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1. UVOD

Na teritoriji Srbije sakuplja se veliki broj biljnih vrsta koje se koriste kako u zvani¢noj tako
i u narodnoj medicini, u farmaceutskoj industriji za proizvodnju razli¢itih biljnih preparta, ali i u
prehrambenoj industriji, kao zacini ili funkcionalni dodaci koji unapreduju kvalitet proizvoda.
Teritorija Srbije prepoznata je kao teritorija sa veoma bogatom florom, posebno raznovrsnim
lekovitim biljem. Neke od lekovitih biljnih vrsta koje se mogu naci na teritoriji Srbije su: hajducka
trava (Achillea millefolium L.), kopriva (Urtica dioica L.), smilje (Antennaria dioica L.), ¢i¢ak
(Articum lappa L.), rusa (Chelidonium majus L.), dren (Cornus mas L.), kamilica (Matricaria
chamomilla), nana (Mentha piperita), Sipak (Rosa canina), mati¢njak (Melissa officinalis L.), zova
(Sambucus nigra), itd. (Jancic¢, 1988).

S obzirom na to da se lekovito bilje na trziStu danas naj¢eSée nalazi u obliku biljnog Caja,
proizvodnja biljnih filter ¢ajeva dobija sve viSe na znacaju i predstavlja jednu od unosnih
proizvodnih grana. U Srbiji postoji veliki broj malih proizvodaca biljnog ¢aja, koji proizvode biljni
¢aj uglavnom u rinfuznoj formi, ali postoje i ve¢e kompanije koje se bave proizvodnjom biljnih
proizvoda i u rinfuznoj i u filter formi, kako za domace tako i za inostrano trzite. Neke od njih su:
,Fructus’’ iz Backe Palanke, ,,Adonis’’ iz Sokobanje, ,,Macval’’ iz Novog Sada, “Bilje Bor¢a”,

Beograd, i Institut za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢’’ iz Beograda.

U prozvodnji biljnog €aja u filter formi primenjuju se razli¢ite tehnoloske operacije kao §to su:
suSenje, setenje, mlevenje, prosejavanje. Sema ovog tehnologkog procesa prikazana je na slici 1.
Osnovni cilj prerade lekovitog bilja prikazanim operacijama jeste proizvodnje ,,fino usitnjenog™
biljnog materijala, tzv. fine cut frakcije, Cija je veli¢ina Cestica od 0,315 do 2,0 mm. Frakcija
navedene veli¢ine Cestica jeste frakcija koja se pakuje u filter kesice i koristi za proizvodnju
finalnog proizvoda - biljnog filter caja. Zbog nemoguénosti potpune kontrole nad procesom
usitnjavanja biljnog materijala, koji se odvija u mlinovima ¢eki¢arima, nakon frakcionisanja dobija
se odredena koli¢ina biljnog materijala veliine Cestica ispod 0,315 mm. Biljni materijal koji se

sastoji od Cestica pre¢nika manjeg od 0,315 mm ne moze se koristiti u daljoj proizvodnji filter ¢aja,
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zbog toga Sto je veliCina tih Cestica manja od veli¢ine pora na filter kesici. Iz tog razloga ovakav
biljni materijal (obi¢no poznat pod nazivom ,herbalna prasina“ ili ,,biljna prasina®) se izbacuje iz

proizvodnje kao sporedni proizvod ili otpad (Ramic€ i sar., 2015).

) o [ o

PROIZVODNJA FILTER CAJA Sporedni
proizvod
/ \ d <0.315 mm

e Vibro Sakupljanje
ecene prosejavanje frakcija
R
o
% (Fnalno I Kontrola skladistenje
/ ’ pakovanje St o7 kvaliteta materijala
L.

odgovarajuce
veli€ine cestica /
N -

N

Slika 1. Sema proizvodnje &aja u filter vre¢icama

Koli¢ina generisane herbalne prasine iznosi od oko 10 do oko 40%, u odnosu na koli¢inu
ulazne sirovine, i najvise zavisi od tipa biljne sirovine koja se preraduje. Tokom proizvodnje
jednokomponentnog filter ¢aja uve ili ¢ajnih meSavina u filter vreéicama koje sadrze uvu,
proizvede se od 10 do 20% sporednog proizvoda, odnosno ,,herbalne prasine” uve. Upotrebna
vrednost ovog sporednog proizvoda do danas nije definisana, i u fabrici ¢aja on se obi¢no odbacuje
kao otpad iz proizvodnje. Zbog visokog sadrzaja farmakoloski aktivnih jedinjenja u nativnom
materijalu uve i pre¢nika Cestica ovakve biljne frakcije (koji je relativno mali, ¢ime se smanjuje
ogranicenje za prenos mase iz ¢vrste u tecnu fazu) pretpostavka je da bi se herbalna prasina uve
mogla iskoristiti kao polazna sirovina za proizvodnju novih biljnih preparata-ekstrakata

odgovarajuc¢im ¢vrsto-te¢nim tehnikama ekstrakcije.
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1.1. Arctostaphylos uva-ursi, opis biljke, rasprostranjenost, upotreba i
delovanje

A.uva-ursi (Arctostaphylos uva-ursi) je u narodu poznata kao uva, medvede grozde,
medvede usi i medvetka (Tucakov, 1984). Ovo je visegodisnja, zimzelena biljka, koja se u prirodi
nalazi u formi veoma razgranatog niskog zbunic¢a poleglog po zemlji. Cvetovi A.uva-ursi su sitni
i zvonasti, ruzicaste ili bele boje. Plod je okrugla, mnogosemena, crvena bobica (slika 2). Lisce je
debelo, golo, sjajno, sitno i tamno zelenog lica, svetlijeg nali¢ja, uglavnom duzine 7-30 mm i
Sirine 5-12 mm (Tucakov, 1984; EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1.). Celokupan list je ovalnog
oblika sa glatkim ivicama, donekle okrenut nadole, suzavajuci se u osnovi u kratku peteljku. List
je pri vrhu tup ili obao. Mreza zilica jasno je vidljiva na obe povrSine. Gornja povrsina je obeleZzena
utisnutim zilicama, §to joj daje karakteristiCan zrnast izgled. Samo mladi list ima cilijarne ivice.

Stari listovi su glatki (Ph. Eur. 6th; EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1).

Slika 2. Arctostaphylos uva-ursi

Taksonomija A. uva-ursi je data u tabeli 1.
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Tabela 1. Taksonomija A. uva-ursi

Taksonomija

carstvo: Plantae
razred:  Magnoliophyta
klasa: Magnoliopsida
red: Ericales
porodica: Ericaceae
rod: Arctostaphylos
Ursta: Arctostrilphylos

uva-ursi

Postoji nekoliko podvrsta u okviru vrste A. uva-ursi. To su (www.itis.gov):

o

o

o

Arctostaphylos uva-ursi ssp.

adenotricha (Fernald i Calder i Roy Taylor),

Arctostaphylos uva-ursi ssp.

coactilis (Fernald i A. Love i D. Love i Kapoor),

Arctostaphylos uva-ursi ssp.

longipilosa Packer i Denford,

Arctostaphylos uva-ursi ssp.

monoensis Roof,

Arctostaphylos uva-ursi ssp.

stipitata Packer i Denford,

Arctostaphylos uva-ursi var.

adenotricha Fernald i Machr.,

Arctostaphylos uva-ursi var.

coactilis Fernald i Macbr.,

Arctostaphylos uva-ursi var.

monoensis Roof,

Arctostaphylos uva-ursi var.

leobreweri Roof,

Arctostaphylos uva-ursi var.

marinensis Roof,

Arctostaphylos uva-ursi var.

pacifica Hultén,

Arctostaphylos uva-ursi var.

stipitata (Packer i Denford),

Arctostaphylos uva-ursi var.

suborbiculata Knight.
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A. uva-ursi je jedna od retkih vrsta Ericaceae koja nije karakteristi¢na za kisela stanista. Ona
je autohtona vrsta na podrucju od Labradora do Aljaske, juzno od Virdzinije, Ilinoisa i Nebraske i
u planinama severno od Novog Meksika preko Kalifornije do Aljaske (Voss i Reznicek, 2012),
Azije i Evrope (Pegg i sar., 2008). Ova dugogodiSnja biljna vrsta izuzetno je tolerantna na hladno¢u
1 preferira gruba, dobro do prekomerno isuSena zemljiSta Suma, pes¢anih i neplodnih podrucja.
lako A. uva-ursi najéescée raste na pes¢anim predelima gde sunca ima u izobilju, ona se takode

dobro razvija i u delimi¢noj hladovini Suma (USDA, 2012).

1.2. Hemijski sastav A. uva-ursi

Hemijski sastav A. uva-ursi ukljucuje brojna jedinjenja, ali prema Khonkarn i sar., A. uva-
ursi je poznata kao lekovita biljka sa visokom koncentracijom pre svega fenolnih jedinjenja
(Khonkarn i sar., 2010). Fenoli obavljaju niz funkcija u biljnim organizmima i zbog toga imaju
veliki uticaj na fiziologiju biljaka. Deluju kao antioksidanti, antimikrobni agensi, fotoreceptori,
vizuelni atraktanti za insekte znacajne za opraSivanje cveca, kao repelenti herbivora, ili kao
zastitnici biljnih tkiva od prekomernog UV zraenja (Pietta 2000; Fang i sar., 2002; Heim i sar.,
2002). Fenoli su jedinjenja koja poseduju jedan ili viSe aromati¢nih prstenova koji nose jednu ili
viSe hidroksilnih grupa sa vise od 8000 strukturnih varijanti (Fresco i sar., 2006). Oni se formiraju
na mnogo razli¢itih naina, ali najvazniji je ciklus sikimske kiseline (Cetkovi¢, 2009). Fenoli se
generalno dele na fenolne kiseline (fenolkarboksilne kiseline) i analogne, flavonoide, tanine,
stilbene, kurkuminoide, kumarine, lignane i druge, na osnovu broja fenolnih prstenova i

strukturnih elemenata koji povezuju ove prstenove (Fresco i sar., 2006).

Fenolne kiseline su znacajna vrsta fenolnih jedinjenja, i Siroko su rasprostranjene u biljnom
carstvu (Cai i sar., 2004). Fenolne kiseline su fenoli koji u strukturi sadrze fenolni prsten i bar
jednu funkciju organske karbonske kiseline. U zavisnosti od jedinica ugljenika u bo¢nom lancu na
fenolnom prstenu, fenolne kiseline se mogu podeliti na C6-C3, C6-C2 i C6-C1 jedinjenja, a
najvaznije Ssu C6-C3 (izvedena iz hidroksicinami¢ne kiseline) i C6-C1 (jedinjenja sa
hidroksibenzoevom strukturom) (Goleniowski i sar., 2013). Kao §to je prikazano na slici 3,

predominantne fenolne kiseline ukljucuju hidroksibenzoeve kiseline (npr., galnu kiselinu, p-

5



Doktorska disertacija Abdulhakim Naffati

hidroksibenzoevu kiselinu, protokatehui¢nu kiselinu, vanilinsku kiselinu i siringi¢nu kiselinu).
Zbog strukturne sli¢nosti, nekoliko drugih polifenola smatraju se analognim fenolnim kiselinama,
a to su kapsaicin, ruzmarinska kiselina, gingerol, gosipol, paradol, tirozol, hidroksitirozol,
elaginska kiselina, cinarin i salvianolna kiselina B (Fresco i sar., 2006; Han i sar., 2007). Fenolne
kiseline su predmet velikog broja hemijskih, bioloskih, poljoprivrednih i medicinskih istrazivanja
(Verpoorte i sar., 2002).

R COOH R \ COOH
HO HO
Ra R2
Ri=H, R,=H: p-hidroksibenzoeva kiselina R1=H, R2=H: p-kumarinska kiselinaR1=H,
R>=0OH: protokatehui¢na kiselina R1=H, R,=0H: kofeinska kiselina R;=0OH,
R,=0H: galna kiselina R1=H, R2=0CHs: feruli¢na kiselina
R1=OCHjs, Ro=H: vanilinska kiselina R1=0CH3, R2=0CHa: sinapi¢na kiselina

R1=0CHjs, R2=0CHa: siringi¢na kiselina

OH

: tirozol

R=H
R=0OH: hidroksitirozol

Slika 3. Hemijske strukture fenolnih kiselina (Huang i sar., 2009)
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Nekoliko grupa fenolnih jedinjenja je prisutno u A. uva ursi: fenolne kiseline, hidrohinon,
flavonoidi, antocijanini, tanini. Tako, prema izvoru EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1, A. uva-ursi

sadrzi:

e Tanine, 10 — 20%, ukljucujuci: galotanin (penta-O-galoil-p-D-glukoza i heksa-O-galoil-
B-D-glukoza), elagitanin korilagin  (1-O-galoil-3.6-di-O-heksahidroksidifenoil-f-D-
glukoza),

e Derivate hidrohinona (arbutin i metilarbutin). A. uva-ursi sadrzi 5-16% arbutina, ali je
zabelezen 1 sadrzaj od preko 17% u listovima. Sadrzaj arbutina je sezonski promenljiv.
Sadrzaj drugog dominantnog derivata hidrohinona — metil arbutina je do 4%. Pored toga,
zabelezeno je i prisustvo galoil derivata arbutina u koncentraciji od 0,05% (O-galoil
hidrohinon-O-B-D-glukozid, 2°"O-galoil arbutin, 6°"O-galoil arbutin) i slobodnog
hidrohinona u koncentraciji obi¢no manjoj od 0,3%. Struktura ovih jedinjenja prikazana je
na slici 4.

e Derivate antocijanidina, ukljucujuéi cijanidin i delfinidin.

e Flavonoide: hiperozid (0,8-1,5%), kvercitrin-3-B-D-O-6""galoil galaktozid, kvercitrin,
izokvercitrin, miricitrin, miricetin-3-O-p-D-galaktozid, 2 izomerna kvercetin arabinozida,
aglikone ovih jedinjenja, katehin i kaemferol.

e Fenolne kiseline, priblizno 0,25% u slobodnom obliku, uglavnom galna, p-kumarinska i
siringi¢na kiselina, ali takode i salicilna kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, ferulicna
kiselina, kofeinska kiselina i litospermi¢na kiselina (dimerna kofeinska kiselina). Strukture
nekih od ovih kiselina prikazane su na slici 4.

e Triterpene: 0,4 — 0,8%, ukljucujuci ursoli¢nu kiselinu, uvaol, a-amirin, o-amirin acetat,
B-amirin, lupeol, mesavinu derivata mono- i di-ketonskog a-amirina. Struktura nekih od
ovih jedinjenja je prikazana na slici 7.

e Etarsko ulje (u tragovima) i vosak.

Prema Ferlemiju i Lamariju (2016), A. uva-ursi sadrzi razli¢ite fenolne kiseline (Slika 4). Oni
navode da A. uva-ursi sadrzi kofeinsku, galnu, elagi¢nu, feruli¢nu, vanilinsku, p-kumarinsku
kiselinu i mnoge druge (slika 4). Medu fenolnim kiselinama galna kiselina je jedna od
najznacajnijih. A. uva-ursi sadrzi galnu kiselinu (izmedu 634 1 980 pg/mL u sveze pripremljenim

vodenim ekstraktima), a takode i u obliku galoil arbutina (Monografije SZO; Pegg i sar., 2008;
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Chauhan i sar., 2007). Galna kiselina kao prirodni antioksidant ima znacajne inhibitorne efekte na
proliferaciju c¢elija, indukuje apoptozu u nizu celijskih linija karcinoma i pokazuje selektivnu
citotoksi¢nost na tumorske celije sa veCom osetljivos¢éu u odnosu na normalne celije |
hidroksicinami¢ne kiseline (Faried i sar., 2007). Takode se navodi da jedna vazna grupa A. uva-

ursi jedinjenja, galotanini nastaju od galne kiseline (Monografije SZO; Pegg i sar., 2008; Chauhan

i sar., 2007).

o T i OH
H
HO oH HO OH

o OH — o
kofeinska kiselina 1 galna kiselina 2 . o
elagiéna kiselina 3
e OH
o OH
- 3

feruli¢na kiselina 4
p-kumariéna kiselina 7
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Slika 4. Strukture najcescih fenolnih kiselina i derivata kiselina u A.uva-ursi (Ferlemi i Lamari,

2016)
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Hiperozid, kvercetin-3-O-B-D-galaktozid, je flavonolni glikozid koji je rasprostranjen u
mnogim tradicionalnim lekovitim biljkama, kao $to su Semen cuscutae (Ye i sar., 2002), kantarion
(Pietta i sar., 2001; Sloley i sar., 2000), glog (Zhang i sar., 2001), Balbisia calycina (Mino i sar.,
2002) i Alchornea cordifolia (Manga i sar., 2004). Prema EMA, hiperozid je jedno od jedinjenja
koje je u ekstraktima uve prisutno u vecoj koncentraciji (EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1).
Utvrdeno je da hiperozid, kao zna¢ajno bioaktivno jedinjenje, poseduje antivirusno dejstvo (Shahat
i sar., 2001; Shi i sar., 2001), antiinflamatorno (Lee i sar., 1992), kardioprotektivno (Zhang i sar.,
2001; Li i sar., 2002; Wang, 1996), hepatoprotektivno delovanje (Xiong i sar., 2000; Ito, 1990),

kao i zastitno delovanje u pogledu Zeludacne sluzokoze (Zhao i sar., 1999; Song i sar., 1995).

Slika 5. Hiperozid

Najveci deo fenolnih jedinjenja prisutnih u A. uva-ursi ¢ine derivati hidrohinona: arbutin i
metilarbutin (slika 6). | arbutin (4-hidroksifenol B-D-glukopiranozid) i metilarbutin (O-metil
hidrohinon-O-B-D-glukozid) su derivati hidrohinona i pripadaju grupi prostih fenola. Oba derivata
su u obliku glikozida, tj. glukoza je vezana za aglikonsku komponentu glikozidnom vezom.
Hidrohinon se dobija hidrolizom ovih glikozida, ispoljavajuci antisepti¢ko i diureticko dejstvo
(EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1).
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OH OCH,
OH
OH
”O% °
OH on

Slika 6. Arbutin (levo) i metilarbutin (desno)

Arbutin se javlja i u nekim drugim biljkama, te je tako u veé¢im koli¢inama pronaden u
biljnim porodicama kao $to su Lamiaceae, Ericaceae, Saxifragaceae i Rosaceae.

Sadrzaj arbutina u biljnim ekstraktima analiziran je primenom razli¢itih metoda:
spektrofotometrijom (Pavlovi¢ i sar., 2009), elektroforezom kapilarne zone (Glockl i sar., 2001),
denzitometrijom (Pyka i sar., 2007), GC/MS (Lamien-Meda i sar., 2009). Ipak, najprikladnijom
metodom za analizu ovog jedinjenja smatra se HPLC na obrnutoj fazi (Asaaf i sar, 1986; Parejo i
sar., 2001; Pavlovi¢ i sar., 2009).

CH;
:

Slika 7. Ursoli¢na kiselina (levo) i f-amirin (desno) (Adotey i sar., 2012)
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1.3. Tradicionalna upotreba A. uva-ursi

U severnoj Evropi, gde se A. uva-ursi moze pronaci u izobilju, ova biljka se ve¢ dugo
koristi kao lek u razli¢itim poremec¢ajima humanog organizma. Ve¢ vekovima je koriste i Indijanci
i Kinezi, za infekcije urinarnog trakta i polno prenosive bolesti koje uti¢u na uriniranje (Bartleby,
2006). Prema Tucakovu ona je ve¢ 120 godina registrovana kao lek u farmakopejama $irom sveta
(Tucakov, Who 1984). Generalno, u narodnoj medicini opisuje se kao lekovita biljka koja se
primenjuje kao diuretik, za stimulisanje kontrakcija uterusa i za leCenje dijabetesa, kod slabog
vida, bubreznog ili urinarnog kamenja, reumatizma i veneri¢nih bolesti, i lokalno za

depigmentaciju koze (SZO, Knjiga 2, 2002).

Prema podacima E Monografija Nemacke Komisije 1 Monografija SZO o odabranom
lekovitom bilju, A. uva-ursi, kako je opisano u farmakopejama i tradicionalnim sistemima
medicine, se koristi za leCenje zapaljenskih poremecaja urinarnog trakta (Blumenthal i sar., 1998).
Takode, koristi se i kao blagi urinarni antiseptik za umerena zapaljenska stanja urinarnog trakta i
besike, kao $to su uretritis, dizurija, cistitis i akutni cistitis sa bakteriurijom bez faktora rizika i kod
simptomatske bakteriurije koja ne zahteva nuzno leCenje antibiotikom (Schindler i sar., 2002;
ESCOP Monografije, 2003).

1.4. Farmakoloska aktivnost A. uva-ursi

Naucna istrazivanja pokazuju da aktivna jedinjenja iz lis¢a A. uva—ursi ispoljavaju snazne
antibakterijske (Schindler i sar.,, 2002), anti-inflamatorne (Shanmugam i sar., 2008),

antioksidativne (Amarowicz i sar., 1999) i diureticke efekte (Beaux i sar., 1999).

Antimikrobni efekat ekstrakta listova A. uva-ursi uocen je jos 1883. godine i pripisan je
hidrohinonu, koji se, kako je prethodno objaSnjeno, dobija iz arbutina preko glikozida pomocu
enzimske hidrolize. Teoriju antibakterijskih svojstava arbutina formulisao je Levin ve¢ 1883.
godine (Dingermann i sar., 2004; Evropska Farmakopeja, 2008; Evans, 2009; Hansel i sar., 1999;
Nycz i sar., 2010; Poljska Farmakopeja, 2002, 2008; Wichtl, 2004; Rychlinska i Nowak, 2012). U

jednoj studiji uzorci humanog urina sakupljani su i analizirani nakon primene 0,1 ili 1 g arbutina
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sa ili bez dodatne upotrebe 0,250 g Diuramid®-a (acetazolamida) radi dobijanja alkalnog urina, i
testirani su na antibakterijsku aktivnost na 74 vrsta bakterija uklju¢ujuci Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus rettegeri Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa i Staphilococcus aureus. Rezultati studije su uporedeni sa rezultatima
drugih 20 antimikrobnih jedinjenja. Samo su arbutin (prisutan u uzorcima urina koji su sakupljeni
posle primene 1 g arbutina), gentamicin i nalidiksi¢na kiselina bili aktivni u odnosu na sve testirane
sojeve bakterija. Antimikrobni efekat je bio ocigledan ¢ak i nakon primene 0,1 g arbutina. Dejstvo
arbutina bilo je veée u alkalnom urinu u poredenju sa urinom pH 6 (Kedzia i sar., 1974). U drugoj
studiji na temu antimikrobne aktivnosti arbutina, utvrdeno je da antimikrobna aktivnost arbutina
prema bakterijama koje dovode do infekcije urinarnog trakta direktno zavisi od aktivnosti [3-
glukozidaze infektivnhog organizma. Najvecu enzimsku aktivnost pokazali su Streptococcus
faecalis, Klebsiella, Enterobacter genera i Proteus vulgaris, a najmanju Escherichia coli. Rezultati
ove studije pokazuju da je minimalna inhibitorna koncentracija arbutina od 0,4 do 0,8% u
zavisnosti od mikroorganizma (Jahodar i sar., 1985). Pretpostavlja se da postoji direktna veza
izmedu antibakterijskog dejstva arbutina i stepena enzimske aktivnosti mikroorganizma
(EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1). Inhibitorni efekti ekstrakata A. uva ursi su potvrdeni u odnosu
na Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus i A. Skirrowii (Cervenka i sar., 2006). Takode, pronadeno
je da sirovi ekstrakt A. uva-ursi efikasnije ispoljava svoja adstringentna i antisepticka dejstva od
izolovanog arbutina. Ovo se moze objasniti prisustvom drugih derivata hidrohinona koji se nalaze
u sirovom ekstraktu. Zakljuceno je da prisustvo galne kiseline u sirovim ekstraktima moze spreciti
uticaje B-glukozidaze na hidrolizu arbutina u gastrointestinalnom traktu (GIT) pre apsorpcije, ¢ime
se povecava koli¢ina hidrohinona koja se oslobada tokom izlu¢ivanja bubrega (Herbal Medicines,

2008).

Diureticka svojstva ekstrakta A. uva-ursi analizirana su u studiji Beaux-a i sar. (1999).
Istrazivanje je radeno sa 10 muzjaka pacova, kojima je intraperitonealno (i.p.) dat vodeni ekstrakt
lis¢a A. uva-ursi u pojedinacnoj dozi od 50 mg / kg telesne tezine; kontrolna grupa od 10 pacova
dobila je hipotonic¢an fizioloski rastvor, a druga grupa od 10 pacova dobila je diureticko jedinjenje
hidrohlorotiazid u dozi od 10 mg/kg telesne tezine. Zapremina urina pacova tretiranih ekstraktom
bila je znacajno veca (p <0.001 od 4. do 8. sata nakon primene, p <0.05 tokom 24-Casovnog

perioda) nego kod kontrolnih pacova i uporediva je sa zapreminom nakon tretmana
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hidrohlorotiazidom. Nije prime¢eno poveéanje u izlu¢ivanju natrijuma i kalijuma nakon primene

ekstrakta A. uva-ursi (Beaux i sar., 1999).

A. uva-ursi ima antiinflamatorno dejstvo koje je utvrdeno u odnosu na razli¢ite hemijske
induktore kao $to su karagenin, histamin i prostaglandini (Herbal Medicines, 2008). Dejstvo 50%
metanolnog ekstrakta iz A. uva-ursi na imuno-inflamatorni odgovor je analiziran u slucaju
kontaktnog dermatitisa izazvanog pikril hloridom kod miseva. Kada se ovakav ekstrakt primenjuje
oralno, neposredno pre i 16 sati nakon primene pikril hlorida, primec¢eno je njegovo inhibitorno
dejstvo na otok. Znacajno terapeutsko dejstvo utvrdeno je 24 ¢asa nakon primene i to u dozi od
100 mg/kg ili vise (Kubo i sar., 1990; MA/HMPC/573462/2009 Rev.1). Vodeni ekstrakt lis¢a A.
uva-ursi (pripremljen od jednog dela biljne supstance i 10 delova vode) pokazao je antivirusno
dejstvo in vitro u slu¢aju Herpes simplex virusa tipa 2, virusa influence A2 (Mannheim 57) i virusa
vakcinije u koncentraciji od 10% (May i Willuhn, 1978; WHO, 2002).

Arbutin u dozi od 50 mg/kg telesne mase (i.p. i p.o. (per os, oralno)) izazvao je statisticki
znacajno smanjenje broja, intenziteta i ucestalosti Kaslja. Sli¢ni rezultati su zabelezeni i u pogledu
doze od 100 mg/kg telesne mase i.p. i p.o.; kod ove doze nije primeceno povecanje antitusivnog
dejstva (Strapkova i sar., 1991).

Alojein (antiinflamatorni lek) i arbutin sinergisti¢ki inhibiraju delovanje tirozinaze. U
studiji o njihovim dejstvima na pigmentaciju indukovanu UV zra¢enjem na ljudskoj kozi in vivo,
uporedni tretman sa obe hemikalije (po 100 mg/g svaka) proizveo je dodatni efekat, 63,3%
suzbijanja pigmentacije naspram 34% samo sa alojeinom i 43,5% samo sa arbutinom (Choi i sar.,
2002). Pored toga, arbutin je inhibirao i aktivaciju nuklearnog faktora-kappa B indukovanog UV-
om u ljudskim keratinocitima (Ahn i sar., 2003; EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1). Arbutin takode
poseduje svojstvo suzbijanja biosinteze melanina u ljudskoj kozi i zbog toga se koristi u leenju
koznih diskoloracija, kao §to su melasma, pege, hiperpigmentacija ili drugi poremecaji, kao i u

kozmetickoj industriji (Hu i sar., 2009).
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1.5. Karakteristike apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije
(ADME) arbutina

Arbutin se u ljudskom organizmu brzo apsorbuje u tankom crevu i kasnije metabolise u
jetri (slika 8). Tako, arbutin prvo biva deglikozilovan u jetri i odmah se metaboliSe spajanjem sa
glukuronskom kiselinom ili sulfatom. Svi metaboliti arbutina (slobodni hidrohinon HQ ili
konjugovani HQ) elimini$u se preko bubrega i urina (Paper i sar., 1993; Blaut i sar., 2006). Do
85% arbutina se eliminise u urinu kao metabolit (HQ) (HQ glukuronid i HQ sulfat), a samo do
0,6% doze se elimini$e kao slobodni HQ (de Arriba i sar., 2013). Hidroliza u hidrohinon se javlja
tokom bubreznog izlucivanja, ispoljavajuéi antisepticka i adstringentna dejstva na sluzokozi

urinarnog trakta (Frohne, 1970).

Tanko crevo Jetra
| arbec ,"ARl:l TIN® £
] ’i*' »
! ).’ \\\ “ f-giskozidaza ]
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Slika 8. Sematski prikaz farmakokinetickog profila za arbutin i hidrohinon (HQ). HQ-Glu
ozna¢ava HQ glukuronid; HQ-Sulf je HQ sulfat. Oba HQ-konjugata su pronadena u visokoj
koncentraciji u urinu, a slobodni HQ u vrlo maloj koncentraciji ili u tragovima (de Arriba i sar.,

2010).
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U studijama na zivotinjama pronadeno je da arbutin i njegov aglikon imaju hepatotoksi¢ne,
nefrotoksi¢ne, mutagene i kancerogene efekte. Arbutin je prolek relativno toksi¢nog hidrohinona.
Stoga je upotrebu proizvoda koji sadrze glikozide hidrohinona od strane pacijenata potrebno strogo
kontrolisati. Prema Komisiji E, preparate koji sadrze arbutin ne treba uzimati duze od jedne
nedelje, a najvisSe 5 puta godiSnje, i to samo uz saglasnost lekara. Preparati se ne preporucuju za
trudnice i dojilje (Dingermann i sar., 2004; Hansel i sar., 1999). Prisustvo arbutina u biljnim
materijalima za ljudsku ishranu smatra se nepozeljnim. Medutim, u kontekstu da je arbutin cest u
nasoj svakodnevnoj ishrani (kruske, Zitarice, zacini, itd.), unos arbutina je potrebno pratiti i
ograniciti (Lukas i sar., 2010). Komisija E, SZO i ESCOP monografije zastupaju stav o dnevnoj
dozi arbutina u rasponu od 400 do 800 mg arbutina dnevno, podeljenoj u 2, 3 ili 4 doze tokom
maksimalnog perioda terapije od 1 ili 2 nedelje (WHO, 2004; Commission E: Monograph.109).
Monografija SZO se takode slaze sa ovom dozom, iako ne specifikuje trajanje terapije. Ne postoje
dokumentovane interakcije izmedu lekova i ekstrakata A. uva-ursi (Herbal Medicines, 2008).
Medutim, primeceno je da umanjuje dejstvo tiazida i diuretika Henleove petlje (Gruenwald i sar.,
2004).
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1.6. A. uva-ursi biljni proizvodi na trzistu EU i Srbije

A. uva-ursi je zvani¢no klasifikovana kao fitolek u nekoliko delova Evrope (Pegg i sar., 2007).
Prema EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1, biljni materijal koji se Kkoristi za proizvodnju biljnih
proizvoda sastoji se od celog ili iseCenog, suvog lista (folium) A. uva-ursi. Izgled biljnog materijala
prikazan je na slici 9. Prema istom izvestaju ovaj biljni materijal treba da sadrzi ne manje od 7%

arbutina.

