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Savremeni trendovi upucuju na sve Siru primenu biljnih ekstrakata kako u farmaceutskoj
industriji, tako i u proizvodnji dijetetskih suplemenata i funkcionalne hrane. Dodatak biljnih
ckstrakata prvenstveno ima za cilj modifikaciju senzornih, funkcionalnih i bioloskih svojstava
proizvoda. Funkcionalni proizvodi, pored svoje osnovne namene, ispoljavaju i odredene pozitivne
efekte na ljudsko zdravlje, $to je od velikog znacaja u prevenciji nastanka bolesti savremenog
doba. Prirodna bioloski aktivna jedinjenja se sintetisu od strane velikog broja biljaka i drugih
organizama, poput algi, mikroalgi, morskih organizama, itd. Najvise eksploatisan izvor prirodnih
bioaktivnih jedinjenja su, ipak, biljke zbog njihove dostupnosti. Nauc¢na istrazivanja potvrduju
antioksidativno, antimikrobno i antikancerogeno dejstvo mnogih biljnih vrsta, a dokazano je da
mnoga jedinjenja iz biljnih izvora imaju i povoljnu ulogu u prevenciji raka, neurodegenerativnih,
metabolic¢kih i kardiovaskularnih bolesti (Chlopé¢ikova i dr., 2004; Lin i dr., 2016). Bioloski
aktivna jedinjenja biljaka su prisutna, u zavisnosti od biljne vrste, u razli¢itim organima biljke
ukljucujuéi plod, seme, koren, list i peteljke. Koren gaveza, list crnog duda i peteljke tresnje se od
davnina koriste u tradicionalnoj medicini zbog njihovog povoljnog zdravstvenog ucinka. Koren
gaveza je koriS¢en U leCenju preloma kostiju, povreda i za regeneraciju tkiva. Decenijama se ¢aj
od usitnjenih listova crnog duda koristi kao antidijabetski napitak. Sirom sveta peteljke tresnje se
koriste u vidu ¢ajeva i tinktura kao sedativ i diuretik. S obzirom na visoku farmakolosku vrednost
navedenog biljnog materijala, nameée se potreba za tehnikama efikasnog izolovanja bioloski
aktivnih komponenti, detaljnoj hemijskoj karakterizaciji ekstrakata i ispitivanju bioloskih efekata.

Zahvaljuju¢i novim nau¢nim saznanjima vezanim za mehanizme izdvajanja jedinjenja iz
kompleksnih matriksa, razvijene su brze, efikasnije, bezbednije i reproduktivnije tehnike
ekstrakcije. Tradicionalne tehnike ekstrakcije imaju nekoliko nedostataka, kao $to su niska
selektivnost, veliki utrosak vremena i organskih rastvaraca, ispoljavaju¢i negativan uticaj na
zivotnu sredinu. Pored toga, dobijeni ekstrakti zahtevaju dodatno koncentrovanje i prec¢is¢avanje.
Imajudi u vidu da su pojedina bioaktivna jedinjenja, kao $to su npr. fenolne kiseline i flavonoidi,
veoma osetljiva, termiCki nestabilna i1 prisutna u biljkama obi¢no u vrlo malim koli¢inama,
tradicionalne tehnike ekstrakcije nisu najefikasnije za njihovo izolovanje. Primenom ,,zelenih®
tehnologija znacajno se smanjuje upotreba organskih rastvaraca u procesu ekstrakcije, doprinoseci
bezbednosti, kvalitetu i primenjivosti ekstrakta (Svarc-Gaji¢, 2012). Neke od savremenih
ekstrakcionih tehnika obuhvataju ubrzanu ekstrakciju, mikrotalasnu ekstrakciju, ekstrakciju
superkriti¢cnim fluidima i ekstrakciju subkriticnom vodom, dok najnapredniji pristupi
podrazumevaju kombinaciju razli¢itih mehanizama u jednom ekstrakcionom ciklusu, kao sto su
npr. tehnike ekstrakcije simultanom primenom ultrazvuka i mikrotalasa.

Pored efikasne ekstrakcije prirodnih bioaktivnih jedinjenja jednako je znacajna i pouzdana
karakterizacija hemijskih profila, odnosno identifikacija bioloski aktivnih jedinjenja. Pri analizi
biljnih ekstrakata, znacajnu ulogu imaju napredne analiti¢ne tehnike zasnovane na te¢nim i gasnim
hromatografskim analizama uz primenu razli¢itih detektora. Razvoj te¢nih hromatografskih
sistema sa jednim (HPLC-TOF-MS) ili vise (HPLC-QTOF-MS/MS) masenih analizatora
doprinosi povecanju pouzdanosti, osetljivosti i tac¢nosti hemijske karakterizacije prirodnih
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jedinjenja. U poslednjoj deceniji uocljiv je trend snizavanja granica detekcije koje su ranije bile na
nivou nanograma, dok su danas na nivou pikograma. Visokopritisna te¢na hromatografija u
kombinaciji sa tandemskom masenom spektrometrijom postala je prioritetna tehnika u analizi
kompleksnih smesa i slozenih matriksa. UsavrSavanje postojec¢ih i razvoj novih jonskih izvora,
ucinili su ovu tehniku primenjivom kako u analizi polarnih, tako i nepolarnih jedinjenja. Uporedo
su se razvijali i maseni analizatori koji omogucavaju visoko selektivnu detekciju i identifikaciju
zasnovanu na molekulskoj masi, dok se dodatne strukturne informacije mogu dobiti preko
specifi¢nih fragmentacionih reakcija. Masena spektrometrija se zasniva na ¢injenici da su maseni
spektri razli¢itih jedinjenja dovoljno specifi¢ni da omoguéavaju njihovu identifikaciju sa velikom
verovatno¢om.

U okviru ove doktorske disertacije ispitane su razlicite ekstrakcione tehnike izolovanja
bioaktivnih jedinjenja iz korena gaveza, lista crnog duda i peteljki treSnje. Poredene su
konvencionalne i savremene ekstrakcione tehnike i izvedena je optimizacija ekstrakcionih
postupaka s ciljem dobijanja ekstrakata ispitivanih biljnih vrsta sa najve¢om bioaktivnos$cu.
Tehnika bazirana na visokopritisnoj te¢noj hromatografiji spregnuta sa masenom spektrometrijom
uz primenu razli¢itih masenih analizatora, masenog analizatora na bazi vremena preleta jona i
tandema kvadrupolnog i analizatora na bazi preleta jona, kori$¢ena je za identifikaciju bioaktivnih
jedinjenja. Instrumentalnom analizom su odredene kvalitativne i kvantitativne karakteristike
dobijenih ekstrakata korena gaveza, lista crnog duda i peteljki treSnje. Jedinjenja su identifikovana
na bazi interpretacije njihovih MS spektara i MS/MS analize fragmentnih jona, kao i podataka
objavljenih u literaturi.
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2. OPSTIDEO



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

2.1. Gavez (Symphytum officinale L.)

Gavez (Symphytum officinale L.) (Tabela 1) je visegodi$nja poluzbunasta biljka iz porodice
ostrolista koja potice iz Engleske, a samoniklo raste u Evropi i Aziji, te se uzgojem prosirila na
severnu Ameriku (Slika 1). Karakterise je brz rast i rasprostranjena je u vlaznim podrué¢jima poput
vlaznih livada, podrucja uz potoke i reke. Gavez je zeljasta biljka koja cveta od maja do jula. U
tradicionalnoj medicini naj¢esce se Koriste sirovi ili osuseni koren i listovi (Gruenwald i dr., 2004).

Tabela 1. Sistematski polozaj S. officinale.

Carstvo Plantae

Razdeo Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida

Red Lamiales

Familija Boraginaceae

Rod Symphytum

Vrsta Symphytum officinale

Slika 1. Symphytum officinale L.

Hemijski sastav i dejstvo gaveza

Gavez se smatra lekovitom biljkom koja se preko 2000 godina koristi u narodu kao lek protiv
raznih kozZnih bolesti, ali i zbog svog povoljnog dejstva na regeneraciju tkiva i kosti (Jedlinszki i
dr., 2017; Trifan i dr., 2018). U narodnoj medicini koren gaveza se koristi u formi tinktura i
masti za opekotine, prelome, hematome, bolne zglobove, rane, ¢ireve, reumu i giht. Oralna
upotreba korena gaveza je veoma retka zbog prisustva toksi¢nih pirolizidinskih alkaloida. Listovi
gaveza tradicionalno se koriste u vidu ¢ajeva kod povreda, kao i kod bronhitisa i upale pluca (Bhat,
2014). Blagotvorno dejstvo gaveza se povezuje sa hjegovim hemijskim komponentama, kao $to
su proteini i polisaharidi, alantoin, tanini, steroidni saponini, mikro- i makroelementi (kalijum,
kalcijum, fosfor, gvozde, magnezijum, sumpor, bakar, cink, selen), vitamini (A, B, B12, C i kolin),
fenolne kiseline i alkaloidi (Roman i dr., 2008).
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U literaturi su slabo dostupne publikacije koje opisuju detaljan hemijski profil delova gaveza,
pre svega korena i lista. Od prisutnih fenolnih kiselina, u korenu gaveza su najvise zastupljene
hlorogenska (0,012%), kafeinska (0,004%) i ruzmarinska (do 0,2%) (Andres, 1991; Grabias i
Swiatek, 1998; Teuscher i dr., 2009). U ekstraktu korena gaveza dobijenom primenom subkriticne
vode ustanovljeno je prisustvo galne, protokateinske i p-kumarinske kiseline kao najdominantnijih
komponenti, dok su identifikovane i kafeinska, ferulna, cinami¢na i B-rezorcilna kiselina, kao i
flavonoidi, rutin, naringin i naringenin (Nasti¢ i dr., 2018). U ekstraktima korena gaveza dobijenim
primenom Soxhlet ekstrakcije, zabelezeno je prisustvo ruzmarinske, elaginske i
5-O-feruloilkininske kiseline, kao i prisutnost epikatehina, miricetina i katehina (Savi¢ i dr.,
2015). U studiji u kojoj su ekstrakti korena gaveza bili dobijeni primenom maceracije sa smeSom
etanol/voda, pored ruzmarinske i kafeinske kiseline, identifikovana je i salvianolna kiselina A, B,
C il (Trifan idr., 2018). Smatra se da je za farmakolosku aktivnost gaveza znacajna ruzmarinska
kiselina, estar kafeinske i 3,4-dihidroksifenil mle¢na Kiselina (Staiger, 2012). Ruzmarinska
kiselina pokazuje kako antioksidativno, tako i antiinflamacijsko delovanje (Ito i dr., 1998;
Chlopc¢ikova i dr., 2004). Pored toga ima i svojstvo da helira metalne jone, inhibira HIV-1, a
ispoljava i antihepatiti¢ku i antitumornu aktivnost (Swarup i dr., 2007; Tepe i dr., 2007).

Duan i dr. (2018) su ispitivali i dokazali antioksidativnu i antidijabetsku aktivnost polisaharida
izolovanih iz korena gaveza. Regenerativno dejstvo gaveza se vezuje za purinski heterocikli¢ni
derivat, alantoin, prisutan u korenu gaveza u koncentraciji od 0,6-4,7% (Dennis i dr., 1987).
Alantoin je aktivator celijskog rasta, podstice regeneraciju vezivnog tkiva, kostiju i hrskavice.
Studije na zivotinjama su pokazale smanjenje edema kod pacova pomocéu korena gaveza i
povecanje broja fibroblasta i kolagenskih vlakana kod lezija pacova pomocu listova gaveza
(EMA/HMPC/572844/2009). Ispitivani su i antiproliferativni efekti vodenih i etanolnih ekstrakata
listova gaveza, dobijenih primenom konvencionalnih tehnika ekstrakcije (Alkan i dr., 2014). Oba
ekstrakta su pokazala antiproliferativnu aktivnost na 3T3 ¢elijama fibroplasta Swiss albino misa.
Tanini pirokateholskog tipa koje gavez sadrzi (2,4%) deluju antiinflamacijsko (Staiger, 2012).
Dosadasnji rezultati istrazivanja gaveza i nacina njegove upotrebe potvrduju da gavez modifikuje
upalni odgovor organizma, te podstice sintezu kolagena. S druge strane, koren gaveza sadrzi
0,2-0,4% toksi¢nih alkaloida pirolizidinske strukture, od kojih je najdominantniji likopsamin
(Coulombe Jr., 2003). Prisutni su i intermedin, simfitin, simlandin i ehimidin, koji pri duzoj
upotrebi ispoljavaju hepatotoksi¢no, kancerogeno i mutageno delovanje u eksperimentima na
pacovima (Mei i dr., 2010). Svi toksi¢ni pirolizidinski alkaloidi su derivati 1-hidroksimetil-1,2-
dehidropirolizidina esterifikovani na polozajima C1 i C7 (Stewart i Steenkamp, 2001). Kod ljudi
se dugotrajna izlozenost gavezu manifestuje kao veno-okluzivna bolest koju karakterise akutno
ostecenje jetre, koje se u nekim slucajevima razvija u cirozu (Prakash i dr., 1999). Zbog
hepatotoksi¢ne i hepatokancerogene aktivnosti pirolizidinskih alkaloida i njihovih N-oksida,
primena fitopreparata na bazi gaveza je ograni¢cena (EMA/HMPC/572844/2009). Dermalna
apsorpcija alkaloida gaveza nije izrazena, te je primena preparata gaveza u formulacijama za
spoljnu upotrebu, na neoste¢enoj kozi, bezopasna.
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2.2.  Crnidud (Morus nigra L.)

Crni dud (Morus nigra L.) (Tabela 2) je spororastuca listopadna drvenasta biljka koja raste u
umerenim suptropskim i tropskim krajevima (Slika 2). Poreklom je iz zapadne Azije, a raste u
Citavoj Evropi. Cveta u maju i junu, a sazreva u avgustu, kada se i bere. Otporan je na mrazeve i
susu, jer ima jako razvijen koren. Plodovi duda sazrevaju tokom duzeg vremenskog perioda, za
razliku od drugog voca ¢iji plodovi sazrevaju odjednom. Na nasim prostorima dud se sadi
uglavnhom duz puteva, po parkovima, ivicama parcela, oko vinograda, po dvoristima, itd.
(Chevallier, 1996).

Tabela 2. Sistematski polozaj M. nigra.

Carstvo Plantae
Razdeo  Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida

Red Rosales
Familija Moraceae
Rod Morus

Vrsta Morus nigra

Slika 2. Morus nigra L.

Hemijski sastav i dejstvo crnog duda

Poslednjih nekoliko godina, biljke roda Morus su predmet brojnih istrazivanja zbog svojih
viSestrukih bioloskih i fizioloskih efekata, kao $to su antimutageni, hipoglikemijski, hipotenzivni
i diureticki (Song i dr., 2009). Gotovo svi delovi se primenjuju u tradicionalnoj medicini. Plod se
uglavnom koristi kod upalnih procesa i za zaustavljanje krvarenja, kora protiv zubobolje, a listovi
u lecenju dijabetesa, infekcija urinarnog trakta i koze (Volpato i dr., 2011). Listove crnog duda su
koristile zene u menopauzi kao zamenu za konvencionalnu hormonsku terapiju (Miranda i dr.,
2010). Plod crnog duda je bogat ugljenim hidratima, masnim kiselinama i vitaminima (C, E, B2)
(Imran i dr., 2010). Prisutni su i proteini, dijetetska vlakna, antocijani i druga polifenolna
jedinjenja, od kojih su najzastupljenije p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, vanilinska i
hlorogenska kiseline (Memon i dr., 2010). U korenu crnog duda identifikovani su moracin N,
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kuvanon H, mulberofuran G, morahalkon A, oksirezveratrol-3'-O-p-D-glukopiranozid i
oksirezveratrol-2-O-p-D-glukopiranozid, povezani sa inhibitornim delovanjem na tirozinazu
(Zheng i dr., 2010). U ekstraktima lista duda dobijenim primenom ultrazvu¢nog tretmana i smese
metanol/voda, identifikovane su fenolne kiseline jakog antioksidativnog dejstva (Memon i dr.,
2010). Dominantne su bile vanilinska, hlorogenska, p-hidroksibenzoeva, siringinska,
p-kumarinska i m-kumarinska kiseline. U drugoj studiji u vodeno-alkoholnom ekstraktu lista
M. nigra ustanovljeno je prisustvo kafeoilkininske, kininske i kafeinske kiseline, derivata
kvercetina i kaempferola, i dr. (Sdnchez-Salcedo i dr., 2016). Takode je zabeleZeno i prisustvo
galne, protokatehinske, kafeinske, hlorogenske, B-rezorcilne i p-kumarinske Kiseline. U
ekstraktima lista duda dobijenim primenom ekstrakcije subkriticnom vodom (Nasti¢ i dr., 2018),
pored navedenih jedinjena detektovani su i rutin, katehin, epikatehin i naringin. U etanolnom
ekstraktu lista crnog duda, De Freitas i dr. (2015) identifikovali su hlorogensku kiselinu, rutin i
izokvercetin. Navodi se da list M. nigra sadrzi i zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, gde su
palmitinska, linolna i linolenska kiselina najdominantnije (Radojkovi¢, 2012). Prisustvo n-3 i n-6
masnih kiselina ukazuje na potencijalnu antiinflamacijsku, antitromboti¢nu, antiaritmijsku,
hipolipidemi¢nu i vazodilatatornu aktivnost duda (Simopoulos, 1999). Smatra se da su n-3 masne
kiseline efikasne u prevenciji bolesti srca, hipertenzije, dijabetesa tipa 2, reumatoidnog artritisa,
ulcerativnog kolitisa i hroni¢no opstruktivne plué¢ne bolesti (Iso i dr., 2002; Tapiero i dr., 2002).
Pored toga, u etanolnom ekstraktu lista duda dokazano je prisustvo makro- i mikroelemenata od
kojih su najzastupljeniji bili kalcijum, magnezijum, gvozde, bor, cink, bakar i mangan
(Radojkovi¢, 2012). U listu crnog duda identifikovani su i germanikol, betulinska kiselina i
[-sitosterol koji pripadaju klasi triterpena i steroida, potencijalno odgovornih za antiinflamacijsku
aktivnost (Padilha i1 dr., 2010). Antiinflamacijska svojstva betulina dokazana su na
eksperimentalnim modelima karagenan- i serotonin-indukovane upale $apa i usiju kod miseva (Del
Carmen Recio i dr., 1995; Mukherjee i dr., 1997). Dokazano je i da PB-sitosterol poseduje
antiinflamacijska aktivnost, sli¢nu aktivnosti hidrokortizona kada se daje intraperitonealno (Gupta
i dr., 1980).

2.3. Tre$nja (Prunus avium L.)

Tre$nja (Prunus avium L.) (Tabela 3) je visoko listopadno drvo (preko 10 m), koje pripada
porodici ruza (Rosaceae) (Slika 3). Divlja tresnja raste u meSovitim brdskim Sumama u Evropi,
zapadnoj Aziji i Severnoj Africi. U 8. veku pre nove ere tresnja je kultivisana na podrucju danasnje
Turske 1 Gréke. Danas se Sirom sveta u podruc¢jima umerene klime uzgajaju mnogobrojne sorte
(oko 2000) tresanja. Tre$nja je mezofilna vrsta, raste na dubokom, plodnom i rastresitom zemljistu.
Privredni znacaj treSnje se prvenstveno ogleda u velikoj upotrebnoj vrednosti njenih plodova.
Tehnoloske osobine plodova tresnje, u prvom redu zavise od sorte, a zatim i od stepena zrelosti i
vremenskih prilika koje su vladale u periodu sazrevanja plodova. Kao jedno od sortnih svojstava
tresnje navodi se duzina peteljke koja predstavlja osnov za pravilnu determinaciju sorte (Mitrovic,
1982). Poslednjih godina, osim plodova, sve ve¢i znac¢aj dobijaju i peteljke i listovi tresnje, kao
industrijski otpad bogat bioloski aktivnim jedinjenjima.
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Tabela 3. Sistematski polozaj P. avium.

