
Histogram 4.35.

Vina ABTS
(mg TE/ml vina)*
BTT 12,87+0,23°
60 °C, 5 min. 14,33+0,22°
60 °C, 10 min. 12,65+0,06°
70 °C, 5 min. 14,80+0,16%

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-c znac¢ano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 36. Sposobnost vina od plodova zove u procesu redukcije Fe3* jona, Histogram 4.36.

Vina FRAP
(mg TE/ml vina)*
BTT 14,74+0,23°
60 °C, 5 min. 16,55+0,48%
60 °C, 10 min. 15,92+0,57°
70 °C, 5 min. 16,830,222

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-c zna¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 37. Sposobnost vina od plodova zove u procesu redukcije Cu?* jona, Histogram 4.37.

Vina CUPRAC
(mg TE/ml vina)*
BTT 17,34+1,12°
60 °C, 5 min. 19,74+0,482°
60 °C, 10 min. 17,78+0,30°
70 °C, 5 min. 21,26+0,672

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-b znacano se razlikuju p<0,05.

Tabela 38. Sposobnost vina od plodova zove u procesu neutralizacije *NO radikala, Histogram
4.38.

Vina NO
(mg TE/ml vina)*
BTT 84,09+5,43°
60 °C, 5 min. 105,42+6,65
60 °C, 10 min. 82,05+3,31°
70 °C, 5 min. 87,20+6,81°

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-b znacano se razlikuju p<0,05.
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Tabela 39. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije lipidne peroksidacije,

Histogram 4.39.

Vina Lipidna peroksidacija
(mg TE/ml vina)*
BTT 0,18+0,01°
60 °C, 5 min. 0,14+0,01¢
60 °C, 10 min. 0,21+0,01°
70 °C, 5 min. 0,26+0,012

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznaéene slovima a-d znac¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 40. Sposobnost vina od plodova zove u procesu heliranja jona metala, Histogram 4.40.

Vina Heliranje jona metala
(mg EDTA/mI vina)*
BTT 1,49+0,09°
60 °C, 5 min. 4,060,052
60 °C, 10 min. 3,52+0,11°
70 °C, 5 min. 1,12+0,18¢

*miligram ekvivalenata etilendiaminotetrasircetne kiseline po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znac¢ano se razlikuju p p<0,05.

Tabela 41. Ukupna antioksidativna aktivnost vina od plodova zove, Histogram 4.41.

Vina Ukupna antioksidativna aktivnost
(mg TE/ml vina)*
BTT 22,46+1,56°
60 °C, 5 min. 24,06+0,54%
60 °C, 10 min. 22,16+0,85°
70 °C, 5 min. 25,00+1,19%

*miligram ekvivalenata troloksa po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-b znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.13. BioloSke i funkcionalne karakteristike vina od plodova zove
(Neuroprotektivna aktivnost)

Tabela 42. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije AChE, Histogram 4.42.

Vina AChE
(mg GALAE/ml vina)*
BTT 0,29+0,01°
60 °C, 5 min. 0,38+0,022
60 °C, 10 min. 0,34+0,02°
70 °C, 5 min. 0,28+0,014

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznadene slovima a-d znac¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 43. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije BChE, Histogram 4.43.

Vina BChE
(mg GALAE/ml vina)*
BTT 0,17+0,012
60 °C, 5 min. 0,18+0,012
60 °C, 10 min. 0,18+0,03?
70 °C, 5 min. 0,13+0,02°

*miligram ekvivalenata galantamina po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-b znacano se razlikuju p<0,05.

PRILOG 7.14. Bioloske i funkcionalne karakteristike vina od plodova zove
(Antitirozinazna aktivnost)

Tabela 44. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije tirozinaze, Histogram 4.44.

Vina Tirozinaza
(mg KAE/ml vina)*

BTT 3,67+0,09¢

60 °C, 5 min. 4,35+0,05"

60 °C, 10 min. 4,11+0,15°¢

70 °C, 5 min. 5,09+0,112

*miligram ekvivalenata koji¢ne kiseline po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.
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PRILOG 7.15. BioloSke i funkcionalne karakteristike vina od plodova zove
(Antidijabetogena aktivnost)

Tabela 45. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije a-amilaze, Histogram 4.45.