Slika 9. A. uva-ursi folium

U EU postoji nekoliko preparata A. uva-ursi koji su kao zvani¢ni biljni proizvodi prisutni na trzistu.

To su:
a) Usitnjeni biljni materijal kao biljni ¢aj;
b) Praskasti biljni materijal;

c) Suvi ekstrakt (DER 3.5 —5.5:1), dobijen primenom 60% (V/V) etanola, koji sadrzi 23.5 — 29.3%
derivata hidrohinona izrazenog kao arbutin i suvi ekstrakt (DER 2.5 — 4.5:1), dobijen primenom

vode, koji sadrzi 20 — 28% derivata hidrohinona izrazenog kao arbutin;

e) Tec¢ni ekstrakt (DER 1:1), ekstrakcioni rastvarac¢ etanol 25% (V/V).
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Prema EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1, u biljnim ¢ajevima, A. uva-ursi se uglavnom kombinuje

sa drugim lekovitim biljem. Neke od kombinacija su:

Species anticystiticae, sadrzi: Betulae folium 25 g, Liquiritiae radix 30 g, A. uva-ursi 45¢g
(Pharmacopoeia Helvetica, V11, 1993);

Species urologicae, sadrzi: A. uva-ursi 35 delova, Herniariae herba 35 delova, Betulae
folium 30 delova (Osterreichisches Arzneibuch 9, 1960), i u slede¢oj kombinaciji: Betulae
folium 30 g, A. uva-ursi 30 g, Herniariae herba 5 g, Menthae piperitae herba 15 g,
Ononidis radix 10 g, Petroselini radix 10 g (Slovensky farmaceuticky kodex 1, 1997);
Blasen- und Nierentee I, ¢aj za besiku i bubrege i leCenje infekcija urinarnog trakta, sadrzi:
A. uva-ursi 35 — 50%, Betulae folium 10 — 20%, Phaseoli fructus sine semine 10 — 20%,
Equiseti herba 10 — 30% (Standard Zulassungen, 1996);

Blasen- und Nierentee V, ¢ajna mesavina za leCenje zapaljenja urinarnog trakta, sadrzi: A.
uva-ursi 35 — 50%, Phaseoli fructus sine semine 10 — 20%, Solidaginis or Solidaginis
virgaureae herba 10 — 25%, Orthosiphonis folium 15 — 30% (Standard Zulassungen, 1996).

Ekstrakt A.uva-ursi se takode Cesto kombinuje sa ekstraktima drugih biljaka. U izveStaju
EMA/HMPC/573462/2009 Rev.1, o A. uva-ursi navodi se nekoliko kombinacija i preparata:

A. uva-ursi folii extractum 5:1, Taraxaci radicis cum herba extractum 5:1, u obliku tableta
(Danska, Norveska);

A. uva-ursi extractum, Solidaginis giganteae herbae extractum, Orthosiphonis folii
extractum u obliku tableta (Danska);

Ekstrakt Solidaginis herba, Betulae folium, Cerasi stipites, Equiseti herba, A. uva-ursi,
ekstrakcioni rastvarac etanol 45% (v/v), u obliku te¢nosti za oralnu primenu (Madarska);
Ekstrakt Urticae radix, Salviae folium, A. uva-ursi, Cucurbitae semen, Betulae folium,
Salicis cortex, Millefolii herba, Urticae folium, u obliku te¢nosti za oralnu primenu
(Madarska);

Ekstrakt A. uva-ursi, Millefolii herba, Agrimoniae herba, Urticae folium, Equiseti herba,
Betulae folium, u obliku tinkture (Madarska).
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Na trzistu medicinskih i biljnih proizvoda koji sadrze A. uva ursi (biljnu sirovinu-drogu ili

ekstrakte) u Republici Srbiji proizvodi od A. uva ursi prisutni su uglavnom u obliku biljnih ¢ajeva,

ali takode i u obliku kapsula i tableta sa ekstraktima A. uva ursi, biljnih kapi i tinktura. Neki od

njih prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Preparati u Republici Srbiji koji sadrze A.uva-ursi

Druge supstance koje
Sadrzaj A. uva ge sup ]

Stanja u kojima se

Naziv leka/ o lek/preparat sadrZi lek/ preparat
ursl 1zrazena u v s e
preparata % ili mg (prema proizvodackoj preporucuje i
specifikaciji) primenjuje
-Herniariae herba 20%
©w e s -Equiseti herba 10%
.14 30% . . .
U(‘%nrr;a;-:)ci? brv . ) bilini ma(':eri'al -Betulae folium 15% Urinarne infekcije
jni Caj) J J -Ononidis radix 20%

-Petroselini folium 5%

Prosta-metto
capsule

-ekstrakt Serenoa repens, 80 mg

5m
: -ulje semena bundeve (Cucurbita

suvi ekstrakt

Uvecana prostata
Ucestalo 1 otezano

(forma-kapsule) pepo), 40 mg mokrenje
-Sladi¢ (koren), 13 mg
-Kukuruzna svila, 25 mg
-Kalijum hlorid, 25 mg o
Cistitis

Rensept
(forma-tablete)

-Kleka (plod), 25 mg
-Maslac¢ak (koren), 37,5 mg
-PerSun (list), 25 mg
-Mahovica (ekstrakt), 50 mg
-Lubenica (seme), 25 mg
-Brusnica (list), 25 mg
-Vitamin C 50 mg

25 mg
biljni materijal

Zapaljenje bubrega
Kamen u mokra¢nim
kanalima i bubrezima

Fitoren
(forma-tablete)

-Brusnica (list), 80 mg
-Vitamin C, 20 mg
-Detelina, 15 mg
-Kalijum hlorid, 25 mg
-L-arginin, 12,5 mg
-Magnezijum oksid, 10 mg
-Maslacak (koren), 15 mg
-Persun (list), 25 mg
-Rastavi¢, 35 mg
-Sladi¢ (ekstrakt korena), 35 mg
-Cink oksid, 4,3 mg

50 mg
biljni materijal

Prevencija i leCenje
kamena i peska u
bubrezima i
mokraénim putevima
Akutna 1 hroni¢na
upala besike 1
mokraénih puteva
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Nastavak tabele 2

Lifeline Prostat
capsule
(forma-kapsule)

5mg
ekstrakta lista

-Ekstrakt bobica testeraste palme,
160 mg
-Ekstrakt semena bundeve, 40

mg

-Ekstrakt kore africkog drveta, 10
mg

-Cink, 15 mg
-Vitamin B6, 5 mg

Problemi ucestalog,
otezanog i
nepotpunog mokrenja
Uroantiseptik

-Tecni ekstrakt lista i ploda
brusnice (1:4) , 3%

3% . :
. . .. ° -Tecni ekstrakt rastavica (1:4), 3% s
Fitourosept sirup tecni ekstrakt . . . i Infekcije urinarnog
i . -Tecni ekstrakt lista breze (1:4), X
(forma-sirup) lista (1:4) 3¢ sistema
0
-Tecni ekstrakt herbe sitnice (1:4),
2%
. 1 kraé¢nih
e -List breze, 20% Upale mokracni
Uvenol ¢aj (¢aj br. 40 % . kanala
- . -Herba sitnice, 10%
46) biljni materijal- Upale prostate
T . -Koren zecijeg trna, 10% ..
(forma-biljni ¢aj) list . Upale besike
-Herba vranilove trave, 20% .. ..
Bakterije u mokraci
Mesavina ¢aja br. 6 -List breze, 20% Upala brostate
za ublaZzavanje 30 % - Herba rastavica, 10% E) P :
A .. i . OteZzano mokrenje
tegoba kod upale  biljni materijal- - Rizom pirevine, 5% N .
: . Cesti nagoni za
prostate list -Koren koprive, 25% mokreniem
(forma-biljni ¢aj) -Seme lana, 10% J
-Herba vranilove trave, 25% Za ublaz j
MesSavina ¢aja br. 84 25 % . .. ° a ublazavamye
kod bakterijau biljni materijal “Herba Zdraljike, 20% tegoba kod
akter) Jni matery “Herba rastavica, 20% bakterijskih infekcije
mokracéi za odrasle list . . ; e
(forma-biljni ¢aj -List perSuna, 5% mokrac¢ne besike 1
iljni €aj) -List breze, 5% mokraénih kanala
-Plod mirodije, 5%
Mesavina ¢aja za -List breze, 15% Kamen u bubreau
ublazavanje tegoba 10 % -Plod Sipurka, 15% Upala bubre g
kod kamena u biljni materijal- -Herba rastavica, 15% Smapn'ena funl?ci'a
bubregu list _Plod kleke, 10% J J
bubrega

(forma-biljni ¢aj)

-Koren ze¢jeg trna, 15 %
-List perSuna, 15%
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Nastavak tabele 2

-Koncentrovani ekstrakt ploda

1_00 mg brusnice, 350 mg
Cranberry cyst suvi _ekstrakt -Suvi ekstrskt semena grejpfruta, Cistitis
lista, 50 mg Y .. ..
tablete . : 2 Ceste upale i infekcije
forma-tablete) standardizovan -Suvi eksvtrgkt lista javanskog mokraénih kanala
( na 20% Caja, 50 mg
arbutina -Suvi ekstrakt herbe evropske
zlatnice, 50 mg
) -Ekstrakt korena belog duda
Cydonia krema -Etarsko ulje Combava limuna
protiv fleka i pega . -Cink oksid Hiperpigmentacija
(forma-krema) ekstrakt lista -Titan dioksid

Biljne kapi Uve
Deverra tecni ekstrakt -
(forma-biljne kapi)

Za normalno
funkionisanje
urinarnog trakta

-Vitamin B6, 5 mg
-Cink, 15 mg
-Suvi ekstrakt ploda testeraste

Prostat 5 mg, palme, 160 mg

(forma-kapsule) ekstrakt -Uljani ekstrakt semena bundeve,
40 mg
-Suvi ekstrakt afri¢kog drveta, 5
mg

Za normalno
funkcionisanje
prostate i organa
urinarnog trakta
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2. UVOD U MODERNE EKSTRAKCIONE TEHNOLOGIJE

Poslednjih godina interesovanje za zelenim ekstrakcionim tehnologijama raste, pre svega
zbog potrebe da se u procesu ekstrakcije smanji upotreba organskih rastvaraca, koji zbog svoje
toksi¢nosti mogu imati nezeljene efekte na zivotnu sredinu i na kvalitet i bezbednost hrane 1 drugih
proizvoda u ¢ijoj formulaciji se nalaze biljni ekstrakti. 1z tog razloga intenzivno se istrazuju
moguénosti novih ekstrakcionih tehnika za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz lekovitog bilja.
Neke od ovih tehnika su: mikrotalasna ekstrakcija (Microwave assisted extraction, MAE),
ekstrakcija superkriticnim fluidima (Supercritical fluid extraction SFE), ultrazvucna ekstrakcija
(Ultrasound assisted extraction, UAE), ubrzana ekstrakcija rastvara¢ima (Accelerated solvent
extraction, ASE) ili teéna ekstrakcija pod pritiskom (Pressurized liquid extraction, PLE) i
ekstrakcija subkriticnom vodom (Subcritical water extraction, SWE), takode poznata i kao
ekstrakcija pregrejanom vodom ili ekstrakcija toplom vodom pod pritiskom (pressurized hot water
extraction, PHWE) (Huie i sar., 2002; Ong i sar., 2004). Moderni ekstrakcioni procesi pomocu
kojih se izoluju bioaktivna jedinjenja razvijeni su takode i za dobijanje visoko pre¢is¢enih
proizvoda, ¢ine¢i ih dostupnim za $iri krug primene. Zbog toga, ove tehnologije predstavljaju

inovativni pristup poboljsanju proizvodnih procesa (Joana Gil-Chavez i sar., 2013).

U svim procesima ekstrakcije, ukljuuju¢i 1 moderne, na efikasnost ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja uti¢e nekoliko faktora. Prema Azmiru i sar., izbor odgovarajuceg ekstrakcionog
rastvaraca zajedno sa odabirom odgovaraju¢ih procesnih parametara su izuzetno vazni za
postizanje najboljih rezultata u podesenim postupcima ekstrakcije (Azmir i sar., 2013). Takode,
pored ekstrakcionog rastvaraca i procesnih parametara, prema Zakaria i sar., i karakteristike
materijala koji se ekstrahuje mogu znacajno uticati na sastav i osobine dobijenih ekstrakata
(Zakaria 1 sar., 2016). Stoga, u cilju efikasne ekstrakcije, potebno je raditi sa materijalom
odgovarajuceg kvaliteta, koji je adekvatno pripremljen za proces ekstrakcije, a gde se u samom
procesu kao ekstragens primenjuje rastvara¢ optimalnih karakteristiika na optimalno podeSenim

procesnim parametrima.
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2.1. Ultrazvuc¢na ekstrakcija (UAE)

UAE je ekoloski prihvatljiva ekstrakciona tehnika koja se uklapa u koncept “zelene
hemije", kada se kao ekstrakcioni rastvaraci koriste voda, etanol ili jestiva ulja. Ona se danas
koristi za ekstrakciju raznih bioaktivnih jedinjenja, iz razli¢itih biljnih matriksa. MoZe se smatrati
jeftinom, jednostavnom i efikasnijom tehnikom u poredenju sa drugim tehnikama ekstrakcije.
Nekoliko autora ukazuju na to da, u odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije, UAE moze da
generiSe visoke prinose ekstrakcije za kratko vreme, jednostavna je za izvodenje, proces moze da
se izvodi na nizim temperaturama, zahteva manju potro$nju rastvaraca i nizi utroSak energije
(Wang i Weller, 2006; Klen i Vodopivec, 2012). Mnoge studije bavile su se analizom prednosti
UAE u odnosu na konvencionalne metode ekstrakcije. Prema Wu i sar., ginseng saponini se
priblizno 3 puta brze ekstrahuju iz korena ginsenga primenom UAE u odnosu na tradicionalnu
metodu ekstrakcije (Soxhlet). Osim benefita kraceg vremena, isti ekstrakcioni prinos dobijen je i
na nizim temperaturama koje su pogodnije za ekstrakciju temperaturno nestabilnih jedinjenja (Wu
i sar., 2001). Sli¢ni rezultati dobijeni su i prilikom analize UAE karvona i limonena iz semena
kima. Ova ekstrakcija je rezultovala dvostruko uvecanom ekstrakcijom ciljanih bioaktivnih

jedinjenja u odnosu na one dobijene konvencionalnim metodama ekstrakcije (Chemat i sar., 2004).

Povecéanje prinosa ekstrakcije prilikom UAE se uglavnom pripisuje uticaju akusti¢nih
kavitacija proizvedenih u rastvaracu prilikom prolaska ultrazvu¢nog talasa (Ghafoor i sar., 2009),
a moze se pripisati i efektima kao §to su formiranje mikromlazeva i akusti¢ne struje (acoustic
streaming) (Sivakumar i sar., 2009). Prema Dash i sar., intenzitet ultrazvuka koji se prenosi kroz
medijum je direktno povezan sa vibracionom amplitudom sonifikacije, stvarajuc¢i veci broj
kavitacionih mehuri¢a i stoga povecanu efikasnost ekstrakcije (Dash i sar., 2005). Ultrazvuk
takode vrsi i mehanicki uticaj, omogucavajuci bolji prodor rastvaraca u tkivo matrijala koje se
ekstrahuje, i povecanje kontaktne povrsine izmedu ¢vrste i te¢ne faze. Kao rezultat, rastvorna
supstanca brzo difunduje iz ¢vrste faze u rastvara¢ (Rostagno i sar., 2003). Rezultat UAE je i brza
fragmentacija sirovine. Nekoliko autora u svojim istrazivanjima uocilo je fragmentaciju krhkih
¢vrstih materija, koja nastaje kao rezultat ultrazvucne kavitacije (Suslick i Price 1999; Kusters i

sar., 1993). Chemat i sar. su demonstrirali brzu fragmentaciju listova spanaca u prvim minutima
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sonifikacije, dok ova pojava nije uo¢ena tokom primene konvencionalne ekstrakcije (maceracije).
Fragmentacija se moze dogoditi usled sudara Cestica i usled Sok talasa nastalih pucanjem
kavitacionih mehuri¢a u tecnosti. Neposredna posledica smanjenja veli¢ine Cestica usled
ultrazvucnog delovanja je povecanje povrsine ¢vrste materije Sto dovodi do veée brzine prenosa

mase i povecane stope prinosa ekstrakcije (Chemat i sar., 2017).

Parametri koji uti¢u na prinos u postupku UAE su vreme ekstrakcije, procesna temperatura,
ckstrakcioni rastvara¢, snaga ultrazvuka, frekvencija ultrazvuka i odnos rastvaraca i biljnog
materijala koji se ekstrahuje. Vreme ekstrakcije je jedan od vaznih faktora u UAE. Mnogi autori
su se bavili analizom uticaja vremena u UAE na prinos ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja. Lou i
sar. (2010) su ispitali uticaj ultrazvu¢nih talasa i vremena ekstrakcije na izdvajanje ulja iz leblebija.
Naveli su da se prinos znacéajno povec¢avao tokom prvih 20 min ekstrakcije, nakon ¢ega povecanje
prinosa nije bilo toliko intenzivno. Dent i sar. (2015) su uo¢ili znacajan rast prinosa fenola nakon
10 i 20 minuta ekstrakcije, dok produzenje vremena UAE na 30 minuta nije dalo znacajno
poveéanje prinosa ovih bioaktivnih jedinjenja. Cak, konstatuje se da produzeno vreme ekstrakcije,
pored povecanja energetskih troskova, moze dovesti i do degradacije bioaktivnih jedinjenja u

dobijenim ekstraktima.

U UAE veoma je vazno odabrati odgovarajuc¢u temperaturu ekstrakcije i to prema ciljnom
jedinjenju (Zhang i sar., 2009). Povecanje temperature ekstrakcije dovodi do poveéanog prinosa
ekstrakcije, ali u nekim slu¢ajevima povecanje temperature uti¢e i negativno zbog degradacije
termolabilnih jedinjenja. Nekoliko autora analiziralo je uticaj procesne temperature u UAE na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja. Rostagno i sar. su utvrdili da je u UAE postepeno povecanje
temperature ekstrakcije do 45 °C dovelo do povecane ekstrakcije izoflavona, dok se na viSim
temperaturama (60 °C) dobijaju manje koncentracije istih bioaktivnih jedinjenja. Zou i sar. su
utvrdili da se uticaj temperature na ekstrakcioni prinos antocijanina znacajno povecava kada
temperatura ekstrakcije raste sa 20 na 40 °C, nakon cCega sledi pad prinosa, najverovatnije
prouzrokovan degradacijom antocijanina. Takode, prema Kapelou, u UAE porast pritiska pare,
usled povecane temperature, uzrokuje da isparenja rastvaraca ispunjavaju Supljinu kavitacionih

mehurica, koji ¢e se rasprsiti manje nasilno i time smanyjiti efekte sonifikacije (Capelo, 2009).
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Sli¢no su zakljucili Zhang i sar., prema kojima se prenos mase smanjuje na povisenoj temperaturi,

zbog Cinjenice da kavitacioni mehuri¢i mogu lako puci (Zhang i sar., 2008).

Izbor rastvaraca za ekstrakciju je prvi kljuni korak u postavljanju bilo kog procesa
ekstrakcije. Polarni rastvaraci se Cesto Koriste za dobijanje polifenolnih jedinjenja iz biljnih
matriksa. Prema Dai i Mumperu (2010), najprikladniji rastvaraCi za ekstrakciju ove vrste
bioaktivnih jedinjenja su vodene smese koje sadrze etanol, metanol, aceton 1 etil acetat. Etanol je
prepoznat kao dobar rastvara¢ za ekstrakciju polifenola, a njegova prednost u odnosu na ostale je
I Cinjenica da je bezbedan za ljudsku upotrebu. Metanol se generalno smatra efikasnijim u
ekstrakciji polifenola manjih molekulskih masa, dok je vodeni aceton dobar za ekstrakciju
flavanola sa ve¢com molekulskom masom (Dai i Mumper, 2010). Mnoge studije su istrazivale
uticaj rastvaraca na prinos ekstrakcije u UAE. Do i sar. (2014) su ispitali uticaj razli¢itih
koncentracija vodenog rastvora metanola, etanola i acetona (50%, 75% i 100%) na UAE fenolnih
jedinjenja iz Limnophila aromatica. Njihovi rezultati pokazuju da se povecanjem koncentracije
vode u rastvaratu povecava prinos ekstrakcije fenolnih jedinjenja, Sto zna¢i da se prinos
ekstrakcije povecava sa povecanjem polarnosti primenjenog rastvaraca (Do i sar., 2014). Charpe i
Rathod (2014) su istrazivali uticaj koncentracije vodenog rastvora etanola na UAE glicirizinske
kiseline iz sladi¢a. Utvrdeno je da se prinos ekstrakcije povecava sa pove¢anjem koncentracije
etanola u rastvara¢u do 50%, ne menja se dalje primenom ekstragensa koncentracije do 70%,
nakon ¢ega opada. Znacajno smanjen prinos ekstrakcije ostvaren je primenom 100% etanola kao
ekstragensa. Prema istim autorima dodatni pozitivni efekat vode u slu¢aju UAE je Cinjenica da
voda dovodi do kvaSenja i bubrenja ¢elijskog materijala, tako da se propusnost ¢elijskih zidova
povecava i oni se mogu lako razoriti nakon tretiranja ultrazvukom. Kod primene 100% etanola,

ovaj efekat nije prisutan, te je i prinos ekstrakcije znac¢ajno manji (Charpe i Rathod, 2014).

Snaga i primenjena frekvencija ultrazvuka su vazni parametri u UAE. Uticaj ova dva
parametra istrazivali su mnogi autori. Charpe i Rathod (2014) su ispitali uticaj razli¢itih ulaznih
snaga, od 120 W do 200 W, na ekstrakciju glicirizinske kiseline iz sladi¢a. Oni su ustanovili da se
prinos ekstrakcije povecava sa pove¢anjem ulazne snage, te je za vreme ekstrakcije u duzini od 30
minuta primenom talasa snage 120 W dobijeno 75% prinosa ekstrakcije u odnosu na prinos
ostvaren za krac¢e vreme ckstrakcije, 10 minuta, kada je primenjena veca snaga talasa, 200 W

(Charpe i Rathod, 2014). Slian uticaj povecanja snage, zabeleZen je i u slucaju ekstrakcije
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salvijanolne kiseline B iz korena Salvia miltiorrhiza, kada su u UAE primenjeni ultrazvucni talasi
frekvencije do 45 kHz (Dong i sar., 2010).

2.2. Voda kao ekstragens

Zbog tendencije za implementacijom "zelenih™ procesa u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji, voda kao rastvara¢ je privukla veliku paznju, te se pored etanola, ugljen-dioksida i
jonskih tec¢nosti njen kapacitet za primenu u formi ekstragensa intenzivno istrazuje u brojnim
nau¢nim studijama (Do i sar., 2014; Naffati i sar., 2016). Postoji nekoliko generalnih prednosti
vode u odnosu na druge rastvarace koji se koriste za ekstrakciju razli¢itih bioaktivnih jedinjenja iz
biljnog materijala. Naime, voda je lako dostupna, bezbedna, jeftina, netoksi¢na, nezapaljiva i
ekoloski prihvatljiva, $to dovodi do zakljucka da njena primena u procesima ekstrakcije moze
doprineti proizvodnji bezbednih ekstrakta (bez tragova toksi¢nih rastvaraca), moze smanjiti
troSkove procesa proizvodnje ekstrakata i moze doprineti zastiti zivotne sredine, jer se izbegava
faza odlaganja toksi¢nih rezidua primenjenog ekstragensa. Prema Plaza i Turner-u (2013),
nedostatak vode kao ekstragensa u ekstrakcionim procesima ogleda se u vecoj potrosnji energije
u fazi koja podrazumeva njeno uklanjanje iz ekstrakata, u slucajevima kada je to potrebno (Plaza
i Turner, 2013). Uopsteno, kao rastvara¢ voda se moze koristiti kako kod konvencionalnih, tako i
kod savremenih metoda ekstrakcije, kao $to su ekstrakcije pod pritiskom, ultrazvucna ekstrakcija
1 mikrotalasna ekstrakcija, a moguce je primeniti je u razli¢itim oblicima: kao vodu na sobnoj

temperaturi, kao toplu vodu, kao toplu vodu pod pritiskom, i pregrejanu ili superkriti¢nu vodu.

Prilikom odabira ekstragensa za ekstrakciju odredenih bioaktivnih jedinjenja potrebno je

voditi racuna o slede¢im parametarima:

. Polaritetu/dielektri¢noj konstanti,
. Gustini,

. Permitivnosti,

. Viskozitetu,

. Povrsinskom naponu i

. pH vrednosti.

......

ekstragensa, rezimirane su u tabeli 3.
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Tabela 3. Karakteristike vode (Brunner, 2014)

Molekularna formula H20
Molarna masa 18,015268 g/mol
Tacka topljenja na 1013 273,15 K (0 °C)
mbar
Tacka kljucanja na 1013 373,13 K (99,98 °C)
mbar
. . 273,16 K (0,01 °C)
Ve nE (i) (611,657 + 0,010) Pa
Na 273,15 K (0 °C) (led) 277,15 K (4 °C)
. 916,8 kg m*® 999,97495 kg m’®
Gustina 273,15 K (0 °C) (voda) 293,15 K (20 °C)
999,818 kg m™® 0,998.231 kg m™®
Indeks prelamanja 1,33434
Kriti¢ni pritisak Pc 22,064 MPa
Kriti¢na temperatura Tc 373,946 °C
Kriti¢na gustina p 322 kg m®
Entalpija fuzije 285,89 kJ mol*
Entalpija topljenja Na 0 °C 6,010 kJ mol*
Entalpija klju¢anja Na 100 °C 40,651 kJ mol™
Dinamicki viskozitet (te¢n.) 25 °C 889,7351x10° Pas
Povrsinski napon 25 °C 71,98 mN m?
Elektri¢na provodljivost 25 °C 0,055 uS cm™
Dielektri¢na konstanta 80
Polarizabilnost 1,494(7) x 103 m?
Specifi¢na gasna konstanta R 0,46151805 K

Prema Jessop-u i sar. (2012) osobine rastvaraca mogu biti eksperimentalno okarakterisane i

"kvantifikovane" primenom tri solvatohromska parametra po Kamlet-Taft-u:

e Sposobnost doniranja vodoni¢nih veza (kiselost, a);
e Sposobnost prihvatanja vodoni¢nih veza (bazi¢nost, B); 1

e Polarizabilnost/polaritet (7*) (Jessop i sar., 2012).

Jedan od najznacajnijih parametara za karakterizaciju ekstragensa jeste polaritet rastvaraca, ili
dielektri¢na konstanta. Voda je visoko polarni rastvara¢. Njen polaritet, na sobnoj temperaturi 1
pod atmosferskim pritiskom karakterise visoka dielektriéna konstanta (g) zbog prisustva

ekstenzivne strukture vodoni¢nih veza. Naime, voda stvara elektrostaticke veze sa drugim
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molekulima, ¢ime se smanjuje ili eliminiSe medumolekularna interakcija izmedu okolnih jona
(Plaza i Turner, 2015). Stavie, vodoni¢ne veze u vodi su samo-udruZive, pa se jadina jedne
vodoni¢ne veze regulise prisustvom drugih vodoni¢nih veza koje su grupisane oko nje (Nezbeda i
Pavlicek, 1996). U ambijentalnim uslovima dielektri¢na konstanta vode je priblizno 80, §to je ¢ini
izuzetno polarnim rastvarac¢em, efikasnim za ekstrakciju visoko polarnih jedinjenja (Teo i sar.,
2010). U istim uslovima dielektri¢na konstanta dva najéesc¢e koriS¢ena rastvaraca za ekstrakciju
polarnih i jedinjenja umerenog polariteta, metanola i etanola iznosi 33 1 24. Promene u jacini
vodoni¢nih veza vode odrazavaju se na dielektri¢nu konstantu i na vrednosti toplote isparavanja
(Fernandez, 1991). Stoga, pri niZzim temperaturama, vodoni¢ne veze su jace i vrednost dielektri¢ne
konstante je ve¢a (Nakahara i sar., 2001). Ali, kako temperatura vode raste, povecana termicka
agitacija smanjuje jaCinu svake vodoni¢ne veze i dovodi do pojacane redukcije vrednosti
dielektricne konstante (Caffarena i Grigera, 2004). Slabljenje jacine vodoni¢nih veza unutar
molekula vode i smanjenje polariteta vode generalno dovodi do poveéanja rastvorljivosti
hidrofobnih organskih jedinjenja u vodi (Carr i sar., 2011). Stoga, prema Miller i Hawthorne-u
(2000), polarnija jedinjenja sa visokom rastvorljivo$¢u u vodi se najefikasnije ekstrahuju na nizim
temperaturama, dok umereno polarna i nepolarna jedinjenja zahtevaju manje polarni medijum
indukovan povecanjem temperature (Miller i Hawthorne, 2000). Dakle, tradicionalno, u
ambijentalnim uslovima, voda se primenjuje za ekstrakciju samo polarnih jedinjenja iz razli¢itih
izvora: flavonoida iz vinarskog otpada (Aliakbarian i sar., 2012), flavonoida iz otpada svile
(Prommuak i sar., 2008), kvercetina iz ljuske crnog luka (Ko i sar., 2011), fenolnih jedinjenja iz
Momordica charantia (Budrat i Shotipruk, 2009), fenolnih jedinjenja iz ljuske krompira (Singh i
Saldafa, 2011), itd.
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2.3. Osnove ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju (SWE)

SWE je ekoloski prihvatljiva tehnika ekstrakcije zasnovana na upotrebi vode kao
ekstragensa na temperaturama izmedu 100 °C i1 374 °C i pri pritisku koji je dovoljno visok da odrzi
vodu u te¢nom stanju (Ramos i sar., 2002). Iznad temperature od 374 °C i pritiska od 220 bara

(kriti¢na tacka vode) smatra se da je voda u superkritiénom stanju, odnosno u stanju fluida (slika
10).