Carstvo Plantae
Razdeo  Magnoliophyta
Klasa Rosopsida

Red Rosales
Familija Rosaceae
Rod Prunus

Vrsta Prunus avium

Slika 3. Prunus avium L.

Hemijski sastav i dejstvo tre$nje

Plod tresnje karakteriSe atraktivan izgled, ¢vrstina, visoka nutritivna vrednost i bogat sladak
ukus (Bastos i dr., 2015) zbog ¢ega se uglavnom konzumira kao sveze voc¢e. Manji deo se preraduje
u voc¢ne sokove, dzemove, mermeladu ili kompote. Plod tre$nje je najbogatiji ugljenim hidratima
(glukoza, fruktoza, saharoza) i organskim kiselinama (jabucna, limunska, mle¢na, oksalna
kiselina) (Usenik i dr., 2008; Pacifico i dr., 2014). Tresnja je takode i dobar izvor vitamina Ai C,
minerala i flavonoida, a bogata je pigmentima ksantofilom, luteinom i zeaksantinom (Yigit i dr.,
2009; Schmitz-Eiberger i Blanke, 2012). Sadrzaj i sastav polifenolnih jedinjenja u plodu, posebno
antocijana, varira izmedu sorti (Usenik i dr., 2008.), a pod uticajem je i faktora spoljne sredine kao
Sto su svetlost, temperatura i uslovi kultivacije (Wani i dr., 2014). Antocijani tre$nje usporavaju
razvoj kardiovaskularnih bolesti i proces starenja (Kong i dr., 2003). Neki od ostalih flavonoida
identifikovanih u plodu tresnje su rutin, kvercetin, kampferol, katehin, epikatehin i fenolne kiseline
(hlorogenska i neohlorogenska) (Casagrande i Darbon, 2001). Istrazivanja su pokazala da treSnje
povoljno deluju kod dijabetesa tako $to snizavaju nivo Secera u krvi. Osim toga, snizavaju nivo
holesterola u lipoproteinima male gustine (eng. Low-density Lipoprotein, LDL) i doprinose
prevenciji karcinoma debelog creva (Song i dr., 2016). Kostice treSanja predstavljaju nusproizvod
koji ima veliki sadrzaj esencijalnih masnih kiselina, posebno linolne i oleinske. Osim masnih
kiselina, u sastav kostica tre$nje ulaze i karotenoidi, fitosteroli te vrlo vazan antioksidant skvalen.
Ova jedinjenja imaju znac¢ajan potencijal primene u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji (Gornas i dr., 2016). Kostica treSnje takode sadrzi tokoferole, vlakna i fenolna jedinjenja,
ali i toksi¢ne cijanogene glikozide (E Santos i dr., 2014). Caj od peteljki tresanja se koristi u
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alternativnoj medicini protiv upale mokra¢nih puteva, bolesti jetre i Zzuéi, i u tretmanu
gastrointestinalnih tegoba, edema i hipertenzije (Hooman i dr., 2009). U jednoj studiji ispitivan je
diureticki efekat peteljki treSanja u prahu na 13 zdravih ispitanika kod kojih je zapazeno povecéanje
volumena urina (Hooman i dr., 2009). Neka od istrazivanja upucuju i na antimikrobna svojstva
ekstrakta peteljki treSnje. Ekstrakti dobijeni primenom etil-acetata kao rastvaraca pokazale su
znatno veée antimikrobno delovanje u odnosu na ekstrakte koji su dobijeni pomo¢u nekih drugih
rastvaraca (Radovanovic¢ i dr., 2013). Iako su peteljke treSnje poznate u tradicionalnoj medicini,
jako je malo podataka u literaturi o njihovom fitohemijskom sastavu. Bursal i dr. (2013) su
odredivali sadrzaj fenolnih jedinjenja u ovom biljnom otpadu, dok su se Bastos i dr. (2015) bavili
detaljnijom karakterizacijom peteljki treSnje odredujuci slobodne Secere, organske Kiseline, masne
kiseline i tokoferole. Peteljke treSnje obiluju taninima, organskim kiselinama, flavonoidima,
Secerima i mineralima. U studiji koju su izveli Svarc-Gaji¢ i dr. (2018), ekstrakti dobijeni
primenom subkriticne vode su karakterisani gasno-masenom hromatografijom nakon primene
optimizovanog protokola za DLLME (disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija) uz istovremenu
derivatizaciju. Definisani protokol omogucio je identifikaciju razli¢itih klasa jedinjenja. Ekstrakti
su bili bogati organskim i fenolnim kiselinama, aldehidima, masnim kiselinama i proizvodima
razgradnje lignina.

2.4. Bioloski aktivna jedinjenja

Bioloski aktivna jedinjenja se mogu definisati kao skup prirodnih i/ili sintetskih esencijalnih i
neesencijalnih supstanci, koje uti¢u na razli¢ite funkcije u ljudskom i zivotinjskom organizmu.
Prirodna organska bioaktivna jedinjenja mogu biti biljnog, zivotinjskog i mikrobnog porekla.
Biljni svet, kao najznacajniji resurs bioloski aktivnih jedinjenja, predmet je ispitivanja mnogih
nauénih oblasti. Ispitivanje bioloSke aktivnosti i hemijska karakterizacija do sada neispitanih
biljnih vrsta su od izuzetnog naucnog i prakticnog interesa, jer vode ka novim izvorima bioloski
aktivnih jedinjenja koji postaju modeli savremenih farmaceutika. Blagotvorno dejstvo biljaka na
zdravlje ljudi pripisano je raznovrsnim jedinjenjima razlic¢ite strukture i bioloske aktivnosti
(Slika 4), od kojih su najispitaniji polifenolna jedinjenja, terpenoidi, proteini, itd.

10



NatasSa Nastic¢

Doktorska disertacija

TN
Bioaktivna
jedinjenja
Fenolna /i\ Ugljenihidrati F_’ﬁtLe_‘mi,_ /i\ /i\ .
jedinjenja Lipidi i derivati aminokiseline Minerali Terpenoidi
N N N i derivati N N
c \ezasicene i Am@elin o .
Flavonoidi masne Oligosaharidi o Ca Karotenoidi
N kiseline N ~ N N
Eorol 2N 2N D Za N N N
kiesr:ecl)igg Fitosteroli Polisaharidi Indoli Se Tokoferoli
N N N N N ~_
Lignani Fosfolipidi Askizg?i'ggka Folati Zn Saponini
N N NGy N N ~_
2N L~ 2N 2N
Kumarini Izotiocijanati K Tokotrienoli
N N N ~_
L~ L~
Cu Terpeni
N ~_

Slika 4. Bioaktivna jedinjenja biljaka.

2.4.1. Fenolna jedinjenja

Sekundarni metaboliti biljaka su jedinjenja niske molekulske mase koja nisu neophodna za
opstanak biljke, ali vrse vazne funkcije unutar iste. Fenolna jedinjenja ¢ine jednu od glavnih grupa
sekundarnih metabolita biljaka i obuhvataju Sirok spektar jedinjenja, od najjednostavnijih, kao $to
su fenolne kiseline, do visoko polimerizovanih komponenata, kao $to su tanini (Lin i dr., 2016).
Biljke ih sintetiSu tokom svog normalnog razvoja, a mogu imati razli¢ite funkcije, kao $to je
privlacenje insekata radi oprasivanja ili zastita od patogena (fitoaleksini). Prirodna fenolna
jedinjenja takode ucestvuju u mehanizmima zastite od UV zracenja, u procesima rasta i
reprodukcije, pruzaju zaStitu od predatora, a doprinose 1 pigmentaciji biljke, izmedu ostalog.
Sadrzaj ovih jedinjenja pod odredenim stresnim uslovima se moze povecati u biljci, na primer
usled infekcije patogenom ili parazitom, izlozenosti visokim temperaturama i susi, atmosferskom
zagadenju ili UV zraenju. Osim toga, drugi faktori kao $to su tehnika kultivacije, uslovi uzgoja,
proces sazrevanja, kao i uslovi prerade i skladistenja mogu uticati na sadrzaj ovih jedinjenja u
biljkama (Wani i dr., 2014).

Fenolna jedinjenja se u biljci mogu naci u slobodnom obliku, ali najcesc¢e su u konjugovanoj
formi, odnosno u obliku glikozida sa razli¢itim Secernim ostacima ili u obliku kompleksa sa
organskim kiselinama, aminima, lipidima, ugljenim hidratima i drugim polifenolnim jedinjenjima.
Iako je glukoza Secer koji se najvise jedini sa polifenolima, u biljkama su prisutni i glikozidi
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galaktoze, ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronska i galakturonska kiseline (Borras
Linares, 2013).

Fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati na osnovu njihove hemijske strukture (Slika 5).

—  Flavonoidi —|  Flavandioli
— Ksantoni — Flavanoli
— Stilbeni — | Dihidrohalkoni
—  Polifenoli |- Antrahinoni — | Proantocijanidini
— Lignani —| Antocijanidini
P — Lignini S | lzoflavonoidi
(U o — -6 -
c S Hifrolizovani c H . .
> CI_J‘ tanini O 1| Dihidroflavonoli
c S | >
& 8 — Fenolne kiseline L Biflavonoidi
— |
—{ Benzokinoni Flavonoli
_ —  Acetofenoni - Auroni
| | Jednostavni | |
fenoli . .
— Fenolpropeni B Flavoni
Kumarini, - .
| Izokumarini Halkoni
- Naftokinoni Flavanoni

Slika 5. Klasifikacija fenolnih jedinjenja na osnovu njihove hemijske strukture.

2.4.2. Terpenoidi

Terpenoidi su velika grupa sekundarnih metabolita prisutnih u mnogim Zivim organizmima.
Oni imaju raznovrsnu hemijsku strukturu i biolosku aktivnost. Terpeni pripadaju klasi izoprenoida,
jedinjenja lipofilnog karaktera, Cije se strukture mogu izvesti primenom tzv. ,,izoprenskog pravila“
koje je postavio Wallach, po kojem se struktura svih terpenoida moze izvesti ,,glava-rep*
vezivanjem izoprenskih, C5-jedinica (Wallach, 1914). U zavisnosti od broja izoprenskih jedinica,
dele se na hemi- (C5), mono- (C10), seskvi- (C15), di- (C20), sester- (C15), tri-(C30) i tetraterpene
(C40) (Slika 6).

12
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Hemiterpeni « tiglinska, angelinska kiselina i dr.

* mircen, ocimen, citronelal, citronelol, geraniol, nerol, linalol,
citral, limonen, terpinolen, a-terinolen, y-terpinen, a- i -
felandren, a-tujen, sabinen, 3-3-karen, a-pinen, kamfor, B-pinen,
borneol i dr.

Monoterpeni

« farnezol, nerolidol, humulen, germakren, kariofilen, azulen,
gvajol, B-selinen, kadalen, kadinen, kedren, kedrol,
seskviterpenske laktoni: artemizin, santonin, partenolid,
alantolaktonin, helanalin i dr.

Seskviterpeni i derivati

. L « geranilgeraniol, geranillinalol, fitol, abietinska kiselina,
Diterpeni i derivati podokarpna kiselina, filokladen, kauren, steviol, kafestol,
diterpeni mikrobioloskog porekla (giberelini) i dr.

« geranilfarnezol, geranilnerolidol, opiobolin, gaskardinska

Sesterpeni kiselina i dr.

- triterpeni - skvalen, ambrein, onocerin, lanosterol, oleanolna
kiselina, B-amirin, a-amirin, cerin, fusidinska kiselina i dr.

- steroidi - fitosteroli, sapogenini, steroidni alkaloidi, aglikoni
kardiotoni¢nih heterozida i dr.

Triterpeni, steroidi i derivati

« karotenoidi, biksin, kapsantnin, kapsorubin, krocetin, krocin,

Tetraterpeni i derivati fukoksantin i dr.

Slika 6. Klasifikacija terpena na osnovu broja izoprenskih jedinica.

Monoterpeni su isparljiva jedinjenja i glavni su konstituenti etarskih ulja (Pichersky i
Gershenzon, 2002). U prirodi ova jedinjenja predstavljaju integralni deo odbrambenog mehanizma
biljke od patogena. Monoterpeni, kamfor, pinen, cineol, poznati su po svom antimikrobnom,
hipotenzivnom, antiinflamacijskom, antipruriti¢cnom, antiplazmodialnom i antikandidalnom
delovanju, zbog ¢ega se upotrebljavaju u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji
(Mahmoud i Croteau, 2002). Seskviterpenski laktoni se nalaze u mnogim lekovitim biljkama gde
nastaju kao odgovor na napade mikroorganizama. Isparljivi seskviterpeni ulaze u sastav etarskih
ulja, dok neisparljivi imaju izrazitu farmakolosku aktivnost (Ahmed i Abdelgaeil, 2005; Saroglou
i dr., 2005). Diterpeni izolovani iz razli¢itth biljnih vrsta pokazuju antioksidativnu,
antikoagulantnu, antihipertenzivnu, antifibroti¢nu i antivirusnu aktivnost (Topcu i Goren, 2007).
Uloga diterpena je ¢esto insekticidna ili repelentna. Ostali diterpeni, kao §to su giberelini, Su
znacajni biljni hormoni koji uticu na regulaciju rasta.

Tokoferoli i tokotrienoli su izomeri vitamina E koji se u prirodi nalaze u ¢etiri oblika (a., B, y, d).
SintetiSu ih biljke i drugi fotosintetski organizmi, a razlikuju se po bioloskoj raspolozivosti,
fizioloskim i hemijskim osobinama. Veoma vazne bioloske uloge tokoferola su sposobnost
hvatanja lipidnih peroksil-radikala, kao i prekidanje ili zaustavljanje lan¢ane reakcije peroksidacije
lipida (Wolf i dr., 1998). Zbog veoma izrazenog antioksidativnog dejstva, smatra se da je uticaj
a-tokoferola u sprecavanju hroni¢nih bolesti neosporan (Kumar i dr., 2009). Nasuprot
a-tokoferolu, y-tokoferol je snazan nukleofil koji uklanja elektrofilne mutagene u lipofilnim
delovima celija $tite¢i ih od raznih ostec¢enja (Brigelius-Flohe i Traber, 1999).
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Saponini su glikozidi velike molekulske mase, koji se sastoje iz SeCera povezanog sa
triterpenom ili steroidnim aglikonom. Secerni deo uglavnom &ine galaktoza, glukoza, glukuronska
kiselina, metilpentoza, ksiloza i/ili ramnoza. U biljkama se saponini naj¢es¢e nalaze u obliku
triterpenskih saponina. Relativno visoka koncentracija saponina u biljkama, oko 30%, ukazuje na
¢injenicu da imaju karakter depoa. Saponini poseduju brojna bioloSka svojstva, kao Sto su
antiinflamacijska (Sirtori, 2001; Wei i dr., 2004), anti-HIV-1 proteazna (Yang i dr., 1999) i
citotoksi¢na aktivnost (Fu i dr., 2006). Nedavne studije su pokazale da saponini mogu preventivno
da uti¢u na pojavu kardiovaskularnih bolesti (Jimenez-Ramos i Chavez-Santoscoy, 2016; Singh i
Chaudhuri, 2018).

Karotenoidi su siroko rasprostranjena grupa biljnih pigmenata rastvorljivih u mastima.
Sastavljeni od osam izoprenskih jedinica, a podeljeni su u dve strukturne grupe: karotene i
ksantofile. Ksantofili u svom sastavu pored ugljenika i vodonika imaju i kiseonik i to najcesc¢e u
keto ili hidroksi formi (lutein, zeaksantin). Brojne epidemioloske studije su utvrdile da je unos
hrane bogate karotenoidima u korelaciji sa smanjenim rizikom od nekoliko degenerativnih
poremecaja, ukljucujuéi razna kardiovaskularna i oftalmoloska oboljenja (Mayne, 1996).
Preventivni efekti karotenoida su povezani sa njihovom antioksidativhom aktivnosc¢u, delujuci na
aktivne kiseoni¢ne vrste, deaktiviraju¢i ih i sprecavaju¢i da formiraju nove radikale (Shahidi i
Zhong, 2005). Ustanovljeno je da p-karoten smanjuje rizik od odredenih vrsta kancera i efektivno
deluje u prevenciji koronarnih oboljenja (Mayne, 1996).

2.43. Lipidi

Lipidi predstavljaju rezervne energetske materije u biljkama neophodne za rast, reprodukciju i
kretanje. Za ¢oveka oni predstavljaju izvor liposolubilnih vitamina, esencijalnih masnih kiselina i
raznih mikro komponenata, a imaju i odredene fizioloske i biohemijske funkcije (modulatori
¢elijskih odgovora i gena) (Leonarduzzi i dr., 2000). Do sada je poznato vise razlicitih aktivnosti
lipida kao $to su antioksidativna (Ponphaiboon i dr., 2018), antimikrobna (Radulovi¢ i dr., 2011),
antiaterogena (Orekhov i Panossian, 1994) i neuroprotektivna (Wang i dr., 2018). Mnogobrojna
in vitro istrazivanja su potvrdila pozitivan efekat odredenih lipida na spreCavanje razvoja raka
dojke i prostate, metabolizam lipoproteina, i razvoj kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
bolesti i artritisa (Rubba i lannuzzi, 2001; Serini i dr., 2018). Studije uticaja polinezasi¢enih
masnih kiselina na razli¢ite patoloske promene su pokazale antipsoriati¢ki, antidijabetski i
antiinflamacijski efekat (posebno u lecenju upale zglobova), kao i veoma pozitivan zastitni efekat
na kozu (Dogra i dr., 2018). In vivo ispitivanjima je utvrdeno da cis-nezasi¢ene masne Kiseline,
kao sto su linolna, a-linolenska i oleinska kiselina, snizavaju koncentraciju LDL holesterola i
triglicerida u plazmi, pri ¢emu pokazuju neznatan efekat na koncentraciju holesterola u
lipoproteinima velike gustine (eng. High-density Lipoprotein, HDL) (Hornstra, 1999).

Fosfolipidi su po hemijskom sastavu diestri fosforne kiseline sa aminoalkoholima ili sa
polialkoholima. Fosforna kiselina esterifikovana je derivatom glicerola (najcesce
diacilglicerolom), ili sa holinom, etanolaminom ili serinom. Fosfolipidi imaju niz veoma vaznih
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funkcija u organizmu, posebno u transferu masnih kiselina i proteina u plazmi (Vance i Vance,
2002). Studije su pokazale da fosfolipidi deluju kao antioksidanti, ispoljavaju sinergizam sa
tokoferolima i fenolnim komponentama, uticu na poboljsanje funkcija memorije i imunoloskih
funkcija organizma (Hidalgo i dr., 2005; Zhou i dr., 2018).