Vina a-amilaza
(mg ACAE/ml vina)*

BTT 4,01+0,45°

60 °C, 5 min. 4,20+0,47°

60 °C, 10 min. 3,93+0,444

70 °C, 5 min. 6,14+0,442

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznaéene slovima a-d znac¢ano se razlikuju p<0,05.

Tabela 46. Sposobnost vina od plodova zove u procesu inhibicije a-glukozidaze, Histogram
4.46.

Vina a-glukozidaza
(mg ACAE/ml vina)*
BTT 4,90£0,45°
60 °C, 5 min. 7,00+0,472
60 °C, 10 min. 4,80+0,87°¢
70 °C, 5 min. 6,14+0,44°

*miligram ekvivalenata akarboze po mililitru vina.
+3SD. Srednje vrednosti u koloni oznacene slovima a-d znacano se razlikuju p<0,05.
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Osaj Obpazay uunu cacmasHu 0eo OOKmMoOpcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHUYKO2 Npojekma Koju ce opanu na Yuueepsumemy y Hoeom
Caoy. llonyrwen Obpazay ykopuuumu uza mexkcma OOKmMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana mojaraka

XEeMHjCKH cacTaB, OMOJIOMIKE U (QYHKIMOHATHE KAPAaKTEPUCTHKE HOBHX IIPOM3BOJIA O] 30BE

a) Texnonomku ¢paxynrer Hosu Can, Hosu Cax, Cpbuja
0) [Ipuponno-maremaruuku ¢akynrter, Hou Can, Cpouja
B) [IpupogHo-matemaruuku daxynrer, Konuja, Typcka

[pojexat ¢punaHCcHpaH o1 cTpane MHUHHCTapCTBA MPOCBETE, HAYKE W TEXHOJIOIIKOT pa3Boja Pemyomuke Cpouje

Hasus npojekra: ,,apMakoJIOIKK aKTUBHE CYIICTaHIIE M IIPOU3BOM Ha 0a3M JIEKOBUTOI/apOMaTHYHOT Onsba 32

npuMeHy y dpapmanuju”

EBunenmmonu 6poj nmpojekra: TP31013
Tpajame mpojexra: 2011-2020.
1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu npukyn/vajy
JlokTOpCKa aucepramuja

1.2 Bpcre nonaraka
KBaHTUTATHBHH
KBaJIMTaTUBHU

1.3. Hauns npukymbama nogaraka

a) aHKeTe, YIUTHUIIM, TECTOBA

0) KIIMHUYKE MTPOIICHE, MEAUIIMHCKHU 3aITUCH, EIICKTPOHCKH 3IPaBCTBEHH 3aIMCH
B) TEHOTHUIIOBU: HABECTU BPCTY
I') aJIMUHUCTPATUBHY IOJIAIA: HABECTH BPCTY
)] y30pum TkuBa: uBer u oz 30Be poxa Sambucus (Sambucus nigra L.)
) caumiy, hororpaduje: HaBECTH BPCTY

TEKCT: JINTEpaTypa

’K) Mara, HaBECTH BPCTY

0CTaJI0: EKCIIEPUMEHTAIIHY I10/IAIN

1.3 ®opmart nogaTaka, ynoTpedspeHe cKaje, KOIMYHHA [To1aTaka

1.3.1 YnorpebspeHu copTBep U opMar JaToTeKe:
Excel dajn, natoreka .XISX, CSV.

b) SPSS ajin, naroreka

PDF ¢ajn, naroreka .pdf
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Texcr ¢aj, matoreka .docx

JPG oajn, naroreka .jpg, .tif
f) Ocrano, natoreka

1.3.2. bpoj 3amuca (koa KBaHTUTATUBHUX TTO/IaTaKa)

a) Opoj Bapujadiu 32
0) Opoj Mepema (MCIMTaHuKa, IPOIICHA, CHUMAaKa U CJI.) BEJIHMKHU 0poj