Superkriti¢na
tecnost
a4 218atm [ =
4 ( ‘\
z : \
C\TSFO Kriti¢na tacka za vodu
stanje Te=374°C
1 atm Pc =218 atm
=03
4,58 mm para Sl

0,89 100 374
Temperatura (°C)

Slika 10. Fazni dijagram vode u funkciji pritiska i temperature (Asl i Khajenoori, 2013)

SWE se zasniva na promenama svojstava vode (polariteta, odnosno dielektri¢ne konstante,
povrsinskog napona, viskoziteta, gustine i pH) koja nastaju najvise usled povecanja temperature
procesa u subkriticnom podrué¢ju. Naime, prema Zakaria i sar., povecanje temperature vode iznad
taCke kljucanja, a na pritisku dovoljno visokom da odrzi vodu u te¢nom stanju, temperatura koja
se primenjuje ima veliki uticaj na efikasnost i selektivnost ekstrakcije, kao i na fizi¢ke i hemijske
osobine vode kao rastvaraca (Zakaria i sar., 2016). Prema Brunner-u, u tom slucaju
elektrohemijska svojstva vode znacajno variraju (Brunner, 2014). U tabeli 4 prikazane su neke

osobine vode i to vode blizu kriti¢ne tacke, superkriti¢éne vode i vode na ambijentalnim uslovima.
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Prema Cacace i Mazza, zbog smanjenog polariteta, povrSinskog napona i konstante disocijacije,

pri porastu temperature u subkriticnoj oblasti, voda se ponasa slicno organskim rastvaraCima

(Cacace i Mazza, 2017).

Tabela 4. Osobine vode u razli¢itim uslovima (Brunner, 2014)

uslovima
T (°C) 25 350 400
P (bar) 1 250 500
p (kg m3) 997,45 625,45 577,79
£ () 78,5 14,86 12,16
pKw (-) 14,0 11,5 11,5

Promena dielektri¢ne konstante, tokom SWE, moze se smatrati jednom od najvaznijih
promena. Kao §to je ve¢ pomenuto, na ambijentalnim uslovima (25 °C), dielektri¢éna konstanta
vode je oko 80, dok se u subkriti¢noj oblasti vrednost dielektri¢ne konstante Smanjuje na oko 33
na temperaturi od 200 °C. Ova vrednost je sli¢na vrednosti dielektri¢ne konstante nekih organskih
rastvaraca, npr. etanola ili metanola (Ibanez i sar., 2012). Pri vi$oj temperaturi, 250 °C i na pritisku
od 50 bara dielektri¢na konstanta vode i dalje opada i to do 27. Sa povec¢anjem temperature na 300
°C (blizu kriti¢ne tacke) dielektricna konstanta vode se smanjuje na 14,3. Na 400 °C i 500 bara
(superkriti¢éna voda) vrednost dielektri¢ne konstante je jo§ niza, 12,16. Povecanje temperature
vode u subkritiénom stanju dovodi do opadanja vrednosti dielektri¢ne konstante i na taj nacin
povecava se mogucénost primene vode za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja. Dakle, tokom SWE
voda menja svoj karakter, te iz rastvaraca za jonske vrste prelazi u rastvara¢ za nejonske vrste
(Brunner, 2014). Zbog toga, prema Rovio i sar., promenom temperature, osobine rastvorljivosti
vode se mogu podesiti tako da viSe odgovaraju polaritetu ciljanih jedinjenja (Rovio i sar., 1999).
Prema Teo i sar. to je razlog zaSto se topla voda pod pritiskom, pri odredenom pritisku i
temperaturi, moze smatrati vrlo efikasnim rastvara¢em za ekstrakciju slabo polarnih i nepolarnih

jedinjenja (Teo i sar., 2010).
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Pored dielektricne konstante, u ovoj oblasti menjaju se i neke druge osobine vode kao
rastvarac¢a. Promene nekih osobina vode usled promene temperature u subkriti¢noj oblasti, a pri
konstantnom pritisku prikazane su na slici 11. Kao $to se moze videti na dijagramu, pri
konstantnom pritisku, vrednosti gustine i dielektriéne konstante subkriticne vode opadaju kada se
temperatura povecava, dok linija koja predstavlja jonski proizvod pokazuje dramaticnu promenu

za ovaj parametar pri temperaturi koja je blizu kriti¢ne (Kritzer i sar., 1999).

1400 -10
1200 44
Jonski proizvod - .14
=}
o _|000 . - .16 5
o ”2 (o]
- E = S
g s 300 4 18 El
“;" i - .zo 8
S 2 600 ]
o 22 %
g 9 5
"g g m - 5 '2‘ =
ﬁ - 26
g 200 1 L
Dielektnéna konstanta -28
0 L L4 T L T -30

0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura |°C]

Slika 11. Promena jonskog proizvoda, gustine i dielektri¢ne konstante vode u zavisnosti od temperature,
pri pritisku od 240 bara (Kritzer i sar., 1999).

Prema Teo i sar., topla voda pod pritiskom pokazuje nizu viskoznost, ali ve¢u difuzivnost
od vode na sobnoj temperaturi 1 kao takva favorizuje difuziju u biljni matriks i oslobadanje
jedinjenja (Teo i sar., 2010). Masovni transfer subkriti¢éne vode pod dovoljno velikim pritiskom je
poboljsan, jer su difuzioni koeficijenti supstanci koje se rastvaraju ve¢i nego u vodi pri standardnoj

temperaturi i pritisku (Kronholm i sar., 2007).

Prema Bruneru (2014) i Plaza i Turneru (2015) pH vrednost vode u te¢nom stanju Smanjuje
se za tri jedinice (sa oko 7.0 na 5.5) kada se temperatura poveca na oko 250 °C i tako se stvara

mnogo vise Hs" jona za reakcije katalizovanja kiselinama (Slika 12). Tik ispod kriti¢ne temperature
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jonski proizvod vode se znac¢ajno menja, ¢inec¢i superkriticnu i vodu koja je blizu kriticne mnogo
slabije jonizovanim jedinjenjem nego pri ambijentalnim uslovima (Brunner, 2014). Ove promene
mogu uticati na SWE na nekoliko nacina. Kao prvo, pri povisenim temperaturama rizik pojave
nezeljenih reakcija poput hidrolize se poveéava, posto je snaga jona veéa, a pH vrednost niza.
Ovde hidronijum joni deluju kao katalizatori u reakcijama (Chandler i sar., 1997). Osim toga,
ravnoteza nekih analita moze biti promenjena prema drugim naelektrisanim oblicima (npr.,
antocijanini se mogu pojaviti u pet razli¢itih oblika zavisno od pH vrednosti) (Andersen i
Markham, 2005).

7.1 pH vrednosti te¢ne vode
6.9
6.7
6.5
6,3
6.1
5.9
5.7
5.5

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura [°C]

Slika 12. Vrednosti pH kao funkcije temperature, na 25 MPa (Plaza i Turner, 2015).

SWE ima nekoliko vaznih prednosti u odnosu na druge tehnike: kvalitet ekstrakata, brzina
procesa, smanjena koli¢ina rastvaraca Koji se primenjuje i upotreba jeftinijeg ekstragensa u odnosu

na organske rastvarace (Zakaria i Kamal, 2016).
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Aparatura za SWE je relativno jednostavna (Slike 13 i 14).

Kontroler medalica Mezalica
[:l 4 Sloj za zaitits od sksplozija
Povratni ventil e Voda Voda / ‘I\/Ia»raé pritiska
\ Kondenzator l T P

Siopliane R —
: Voda Voda
Sakupljaé _—¥ o —
kondenzat
Sakupljanje
Kontroler taénosti
temp-erature\ w Ny Hs
lermockement 3
Belezenje . o —— v
podataka g O Stn.;Jno .
grajan sué

Slika 13. Sematski prikaz tipi¢nog $arznog SWE procesa (Li i sar., 2014)

Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju, na laboratorijskom nivou se radi u
diskontinualnom ekstraktoru pod visokim pritiskom. Zapremina ekstraktora varira. Maksimalni
radni pritisak najcesée je 200 bara, dok je maksimalna radna temperatura najcesée 350 °C.
Sematski prikaz aparature proizvodaca Parr Instruments je dat na slici 14 (Zekovi¢ i sar., 2014).
Sistem prikazan na slici ima zapreminu ekstraktora od 450 mL, maksimalan radni pritisak i
maksimalna radna temperatura su kao prethodno navedene. Prema Vladi¢ (2017), odgovarajuci
radni pritisak u ekstraktoru ovog sistema postize se oslobadanjem (uvodenjem u ekstraktor) azota
iz gasnog cilindra (2) kroz ulazni ventil (3). Elektri¢na grejna obloga (5) zagreva ekstraktor, a
temperatura se meri i kontrolise regulatorom (6) priklju¢enim na temperaturnu sondu (7).
Magnetna mesSalica (8) (brzina rotacije 750 o/min) primenjuje se za meSanje u cilju povecanja
prenosa mase i toplote, kao i1 za spreavanje lokalnog pregrevanja materijala na unutraSnjim
zidovima ekstraktora. Nakon ekstrakcije u ovakvom sistemu, ekstraktor se vadi i brzo hladi u

ledenom kupatilu. Azot se ispusta otvaranjem izlaznog ventila (9).
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N I
e [

Slika 14. Sematski prikaz aparature za ekstrakciju vodom u subkriti¢nom stanju: (1) ekstraktor;
(2) boca sa azotom; (3) ulazni ventil za gas; (4) manometar; (5) elektri¢na grejna obloga; (6)

digitalni kontroler; (7) temperaturna sonda; (8) magnetna mesalica; (9) izlazni ventil za gas
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2.4. Primena SWE

Voda u subkritiénom stanju se primenjuje za ekstrakciju raznih materijala: biljnih sirovina,
raznih poljoprivrednih sporednih proizvoda i sporednih proizvoda prehrambene industrije,

mikroalgi, gljiva, itd.

SWE se najces$ce primenjuje za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, Secera, aromati¢nih jedinjenja i

drugih jedinjenja.

2.4.1. Primena SWE za ekstrakciju fenolnih jedinjenja (ukupni fenoli, flavonoidi,
antocijanini)

Mnoge studije novijeg datuma su dokazale da je SWE mnogo efikasnija tehnika ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz kore, ljuske, semena voca i drugih prehrambenih matriksa u poredenju sa
ostalim tehnikama ekstrakcije. SWE fenolnih jedinjenja iz ovakvih matriksa ocenjuje se kao
visoko efikasna (Shitu i sar., 2015). Studija koju su sproveli Singh i Saldafia (2011) ukazuje na
efikasnost SWE u slucaju izolovanja fenolnih jedinjenja iz ljuske krompira. U ovom istrazivanju,
za ukupno vreme ekstrakcije od 30 minuta i na temperaturi of 180 °C, izolovano je ukupno 81.83
mg/g u poredenju sa 46.59 mg/g koliko je izolovano u konvencionalnoj ekstrakciji sa metanolom
za vreme ekstrakcije od ukupno 3 sata. U slicnom istrazivanju Tunchaiyaphum i sar. (2013) su
analizirali ekstrakciju fenola iz kore manga primenom SWE. U ovom istrazivanju najvisi sadrzaj
fenola, 50.25 mg/g, detektovan je u ekstraktu koji je dobijen na 180 °C u ekstrakciji koja je trajala
90 minuta. Prema Rangsriwong i sar. (2009) fenolna jedinjenja su ekstrahovana iz ploda
Terminutesalia chebula Retz, takode primenom SWE. U ovoj studiji uradena je komparacija
efikasnosti dve ekstrakcione tehnike, SWE i Soxhlet ekstrakcije. Rezultati su pokazali da je kod
SWE bilo potrebno samo 37,5 minuta za dobijanje vrlo znacajne koli¢ine fenolnih jedinjenja, dok
je Soxhlet ekstrakcija zahtevala viSe od 2 sata vremena ekstrakcije da bi se dostigao priblizan
prinos fenolnih jedinjenja. U istrazivanju Pavli¢a i sar. (2016) sli¢ni rezultati su dobijeni u sluc¢aju
ekstrakcije ukupnih fenola iz sporednog proizvoda Salvia officinalis L. Prema istim autorima na

temperaturi od 201,5 °C, za ekstrakciono vreme od 15,8 minuta i primenom ciste vode kao
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rastvaraca postignuti su najveci prinosi ciljnih jedinjenja i najveca antioksidativna aktivnost

(Pavli¢ i sar., 2016).

SWE je primenjena i za ekstrakciju najaktivnijih antioksidativnih jedinjenja iz ruzmarina
kao Sto su karnozol, rosmanol, karnozna kiselina, metil karnozat i flavonoidi, kao $to su
cirsimaritin i genkvanin (Ibanez i sar., 2003). Takode, Zekovi¢ i sar. su primenili SWE u cilju
dobijanja ekstrakata koji su bogati antioksidantima iz semena korijandera. Uoceno je znacajno
poboljsanje ekstrakcije antioksidanata u poredenju sa rezultatima dobijenim u konvencionalnim
cvrsto-tecnim  ekstrakcijama i modernim tehnikama ekstrakcije, kao $to su ultrazvucna i
mikrotalasna ekstrakcija (Zekovi¢ i sar., 2014). Plaza i sar. (2013) su analizirali uticaj temperature
u dve eckstrakcione tehnike (SWE i ultrazvucne ekstrakcije (UAE, Ultrasound-Assisted
Extraction)) na prinos ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja, pre svega antioksidanata, iz zelene alge
Chlorella vulgaris. U ovom radu primeéeno je da su ekstrakcioni prinosi ve¢i kod SWE u
poredenju sa UAE, §to je pripisano poveéanom prenosu mase prilikom SWE. Stavise, najveéi
prinos i maksimalna antioksidativna aktivnost su zabelezeni na najvecoj ispitivanoj temperaturi
(200 °C).

Nedavno su Monrad i sar. istrazivali primenu subkriti¢ne vode za ekstrakciju antocijana iz
komine crnog grozda (Monrad i sar., 2010). Ova istrazivacka grupa je dosla do zakljucka da je
dodavanje etanola u vodu i dalja subkriticna ekstrakcija mnogo efikasniji metod ekstrakcije
antocijana iz komine crnog grozda u poredenju sa ekstrakcijom subkritiécnom vodom (Monrad i
sar., 2010). Ekstrakciju antocijana iz bobicastog voca ispitivali su King i sar. (2003), pri ¢emu su
pokazali da je SWE dala jednak ili bolji rezultat od onog koji je dobijen u ekstrakciji etanolom.
Prema rezultatima ovog istrazivanja SWE se na temperaturama izmedu 100 °C i 150 °C pokazala
kao optimalna za dobijanje maksimalne koli¢ine antocijana iz bobica. Na osnovu dobijenih
rezultata zakljuceno je da je SWE veoma efikasna metoda za izolovanje antocijana iz bobica (King
i sar., 2003). S druge strane, neke studije izveStavaju i 0 suprotnom, odnosno da je SWE
neadekvatna ekstrakciona tehnika za ekstrakciju jedinjenja ovog tipa. Tokom ekstrakcije
antocijana iz ploda Zzutike (Simsirika, zuti Sipak, Berberis vulgaris) utvrdeno je da se povec¢anjem
temperature 1 vremena ekstrakcije znacajno redukuje efikasnost ekstrakcije antocijana (Sharifi i
sar., 2013). Ovo se objasnjava ekstremno visokom temperaturom procesa pri kojoj dolazi do

degradacije ili promenom strukture antocijana, pa je njihova redukcija o¢ekivana (Sharifi i sar.,
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2013). Pored temperature, prema Chumsri i sar., na degradaciju antocijana u procesu ekstrakcije

mogu uticati i parametri kao §to su pH vrednost, intermolekularna kopigmentacija, prisustvo

askorbinske kiseline ili prisustvo kiseonika (Chumsri i sar., 2008).

U tabeli 5 su dati podaci o primeni SWE za ckstrakciju fenolnih jedinjenja iz razli¢itih

materijala.

Tabela 5. Studije koje su se bavile ekstrakcijom fenolnih jedinjenja primenom SWE i odabrani
rezultati (Zakaria i Kamal, 2016)

Operativni

Jedinjenje Sirovina uslovi Mogucéa upotreba Reference
Lis¢e manga Farmaceutska i Feranndez-Ponce |
(Mangiferaindica 100 °C, 4 MPa  nutraceutska industrijska
S sar., 2102
L.) jedinjenja
. o Funkcionalna hrana,
N (PR 0230 15,6 nutraceutici i He i sar., 2102
granatum L.) MPa L
antioksidant
C R o Wataniyakul i
Mekinje pirin¢a 200 °C Prehrambeni aditivi sar., 2012
o Singh i Saldafia.,
Kora krompira loo_ﬁga e Farmaceutska i biogorivo 2011
K_ora cimeta 150-200 °C, 6 Sastojci za dodavanje Khuwijitjaru i
(Cinnamomum ukusa,
. MPa g sar., 2012
) zeylanicum) antioksidativni agens
Fenoli
L 25-250 °C o .
Komine citrusa 0,1-50 MPa Antioksidativni agens Kim i sar., 2009
y Antihiperglikemijski
Pecurka zlatna 50-300 °C, L Lo )
bukovaca 0.002-5 MPa ar)tlhlpertgnz_lvnl i Joisar., 2013
antioksidativni agens
Pasji trn/Vudji trn o L .
(Hippophae 80-180 °C, 6  Nutraceutici i p_rehrambenl Gong i sar., 2015
- MPa materijali
rhamnoides L.)
o Antioksidativni, Rodr1’guez-
Origano Zf(; éol?/lp(;’ antibakterijalni i Meizoso
’ antifungalni agens i sar., 2006
80-260 °C, o .
Cvet nevena 0.5 MPa Antioksidativni agens Xu i sar., 2015
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Nastavak tabele 5.

Crni (::aj, cveler 1list  110-200 °C, Antioksidativni agens Cheigh i sar.,
Zen Sena 10 MPa g 2015
Antioksidativno,
Kora mandarine 110-200 °C, an?iri]:llll(lgnmcstronr?l’o i Cheigh i sar.,
(Citrus unshiu) 10,1 MPa : 2012
kardiovaskularno
zastitno dejstvo
Ljuska crnog luka,
Saururus
chinensis, lis¢e Antioksidanti i redukcija
. .- vucjeg trna, 110-200 °C, ostecenja kao §to su .
Flavonoidi perSun, Sargarepa i 10 MPa kancer i Kol sar., 2014
kora kardiovaskularne bolesti
limuna, narandze i
grejpfruta
40-120 °C, 5 . Turner i sar.,
Otpad crnog luka MPa Antioksidativni agens 2006
o Antioksidativni i
Ljuska crnog luka 100-190 *C, nutritivni suplement Koisar., 2011
9-13 MPa .
nutraceuticima
Polygonum 100-250 °C, - Lekar i sar.,
hydropiper 12,1 MPa HIERIEITENE S e 2013
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2.4.2. Primena SWE za ekstrakciju Secera

Istrazivanja pokazuju da je SWE efikasna tehnika za ekstrakciju celuloze i hemiceluloze iz
kore Citrus junos-a i lis¢a uljane palme (Hanim i sar., 2012; Tanaka i sar., 2012; Khuwijitjaru i
sar., 2014). Prema studiji Tanaka i sar. (2012) najveci prinos ekstrakcije celuloze, 80%, dobija se
iz kore Citrus junos-a na temperaturi od 200 °C, dok se iz uljane palme maksimalni prinos
hemiceluloze, od 69.60 %, postize na temperaturi od 190 °C (Hanim i sar., 2012).

Rezultati pokazuju da monosaharidi i oligosaharidi mogu biti ekstrahovani primenom
tehnike SWE iz lis¢a uljane palme (Norsyabilah i sar., 2013) i kokosa (Khuwijitjaru i sar., 2014).
Iz uljane palme, najveci prinos ekstrakcije monosaharida ostvaren je u SWE na temperaturi od 190
°C za vreme ekstrakcije od 10 minuta, dok je najveci prinos mono- i oligosaharida iz kokosa
dobijen na temperaturi od 250 °C za 10 minuta.

Ghoreishi i sar. su primenili SWE za ekstrakciju manitola iz lis¢a masline. Utvrdeno je da
se povecanjem temperature sa 60 na 100 °C povecava prinos ekstrakcije manitola iz lis¢a masline
sa 48.75 na 76.75% (m/m). Medutim, u poredenju sa prethodnim rezultatima dobijenim u
konvencionalnoj ekstrakciji, ekstrakcijom na pove¢anim temperaturama, primenom temperatura
od 100 do 150 °C u subkriti¢noj oblasti, primeéena je redukcija ekstrakcionog prinosa sa 76.75 na
64.68% (m/m). Autori zakljucuju da bi visoka temperatura mogla da dovede do degradacije i
raskidanja vodoni¢nih veza u slu¢aju manitola (Ghoreishi i sar., 2008). U tabeli 6 dat je pregled

nekih istrazivanja koja su se bavila ekstrakcijom jedinjenja ovog tipa primenom SWE.
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Tabela 6. Nedavna istrazivanja ekstrakciji Secera iz biljnih sirovina primenom SWE (Zakaria i

Kamal, 2016)
Jedinjenje Sirovina Opuesrl?)g;/nl Moguca upotreba Reference
. Lis¢e uljane 170-200 °C L Norsyabilah i
Monosaharid palme 3,455 MPa Prehrambeni aditiv sar., 2013
. Antioksidativni
Lycium 110°C, . S oL .
barbarum L. 5 MPa antitumorni i agens protiv  Chaoisar., 2013
starenja
Ganoderma 99.85-89.85°C,  Hemijska, prehrambenai  Matsunaga i sar.,
Polisaharid lucidum 4 MPa farmaceutska industrija 2014
Kora Citrus 160-320 °C, Diietetska vlakna Tanaka i sar.,
junos-a 20 MPa ! 2012
Uliana palma 170-200 °C, Hemijska, farmaceutska i Hanim i sar.,
janap 3,455 MPa prehrambena industrija 2012
Prehrambeni sastojak za
Oligosaharid Kokos 100-300 °C obezbedenje dijetetskih Khuwijitjaru i
vlakana u hrani sar., 2014
__Komina Antioksidativni i Wang i sar
jabuke i kora 100-170 °C . . "
. antitumorni agens 2014
citrusa
. Pulpa Secerne 10-130 °C, Stabilizator u .
( oll?s:i:!:i di) repe 8-12 MPa prehrambenoj industriji Chen i sar., 2015
P Kora Citrus 60-320 °C, Diietetska viakna Tanaka i sar.,
junos-a 20 MPa . 2012
60-160 °C, . Ravber i sar.,
Suncokret 3 MPa Antioksidativni agens 2015
KOk(;S’VgOSime 08-257 °C, Fermentabilni Seceri Pradoi sar.,
grozdaa 20 MPa ermenta Sece 2014
. 4w . . | vlakna palme
Redukujuci Seceri Kora Carva
catha ensyis 130-280 °C, Redukujudi Secer i Shimanouchi i
Sa);g 8 MPa antioksidativni agens sar., 2014
Antioksidativni agens, —
. . 49,85-149,85 °C, nemetabolizirani Ghoreishi !
Manitol LiS¢e masline . . Shahrestani.,
3-11 MPa zasladiva¢ i prehrambeni 2009

proizvodi za diabetiCare
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2.4.3. Primena SWE za ekstrakciju etarskih ulja i aromatic¢nih jedinjenja

Gamiz i Luquede (2000) su primenili SWE za ekstrakciju etarskog ulja iz komoraca
(Foeniculum vulgare), a optimalni uslovi ekstrakcije su bili temperatura od 150 °C i pritisak od 60
bara. SWE je nedavno upotrebljena za ekstrakciju etarskog ulja iz lis¢a Thymbra spicata. Na
osnovu rezultata istrazivanja zakljuceno je da je ekstrakcija bila najefikasnija na temperaturi od
150 °C i pri pritisku od 60 bara za minimalno vreme ekstrakcije od 20 minuta (Ozel i sar., 2003).
Saim 1 sar. su primenili vodu u subkritichom stanju za ekstrakciju etarskog ulja iz semena
korijandera. Ekstrakcija je izvedena primenom vode na temperaturi od 65 do 150 °C, vreme
ekstrakcije je bilo 15 minuta, a pritisak u opsegu 46,5 bara i 68,9 bara. Opseg dobijenih prinosa je
iznosio od 0,6-0,8%, §to je mnogo vise u odnosu na prinose dobijene hidrodestilacijom (0,06-
0,1%) (Saim i sar., 2008). Analiza ekstrakcije Siraz origana (Zataria multiflora Boiss), primenom
SWE, pokazuje da se najveci prinos etarskog ulja iz ove sirovine dobija na temperaturi od 150 °C,
pritisku od 20 bara, za vreme ekstrakcije od 150 minuta. Isti autori ukazuju na dobijen bolji kvalitet
etarskog ulja, u poredenju sa kvalitetom ulja koje je dobijeno drugim tehnikama (Khajenoori i sar.,
2009).

SWE se primenjuje za odredivanje organskih zagadivaca u zemljiStu, kliziStima i
sedimentima, ali se takode koristi i za ekstrakciju isparljivih supstanci iz razli€itih biljnih
materijala (Rovio i sar., 1999). Luthje i sar. su dokazali da je SWE primenljiva tehnika za
ekstrakciju hemijskih kontaminata iz koze grozda (na 120 °C, za 40 minuta), kao i herbicida iz
pSeni¢nog brasna i njegovih proizvoda (na 120 °C, za 15 minuta) (Luthje i sar., 2005). Prema Ong
i sar. dielektri¢na konstanta subkriti¢ne vode na 250 °C i 50 bara dozvoljava joj da bude primenjena
za kvantitativnu ekstrakciju policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika iz zemljista i Cestica urbanog
vazduha (Ong i sar., 2006). Prema Rovio i sar. temperature 200-350 °C su obi¢no dovoljne za
ekstrakciju alifati¢nih ugljovodonika, polihloriranih bifenila (PCBs), polihloriranih dibenzoturana
(PCDFs) i polihloriranih naftalena (PCNs) (Rovio i sar., 1999). U tabeli 7 dat je pregled nekih

istrazivanja u polju SWE raznih jedinjenja, bioaktivnih, ali i nekih drugih.
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Tabela 7. Nedavna istrazivanja o jedinjenjima ekstrahovanim iz biljnih sirovina primenom SWE
(Zakaria i Kamal, 2016)

Jedinjenje Sirovina Operativni uslovi Moguéa primena Reference
Azijska Centella 100-250 °C, .
Kiselina asiatica 10-40 MPa Nl 68T AL
Mangiferin Ma(rll-’kr?at?eﬁzwa 49,85-149,85 °C, Antlda:#]??lf;:ge?m”_llv’ Kim i sar.,
g 0,7-4 MPa _anukancernt, 2010.
macrocarpa) antioksidativni agens
Bioaktivna jedinjenja za
Karotenoidi  Palmino ulie 149,85-359,85 °C, hranu, Cardenas-Toro i
J 15-25 MPa aditivi u kozmetickoj i sar., 2014
farmaceutskoj industriji
Protein za ishranu stoke
Ulie Soi 66-234 °C, ! Zgn?gj d”eavg:fi“e 22 Ndlela i sar.,
J ) 0,03-3,86 MPa e 2012.
prehrambenog sektora i
sektora goriva
Rezorcinol i BeIt‘élsgso 50-250 °C, Lekovi i nutraceutici Musa i sar.,
Kavibetol Dibor 2 MPa 2014.

2.5. Uticaj procesnih parametara u SWE na ekstrakciju fenolnih jedinjenja

Jedan od najznacajnijih parametara koji uti¢e na efikasnost SWE jeste temperatura
ekstrakcije. Optimalna temperatura za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja u velikoj meri zavisi od
prirode i strukture jedinjenja koje se ekstrahuje (Plaza i Turner, 2015). Porast temperature vode i
samim tim opadanje dielektri¢ne konstante dovodi do povecane ekstrakcije nepolarnih jedinjenja.
Prema Rovio i sar. promenom temperature karakteristike rastvorljivosti vode se mogu podesavati
tako da viSe odgovaraju polaritetu ciljanih jedinjenja (Rovio i sar., 1999). Kada je povecana
temperatura vode, smanjena je njena permitivnost, viskozitet i povrSinski napon, ali je pove¢ana
difuzivnost (Teo i sar., 2010). U vecini slucajeva povecanje temperature prilikom SWE je
pozeljno, jer dovodi do povecanja prinosa ekstrakcije sve do odredene temperaturne tacke. Kod
ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz kore manga prinos ekstrakcije ukupnih fenola (UF) se povecava
porastom ekstrakcione temperature sa 160 na 180 °C (Tunchaiyaphum i sar., 2013). lzuzetno
labilni polifenoli (npr. antocijanini), Cija stabilnost zavisi od pH vrednosti, zahtevaju nizu

temperaturu ekstrakcije (Plaza i Turner, 2015).
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Medutim, povecanje temperature smanjuje selektivnost ekstrakcije, zbog povecane
rastvorljivosti drugih jedinjenja matriksa, Sto se moze smatrati negativnim uticajem ovog
procesnog parametra. Pored toga, termolabilna jedinjenja na povisenoj temperature SWE mogu
biti degradirana, a u matriksu se mogu pojaviti i druge hemijske reakcije, na primer karamelizacija
i Maillard-ove reakcije (Plaza i Turner, 2013; Herrero, 2012). Ove hemijske reakcije nisu uvek

pozeljne, jer su njihov rezultat toksi¢na jedinjenja.