Biljni steroli (fitosteroli) predstavljaju esencijalne sastojke biljnih ¢elijskih membrana.
Najcesca klasifikacija fitosterola je prema polozaju dvostruke veze u jezgru sterola (A5-steroli i
A7-steroli). Veéina biljaka sadrzi A5-fitosterole, a najzastupljeniji su kampesterol, stigmasterol i
sitosterol, dok su predstavnici A7-sterola, A7-avenasterol, A7-kampesterol, A7-sitosterol,
A7-spinasterol i A7-stigmasterol (Cossignani i dr., 2018; Moreau i dr., 2018). U biljkama se
fitosteroli nalaze u formi sterol-estara (uglavnhom sa masnim kiselinama), kao sterol-glikozidi i
acilovani sterol-glikozidi. Mnogobrojnim objavljenim studijama je potvrdeno da fitosteroli
pozitivno uti¢u na snizavanje ukupnog i LDL holesterola, krvnog pritiska, i povoljno deluju u
prevenciji raka debelog creva, dojki i raka prostate (Awad i Fink, 2000; Trautwein i Demonty,
2007; Moreau i dr., 2018).

2.5. Ekstrakcione tehnike

Izolovanje, razdvajanje i identifikacija bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora predstavlja
vrlo slozen zadatak. Efikasno izdvajanje, odnosno ekstrakcija predstavlja prvi korak u
identifikaciji ciljnih jedinjenja. U osnovi, svi ekstrakcioni postupci imaju za cilj da selektivno
ekstrahuju ciljna bioaktivna jedinjenja. U vezi sa tim, objavljene su brojne studije o primeni
razliCitih ekstrakcionih tehnika za izolovanje razlicitih klasa bioloski aktivnih jedinjenja iz biljnog
materijala (terpeni, vitamini, karotenoidi, masne kiseline i dr.). Pri projektovanju procesa za
izolovanje bioaktivnih jedinjenja klju¢ni faktori su prinos ekstrakcije, selektivnost i stabilnost
ciljnih jedinjenja (Ivanovi¢, 2011). Prinos ekstrakcije je direktno povezan sa ekonomskom
odrzivos$éu odabranog industrijskog procesa, dok se selektivnost odrazava na kvalitet i ¢istocu
zeljenog finalnog proizvoda.

Na efikasnost i selektivnost procesa ekstrakcije u najvecoj meri uti¢u priroda biljnog
materijala, rastvara¢, temperatura, pritisak, vreme i pH, kao i fizicko-hemijska svojstva samih
ciljnih jedinjenja (Svarc-Gaji¢, 2012). Heterogenost uzoraka predstavlja problem ne samo u
analitickom postupku, vec¢ i pri projektovanju industrijskih procesa. Efekti matriksa znac¢ajno uti¢u
na efikasnost ekstrakcije i spadaju u najmanje razjasnjene fenomene u ovim procesima. Analiti
dobro rastvorni u primenjenom rastvaratu mogu biti zarobljeni u matriksu uzorka razli¢itim
mehanizmima, $to negativno utice na efikasnost ekstrakcije. Ovi fenomeni objasnjavaju razlicitu
efikasnost ekstrakcije istog analit/rastvara¢ sistema u razli¢itim uzorcima. Zbog kompleksnosti
matriksa uzoraka, analiticki postupak gotovo uvek obuhvata i korak pre¢is¢avanja, sto dodatno
otezava razvoj analiticke metode, a i poskupljuje sam industrijski proces Ciji je osnovni cilj
skracenje vremena obrade biljnog materijala i usteda energije (Svarc-Gaji¢, 2012).
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2.5.1. Konvencionalne ekstrakcione tehnike

lako je fokus savremenih istrazivanja usmeren ka razvoju novih ekstrakcionih tehnika, i dalje
su u industrijskim uslovima najzasupljenije konvencionalne ekstrakcione tehnike. Prisutne su
brojne konvencionalne ekstrakcione tehnike koje se mogu primeniti za izolovanje bioloski aktivnih
jedinjenja iz biljnog materijala, kao $to su Soxhlet ekstrakcija, maceracija i hidrodestilacija.
Prilikom odabira odgovaraju¢e ekstrakcione tehnike potrebno je voditi rac¢una o toksi¢nosti
rastvaraca i selektivnosti procesa, kao i 0 moguénostima degradacije bioaktivnih jedinjenja
(Ivanovi¢, 2011). Konvencionalne ekstrakcione tehnike karakterise veliki utrosak biljnog
materijala i organskih rastvaraca, nedovoljna selektivnost organskih rastvaraca i dugo vreme
ekstrakcije, ¢inec¢i ove procese nepogodnim sa aspekta odrzivog razvoja. Znacaj konvencionalnih
ekstrakcionih tehnika se ogleda u implementaciji novih procesa, sluze¢i kao referentne tehnike u
odnosu na koje se procenjuju prednosti novouvedenih tehnologija.

2.5.1.1. Maceracija

Konvencionalna ¢vrsto-te¢na ekstrakcija se ¢esto naziva i maceracija, a podrazumeva difuzioni
proces tokom kojeg jedna ili vise komponenata, na osnovu razlike u rastvorljivosti i raspodeli,
prelazi iz &vrstog materijala u te¢ni rastvaraé. Cvrst porozan materijal se dovodi u kontakt sa
te¢nim rastvara¢em na sobnoj temperaturi, pri ¢emu rastvara¢ prodire u pore ¢vrstog materijala. U
opstem slucaju, maceracija se sastoji od tri odvojena procesa:

1) desorpcija analita, odnosno raskidanje veza analita sa komponentama matriksa,

2) difuzija analita kroz pore C¢vrstog matriksa sve do dostizanja grani¢ne povrSine
matriks/rastvarac i

3) solvatacija analita odnosno difuzija rastvorene komponente u rastvarac.

Interakcija rastvaraca sa ¢vrstim biljnim materijalom zavisi od niza faktora kao $to su oblik i
veli¢ina Cestica, hemijski sastav matriksa uzorka, njegova unutrasnja struktura, kao i veli¢ina,
odnosno, oblik pora materijala. Usitnjavanjem uzorka obezbeduje se brzi transfer mase usled
povecéanja specifiéne povrsine biljnog materijala. Previse mali srednji precnik Cestica biljnog
materijala moze dovesti do otezanog razdvajanja ¢vrste i te¢ne faze nakon ekstrakcije. Dozvoljeni
udeo sitnih ¢estica preénika manjeg od 0,5 mm je do 10%. Susenje biljnog materijala je takode
vazno jer dolazi do narusavanja Celijske strukture ¢ime se obezbeduje bolji kontakt rastvaraca sa
sadrzajem celije. Pri odredivanju lako isparljivih jedinjenja, uzorci se suse bezvodnim natrijum-
sulfatom, zbog rizika od njihovog gubitka.

Uticaj parametara ekstrakcije

Na proces maceracije utice nekoliko parametara kao S$to su 0sobine rastvaraca, odnos
droga/rastvara¢, vreme ekstrakcije, veli¢ina Cestica, sadrzaj vlage u materijalu, kao i kontakt
rastvaraca sa matriksom uzorka. Optimizacija vremena ekstrakcije, odnosa droga/rastvarac i vrste
rastvaraca, kao najbitnijih parametara, predstavlja kljucni korak procesa ekstrakcije.
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Vrsta rastvaraca direktno utice na selektivnost ekstrakcije, a prema tome i na hemijski sastav
dobijenih ekstrakata. Izbor rastvara¢a za ekstrakciju zavisi u najvecoj meri od hemijske prirode
ciljnih komponenata. Polarne supstance, sa visokim vrednostima dielektri¢ne konstante (¢), dobro
se rastvaraju u polarnim rastvarac¢ima i obrnuto. Od polarnih rastvaraca, najcesce se koriste voda,
metanol, etanol, i njihove smese, a od nepolarnih n-heksan, petroletar, dietiletar, benzen i dr.
Nedostaci primene organskih rastvara¢a su njihova toksi¢nost i zaostajanje u ekstraktu, Sto
ograni¢ava njihovu dalju primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Xia i sar., 2010).

Pored rastvaraca, odnos droga/rastvara¢ predstavlja bitan faktor u procesu maceracije, jer utice
na koncentracioni gradijent, osnovnu pogonsku silu procesa ekstrakcije. Smatra se da
koncentracioni gradijent raste sa pove¢anjem odnosa droga/rastvaraé, $to rezultira povecanjem
brzine difuzije. Pored toga, odnos droga/rastvarac uti¢e na aktivitet komponenti (Frank i dr., 1999).
Aktivitet je takode uslovljen i interakcijom komponenata koje se ekstrahuju (Tan i dr., 2011).
Prema nekim autorima, veca koli¢ina rastvaraca povecava efikasnost i prinos ekstrakcije (Buci¢-
Koji¢ i dr., 2007; Ili¢kovi¢ i dr., 2012).

Vreme ekstrakcije predstavlja bitan faktor koji je potrebno pazljivo optimizovati. Kako proces
maceracije odreduju opsti zakoni prenosa mase, duze vreme ekstrakcije obezbeduje duzi kontakt
rastvaraca i uzorka, efikasniji prenos materije, a samim tim i visi prinos ekstrakcije. S druge strane,
skracenje procesa ekstrakcije ima niz prakti¢nih prednosti, medu kojima je i ekonomski aspekt.
Stoga, razliciti aspekti se moraju uzeti u obzir prilikom optimizacije procesa maceracije s ciljem
postizanja maksimalnog kvaliteta ekstrakta uz racionalizaciju postupka.

2.5.2. Nekonvencionalne ekstrakcione tehnike évrstih uzoraka

Konvencionalne tehnike ekstrakcije se najéesce izvode upotrebom velikih koli¢ina rastvaraca
koji nisu dovoljno selektivni, tako da se u biljnim ekstraktima pored ciljnih komponenata nalaze i
smole, masne komponente, pigmenti i druge interferiraju¢e komponente. Iz ekstrakta se rastvarac¢
uklanja uparavanjem, ali u krajnjem proizvodu ipak postoji moguénost zaostajanja u tragovima.
Organski rastvaraci ¢ak i U tragovima Stetno deluje na ljudski organizam, ¢ime se ogranicava
upotreba ekstrakata dobijenih primenom konvencionalnih ekstrakcionih tehnika u prehrambenoj
ili farmaceutskoj industriji (Tiwari, 2015). Nedostaci konvencionalnih ekstrakcionih tehnika su i
dugo vreme trajanja procesa, velike koli¢ine polaznog materijala, mali prinos, nedovoljna
selektivnost i potreba za naknadnim prec¢is¢avanjem. Pored toga Cesta degradacija termolabilnih
jedinjenja uzrokuje nepozeljne gubitke.

Poslednjih decenija razvijaju se nove tehnologije pripreme biljnih ekstrakata na industrijskom
nivou, kao S§to su membranske tehnologije, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(eng. Ultrasound-Assisted Extraction, UAE), ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima (eng.
Microwave-Assisted Extraction, MAE), ubrzana ekstrakcija (eng. Accelerated Solvent Extraction,
ASE), ekstrakcija fluidima u superkriticnom stanju (eng. Supercritical Fluid Extraction, SFE), te
ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju (eng. Subcritical Water Extraction, SWE). Razvoj
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ekoloski prihvatljivih tehnologija za eksploataciju biljnog potencijala ima znacajne prednosti u
odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije, a podrazumeva smanjenje ili eliminaciju upotrebe
organskih rastvaraca, izbegavanje potrebe za dodatnim prec¢is¢avanjem i koncentrovanjem, kao i
moguénost automatizacije.

2.5.2.1. Ubrzana ekstrakcija

Ubrzana ekstrakcija se zasniva na ekstrakciji pri povisenoj temperaturi i pritisku kako bi se
rastvara¢ zadrzao u te¢nom stanju. Za ovu tehniku koriste se i drugi nazivi kao §to su ubrzana
ekstrakcija rastvaracem, ekstrakcija fluidima pod pritiskom, ekstrakcija rastvarac¢ima na
povisenom pritisku, ekstrakcija rastvara¢ima na poviSenim pritiscima i temperaturama.

Ubrzana ekstrakcija se izvodi na temperaturama od 40 do 200 °C i pritiscima od 5 do 200 bar u
statickom ili dinami¢kom rezimu (Slika 7).

Staticki
. - ventil

Pumpa

«
™

‘ ]
Ventil b

Ekstrakciona
- éelija | |
Azot
Kolektorska
celija
Rastvara¢ I Rastvara¢ II Termostat

Slika 7. Sematski prikaz sistema za ubrzanu ekstrakciju.

Sistem za ubrzanu ekstrakciju se sastoji od rezervoara za rastvarace, pumpe, boce sa azotom,
ekstrakcione celije smestene u termostatu i kolektorske celije. Osnovni operativni koraci kod
ubrzane ekstrakcije podrazumevaju predgrevanje, ekstrakciju i provodenje azota radi
kvantitativnog odvajanja ekstrakta. Cvrst uzorak se smesta u ekstrakcionu éeliju. Pojedina¢ni
rastvaraci se pumpama dovode iz razli¢itih rezervoara u mesaé¢ pre punjenja ekstrakcione celije.
Cesto se radi smanjenja uticaja vlage uzorka dodaju sredstva za susenje, kao $to su natrijum-sulfat,
dijatomejska zemlja ili celuloza. Nakon uspostavljanja radnog pritiska i temperature, sledi korak
ekstrakcije u statiCkom ili dinamickom rezimu. U statickom rezimu, uzorak i rastvaraC se
odrzavaju u kontaktu u vremenu koje programira korisnik pod konstantnim pritiskom i
temperaturom, dok u dinami¢kom rezimu rastvara¢ kontinualno prolazi kroz uzorak. Static¢ki rezim
se moze ponoviti nekoliko puta radi potpunog iscrpljenja uzorka. Dinamicka ubrzana ekstrakcija
nudi bolju efikasnost zbog konstantnog odrzavanja koncentracionog gradijenta, ali se ovaj tip
ekstrakcije retko koristi, uglavnom zbog velike potrosnje rastvaraca (Giergielewicz-Mozajska i
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dr., 2001). Kombinacija stati¢ckog i dinami¢kog rezima moze poboljsati efikasnost ekstrakcije uz
ogranicavanje potrosnje rastvaraca.

Prednosti ubrzane ekstrakcije u odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije su znatno
skracenje vremena ekstrakcije (5 do 15 min) i moguénost upotrebe Sirokog spektra rastvaraca, ¢ak
i onih koje ne ispoljavaju visoku efikasnost kod tradicionalnih tehnika ekstrakcije. Primena smese
rastvaraca predstavlja znaCajnu prednost ubrzane ekstrakcije. Uzorak moze biti ekstrahovan
razli¢itim rastvaraGima u uzastopnim ekstrakcionim ciklusima ¢ime se postize selektivna
ekstrakcija razli¢itih klasa jedinjenja. Takode, ekstrakcija se izvodi u uslovima bez kiseonika i
svetlosti, $to je ¢ini pogodnom za ekstrakciju jedinjenja koja lako oksiduju ili su osetljiva na
svetlost. Ekstrakcija je automatizovana i dozvoljava sekvencijalno izdvajanje razli¢itih klasa
jedinjenja. Pored ¢injenice da ne zahteva dodatne faze filtracije, prednost ubrzane ekstrakcije je i
mogucnost on-line kuplovanja sa nekom separacionom tehnikom. Pored navedenih prednosti,
ubrzana ekstrakcija ima nekoliko kljuénih nedostataka koji sprecavaju njenu Siru primenu. To su
relativno niska selektivnost, potreba za velikom koli¢inom rastvaraca, upotreba visokih pritisaka i
visoka cena opreme za ekstrakciju.

Prvobitno, upotreba ubrzane ekstrakcije bila je uglavnom ograni¢ena na ekstrakciju zagadujuéih
materija prisutnih u zemljistu, sedimentima i mulju otpadnih voda. Medutim, u skorije vreme, ova
tehnika se koristi i u pripremi bioloskih, farmakoloskih i prehrambenih uzoraka. Nekoliko autora
je ukazalo na efikasnost primene ubrzane ekstrakcije za izolovanje antocijanina i drugih fenolnih
jedinjenja iz razlic¢itih izvora (Cai i dr., 2016; Ciulu i dr., 2017; Figueroa i dr., 2018). U istrazivanju
Rodriguez-Solana i dr. (2015) koji su ekstrahovali etarsko ulje iz komora¢a primenom ubrzane
ekstrakcije, dobijeni su znatno visi prinosi u odnosu na konvencionalne tehnike izdvajanja etarskog
ulja. Ubrzana ekstrakcija je takode bila primenjena i za izdvajanje masnih kiselina iz makroalgi
(Otero i dr., 2018), semena lubenice (Mahla i dr., 2018), zitarica (Moreau i dr., 2003), mleka (Teng
idr., 2018) i dr.

Uticaj parametara ekstrakcije

Efikasnost ubrzane ekstrakcije u velikoj meri zavisi od primenjenih uslova ekstrakcije. Faktori
koji uti¢u na proces ubrzane ekstrakcije i koji se mogu optimizovati su veli¢ina Cestica uzorka,
zapremina, priroda rastvaraca, protok rastvarac¢a, odnos droga/rastvara¢, temperatura, vreme
ekstrakcije, rezim i broj ciklusa ekstrakcije, i pritisak. Priroda rastvaraca i temperatura imaju
najveci uticaj na efikasnost ubrzane ekstrakcije.

Uopsteno, prilikom izbora rastvaraca za ekstrakciju treba uzeti u obzir njegova fizicko-hemijska
svojstva, kao $to su tacka kljuCanja, polaritet, specificna gustina (uti¢e na penetraciju u matriks
uzoraka), kao i toksi¢nost. Polaritet rastvaraca se bira spram polarnosti ciljnih jedinjenja. U slu¢aju
da se zele ekstrahovati jedinjenja razlicite polarnosti, mesavina rastvaraca niske i visoke polarnosti
obi¢no pruza efikasnu ekstrakciju. Alternativno je moguce izvesti dve ubrzane ekstrakcije, jednu
sa nepolarnim, drugu sa polarnim rastvaracem. Ubrzana ekstrakcija se moze izvoditi sa Sirokim
spektrom rastvaraca. Jake baze i pojedine koncentrovane slabe kiseline su korozivne te ih je
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potrebno izbegavati. Samozapaljivost rastvaraca na temperaturama od 40-200 °C (npr. karbon-
disulfid, dietiletar i 1,4-dioksan) ograni¢ava primenu istih i ¢ini ih manje adekvatnim za primenu
kod ubrzane ekstrakcije. U pojedinim slu¢ajevima je moguce poboljsati efikasnost ekstrakcije
dodavanjem modifikatora, kao $to su povrSinski aktivne materije (PAM), kiseline ili baze.
Dodavanje odredenih organskih ili neorganskih modifikatora moze povecati rastvorljivost analita
U rastvaraCu, poboSljati kontakt sa matriksom uzorka, odnosno modifikovati sam matriks.
Modifikatori takode uti¢u na fizicko-hemijske osobine rastvarac¢a na poviSenoj temperaturi.

Temperatura predstavlja jedan od najvaznijih parametara koji utiCu na proces ubrzane
ekstrakcije. Povecanje temperature povecava rastvorljivost ciljnin komponenti i brzinu difuzije.
Na visim temperaturama takode dolazi do slabljenja molekulskih interakcija (Van der Valsove
sile) izmedu ciljnih komponenti i matriksa, do smanjenja viskoziteta i povr$inskog napona
rastvaraca, $to poboljSava prodor rastvarata u matriks, pospesuju¢i prenos mase. Gustina
rastvaraca opada dozvoljavaju¢i bolji kontakt sa Cesticama Cvrstog uzorka. Efekti povisenih
temperatura su brojni, dok poviseni pritisci sluze da bi se spreéilo isparavanje rastvaraca. PoviSeni
pritisci takode omogucavaju bolje prodiranje rastvaraca u pore uzorka omogucavajuéi na taj nacin
pristup ciljnim komponentama (Richter i sar., 1996). Primenom povisenih temperatura povecavaju
se rastvorljivost i prenos mase, ali dolazi i do promene selektivnosti. Pored toga, visoke
temperature mogu uzrokovati raspad termolabilnih jedinjenja (Simsek Kus, 2012).