1.3.3. [lonoBJBEHA MEpEHA

)]

0) He

YKONHUKO je OATOBOp /1a, OATOBOPUTH Ha cieaeha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak n3Mely MoHOBJEHUX Mepa je 1 caT

0) BapHjabe Koje ce BHIIE IyTa Mepe OJTHOCE CE Ha aHAIM3HPAmhe OMOJIOMIKUX U (YHKIIMOHATHUX
KapaKkTepUCTUKa JOOMjeHUX IPOU3BOIa

B) HOBE Bep3Hje (ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOB/EHA MEPEHa Cy UMEHOBAHE Kao

Hamomene:

Jla au hopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemere u 0y20pouny earuoHocm nooamaxa?
o) Ja
6) He
Axo je 0020680p He, 0Opaznodicumu

2.1 MeTtoposoryja 3a NpuKyIJbambe/TeHEPUCAbE [T0JaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT HCTPaXMUBAUKOI HAI[PTa Cy MOJIAI NPUKYTJHEHN?

EKCIIePUMEHT: aHAIM3a XEMHU]CKUX U OMOJONIKUX KapaKTepUCTHKA OMJHHOT MaTepujalia v . ToOujeHuX
POU3BOJIA

KOPENAIHOHO UCTPAKUBAILE: PErPECHOHA aHAIN3a U aHanu3a raaBaux kommoHentd (PCA- Principal
component analysis) pesyarara 100MjeHUX EKCIIEPUMEHTAIHUM PaIOM

1) aHaJIM3a TeKCTa: aHAJIN3a U MPUKYIIbakhe M0JIaTaKa U3 JIOCTYIIHE HAYyYHE JIUTepaType

1) OCTajo:

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCMPYMeHAmMa Uy cmanoapoe nooamaxa cneyuuunux 3a oopehemny
HayuHy oucyuniuny (ako nocmoje).

CuexrpodoTroMeTap, TEUHH XpoMaTorpad BUCOKHX IephOpMaHCH ca MACEHUM CHEKTPOMETPOM, TEYHHU
xpoMarorpad Bucokux nepdopmancu ca UV-VIS perexkropoMm, racHu xpomarorpad ca MaceHUM
CIIEKTPOMETPOM, cragaapade MeToae nponucade MCO cranmaparMa U cTaHaapaHe METOJE IPOIKUCaHe
oz _crpane Jyrociosencke @apmakoneje (Ph. Jug. IV )

2.2 KBanurer nojaraka u cTaHIapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaraka
a) Jla nmu matpuua caap:xu Henocrajyhe nogarke? Ja

AKO je 0JIroBODp J1a, OJIrOBOPUTH Ha cieneha nurama:
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a) Konuku je 6poj HemocTajyhinx momaraka?
0) Jla i ce KOPUCHUKY MaTpHIle Iperopydyje 3aMeHa Henoctajyhux nomaraka? Jla  He
B) AKoO je 0ZIrOBOp J1a, HABECTH CYrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HellocTajyhux mojgaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4YMH je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET nojaaTaka? Onucatu

KBanurer momaraka je KOHTPOJIMCAH CTATHCTHYKOM 00pajoM H0OMjEHHX pe3yiiTara M 0n0allMBameM
€KCTEMHHUX BPEJIHOCTH.

2.2.3. Ha xoju Ha4¥H je u3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA [TO/IaTaka y MaTpHIry?
KonTpona yHOca mojaraka y MAaTpHMIly J€ WM3BeIeHa Ha OCHOBY Imopehema moOujeHmx pesyiarara
HCTpaKMBamha ca IoJanyMa U3 HayyHe JIMTepaType

3.1. TpeTMaH u uyBame€ MojaTaKa

3.1.1. Ilooayu he bumu denonosaru y Peno3uToprjyM JOKTOPCKUX TUCEpTAIlfja Ha . Y HUBEP3UTETY Y
Hosowm Cany

3.1.2. URL aopeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

Wl Ha
0) Ha, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, nasecmu paznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu 0enoHo8anu y peno3umopujym, aiu fie oumu uyeau.
Obpasnoocerse

3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIWja ToiaTaKa
3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he OuTu nmpuMermeH?