Singh i Saldana (2011) su ispitali uticaj temperature na ekstrakciju kore krompira i utvrdili
da su ve¢i prinosi fenolnih jedinjenja dobijeni na temperaturama od 140 do 180 °C. Medutim,
daljim rastom temperature, od 180 do 240 °C, smanjuje se prinos ekstrakcije fenolnih jedinjenja.
Prema autorima Budrat i Shotipruk (2009) najveci prinos ekstrakcije ukupnih fenolnih jedinjenja
(54,94 mg/g DW) iz Momordica charantia ostvaruje se na temperaturi od 200 °C, za ukupno vreme
ekstrakcije od 60 min, a kada se temperatura poveca na 230 °C, prinos ekstrahovanih fenolnih
jedinjenja smanjuje se na 32,626 mg/g DW, najverovatnije zbog degradacije uzrokovane visokom
temperaturom. Sli¢ni rezultati su dobijeni i prilikom ekstrakcije flavonoida iz semena nara (Punica
granatum L.), gde je najveéi prinos ekstrakcije ovih jedinjenja dobijen na temperaturi od 220 °C
za vreme ekstrakcije od 30 minuta; daljim poveéanjem temperature prinos ekstrakcije opada (He i
sar., 2012). Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz kore manga primenom SWE analizirana je u
temperaturnom opsegu od 160 do 220 °C, a utvrdeno je da se prinos ekstrakcije povecava sa
porastom temperature od 160 do 180 °C, nakon ¢ega se smanjuje (Tunchaiyaphum i sar., 2013).
Kubatova i sar. su analizirali stabilnost dominantnih jedinjenja u Satureja hortensis i Mentha
piperita u uslovima SWE, pri temperaturama od 100 do 175 °C. Dobijeni rezultati pokazuju da su
na 175 °C borneol, timol, karvakrol, mentol, menton, pulegon i metil acetat, ekstrahovani iz M.
piperita, stabilni (efikasnost ekstrakcije blizu 100%), dok su pri istim temperaturnim uslovima
linaool i y-terpinen kompletno degradirani. U slucaju S. hortensis na 150 °C sva jedinjenja su bila
stabilna, izuzev y-terpinena, Koji se delimi¢no degradirao do p-cimena (Kubatova i sar., 2001).
Dakle, na osnovu prethodno navedenog moze se zakljuciti da je u slu¢aju SWE izuzetno vazno
analizirati 1 pazljivo odabrati temperaturu ekstrakcije kako bi se iskoristile sve prednosti ove
ekstrakcione tehnike, povecana rastvorljivost i pobolj$ani prenos mase, a smanjili negativni efekti

poput degradacije nestabilnih i/ili nastanka toksi¢nih jedinjenja.
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Dodatak kiseline tokom SWE moze uticati na efikasnost ekstrakcije, kao i na kvalitet
dobijenih ekstrakata. Jake kiseline, kao $to je HCI (Ju i Howard, 2003), u kombinaciji sa visokim
temperaturama (80-120 °C), primenjuju se za hidrolizu polifenolnih konjugata u komini grozda
(Monrad i sar., 2010). U grozdu, a i drugom vocu i povréu, kiseline se primenjuju za oslobadanje
odredenih polifenola koji su vezani u kompleksima (Harbourne i sar., 2013). Takode, jake kiseline
degradiraju celijske membrane u komini grozda i time poboljSavaju ekstrakciju polifenola.
Preporucuje se da koncentracija Kiselina ovog tipa u slu¢aju SWE bude niska (manje od 1%) zbog
stvaranja nezeljenih jedinjenja pri veéim koncentracijama (Kammerer i sar., 2005; Srinivas i sar.,
2011). Putnik i sar. (2016) su analizirali uticaj dodatka Kiseline na ekstrakciju flavonoida u SWE i
u svom istrazivanju najveci prinos ekstrahovanih flavonoida detektovali pri dodatku HCI u opsegu
od 0,5-1%. Prinos flavonoida u slu¢aju dodatka kiseline bio je ¢ak Cetiri puta veci u poredenju sa
uzorcima koji su ekstrahovani bez dodatka kiseline, a takode je ustanovljeno i da je povecana

koncentracija kiseline pozitivno uticala na antioksidativni kapacitet dobijenih ekstrakata.

Tecnosti su izuzetno nestiSljive u subkritiCnoj oblasti, te gustina te¢nosti trpi blago
povecanje sa porastom pritiska na konstantnoj temperaturi. Ove blage varijacije fizi¢kih osobina
&ine da pritisak igra sekundarnu ulogu u postupku SWE (Teo i sar., 2010). Stavise, imajuci u vidu
da pritisak nije dominantan za postupak ekstrakcije subkriticnom vodom, nije preporucljivo
povecavati ga mnogo, jer Sto je pritisak veci to je Cvrsti matriks zbijeniji Sto oteZava ekstrakciju
(Kronholm i sar., 2007). Zbog toga je tokom SWE potrebno primeniti umerene pritiske, tek da bi
se zadrzala kondenzovana faza vode (na primer 15 bar na 200 ° C ili 85 bar na 300 °C). Ako se
pritisak smanji ispod tacke kljucanja, pri bilo kom pritisku nastace pregrejana vodena para (Teo i
sar., 2010).

Vreme je jedan od parametara koji uti¢e na SWE fenolnih jedinjenja. Medutim, reakciona
temperatura i priroda uzorka imaju ve¢i uticaj na ekstrakciju (Wiboonsirikul i Adachi, 2008). He
I sar. (2012) su ispitali uticaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju fenola iz kostica nara (Punica
granatum L.) na 140 °C, pri odnosu ¢vrsta materija-voda 1:40. U ovom istrazivanju za 30 min
ekstrakcije dobijeno je 1510,0 mg fenolnih jedinjenja/100 g, a kada je vreme ekstrakcije povecano
na 120 minuta, prinos ekstracije je povecan na 1890,0 mg/100 g. Sa druge strane, povecana
temperatura smanjila je vreme tretmana potrebnog za obnavljanje (oporavak) materijala

(Wiboonsirikul i Adachi, 2008). Prema Sharifi i sar. (2013) statisticka analiza pomo¢u metode
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odzivne povrsine (response surface methodology, RSM) je pokazala da se antioksidativna
aktivnost ekstrakata dobijenih iz Berberis vulgaris povecala kada je temperatura povecana sa 110
na 170 °C. Medutim, antioksidativna aktivnost se povecala u ekstraktu i kada je vreme ekstrakcije
produzeno sa 10 na oko 40 minuta, i posle je ostala nepromenjena. Tunchaiyaphum i sar. su u
svojim istrazivanjima utvrdili da je povecanje vremena ekstrakcije sa 30 na 90 min poboljsalo
ukupan prinos ekstrakcije fenolnih jedinjenja sa 13,78 na 35,96 mg EGK/g DW. Dalje povecanje
ekstrakcionog vremena sa 90 na 120 min rezultovalo je smanjenjem prinosa fenolnih jedinjenja

(Tunchaiyaphum i sar., 2013).

Pored temperature, vremena ekstrakcije i dodatka kiseline, na efikasnost SWE moze da
utie 1 veli¢ina Cestica materijala koji se ekstrahuje. Veli¢ina Cestica uzorka uti¢e na kinetiku
ekstrakcije, jer manja velicina Cestica dovodi do povecanja kontaktne povrsine izmedu uzorka i
ekstragensa. Veli¢ina Cestica mora biti odgovarajuca kako bi se dobila maksimalna kontaktna
povrsina, a istovremeno izbegao efekat kanalisanja (tj. aglomeracija Cestica). Agitacija se takode

moze koristiti za izbegavanje stvaranja aglomerata (Plaza i Turner, 2015).
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3. OSNOVI TEHNOLOGIJE SUSENJA SA
RASPRSIVANIJEM (Spray drying)

Nakon proizvodnje te¢ni biljni ekstrakti mogu se transformisati u stabilniju, kvalitetniju i
jednostavniju formu - suvi ekstrakt primenom razli¢itih metoda suSenja. Ekonomske prednosti
suvih ekstrakata nad tecnim su brojne: redukcija zapremine 1 mase ekstrakata, olakSano
rukovanje/manipulacija, prevoz i skladiStenje, znacajno duzi rok trajanja, kao i mogucnost
rekonstituisanja ovog oblika u te¢ni, dodavanjem odgovarajuée tec¢nosti (Vladi¢, 2017). Susenje
raspr§ivanjem (spray drying) je jedna od najefikasnijih i najjednostavnijh metoda koja se u tom
smislu primenjuje. Ovo je jednostepeni postupak uklanjanja te¢nosti (rastvaraca), u kojem se
tokom postupka te¢na napojna smesa rasprsuje u struji gasovitog medijuma za suSenje i gotovo
odmah se dobija suvi ekstrakt u formi praha. Zbog mogucnosti dobijanja kona¢nog proizvoda
standardizovanog kvaliteta i karakteristika, u pogledu sadrzaja aktivnih jedinjenja, sadrzaja vlage,
nasipne zapremine, veli¢ine Cestica i drugih fizi¢kih i hemijskih svojstava praha, spray drying je
tehnologija koja je prisutna u nekoliko industrijskih oblasti, uklju€ujué¢i prehrambenu,
farmaceutsku, biotehnolosku i hemijsku industriju (Vladi¢, 2017). Tako se danas spray drying
primenjuje za proizvodnju praskova iz materijala sa razli¢itim funkcionalnim osobinama: mleko,
kafa, voéni sokovi i pulpa, biljni ekstrakti, enzimi, etarska ulja, aromati¢ne komponente i razli¢iti
farmaceutski proizvodi (Filkova i sar., 2006; Angel i sar., 2009; Jayasundera i sar., 2010; Haque i
sar., 2015). Ova tehnologija je prikladna za procesuiranje razli¢itih tipova materijala: rastvora,
emulzija, suspenzija i pasta. U zavisnosti od napojne smese, ali i procesnih parametara, finalne
Cestice mogu biti nano veli¢ina (210-280 nm), mikro veli¢ina (10-50 um), ili u obliku aglomerata
(i do 3 mm) (Gharsallaoui i sar., 2007; Jafari i sar., 2008; Haque i sar., 2015).

Prednosti spray draying tehnike u odnosu na druge nacine susenja su (Vladi¢, 2017; Haque
i sar., 2015):

1. SuSenje je skoro trenutno i tom prilikom se stvaraju ¢estice koje su manje-vise jednake i
sfericne, od nano do mikronske veli¢ine, uz moguénost kontrolisanja veli¢ine i morfologije
destica;

2. Kapacitet proizvodnje moze da varira od nekoliko grama do preko 100 tona po satu;
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3. Postupak je veoma brz 1 ve¢i deo isparavanja se deSava u manje od par sekundi. Zbog toga
su termalna degradacija, denaturacija i gubitak nutrijenata minimalni;

4. Postupak je kontinualan i mogucéa je potpuna automatska kontrola procesa;

5. Kontrola osobina dobijenog praha je skoro u potpunosti ostvariva;

6. Postupak je umereno ekonomican. U poredenju sa postupkom liofilizacije, spray drying

.....

Uprkos brojnim prednostima, ova tehnologija ima i neke nedostatke, a to su:

1. [Industrijski uredaji novijeg datuma zahtevaju velika inicijalna ulaganja kapitala;

2. Toplotna efikasnost postupka je relativno mala, osim kada je razlika izmedu ulazne i
izlazne temperature velika (Masters, 1997; Bankar i sar., 2014);

3. U nekim slucajevima, sakupljanje dobijenog praha je teze i dovodi do smanjenog prinosa
zbog izbacivanja finih Cestica sa primenjenim medijumom za susenje-vazduhom i/ili zbog
znacajnog zaostajanja proizvoda na zidovima komore;

4. Spray drying zahteva posebno obuc¢eno osoblje za upravljanje postupkom i za odrzavanje.

3.1. Princip spray drying procesa

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

1) Atomizacija ili rasprsivanje je prvi korak. Efikasan postupak atomizacije se definise kao
transformacija te¢ne napojne smese u fine kapljice identi¢ne veli¢ine. Cilj ove faze je
kreiranje maksimalne povrSine za prenos toplote imedu vrelog vazduha i napojne smese, u
cilju optimizacije transfera mase i toplote. Na ovaj nac¢in postize se efikasno susenje
napojne smeSe za veoma kratko vreme. Vlaga se uklanja bez naruSavanja integriteta
materijala koji se susi (Vladi¢, 2017; Gharsallaoiu i sar., 2007; Murugesan i Orsat, 2012).

Atomizacija se postize atomizerima koji se mogu klasifikovati na osnovu vrste
energije koja deluje na napojnu smesu tokom atomizacije. Sto se veéa energija koristi za
atomizaciju, to su dobijene Cestice manje (Vladi¢, 2017; Gharsallaoui i sar., 2007).
Komercijalno najrasprostranjeniji su rotacioni (centrifugalni) i mlazni rasprsivaci, sa

jednim i dva fluida, kao 1 ultrazvuéni dispenzeri (Filkova i sar., 2007; Murugesan i Orsat,
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2)

3)

2012; Haque i sar., 2015). Atomizer se bira prema osobinama napojne smeSe (npr.
koncentracija i viskozitet), kao i prema Zeljenim karakteristikama finalnih proizvoda
(Masters, 1997). Atomizacija je klju¢ni korak za dobijanje proizvoda visokog kvaliteta.
Kontakt i mesanje kapljica napojne smese i medijuma za susenje. U vecini sluCajeva kao
medijum za suSenje te¢ne napojne smese Koristi se atmosferski vazduh. U¢inak i efikasnost
procesa susenja zavise 0d temperature, ali i vlaznosti medijuma za susenje-vazduha. U toku
postupka, atmosferski vazduh se uvodi preko sistema za filtraciju, a temperatura se regulise
prema unapred definisanim procesnim parametrima. Mesanje rasprSenih kapljica sa
strujom vrelog vazduha olaksava evaporaciju rastvaraca i nastanak suvog praha.

Kontakt izmedu rasprSenih Cestica i vrelog gasovitog medijuma moze se ostvariti
na nekoliko nacina, pa u zavisnosti od toga postoji istostrujni, SUprotnostrujni i mesoviti
tok (Haque i sar., 2015). U istostrujnim dizajnima, smer kretanja napojne smese i vazduha
je isti. Ova vrsta suSenja je prioritet za suSenje termosenzitivnih materijala, jer vlazni
materijal dolazi u kontakt sa najsuvljim medijumom za susenje (onim koji sadrzi najmanje
vlage), dok osuseni prah dolazi u kontakt sa medijumom za susenje koji se postepeno hladi
(Vladi¢, 2017). Kod ove metode susenja, visok stepen evaporacije vlage omogucava da
temperatura praha bude znacajno niZa od temperature vazduha koji napusta komoru. Tecne
kapi stupaju u kontakt sa ulaznim vazduhom temperature 150-220 °C, izazivaju¢i gotovo
trenutnu evaporaciju rastvaraca, tako da temperatura vazduha opada do umerene (obic¢no
50-80 °C), sprecavajuci degradaciju uzrokovanu temperaturom (Gharsallaoui i sar., 2007;
Vladi¢, 2017). U suprotnostrujnim dizajnima, rasprsene kapi i medijum za susenje se kre¢u
u suprotnim smerovima. U ovom postupku se ostvaruje kontakt izmedu najtoplijeg
vazduha 1 Cestica praha, §to moZe izazvati nepovratno toplotno oStecenje proizvoda
(Masters, 1997). Medutim, ovi dizajni su superiorni u pogledu toplotne i energetske
efikasnosti. Mesoviti tok, kao kombinacija istostrujne i suprotnostrujne metode, razvijen
je u cilju iskoris¢avanja pogodnosti oba procesa, tj. radi obezbedenja odgovarajuéeg
kvaliteta uz ekonomicne troskove (Haque i sar., 2015).

Evaporacija rastvaraca iz kapi. Kada kapi napojne smeSe dodu u kontakt sa vrelim
vazduhom dolazi do evaporacije rastvaraca i nastanka suvih Cestica praha. U toku
evaporacije gradijent temperature i pritiska pare izmedu kapi i gasovitog medijuma je

ustanovljen na takav nacin da se transfer toplote odvija od medijuma za susenje ka kapima,
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dok se transfer mase odvija iz kapi ka medijumu za su$enje. Kada medijum za suSenje i
kapi stupe u medusobni kontakt, prenos toplote izaziva rast temperature kapi dok se ne
dostigne konstantna vrednost, gde najveci deo rastvaraca isparava iz kapi. U ovom stanju,
brzina difuzije rastvaraca iz unutra$njosti ka povrsini kapi postaje skoro konstantna i
jednaka povrsinskoj brzini isparavanja. Konacno, kada ¢vrsti sadrzaj u kapima/Cesticama
poraste do odredene vrednosti (koja odgovara kriticnom sadrzaju vlage), efektivna difuzija
vlage znacajno opada. Brzina suSenja se naglo smanjuje kako se granica susenja postepeno
pomera prema unutra$njosti Cestica. Efektivna difuzija vlage i brzina susSenja postaju
funkcija prirode i1 koncentracije ¢vrstog dela. Kada ¢vrste Cestice napuste komoru za
suSenje, njihova temperatura je sli¢na izlaznoj temperaturi vazduha. U praksi, ¢im vreo
vazduh stupi u kontakt sa kapima napojne smese, susenje se odigrava gotovo trenutno i
dolazi do brze evaporacije sa povrSine svake kapi (Haque i sar., 2015). Ova rapidna
evaporacija odrzava kapi hladnim dok se ne postigne suvo stanje. Obi¢no, vreme susenja
je 5-100 s (Corrigan, 1995). Medutim, u dobro dizajniranim sistemima uobi¢ajeno vreme
za prolazak Cestica kroz zonu susenja je 15-30 s (Fogler i Kleinschmidt, 1938; Gharsallaoiu
i sar., 2007).

Separacija i sakupljanje praha. Zavrsni korak u spray drying procesu je sakupljanje praha.
To ukljuéuje separaciju suvih Cestica od medijuma za susenje, §to se najcesée postize
upotrebom ciklona 1 vrecastog filtera, postavljenog van komore za suSenje. Razdvajanje
Cestica od medijuma za suSenje zavisi od gustine, veliCine Cestica 1 njihove brzine taloZenja

unutar ciklona (Haque i sar., 2015).
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3.2. lzazovi u spray drying susenju i primena maltodekstrina

Uprkos ogromnom napretku koji je ostvaren u implementaciji spray drying tehnologije u
uobicajenu industrijsku proizvodnu praksu, Cesto se javljaju problemi kao §to su: nemogucnost
suSenja, nedovoljna efikasnost i neadekvatan kvalitet proizvoda (visok sadrzaj vlage, niska
je lepljivost koja se moze javiti u toku suSenja, ali i tokom skladiStenja suvih prahova. Lepljivost
praha je uglavnom uzrokovana prisustvom komponenti male molekularne mase, kao §to su Seceri
(glukoza, fruktoza, saharoza) i organske kiseline, koje imaju nisku temperaturu staklavosti (glass
transition temperature, Tg) (Vladi¢, 2017). Osobine i Tg nekih niskomolekularnih Secera dati su
u tabeli 8.

Tabela 8. Tqg, fizicke karakteristike i osobine lepljivosti niskomolekularnih Secera (Bhandari i
sar., 1997a; Mani i sar., 2002).

o Molekulska Relativna Relativna
Materijal Tg (°C) . >
masa (g/mol) higroskopnost lepljivost
Fruktoza 180 5 veoma visoka veoma visoka
Glukoza 180 31 visoka visoka
Saharoza 342 62 umerena umerena
Laktoza 342 101 niska niska

Tg se moze definisati kao temperatura na kojoj dolazi do promene amorfnog sistema od
staklastog ka gumenastom stanju i moze se izmeriti pomoc¢u diferencijalnog kalorimetra (Mani i
sar., 2002). Kada temperatura Cestica postane veca od temperature lepljivosti, dolazi do promene
amorfnog materijala iz staklastog stanja u gumenasto (poput te€nosti) i on postaje lepljiv. Ovo
gumenasto stanje uzrokuje lepljenje materijala na povrsinu uredaja. Temperatura povrsine Cestica
za vreme susenja ne bi trebalo da bude vec¢a od 10 - 20 °C iznad Tg (Roos i Karel, 1991b; Bhandari
i sar., 1997a; Mani i sar., 2002). Pored toga, neadekvatan i poviSen sadrzaj vode u suvim
ekstraktima-prahovima takode dovodi do pojave lepljivosti, obzirom na to da je voda prisutna u
materijalu dominantan depresant Tg, jer ima veoma nisku vrednost Tg (-135 °C) (Johari i sar.,
1987; Mani i sar., 2002).
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Problemi lepljivosti i zaostataka praha na zidovima spray drying sistema mogu se
eliminisati/redukovati, sa istovremenim poveéanjem stabilnosti proizvoda, ako se napojnoj smesi
dodaju komponente koje imaju visoku Tg (Mani i sar., 2002). Na ovaj nacin povecava se Tg cele
smese. U ovom smislu najcesce se primenjuju nosaci poput maltodekstrina. Njihova osnovna uloga
je povecanje Tg napojne smese, §to za posledicu ima smanjenje lepljivosti, Smanjenje zaostataka
na zidovima i smanjenje aglomeracije tokom suSenja i skladiStenja, $to sveukupno vodi
proizvodnji stabilnijeg proizvoda (Roos i Karel, 1991; Bhandari i sar., 1993; Truong i sar., 2005b;
Oliveira i sar., 2010). Molekulska masa i Tg nekih maltodekstrina dati su u tabeli 9.

Tabela 9. Molekulska masa i Tg nosaca u susenju

Nosaéi Mo'e‘&;ﬂ;‘i‘)m“a Tg (°C)
DE 36 500 100
DE 25 720 121
Maltodekstrin DE 20 900 141
DE 10 1800 160
DE5 3600 188
Skrob 243

Maltodekstrini su polimeri koji se dobijaju kiselom ili enzimskom hidrolizom skroba i
sastoje se od jedinica D-glukoze koje su primarno povezane a-1,4 vezama. Ovi proizvodi se obi¢no
klasifikuju prema svom dekstroznom ekvivalentu (DE). Dekstrozni ekvivalent je mera stepena
hidrolize skroba i obrnuto je proporcionalan molekulskoj masi. Tg maltodekstrina raste u obrnutoj
proporciji sa DE, pa se kre¢e od 100 °C za maltodekstrine sa DE 36, do 188 °C za maltodekstrine
sa DE 5. Zato se maltodekstrini sa nizim DE uglavnom koriste kao dodaci za suSenje kod spray
drying-a (Oliveira i sar., 2010).

Maltodekstrin je samostalno, ili u kombinaciji, pogodan za proizvodnju praha iz raznih
vrsta materijala: riblje ulje, ulje mandarine, biljni ekstrakti, proteinski hidrolizat pileeg mesa,
voéna pulpa, itd. Koristi se takode i1 za optimizaciju tehnoloskih, funkcionalnih i organoleptic¢kih
karakteristika praha. Razlozi njegove rasprostranjene upotrebe su: niska higroskopnost i
viskoznost, veoma dobra rastvorljivost u vodi, kao i niska cena i dostupnost. Nema ni ukus, ni
miris (Vladi¢, 2017).
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Biljni materijal

Biljni prah A. uva-ursi je dobijen nakon proizvodnje biljnog ¢aja A. uva-ursi u fabrici
filter ¢aja Fructus (Backa Palanka, Srbija). A. uva-ursi korisé¢ena u ovom radu poreklom je sa
teritorije BJR Makedonije. Godinea sakupljanja biljne sirovina je 2015. Sadrzaj vlage u ovom

materijalu iznosio je 8,56%.

4.2. Hemikalije

Folin-Ciocalteu reagens, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH), ferihlorid, galna kiselina,
katehin, maltodekstrin (Sigma Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka); etanol (Centrohem, Sabac,
Srbija); metanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija); komercijalni azot (Messer, ZapreSic,
Hrvatska); standardni arbutina, galne kiseline, rutina, hiperozida i izokvercitrina (Extrasynthese
Cedex, Francuska). Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu su bili

stepena analiticke Cistoce.

4.3. Odredivanje sadrzaja vlage biljnog materijala

Sadrzaj vlage biljnog materijala je odreden gravimetrijskom metodom koju propisuje Ph.
Jug. V, a na osnovu gubitka susenjem na 105 °C do konstante mase. Analiza je radena u tri

ponavljanja.
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4.4, Odredivanje veliCine Cestica biljnog materijala

U cilju odredivanja veli¢ine Cestica polaznog materijala, ispitivani biljni materijal (100 g)
prosejava se kroz set sita. Masa droge koja je zaostala na svakom situ nakon prosejavanja se meri

i izrazava u procentima (%). Srednji pre¢nik Cestica (d) ra¢una se prema sledecoj jednacini:

100_Zmi 1

Gde je: m; —maseni procenat i—te frakcije, a d; - srednji pre¢nik i-te frakcije.

4.5. Konvencionalna ekstrakcija

Proces konvencionalne ekstrakcije (CE) podrazumeva postupak maceracije herbalnog
praha A. uva-ursi sa Cetiri razlicita rastvaraca: vodom i tri razli¢ita rastvora etanola (30%, 50% i
70%). U ovom postupku ekstrakcije odnos droga : rastvara¢ iznosio je 1.5 (m/v). Ekstrakcija je
radena na 25 °C tokom 24 h, na Sejkeru sa kontrolom temperature (KS 4000i, IKA, Nemacka) na
150 o/m. Nakon ekstrakcije ekstrakti su filtrirani kroz filter papir pod vakuumom (V-700, Bichi,
Svajcarska), sakupljeni u staklene bo¢ice i skladisteni na 4 °C do daljih analiza. Ekstrakti dobijeni
primenom vode obelezeni su kao EV, dok su ekstrakti dobijeni primenom rastvora etanola
obelezeni kao E30 (dobijen primenom 30% etanola), E50 (dobijen primenom 50% etanola) i E70
(dobijen primenom 70% etanola). Ukupan prinos ekstrakcije (EY), koji predstavlja meru
efikasnosti procesa ekstrakcije, izrazen je kao g ukupno ekstrahovanih jedinjenja po 100 g
ispitivanog materijala (g/100 g, %) i kao mg ukupno ekstrahovanih jedinjenja po mL te¢nog
ekstrakta (mg/mL).
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4.6. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuéna ekstrakcija (Ultrasound assisted extraction, UAE) je radena je prema metodi
koju su opisali Rami¢ i sar. (Rami¢ i sar., 2015). U svim eksperimentima, 10,0 g A. uva-ursi je
ekstrahovano sa 100 mL 70% etanola u erlenmajeru od 250 mL. UAE je radena u ultrazvu¢nom
kupatilu (EUP540A, EUinstruments, Francuska) sa konstantnom frekvencijom od 40 KHz.
Primenjena ultrazvu¢na snaga bila je u opsegu od 72 do 216 W, temperatura ekstrakcije u opsegu
od 40 do 80 °C, a vreme ekstrakcije od 40 do 80 min. Snaga ultrazvuka, temperatura i vreme
ekstrakcije su kontrolisani preko kontrolne table uredaja. Erlenmajeri su postavljeni tako da uvek
budu na istoj udaljenosti od transduktora. Dodatno mesanje tokom ekstrakcije nije primenjeno.
Nakon ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod vakuumom. Ekstrakti su
sakupljeni u staklene bocice i ¢uvani na temperaturi od 4 °C do analize. Ukupni prinos ekstrakcije
(EY) izraZen je kao g ukupno ekstrahovanih jedinjenja po 100 g ispitivanog materijala (g/100 g,

%) i kao mg ukupno ekstrahovanih jedinjenja po mL te¢nog ekstrakta (mg/mL).

4.7. Ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE)

Subkriti¢ni ekstrakti biljnog praha A. uva-ursi su dobijeni ekstrakcijom 10,0 g ispitivanog
materijala sa 100 mL rastvarac¢a-vode na konstantnom pritisku od 30 bar. U ovoj metodi ekstrakcije
primenjeno je mesanje pomoc¢u magnetne mesalice (1000 obrtaja u minuti), za povecanje prenosa
mase i toplote i za sprec¢avanje lokalnog pregrevanja na unutra$njim zidovima ekstraktora. SWE
je izvedena u Sarznom visoko-pritisnom ekstraktoru (Parr Instrument Company, SAD) sa
unutrasnjom zapreminom od 450 mL, maksimalnim radnim pritiskom od 200 bar i maksimalnom
radnom temperaturom od 350 °C. Za regulisanje temperature primenjen je regulator temperature
(4838, Parr Instrument Company, SAD). Temperatura (120-220 °C), vreme ekstrakcije (10-30
min) i koncentracija HCI (0-1,5%) su ispitane kao nezavisne promenljive, dok su svi ostali
parametri bili konstantni. Faza hladenja od priblizno 10 min u ledenom kupatilu bila je ista za sve
eksperimente. Ekstrakt je filtriran kroz filter papir pod vakuumom, sakupljen u staklenu bocicu i

¢uvan na temperaturi od 4 °C do analize. Prinos ekstrakcije izrazen je kao g ukupnih ekstrahovanih
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jedinjenja po 100 g ispitivanog materijala (g/100 g, %) i kao mg ukupnih ekstrahovanih jedinjenja
po mL dobijenog te¢nog ekstrakta (mg/mL).

4.8. Susenje te¢nog ekstrakta primenom spray drying tehnologije

Za proizvodnju suvih praskastih ekstrakata pripremljene su tri razliite te¢ne napojne smese:

v’ Prva tena napojna smesa je bio Cist ekstrakt;

v" Druga napojna smeSa dobijena je dodavanjem maltodekstrina (MD) (DE 19,6) u te¢ni
ekstrakt u koncentraciji od 20%;

v’ Treéa i etvrta napojna smesa bile su iste i dobijene su dodavanjem MD u te¢ni ekstrakt u

koncentraciji od 40%.