2.5.2.2. Ekstrakcija fluidima u superkritiénom stanju

Ekstrakcijom fluidima u superkriticnom stanju prevazilaze se osnovni nedostaci
konvencionalnih tehnika, kao §to su dugo trajanje ekstrakcije, velika potrosnja toksi¢nih
rastvaraca, niska selektivnost i mali prinosi ekstrakcije. U ovoj tehnici najéesce se koriste fluidi
kao §to su propan, butan, ugljenik(IV)-oksid (CO.) i drugi. Fluidi u superkriti¢cnom stanju, na
pritisku i temperaturi iznad kriti¢nih, imaju znatno vec¢u selektivnost u odnosu na te¢ne rastvarace.
Efikasnost superkriti¢nih fluida u direktnoj je vezi sa njihovim fizicko-hemijskim karakteristikama
koje se nalaze izmedu karakteristika te¢nosti i gasova (De Melo i dr., 2014). Superkriti¢ni fluidi
se ponasaju kao vrlo gusti gasovi ili kao izuzetno pokretne tecnosti, kombinujué¢i dobre
solvatacione osobine tecnosti i brz transfer mase koji se odigrava u gasovima. U superkriticnom
stanju dinamicki viskozitet, povrsSinski napon i gustina fluida su niski, doprinoseé¢i laksoj
penetraciji u ¢vrst porozan materijal.

Prednosti ekstrakcije superkriti¢nim fluidima u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju su:

. selektivnost - podesavanje solvatacionih osobina superkriticnog fluida promenom
pritiska i temperature,

. jednostavno uklanjanje superkriticnog fluida iz ekstrakta,

. ekstrakcija komponenata visokih temperatura kljucanja na relativno niskim
temperaturama,

. ekstrakcija termolabilnih komponenata bez njihove degradacije,
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. netoksi¢nost rastvaraca (za ugljenik(IV)-oksid) i
. ocuvanje zivotne sredine (za ugljenik(1V)-oksid).

Nedostaci ekstrakcije superkriti¢cnim fluidima su:

. rad na visokim pritiscima,
. slozeno recikliranje koris¢enih rastvaraca, odnosno znatni energetski troSkovi i
. veliki investicioni troskovi za procesnu opremu.

Materijal koji se podvrgava ekstrakciji mora biti usitnjen do odredenog stepena, jer od veli¢ine
Cestica zavise efikasnost i brzina ekstrakcije. Smanjenjem veli¢ine Cestica povecava se njihova
specifi¢na povrsina i smanjuje se put koji prelazi analit, $to povecava brzinu ekstrakcije. S druge
strane, ukoliko je materijal previSe usitnjen, raste i otpor prenosu mase, a razdvajanje tecnosti i
Cvrstih Cestica je otezano (Reverchon i De Marco, 2006).

Kao rastvarac¢ za ekstrakciju superkritiénim fluidima moze se koristiti bilo koji fluid, medutim,
njegova kriti¢na tacka, toksic¢nost, troskovi i solvatacione osobine odreduju njegovu primenu.
Rastvorljivost organskih komponenata u fluidima u superkriti¢cnom stanju je bliska rastvorljivosti
u organskim rastvarac¢ima, medutim fluid ispoljava nizi viskozitet i povrsinski napon, a koeficijent
difuzije komponenata u njima je daleko ve¢i (Tabela 4).

Tabela 4. Kriti¢ne tacke pojedinih fluida.

Fluid Tem?Oegltura Pritisak (atm) Gustina (g/mL) ii:f\igglrjr:\ggjt
Eten 10,1 50,5 0,200 58
Voda 101,1 217,6 0,322 13,5
Metanol -34,4 79,9 0,272 8,9
Ugljenik(IV)-oksid 31,2 72,9 0,470 75
Etan 32,4 48,2 0,200 58
Azot oksid 36,7 71,7 0,460 7,2
SFg 45,8 37,7 0,730 55
n-buten -139,9 36,0 0,221 5,2
n-pentan -76,5 33,3 0,237 51

Najcesce koriséen rastvara¢ u ekstrakciji superkriticnim fluidima je ugljenik(IVV)-oksid pre
svega zbog netoksi¢nosti, niske cene, dostupnosti i umerenih kriti¢nih uslova. Te¢ni ugljenik(IV)-
oksid ispod kriti¢ne temperature (31,06 °C) poseduje visoku mo¢ rastvaranja, koja u maloj meri
zavisi od pritiska. Na temperaturi iznad 31,06 °C i pritisku iznad kriti¢nog (73,8 bar), menjaju se
fizicke osobine ugljenik(IV)-oksida ¢ineci ove parametre veoma znacajnim kod finog podesavanja
selektivnosti (Reverchon i De Marco, 2006). Fazni dijagram ugljenik(IV)-oksida prikazan je na
slici 8.
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Slika 8. Fazni dijagram ugljenik(IV)-oksida.

Ugljenik(IV)-oksid u superkriti¢cnom stanju (eng. Supercritical Carbon dioxide, SC-CO>) ima
osobine nepolarnog rastvaraca, te se kao takav uglavnom upotrebljava za ekstrakciju nepolarnih
komponenata, kao $to su etarska ulja, masne kiseline, jedinjenja sterolne strukture, odredeni
vitamini, voskovi, itd. Da bi se ekstrahovale umereno polarne komponente, ugljenik(IV)-oksidu
se dodaju modifikatori, kao §to su metanol, etanol, aceton, ugljen-disulfid, sumpor-dioksid,
heksan, toluen, hloroform i dr.

Prednosti ugljenik(IV)-oksida u odnosu na ostale gasove su:

. Bezbednost za Zivotnu sredinu,

. Niski kriti¢ni parametri,

. Netoksi¢nost,

. Nezapaljivost,

. Dostupnost,

. Niska cena,

. Odsustvo mirisa i ukusa, §to omogucava upotrebu u prehrambenoj industriji,
. Selektivnost,

. Mogucnost frakcionisanja i

. Lako odvajanje od ekstrakata.

Osnovni delovi supekritiénog ekstraktora ukljucuju rezervoar fluida i rezervoar ko-rastvaraca,
visokopritisnu pumpu i ekstrakcionu celiju (Slika 9). Ugljenik(IV)-oksid se zajedno sa
ko-rastvaracem komprimuje na radni pritisak koji se podeSava sistemom ventila. Superkriti¢ni
ugljenik(IV)-oksid i ko-rastvara¢ prolaze kroz ekstrakcionu celiju gde se ekstrahuju ciljne
komponente. Nakon ekstrakcije ekstrahovane komponente se odvajaju od superkriticnog fluida
dekompresijom. Ekstrahovane komponente je moguce frakcionisati postepenom redukcijom
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pritiska primenom viSe frakcionih kolektora. Nakon ekstrakcije, superkriti¢ni ugljenik(I\V)-oksid
se zajedno sa ko-rastvaracem dovodi u prvi frakcioni kolektor gde se promenom procesnih
parametara smanjuje rastvorljivost komponenata. Ekstrakt se sa jedinjenjima koja se nisu izdvojila
u prvom frakcionom kolektoru uvodi u drugi gde se temperatura i pritisak spustaju ispod kriti¢nih
uslova. Ugljenik(1V)-oksid se kao gas oslobada u atmosferu ili se vra¢a u proces do kompresora.

Automatizovan

Grejna Tkstrakciona Ventil
obloga celya
Manualni
BPR
Meraé Izmenjivac Ventil ) o
protoka Pumpa 7a toplote Grejna Frakcioni
co ' obloga kolcktor
Izmenjivac
toplote
Rashladna Otpusni
komora ventil
Pumpa za
ko-rastvarac

Rezervoar za
ko-rastvarac
CO,

Slika 9. Sematski prikaz sistema za ekstrakciju superkriti¢nim fluidima.

Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima ve¢ dugo nalazi komercijalnu primenu u raznim oblastima
farmaceutske, prehrambene i tekstilne industrije. Na industrijskom nivou, ekstrakcija
superkriti¢nim fluidima se danas primenjuje za dekofeinizaciju kafe i ¢aja, ekstrakciju hmelja,
izdvajanje nikotina iz duvana, holesterola iz jaja, itd. U prehrambenoj industriji se koristi za
proizvodnju ekstrakata paprike i za¢ina (Da Silva i dr., 2016). Za dobijanje etarskih ulja ispoljava
znacajnu prednost s obzirom na to da se izbegava dekompozicija jedinjenja koja je ¢esta kod
hidrodestilacije. Ekstrakcija superkriticnim fluidima se uspesno koristila za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz tresnje, kakao ljuske, rogaca, listova masline i dr. (Serra i dr., 2010; Taamalli i dr.,
2012; Roseiro i dr., 2013; Valadez-Carmona i dr., 2018). Razlozi sporije implementacije ove
tehnologije na industrijskom nivou su visoki inicijalni investicioni troskovi opreme i neophodnost
kompleksnijeg inzenjerskog pristupa, s obzirom da se tokom procesa Koriste relativno visoki
pritisci. Medutim, u pojedinim aplikacijama primena ekstrakcije superkriti¢nim fluidima je mnogo
ekonomic¢nija u odnosu na klasi¢ne postupke. Pojedini proizvodi visokog kvaliteta se mogu dobiti
jedino primenom ekstrakcije superkriticnim fluidima, kao §to je beskofeinska kafa (Skala i dr.,
2002).

23



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

Uticaj parametara ekstrakcije

Razli¢iti faktori, kao $to su veli¢ina Cestica, poroznost, vlaga, priroda uzorka, kao i parametri
procesa, mogu uticati na efikasnost ekstrakcije superkriticnim fluidima. Najc¢e$¢i parametri
procesa koji se optimizuju su: temperatura, pritisak, protok ugljenik(IV)-oksida, vreme ekstrakcije
i dodatak ko-rastvaraca.

Na efikasnost ekstrakcije superkritiénim fluidima najveéi uticaj ima pritisak. Kao opste pravilo,
rastvorljivost u superkriticnim fluidima se povecava sa povecanjem pritiska, Sto je direktno
povezano sa povec¢anjem gustine rastvaraca. Shodno tome, $to je veci pritisak ekstrakcije, potrebna
je manja zapremina rastvaraCa za ekstrakciju. S druge strane, temperatura kod ekstrakcija
superkriticnim fluidima predstavlja parametar koji utice i na gustinu fluida i na napon pare
jedinjenja koje se ekstrahuje. Pove¢anjem temperature do temperature bliske kriti¢noj povecava
se rastvorljivost jedinjenja. Daljim porastom temperature na nizim pritiscima smanjuje Se
rastvorljivosti jedinjenja usled smanjenja gustine superkritiénog fluida. Na umerenim i visokim
pritiscima promena gustine sa temperaturom je manje izraZzena vode¢i ka povecanju rastvorljivosti
jedinjenja. S druge strane, izobarskim povecanjem temperature povecava se napon pare lako
isparljivih jedinjenja, a i rastvorljivosti komponenata. Za slabo isparljive komponente, vise
temperature rezultiraju nizim prinosom ekstrakcije s obzirom da se rastvorljivost u ugljenik(IV)-
oksidu smanjuje sa pove¢anjem temperature.

Dodatkom ko-rastvaraca superkriti¢énim fluidima, moguce je uticati na polarnost, a samim tim
I na selektivnost fluida. U tu svrhu se koriste organski rastvaraci kao §to su etanol, metanol,
izopropanol, acetonitril, aceton, n-heksan, metilen-hlorid, a ponekad se koriste voda i biljna ulja
(De Melo i dr., 2014). Ko-rastvara¢i moraju biti mesljivi sa superkriti¢nim fluidom i obi¢no se
dodaju u udelu 1-10%. Bitno je napomenuti da i najniza koncentracija dodatog ko-rastvarac¢a utice
na kritiéne parametre, §to se mora uzeti u obzir pri podesavanju procesnih uslova (Svarc-Gaji¢,
2012). Izbor ko-rastvaraca zavisi od prirode komponenata koje se ekstrahuju. U prehrambenoj
industriji etanol je najcesce koris¢en ko-rastvara¢, kako zbog svoje umerene polarnosti, tako i zbog
toksic¢nosti (Skala i dr., 2002). Upotreba drugih organskih rastvara¢a moze znatno uticati na porast
prinosa, medutim, nakon ekstrakcije potreban je dodatni korak prec¢is¢avanja da se odvoji zaostali
rastvarac. Problem predstavlja zaostatak toksi¢nih rastvaraca u ekstraktu, §to umanjuje kvalitet i
trzi$nu vrednost proizvoda. S obzirom da vecina biljnih uzoraka sadrzi vezanu vodu (do 10%), pre
izvodenja ekstrakcije superkriticnim fluidima potrebno je suSenje uzorka $to poskupljuje sam
tehnoloski proces. Ko-rastvaraci se mogu uvesti u ekstrakcioni sistem na dva naéina, a svaki ima
odredene nedostatke. Ko-rastvara¢ pomesan sa fluidom uz pomo¢ procesne pumpe i u komori za
mesanje, unosi rizik od kontaminacije pumpe. S druge strane, direktnim dodatkom ko-rastvaraca
na uzorak pre ekstrakcije u dinamickoj ekstrakciji dolazi do njegovog brzog iscrpljenja.
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2.5.2.3. Ekstrakcija vodom u subkriti¢cnom stanju

Voda predstavlja jeftin i ekoloski prihvatljiv rastvara¢ ¢ija se svojstva mogu znac¢ajno menjati
promenom pritiska i temperature. Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju se izvodi na
temperaturama izmedu 100 (tacka kljucanja) i 374 °C (kriti¢na tacka) i pritiscima dovoljno visokim
da se odrzi te¢no stanje vode (Slika 10) (Svarc-Gaji¢, 2012).
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Slika 10. Fazni dijagram vode.

Sa povecanjem temperature dolazi do smanjenja gustine, viskoziteta i povrsinskog napona
vode, sto doprinosi efikasnosti ekstrakcije. Pove¢anjem temperature sa 25 na 250 °C, vodoni¢ne
veze u molekulima vode slabe smanjujuci dielektriénu konstantu vode sa 80 na 27, §to je veoma
blisko metanolu (¢ = 33) i etanolu (¢ = 24). Zapravo, smanjenje diclektricne konstante vode
priblizava solvataciona svojstva vode svojstvima organskih rastvara¢a. Na sobnoj temperaturi
polarna jedinjenja imaju dobru rastvorljivost u vodi, dok voda u subkriti¢cnom stanju predstavlja
dobar rastvara¢ za umereno polarna i nepolarna jedinjenja (Plaza i Turner, 2015). Osim toga, na
povisenim temperaturama i pritiscima raste i brzina difuzije, sto znatno ubrzava ekstrakciju (Liang
i Fan, 2013). Iznad kriticnog pritiska (220,9 bar) i temperature (374 °C), voda prelazi u
superkriti¢no stanje u kome znac¢ajno menja svoje osobine, postajuéi izuzetno reaktivna. EKstremni
uslovi superkritiéne vode se tesko postizu i odrzavaju tokom procesa. Cinjenica je da je voda u
ovakvim uslovima izuzetno reaktivna i sposobna da razgradi toksi¢ne supstance, izazove raspad
eksplozova, pa ¢ak i koroziju nerdajuéeg Gelika (Svarc-Gaji¢, 2012). Zbog svoje izrazene
reaktivnosti pri ovakvim uslovima, podrucja primene vode u superkriticnom stanju sve su brojnija,
i obuhvataju procese dobijanja visokovrednih jedinjenja iz otpada i biogoriva.

Rad sa vodom pri visokim temperaturama i pritiscima zahteva posebne mere predostroznosti i
koris¢enje specijalno dizajniranih reaktora. Procesi u subkriti¢noj vodi mogu se izvoditi u Sarznim
(diskontinualnim) i proto¢nim (kontinualnim) sistemima. Sarzna ekstrakcija subkriti¢nom vodom
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se odvija direktnim meSanjem uzorka i rastvaraca (vode) u ekstraktoru, dok se kod protoc¢ne
ekstrakcije subkriticnom vodom uzorak pakuje i imobiliSe, a rastvara¢ provodi kroz sloj ¢vrstog
materijala. Proces ekstrakcije u sarznom reaktoru (Slika 11) zapocinje dovodenjem smese vode i
uzorka na radne uslove pritiska i temperature. Radni pritisak se postize kompresijom sa azotom,
ugljenik(IV)-oksidom ili nekim drugim gasom. Radna temperatura se postize zagrevanjem smese
preko elektricne grejne obloge. Merenje i regulacija temperature se izvode termoregulatorom uz
mernu sondu (otporni termometar). Konvektivni prenos mase se postize pomocu mesalice ili na
druge nacine, kako bi se ubrzao prenos mase i toplote i sprecilo lokalno pregrevanje na unutrasnjim
zidovima ekstrakcione celije. Nakon ekstrakcije, ekstrakciona ¢elija se hladi u ledenom kupatilu
do sobne temperature i izvodi se dekompresija ispustanjem azota kroz izlazni ventil.

Sarzni SWE reaktor je jednostavan i lak za upotrebu. Medutim, vreme zadrZavanja analita u
Sarznom SWE reaktoru je dugo, §to moze prouzrokovati degradaciju termolabilnog analita (Liu i
dr., 2014). Ovaj nedostatak se moze prevazici visestepenom kratkotrajnom ekstrakcijom iscrpljene
sirovine svezom vodom.

Sonda za merenje
Manometar )

temperature
Ulazni |
ventil za
Izla_zni el gas
ventil za
gas
N,
Elektricna
grejna podloga 1 O
]
Magnetna mesalica
Termoregulator

Slika 11. Sematski prikaz $arznog SWE sistema.

Kod proto¢ne ekstrakcije subkriticnom vodom voda se komprimuje na radni pritisak pomoc¢u
visokopritisne pumpe i zagreva prolaskom komprimovane vode kroz termostatiran elektriéni
greja¢ (Slika 12). Nakon postizanja operativnih uslova, voda se uvodi u ekstrakcionu ¢eliju.
Transfer mase se odvija izmedu vode koja kontinuirano protice preko nepokretnog sloja uzorka u
ekstrakcionoj ¢eliji. Kontinuiranim tokom svezeg rastvaraca koji dolazi u kontakt sa uzorkom
odrzava se veci koncentracioni gradijent izmedu rastvorka u ¢vrstoj i te¢noj fazi u odnosu na
sarznu ekstrakciju. Nakon koraka ekstrakcije dobijeni ekstrakt se hladi i sakuplja u kolektorsku
¢eliju. Na oba kraja ekstrakcione celije nalaze se filteri koji omogucavaju razdvajanje ekstrakta od
¢vrste faze, kao i sprecavanje gubitka uzorka i zacepljenja cevi.
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Slika 12. Sematski prikaz proto¢nog SWE sistema.