3.2.1. HaBectu MeTaroaTke Ha OCHOBY KOjUX CY HOJAIM JCTIOHOBAHH Y PETIO3UTOPH]YM.

AKo je nompebHo, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxd, aHaiumuyxe u
npoyedypanne uHpopmayuje, FUxo80 KOOUparbe, demassHe Onuce 8apujadbau, 3anuca umo.
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3.3 CrpaTermja u cTaHIapId 3a YyBambe MMOJaTaKa

3.3.1. Jlo xor mepuoza he momann OWTH 9yBaHH y PEMO3UTOPHjyMY?
3.3.2. Jla mu he momamy OUTH JeTIOHOBaHM O IIA(POM? @ He
3.3.3. Jla 1 he mm¢pa Outn moctymHa oxpeheHoM Kpyry UCTpakuBada’? @1] He

3.3.4. la 1 ce mojany Mopajy yKIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIa MOCjIe W3BECHOT BpeMeHa?
Ha

O06paznoxuTa

OBaj ogesbak MOPA 6uTH HOIyE-EH aKo BalllM MOAalM YKJbY4Y]y JIMUHE MTOJATKE KOjU Ce OJHOCE Ha
YUECHHMKE y UCTPaKUBamYy. 3a Apyra UCTpakiBama Tpeda Takohe pa3MOTPHUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
oJ1aTaka.

4.1 ®opmanHu cTaHAAPAH 3a CUTYPHOCT HH(MOpPMAaIIHja/TIoJaTaka

HcrpakuBaun Koju CTIPOBOIE HCITUTHBAKA C JbYMMa MOPajy Jla ce IPUAPKaBajy 3aKoHa O 3aIITUTH
noxaraka o smanocta (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u
onropapajyher HHCTUTYLIMOHATHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM UHTECTPHUTETY.

4.1.2. Jla nu je ucTpakuBame 0JJ00PEHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? Jla He
Ako je oarosop Jla, HaBeCTH JaTyM U Ha3UB €THYKE KOMHUCH]jE KOja j& 0100pHIa HCTPaKUBAE

4.1.2. 1a 1 nojany ykJbyuyjy JHYHE NOJaTKe yYecHUKa y uctpaxupamwy? Jla He
AKO je 0JIroBOp [1a, HABEIUTE Ha KOjH HAUMH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHUBOCT U CUT'YPHOCT MH(pOpManyja
BE3aHUX 34 UCITUTAHUKE!

a) IMogarwm HICY Y OTBOPEHOM TIPUCTYITY
0) [Momanu cy aHOHUMU3UPAHU
II) Ocrayno, HaBeCTH IITa

5.1. llooayu he bumu

jasno oocmynHu

0) docmynHU camo YCKoM Kpy2y ucmpaxcugaya y oopehenoj Hayunoj oonacmu
y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmyntu camo YyCKOM Kpy2y UCHpadiCusaid, Hagecmu noo Kojum YCioguma Moy od ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo YCKom Kpyay UCImpaxcuéaid, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
npuCmynumu nooayuma:
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu bumu apxueupaHu.

AyTOpPCTBO - HEKOMEPIIH]AIIHO - O€3 mpepajie

6.1. Hagecmu ume u npe3ume u mejn aopecy 61acHuxa (aymopa) nooamaxa

Muena Byjanosuh, milenavujanovic@uns.ac.rs, milena.vujanovic90@gmail.com

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0pacasa Mmampuyy ¢ nooayuma

Mutena Byjanosuh, milenavujanovic@uns.ac.rs, milena.vujanovic90@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyaum
ucmpaxjcusaiuma

Muiena Byjanosuh, milenavujanovic@uns.ac.rs, milena.vujanovic90@gmail.com
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