Pripremljena te¢na napojna smesa je osuSena u postupku spray drying-a upotrebom Anhydro
laboratorijskog spray dryer-a (APV Anhydro AS, Danska). Za upumpavanje napojne smese u
uredaj koriScena je peristalticka pumpa. Ulazna temperatura procesa se kretala izmedu 120 °C i
140 °C. lIzlazna temperatura je bila u rasponu od 75 do 80 °C. Tokom proizvodnje suvog ekstrakta
u formi praha brzina atomizera iznosila je od 20.000 do 21.000 o/min. Proizvedeni prah je odvojen
od medijuma za suSenje ciklonom. Efikasnost procesa suSenja odredena je gravimetrijski, na
osnovu mase ukupnih ¢vrstih materija izmerenih u napojnoj smesi i mase praha dobijenog na kraju

procesa, i izrazena je u procentima (%).
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4.9. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (UF) u ekstraktima A. uva-ursi odreden je primenom Folin-
Ciocalteu metode (Singleton i Rossi, 1965; Kahkonen i sar., 1999). Ova metoda se zasniva na
merenju redukcionog kapaciteta polifenolnih jedinjenja. Disocijacijom polifenola dobija se proton
i fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog

jona, kao §to je prikazano u slede¢im hemijskim reakcijama:
Na,WO4/Na;MoO4 + fenol — (Fenol — MoW11040)*
Mo(V1) (Zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)

0,1 mL te¢nog uzorka je pomesano sa 7,9 mL destilovane vode, 0,5 mL Folin-Ciocalteu
reagensa i 1,5 mL 20% Na,COs. U pripremi slepe probe, umesto 0,1 mL uzorka, dodato je 0,1 mL
destilovane vode ili odgovaraju¢e smeSe etanol-voda. Reakciona smes$a je inkubirana 1 sat na
sobnoj temperaturi, a merenje absorbance uzorka je na talasnoj duzini 750 nm. Na osnovu
jednacine izracunat je sadrzaj fenolnih jedinjenja i izrazen kao g EGK (ekvivalent galne kiseline)
na 100 g ispitivanog materijala, i kao mg EGK/mL te¢nog ekstrakta. Svi eksperimenti su izvedeni

u tri ponavljanja.
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4.10. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (UFl) je odreden primenom aluminijum-hlorida i
kolorimetrijskom analizom prema Harbornu (1984). Metoda je zasnovana na sposobnosti

flavonoida da formiraju metalo-organske komplekse sa metalima.

Reakciona test smesa je pripremljena meSanjem 1 mL uzorka sa 4 mL destilovane vode i
0,3 mL 5% NaNO». Smesa je potom inkubirana na sobnoj temperaturi 6 minuta, nakon ¢ega je u
nju dodato 0,3 mL AICl3x 10H20 10% ,a 5 minuta kasnije 2 mL 1 M NaOH. Dobijena smesa je
dopunjena destilovanom vodom (3,4 mL) do ukupne zapremine 10 mL. Kao slepa proba
primenjena je test smesa u koju je umesto 1 mL uzorka dodat 1 mL rastvaraca (destilovana voda
ili odgovarajuca smesa etanol-voda). Apsorbanca uzorka je merena na talasnoj duzini od 510 nm.
Sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen je kao g EK (ekvivalent katehina) na 100 g ispitivanog

materijala i kao mg EK/mL te¢nog ekstrakta.

4.11. HPLC analiza dobijenih ekstrakata

Hemijska analiza ispitivanih uzoraka uradena je primenom HPLC instrumenta Agilent
serije 1200 RR sa DAD detektorom i Lichrospher RP-18 (Agilent) analiticke kolone (250 X 4 mm
i.d., veli¢ine Cestica 5 um). Mobilna faza se sastojala od rastvaraca A (1% mravlja kiselina u vodi)
i rastvaraca B (acetonitril). Razdvajanje komponenti je uradeno primenom gradijentne elucije
prema sledecoj semi: 5-15% B, 0-5 min; 15-20% B, 5-8 min; 20% B, 8-12 min; 20-30% B, 12-15
min; 30% B, 15-17 min; 30-35% B, 17-20 min; 35% B, 20-22 min; 35-100% B, 22-25 min.

Kolona je termostatirana na 25 °C. Injektovano je 30 puL uzorka, prethodno filtriranog kroz
membranski filter (0,45 pm). Protok je podesen na 1 mL/min, a talasne duzine detekcije su iznosile
280, 320, 350 1 520 nm. Identifikacija je bila moguca pracenjem polifenola na odabranim talasnim
duzinama i uporedivanjem njihovih spektara i retencionih vremena sa vrednostima komercijalnih
standardnih supstanci. Standardi arbutina, galne Kkiseline, rutina, hiperozida i izokvercitrina
nabavljeni su od Extrasynthese (Cedex, Francuska). Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta i

rezultati su izrazeni kao mg/mL i mg/g uzorka.
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4.12. Odredivanje antioksidativne aktivnosti-DPPH test

Analiza antioksidativnog delovanja ekstrakata A. uva-ursi uradena je primenom DPPH
testa, tj. primenom spektrofotometrijske metode koju su opisali Espin i sar. (2000). Razlicita
zapremina analiziranih uzoraka je pomesana sa metanolom (95%) i 90 uM 2,2-difenil-1-pikril-
hidrazil-om (DPPH) u cilju dobijanja preciznih i razli¢itih finalnih koncentracija ekstrakata u
reakcionoj test smesi. Nakon 60 min inkubacije na sobnoj temperaturi apsorbanca analiziranih
uzoraka je merena na 517 nm. Kapacitet “hvatanja” radikala (radical scavenging capacity, RSC
(%)) izracunat prema jednacini (2). Antioksidativna aktivnost je izrazena kao ICso vrednost koja
predstavlja koncentraciju rastvora ekstrakta neophodnu za dobijanje 50% kapaciteta “hvatanja”

radikala.

9RSC = 100 — —2uzerka__ 5 100 (2)

slepe probe

gde je Auzorka apsorbanca rastvora uzorka, a Asiepe probe apsorbanca slepe probe (kontrole). Svi

eksperimenti su izvedeni tri puta, a rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti.

4.13. Analiza reduktivnog kapaciteta

Reduktivni kapacitet ekstrakata A. uva-ursi je odredena primenom testa koji je zasnovan
na redukciji Fe** primenom polifenolnih antioksidanata metodom po Oyaizu (1986). Razligite
koncentracije ekstrakata su pomesane sa fosfatnim puferom (2,5 mL, 0,2 M, pH 6,6) i 2,5mL 1%
kalijum fericijanida (KsFe(CN)s). Smesa je inkubirana 20 min na 50 °C. Nakon inkubacije, 2,5
mL 10% rastvora trihlorsiréetne kiseline je dodato test smesi, koja je potom centrifugirana 10 min
(3000 o/m). Supernatant (2,5 mL) je pomesan sa bidestilovanom vodom (2,5 mL) i 0,1% rastvorom
FeCls (0,5 mL). Apsorbanca je merena na 700 nm. Veca apsorbanca ukazuje na veéi reduktivni
kapacitet i ve¢u antioksidativnu aktivnost. ECso je izrazena kao g biljnog praha A. uva-ursi po mL
test rastvora neophodnog za dostizanje apsorbance 0,5 i kao mL dobijenog ekstrakta potrebnog za
dostizanje apsorbance 0,5. Svi eksperimenti su izvedeni tri puta, a rezultati su izrazeni kao srednje

vrednosti.
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4.14. Analiza sadrzaja vlage u suvom ekstraktu-prahu

Sadrzaj vlage u dobijenim suvim ekstraktima u formi praha analiziran je primenom
standardne procedure, prema Ph. Jug. V, susenjem uzorka na 105 °C do konstantne mase. Merenje
analiza sadrzaja vlage izvrSeno je odmah nakon spray drying-a. Svi eksperimenti su izvedeni tri

puta, a rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti.

4.15. Analiza higroskopnosti suvog ekstrakta

Higroskopnost suvih ekstrakata u formi praha odredena je prema metodi koju su predlozili
Cai i Corke (2000) i Goula i Adamopulos (2010) sa nekim modifikacijama. Uzorci svakog praha
(priblizno 1 g, precizno izmeren na analitickoj vagi) su smesteni na 25 °C u hermeticki zatvoreni
kontejner ili u desikatore napunjene zasi¢enim rastvorom NaCl (70% RH). Higroskopnost je
pracena u periodu od 48 h. Higroskopnost je izraZzena kao g apsorbovane vode na 100 g praha. Svi

eksperimenti su izvedeni tri puta, a rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti.

4.16. Analiza indeksa rastvorljivosti u vodi i indeksa apsorpcije vode

Indeks rastvorljivosti u vodi (Water solubility index, WSI) i indeks apsorpcije vode (Water
absorption index, WAI) su odredeni prema metodi koju su u svojoj studiji opisali Phoungchandang
I Sertwasana (2010).

1,5 g suvog ekstrakta u formi praha A. uva-ursi i 15 mL vode su bili snazno pomesani u
kiveti za centrifugiranje od 50 mL; smesa je inkubirana u vodenom kupatilu na 30 °C tokom 30
min i centrifugirana 15 min na 3000 o/m. Supernatant je odliven u prethodno tariranu Petrijevu
posudu, a masa taloga je izmerena nakon suSenja u susnici na 105 °C preko no¢i. Udeo ¢vrstih
materija u osusenom supernatantu U odnosu na masu u prvobitnom uzorku (1,5 g) bila je pokazatelj
WSI i izrazena je u procentima. WA je izracunat kao 0dnos mase ¢vrstih cestica preostalih nakon
centrifugiranja i mase analiziranog suvog uzorka. Svi eksperimenti su izvedeni tri puta, a rezultati

su izrazeni kao srednje vrednosti.
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4.17. Odredivanje nasipne zapremine suvih ekstrakata

Nasipna zapremina suvih ekstrakata je odredena merenjem zapremine odredene mase
praha. 20 g praha A. uva-ursi je preneto u menzuru zapremine 100 mL. Menzura je izlozena
vibracijama na vibracionoj plo¢i, u ukupnom trajanju od 5 min. Nakon toga, nasipna zapremina je
izraCunata iz ocitane zapremine i iz razlike izmedu mase menzure sa prahom i mase prazne
menzure. Nasipna zapremina je izrazena kao mg suvog ekstrakta u formi praha po 1 mL (Vladi¢ i
sar., 2016).

4.18. Analiza rehidratacije suvih ekstrakata

Rehidratacija suvih ekstrakata u formi praha odredena je analizom brzine rastvaranja 2 g
uzorka u 100 mL destilovane vode na sobnoj temperaturi, uz primenu mesanja na magnetnoj
mesalici (brzinom od 890 o/m, magnet dimenzija 2x7 mm) (Goula i Adamopoulos, 2005b; Goula
i Adamopoulos, 2008b).

4.19. Formulacija i priprema granulata koji sadrzi A. uva-ursi

Za pripremu granulata koji sadrzi A. uva-ursi suvi ekstrakt u formi praha koris¢eni su
razli¢iti ekscipijensi, u razli¢itim koncentracijama (tabela 10). Suvi ekstrakt A. uva-ursi u
formulacije je dodat u koncentraciji od 10 ili 20%. Mesavine pripremljene prema podacima iz
tabele 10 su homogenizovane mesSanjem u pvc kesama u ukupnom vremenu od 30 min.
Pripremljeno je ukupno Sest razli¢itih formulacija. Nakon homogenizacije dobijeni su granulati
primenom metode vlazne granulacije. Na homogenizovane smeSe dodato je vezivno sredstvo
(vodotopivi i kukuruzni skrob u vodi). Ukupna zapremina dodatog vezivnog sredstva iznosila je 2
mL na 25 g smesSe. Dobijeno farmaceustko ,,testo” je nakon toga protisnuto kroz odgovarajuce sito

(otvor sita 2 nm), nakon ¢ega je 3 dana suseno na sobnoj temperaturi i pakovano u plasti¢ne posude.
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Tabela 10. Sastav formulacija za pripremu granulata koji sadrze A. uva-ursi suvi ekstrakt u formi

praha
. Formulacija Formulacija Formulacija Formulacija Formulacija Formulacija
I (9 11 (9 11 (9) 1V (9) V(9) VI (9)
Laktoza - - 16,25 13.75 813 6,87
Dekstroza 16,25 13,75 - - 8,13 6,87
Kukuruzni 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
skrob
Ekstrakt 25 5 25 5 25 5
uve
Vodeni
rastvor
skroba
Vodotopivi 5 e 3,065 3,065 3,065 3,065 3,065
skrob
Kukuruzni 6.65 6.65 6.65 6.65 6.65 6.65
skrob
Voda 2 2 2 2 2 2
mL
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4.20. Analiza higroskopnosti i rastvorljivosti u vodi granulata sa suvim
ekstraktom A. uva-ursi

Granulati su analizirani u pogledu nekoliko fizi¢kih karakteristika koje su vazne za njihovu
primenu u obliku finalnog proizvoda “instant ¢aja”. Stoga su u dobijenim granulatim analizirani
sadrzaj vlage, higroskopnost, nasipna zapremina i rehidratacija. Sadrzaj vlage, higroskopnost i
zapreminska masa su odredeni prema prethodno opisanim procedurama. Rehidratacija je odredena
merenjem vremena koje je bilo potrebno da 1 g granulata bude potpuno rastvoren u 100 mL vode

na sobnoj temperaturi. Rehidratacija je izraZzena u s.

4.21. Metoda odzivne povrsine (response surface methodology, RSM)

RSM je primenjena da bi se procenio uticaj parametara ekstrakcije u slu¢aju UAE i SWE,
radi optimizacije uslova za razli¢ite odzive. U tom smislu primenjen je Box-Behnken
eksperimentalni dizajn sa tri numericka faktora na tri nivoa. Svaka promenljiva je kodirana tako

da varira od —1 do 1. Promenljive su kodirane prema sledecoj jednacini
x = (X1 —x2)/Dx 3)

gde je x kodirana vrednost, x; odgovaraju¢a stvarna vrednost, x, je stvarna vrednost u centru

domena, a Ax je inkrement x; koji odgovara promeni x za jednu jedinicu.

Ispitivane promenljive su fitovane prema slede¢em polinomnom modelu drugog reda

kojim se moze opisati veza izmedu ispitivanih i nezavisno promenljivih:
Y =Bo+Xie1 Bixi + Xio Buxi + X X3 <=1 Bii Bix 4)

U jednacini (4) y je zavisna promenljiva (odziv), x; i x; su nezavisne promenljive, a Bi, i,

i Bij su regresioni koeficijenti za srednju vrednost linearne, kvadratne i interakcijske ¢lanove.

U UAE analiziran je uticaj tri procesna parametra (ultrazvuc¢ne snage, temperature
ekstrakcije i vremena ekstrakcije) na ciljane odzive ispitivanog postupka. Uticaj snage ultrazvuka

je ispitivan u opsegu od 72 do 216 W, temperature u rasponu od 40 do 80 °C i vremena ekstrakcije
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u rasponu od 40 do 80 min, na ciljane odzive (UF, UFI, ICso i ECso). Parametri analize su dati u
tabeli 11.

Tabela 11. Eksperimentalni domen sa prirodnim i kodiranim vrednostima nezavisno promenljivih

primenjenih dizajnu eksperimenta za UAE

Nivoi faktora

Nezavisna promenljiva

-1 0 1

Temperatura ( °C), x1 40 60 80
Vreme (min), X2 40 60 80
Snaga ultrazvuka (W), x3 72 144 216

U SWE analizirani su uticaji tri procesna parametra (temperature, vremena ekstrakcije i
koncentracije HCI) na ispitivane odzive (UF, UFI, ICso i ECsp). Dizajn se sastojao od petnaest
eksperimenata sa tri ponavljanja u centralnoj tacki. Temperatura (120-220 °C), vreme ekstrakcije
(10 —30 min) i koncentracija HCI (0-1,5%) su bile nezavisne promenljive. Vrednosti primenjenog

dizajna su dati u tabeli 12.

Tabela 12. Eksperimentalni domen sa prirodnim i kodiranim vrednostima nezavisno promenljivih
primenjenih u dizajnu za SWE

Nivoi faktora

Nezavisna promenljiva

-1 0 1
Temperatura (°C), x1 120 170 220
Vreme (min), x2 10 20 30
HCI (%), X3 0 0,75 15
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

U nauc¢noj literaturi veoma je malo informacija o ekstraktima i ekstrakciji biljne sirovine
A. uva-ursi i njenih bioaktivnih jedinjenja. Svega nekoliko naué¢nih studija bavilo Se istrazivanjem
uticaja tehnika ekstrakcije i parametara ekstrakcije, ukljucujuéi i rastvaraca, na proizvodnju i
kvalitet ekstrakata A. uva-ursi. Na primer, za proizvodnju ekstrakata A. uva-ursi Vuci¢ i sar. (2013)
su primenili maceraciju, gde su kao ekstragense koristili vodu, etanol i etil-acetat. Gribova i sar.
su primenili ultrazvuk (60 kHz) za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz lis¢a A. uva-ursi uz
upotrebu sistema voda:etanol (1:1) kao ekstragensa (Gribova i sar., 2008). Zbog toga je u ovoj
doktorskoj disertaciji za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz sporednog proizvoda/otpada ove
lekovite biljne vrste primenjeno i analizirano nekoliko tehnika ekstrakcije: konvencionalna
ekstrakcija (CE), ultrazvuéna ekstrakcija (UAE) i ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE). Sve

analizirane tehnike okvalifikovane su kao “zelene tehnologije ekstrakcije”.

Uticaj rastvaraca na proces ekstrakcije i kvalitet dobijenog ekstrakta se moze smatrati
jednim od najvaznijih uticaja. Selektivnost rastvaraca zavisi od njegovog polariteta, stoga on
direktno uti¢e na ekstrakciju ciljanih i prate¢ih jedinjenja, kao i na troskove i bezbednost procesa
(Naffati i sar., 2017). Prema Naczk i Shahidi (2006), sto je veci polaritet primenjenog rastvaraca,
bolja je rastvorljivost fenolnih jedinjenja. Zbog toga se rastvaraci, kao $to su metanol, etanol,
aceton, propanol i etil-acetat, najéeS¢e primenjuju za ekstrakciju fenola iz razli¢itih matriksa
(Alothman, Rajeev i Karim, 2009; Durling i sar., 2007). Medutim, neki od njih, kao na primer
metanol, su toksi¢ni i kao takvi ne odgovaraju konceptu “zelene hemije” i konceptu Koji
podrazumeva proizvodnju bezbedne hrane (Naffati i sar., 2017). Zbog toga su sistemi poput
sistema voda/etanol mozda najprikladniji u svojstvu ekstragensa za ekstrakciju fenola, zbog
razli¢itih polariteta bioaktivnih sastojaka i njihove prihvatljivosti za dalju humanu upotrebu (Dent
i sar., 2013). Dodavanjem vode etanolu povecava se polaritet rastvaraca, $to ga ¢ini pogodnim za
ekstrakciju srednje polarnih i polarnih bioaktivnih jedinjenja. Medutim, ukoliko je sadrzaj vode
previsok, dolazi do povecane ekstrakcije prateih jedinjenja, ¢ime se smanjuju koncentracije
fenola u ekstraktima i sama efikasnost ekstrakcije (Spigno, Tramelli i De Faveri, 2007). Zbog toga

je za efikasan i selektivan proces neophodno izabrati odgovarajuéi rastvarac-ekstragens. Nakon
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odabira odgovarajuéeg ekstragensa, analiziraju se i podesavaju ostali parametri ekstrakcije koji su

karakteristi¢ni za svaku pojedina¢nu tehniku ekstrakcije.

5.1. Konvencionalna ekstrakcija (CE) herbalnog praha A. uva-ursi i
hemijska analiza dominantnih bioaktivnih jedinjenja u dobijenim
ekstraktima

Nekoliko nau¢nih studija bavilo se pitanjem ekstrakcije jedinjenja koja su zdravstveno
korisna (uglavnom fenolnih), a koja poti¢u iz A. uva-ursi (Azman i sar., 2016; Vucic i sar., 2013).
Najveéi sadrzaj UF (300,23 mg EGK/g ekstrakta), u sluc¢aju kada su ekstrakti lis¢a A. uva-ursi
dobijeni tehnikom konvencionalne ekstrakcije, postignut je primenom etanola kao ektragensa
(Vuci¢ i sar., 2013). U studiji Azmana i sar. (2016) ekstrakt dobijen primenom sistema etanol:voda
koji je dalje susen zamrzavanjem imao je 102,11 mg EGK/g. Pegg i sar. (2008) su primenom 95%
etanola dobili ekstrakt A. uva-ursi sa sadrzajem UF od 312 mg EGK/g.

Kada se primenjuje konvencionalna metoda ekstrakcije (CE), izbor odgovarajuceg
rastvaraCa je, pored vremena i temperature, najvazniji faktor u uspostavljanju odgovarajuceg
procesa ekstrakcije. Zbog toga je u ovom istrazivanju posmatran uticaj Cetiri razli¢ita rastvaraca
(vode, 30%, 50% i 70% etanola) na proces ekstrakcije biljnog praha A. uva-ursi i na karakteristike
dobijenih ekstrakata. Primenjena je klasi¢na tehnika maceracije na sobnoj temperaturi u trajanju

od ukupno 24 h. Nakon ekstrakcije izvrSena je filtracija u cilju dobijanja te¢nih ekstrakata.

Primeceno je da je u slucaju ekstrakata dobijenih primenom vode i 30% etanola,
najverovatnije usled povecane ekstrakcije prate¢ih jedinjenja, koja je posledica manje selektivnosti
ekstragensa, filtracija tekla veoma sporo, §to je bio jedan od kritiénih i limitiraju¢ih koraka u
procesu proizvodnje tec¢nog ekstrakta. Ova zapazanja ukazuju na moguéu pojavu poteskoca
(povecana potrosnja energije i produzeno vreme filtracije), ukoliko bi se proizvodnja odvijala na
ovaj nacin. Medutim, ukoliko bi u tehnoloSkom procesu bilo predvideno frakcionisanje, odnosno
preciS¢avanje, na taj nacin bilo bi moguce podizanje proizvodnje na poluindustrijski ili industrijski

nivo.
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Rezultati dobijeni u eksperimentu primenom tehnike ekstrakcije CE su dati u tabeli 13.
Prema dobijenim rezultatima, prinos ovog tipa ekstrakcije (EY) nalazi se u opsegu od 21,76 do
29,35%, a najveci prinos postignut je u slucaju kada je voda, na ambijentalnim uslovima,
primenjena kao ekstragens. Ovo je bilo ocekivano, obzirom na to da medu primenjenim
rastvara¢ima voda ima najmanju selektivnost. Prinos ekstrahovanih UF, u ekstraktima dobijenim
na ovaj nacin, Kretao se u opsegu od 4,205 do 7,287 g EGK/100 g, gde je najveéi prinos ekstrakcije
UF dobijen primenom 30% etanola kao ekstragensa. Prinos ekstrahovanih UFI je bio znatno nizi
u odnosu na prinos UF i kretao se od 0,762 do 1,267 g EK/100 g. Za razliku od UF, najveca
vrednost UFI dobijena je u eksperimentu u kome je 70% etanol primenjen kao ekstragens.
Cinjenica da je najveéi prinos ekstrakcije flavonoidnih jedinjenja ostvaren primenom rastvaraca
najnizeg polariteta (70% etanol) je oc¢ekivana, obzirom na to da prema rezultatima vise nauc¢nih
istrazivanja A. uva-ursi ima visok sadrzaj flavonoidnih glikozida, kao $to su kvercitrin i miricitrin,
a najefikasnija ekstrakcija ove vrste flavonoidnih jedinjenja, prema Keinanenu (1993), se postize

primenom metanola koji je rastvara¢ sli¢nog polariteta kao 70% etanol.

Nekoliko nau¢nih studija bavilo se analizom antioksidativne aktivnosti esktrakata A. uva-
ursi (Vuci¢ i sar., 2013; Azman i sar., 2016). Azman i sar. (2016) su primenili nekoliko
antioksidativnih testova (ukljucuju¢i TEAC test, EPR merenje i nekoliko prehrambenih modela)
kako bi procenili antioksidativnu aktivnost ekstrakta A. uva-ursi dobijenog maceracijom
primenom 50% etanola kao ekstragensa. U ovoj disertaciji za procenu antioksidativne aktivnosti
ekstrakata A. uva-ursi su primenjena dva testa, DPPH i test redukcionog kapaciteta. DPPH test je
zasnovan na sposobnosti antioksidanata da uklanjaju (“hvataju”) slobodne radikale (u ovom
slucaju DPPH radikal), dok je test redukcionog kapaciteta zasnovan na kapacitetu antioksidanata
da redukuju gvozde (II) jone na gvozde (II) jone. Najveéa antioksidativna aktivnost, odnosno
najniza ICso vrednost je detektovana u ekstraktu koji je dobijen primenom 30% etanola kao
ekstragensa. Ovo je u skladu sa prethodno odredenom koncentracijom UF u ovom ekstraktu, i u
skladu je sa podacima iz literature, gde se navodi da su UF direktno povezani sa antioksidativnom

aktivno$c¢u (Awika i sar., 2003; Amarowicz i sar., 2004).
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Tabela 13. Vrednosti EY, UF, UFI, ICso i ECso ekstrakata A. uva-ursi dobijene primenom CE

Ekstrakt A. uva-ursi EW E30 ES0 E70

EY (%) 29,35 24,45 22,48 21,76

UF (g EGK/100 g) 4,205 7,287 6,703 6,701
UF (mg EGK/mL) 4,205 7,287 6,703 6,701
UFI (g EK/100 g) 0,762 1,229 1,182 1,267
UFI (mg EK/mL) 0,762 1,229 1,182 1,267
1Cs0 (ng/mL) 13,422 9,34 11,150 10,781
ECso (ng/mL) 52,823 43,149 50,017 48,730
UFI % 18,121 16,865 17.633 18,907

Prema jednofaktorijalnom ANOVA testu sa post-hoc Tukei HSD testom, rezultati su
pokazali da postoji znacajna razlika u EY izmedu EW i E30, E50 i E70, jer je p-vrednost bila
manja od 0,01. U sluc¢aju UF postoji znacajna razlika izmedu EW sa jedne strane i E30, E50 i E70
sa druge strane (p<0,01). Sadrzaj UF u slucaju E30 i E50 se, takode, znacajno razlikovao, p-
vrednost je bila p<0,05, dok su neznatne razlike postojale izmedu UF za E50 i E70. U slucaju UFI
razlika je bila znacajna u sva tri sluc¢aja kada je EW bio uporedivan sa E30, E50 i E70 (p<0,05),
dok je u svim drugim serijama, kada su E30, E50 i E70 poredeni jedni sa drugima, razlika bila
beznacajna. U slucaju ICso bilo je znacajne razlike izmedu svih ispitivanih uzoraka (p<0,01). U
slu¢aju ECsp bilo je znacajnih razlika izmedu EW u odnosu na E30, E50 i E70, kao i izmedu E30
i E50, odnosno E30 i E70 (p<0,01), dok je izmedu E50 i E70 p-vrednost bila p< 0,05.
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Tabela 14. HPLC analiza ekstrakata A. uva-ursi dobijenih primenom CE

Ekstrakt A.  Arbutin Galna Rutin Hiperozid Izokvercitrin
Uva-ursi (ng/mL) kiselina (ug/mL)  (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
EW 772,05 5.145,07 2,55 3.102,97 16,12
E30 987,23 3231,82 35,85 5.586,90 39,35
ES0 1.529,36 558,94 89,09 7.692,63 76,41
E70 1.746,54 308,39 57,58 7.166,85 34,31

Prema rezultatima HPLC analize te¢nih ekstrakata A. uva-ursi dobijenih CE (tabela 14),
najveci detektovani sadrzaj arbutina, dominantnog fenolnog bioaktivnog jedinjenja A. uva-ursi,
iznosi 1.746,54 pg/mL, u te€nom ekstraktu koji je dobijen primenom 70% etanola kao ekstragensa.
Najniza zabelezena koncentracija je bila 772,05 pg/mL u ekstraktu koji je dobijen primenom vode
na ambijentalnim uslovima. Primecéeno je da se sa pove¢anjem koncentracije etanola u ekstragensu
i koncentracija arbutina u te¢nim ekstraktima takode povecava. Stoga, moze se zakljuciti da je za
proizvodnju ekstrakata A. uva-ursi sa visokim sadrzajem arbutina potrebno primeniti vece

koncentracije etanola.

Rychlinska i Nowak (2012) su ispitali sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u lis¢u dve lekovite
biljke, Bergenia crassifolia i A. uva-ursi, obe prepoznate kao biljke sa visokom koncentracijom
arbutina. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je najveci sadrzaj arbutina izmeren u ekstraktu
dobijenom primenom vode iz lis¢a Bergenia crassifolia (122,29 mg/g), dok je u ekstraktu lis¢a A.
uva-ursi sadrzaj arbutina varirao od 1,98 do 90,48 mg/g. U drugom istrazivanju na ovu temu Parejo
i sar. (2011) su primenili vodu kao ekstragens za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz A. uva-ursi i
u dobijenim te¢nim ekstraktima su detektovali sadrzaj arbutina u opsegu od 2,03 do 253,81
mg/mL. Koncentracija arbutina u ovim studijama bila je mnogo niza od koncentracija arbutina u
tecnim ekstraktima dobijenim iz sporednog proizvoda A.uva-ursi. Ova razlika moze biti
uzrokovana razlikama u primenjenim tehnikama ekstrakcije i ekstragensima, kao i razlikom u

hemijskom sastavu pocetne/inicijalne sirovine.
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Za razliku od arbutina, u te¢nim ekstraktima A. uva-ursi, koji su dobijeni primenom CE,
najveca koncentracija galne Kkiseline (5.145,07 pg/mL), detektovana je u vodenom ekstraktu, dok
je najmanja koncentracija (308,39 pg/mL) dobijena primenom 70% etanola kao ekstragensa.
Primeceno je da se sa povecanjem koncentracije etanola koncentracija galne kiseline smanjuje.
Galna kiselina je bila dominantno fenolno jedinjenje u slucaju ekstrakta A. uva-ursi koji je dobijen
primenom vode, i u ovom ekstraktu njena koncentracija je bila oko 10 do 15 puta veca nego u

slucaju ekstrakata dobijenih primenom 50% i 70% etanola.