Prethodno navedena fizicko-hemijska svojstva vode u subkriticnom stanju, kao i ¢injenica da
je voda lako dostupna, bezbedna, jeftina, netoksi¢na, nezapaljiva i ekoloski prihvatljiva, doveli su
do brojnih istrazivanja 0 moguc¢nostima primene subkriticne vode za ekstrakciju bioloski aktivnih
jedinjenja. Zbog svoje netoksi¢nosti i izvrsnih solvatacionih svojstava, subkriticna voda
predstavlja odli¢an rastvara¢ za dobijanje farmakoloski aktivnih biljnih ekstrakata koji se mogu
koristiti u proizvodnji prehrambenih, kozmetickih proizvoda i suplemenata (Koyu i dr., 2017;
Kumar i dr., 2011; Svarc-Gaji¢ i dr., 2017). Osim prethodno pomenutih prednosti, ekstrakti
dobijeni primenom ekstrakcije subkriticnom vodom obi¢no pokazuju veéu bioaktivnost u odnosu
na ekstrakte dobijene konvencionalnim rastvaracima (Cvetanovié¢ i dr., 2015; Maskovi¢ i dr., 2017;
Zekovic i dr., 2017) ili superkriticnim fluidima (Rodriguez-Meizoso i dr., 2006; Fernandez-Ponce
i dr., 2012).

Brojne su studije koje ukazuju na primenu subkriticne vode za ekstrakciju razli¢itih klasa
jedinjenja iz biljnog materijala, ukljucujuci fenolne kiseline, izoflavone, alkaloide, terpene, masne
kiseline, polisaharide i mnoge druge. Na osnovu literaturnih podataka, smatra se da su najbolji
uslovi ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz biljnog materijala temperature u opsegu od 80-150 °C
i vreme ekstrakcije 5-60 min u statickom rezimu (Vetrova i dr., 2017; Moreira i dr., 2018). Yan i
dr. (2017) sproveli su studiju u kojoj su ispitivali efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja kore
nara primenom subkriti¢ne vode u Sirem rasponu temperatura (100-220 °C). Studija je pokazala
jasan uticaj temperature na prinos ekstrakcije, koji se povecavao sa povecanjem temperature
ekstrakcije do 130 °C, nakon ¢ega je doslo do naglog pada prinosa. Resveratrol je ekstrahovan iz
nusproizvoda grozda pri optimalnoj temperaturi od 150-160 °C tokom 5-25 min (Tian i dr., 2017,
Gabaston i dr., 2018). Najvisi prinosi izoflavona iz Puerariae lobata su postignuti pri temperaturi
ekstrakcije od 120 °C (Zhang i dr., 2018). Temperatura je uticala i na prinos izoflavona iz sojinog
temperature, te su veci prinosi izoflavona dobijani na 60 °C. Na temperaturama iznad 60 °C
dolazilo je do konverzije malonil oblika u glukozide i dalje hidrolize do aglikona na temperaturama
iznad 160 °C, sto je uticalo na pad ukupnog prinosa izoflavona s obzirom na nepolaran karakter
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aglikona. Nesto vise temperature ekstrakcije (150-170 °C) su primenjivane u ekstrakciji fenolnih
jedinjenja iz crnog caja, ljuske pistaca, kore narandze i kurkume primenom proto¢nog
ekstrakcionog sistema (Mottahedin i dr., 2017; Ersan i dr., 2018; He i dr., 2018).

Ozel i dr. (2003) su primenili subkriticnu vodu za ekstrakciju etarskog ulja iz listova Thimbra
spicata. Ispitan je uticaj temperature (100-175 °C), pritiska (20-90 bar) i protoka (1-3 mL/min).
Najbolji prinosi ekstrakcije (3,7%) su bili ostvareni primenom temperature od 150 °C i pritiska od
60 bar uz protok od 2 mL/min tokom 30 min. Najvisi prinos etarskog ulja origana je postignut na
125 °C, 20 bar i pri protoku rastvaraca od 1 mL/min (Ayala i de Castro, 2001). Poredenjem sa
hidrodestilacijom, rezultati su ukazali na o€igledne prednosti ekstrakcije subkriticnom vodom u
pogledu vremena ekstrakcije, s obzirom da je primenom ekstrakcije subkriti¢cnom vodom u trajanju
od 15 min postignut visi prinos u odnosu na hidrodestilaciju u trajanju od 3 h. Zhang i dr. (2019)
su primenili subkriti¢cnu vodu za ekstrakciju polisaharida iz Sagittaria sagittifolia. Studija je
pokazala jasan uticaj temperature na prinos ekstrakcije, koji se povecavao sa poveéanjem
temperature ekstrakcije. Autori su utvrdili da je maksimalan prinos polisaharida postignut na
temperaturi ekstrakcije od 170 °C u trajanju od 16 min. Celuloza i hemiceluloza su takode
ekstrahovane primenom subkriti¢ne vode iz kore Citrus junos i listova palme (Tanaka i dr., 2012,
Norsyabilah i dr., 2013). Najvisi prinos celuloze iz C. junos kore (80%) je postignut na temperaturi
od 200 °C, dok je iz listova palme postignut maksimalni prinos hemiceluloze od 69,60% na
temperaturi od 190 °C.

Ekstrakcija subkriticnom vodom je bila uspesno primenjena i u simultanoj ekstrakciji ulja
(slobodnih masnih kiselina) i jedinjenja rastvorljivih u vodi (proteina, ugljenih hidrata i fenolnih
kiselina) iz semenki suncokreta (Ravber i dr., 2015). Najveci prinos ulja je postignut na 130 °C
nakon 30 min ekstrakcije, dajuci rezultate slicne Soxhlet ekstrakciji u trajanju od 4 h. Znatno bolji
prinosi ukupnih ugljenih hidrata su postignuti pri temperaturama iznad 100 °C, $to je ukazivalo na
vecu rastvorljivost ugljenih hidrata na vis§im temperaturama. Suprotno tome, temperature iznad
100 °C su vodile znatno nizim prinosima proteina. Prinos ukupnih fenolnih jedinjenja je bio
konstantan na temperaturama od 60-100 °C, dok je na temperaturama iznad 130 °C dolazilo do
pada prinosa, verovatno kao posledica reakcija karamelizacije, termooksidacije ili Maillard-ove
reakcije.

Uticaj parametara ekstrakcije

Na efikasnost i selektivnost ekstrakcije subkriticnom vodom najveéi uticaj imaju temperatura,
pritisak, vreme ekstrakcije, protok rastvaraca i koncentracija ko-rastvaraca. Najdominantniji
operativni parametar kod ekstrakcije subkriticnom vodom je temperatura, za razliku od ekstrakcije
supekriticnim fluidima kod koje je pritisak klju¢ni parametar sa ¢ijim porastom raste i
rastvorljivost komponenata. Pri povisenim temperaturama dolazi do slabljenja veza izmedu analita
i matriksa (Van der Valsove sile, vodoni¢ne veze i interakcije dipola) ¢ime se poboljsava
efikasnost samog procesa. Male promene u radnoj temperaturi imaju znacajan uticaj na polaritet
vode. Pored toga, porast temperature dovodi do povecanja difuzivnosti, smanjenja viskoziteta vode
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i povr§inskog napona (Svarc-Gaji¢, 2012). Ograniéenje primene visih temperatura se javlja zbog
moguce degradacije odredenih jedinjenja, kao i intenziviranja procesa kao $to su oksidacija i
hidroliza usled porasta koncentracije hidronijum i hidroksilnih jona. Hidroliza, oksidacija,
metilacija, izomerizacija, dekarboksilacija, enolizacija i druge reakcije dekompozicije koje se
odigravaju u subkriticnoj vodi, zavise kako od primenjene temperature, tako i od strukture
molekula i trajanja procesa (Carr i dr., 2011). Pojedini autori su ukazali na formiranje nezeljenih
jedinjenja kao rezultat termooksidacije, karamelizacije i Maillard-ove reakcije tokom ekstrakcije
subkrititnom vodom (Toms$ik i dr., 2017; Kheirkhah 1 dr., 2019). Prisustvo
5-hidrokismetilfurfurala i furfurala koji se formiraju tokom napredne faze Maillard-ove reakcije je
nepozeljno S obzirom na njihove citotoksi¢ne, mutagene, kancerogene i genotoksi¢ne efekte
(Morales, 2008). Takode, proizvodi reakcija neenzimskog tamnjenja negativno uti¢u i na senzorna
svojstva ekstrakta. S druge strane, pri visim temperaturama ekstrakcije moze do¢i do nastanka
novih bioaktivnih komponenti sa znac¢ajnim antioksidativnim kapacitetom, posredstvom reakcija
termooksidacije, karamelizacije i Maillard-ove reakcije (Mustafai Turner, 2011).

Uticaj pritiska na efikasnost ekstrakciju subkriticnom vodom je zanemarljiv jer voda ima nisku
kompresibilnost. Najc¢esce se uloga pritiska svodi na odrzavanje vode u te¢nom stanju (Mustafa i
Turner, 2011). Povec¢anjem pritiska od 1 do 100 bar diclektri¢na konstanta vode se povecava za
0,37 jedinica (Uematsu i Frank, 1980). Prilikom ekstrakcije subkriticnom vodom preporucuje se
primena umerenih pritisaka. Povecanje pritiska naj¢e$¢e nema znacajan uticaj na prinos ekstrakcije
najveceg broja jedinjenja zbog toga §to promena pritiska ispod 1000 bar ima neznatan uticaj na
promenu dielektricne konstante vode (Carr i dr., 2011). Poviseni pritisak povoljno deluje na
kinetiku desorpcije ukoliko je analit zarobljen unutar pora matriksa, doprinosec¢i boljem prodoru
vode u pore ¢vrstog materijala (Mustafa i Turner, 2011). Pored toga, protok rastvaraca pod
pritiskom tokom ekstrakcije uklanja vazdusne mehuri¢e iz matriksa uzorka koji ometaju
solvataciju analita.

Prilikom odredivanja optimalnog vremena ekstrakcije neophodno je uzeti u obzir degradaciju
komponenata pri duzim vremenima. Optimalno vreme ekstrakcije treba da bude Sto je moguce
krace uz obezbedivanje zadovoljavajuceg prinosa i izbegavanje degradacije ciljnih komponenata.
Optimalno vreme ekstrakcije je vrlo ¢esto povezano sa temperaturom i prirodom jedinjenja koja
se ekstrahuju.

Dodatak organskih ili neorganskih ko-rastvarata moze doprineti boljoj interakciji vode sa
matriksom uzorka ili ciljnim komponentama skracuju¢i neophodno vreme ekstrakcije. Dodatak
ko-rastvara¢a menja fizicko-hemijske osobine vode ili matriksa uzorka na povisenoj temperaturi.
S obzirom da poviSene temperature favorizuju oksidacione procese koji su ¢esto odgovorni za
degradaciju ciljnih jedinjenja, tokom ekstrakcije se mogu dodati antioksidanti, kao Sto su
askorbinska kiselina i butilovani hidroksitoluol (BHT). Degradacioni potencijal subkriticne vode
se povecava kompresijom sa ugljenik(IV)-oksidom, pri ¢emu nastaje ugljeni¢na kiselina koja se
ponasa kao katalizator u daljim reakcijama (Hunter i Savage, 2003; Moreschi i dr., 2006). Hunter
i Savage (2003) su u atmosferi ugljenik(1V)-oksidana 300 °C u subkriti¢noj vodi izvodili reakciju
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dehidracije cikloheksena do cikloheksanola. Kod ekstrakcije subkriticnom vodom mogu se
koristiti razli¢iti modifikatori matriksa uzorka kako bi se analit efikasnije izdvojio iz njega.
Dodatkom jonskih i nejonskih povrsinski aktivnih materija postize se efikasnije izdvajanje analita
u formi micela (Fernandez-Perez i de Castro, 2000). Zakiseljavanje uzorka moze biti efikasno kod
ekstrakcije metala. Nekoliko organskih modifikatora kao §to su etanol, metanol, aceton i
acetonitril, kao i neorganski modifikatori (uglavnom azotna kiselina (1-10%, v/v)), korisc¢eni su
za izdvajanje arsena i drugih organometalnih jedinjenja (Kronholm i dr., 2007). Dodatak organskih
rastvarac¢a mesljivih sa vodom (5% etanola i 1% mravlje kiseline) je doprineo boljoj ekstrakciji
antocijana iz crvenog kupusa (Arapitsas i Turner, 2008). Medutim, ostaci ovih rastvaraca u
proizvodnji su nepozeljni (Hawthorne i Kubatova, 2002).

2.5.2.3.1. Reaktivnost sub- i superkriti¢ne vode

Poslednjih godina sve je ve¢a primena hidrotermalnih procesa baziranih na primeni vode u sub-
i superkritiénom stanju. Zbog svojih jedinstvenih svojstava, pre svega niske dielektri¢ne konstante
i visokog jonskog proizvoda, sub- i superkriti¢na voda se mogu koristiti i kao ekoloski prihvatljivi
reagensi i katalizatori u organskoj sintezi. Sub- i superkriti¢na voda su nasle primenu kao reakcioni
medijumi u hemijskoj sintezi, degradaciji otpada, recikliranju plastike i preradi biomase.
Ponasanje vode na visokoj temperaturi u sub- i superkriti¢cnim uslovima (od 200 °C do 600 °C) su
objasnili brojni autori. Prema studiji koju je izvela Simsek Kus (2012), organska jedinjenja podlezu
brojnim hemijskim reakcijama u sub- i supekriticnoj vodi. Dokazano je da se u subkriti¢noj vodi
odigravaju reakcije alkilacije, dekarboksilacije, kondenzacije, pripajanja, ciklizacije,
dekompozicije, Diels-Alder-ove reakcije, reakcije disproporcioniranja, eliminacije, izomerizacije,
reakcije hidrogenacije/dehidrogenacije, hidrolize, oksidacije, organometalne reakcije i dr.

Reakcijom alkilacije fenola dobijaju se alkilfenoli, vazni intermedijeri u procesima proizvodnje
surfaktanata, polimera, antioksidanata, lekova, itd. Sato i dr. (2002) su pokazali da se
regioselektivnost alkilacije fenola propionaldehidom mogla kontrolisati u superkriticnoj vodi bez
primene katalizatora na 400 °C promenom gustine vode od 0,1-0,5 g/cm?, odnosno variranjem
zapremine dodate vode u reaktor. Prinos nastalih fenolnih jedinjenja povecavao se sa povec¢anjem
gustine vode. U studiji koju su izveli Chandler i dr. (1997) subkriti¢éna voda je primenjena kao
katalizator u reakciji Friedel-Crafts-ove alkilacije, eliminiSuc¢i potrebu za uobic¢ajenim Kkiselim
katalizatorom (AICIs), koji je korozivan, sa kojim je tesko rukovati i koji zahteva veci utrosak. Na
275 °C fenoli su reagovali sa tert-butil alkoholom uz nastanak 2-tert-butilfenola, 4-tert-butilfenola
i 2,4-di-tert-butilfenola.

Subkriticna 1 superkriticna voda su primenjene i u reakcijama hidrolize i retro-aldolne
kondenzacije celobioze (Sasaki i dr., 2002). U studiji Sasaki i dr. (2002), degradacija celobioze
vodom u subkriti¢nim i superkritiénim uslovima (325-400 °C, 25-40 MPa, 0,01-0,54 s) se
odigravala reakcijama hidrolize i retro-aldolne kondenzacije. Hidrolizom B(1,4)-glikozidne veze
nastajali su dva molekula glukoze. Retro-aldolna kondenzacija se odvijala na redukuju¢em kraju
celobioze daju¢i glukozil-eritrozu i glikolaldehid. Daljom hidrolizom glukozil-eritroze nastajala je
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glukoza i eritroza, kao i glukozil-glikolaldehid i glikolaldehid retro-aldolnom kondenzacijom.
Nastali glukozil-glikolaldehid se hidrolizovao do glukoze i glikolaldehida. Glukoza se moze
konvertovati u gliceraldehid, dihidroksiaceton i neke organske kiseline. Hidroliza u subkriti¢noj
vodi je primenjena za dobijanje odgovarajucih kiselina i alkohola iz razlic¢itih estara (Lesutis i dr.,
1999; Krammer i Vogel, 2000). Lesutis i dr. (1999) su ispitivali konverziju n-propil benzoata u
benzoevu kiselinu i propanol u funkciji vremena na 250 °C. Efikasnost konverzije se
eksponencijalno povecavala od prvog do treceg sata (80%). Visoki prinosi produkata hidrolize su
dobijeni i u studiji Krammer i Vogel-a (2000). Autori su ispitivali kinetiku hidrolize supstituisanog
acetata, 1,4-butandiol-diacetata, poli (1,4-butandiol-diacetata), poli (tetrahidrofuran-diacetata),
poli (tetrahidrofurana), acetamida i benzamida na 23-30 MPa i 350 °C.

Drugi primeri katalitickih efekata subkriti¢ne vode ukljucuju oksidacione reakcije uz primenu
kiseonika, s obzirom na to da je kiseonik veoma rastvorljiv u subkriti¢noj vodi (Kayan i dr., 2005;
Ozen i Aydin, 2006; Ozen i Kus, 2006). Kiseonik se pokazao kao efikasan oksidans za konverziju
alkohola u karbonilna jedinjenja na temperaturi od 120 °C (Ozen i Kus, 2006), toluena u
aromati¢ne aldehide na 150 °C (Kayan i dr., 2005), i tiola do disulfida na 100 °C (Ozen i Aydin,
2006) u subkriti¢cnoj vodi u odsustvu katalizatora. Organska i neorganska jedinjenja se mogu u
potpunosti oksidativno razgraditi superkriticnom vodom u veoma kratkom vremenu i bez
nastajanja nezeljenih toksi¢nih gasova SOy, NOx (Alsogyani, 2017). Tokom procesa oksidacije
superkriticnom vodom C-H-N-jedinjenja bivaju brzo degradirana (<1 min) do ugljenik(IV)-
oksida, vode, azota i neorganskih soli (Alsogyani, 2017).

Reakcija Diels-Alder-a je jedna od najvaznijih reakcija u sintezi policiklickih sistema. Rideout
i Breslow (1980) su pokazali da se brzina i stereoselektivnost Diels-Alder-ove reakcije drasti¢no
povecavaju u vodenom okruzenju. Diels-Alder reakcije u superkriticnoj vodi (375 °C, 1h) su
izvedene sa nekoliko razlicitih kombinacija dien/dienofil, i ustanovljeno je da su visi prinosi
postignuti u superkriti¢noj vodi u odnosu na reakcije koje se odvijaju u konvencionalnim uslovima,
uz istovremeno povecanje brzine reakcije (Korzenski i Kolis, 1997).

Voda u subkritiénom stanju je primenjena u reakciji dekarboksilacije. U studiji koju su izveli
Lindquist i Yang (2011), benzoeva kiselina i njeni derivati, antranilna, salicilna i siringinska
kiselina su podvrgnuti reakciji dekarboksilacije u subkriti¢noj vodi na temperaturama iznad 150 °C
za dobijanje benzena, anilina, fenola i siringola. Amino, hidroksilna i metoksi grupa antranilne,
salicilne i siringinske kiseline su aktivne grupe koje olakSavaju termi¢ku dekarboksilaciju
karboksilne grupe u subkriti¢énoj vodi. Benzoevoj kiselini nedostaje aktivha grupa cime se
objasnjava njena izuzetna stabilnost na temperaturama do 300 °C. Derivati benzoeve kiseline su u
potpunosti razgradeni nakon 30 min na 250 °C.
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2.5.2.3.2. Primena sub- i superkriti¢ne vode u valorizaciji otpada

Odlaganje i manipulacija biogenog i organskog otpada, kao §to je ¢vrst komunalni otpad,
nusproizvodi prehrambene i poljoprivredne industrije, zivotinjski otpad, kanalizacioni mulj,
plastika, otpadne gume i petrohemijski otpad, dosta su zahtevni. S druge strane, biomasa cesto
sadrzi bioloski aktivna jedinjenja i druge vredne komponente koje se odabirom odgovarajuce
tehnologije mogu iskoristiti. Pored toga, konverzija biomase/otpada razli¢itim tehnologijama u
energiju je danas uobicajena.