Nekoliko naucnih studija bavilo se analizom sadrzaja galne kiseline u sirovinama ili
ekstraktima biljaka koje su prepoznate kao dobar izvor ovog fenolnog jedinjenja. U svojoj studiji
Karamac i sar. (2006) su ispitali sadrzaj galne kiseline u ekstraktima divljeg lesnika, Zutog no¢urka
i kostica grozda, koji su dobijeni primenom 80% (v/v) acetona. lzmerena koncentracija galne
kiseline u ekstraktu lesnika iznosila je 1 mg/g ekstrakta, u ekstraktu zutog nocurka 15 mg/g
ekstrakta, a u ekstraktu kostica grozda 2 mg/g ekstrakta. U istrazivanju Kong-a i sar. lis¢e
Barringtonia racemosa je ekstrahovano vodom, a pronadeno je da ekstrakti dobijeni na ovaj nacin
sadrze galnu kiselinu u koncentraciji od 727 pg/g (Kong i sar., 2014). Karamac i sar. (2006) su na
ovu temu analizirali i sadrzaj galne Kiseline u A. uva-ursi pri ¢emu je utvrdeno da se koncentracija
galne kiseline u ovoj sirovini krece u opsegu od 1 do 2 mg/g ekstrakta, dok je ovaj raspon za zeleni
¢aj (Camellia sinensis L.) bio od 3 do 5 mg/g ekstrakta, gde su oba ekstrakta bila dobijena sa 95%
etanolom kao ekstragensom. Prema Phansawan i Pongsabangpho (2014), koncentracije galne
kiseline u ekstraktima Cassia alata koji su dobijeni primenom etanola, metanola i siréetne kiseline
(99%) iznosile su 366, 410, i 258 mg/g sirovog ekstrakta. Koncentracija galne kiseline detektovane
u ekstraktima Andrographis paniculata, koji su dobijeni primenom etanola, metanola i sir¢etne
kiseline iznosili su 309,4, 351,2, i 309,1 mg/g sirovog ekstrakta. Na osnovu dobijenih rezultata i
rezultata objavljenih u nau¢noj literaturi, moze se zakljuciti da se ekstrakt herbalnog praha A. uva-
ursi dobijen klasiénom ekstrakcijom primenom vode kao ekstragensa i 30% etanola kao

ekstragensa moze smatrati bogatim izvorom ovog veoma vaznog fenolnog jedinjenja.

Prema rezultatima iz tabele 14, moze se zakljuciti da je hiperozid bio najdominantije
bioaktivno jedinjenje u analiziranim ekstraktima A. uva-ursi dobijenim primenom CE. Sadrzaj

hiperozida varirao je od 3.102,97 do 7.692,63 ug/mL, gde je najveéa koncentracija hiperozida
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(7.692,63 pg/mL) dobijena u ekstraktu 50% etanola. Najmanja izmerena koncentracija ovog

jedinjenja je iznosila 3.102,97 pg/mL, a dobijena je u vodenom ekstraktu.

Nekoliko nau¢nih grupa istrazivalo je prisustvo i sadrzaj hiperozida u biljnim sirovinama
ili ekstraktima. Crataegus monogyna je lekovita biljka, prepoznata kao dobar izvor hiperozida.
Prema izvestaju EMA (EMA/HMPC/159076/2014) sadrzaj flavonoida u C. monogyni i njenim
ekstraktima izrazen je preko koncentracije hiperozida. Prema istom izvestaju EMA, C. monogyna
bi trebalo da sadrzi najmanje 1,5% ukupnih flavonoida sracunatih na hiperozid, te¢ni ekstrakti
dobijeni primenom 30-70% etanola najmanje 0,8 do 3% ukupnih flavonoida sracunatih na
hiperozid, dok bi suvi ekstrakt nakon ekstrakcije vodom trebalo da sadrzi min. 2,5%
(EMA/HMPC/159076/2014). Ferlemi i Lamari (2016) ukazuju na to da je ovo bioaktivno
jedinjenje prisutno i u ekstraktima lis¢a Vaccinium vitis-idaea, dobijenim primenom metanola kao
ekstragensa, i to u koncentraciji od 6,30%. Na osnovu ovoga moze se zakljuciti da se biljni prah
A. uva ursi moze kvalifikovati i kao bogat izvor ovog fenolnog jedinjenja i u tom smislu mogao bi

se koristiti u farmaceutskoj industriji, a ne samo kao dobar izvor arbutina i galne kiseline.

Rutin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon-3-ramnoglukozid) je flavonolni glikozid, takode
detektovan u dobijenim ekstraktima, ali u zna¢ajno manjoj koncentraciji u odnosu na prethodno
navedena jedinjenja. Njegova glavna funkcija u telu je jacanje arterija i vena (Baumgertel i sar.,
2003; Danila i sar., 2007), kao i jacanje kostiju i zuba (Horcajada i sar., 2000). Moze se pronaci u
mnogim biljkama, vo¢u i povréu (Kreft i sar., 2002; Wu i sar., 2007). Studije su pokazale da rutin
zaustavlja venski edem, $to je rani znak hroni¢ne venske bolesti nogu (Vachirapatamai sar., 2011).
Postoje indicije da rutin moze da spreci neka kancerozna i prekancerozna stanja (Vachirapatama i
sar., 2011). Pored toga, rutin moze spreiti nagomilavanje trombocita, razredujuci krv i
poboljsavajuéi cirkulaciju (Vachirapatama i sar., 2011). Ima jaka antioksidativna svojsta

(Vachirapatama i sar., 2011).

Najveca koncentracija rutina, drugog po redu detektovanog dominantnog flavonoidnog
jedinjenja u ispitivanim te¢nim ekstraktima, bila je 89,09 pg/mL, a dobijena je primenom 50%
etanola kao ekstragensa, dok je najmanja detektovana koncentracija iznosila 2,55 pg/mL, a
dobijena je primenom vode kao ekstragensa.

Sofi¢ i sar. su ispitali koncentraciju rutina kao bioaktivnog jedinjenja u Ruta graveolens i

Chamomilla chamomilla. Utvrdili su da je koncentracija ovog flavonoidnog jedinjenja u Ruta
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graveolens 186,6 mg/g, a u Chamomilla chamomilla 10,0 mg/g. Koncentracija rutina otkrivenog u
teCnim ekstraktima dobijenim iz cvetova heljde, primenom vode kao rastvaraca, iznosila je 53,5
mg/g (Sofi¢ i sar., 2010). Koncentracije rutina u ekstraktima Cassia alata, koji su dobijeni
primenom etanola, metanola i sir¢etne kiseline iznosile su 194,4, 193,6 i 120,0 mg/g sirovog
ekstrakta (Phansawan i Pongsabangpho, 2014). Sagledavajuci vrednosti koncentracije rutina koje
su detektovane u raznim biljnim sirovinama i ekstraktima, kao i koncentracije rutina u ekstraktima
A. uva-ursi, moze se zakljuciti da se A. uva-ursi ne moze smatrati biljnom sirovinom prvog izbora

za ekstrakciju ovog bioaktivnog jedinjenja.

Poslednje flavonoidno jedinjenje detektovano u ispitivanim ekstraktima A. uva-ursi, koje
je dobijeno primenom CE, bio je izokvercitrin. Koncentracija izokvercitrina je bila najveca u
slucaju ekstrakta koji je dobijen primenom 50% etanola, (76,41 mg/mL), dok je najmanja

zabelezena koncentracija, 16,12 mg/mL, izmerena u vodenom ekstraktu.

Na osnovu rezultata HPLC analize ekstrakata A. uva ursi koji su dobijeni primenom CE,
moze se zakljuéiti da se tri fenolna jedinjenja u ekstraktima A. uva-ursi mogu smatrati
dominantnim: arbutin, galna kiselina i hiperozid. Arbutin je bio dominantan u ekstraktu koji je
dobijen primenom 70% etanola, galna kiselina u ekstraktu dobijenim primenom vode, a hiperozid
u ekstraktu dobijenom primenom 50% etanola kao rastvaraca. Takode, sva tri flavonoidna
jedinjenja (rutin, hiperozid i izokvercitrin) su najefikasnije ekstrahovana primenom 50% etanola
kao rastvaraca. U slucaju arbutina, primecena je povecana efikasnost ekstrakcije sa povecanom
koncentracijom etanola u rastvaracu, dok kod galne kiseline ekstrakcija zahteva smanjenje etanola
u primenjenom rastvaracu. U slucaju primene vode kao rastvaraca kod CE A. uva-ursi moze se
zakljuéiti da to nije rastvara¢ prvog izbora, pre svega zbog najmanje efikasnosti ekstrakcije
bioaktivnih jedinjenja kao $to su UF i UFI, a potom i zbog najmanje antioksidativne aktivnosti i
primecenih tehnic¢kih poteskoca tokom procesa filtracije. Medutim, voda jeste rastvara¢ prvog
izbora za ekstrakciju galne kiseline, stoga bi je, uz dodatnu proceduru pre¢is¢avanja vodenog
ekstrakta, trebalo primenjivati za proizvodnju ekstrakta sa visokim sadrzajem ovog fenolnog
jedinjenja. Na osnovu rezultata UF i UFI 30% etanol je pokazao dobre karakteristike za izolaciju
bioaktivnih jedinjenja, ali i u slu¢aju ovog rastvaraca primecene tehnicke potesko¢e mogu biti
znacajan nedostatak ukoliko bi se proces proizvodnje podigao na industrijski nivo (scale-up). Osim

toga, on nije rastvara¢ prvog izbora za tri dominantna fenolna jedinjenja ekstrakata A. uva-ursi.
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70% etanol je pokazao dobre karakteristike za ekstrakciju UF i UFI, bez znacajne razlike
u poredenju sa 50% etanolom. Pored toga, ovo je i rastvara¢ prvog izbora za ekstrakciju arbutina,
najvaznijeg bioaktivnog jedinjenja u A. uva-ursi. Takode, nije bilo ni poteskoca tokom filtracije
teCnog ekstrakta dobijenog ovim rastvaraCem. Zbog toga se 70% etanol moze izabrati kao
najpogodniji rastvara¢ za dobijanje ekstrakata A. uva-ursi sa relativno velikom koncentracijom

fenolnih jedinjenja, narocito arbutina.

5.2. Ultrazvuc¢na ekstrakcija (UAE) biljnog praha A. uva-ursi i hemijska
analiza dominantnih bioaktivnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima

Nakon odabira odgovarajué¢eg rastvaraca, primenom naprednih tehnologija ekstrakcije
moze se posti¢i povecana ekstrakcija ciljanih bioaktivnih jedinjenja, u ovom slu¢aju arbutina, iz

biljnog praha A. uva-ursi. Jedna od ovih tehnologija je i ultrazvuéna ekstrakcija (UAE).

UAE je do sada primenjivana za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz nekoliko dobro poznatih
prirodnih izvora. Yue i sar. (2012) su primenili UAE za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz nezrele
jabuke. Sadrzaj ekstrahovanih UF u ovoj studiji varirao je od 8,81-12,53 mg EGK/g, a dobijen je
primenom 50-70% etanola kao ekstragensa i pri uslovima procesa koji su podrazumevali primenu
ultrazvuka u opsegu od 420 do 560 W, vremena od 20 do 30 min i temperature od 50 do 70 °C. U
istrazivanju mogucénosti ekstrakcije UF iz voénog praha divlje jabuke, primenom UAE, primenjeni
opseg procesnih parametara bio je sledeci: temperatura od 40 do 80 °C, vreme od 40 do 80 min,
snaga od 72 do 216 W. Najveci prinos ekstrakcije UF u ovom istrazivanju (57,49 mg EGK/g) je
dobijen primenom ultrazvuc¢ne snage od 144 W tokom 60 min ekstrakcije, dok je temperatura
ekstrakcije bila podesena na 60 °C. Najnizi prinos (25,55 mg EGK/g) je dobijen podesavanjem
parametara ekstrakcije na 40 °C, 40 minuta vreme ekstrakcije i 144 W za ultrazvu¢nu snagu, pri
¢emu je kao ekstragens primenjen 70% etanol (Naffati i sar., 2017). Na osnovu prethodnih
rezultata, zaklju€eno je da je UAE uspeSnija metoda ekstrakcije fenola od CE. U svom istrazivanju
Dent i sar. (2015) utvrdili su da je UAE bila efikasnija u poredenju sa CE u ekstrakciji UF iz Salvia
officinalis. U rezultatima je istaknuto da je najveci prinos UF, 67,75 mg/g, ekstrahovan iz S.
officinalis, dobijen pri slede¢im parametrima ekstrakcije: ekstragens 30% etanol, vreme

ekstrakcije 11 minuta i snaga ultrazvuka od 400 W. Sli¢no je primeceno i u studiji koja se bavila
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ekstrakcijom Deda de Moca paprike (Capsicum baccatum L.). UF su ekstrahovani iz ove biljne
sirovine primenom UAE i etanola kao ekstragensa. Najve¢i detektovani sadrzaj ekstrahovanih UF
iznosio je 7,89 mg EGK/g, a dobijen je na temperaturi ekstrakcije od 50 °C i primenom ultrazvuka
snage od 300 W (Dias i sar., 2017).

Kako se prema mnogim naucnim studijama UAE pokazala efikasnijom od CE, da bi se
poboljsala efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja, UAE je primenjena za proizvodnju etanolnih
ekstrakata A. uva-ursi. Na osnovu rezultata koji su prethodno dobijeni primenom CE, 70% etanol

je izabran kao ekstragens za potrebe daljih ispitivanja.

U slucaju UAE, neki autori izveStavaju o povoljnom uticaju porasta temperature, sa 20 °C
na 70 °C, u slucaju ekstrakcije fenolnih jedinjenja, u poredenju sa ekstrakcijom bez primene
sonifikacije (Shirsath i sar., 2012). Ovaj uticaj se opravdava povecanjem broja kavitacionih
mehuri¢a i ve¢om kontaktnom povrSinom izmedu Cvrste materije i rastvaraca, poboljSanjem
difuzivnosti rastvaraca sa posledi¢nim povecanjem desorpcije i rastvorljivosti prisutnih jedinjenja
(Chemat i sar., 2017). Zbog toga je odabrano da opseg procesne temperature koja se primenjuje za
UAE biljnog praha A. uva-ursi bude od 40 do 80 °C. Uticaj snage ultrazvuka je ispitivan u rasponu
od 72 do 216 W.

Da bi se ispitala moguénost optimizacije procesa UAE biljnog praha A. uva-ursi primenom
70% etanola, kao i da bi se istrazio uticaj i efekat procesnih parametra na ekstrakciju bioaktivnih
materija iz ove vrste biljnog materijala, primenjena je metoda odzivne povrSine (RSM).
Eksperimentalni dizajn se sastojao od petnaest eksperimenata sa tri ponavljanja u centralnoj tacki.
Primenjeni procesni parametri, kao i rezultati dobijenih odziva (EY, UF, UFI, ICso i ECso), dati su
u tabeli 15.

72



Doktorska disertacija

Abdulhakim Naffati

Tabela 15. Vrednosti EY, UF, UFI, ICso i ECsg ekstrakata A. uva-ursi dobijene primenom UAE i 70% etanola kao ekstragensa

20T t Shaga EY EY UF UF UFI UFI ICs0 ECso
s ultrazvuka
uwa CC) (min) (W) (9/100g) (mg/mL) (g EGK/100g) (mgGK/mL) (9EK/100g) (mgEK/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1 (60)  (40) (216) 40,6 40,6 14,02 14,02 2,59 2,59 9,36 32,98
2 (40)  (60) (72) 38,3 38,3 14,65 14,65 2,78 2,78 5,59 31,14
3 (40)  (40) (144) 38,7 38,7 14,95 14,95 2,55 2,55 9,15 33,13
4  (60)  (60) (144) 41,0 41,0 14,13 14,13 2,73 2,73 6,62 31,73
5 (60)  (60) (144) 40,3 40,3 14,11 14,11 2,53 2,53 7,55 32,23
6 (80)  (40) (144) 39,3 39,3 14,56 14,56 2,70 2,70 8,19 31,60
7 (80) (80) (144) 39,6 39,6 15,37 15,37 2,52 2,52 7,55 31,22
8 (60) (60) (144) 40.0 40.0 13,96 13,96 2,58 2,58 8,59 32,69
9 (80) (60) (72) 40,1 40,1 14,81 14,81 2,82 2,82 6,83 31,80
10 (80)  (60) (216) 39,9 39,9 13,64 13,64 2,59 2,59 8,17 31,13
11 (60)  (80) (72) 40,8 40,8 15,04 15,04 2,78 2,78 6,44 32,42
12 (60)  (40) (72) 39,7 39,7 14,63 14,63 2,73 2,73 5,22 32,79
13 (40)  (60) (216) 38,3 38,3 13,69 13,69 2,64 2,64 7,35 31,74
14  (60)  (80) (216) 38,8 38,8 14,56 14,56 2,75 2,75 10,07 32,58
15 (40)  (40) (216) 38,1 38,1 13,06 13,06 2,61 2,61 9,13 32,56
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U UAE analizirani su uticaji tri procesna parametra (temperatura, vreme ekstrakcije i snaga
ultrazvuka) na nekoliko parametara kvaliteta ekstrakta A. uva-ursi (UF, UFI, ICso, ECs0). Dizajn
je ukljucivao petnaest eksperimenata sa tri ponavljanja u centralnoj tacki. Temperatura (T, 40-80
°C), vreme ekstrakcije (t, 40-80 min) i ultrazvuc¢na snaga (W, 72-216) su bile nezavisne

promenljive. Detalji o primenjenom dizajnu su prikazani u tabeli 11.

Primena UAE je za rezultat imala gotovo udvostruéeni prinos ekstrakcije (EY) u poredenju
sa rezultatima dobijenim za CE, gde je 70% etanol primenjen kao rastvara¢. U ovom tipu
ekstrakcije ekstrakcioni prinos (EY) varira od 38,1 mg/mL (dobijen na temperaturi od 40 °C za
vreme ekstrakcije od 40 min i primenom snage ultrazvuka od 216 W) do 41,0 mg/mL (dobijen na
temperaturi od 60 °C za vreme ekstrakcije od 60 min i primenom snage ultrazvuka od 144 W). Na
osnovu dobijenih rezultata, najveca vrednost EY za pet eksperimenata moze biti prikazana
slede¢im redosledom pocéev od najvece vrednosti: ekstrakt 4> ekstrakt 11> ekstrakt 1> ekstrakt 5>
ekstrakt 9.

Ekstrahovani UF bili su u opsegu od 13,06 do 15,37 mg EGK/mL. Najveci prinos
ekstrakcije je ostvaren primenom ultrazvuka snage od 144 W tokom 80 min ekstrakcije na
temperaturi od 80 °C. Najmanji prinos je dobijen podeSavanjem parametara ekstrakcije na 40 °C,
40 minuta i 216 W za snagu ultrazvuka, primenom istog rastvaraca (70% etanola). Prema
dobijenim rezultatima, najve¢i sadrzaj UF za pet eksperimenata se moze prikazati po sledecem
redosledu, po¢ev od najvece vrednosti: ekstrakt 7> ekstrakt 11> ekstrakt 3> ekstrakt 9> ekstrakt
2.

Dobijeni rezultati pokazuju da je metod UAE efikasniji od CE, pri primeni istog
ekstragensa (70% etanol), za ekstrakciju UF iz A. uva-ursi, obzirom na to da je prinos ekstrakcije
ovih jedinjenja bio veci oko dva puta u poredenju sa prinosom koji je dobijen primenom maceracije

na sobnoj temperaturi tokom 24 sata.

U nekoliko istrazivanja UAE je primenjena za ekstrakciju UFI iz razli¢itih izvora. Kod
UAE Sparganii rhizome Wang i sar. (2012) su ustanovili da se primenom 53,62% etanola kao
rastvaraca, vremena ekstrakcije od 29,41 min i snage ultrazvuka od 300 W moze dobiti 6,38 mg/g
ukupnih ekstrahovanih flavonoida. Prakash i sar. (2013) su ispitali sadrzaj UFl u te¢nim
ekstraktima dobijenim UAE iz Nephelium lappaceum L. i utvrdili da je najveca vrednost, 104

mg/100 g, dobijena pri slede¢im optimalnim uslovima ekstrakcije: temperatura 50 °C, snaga
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ultrazvuka od 200 W za 20 minuta ekstrakcije. Prema Naffati i sar. kod ekstrakcije UF1 iz vo¢nog
praha divlje jabuke, najvec¢a vrednost ekstrakcije UFI (40,13 mg CE/g) postignuta je na temperaturi
od 80 °C tokom 60 min i primenom snage ultrazvuka od 72 W (Naffati i sar., 2017). U svim
slu¢ajevima autori su zakljucili da je UAE bila efikasnija tehnika ekstrakcije od CE.

Rezultati iz tabele 15 pokazuju da je sadrzaj UF1 u ispitivanim ekstraktima A. uva-ursi bio
vrlo slican bez obzira na vrednosti procesnih uslova. Najveci sadrzaj UF1 (2,82 mg EK/mL) je
postignut na temperaturi od 80 °C i primenom ultrazvuka snage od 72 W tokom 60 min ekstrakcije.
Najmanji sadrzaj UFI (2,52 mg EK/mL) je dobijen na temperaturi 80 °C, primenom ultrazvuka
snage od 144 W tokom 80 min ekstrakcije. Prema dobijenim rezultatima, najveéi sadrzaj UFI za
pet eksperimenata se moze prikazati slede¢im redosledom, pocev od najveceg: ekstrakt 9 >
ekstrakt 2 > ekstrakt 11 > ekstrakt 14 > ekstrakt 12 i 4.

Rezultati dobijeni UAE ukazuju na to da se primenom ove tehnike ekstrakcije moze
ostvariti prinos ekstrakcije UFI gotovo dvostruko veci u poredenju sa prinosom Kkoji se ostvaruje
primenom CE na sobnoj temperaturi tokom 24 sata. Prema Zhang i sar. to bi moglo biti obja$njeno
¢injenicom da se flavonoidi nalaze u citoplazmi ¢éelija i da ¢e primena ultrazvuka dovesti do neke
vrste permeabilizacije tkiva putem poremecaja vaznih ¢elijskih struktura, kao $to su ¢elijski zidovi

i ¢elijske membrane koje su od velikog znacaja za prenos mase (Zhang i sar., 2011).

Rezultati iz tabele 15 prikazuju antioksidativnu aktivnost ekstrakata A. uva-ursi dobijenih
na razli¢itim procesnim parametarima, primenom UAE. Antioksidativna aktivnost (1Cso) dobijenih
ekstrakta bila je u opsegu od 5,22 do 10,07 mg/mL. Najveca antioksidativna aktivnost (najniza
vrednost 1Cso) postignuta je u ekstraktu dobijenom na temperaturi od 60 °C, primenom ultrazvuka
snage od 72 W tokom 40 min. Najmanja aktivnost, najveca ICso vrednost, izmerena je u ekstraktu
dobijenom na temperaturi od 60 °C, primenom ultrazvuka snage od 216 W tokom 80 min
ekstrakcije. U studiji u kojoj je analiziran uticaj procesnih parametara na UAE praha divlje jabuke,
antioksidativna aktivnost ekstrakata pod sli¢cnim procesnim uslovima varirala je od 0,0211 do
0,0279 mg/mL. Najveca antioksidativna aktivnost je detektovana u ekstraktima dobijenim na
temperaturi od 80 °C, tokom 60 min ekstrakcije i primenom ultrazvuka snage od 72 W (Naffati i
sar., 2017). U poredenju sa rezultatima dobijenim za ekstrakte divlje jabuke, ekstrakti A. uva ursi

su pokazali nekoliko puta vecu antioksidativnu aktivnost.
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Prema dobijenim rezultatima, rangiranje kvaliteta A. uva-ursi za pet ekstrakata sa najve¢im
vrednostima moze se prikazati u sledeCem redosledu, pocevs§i od onog sa najve¢om

antioksidativnom aktivno$c¢u: ekstrakt 12> ekstrakt 2> ekstrakt 11> ekstrakt 9> ekstrakt 13.

Vrednosti redukcionog kapaciteta dobijenih ekstrakata A. uva-ursi su bile veoma sli¢ne,
bez obzira na primenjene procesne parametre. Najniza vrednost ECso (31,13 ug/mL) je
detektovana u ekstraktu A. uva-ursi dobijenom na temperaturi od 80 °C, za 60 min ekstrakcije
primenom ultrazvuka snage od 216 W. Najveéa vrednost ECso (33,13 ug/mL) je izmerena u
ekstraktu koji je dobijen na temperaturi od 40 °C, tokom 40 min ekstrakcije primenom ultrazvuka
snage od 144 W.

Prema dobijenim rezultatima, rangiranje kvaliteta A. uva-ursi za pet eksperimenata sa
najvecim vrednostima moze se predstaviti u slede¢em redosledu, pocevsi od onog koji poseduje

najvecu redukcionu mo¢: ekstrakt 10> ekstrakt 2> ekstrakt 7> ekstrakt 6> ekstrakt 4.

lako je nekoliko studija (Wang i sar., 2012; Prakash i sar., 2013; Tomsik i sar., 2016)
pokazalo da se ultrazvu¢na ekstrakcija UF i UFl moze opisati polinomnim modelom drugog reda
i metodom odzivne povrsine, rezultati dobijeni UAE iz biljnog praha A. uva-ursi se ne uklapaju u
ovaj model, pa se zbog toga za opisivanje uticaja procesnih parametara, metoda odzivne povrsine

u ovom slucaju ne moze primeniti.

Nekoliko ekstrakta koji su dobijeni primenom UAE izabrano je za dalju HPLC analizu
pojedinacnih fenolnih jedinjenja. Ekstrakti oznaceni kao ekstrakt 7, 9, 12 i 3 su odabrani zbog toga
§to je u njima detektovan najveci sadrzaj UF i UFI, kao i najveca antioksidativna aktivnost i
reduktivni kapacitet. Pored toga, ekstrakti oznaceni 2 i 11 su takode analizirani, jer su bili

najzastupljeniji prilikom rangiranja prvih pet ekstrakata najboljeg kvaliteta.
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Tabela 16. Rezultati HPLC analize odabranih ekstrakata A. uva-ursi dobijenih UAE primenom 70% etanola kao ekstragensa

2 (60)  (40) (216) 1947,84 299,36 131,04 13928,00 49,63
3 (80)  (40) (144) 2030,72 326,57 137,72 14800,68 51,52
7 (80)  (60) (216) 1882,45 336,95 127,23 13516,25 55,09
9 (40)  (60) (216) 1134,79 290,46 123,38 13119,41 49,41
11 (60)  (40) (72) 191543 305,82 130,87 14435,16 48,39
12 (80)  (60) (72) 1920,18 307,29 129,77 13388,48 53,30
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Uticaj procesnih parametara na ekstrakciju arbutina u UAE istrazivali su u svom radu
Sahin i Bulduk. Oni su ispitali ekstrakciju arbutina iz Pyrus Communis L. primenom metanola
kao rastvaraca i otkrili su da se najve¢i prinos ekstrakcije arbutina moze posti¢i na temperaturi
od 45 °C za vreme ekstrakcije od 45 min i na frekvenciji od 50 KHz (Sahin i Bulduk, 2016).
Prema rezultatima u tabeli 16, u nekoliko slu¢ajeva UAE iz biljnog praha A. uva-ursi je
pokazala blago povecanje ekstrakcije arbutina, u poredenju sa CE, primenom 70% etanola kao
rastvaraca. Uticaj ultrazvuka na ekstrakciju galne kiseline, na osnovu rezultata HPLC analize
odabranih ekstrakta, nije bio znacajan. Medutim, u slucaju hiperozida i rutina, primena
ultrazvuka u kombinaciji sa vecom temperaturom rezultirala je efikasnijom ekstrakcijom,
obzirom na to da je koncentracija ovih jedinjenja u ekstraktima bila priblizno udvostru¢ena.
Ovo se takode mozZe objasniti tvrdnjom Zhang i sar., da je ekstrakcija ovih jedinjenja
ultrazvukom mnogo efikasnija zbog lokacije flavonoida u citoplazmi ¢elija (Zhang i sar., 2011).
Na osnovu dobijenih rezultata, ukoliko je cilj proizvodnja ekstrakata A. uva-ursi sa pove¢anom
koncentracijom hiperozida, primena ultrazvuka u kombinaciji sa poveanom temperaturom

moze se smatrati potpuno opravdanom.

Moze se zakljuciti da je UAE biljnog praha A. uva-ursi bila efikasnija metoda u
poredenju sa CE. KoriS¢enjem istog rastvaraca (70% etanol), ekstrakcioni prinosi svih
ispitivanih fenolnih jedinjenja su u poredenju sa onima dobijenim primenom maceracije na
sobnoj temperaturi tokom 24 sata bili sli¢ni ili mnogo ve¢i (u slucaju hiperozida i rutina).
Medutim, pored koncentracije pojedinacnih fenolnih jedinjenja, treba istaci da je sli¢na ili veca
koncentracija ekstrahovanih jedinjenja postignuta za mnogo kra¢e vreme primenom UAE (40
do 80 minuta) u poredenju sa CE (24 sata), stoga skra¢eno vreme ekstrakcije moze biti istaknuto

kao znacajna prednost ove tehnike ekstrakcije u poredenju sa CE.
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Slika 15. HPLC hromatogram uzorka 2 na 350 nm: 1 — rutin, 2 — hiperozid, 3 — izokvercitrin.