Voda u subkriticnom stanju je prepoznata kao efikasan rastvara¢ za ekstrakciju proteina,
ugljenih hidrata, lipida i jedinjenja dodate vrednosti iz razli¢itog otpada, kao §to su alge i otpad
prehrambene i poljoprivredne industrije. Hidroliza proteina subkriti¢cnom vodom je primenjena za
dobijanje funkcionalnih hidrolizata iz razli¢itih izvora, kao §to je animalni otpad (Rogalinski i dr.,
2005; Brunner, 2009; Esteban i dr., 2010), riblji otpad (Kang i dr., 2001; Ahmed i Chun, 2018) i
otpad morskih plodova (Tavakoli i Yoshida, 2006; Uddin i dr., 2010). Hidroliza albumina govedeg
seruma, izvedena u proto¢nom reaktoru, rezultirala je potpunom razgradnjom proteina do
aminokiselina (Rogalinski i dr., 2005). Stepen hidrolize je zavisio od temperature sa optimalnom
vrednosc¢u od 310 °C, dok pritisak u opsegu od 15 do 27 MPa nije pokazao znacajan uticaj na
reakciju. Ovim postupkom dobijene su znatne koli¢ine glicina i alanina. Dodatak ugljenik(1V)-
oksida rezultirao je ve¢im prinosom aminokiselina pospesujuci kiselu hidrolizu peptidnih veza. U
studiji Brunner-a (2009), prinos aminokiselina hidrolizom keratina iz pacjeg perja (bez dodatka
ugljenik(IV)-oksida) je bio visi u odnosu na prinos iz albumina (bez dodatka ugljenik(IV)-oksida)
zbog krac¢e duzine lanaca molekula keratina. Hidroliza subkrititnom vodom se pokazala kao
efikasan proces i za konverziju a-keratina iz svinjske dlake do aminokiselina (Esteban i dr., 2010).
Uticaj operativnih parametara (temperatura, vreme reakcije i po¢etna koncentracija supstrata) je
ispitan u Sarznom reaktoru, pri ¢emu je najvec¢i prinos aminokiselina postignut pri pocetnoj
koncentraciji supstrata od 10 g/L, temperaturi od 250 °C i vremenu tretmana od 60 min. Moguc¢nost
dobijanja aminokiselina subkriticnom vodom ispitana je i na otpadu od prerade ribe i morskih
plodova. Kang i dr. (2001) su demonstrirali hidrolizu proteina iz ribljih iznutrica subkriticnom
vodom. Autori su utvrdili da je maksimalni prinos aminokiselina bio na 250 °C i 4 MPa nakon 60
min u S$arznom reaktoru. Dobijene aminokiseline su bile uglavnom alanin i glicin. Primecéeno je da
je prinos aminokiselina zavisio pre svega od temperature i vremena hidrolize. Vreme reakcije
kra¢e od 60 min je bilo praceno nizim prinosima. Uopsteno, prinosi aminokiselina su se povecavali
sa porastom temperature i vremena. Medutim, na suvi$e visokim temperaturama i pri duzim
vremenima dolazilo je do reakcija dekompozicije aminokiselina, reakcija karboksilacije do amina
i deaminacije do karboksilnih kiselina. U studiji Ahmed i Chun-a (2018), hidroliza subkriti¢cnom
vodom primenjena je za dobijanje hidrolizata koze tune i prethodno ekstrahovanog kolagena.
Ispitivane su temperature od 150-300 °C, pritisak od 50-100 bar i vreme reakcije od 5 min. Najvisi
stepen hidrolize postignut je na 250 °C. Oba hidrolizata su ispoljila antioksidativnu i antimikrobnu
aktivnost, s tim da je hidrolizat kolagena imao prednosti. Bioaktivnosti su varirale u zavisnosti od
temperature i izvora proteina. NajviSu antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost su ispoljili
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hidrolizati dobijeni na 280 °C. Analiza dobijenih hidrolizata je pokazala da su peptidi male
molekulske mase (<600 Da) i slobodne aminokiseline bili odgovorni za funkcionalnu aktivnost
hidrolizata. Espindola-Cortés i dr. (2017) su primenili tretman subkriti¢cnom vodom za ekstrakciju
hitina iz otpada cefalotoraksa Skampi nakon deproteinizacije. Hitin i njegov deacetilovani derivat,
hitozan, poseduju brojna bioloska svojstva poput mukoadhezivnosti, antimikrobnog,
hemostati¢nog i hipoholesterolemi¢nog delovanja (Ding i dr., 2014). Budu¢i da je hitozan jedini
katjonski polisaharid prirodnog porekla, koristi se u farmaceutskim i biomedicinskim
istrazivanjima za izradu koloidnih nosaca lekovitih supstanci i preparata za zarastanje rana (Priya
i dr., 2016). U prehrambenoj industriji hitozan se koristi za konzervisanje hrane, formiranje
biorazgradljivih filmova, kao emulgator i za stabilizaciju boja (Abd i Niamah, 2012). Zbog
izrazene biorazgradljivosti, hitin i hitozan se koriste i u preciS¢avanju otpadnih voda, za
modifikovanje tekstura ili uklanjanje vestackih boja iz otpadnih voda tekstilne industrije
(Bhatnagar i Sillanpag, 2009). Naime, deproteinizacija je glavni problem kod dobijanja hitina zbog
ogranic¢ene hidrolize frakcija ugradenih u kompleksnu hitin-protein mrezu. Zaostali protein moze
daizazove alergijske reakcije, zbog ¢ega se zahteva potpuno uklanjanje proteina. Espindola-Cortés
i dr. (2017) su ispitali i optimizovali operativne parametre (temperatura (230, 260 i 280 °C), odnos
uzorak/rastvara¢ (0,05, 0,09, 0,17 g CV/g H20) i vreme (5, 15, 30 min)) hidrolize proteina i
ekstrakcije a-hitina. Maksimalan prinos a-hitina je postignut pri temperaturi ekstrakcije od 260 °C,
vremenu ekstrakcije od 30 min i odnosu uzorak/rastvara¢ 0,17 g CV/g H20.

Pojedina ispitivanja su bila usmerena na primenu subkriticne vode u procesu hidrolize
lignocelulozne biomase, kao §to je ljuska kikirikija (Zhu i dr., 2014), obezmasc¢ene semenke grozda
i presovana palmina vlakna (Prado i dr., 2014), stabljika kukuruza (Zhao i dr., 2009), kora Carya
catheyensis Sarg. (Shimanouchi i dr., 2014), stabljika pamuka (Williams, 2006) i dr. U studiji
Sasaki i dr. (2003) je opisano dobijanje hidrolizata iz bagase Se¢erne trske postupnim povecanjem
temperature vode sa 200 °C na 330 °C. Dobijene su frakcije bogate Se¢erima hemiceluloze
(galaktoza, arabinoza i ksiloza) na nizim temperaturama (200-230 °C) i frakcije bogate celuloznim
Secerima (glukoza i celobioza) na visim temperaturama (230-280 °C). Prinos prve i druge frakcije
je bio oko 60% i 30% pocetne sirovine, redom. U drugoj studiji, tretman bagase Secerne trske
subkriticnom vodom na 180 °C i 1 MPa tokom 30 min omogucio je izdvajanje 85% ksiloze u
odnosu na pocetni sadrzaj hemiceluloze, dok je ¢vrsta frakcija sadrzala celulozu (Sukhbaatar i dr.,
2014).

Lignocelulozna biomasa se smatra jeftinom sirovinom pogodnom za proizvodnju bio-vodonika
kao obnovljivog izvora energije. Muharja i dr. (2018) su razvili integrisani proces proizvodnje
vodonika iz kokosove kore primenom subkriticne vode, enzimske hidrolize i fermentacije.
Subkriticna voda se Koristila kao predtretman omogucavaju¢i razrusavanje Strukture
lignoceluloznog materijala kokosove kore (41,2% lignin) i omoguéavajuci bolji pristup enzima
celulozi i hemicelulozi. Najvisi prinos redukujucih secera (20,6%) je postignut predtretmanom
subkriticnom vodom na 80 bar i 150 °C tokom 60 min i u korelaciji je sa rezultatima stepena
razgradnje hemiceluloze, celuloze i lignina. U studiji koji su izveli Maciel-Silva i dr. (2019)
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ispitivana je mogucénost valorizacije biomase acai i otpadnih voda koje nastaju preradom (ukupan
sadrzaj Secera je oko 70%) u cilju dobijanja biogasa kroz integraciju tretmana subkriti¢cnom vodom
i anaerobne digestije. Najvisi prinosi redukujucih Secera i monosaharida postignuti su primenom
subkriticne vode na 200 °C, tokom 20 min, pri protoku vode od 20 mL/min. Anaerobnom
digestijom acai hidrolizata dobijenog primenom subkriti¢ne vode nastajalo je 30% vise metana u
odnosu na proces bez predtretmana.

Poslednjih decenija, sve vise paznje se posvecuje proizvodnji biogoriva iz mikroalgi. Prinosi
biodizela su daleko visi iz mikroalgi nego iz biljnih ulja. Problem predstavlja veliki sadrzaj vode
u biomasi zahtevajuci korak susenja. Razvijene su nove strategije koje omogucavaju konverziju
mikroalgi u biodizel bez koraka susenja. Huang i dr. (2019) su ispitivali proizvodnju biodizela
subkriticnom/hemijskom hidroesterifikacijom iz mikroalgi (Nannochloropsis oceanica, sadrzaj
vode 90% (m/m)). Proces hidroesterifikacije se odvijao u dva koraka: hidrolize ulja u slobodne
masne kiseline subkriticnom vodom u proto¢nom reaktoru, i naknadne esterifikacije slobodnih
masnih kiselina u metil estre masnih kiselina, odnosno biodizel. Prinos slobodnih masnih kiselina
nakon tretmana subkriticnom vodom na 260 °C je bio 72,3%, dok je efikasnost esterifikacije
katalizovane kiselinom dostigla vrednost od 98,4%. Predtretman subkriti¢cnom vodom je doprineo
boljoj efikasnosti procesa u poredenju sa konvencionalnim tehnikama hidrolize (48,4%). Sli¢ni
rezultati su zabelezeni i u studiji (Felix i dr., 2019) u kojoj je ispitana nekataliticka in situ
transestaterifikacija Chlorella vulgaris (sadrzaj vlage 80%) u subkriti¢cnim uslovima. Alternativna
primena mikroalgi kao sirovine za proizvodnju biogoriva su makroalge, kod kojih je faza
sakupljanja jednostavnija i jeftinija. Greiserman i dr. (2019) su ispitali potencijal zelene makroalge
Ulva sp. za proizvodnju biogoriva primenom subkriti¢ne vode na temperaturi od 170-205 °C
tokom 20-60 min pri udelu ¢vrste faze 2-8% i salinitetu vode 0-100%. Optimalni parametri za
efikasno oslobadanje monosaharida su podrazumevali temperaturu od 170 °C, 5%-tni udeo ¢vrste
faze, vreme od 40 min i 100%-tni salinitet vode. Utvrdeno je da je za oslobadanje glukoze, ksiloze,
ramnoze, fruktoze i galaktoze, ali i za formiranje inhibitora fermentacije 5-hidroksimetilfurfurala,
najznacajniji parametar bila procesna temperatura. Nekonvencionalni izvori ugljenika, kao $to su
makroalge, predstavljaju odrzivu alternativu za dobijanje biopolimera. U studiji koju su izveli
Ghosh i dr. (2019) potvrdeno je da je hidrolizat makroalge Ulva sp. dobijen primenom subkriti¢ne
vode na temperaturi od 180 °C tokom 30min znacajan izvor ugljenika za proizvodnju
biorazgradljivog polihidroksialkanoata.

Zbog svoje izuzetne reaktivnosti, sub- i superkriticna voda su se pokazale efikasnim u
procesima razgradnje i recikliranja plastike. lzvedena su ispitivanja koja ukljucuju
depolimerizaciju poli(etilen tetraftalata) (Sato i dr., 2006), najlon 6 monomera (lwaya i dr., 2006),
razgradnju termoreaktivnih smola, kao $to je epoksidna smola (Okajima i dr., 2002), i razgradnja
plastike ojacane karbonskim (Okajima i dr., 2017) i staklenim vlaknima (Nakagawa i Goto, 2015).
U studiji koju su izveli Okajima i dr. (2019), poli(p-fenilen tereftalamid) vlakna su hidrolizovana
u dva sastavna monomera, p-fenilendiamin i tereftalnu kiselinu, primenom superkriti¢ne vode,
subkriticne vode sa i bez dodatka natrijum-hidroksida. Tretman subkriticnom vodom i natrijum
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hidroksidom u trajanju od 6 h se pokazao kao najefikasniji u potpunoj razgradnji polimernih
vlakana, sa prinosima od priblizno 95% (250 °C, 4MPa) za svaki monomer. Bei i dr. (2017) su
ispitivali uticaj temperature (240-280 °C), masenog odnosa voda/PEN (8,0 g/1,0 gdo 16,0 g/1,0 g)
i vremena reakcije (5-60 min) na depolimerizaciju poli(etilen naftalata) (PEN) subkriti¢cnom
vodom. Glavni proizvodi depolimerizacije su identifikovani i kvantifikovani kao 2,6-naftalen
dikarboksilna Kiselina i etilen-glikol. PEN je potpuno depolimerizovan na 260 °C tokom 60 min
sa optimalnim odnosom mase voda/PEN od 12,0 g/1,0 g (12:1).

2.5.2.4. Kombinovane ekstrakcione tehnike

Uprkos velikom napretku u analitickoj instrumentaciji, priprema uzoraka je i dalje kriti¢an
korak jednog analitickog postupka. Kompleksnost pripreme uzoraka naro¢ito dolazi do izraZzaja
kada je re¢ o analizi tragova i sloZzenim matriksima uzoraka. Poslednjih godina razvijaju se
kombinovane tehnike ekstrakcije ¢ime se prevazilaze nedostaci individualnih tehnika uz
poboljsanje efikasnosti i skracenja vremena pripreme.

Primena ultrazvuka je ¢esta u predtretmanu uzoraka. Ultrazvucna ekstrakcija se zasniva na
akusti¢noj kavitaciji koja dovodi do razaranja celija oste¢enjem celijskog zida i membrane, §to
dalje vodi do lakSeg prodora rastvaraca u celije, rastvaranja unutarcelijskog sadrzaja i brzeg
transfera jedinjenja iz ¢vrste u teénu fazu. Ultrazvucéna ekstrakcija se moze kombinovati sa drugim
ekstrakcionim tehnikama, kao $to su Soxhlet ekstrakcija, destilacija vodenom parom, mikrotalasna
ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim fluidima, ubrzana ekstrakcija i ekstrakcija subkriticnom
vodom (Tabela 5). Kombinovana tehnika UAE-MAE je posebno interesantna s obzirom da je
dokazan efikasan sinergisticki efekat ultrazvuka i mikrotalasa u ubrzavanju prenosa mase
(Cravotto i Cintas, 2007; Bagherian i dr., 2011; Pongmalai i dr., 2015; Lianfu i Zelong, 2018). U
cilju izolovanja etarskog ulja, ubrzana ekstrakcija moze da se koristi u kombinaciji sa destilacijom
sa vodenom parom (Pingret i dr., 2014; Chemat i dr., 2017). Sumere i dr. (2018) su ispitivali
efikasnost kombinacije mikrotalasne i ubrzane ekstrakcije. Autori su utvrdili da kombinacija ove
dve tehnike ne samo da poboljSava ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz kore nara, ve¢ i ubrzava sam
proces (zahteva manje ciklusa). Optimizovani su snaga ultrazvuka i pre¢nik usitnjenih Cestica pri
¢emu je utvrdeno da snaga ultrazvuka nije uticala na ekstrakciju cestica pre¢nika od 0,68 mm.
Suprotno tome, efekat je bio oCigledan primenom snage ultrazvuka od 480 i 640 V na uzorcima
vecih pre¢nika Cestica (1,05 mm). Bagherian i dr. (2011) su istrazivali efekat ultrazvuénog
tretmana pre mikrotalasne ekstrakcije na prinos pektina iz grejpfruta. Ultrazvucni predtretman
doprineo je veéem prinosu pektina u poredenju sa vrednostima dobijenim primenom
konvencionalnih ekstrakcionih tehnika i mikrotalasne ekstrakcije bez prethodnog tretmana
ultrazvukom. Pongmalai i dr. (2015) su ispitivali uticaj ultrazvu¢nog tretmana pre mikrotalasne
ekstrakcije na prinos ekstrakcije glukozinolata iz lis¢a kupusa. Autori su utvrdili da je ultrazvuéni
predtretman pri frekvenciji od 37 kHz i snazi od 320 V doveo do razrusavanja strukture biljnog
materijala, rezultujuci ve¢im prinosom glukozinolata. U studiji koju su izveli Uribe i dr. (2015),
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ekstrakcija primenom visokog hidrostatickog pritiska u kombinaciji HHPE-UAE povecala je
prinos bioaktivnih jedinjenja iz papaje.

Tabela 5. Primena kombinovanih ekstrakcionih tehnika.

Ekstrakciona tehnika  Ciljna klasa jedinjenja Uzorak Referenca
HHPE-UAE Polifenoli, vitamin C Papaja Uribe i dr., 2015
HD-UAE Etarska ulja, flavonoidi Narandza (kora) Allaf i dr., 2013
UAE-Soxhlet Polifenoli Renealmia alpinia (Rotb) /o g 2017
Maas (kora)
UAE-HD Etarska ulja Narandza (kora) Pingret i dr. 2014
UAE-SFE Polifenoli Grozde (komina) Da Porto i dr., 2015
UAE-SFE Dzindzerol Pumbir Balachandran i dr., 2006
UAE-ASE Antocijani Kupina, borovnica Machado i dr., 2017
UAE-ASE Fenoli Nar (kora) Sumere i dr., 2018
UAE-SWH Polifenoli, proteini, Kafa (talog) Getachew i Chun, 2017
redukujuéi Secéeri
UAE-SWE Pektin Repin rezanac Chenidr., 2015
UAE-MAE Likopen Paradajz Lianfu i Zelong, 2018
UAE-MAE G_Iuqumolatl, sglforafan, Kupus Pongmalai i dr., 2015
vitamin C, fenoli
UAE-MAE Pektin Grejpfrut Bagherian i dr., 2011
MAE-HD Etarska ulja Lavanda Filly idr., 2016
Soxhlet-SFE Bioaktivna jedinjenja Grozde (semenke) Calvoidr., 2017
M-SFE Flavonoidi, terpenoidi Ginko (list) Yang i dr., 2002
SFE-MD Masnt:—; k|sel|ne,_ tokoferofi, Kamelija Zhou i dr., 2019
steroli, skvaleni
SFE-UAE Masne kiseline, fenoli Umbu (semenke) Diasidr., 2019
Tokoli, masne kiseline, . Vigané i dr., 2016a;
SFE-ASE
karotenoidi, fenoli Marakuja (semenke) Vigané i dr., 2016b
SFE-ASE Polifenoli, karotenoidi Mango (kora) Sg\{gla-Mendoza ar.,
SFE-ASE Stilbeni Vinova loza Zachovda i dr., 2018
SC-Sub CO; Antocijani, Borovnica Babova i dr., 2016

proantocijanidini, fenoli

HHPE — ekstrakcija primenom visokog hidrostati¢kog pritiska (eng. High Hydrostatic Pressure Extraction); HD — hidrodestilacija (eng.
Hydrodistillation); SWH — hidroliza subkriticnom vodom (eng. Subcritical Water Hydrolysis); M — maceracija (eng. Maceration); SLE-EtOAc —
Cvrsto-tecna ekstrakcija etil-acetatom (eng. Solid Liquid Extraction with Ethyl-acetate); MD — destilacija (eng. Molecular Distillation);
SC-SubC CO, — superkriti¢ni i subkriti¢ni ugljenik(IV)-oksid (eng. Supercritical-Subcritical CO,).

S obzirom na nepolaran karakter superkriti¢nog ugljenik(1V)-oksida, ekstrakcija superkriti¢nim
fluidima u kombinaciji sa drugim tehnikama ekstrakcije se uglavnom primenjuje radi uklanjanja
nepolarnih komponenata s ciljem efikasnije ekstrakcije polarnijih jedinjenja. Babova i dr. (2016)
su ekstrahovali antocijane i druga fenolna jedinjenja iz borovnica primenom ekstrakcije
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superkriticnim ugljenik(IV)-oksidom pre ekstrakcije subkriti¢cnim ugljenik(IV)-oksidom (eng.
Subcritical Carbon dioxide, SubC-CO3) sa 10%-tnim etanolom kao ko-rastvaracem. Visestepena
superkriti¢na/subkriti¢na ekstrakcija je izvedena na 2,5 MPa i 40 °C tokom 5h (1 h—-SC-CO», 1 h
— SubC-CO> sa 6%-tnim ko-rastvaracem, 3 h— SubC-CO> sa 9%-tnim ko-rastvaracem) Sto je
omogucilo selektivno ekstrahovanje jedinjenja kao sto su cijanidin-3-O-glukozid ili cijanidin-3-
O-arabinozid za koje je dokazano da imaju visoko antioksidativno delovanje (Rop i dr., 2010; Cho
I dr., 2014). Za efikasnu ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz tropa marakuje primenjena je
kombinaciji SFE-ASE. Nekoliko uzastopnih ekstrakcija superkriticnim fluidima je primenjeno uz
variranje gustine ugljenik(lV)-oksida promenom temperature i pritiska. Kao rezultat su dobijene
frakcije tokola (tokoferoli i tokotrienoli), nezasi¢enih masnih kiselina i karotenoida (Vigand i dr.,
2016a), nakon ¢ega su iz ostataka tropa ekstrahovani fenoli primenom ubrzane ekstrakcije (Vigano
i dr., 2016b). Yang i dr. (2002) su kombinovali konvencionalnu ekstrakciju sa superkriticnim
ugljenik(IV)-oksidom za efikasnu ekstrakciju flavonoida i terpenoida iz Ginkgo biloba lista.
Autori su utvrdili da se primenom ekstrakcije 70%-tnim etanolom kao predtretmana uz
optimizovanu ekstrakciju superkriti¢cnim fluidima (30 MPa, 60 °C, 5% ko-rastvaraca) dobija
najvisi prinos flavonoida i terpenoida (35,9% i 7,3%, redom).

2.6. Odredivanje bioaktivnih jedinjenja

2.6.1. Visokopritisna tecna hromatografija

Separacione metode, medu kojima vodec¢u ulogu ima hromatografija, zauzimaju znac¢ajno mesto
u hemijskoj karakterizaciji uzoraka razliitog porekla. U literaturi je opisan veliki broj
hromatografskih metoda, metoda razdvajanja u elektricnom polju, difuzionih i sedimentacionih
najzastupljenijih metoda su UV/VIS spektrofotometrija, elektrohemijske metode (potenciometrija
i amperometrija) i kapilarna elektroforeza, tankoslojna, te¢na i gasna hromatografija. Elektroforeza
se uspe$no primenjuje za razdvajanje vecih biopolimera (polipeptidi, proteini, oligonukleotidi,
DNK, RNA i oligosaharidi) kako u preparativne, tako i u analiticke svrhe, kao i za odredivanje
njihovih genetskih varijanti. Gasna hromatografija (eng. Gas Chromatography, GC) se uglavhom
koristi za odredivanje nepolarnih i lako isparljivih organskih jedinjenja. Gasno-hromatografska
analiza polarnih organskih supstanci najées¢e zahteva i korak derivatizacije kojim se polarna
organska jedinjenja prevode u manje polarne isparljivije i termicki stabilnije derivate. U cilju
povecanja osetljivosti hromatografske analize, hromatografija se kombinuje sa visokoselektivnim
detektorima, kao Sto su maseni, infracrveni, nuklearno magnetnorezonantna spektroskopija
(eng. Nuclear Magnetic Resonance, NMR), atomska apsorpciona spektrometrija i dr., a moguce je
i medusobno kombinovati vise hromatografskih koraka. Medu hromatografskim metodama
znacajno mesto zauzima moderna, osetljiva, tacna i precizna visoko-efikasna tecna hromatografija.
Visokopritisna te¢na hromatografija (eng. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) je
danas najSire primenjivana hromatografska tehnika u kvalitativnim, a posebno u kvantitativnim
analizama najveceg broja bioloski aktivnih klasa jedinjenja. Osnovni cilj moderne te¢ne
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hromatografije jeste visoka efikasnost razdvajanja u dovoljno kratkom vremenu, uz nisku granicu
detekcije.

2.6.1.1. Sistemi detekcije
Najcesc¢i sistemi detekcije se mogu grupisati u tri velike grupe: opticki, elektrohemijski i drugi.
Detektori se takode mogu klasifikovati prema tome da li su destruktivni (elektrohemijski, masena

spektrometrija, itd.) ili nedestruktivni (UV/VIS, fluorescentni, itd.). Slika 13 prikazuje podelu
osnovnih sistema detekcije koji se koriste u te¢noj hromatografiji.

UV/IVIS
Fluorescentni
Fosforescentni
Hemiluminiscentni
Opticki
Infracrveni

NMR

Ramanov spektrometar

— 2 Detektor indeksa refrakcije
£°S

3 % Konduktometrijski
L=

n % Potenciometrijski

Elektrohemijski

Amperometrijski

Voltametrijski

Maseni spektrometar
Drugi
Radiometrijski

Slika 13. Osnovni sistemi detekcije te¢no-hromatografskim tehnikama (Borras Linares, 2013).

U slucaju odredivanja fenolnih jedinjenja najprimenjeniji detektori su UV/VIS, kao i maseni
detektori. Pored njih, u analizi fenolnih komponenti primenu nalaze i elektrohemijski,
fluorescentni detektor, kao i NMR (Peyrat-Maillard i dr., 2000; Jurgenliemk i Nahrstedt, 2002;
Zhou i dr., 2011). Tecna hromatografija spregnuta sa vise sistema detekcije, npr.
LC-UV/VIS-MS, LC-MS/MS i LC-NMR-MS, omogucava detekciju velikog broja jedinjenja
u sirokom opsegu koncentracija. U nastavku su opisani UV/VIS i maseni detektori, koji su se
koristili u eksperimentalnom delu ove doktorske teze.
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2.6.1.1.1. UV/VIS detektori

UV/VIS detektor je najcesce koris¢en detektor u te¢noj hromatografiji. Moze se koristiti za
supstance koje apsorbuju u ultraljubi¢astoj i vidljivoj oblasti. Apsorpcija vidljivog i
ultraljubicastog zracenja dovodi do elektronskih prelaza u molekulima i njihovim jonima.
Elektronski prelazi se uglavnom ostvaruju prelaskom elektrona sa osnovnih singletnih na
pobudene energetske nivoe na nacin da se elektroni pobuduju u orbitalu vise energije. Prilikom
prelaza elektrona dolazi do promene internuklearnih udaljenosti, kao i promene rotacione i
vibracione energije kao dela ukupne energije molekula. Elektronski prelazi se ostvaruju u uskoj
oblasti energija u UV i VIS oblasti, te su odgovaraju¢i spektri razli¢itih jedinjenja sli¢ni,
ogranicavajuci oblast njihove primene.

Detekcija UV/VIS detektorima se zashiva na merenju apsorbancije ispitivane supstance na
odredenoj talasnoj duzini. Zbog svojih biohemijskih i molekulskih svojstava, fenolna jedinjenja
su pogodna za detekciju UV/VIS sistemom. Sposobnost fenolnog prstena da apsorbuje UV
zraenje i Cinjenica da su neka od fenolnih jedinjenja obojena, tj. da apsorbuju u vidljivoj oblasti,
koriste se za karakterizaciju ovih jedinjenja. Hidroksibenzoeve kiseline, kao §to je galna Kiselina,
apsorbuju u oblasti spektra od 200-290 nm. S druge strane, hidroksicimetne kiseline (kaftarna i
kumarna kiselina) imaju maksimum apsorpcije na 270-360 nm. UV spektri flavonoida sastoje se
iz dva glavna apsorpciona maksimuma. Apsorpcija u oblasti spektra od 300-380 nm (apsorpciona
traka I) poti¢e od cinamoil sistema prstena B, dok apsorpcija u oblasti 240-280 nm (apsorpciona
traka II) potice od benzoil sistema prstena A (Abad-Garcia i dr., 2009). Pored navedenih
apsorpcionih traka, svaka grupa flavonoida poseduje karakteristiéne apsorpcione trake. Flavonoli
apsorbuju u dve oblasti spektra i to na 250-270 nm i na 350-380 nm (rutin, kvercetin). S obzirom
da je apsorpciona traka II kod flavonola 1 flavonona identi¢na, za razlikovanje ove dve grupe
flavonoida posmatra se opseg apsorpcione trake I. Monomeri flavanola apsorbuju UV zracenje sa
maksimumom apsorpcije na oko 280 nm. Ova bezbojna jedinjenja ne pokazuju svojstva apsorpcije
u vidljivom podrucju elektromagnetnog spektra. Monomeri flavanola mogu sadrzati galoil grupu
vezanu za strukturu flavan-3-ola. Galoilovani flavanoli imaju veci intenzitet apsorpcije u
poredenju sa negaloilovanim oblikom, pokazuju¢i maksimum apsorpcije na 310 nm,
karakteristi¢an za galoil grupu (Boulet i dr., 2017). Za polimere flavanola ili tanine karakteristike
apsorpcije ostaju iste uprkos stepenu polimerizacije. UV spektri antocijana sastoje se iz dva
apsorpciona maksimuma, na 240-280 nm, zajednickim za vec¢inu fenolnih jedinjenja, kao i na
450-560 nm karakteristicnim za crveno bojena jedinjenja. Flavanoni, flavan-3-oli i
proantocijanidini apsorbuju samo u jednoj oblasti spektra na 270-290 nm (apsorpcioniona traka
I1). Odsustvo ili mala apsorpcija u opsegu apcorpcione trake | uzrokovana je nedostatkom
konjugacije izmedu prstena B i ostatka molekula (odsustvo dvostruke veze). Prstenovi mogu biti
supstituisani Se¢ernim jedinicama, hidroksilnim, metoksi ili drugim grupama, $to dovodi do
promene polozaja i intenziteta apsorpcionih maksimuma u odnosu na polazno jedinjenje.
Glikozilacija hidroksilne grupe moze da prouzrokuje smanjenje Sirine apsorpcione trake | (Santos-
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Buelga i dr., 2003). Acilni supstituenti u glikozilima izazivaju dodatni maksimum u UV spektru
flavonoidnih glikozida. Kumaroil supstituent uvodi dodatni maksimum apsorpcije na 310-320 nm
u UV spektru kaempferol i kvercetin glikozida (Soliman i dr., 2000; Mihara i dr., 2004).

Tabela 6. Apsorpcione trake razli¢itih grupa fenolnih jedinjenja (Borras Linares, 2013).

Fenolna jedinjenja Apsorpciona traka (nm)
o Hidroksibenzoeve kiseline 200-290
Fenolne kiseline Hidroksicimetne kiseline 270-360
Kumarini 220-230 310-350
Halkoni 220-270 340-390
Dihidrohalkoni ~220 ~280
Auroni 240-270 340-370
Flavonoidi Flavoni 250-270 330-350
Flavonoli 250-270 350-380
Flavanoni 270-295
Flavan-3-oli 270-280
Izoflavoni 245-270 300-340
Antocijanini Antocijanidini 240-280 450-560
Proantocijanidini ~280

Jedno od ograni¢enja primene UV/VIS detektora je nemoguc¢nost prepoznavanja prisustva
Secera ili akil grupa vezanih sa fenolnim jedinjenjima, jer ove grupe jedinjenja nisu jaki hromofori.
Pored toga, ovaj nacin detekcije ne pruza informacije o strukturi jedinjenja, te je potrebno koristiti
komercijalne standarde za nedvosmislenu identifikaciju jedinjenja. Medutim, jednostavnost,
brzina i relativno niska cena UV/VIS detektora ¢ine njihovu upotrebu Siroko rasprostranjenom,
samostalno ili u kombinaciji sa drugim nacinima detekcije kao $to su masena spektrometrija i
NMR.

2.6.1.1.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (eng. Mass Spectrometry, MS) je savremena instrumentalna tehnika
koja ima Siroku primenu u savremenoj analitici pri identifikaciji jedinjenja, a pre svega zbog svoje
selektivnosti i ¢injenice da je jedan od retkih sistema detekcije koji pruza informacije o strukturi
jedinjenja (Aaby i dr., 2007). Hromatografske tehnike spregnute sa masenom spektrometrijom se
najéeS¢e primenjuju u analizi kompleksnih smesSa. Supstance koje su temperaturno nestabilne,
visoko polarne ili sa visokom molekulskom masom najcesce se odreduju pomo¢u HPLC-MS.

Masena spektrometrija se najcesce koristi za:

- identifikaciju i kvantifikaciju poznatih jedinjenja,
- identifikaciju nepoznatih jedinjenja i
- upoznavanje hemijske strukture i osobina razli¢itih jedinjenja.
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Princip rada masenog spektrometra zasniva se na karakteristicnoj jonizaciji molekula i
razdvajanju nastalih jona na osnovu razlike odnosa mase prema naelektrisanju (m/z). Svi maseni
spektrometri rade pod visokim vakuumom da bi se medusobno reagovanje jona svelo na minimum
(De Hoffmann i Stroobant, 2002).0Osnovne komponente masenog spektrometra su: sistem za
unosenje uzorka, jonski izvor, jedan ili vise masenih analizatora i jonski detektor. Uzorak se unosi
u jonski izvor direktno ili nakon hromatografskog razdvajanja, gde se molekuli jonizuju na
specifican nac¢in. Nastali joni se razdvajaju prema njihovom m/z odnosu u masenom analizatoru,
nakon ¢ega se detektuju (Ardrey, 2003). Maseni analizatori se nalaze u polju visokog vakuuma
koji omogucava da joni dodu do detektora bez sudara sa molekulima vazduha, jer bi u protivnom
bili neutralisani i ne bi se mogli detektovati (De Hoffmann i Stroobant, 2002).

Graficki prikaz signala masenog detektora u toku vremena predstavlja maseni hromatogram.
Registrovanjem intenziteta svih nastalih jona dobija se ukupni jonski hromatogram (eng. Total lon
Chromatogram, TIC). Radi povecanja osetljivosti i selektivnosti u detektoru se mogu registrovati
samo odredeni joni, ¢ime se dobija hromatogram odabranog jona (eng. Selected lon Monitoring,
SIM) koji povecava osetljivost i selektivnost MS analize. Detektovanjem jona koji je nastao kao
rezultat fragmentacije prethodno nastalog jona dobija se hromatogram odabrane reakcije
(eng. Selected Reaction Monitoring, SRM).

U pojedinim slucajevima, MS ne moze dati detaljnu informaciju o strukturi jedinjenja. Na
primer, masenim detektorom se ne mogu razlikovati izomeri (Pérez-Trujillo i dr., 2010). U tom
slu¢aju treba primeniti neki drugi vid detekcije, na primer NMR spektroskopiju ili tandemsku
masenu spektrometriju.

2.6.1.1.2.1. Tehnike jonizacije

Izbor tipa jonizacije zavisi od nekoliko faktora, od kojih su najbitniji polarnost jedinjenja,
molekulska masa, termicka stabilnost i sastav uzorka.

U zavisnosti od vrste izvora energije za jonizaciju razlikuju se sledece tehnike jonizacije:

- Jonizacija elektronima (eng. Electron Impact, El) — postize se bombardovanjem neutralnih
molekula u gasovitom stanju elektronima velike energije, koji pri sudaru izbijaju elektrone iz
molekula analita. Elektroni koji se koriste za jonizaciju elektronima nastaju na uzarenoj niti
(katodi) i dalje se ubrzavaju elektricnim poljem do Zeljene energije. Sudarom snopa elektrona
sa molekulima ispitivane supstance dolazi do izbijanja valentnih elektrona. Ovaj vid
jonizacije se koristi samo u slucaju kada su analiti u gasovitom stanju.

- Hemijska jonizacija (eng. Chemical lonization, CI) — spada u ,,meke* jonizacione tehnike koje
favorizuju nastanak molekulskog jona sa malim viskom energije i bez znacajne fragmentacije.
Hemijska jonizacija se postize bombardovanjem molekula elektronima gasa (metan, amonijak,
izobutan), jonizuju¢i ih. Nastali joni gasa dalje, posredno, reaguju sa molekulima uzorka. Ovaj
vid jonizacije se koristi samo u slucaju kada su analiti u gasovitom stanju.
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- Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric Pressure Chemical
lonization, APCI) — jonizacioni proces se postize na sli¢an na¢in kao kod hemijske jonizacije,
ali se odvija na atmosferskom pritisku. U jonski izvor se uvodi fini aerosol te¢nog uzorka iz
kojeg se rastvara¢ uklanja uparavanjem u zagrejanoj kvarcnoj komori, ¢ime se neutralni
molekuli analita prevode u gasovito stanje. Molekuli analita zatim stizu do elektrode na kojoj
se odigrava jonizacija. Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku se koristi u analizi slabo
polarnih i jedinjenja male molekulske mase do 1500 Da.

- Termosprej jonizacija (eng. Thermospray lonization, TS) — spada u,,meke* jonizacione tehnike.
Mehanizam formiranja jona pomoc¢u termosprej jonizacije je definisan slede¢im koracima:
(@) prolazak te¢nog uzorka kroz tanku zagrejanu Kkapilaru u kojoj dolazi do delimi¢nog
isparavanja rastvaraca i rasprSivanja te¢nog uzorka; (b) dekompozicija formiranih kapljica
izazvana toplotnom energijom, kao i mehani¢kim i hidrodinami¢kim procesima u zagrejanoj
komori; (c) uklanjanje rastvaraca uparavanjem pri ¢emu se oslobadaju joni iz sitnih kapljica |
usmeravaju ka masenom analizatoru. Termosprej jonizacija je pogodna za jonizaciju
neisparljivih i termonestabilnih jedinjenja (Ardrey, 2003).

- Fotojonizacija na atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric Pressure Photoionization, APPI)
— tokom fotojonizacije na atmosferskom pritisku molekul se prevodi u jonsko stanje nakon
interakcije sa fotonom koji dolazi od svetlosnog izvora. Kao svetlosni izvor se koristi kripton
lampa koja emituje fotone. Molekuli sa jonizacionim potencijalom nizim od ovih vrednosti se
jonizuju i prelaze u M* ili (M+H)* jonizacioni oblik, dok se molekuli sa veéim jonizacionim
potencijalom ne mogu jonizovati na ovaj nacin.