5.3. SWE biljnog praha A. uva-ursi i hemijska analiza dominantnih
bioaktivnih jedinjenja dobijenih ekstrakata

Rezultati EY, UF, UFI, antioksidativne aktivnosti i reduktivnog kapaciteta, dobijeni
prema eksperimentalnom dizajnu za SWE, dati su u tabeli 17. Kod SWE EY je varirao od 23,40
9/100 g (koliko je dobijeno na temperaturi od 220 °C za vreme ekstrakcije od 20 min bez
dodavanja HCI) do 42,04 g/100 g (koliko je dobijeno na temperaturi od 120 °C za vreme
ekstrakcije od 20 min uz dodavanje 1,5% HCI). Generalno, prinos koji je ostvaren primenom
SWE u ekstrakciji A. uva-ursi bio je vec¢i (u odredenim sluc¢ajevima i do dva puta veci) od
prinosa koji su dobijeni primenom CE. U poredenju sa UAE dobijeni su sli¢ni rezultati. Takode,
kao i u slucaju UAE, u SWE veci prinosi su postignuti za mnogo krace vreme ekstrakcije u
poredenju sa CE (30 min prema 24 sata), sto je prilicno o¢ekivano obzirom na to da SWE

omoguc¢ava mnogo brzu difuziju svih rastvornih supstanci iz ¢vrstog biljnog matriksa.
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Tabela 17. Rezultati EY, UF, UFI, ICso i ECso ekstrakata A. uva-ursi dobijeni primenom SWE

é T t c HCI EY EY UF UF UFI UFI 1Cso ECso
'g{ o)) (min) (%) (9/100 g) (mg/mL) (QEGK/100g) (mgEGK/mL) (gEK/100g) (mgEK/mL) (ug/mL) (pg/mL)
m
1 (1700 (100 (15 3746 37,46 10,11 10,11 1,78 1,78 503 28,21
2 (120) (20) (0) 29,80 29,80 8,43 8,43 1,17 1,17 4,61 29,94
3 (120) (30)  (0,75) 37,54 37,54 7,96 7,96 1,59 1,59 5,18 18,13
4 (170)  (20)  (0,75) 37,54 37,54 9,73 9,73 1,62 1,62 5,32 35,93
5 (170) (20)  (0,75) 38,12 38,12 10,53 10,53 1,60 1,60 4,75 40,22
6 (220) (10)  (0,75) 29,76 29,76 9,13 9,13 1,84 1,84 5,63 46,27
7 (220) (30)  (0,75) 27,12 27,12 7,33 7,33 1,54 1,54 6,36 44,93
8 (170) (200  (0,75) 36,96 36,96 10,34 10,34 1,56 1,56 4,82 35,74
9 (220) (20) 0) 23,40 23,40 8,88 8,88 1,33 1,33 4,82 40,85
10 (220)  (20) (1,5) 30,06 30,06 7,72 7,72 1,78 1,78 5,37 46,83
11 (170)  (30) (0) 35,46 35,46 10,26 10,26 1,15 1,15 5,27 37,76
12 (170) (10) (0) 38,40 38,40 10,64 10,64 1,03 1,03 4,69 35,56
13 (120) (20) (1,5) 42,04 42,04 7,31 7,31 1,70 1,70 4,60 37,03
14 (170) (30) (1,5) 33,44 33,44 9,48 9,48 1,86 1,86 5,39 41,82
15 (120) (30)  (0,75) 39,94 39,94 7,96 7,96 1,62 1,62 5,15 35,93
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Primenom SWE ostvaruje se veci prinos ekstrakcije UF (od 7,31 do 10,64 g EGK/100 g)
u poredenju sa CE. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji o ekstrakciji UF iz sporednog proizvoda
Salvie officinalis L. (Pavli¢ i sar., 2016). Primenom SWE ostvaruje se i ve¢i prinos UFI (od 1,03
do 1,86 g EK/100g) u poredenju sa CE. Prema dobijenim rezultatima, ekstrakcija UFI iz biljnog
praha A. uva-ursi, u poredenju sa rezultatima dobijenim u CE, povecana je za oko 30% primenom
postupka SWE. Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih SWE takode je bila veca od
aktivnosti ekstrakata dobijenih CE, a to je i u skladu sa povecanom ekstrakcijom antioksidativnih
jedinjenja (fenoli i flavonoidi) iz herbalnog praha A. uva-ursi, ostvarene tokom SWE.

Prema rezultatima iz tabele 13, voda u ambijentalnim uslovima (temperatura od 25°C) je
pokazala najmanji kapacitet za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, kao $to su fenoli i flavonoidi, iz
A. uva-ursi. U CE dodatak etanola vodi, pri ambijentalnim uslovima, poboljsava ekstrakcione moci
ekstragensa za ekstrakciju ovih bioaktivnih jedinjenja. U SWE primenom povecéanog pritiska i
temperature dolazi do transformacije vode u subkriti¢no stanje u kome voda postaje efikasniji
ekstragens ove grupe bioaktivnih jedinjenja ¢ak i u poredenju sa vodenim rastvorom etanola Koji
je primenjen u CE i koji je dao najbolje razultate u pogledu ovih karakteristika. U poredenju sa
UAE, kada je primenjen 70% etanol kao rastvara¢, SWE je pokazala manju efikasnost za
ekstrakciju UF 1 UFl. Ovo se moZe objasniti mogu¢om degradacijom odredenih jedinjenja,

indukovanom vrlo visokim temperaturama ekstrakcije primenjenim u procesu SWE.

5.3.1. Fitovanje modela

Za proizvodnju ekstrakta najadekvatnijih karakteristika potrebno je posmatrati i analizirati
uticaj procesnih parametara na ciljane odzive. Zbog povecanih moguénosti ekstrakcije u poredenju
sa CE ekstrakcija primenom SWE je detaljno analizirana, pre svega u pogledu uticaja procesnih
parametara. Eksperimentalni rezultati SWE (UF, UFI, ICso i ECso), prikazani u tabeli 17, su
fitovani polinomnim modelom drugog reda (jedn. (4)), dok je metoda najmanjih kvadrata (method
of least square, MLS) primenjena za generisanje koeficijenata regresije za linearne, interakcijske i
kvadratne ¢lanove. Analiza varijanse (ANOVA) primenjena je za analizu njihovog znacaja i
adekvatnosti modela. Pogodnost modela odredena je Fiserovim testom (F-test) za model i

nedostatak prilagodavanja, dok su deskriptivni statistiCki parametri, kao Sto je koeficijent
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visestruke determinacije (R?), pruzili dodatne informacije o slaganju modela. Za sva Getiri ispitana
odziva kvadratni polinomni model predstavlja dobru aproksimaciju zbog statisti¢ki znac¢ajnih p-
vrednosti (0,0021 za UF, 0,0148 za UFI, 0,0318 za ICso 1 0,0478 za ECsxo). Deskriptivna statistika,
koja je u skladu sa ANOVA, ukazuje na mali procenat varijacija koje modeli ne objasnjavaju,
obzirom na to da su vrednosti R? za UF, UFI, 1Cso i ECso iznosile 0,9727, 0,9388, 0,9147 i 0,8978.
Medutim, p-vrednosti za nedostatak prilagodavanja za sva Cetiri ispitana odziva bile su beznacajne,
Sto potvrduje opravdanost primenjenih modela. Ponovljivost modela je bila dobra za UF, UFI i
ICso, jer je koeficijent varijacije (CV) bio manji od 7% (3,66, 6,94 i 4,43%). Disperzija podataka
bila je nesto veéa za ECso (CV je bio iznad 10% (10,81%)). Sli¢ni statisticki parametri su dobijeni
i u studiji gde je RSM primenjena za optimizaciju SWE polifenola iz S. officinalis (Pavli¢ i sar.,
2016).

5.3.2. Uticaji parametara SWE na ekstrakciju UF iz biljnog praha A. uva-ursi

SWE je pokazala povecanje prinosa UF za priblizno 10 do 30% u poredenju sa prinosom
UF koji je dobijen u CE. Najveci prinos UF (10,64 g EGK/100 g) je dobijen primenom SWE na
temperaturi od 170 °C, za vreme ekstrakcije od 10 min, bez dodavanja HCI. Najmanji prinos UF
(7,31 g EGK/100 g) dobijen je na najnizoj ispitivanoj temperaturi ekstrakcije (120 °C), tokom 20
min ekstrakcije, uz dodatak 1,5% HCI. Poveéanje temperature sa 120 °C na 170 °C dovodi do
povecéanja ekstrakcije UF iz biljnog praha A. uva-ursi. Smanjenje prinosa ekstrakcije UF je
detektovano na temperaturi od 220 °C. Ovaj trend su primetili i Singh i Saldana koji su ispitali
SWE kore krompira, gde je zakljueno da su veci prinosi fenolnih jedinjenja dobijeni na
temperaturi u opsegu od 140 do 180 °C, dok je dodatno povecanje temperature od 180 do 240 °C
rezultovalo smanjenjem prinosa ekstrahovanih fenola (Singh i Saldafia, 2011). Dobijeni rezultati
ukazuju na znacajan uticaj temperature na ekstrakciju fenolnih jedinjenja u ekstrakciji SWE, sto
je u skladu sa mnogim nau¢nim opazanjima o uticaju temperature na sam proces SWE. Naime,
kako temperatura raste, permitivnost opada, kao i viskozitet i povrSinski napon, dok se stepen
difuzije povecava, §to omogucava duboku penetraciju rastvara¢a u matriks (Zakaria i sar., 2016).
Uticaj temperature na proces SWE varira za razli¢ite materijale i zavisi od prirode i koncentracije
bioaktivnih jedinjenja prisutnih u proizvodu (Singh i Saldafia, 2011). Temperatura uzrokuje i
poremecaje U okviru sirovog materijala koji se ekstrahuje. Povecanje temperature ekstrakcije

82



Doktorska disertacija Abdulhakim Naffati

preko odredene vrednosti moze dovesti i do degradacije odredenih esencijalnih jedinjenja (Shitu i
sar., 2015). Ali isto tako, povecanje temperature u SWE moze dovesti do formiranja i nekih novih
jedinjenja. Na primer, prema nekoliko autora, p-hidroksibenzoeva kiselina nastaje tokom SWE
hidrolizom estara p-hidroksibenzoeve kiseline koji postoje u molekulima lignina (Khajavi i sar.,
2006; Khuwijitjaru i sar., 2004). Medutim, tokom SWE mogu nastati i nepozeljna jedinjenja, kao
Sto je 5-hidroksimetilfurfural (5-HMF), proizvod Millard-ove reakcije, koji se moze javiti pri
visokim temperaturama ekstrakcije. Zbog toga je veoma vazno i neophodno analizirati uticaj
temperature na proces ekstrakcije i na kvalitet dobijenih ekstrakata, u smislu koncentracije
bioaktivnih jedinjenja od interesa, ali i nepozeljnih jedinjenja, i nakon analize difinisati optimalnu

temperaturu procesa koja daje proizvod odgovarajuc¢eg-optimalnog kvaliteta.

Dominantni uticaj temperature na ekstrakciju UF iz biljnog praha A. uva-ursi potvrden je
matematickom analizom eksperimentalnih rezultata (tabela 18), na oshovu kojih je dobijena

sledec¢a jednacina:
y = 10,20 — 0,35 x, — 0,45 x3 — 0,44 x;x, — 2,07 x? (5)

Prema matematickoj analizi, najdominantniji i najznacajniji faktor koji uti¢e na ekstrakciju
UF iz biljnog praha A. uva-ursi je kvadratni ¢lan temperature (p = 0,0001). Ovaj faktor utice
negativno na prinos ekstrakcije UF. Takode, interakcija temperatura-vreme uti¢e negativno na
prinos ekstrakcije UF, i ovaj efekat je znacajan (0,01<p<0,05). To znaci da nakon $to se dostigne
odredena tacka temperature ekstrakcije, od oko priblizno 180 °C (3D slika odzivne povrsine, slika
16), prinos ekstrakcije UF iz biljnog praha A. uva-ursi se smanjuje. Poveéanje sadrzaja fenolnih
jedinjenja u ekstraktima (u prvom delu ispitivanog temperaturnog opsega, do 170°C) moze se
objasniti pove¢anom ekstrakcijom i rastvorljivos¢u odredenih fenolnih jedinjenja na pocetku SWE
procesa i/ili stvaranjem novih fenola tokom SWE. Pretpostavka je da se smanjenje ekstrakcije UF
(u drugom delu ispitivanog temperaturnog opsega, od 170 do 220 °C) iz biljnog praha A. uva-ursi

moze pripisati degradaciji termosenzitivnih fenola, prisutnih u ispitivanom materijalu.

U slucaju biljnog praha A. uva-ursi, najveci prinos ekstrakcije UF postize se primenom
kra¢eg vremena ekstrakcije (10 min), a na temperaturi od 170 °C. Podaci u tabeli 18 pokazuju da
linearni ¢lan vremena ekstrakcije ima znacajan i negativan uticaj na ekstrakciju UF, §to znaci da
se produzenjem vremena ekstrakcije prinos UF smanjuje. Takode, prema jednacini (5), produzeno

izlaganje vecim temperaturama uzrokuje vece smanjenje prinosa UF. Stoga se moze zakljuciti da
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je pri temperaturi do oko priblizno 180 °C kra¢e vreme ekstrakcije pogodnije za ekstrakciju

fenolnih jedinjenja iz ispitivanog biljnog materijala.
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Slika 16. Odzivna povrsina koja prikazuje kombinovane uticaje vremena i temperature
ekstrakcije (A) i dodavanja kiseline i temperature (B) na prinos ekstrakcije UF iz biljnog praha

A. uva-ursi

Plaza i Turner (2015) su ukazali na to da se dodavanjem nekih organskih i neorganskih
modifikatora, povrsinski aktivnih materija (PAM) i nosa¢a moze povecati rastvorljivost analita i
uticati na fizicke osobine matriksa koji se ekstrahuje, kao i na desorpciju analita. Monrad i sar.
(2010) su tako utvrdili da dodatak HCI u kombinaciji sa visokom temperaturom (80-120 °C) utice
na povecanje ekstrakcije UF iz komine grozda, jer dovodi do hidrolize polifenolnih konjugata.
Prema Arapitsas i Turner-u (2008) dodavanje 1% mravlje kiseline u vodu pogodovalo je ekstrakciji
antocijanina iz crvenog kupusa. Medutim, to nije uvek slucaj. Naime, razli¢ite grupe fenolnih
jedinjenja reaguju razlicito na dodavanje kiseline tokom ekstrakcije. Prema studiji Srinivas-a i sar.
(2011) dodatak bilo koje kiseline u te¢nost pod pritiskom smanjuje efikasnost ekstrakcije flavonola
iz komine grozda. Negativan uticaj dodatka kiseline u slucaju flavonolnih glikozida moze se
objasniti uticajem pH na toplotnu degradaciju flavonola (Srinivas i sar., 2011). Prema Buchner-u

i sar. (2006) kvercetin i rutin, u vodenom zakiseljenom rastvoru, pri pH=5 (dodata HCI), pokazuju
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prekomernu toplotnu degradaciju koja dovodi do gubitka od oko 75% prvobitne koncentracije ovih

jedinjenja, nakon 5 h ekstrakcije na 100 °C.

Slicno ovim istrazivanjima, u slu¢aju SWE biljnog praha A. uva-ursi, primeéeno je
smanjenje prinosa ekstrakcije UF sa pove¢anim dodavanjem kiseline. U ovom slucaju, najveci
prinos ekstrakcije UF je ostvaren u eksperimentu koji je raden bez dodatka HCI. Prema rezultatima
matematicke analize, linearni ¢lan koncentracije HCI (0-1,5%) ima znacajan i negativan uticaj na
ekstrakciju UF iz biljnog praha A. uva-ursi. Sli¢an uticaj je primecen u studiji Pavli¢a i sar. (2016).
Smanjenje prinosa ekstrakcije UF sa pove¢anim dodavanjem HCI i poveéanjem temperature je

takode vidljivo na slici 16B.

Tabela 18. Koeficijenti fitovanog polinomnog modela drugog reda za UF, UFI, I1Cso i ECso

Clan Regresioni koeficijent

UF UFI 1Cso0 ECso
Bo 10,2024 1,5943 4,96333 37,29667
Linearni
B1 0,17 0,05 0,33* 7,23125*
B2 -0,35** -0,007 0,205*** 4,03375**
Bs -0,45** 0,30* 0,125 1,2225
Interakcijski
B12 -0,44** 0,08 0,19 -4,785***
B1s -0,01 0,02 0,14 -0,2775
Ba3 -0,06 -0,008 -0,055 2,8525
Kvadratni

-2,07* 0,043 0,185 0,92166
B2z -0,03 0,008 0,430** -1,90333
Bas 0,04 -0,14** -0,299*** 0,444167
R% 0,972 0,938 0,914727 0,897791
CVP 3,666 6,946 4,435 1,814
pm-Vrednost® 0,0021 0,0148 0,0318 0,0478
pir-Vrednost 0,7741 0,0514 0,8720 0.2305
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Nastavak tabele 18.

a  koeficijent  viSestruke

determinacije

*p<0,01 b koeficijent varijanse [%]
**0,01< p<0,05 ¢ verovatnoc¢a F vrednosti
**%0,05< p<0,1 za model

d verovetnoc¢a F vrednosti

za nedostatak prilagodavanja

5.3.3. Uticaji parametara SWE na prinos UFI iz biljnog praha A. uva-ursi

Prinosi ekstrakcije UFI iz biljnog praha A. uva-ursi, koji su dobijeni primenom SWE, su
dati u tabeli 17. Najveci prinos UF1 (1,86 g/100 g) je dobijen na temperaturi od 170 °C, za vreme
ekstrakcije od 30 min i sa dodatkom 1,5% HCI. Najmanji prinos UFI (1,03 g/100 g) je dobijen pri
istim uslovima temperature i vremena ekstrakcije, ali bez dodatka HCI. Najmanji prinos UFI,
dobijen u odsustvu HCl moze dovesti do pretpostavke da dodavanje Kiseline (suprotno slué¢aju UF)

moze dovesti do povecane ekstrakcije ovih jedinjenja iz biljnog praha A. uva-ursi.

Na osnovu rezultata matematicke analize, p-vrednosti i tabele 18, kona¢na jednacina koja
objasnjava uticaj parametara ekstrakcije na efikasnost ekstrakcije UFI iz biljnog praha A. uva-ursi

je sledeca:
y =1,59 + 0,305 X3 - 0,14 x5° (6)

Nasuprot dominantnom efektu temperature u slucaju ekstrakcije UF, dominantan procesni
parametar koji uti¢e na prinos ekstrakcije UFI iz biljnog praha A. uva-ursi je dodatak kiseline. Oba
¢lana koja opisuju uticaj dodatka HCI na prinos ekstrakcije UFI (linearni i kvadratni) su od znacaja.
Kako jednacina (6) i rezultati ANOVA analize (tabela 18) pokazuju, linearni ¢lan koncentracije
HCI je najuticajniji parametar SWE (p<0,0005) i on pozitivno uti¢e na prinos ekstrakcije UFI iz
biljnog praha A. uva-ursi. Uticaj kvadratnog ¢lana dodatka HCI je takode znacajan, ali negativan
(p=0,0484). Ovo je u skladu sa studijom Jackmana i sar. (1987), koji su primetili da dodatak
kiselina u procesu ekstrakcije dovodi do denaturacije celijske membrane materijala, ¢ime se
olaksava ekstrakcija flavonoida. Jo$ jedna prednost dodatka kiseline u procesu SWE je navedena

uradu Bleve i sar. (2008), koji su naveli da su flavonoidi ekstrahovani iz komine grozda, primenom
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rastvaraca voda-etanol koji je zakiSeljen sa 0,2% trifluorosircetne kiseline, bili lako dostupni za
dalje preciS¢avanje u poredenju sa onima koji su ekstrahovani u odsustvu kiseline. Povecana
stabilnost ekstrakovanih flavonoidnih jedinjenja moze biti objasnjenje njihove visoke

koncentracije detektovane pri povecanom dodatku Kkiseline i smanjenoj pH vrednosti
ekstrakcionog sistema.

Prema slikama koje prikazuju odzivne povrsSine i uticaj vremena ekstrakcije i dodatka
kiseline (slika 17, Ai B), o¢igledno je da se pove¢anjem koncentracije HCI do tzv. “sedlaste tacke”
(8to je blizu najve¢em dodatku HCI od 1,5%) povecava prinos ekstrakcije UFL iz biljnog praha A.
uva-ursi. Nakon dostizanja te tacke, ekstrakcija UFI po€inje da se smanjuje. Prema tome, najveci
prinos UFI treba o¢ekivati u blizini najveée koncentracije HCI (1,5%). U slucaju UFI, uticaji svih

ostalih procesnih parametara na ekstrakciju su bili zanemarljivi (p>0,10).
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Slika 17. Odzivna povrsina koja prikazuje kombinovane uticaje vremena ekstrakcije i dodatka
kiseline (A) i temperature ekstrakcije i dodatka kiseline (B) na prinos ekstrakcije UFI iz biljnog
praha A. uva-ursi
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5.3.4. Uticaji parametara SWE na antioksidativnu aktivnost ekstrakata dobijenih iz
biljnog praha A. uva-ursi

Prema tabeli 17, najveéa vrednost antioksidativne aktivnosti, tj. najniza 1Cso vrednost,
izmerena je u ekstraktu koji je dobijen na temperaturi od 120 °C, uz dodatak 1,5% HCI, za ukupno
vreme ekstrakcije od 20 min. Najmanja antioksidativna aktivnost (najveca ICsg vrednost) dobijena
je za ekstrakt proizveden na temperaturi od 220 °C tokom 30 min ekstrakcije uz dodatak 0,75%
HCI. Antioksidativna aktivnost subkriticnih ekstrakata biljnog praha A. uva-ursi bila je nekoliko
puta veca od antioksidativne aktivnosti ekstrakata zalfije, koji su dobijeni takode primenom SWE
i analizirani u studiji Pavli¢a i sar. (2016). Kona¢na jednacina koja opisuje uticaje procesnih
parametara na antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata, odredenu primenom DPPH testa,

je sledeca:
y =496 + 0,33 x; + 0,21 x, + 0,43 x2 — 0,30 x2 (7)

Dominantan uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakata dobijenih primenom SWE
pokazuje linearni ¢lan temperature. Ovaj uticaj je bio veoma znacajan (p=0,0094) i pozitivan.
Efekat linearnog ¢lana vremena je takode pozitivan, ali umereno znacajan (p=0,0514). Uticaj
kvadratnog ¢lana je znacajan i pozitivan. To znaci da se povecanjem vremena ekstrakcije smanjuje
antioksidativna aktivnost ekstrakata A. uva-ursi. Stoga, ukoliko se temperatura ekstrakcije
povecava uz produzenje samog procesa ekstrakcije, antioksidativna aktivnost ekstrakata ¢e se
smanjiti. Ovo je u skladu sa prethodno posmatranim uticajem temperature na prinos UF, gde je
primeceno da povecanje temperature kao funkcije vremena smanjuje prinos UF, verovatno zbog
degradacije odredenih termosenzitivnih jedinjenja koja nastaje nakon dostizanja odredene
temperature procesa. Kvadratni ¢lan koncentracije HCI je pokazao negativan i umeren uticaj na
vrednost ICso. Stoga, prema tabeli 18 i jednacini (7), kako bi se povecala antioksidativna aktivnost
biljnih ekstrakata A. uva-ursi, koji se dobijaju primenom SWE, potrebno je primeniti krace vreme

ekstrakcije i nizu temperaturu procesa.

Odzivne povrsine koje opisuju uticaj parametara SWE na 1Cso vrednost ekstrakata biljnog

praha A. uva-ursi prikazane su na slici 18.
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Slika 18. Odzivna povrsina koja prikazuje uticaje parametara ekstrakcije (vremena, temperature i
dodatka kiseline) na antioksidativnu aktivnost ekstrakata biljnog praha A. uva-ursi
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Eksperimentalni podaci dobijeni za reduktivni kapacitet ekstrakata biljnog praha A. uva-
ursi, odnosno vrednosti ECso, dati su u tabeli 17. Najvec¢i reduktivni kapacitet, opisan najnizom
ECso vrednoscu (18,13 pg/mL), odreden je za ekstrakt dobijen na temperaturi od 120 °C, uz
dodatak 0,75% HCI, za ukupno vreme ekstrakcije od 30 min. Najmanji reduktivni kapacitet, opisan
najvecom ECsg vrednoscu (46,83 pg/mL), dobijen je za ekstrakt koji je ekstrahovan na temperaturi
od 220 °C, uz dodatak 1,5% HCI, a za ukupno vreme ekstrakcije od 20 min. Reduktivni kapacitet
subkriti¢nih ekstrakata A. uva-ursi bio je slican kapacitetu ekstrakata zalfije dobijenih u

istrazivanju Pavlica i sar. (2016).

Slede¢a jednacina opisuje uticaj parametara SWE na reduktivni kapacitet ekstrakata
dobijenih iz biljnog praha A. uva-ursi:

y=3730+723x; +4,03x, —4,78x;,x, (8)

Uticaj temperature na reduktivni kapacitet dobijenih ekstrakata je veoma znacajan
(p=0,0037) i pozitivan. Ovaj uticaj se moze videti na slici 19. Takode, primecen je pozitivan i
znacajan uticaj linearnog ¢lana vremena (p=0,0358) na ECso. To znaci da Se sa povecanjem
temperature ili vremena povecava i ECsp, §to zna¢i da se smanjuje reduktivna sposobnost
ekstrakata. Uticaj interakcije izmedu temperature i vremena bio je umeren i negativan. To znaci
da se sa povecanjem temperature ili vremena ekstrakcije povecava i ECso, $to dovodi do smanjenja
reduktivnih sposobnosti ekstrakata. Ova zapazanja su u skladu sa opazanjima kod ekstrakcije UF
primenom SWE. Kombinovani uticaj parametara ekstrakcije na reduktivni kapacitet ekstrakata
biljnog praha A. uva-ursi dobijenih primenom SWE prikazan je na slici 19.
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Slika 19. Odzivna povrsina koja prikazuje uticaje parametara ekstrakcije na reduktivni kapacitet

ekstrakata dobijenih primenom SWE iz biljnog praha A. uva-ursi

5.3.5. Optimizacija procesa UAE

Osnovni cilj ovog dela istrazivanja je bio optimizacija procesa SWE bioaktivnih jedinjena,
UF i UFI, iz biljnog praha A. uva-ursi, koja omogucuje takvo podeSavanje procesnih parametara
koje bi obezbedilo najbolju mogucu vrednost za sve ciljane odzive (UF, UFI, ICso i ECx).
Najpovoljnija vrednost svih ciljanih odziva znaci da ¢e UF i UFI biti istovremeno maksimizirani,
dok ¢e vrednosti ICso i ECs biti minimizirane. Primenom RSM i optimizacije visestrukih odziva,
u ispitivanom eksperimentalnom domenu, utvrdeni su optimalni procesni parametri za SWE
biljnog praha A. uva-ursi: temperatura od 151,2 °C, vreme ekstrakcije od 10 min i dodatak 1,5%
HCI. Predvidene vrednosti ciljanih odziva pri ovim uslovima bile su: 9,8431 g EGK/100 g, 1,7558
g EK/100 g, 5,02 pg/mL i 27,60 pg/mL za UF, UFI, ICso i ECso. Pored toga, uradena je i
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optimizacija procesa u cilju pronalazenja procesnih parametara koji bi rezultovali maksimalnom
ekstrakcijom UF. Parametri procesa u SWE koji obezbeduju najbolju mogucu ekstrakciju UF iz
biljnog praha A. uva-ursi su: temperatura 178,5 °C, vreme 12 min i dodatak kiseline u koncentraciji
od 0,05%. Predvidena vrednost maksimalnog prinosa UF pri ovoj postavci parametara procesa je

10,8243 mg EGK/mL. Sve dobijene predvidene vrednosti su eksperimentalne vrednosti.

Predvideni procesni parametri za maksimalni prinos UF i optimalna sva Cetiri odziva (UF,
UFI, ICso i ECso) su razli¢iti i treba ih izabrati na osnovu zeljenih osobina ekstrakta koji ¢e se
proizvoditi. Ako su cilj SWE ekstrakcija arbutina i galne kiselina, onda bi trebalo odabrati
procesne parametre odredene za maksimalnu ekstrakciju UF. Sve dobijene predvidene vrednosti

su eksperimentalne vrednosti.

5.3.6. HPLC analiza ekstrakata A. uva-ursi dobijeninh SWE

Tri ekstrakta dobijena procesom SWE su odabrana za dalju HPLC analizu pojedina¢nih
fenolnih jedinjenja. To su ekstrakt dobijen pri optimalnim uslovima (optimalna ekstrakcija UF (A),
ekstrakt dobijen pri optimalnim uslovima za sva tri odziva (B) i ekstrakt dobijen u centralnoj tacki
(C)). Dobijeni rezultati su dati u tabeli 19.
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Tabela 19. HPLC analiza pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u odabranim ekstraktima biljnog praha

A. uva-ursi koji su dobijeni primenom SWE

< = Arbutin Galna Rutin Hiperozid  lzokvercetin
o 8 EZ kiselina
2 S Lv /mL /mL /mL /mL
g1 852 (mbh)  omy koML (g/mb) o (ug/ml)
o c §
n E 1.171,04 4.122,24 8,02 360,07 4,73
< 2 \°
(e o] N 8)
5 < o
=)
O £ O
s g T 1.910,40 4.119,30 tr* tr tr
m — NS
Lo o o
— a9 0
—
o g 2
ol E < 1.364,74 4.555,83 tr tr tr
S
=)
*tr-tragovi

Rezultati HPLC analize dovode do nekoliko zaklju¢aka. Naime, o¢igledno je da su rutin,

hiperozid i izokvercetin osetljivi na ekstremne uslove koji se primenjuju u SWE, pre svega na

visoku temperature procesa, zbog ¢ega su uglavnom degradirani i prisutni su u veoma malim

koli¢inama ili tragovima u analiziranim ekstraktima. Ocigledno, degradacija je povecana sa

povec¢anom koncentracijom dodate kiseline, jer su se ova jedinjenja mogla detektovati samo u

ekstraktu gde je dodata kiselina u najmanjoj koncentraciji. Zbog toga bi ovu tehniku ekstrakcije

trebalo izbegavati ukoliko su ciljana jedinjenja ekstrakcije flavonoidi. U ekstraktima dobijenim

primenom SWE, u poredenju sa ekstraktima dobijenim CE primenom vode, koncentracija arbutina
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je priblizno 1,5 do 3 puta veca, dok je koncentracija galne kiseline 10 do 20% manja. U poredenju
sa UAE gde je primenjen 70% etanol kao rastvara¢, SWE je rezultirala proizvodnjom ekstrakata
sa uporedivom koncentracijom arbutina, ali sa viSe od 10 puta veCom koncentracijom galne
kiseline. Dakle, moze se zakljuciti da je SWE tehnika koju treba primeniti za proizvodnju
ekstrakata A. uva-ursi sa visokom koncentracijom arbutina i visokom koncentracijom galne
kiseline. Primenom CE ili UAE nije bilo moguce posti¢i ovako visoku koncentraciju oba jedinjenja
(arbutina i galne kiseline) u jednom ekstraktu, stoga se ovo moze smatrati velikom predno$c¢u ove

tehnike ekstrakcije u procesu prerade A. uva-ursi.

5.4. Spray drying ekstrakata A. uva ursi dobijenih pri optimalnim
procesnim uslovima SWE

Za proizvodnju A. uva-ursi suvog ekstrakta (praha) koris¢en je optimalni te¢ni ekstrakt
dobijen primenom SWE. Kao agens za suSenje primenjen je MD 19,6 DE u razli¢itim
koncentracijama (od 0 do 40%). Kako bi se odredila koncentracija MD koja daje najbolje rezultate
ulazna temperatura suSenja je podeSena na 120 °C. Suvi ekstrakti dobijeni na ovaj na¢in prikazani

su na slici 20. Fizicke karakteristike ovako dobijenih suvih ekstrakata date su u tabeli 20.
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_ . Suvi ekstrakt dobijen Suvi ekstrakt dobijen
Suvi ekstrakt dobijen bez
dodatkom MD u dodatkom MD u
dodatka MD
koncentraciji 20% koncentraciji 40%

Slika 20. Suvi ekstrakti biljnog praha A. uva-ursi dobijeni primenom spray drying-a (ulazna

temperatura 120°C)

Nakon odabira koncentracije MD koju je neophodno dodati te¢nom ekstraktu A. uva-ursi
radi proizvodnje suvog ekstrakta najboljih karakteristika, ulazna temperatura je poveéana na 140

° C, sa ciljem proizvodnje praha sa smanjenim sadrzajem vlage.

Efikasnost suSenja je U svim slu¢ajevima bila ve¢a od 60%, zbog ¢ega se svi procesi susenja

mogu smatrati veoma efikasnim.
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Tabela 20. Fizicke karakteristike suvih ekstrakata (u formi praha) dobijenih iz teénog ckstrakta

biljnog praha A. uva-ursi

Prah Prah Prah Prah
Karakteristike roizveden proizveden uz proizveden uz proizveden
ispitivanih suvih Eez MD na dodavanje dodavanje uz dodavanje
ekstrakata 120 °C 20%MD na 40%MD na 40% MD na
120°C 120°C 140 °C
Sadrzaj vlage (%0) 9,355 9,466 7,177 5,514
Higroskopnost
nakon 48 h (%) 11,376 10,882 8,729 12,243
WA (%) 4,098 3,112 3,577 2,195
WSI (%) 88,484 89,091 90,360 77,943
Nasipna zapremina 0,186 0,232 0,232 0,281
(g/mL) ) H ) EH
Rehidratacija
(sekunde) 20 14 18 35

Sadrzaj vlage je glavni faktor koji uti¢e na stabilnost i fizicke i reoloske osobine suvih
ekstrakata u formi praha, s obzirom da je malo povecanje sadrzaja vode u stanju da smanji Tg
sasvim dovoljno da se pove¢a mobilnost matriksa tokom skladistenja (Bhandari i Hartel, 2005) i
da na taj nacin uti¢e negativno na osnovna svojstva praha. Sadrzaj vlage u dobijenim suvim
ekstraktima A. uva-ursi, na ulaznoj temperaturi susenja od 120°C, bio je u opsegu od 7,177 do
9,466%. Prema vazecem Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda, sadrzaj
vlage u instant ¢aju bi trebalo da bude manji od 8% (m/m), stoga suvi ekstrakti dobijeni bez
dodavanja MD i uz dodavanje MD u koncentraciji od 20% na ulaznoj temperaturi od 120°C
(ekstrakt sa najvecim sadrzajem vlage), mogu se smatrati proizvodima neadekvatnih svojstava.
Znacajna razlika u sadrzaju vlage u ova dva suva ekstrakta nije postojala, zbog Cega se moze
zakljuciti da dodatak MD do koncentracije od 20% nema znacajan uticaj na sadrzaj vlage suvog
ekstrakta, ukoliko je ulazna temperatura podesena na 120 °C, u slucaju ovog tecnog ekstrakta. Sa
dodatkom MD u koncentraciji od 40%, na ulaznoj temperaturi susenja od 120 °C, poboljsane su
karakteristike suvog ekstrakta, s obzirom na to da je sadrzaj vlage smanjen na 7,177%. Prema

Phisut-u, sadrzaj vlage u suvom ekstraktu u formi praha moze se smanjiti povecanjem temperature
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suSenja, zbog veceg temperaturnog gradijenta i brzeg prenosa toplote izmedu proizvoda i vazduha
za suSenje (Phisut, 2012). Zbog toga je postavljen jos jedan eksperiment sa povisSenom ulaznom
temperaturom, od 140 °C, i njegov rezultat je bio suvi ekstrakt sa smanjenim sadrzajem vlage
(5,514%). Rezultati ukazuju na to da povecana ulazna temperatura i poveé¢ana koncentracija MD
omogucavaju proizvodnju suvog ekstrakta sa smanjenim sadrzajem vlage, odosno uti¢u pozitivno

na glavnu odliku kvaliteta ovakve forme proizvoda.

Higroskopnost se moze definisati kao sposobnost hrane da apsorbuje vlagu iz okruzenja
visoke relativne vlaznosti. Biljni ekstrakti u formi praha, suseni spray drying-om, su uglavnom
higroskopni (Vladi¢ i sar., 2016). Visoka higroskopnost biljnih ekstrakata pripisuje se prisustvu
znacajnih koli¢ina hidrofilnih jedinjenja, ukljucujuci ugljene hidrate, glikozide, organske kiseline,
fenole, amino kiseline, proteine, itd. (Chang i sar., 2014). Prema Vidovi¢ i sar. (2014), fizicke
promene u suvim ekstraktima u formi praha, ukljucujuci higroskopnost, pripisuju se Tg, stoga, sto
je veca Tg praha, niza je njegova higroskopnost. Higroskopnost ispitivanih suvih ekstrakata A.
uva-ursi kretala se od 8,729 do 12,243%, pri ¢emu je najmanja higroskopnost detektovana u
slucaju praha koji je dobijen primenom 40% MD. Uoceno je smanjenje higroskopnosti sa
povecanjem koncentracije MD. Medutim, najveca dobijena higroskopnost izmerena je za prah
proizveden sa 40% MD na temperaturi od 140 °C, $to ukazuje na to da u kombinaciji povec¢ana
temperatura i povecani sadrzaj MD mogu da uti¢u i obrnuto, dakle da dovedu do poveéanja

higroskopnosti praha.

Indeks rastvorljivosti vode (WSI) je vazan parametar u karakterizaciji ekstrakata u formi
praha, jer pokazuje sposobnost praha da se rastvori u vodi. Visoke vrednosti WSI su pozeljne. Ovo
je posebno vazno ukoliko se suvi ekstrakti u formi praha koristi kao instant ¢aj ili kao sastojak
instant ¢aja. Suprotno WSI, indeks apsorpcije vode (WAI) pokazuje sposobnost praha da apsorbuje
vodu. U slu¢aju WALI, poZeljne su niZe vrednosti. U ispitivanim prahovima A. uva-ursi WAI je bio
nizak za sve uzorke, najvec¢a vrednost, 4,098%, je dobijena za prah proizveden bez dodavanja MD
sa ulaznom temperaturom 120 °C, a najmanja, 2,195%, je izmerena u prahu dobijenim dodavanjem
40% MD sa ulaznom temperaturom od 140 °C. WSI je bio veliki za sve ispitivane uzorke. Najveca
vrednost WSI, 90,360%, izmerena je za prah dobijen dodavanjem 40% MD sa ulaznom

temperaturom od 120 °C, dok je najmanja, 77,943%, detektovana u prahu proizvedenom sa istom
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koncentracijom MD, a na temperaturi 140 °C, ba$ kao S§to je to primecCeno i u slucaju

higroskopnosti.

Prema rezultatima iz tabele 20, rehidratacija A. uva ursi suvog ekstrakta u formi praha bila
je brza, u rasponu od 14 do 35 sekundi. Ovo je posebno vazno u slu¢aju ukoliko postoji namera da
se prahovi koriste kao instant ¢aj ili kao komponenta u formulaciji instant ¢aja. Prah dobijen
dodatkom MD u koncentraciji od 40%, proizveden na vecoj ulaznoj temperaturi (140 °C), pokazao
je sporu rehidrataciju, $to bi moglo biti povezano sa najnizom WSI vredno$¢u koja je detektovana
prethodno u ovom uzorku.

Nasipna zapremina je izraZzena kao g praha po 1 mL, i kretala se u opsegu od 0,186 g/mL
do 0,281 mg/mL. Najveca, 0,281 g/mL, izmerena je u suvom ekstraktu u formi praha koji je
dobijen dodatkom MD u koncentraciji od 40% sa ulaznom temperaturom od 140 °C. Najmanja
(0,186 g/mL) je izmerena u prahu dobijenom sa ulaznom temperaturom od 120 °C, bez dodavanja
MD.

Tabela 21. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, antioksidativna aktivnost i reduktivni kapacitet suvih

ekstrakata A. uva-ursi dobijenih primenom spray drying tehnike

Suvi ekstrakt UF UFI 1Cso0 ECso

U llgirl) gl (MgEGK/g)  (mgEK/G)  (ng/mL)  (ug/mL)
Proizvedlezrét;gz MD na 240,77 2075 3,50 26.98
e 520 402 2
PZ%‘éZe&eS na fgg "c ) 119,11 10,43 6,44 41,82
le(gg/\;el\o/lle[g rl:zi fgg 2? “ 168,09 16,49 3,72 42,00

Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, UF i UFI, u dobijenim A. uva-ursi suvim ekstraktima u
formi praha je odreden primenom standardnih spektrofotometrijskih metoda. Sadrzaj UF je izrazen
kao mg ekvivalenta galne kiseline po 1 g praha, dok je sadrzaj UFI izrazen kao mg ekvivalenta
katehina po g praha (tabela 21). Najvec¢i sadrzaj UF, 240,77 mg/g, izmeren je u suvom ekstraktu u

formi praha koji je dobijen bez dodatka MD (ulazna temperatura 120°C). Sli¢no tome, najveci
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sadrzaj UF] detektovan je u prahu koji je proizveden pri istim procesnim uslovima. Najmaniji
sadrzaj UF i UFI je izmeren u suvom ekstraktu u formi praha koji je proizveden uz dodatak 40%
MD, sa ulaznom temperaturom od 120 °C. MozZe se pretpostaviti da je u slucaju suSenja na
temperaturi od 120 °C uzrok ovome najveca koncentracije MD primenjena za proizvodnju
ekstrakta. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji o proizvodnji suvih ekstrakata u formi praha iz
te¢nog ekstrakta A. millefolium (Vladi¢ i sar., 2016). Cinjenica da je pri istoj koncentraciji MD, ali
pri povisenoj ulaznoj temepraturi (140 °C) dobijen ve¢i sadrzaj UF i UFl, ukazuje na vecéu
efikasnost susenja na ovoj temperaturi procesa, odnosno na brze formiranje zastitnog omotaca oko

bioaktivnih jedinjenja, §to sprecava termalnu degradaciju osetljivih fenola i flavonoida.

Antioksidativna svojstva dobijenih A. uva-ursi ekstrakata u formi praha su analizirana
primenom DPPH testa i vrednosti 1Cso. Svi prahovi su pokazali veoma visok antioksidativni
kapacitet, obzirom na to da je vrednost ICso bila u rasponu od 3,50 do 6,44 pg/mL (tabela 21).
Najveca antioksidativna aktivnost detektovana je u suvom ekstraktu koji je dobijen bez dodatka
MD, sto je u skladu sa najve¢im sadrzajem UF i UFI detektovanim u ovom prahu. Najmanja
antioksidativna aktivnost je izmerena u suvom ekstraktu koji je proizveden uz dodatak MD u
koncentraciji od 40% i ulaznoj temperaturi od 120 °C, $to je u skladu sa najmanjom koncentracijom

UF i UFI u ovom prahu.

Rezultati koji se odnose na reduktivni kapacitet (tabela 21), izrazenu kao vrednost ECso, U
suvom ekstraktu A. uva-ursi u formi praha, pokazali su da je najniza ECso vrednost, odnosno
najveca redukciona mo¢, 26,98 mg/mL, dobijena u slucaju praha koji je proizveden bez dodatka
MD na ulaznoj temperaturi od 120 °C. Ovo je ocekivano, obzirom na to da je u istom prahu
izmeren najveci sadrzaj UF i UFL, a isti prah je pokazao i najvecu antioksidativnu aktivnost u
DPPH testu.
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5.5. Predlog novih proizvoda na bazi ekstrakata od biljne prasSine A. uva-
ursi

Ekstrakti dobijeni razli¢itim tehnikama ekstrakcije iz biljne prasine A. uva-ursi mogu se
primeniti, u zavisnosti od koncentracije dominantnih bioaktivnih jedinjenja, za proizvodnju novih

ili unapredenih dijetetskih suplemenata i/ili funkcionalnih proizvoda, u tecnoj ili ¢vrstoj formi.

Tecni biljni ekstrakti jesu preparati dobijeni iz lekovitog bilja primenom odgovarajuce
ekstrakcione tehnike, odnosno postupka ekstrakcije, i odgovarajueg rastvaraca, odnosno
ekstragensa. Prema Pravilniku o zdravstvenoj bezbednosti dijetetskih proizvoda te¢ni biljni
ekstrakti mogu biti komponente, odnosno nosioci hranljivog ili fizioloskog dejstva odredenog
dijetetskog suplementa. Te¢ni biljni ekstrakti danas su najce$¢e komponente dijetetskih
suplemenata koji se na trziste plasiraju pod nazivom biljne kapi, tinkture i sirupi (Vidovi¢ i Vladi¢,

2017).

Tec¢ni ekstrakt biljne prasine A. uva-ursi koji je dobijen primenom CE i 70% etanola kao
ekstragensa, ili UAE i 70% etanola kao ekstragensa, s obzirom na visoku koncentraciju arbutina i
potvrdeno antibakterijsko delovanje ovog hidrohinona, moze se primeniti kao komponenta
tinkture ili biljnih kapi koje bi imale primenu za odrzavanje normalnog funkcionisanja urinarnog

trakta.

Tecni ekstrakt biljne praSine A. uva-ursi koji je dobijen primenom SWE na uslovima
optimalnim prema svim posmatranim odzivima, moZe se primeniti kao tinktura ili komponenta
biljnih kapi koje bi imale primenu za odrzavanje normalnog funkcionisanja urinarnog trakta, ali i
kao prirodan antioksidant, obzirom na visoku koncentraciju i arbutina i galne kiseline. Prema ve¢
prethodno navedenom, galna kiselina, kao prirodni antioksidant, pokazuje znacajne inhibitorne
efekte na proliferaciju celija, indukuje apoptozu u nizu ¢elijskih linija karcinoma i pokazuje
selektivnu citotoksi¢nost na tumorske celije sa ve¢om osetljivos¢u u odnosu na normalne celije

(Faried i sar., 2007).

Za proizvodnju biljnih kapi ili tinkture koji bi se primenili za normalno funkcionisanje
kardiovaskularnog sistema, normalno funkcionisanje urinarnog trakta, ali i kao preparati sa

visokom koncentracijom prirodnih antioksidanata, mogli bi se primeniti tecni ekstrakti biljne
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prasine A. uva-ursi koji su dobijeni primenom UAE i 70% etanola kao ekstragensa, obzirom na
visoku koncentraciju hiperozida i arbutina. Kao $to je prethodno navedeno, hiperozid, kao
znacajno bioaktivno jedinjenje, poseduje izmedu ostalog antivirusno, antiinflamatorno,

kardioprotektivno i hepatoprotektivno delovanje.

5.5.1. Priprema i analiza granulata koji sadrzi suvi ekstrakt A. uva-ursi u formi
praha

Suvi ekstrakt biljne prasine A. uva-ursi moze se primeniti kao takav za proizvodnju istant
¢aja koji bi imao primenu za normalno funkcionisanje urinarnog trakta. Medutim, najéesce je, S
obzirom na neodgovaraju¢i ukus suvog ekstrakta u formi praha i potrebnu korekciju odredenih
fizickih karakteristika, ipak potrebno proizvesti granulat na bazi suvog ekstrakta i takav proizvod

dalje Kkoristiti u formi instant caja.

Ukus je jedna od najbitniijh karakteristika gotovih proizvoda poput instant ¢aja. Instant
¢aj mora biti prijatnog ukusa kako bi bio prihvatljiv od strane krajnjeg korisnika-potrosaca. S
obzirom na to da su biljni ekstrakti, koji predstavljaju osnovu instant ¢aja, veoma ¢esto neprijatnog
ukusa, korekcija ukusa, izmedu ostalog, moze se posti¢i odabirom odgovarajuceg Secera, koji u
instant ¢aju moze imati ulogu punioca (eng. filler), ali i zasladiva¢a. Medutim, kako su fizicke
karakteristike svake pojedinacne pomoc¢ne komponente (ekscipicijenta) razlicite, udeo svake od
njih u konacnoj formulaciji znacajno ¢e uticati na fizicke karakteristike kreiranog novog
proizvoda. Upravo iz ovog razloga ispitana je prihvatljivost 6 razli¢itih formulacija granulata sa
suvim ekstraktom A. uva-ursi, gde su formulacije pripremeljene sa dva razlicita Secera (dekstroza

i laktoza) u funkciji punioca i zasladivaca, u razli¢itim koncentracijama.

Granulati su pripremljeni prema formulacijama datim u tabeli 10, u Eksperimentalnom
delu. Pripremljeni su postupkom vlazne granulacije u kome je rastvor skroba primenjen kao
vezivno sredstvo. Zapremina rastvora vezivnog sredstva dodata na 25 g meSavine komponenti
formulacije iznosila je 2 mL. Eksperimentalno je potvrdeno da je ovo maksimalna zapremina
rastvora vezivnog sredstva koja moze biti primenjena u ovakvoj formulaciji. Izgled smeSe nakon

dodatka vezivnog sredstva i nakon granuliranja prikazani su na slici 21.
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Slika 21. Izgled smese nakon dodatka vezivnog sredstva i nakon granuliranja

Dva Secera primenjena u formulacijama razlikuju se po svojim senzornim i fizi€kim
karakteristikama. Dekstroza je Secer koji se dobija hidrolizom skroba. ,,Slatkoc¢a“ dekstroze iznosi
70% saharoze. Ona je na trziStu dostupna kao anhidrat (koji je higroskopne prirode) i kao mono-
hidrat. Laktoza je monosaharid proizveden iz surutke. Slatkoc¢a laktoze je mnogo manja od
dekstroze 1 iznosi 15% saharoze, zbog Cega se ona ¢eS¢e primenjuje u kombinaciji sa drugim
Secerima ili zasladivac¢ima (Vidovié¢ i Vladi¢, 2017; Jyoti Dahiya i sar., 2015). Strukturne formule

ova dva Secera prikazane su na slici 22.

CH,OH CH,0H
H l 0 N
| El \?H CH,0H K OH
C C OH 0 0
| \¢H 'T'/ | OH OH
HO ¢ H
|
Dekstroza Laktoza

Slika 22. Strukturne formule dekstroze i laktoze
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Fizicke karakteristike koje mogu uticati na primenu granulata za proizvodnju instant ¢aja su:
e Zapreminska masa, jer utice na pojedinacno punjenje kesice/pojedina¢nu dozu instant ¢aja;
e Sadrzaj vlage, koji mora biti u odgovaraju¢em opsegu da bi proizvod bio stabilan;

e Higroskopnost, koja mora biti niska. Povecana highroskopnost dovodi do povecanja

sadrzaja vlage u proizvodu, gubitka strukture proizvoda i smanjene stabilnosti;

e Rehidratacija, koja treba da bude $to kraca, obzirom da instant ¢aj treba da bude proizvod

koji je brzo rastvorljiv u vodi.

Nasipna zapremina je utvrdena za prah, ekscipijente i pripremljene formulacije. Prema
dobijenim rezultatima najveca nasipna zapremina je dobijena za dekstrozu (645,1 mg/mL), dok je
najmanja bila nasipna zapremina suvog ekstrakta u formi praha A. uva-ursi (250,0 mg/mL). Za
pripremljene formulacije nasipna zapremina je bila u opsegu od 401 do 443,5 mg/mL. S obzirom
na to da se instant ¢ajevi u pojedina¢nim dozama plasiraju na trziste uglavnom u formi od oko 2,5
g instant ¢aja po jednoj kesici, minimalna zapremina kesice u koju bi se mogli pakovati dobijeni
granulati iznosila bi 5,64 mL (za formulaciju zapreminske mase od 437 mg/mL), odnosno 6,23

mL (za formualciju zapreminske mase od 401 mg/mL).

Tabela 22. Nasipna zapremina praskova, ekscipijenata i pripremljenih formulacija

Naziv Zapreminska

komponente/formulacije masa
(mg/mL)

Suvi ekstrakt uve 250,0
Laktoza 592,0
Dekstroza 645,1
Kukuruzni skrob 538,0
Formulacija | 402,5
Formulacija Il 414,2
Formulacija 111 4243
Formulacija IV 401,0
Formulacija V 416,0
Formulacija VI 443,5

103



Doktorska disertacija Abdulhakim Naffati

Prema Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda, ¢lan 13, sadrzaj vlage
u instant ¢aju ne sme da bude veci od 8%. Ovo je kriterijum koji se moZe primeniti i1 za granulate
koji ¢e biti upotrebljeni za proizvodnju instant ¢aja. Prema rezultatima koji su predstavljeni u tabeli
23, sadrzaj vlage u pripremljenim granulatima kretao se od 3,95 do 11,45%. Na osnovu uslova u
Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda, moze se smatrati da su samo 3
formulacije adekvatnog kvaliteta (granulati pripremljeni prema formulacijama Il1, IV i V). Za sve
ostale sadrzaj vlage je bio ve¢i od 8%. Pored toga, moze se uoditi da su oba granulata pripremljena
prema formulaciji gde je laktoza primenjena kao jedini Secer (sredstvo za dopunjavanje i
zasladivac) imala mali sadrzaj vlage, te se moze smatrati da su najboljeg kvaliteta $to se ti¢e ovog

fizickog parametra.

Tabela 23. Sadrzaj vlage u dobijenim granulatima

Naziv formulacije Sadr%g/i )vlage
Formulacija | 10,55
Formulacija Il 11,45
Formulacija Il 3,95
Formulacija IV 5,23
Formulacija V 7,41
Formulacija VI 9,01

Higroskopnost predstavlja procenat absorbovane vode od strane odredenog proizvoda, u
odredenom vremenskom periodu. Manja higroskopnost implicira vecu stabilnost analiziranog
proizvoda. Higroskopnost dobijenih granulata je merena nakon 7 dana. Bila je mala za sve
analizirane uzorke (tabela 24). Mala higroskopnost se zahteva za sve proizvode ove vrste, stoga
se, §to se ti¢e ove fizicke karakteristike, moze zakljuditi da se svih Sest formulacija mogu primeniti
u proizvodnji instant Caja. Prema dobijenim rezultatima, higroskopnost se kretala od 2,06%,
detektovane u granulatu koji je pripremljen prema formulaciji Ill, do 6,37%, detektovane u

granulatu pripremljenom prema formulaciji VI. Pored toga, primeceno je da sa povecanom
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koncentracijom A. uva-ursi praha u formulaciji granulata, raste i higroskopnost. Zbog toga se moze

pretpostaviti da A. uva-ursi prah dominantno uti¢e na higroskopnost formulacije.

Tabela 24. Higroskopnost granulata

Naziv formulacije

Higroskopnost
nakon 7 dana (%o)

Formulacija | 2,87
Formulacija Il 6,17
Formulacija Il 2,06
Formulacija IV 3,78
Formulacija V 2,90
Formulacija VI 6,37
Tabela 25. Rehidratacija granulata
Naziv formulacije . Vremc_a_
rehidratacije (s)
Formulacija | 15,20
Formulacija Il 14,45
Formulacija I11 14,84
Formulacija IV 12,31
Formulacija V 11,67
Formulacija VI 19,90

Rehidratacija je bila brza u slucaju svih dobijenih granulata (tabela 25), stoga, $to se tice

ove fizicke karakteristike, svi ispitivani granulati mogu biti primenjeni za proizvodnju instant

cajeva kod kojih se zahteva brza rehidratacija. Prema rezultatima, rehidratacija je bila ispod 20 s 1

kretala se od 11,64 s, kod granulata koji je pripremljen prema formulaciji V, do 19,90 s, izmerene

kod granulata koji je pripremljen prema formulaciji VI.
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6. ZAKLJUCCI

Biljna prasina A. uva-ursi, generisana kao sporedni proizvod fabrike filter ¢aja, predstavlja
vrednu sirovinu koja moze biti osnova za izolovanje vrednih bioaktivnih jedinjenja ili za

proizvodnju novih biljnih preparata ili funkcionalnih proizvoda.

U te¢nim ekstraktima dobijenim primenom vode i smeSe etanola i vode kao ekstragensa
dominantna bioaktivna jedinjenja su fenoli. Tri najznacajnija jedinjenja ovog tipa, prisutna u
gotovo svim te¢nim ekstraktima dobijenim razliitim tehnikama ekstrakcije i razli¢itim

ekstragensima, su arbutin, galna kiselina i hiperozid.

U ekstraktima dobijenim iz biljnog praha A. uva-ursi primenom klasi¢ne ekstrakcije,
arbutin je bio dominantan u ekstraktu koji je dobijen primenom 70% etanola, galna kiselina u
ekstraktu dobijenom primenom vode, a hiperozid u ekstraktu dobijenom primenom 50% etanola
kao rastvaraca. Takode, sva tri flavonoidna jedinjenja (rutin, hiperozid i izokvercitrin) su
najefikasnije ekstrahovana primenom 50% etanola kao rastvaraca. U slucaju arbutina, primecena
je povecana efikasnost ekstrakcije sa pove¢anom koncentracijom etanola u rastvaracu, dok kod

galne kiseline povecana ekstrakcija zahteva smanjenje udela etanola u rastvaracu.

U procesu CE 70% etanol je pokazao dobre karakteristike za ekstrakciju UF i UFI, bez
znacajne razlike u poredenju sa 50% etanolom. Pored toga, ovo je i rastvara¢ prvog izbora za
ekstrakciju arbutina, najvaznijeg bioaktivnog jedinjenja A. uva-ursi. Zbog toga se 70% etanol
moze izabrati kao najpogodniji rastvara¢ za proizvodnju ekstrakata A. uva-ursi sa visokom

koncentracijom fenolnih jedinjenja, narocito arbutina.

Primena UAE je za rezultat imala gotovo udvostru¢eni prinos ekstrakcije u poredenju sa
rezultatima dobijenim primenom CE, gde je 70% etanol koriS¢en kao rastvarac. Rezultati dobijeni
primenom UAE ukazuju na to da se primenom ove tehnike ekstrakcije moZe ostvariti prinos
ekstrakcije UF1 gotovo dvostruko veci u poredenju sa prinosom koji se ostvaruje primenom CE na

sobnoj temperaturi tokom 24 sata.
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U slucaju hiperozida i rutina, primena ultrazvuka u kombinaciji sa ve¢om temperaturom
rezultirala je efikasnijom ekstrakcijom, u poredenju sa CE na sobnoj temperaturi, obzirom na to

da je koncentracija ovih jedinjenja u ekstraktima bila priblizno udvostrucena.

Tecni ekstrakt biljne prasine A. uva-ursi koji je dobijen primenom CE i 70% etanola kao
ekstragensa, ili UAE i 70% etanola kao ekstragensa, s obzirom na visoku koncentraciju arbutina i
potvrdeno antibakterijsko delovanje ovog hidrohinona, moze se primeniti kao komponenta
tinkture ili biljnih kapi koje bi imale primenu za odrzavanje normalnog funkcionisanja urinarnog

trakta.

U SWE primenom povecanog pritiska i temperature dolazi do transformacije vode u
subkriticno stanje u kome voda postaje efikasniji ekstragens fenolnih jedinjenja cak i u poredenju
sa vodenim rastvorom etanola koji je primenjen u CE, i koji je dao najbolje razultate u pogledu
ovih karakteristika. U poredenju sa UAE, kada je primenjen 70% etanol kao rastvara¢, SWE je
pokazala manju efikasnost za ekstrakciju UF i UFI jedinjenja, §to se moZe objasniti moguc¢om
degradacijom odredenih jedinjenja, indukovanom visokim temperaturama ekstrakcije

primenjenim u procesu SWE.

Dominantni uticaj temperature na ekstrakciju UF iz biljnog praha A. uva-ursi potvrden je
matematickom analizom eksperimentalnih rezultata. Povecanje prinosa ekstrakcije UF uoceno je
do temperature od oko 170 °C. Najvec¢i prinos ekstrakcije UF postiZe se primenom kraceg vremena
ekstrakcije (10 min), na temperaturi od 170 °C. Pretpostavka je da se smanjenje ekstrakcije UF na
temperaturama ve¢im od 170 °C moZze pripisati degradaciji drugih termosenzitivnih fenola,
prisutnih u ispitivanom materijalu. Nasuprot dominantnom efektu temperature u sluéaju
ekstrakcije UF, dominantan procesni parametar koji uti¢e na prinos ekstrakcije UFI iz biljnog

praha A. uva-ursi je dodatak kiseline.

Primenom RSM 1 optimizacije viSestrukih odziva, u ispitivanom eksperimentalnom
domenu, utvrdeni su optimalni procesni parametri za SWE biljnog praha A. uva-ursi: temperatura
od 151,2 °C, vreme ekstrakcije od 10 min i dodatak 1,5% HCI.

Rezultati HPLC analize kvantitativnog sadrzaja ukazuju da su rutin, hiperozid i

izokvercetin osetljivi na ekstremne uslove, pre svega temperaturne, koji se primenjuju u SWE,

107



Doktorska disertacija Abdulhakim Naffati

zbog Cega dolazi do njihove degradacije ukoliko se primeni ova tehnika ekstrakcije za ekstrakciju

fenolnih jedinjenja iz biljne prasine A. uva-ursi.

U poredenju sa UAE gde je primenjen 70% etanol kao rastvara¢, SWE je rezultirala
proizvodnjom ekstrakata sa uporedivom koncentracijom arbutina, ali sa viSe od 10 puta ve¢om
koncentracijom galne kiseline. Dakle, moze se zakljuciti da je SWE tehnika koju treba primeniti
za proizvodnju ekstrakata A. uva-ursi sa visokom koncentracijom arbutina i visokom
koncentracijom galne kiseline. Primenom CE ili UAE procesa, proizvodnju ekstrakta sa ovako

visokom koncentracijom oba fenolna jedinjenja nije bilo moguce posti¢i.

U te¢noj formi, teCni ekstrakt biljne prasine A. uva-ursi koji je dobijen primenom SWE na
uslovima optimalnim prema svim posmatranim odzivima, moze se primeniti kao tinktura ili
komponenta biljnih kapi koje bi imale primenu za odrZavanje normalnog funkcionisanja urinarnog

trakta, ali i kao prirodni antioksidant, s obzirom na visoku koncentraciju i arbutina i galne kiseline.

Primenom spray drying tehnike te¢ni ekstrakt biljne praSine A. uva-ursi uspesno je
transformisan u suvi ekstrakt praskaste forme, i kao takav primenjen za proizvodnju granulata koji
moze biti primenjen u formi instant ¢aja, ¢ija bi upotreba bila za normalno funkcionisanje

urinarnog trakata, ali i kao prirodnog izvora antioksidanata.
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