- Bombardovanje brzim atomima (eng. Fast Atom Bombardment, FAB) — zasniva se na
bombardovanju molekula analita rastvorenih u neisparljivom matriksu (sastoji se od
slaboisparljivih rastvarata kao S§to su glicerol, tioglicerol, trietanolamin, itd.) snopom
neutralnih atoma ili jonskim snopom. Snop neutralnih atoma se dobija jonizacijom najcesce
argona ili ksenona, koji se zatim neutraliSu protokom kroz kolizionu ¢eliju. Jonski snop se
dobija jonizacijom molekula cezijuma. Ovaj nacin jonizacije obezbeduje vecu osetljivost u
analizi jedinjenja velikih molekulskih masa.

- Jonizacija potpomognuta laserskom desorpcijom (eng. Matrix-Assisted Laser Desorption,
MALDI) — zasniva se na bombardovanju uzorka pomoc¢u pulsnog laserskog snopa. Laser
izaziva desorpciju i jonizaciju ispitivane supstance bez hemijske degradacije. Uzorak se za ovu
tehniku priprema mesanjem uzorka sa specijalnim matriksom. Matriks ima ulogu da apsorbuje
energiju primenjenog lasera, Stite¢i molekule uzorka od raspada. Kao matriks se najéesce
koriste nikotinska, sinapinska, 2,5-dihidroksibenzoeva i a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina.
Ova tehnika se koristi za analizu velikih molekula, prirodnih polimera, proteina i peptida
(Nordhoff i dr., 2003).

- Elektrosprej jonizacija (eng. Electrospray lonization, ESI) — tehnika jonizacije u spreju pri
atmosferskom pritisku koja omoguéava detekciju Sirokog spektra jedinjenja pre svega
neisparljivih i termonestabilnih. Za elektrosprej jonizaciju neophodno je da jedinjenja
poseduju funkcionalne grupe koje se mogu jonizovati kiselobaznim reakcijama ili gradenjem
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adukata sa jonima iz rastvora. Elektrosprej jonizacija spada u tzv. ,,meke* jonizacione tehnike,
tj. koristi relativno blage uslove jonizacije, zbog ¢ega u jonskom izvoru najéesce ne dolazi do
fragmentacije ili je fragmentacija slabo izrazena, i moguce je detektovati pseudomolekulske
jone analita. Elektrosprej jonizacija je detaljnije opisana u nastavku, s obzirom na to da se
koristila u eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije.

Osim gore navednih nacina jonizacije, danas se koriste i drugi, poput povrsinske ili termalne
jonizacije (eng. Surface lonization, Sl), jonizacije desorpcijom u elektricnom polju (eng. Field
Desorption, FD), jonizacije plazma desorpcijom (eng. Plasma Desorption, PD), jonizacije i
desorpcije laserom (eng. Laser lonization/Laser Desorption, LI/LD), jonizacije brzim jonima (eng.
Fast lon Bombarding (Secondary lon Mass Spectrometry), FIB (SIMS)) i dr.

Elektrosprej jonizacija

Elektrosprej jonizacija podrazumeva stvaranje finog aerosola te¢nog uzorka njegovim
propustanjem kroz naelektrisanu kapilaru od nerdajuceg celika (Slika 14). Naelektrisane cestice,
od kojih svaka sadrzi jone analita i molekule rastvaraca, formiraju se na atmosferskom pritisku.
Od izlaza iz kapilare do ulaza u podru¢je visokog vakuuma, koji su razdvojeni 1-3 cm, dolazi do
isparavanja rastvaraca iz malih naelektrisanih kapljica te¢nog uzorka. U toploj struji gasa za
susenje (azot), rastvara¢ isparava, uz smanjenje veli¢ine kapljica i povecanja gustine naelektrisanja
na njihovoj povrSini. U momentu kada gustina naelektrisanja dostigne kriticnu vrednost i
elektrostaticko odbijanje nadjaca povrSinski napon, dolazi do tzv. , Kulonove eksplozije* i
oslobadanja jona analita. Ovaj proces se ponavlja sve dok na kraju ne ostanu potpuno desolvatisani
joni. U zavisnosti od elektri¢nog polja i broja mesta u molekulu koja se mogu jonizovati, nastali
joni mogu biti pozitivno ili negativno, kao i jednostruko ili viSestruko naelektrisani. Nastali joni
se jonskom kapilarom vode do masenog analizatora.
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Slika 14. Elektrosprej jonizacija.
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Elektrosprej jonizacija predstavlja tzv. ,,meku” jonizacionu tehniku, koja daje protonovani
molekulski jon [M+H]" u pozitivnoj jonizaciji, odnosno deprotonovani molekulski jon [M-H]- u
negativnoj jonizaciji, ili adukt jone sa natrijumom (MNa*), amonijakom (MNH,") ili acetatom
(MCH3COO-"), a pri tom se izvor jona nalazi na atmosferskom pritisku. Elektrosprej jonizacija je
pogodna za polarna jedinjenja sa molekulskom masom od 100 do 100000 Da (Ardrey, 2003). Da
bi se potpomoglo protonovanje baznih molekula, obi¢no se u mobilnu fazu dodaju organske
kiseline (mravlja ili sir¢etna). Za neutralne molekule, koji tesko jonizuju, koriste se organske soli
(npr. amonijum-acetat ili amonijum-formijat), ¢ime se pospesuje formiranje adukata sa katjonima
(NH4", Na* ili K™) ili anjonima (acetatni ili formijatni) u rastvoru (Zhu i Cole, 2000).

Na proces jonizacije, kao i na jacinu ESI signala, uticu osobine mobilne faze (viskozitet,
isparljivost, provodljivost, diclektri¢na konstanta, povrSinski napon, koncentracija elektrolita i pH)
i fizicko-hemijske osobine analita (hidrofobnost, povrsinska aktivnost, kiselo-bazna svojstva, itd.).
Sastav mobilne faze u znacajnoj meri uti¢e na stabilnost elektrospreja. Sa povecanjem udela
organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi, raste i stabilnost elektrospreja (Cech i Enke, 2001). Veci
udeo organskog rastvaraca u mobilnoj fazi doprinosi i povecanju osetljivosti, tj. signala ESI-MS
detektora. Utvrdeno je da je intenzitet signala jona polarnih analita ve¢i u mobilnoj fazi sa
metanolom, nego u mobilnoj fazi koja kao organsku komponentu sadrzi acetonitril (Mathis i
McCord, 2005). Dodatak kiseline u mobilnu fazu suzbija jonizaciju fenolnih i karboksilnih grupa,
¢ime se poboljsava simetrija (smanjuje ,.tailing" efekat) pikova.

Osnovna prednost elektrosprej jonizacione tehnike je moguénost analize jedinjenja koja nisu
pogodna za gasno-masenu analizu i termosprej jonizaciju, kao §to su termolabilna jedinjenja. Kako
elektrosprej jonizacijom nastaju visestruko naelektrisani joni, moguce je kao detektore koristiti i
spektrometre masa uskog m/z mernog opsega. Ovom tehnikom jonizacije moguce je odredivanje
kako relativno malih molekula poput peptida te organskih i neorganskih jedinjenja, tako i velikih
makromolekula poput proteina, RNA i DNA (Vuéini¢, 2012). Narodito je pogodna za analizu
jonizovanih i polarnih jedinjenja kao $to su biopolimeri (proteini, glikoproteini i nukleotidi), lekovi
i njihovi metaboliti, kao i industrijski polimeri (polietilenglikol).

lako je elektrosprej jonizacija jedna od najces$¢e koriS¢enih tehnika jonizacije u HPLC-MS
analizi, njen glavni nedostatak je moguénost pojave efekta nedovoljne jonizacije, a rede pojacane
jonizacije, usled prisustva koeluirajucih interferirajucih supstanci iz matriksa. Smanjena jonizacija
analita u kompleksnim matriksima moze se objasniti visokom koncentracijom neisparljivih
supstanci u spreju koje smanjuju efikasnost otparavanja rastvaraca. Zato je izuzetno vazno
uklanjanje neisparljivin komponenti tokom pripreme uzorka. Jedan od nedostataka je i
nelinearnost signala detektora pri visim koncentracijama, kao i neophodnost podeSavanja
optimalnih pH-vrednosti mobilne faze.
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2.6.1.1.2.2. Maseni analizatori

Razliciti tipovi masenih analizatora koriste stati¢ko ili dinamicko elektri¢no ili magnetno polje

ili njihovu kombinaciju, a razlikuju se prema principu rada, opsegu razdvajanja m/z, preciznosti,
rezoluciji, brzini spektralne akvizicije, osetljivosti i dr.

Magnetni analizator (eng. Magnetic Sector Analyzer, MSA) — sastoji se od magneta, izmedu
¢ijih polova prolaze joni nastali u jonskom izvoru. Na ulasku i izlasku iz magnetnog sektora
nalaze se dve pukotine koje ograni¢avaju snop jona koji ulaze, odnosno izlaze iz sektora. U
magnetnom polju dolazi do razli¢itog skretanja jona u zavisnosti od njihove vrste. Pri ulasku
u analizator svi joni imaju istu brzinu tako da se razdvajanje u magnetnom polju izvodi na
osnovu vrednosti odnosa m/z jona tj. joni razli¢itog m/z putuju razli¢itim radijusima krivine.
Jac¢ina magnetnog polja odreduje jon koji ¢e biti detektovan. Ovaj analizator je spor, ali
odlikuje ga visoka rezolucija, osetljivost i Sirok opseg masa.

Elektri¢ni analizator (eng. Electric Sector Analyzer, ESA) — sli¢an je magnetnom analizatoru,
samo §to se umesto magnetnog polja upotrebljava elektricno polje, a razdvajanje u elektricnom
polju izvodi se promenom napona na elektrodama.

Kvadrupolni analizator (eng. Quadrupole Analyzer, Q) — sastoji se od ¢etiri valjkaste paralelne
elektrode, kojima se saopsStava naizmeni¢na struja. Joni koji se krec¢u izmedu elektroda bivaju
privuéeni suprotno naelektrisanim elektrodama i krecu se ka njima. Pre nego $to udare u njih
menja se polaritet elektrode. Kroz analizator prolaze samo odredeni joni, dok ostali udaraju u
elektrode i razelektrisu se.

Analizator na bazi vremena preleta jona (eng. Time of Flight Analyzer, TOF) — razdvajanje
jona se izvodi na bazi vremena koje je potrebno jonima razli¢itih masa da stignu od jonskog
izvora do detektora. Joni se iz jonizatora ubrzavaju pomoc¢u homogenog elektricnog polja. Joni
nizih masa se jace ubrzavaju i prvi dolaze do detektora. VVreme koje je potrebno da jon prede
put od jonskog izvora do detektora (region preleta ili drift tuba) ¢e zavisiti od njegovog m/z
odnosa. TOF analizator je brz, ali ima losiju selektivnost u odnosu na elektri¢ni ili magnetni
analizator. On je opisan detaljnije u nastavku, s obzirom na to da je korisen u
eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije.

Jonska zamka (eng. lon Trap Analyzer, IT) — je uredaj koji se ponasa kao trodimenzionalni
kvadrupol, a sastoji se od tri elektrode, jedne prstenaste i dve tanjiraste koje zatvaraju prsten
sa donje i gornje strane, stvaraju¢i tako komoru u kojoj su ,,zarobljeni joni razli¢itih masa.
Joni ulaze i napustaju detektor kroz otvore na tanjirastim elektrodama. Dovodenjem odredenog
radiofrekventnog signala na prstenastu elektrodu postize se zadrzavanje samo odabranog jona
u prostoru elektrode. Tanjiraste elektrode su uzemljene. Unutar komore joni se krecu stabilnim
trodimenzionalnim putanjama sve do promene napona elektroda. Helijum se uvodi u komoru
pod visokim vakumom i ima ulogu da, sudarajuci se sa jonima, smiruje njihove oscilacije i na
taj nacin ih stabilizuje. Promenom napona na prstenastoj elektrodi putanja jona odredene mase
se destabiliSe 1 oni bivaju izbaceni ka detektoru. Glavni nedostatak IT masenog analizatora je
ogranic¢en dinamicki opseg, usled ograni¢enog broja jona koji mogu biti prisutni u ,,zamci®.
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Jonska zamka koristi radiofrekventno kvadrupolno polje koje ¢uva jone u tri ili dve dimenzije.
Tako se IT analizatori mogu podeliti na 3D jonsku zamku i 2D jonsku zamku. Velika prednost
2D analizatora u odnosu na 3D je vec¢i kapacitet skladistenja jona zbog vece zapremine
,zamke® | zbog toga §to se joni ne skladiste samo u jednoj tacki u centru, ve¢ po centralnoj
liniji ,,zamke®.

- Orbitrap (eng. Orbitrap) — baziran je na konceptu jonske zamke gde su joni zarobljeni u
elektrostatickom polju koje stvaraju centralna vretenasta i dve spoljasnje cilindri¢ne elektrode.
Komora koju ¢ini prostor izmedu unutras$nje i spoljasnjih elektroda povezana je sa sistemom
vakuum pumpi koji omogucava uslove visokog vakuuma. Joni koji ulaze u orbitrap spiralno
osciluju oko centralne elektrode istom amplitudom, ali na razli¢itim frekvencijama, S$to
rezultuje njihovim odvajanjem. Joni osciluju na frekvenciji radijalnog oscilovanja, frekvenciji
rotacije i frekvenciji aksijalnog oscilovanja, pri cemu se samo aksijalna frekvencija koristi za
analizu masa. Aksijalna frekvencija je obrnuto proporcionalna odnosu mase i naelektrisanja
jona i moze se konvertovati u maseni spektar Furijeovom transformacijom signala. Orbitrap
ima visoku rezoluciju do 150000, opseg m/z do 6000, kao i preciznost m/z pri visokim masama
od 2-5 ppm.

Analizator na bazi vremena preleta jona (TOF)

Analizator na bazi vremena preleta jona razdvaja jone na osnovu razlike u vremenu koje je
potrebno jonima razli¢itih masa da stignu od jonskog izvora do detektora kroz cev duzine 1-2 m.
Joni se u cevi ubrzavaju primenom elektrostatickog polja koje im saopstava visoku kineticku
energiju. Za istovremeno formirana dva jona istog naelektrisanja (A1 i A2), pri ¢emu je masa Al
manja od mase A2, pod istim uslovima, do detektora prvi stize A1 (Slika 15a). Linearni analizator
karakteri$e visoka osetljivost, ali losija selektivnost. U cilju poboljsanja selektivnosti, razvijen je
refleksioni TOF analizator koji sadrzi elektrostaticki reflektor (Slika 15b). Joni istog odnosa m/z
nemaju potpuno istu Kineticku energiju zbog ¢ega do detektora stizu u razli¢ito vreme. Kako bi se
razlika njithovog vremena preleta povecala, pre detektora oni se usmeravaju na reflektor.
Elektrostatic¢ki reflektor je elektrostaticko ogledalo sastavljeno od serije prstenova ili resetki
rastuceg potencijala. Uloga reflektora je produZenje putanje i fokusiranje kineti¢ke energije jona.
Joni sa nizom kinetickom energijom, ali istim odnosom m/z manje prodiru u elektrostaticko polje
prelazeci krace distance, dok joni sa viSom kinetickom energijom dublje prodiru u elektrostaticko
polje prelaze¢i duza rastojanja. lako fokusiranje jona poboljsava selektivnost, ono smanjuje
osetljivost i uvodi ogranicenje opsega masa. Refleksioni mod koristi se kod analize peptida i malih
molekula, a linearni za proteine srednjih i visokih molekulskih masa.
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Slika 15. TOF analizator u a) linearnom i b) refleksionom modu.

Slika 16 daje Sematski prikaz delova masenog detektora sa TOF masenim analizatorom. Glavne
prednosti ovog detektora su neograni¢en opseg m/z vrednosti, velika brzina skeniranja, visoka
osetljivost, selektivnost i ta¢nost merenja m/z vrednosti. Vrednosti m/z odredene ovim
analizatorom, u kombinaciji sa izotopskom raspodelom, omogué¢avaju odredivanje molekulske
formule analita, sto zna¢ajno olakSava identifikaciju, zbog ¢ega se TOF trenutno kupluje sa skoro
svim jonizacionim tehnikama.
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Slika 16. Sema masenog detektora sa TOF analizatorom.
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2.6.1.1.3. Tandemska masena spektrometrija

Tandemska masena spektrometrija omogucava ta¢nu i pouzdanu detekciju veoma niskih
koncentracija analita u kompleksnim matriksima. Ovom metodom resava se problem identifikacije
i kvantifikacije analita koji imaju istu molekulsku masu, ali razli¢ite fragmentne jone, ili jedinjenja
koje nije moguce potpuno hromatografski razdvojiti. Ipak, odredeni stepen prethodnog razdvajanja
je potreban radi smanjenja uticaja matriksa i poboljSanja odnosa signala i Suma (Diaz-Cruz i
Barceld, 2005). Tandemska masena spektrometrija podrazumeva najmanje dva stepena analize
masa, odnosno barem dva masena analizatora. Pri tome prvi analizator sluzi da izoluje jon
prekursor, koji se zatim fragmentiSe, dajuci kao proizvode fragmentacije produkt jon i neutralni
fragment. Drugi maseni analizator sluzi za analizu nastalih fragmenata. Moguce je, takode
povecati broj koraka, odnosno vezati jo§ jedan maseni analizator koji ¢e fragmentisati nastali
produkt jon, analizirati novonastale fragmente, pa od njih izdvojiti novi jon koji ¢e se dalje
fragmentisati. Ovakva viSestepena maseno-spektrometrijska analiza se oznacava kao MS" (De
Hoffmann i Stroobant, 2002; Ardrey, 2003). Dvostepena masena analiza (MS/MS) moze se
izvoditi tandemom u prostoru ili tandemom u vremenu.

MS/MS u prostoru postize se primenom dva masena spektrometra vezana serijski pri ¢emu se
analize simultano izvode, ali su prostorno odvojene. Moguce je izvoditi i MS analizu u prostoru
sa tri seta kvadrupolnih analizatora povezanih serijski. Prvi kvadrupol izoluje jon prekursor, u
drugom (koliziona ¢elija) se izvodi fragmentacija i fokusiranje odredenih jona ka tre¢em
analizatoru, dok se u tre¢em izvodi analiza produkt jona i fragmenata. Koliziona ¢elija uz pomo¢
inertnog gasa argona omogucuje dodatnu, kolizijom indukovanu fragmentaciju (disocijaciju)
molekulskih jona (eng. Collision Induced Dissociation, CID) nastalih u jonskom izvoru i
propustenih kroz prvi maseni kvadrupol. Dodatna fragmentacija se ostvaruje pri odredenom
naponu, ubrzavanjem kretanja stvorenih jona (prekursor joni) i preostalih neutralnih molekula
uslovljavajuc¢i njihovo medusobno sudaranje sa molekulima vazduha i/ili argona. Krajnji ishod je
cepanje veza u molekulu analita i stvaranje novih jonskih fragmenata - produkt jona. Najcesce
nastaju fragmenti raskidanjem C-N i C-O veza. U drugom kvadrupolu mogu se dalje pratiti svi
novonastali joni ili samo selektovane jonske masa. Primenom CID-a obogacuje se maseni spektar,
a analiza postaje specificnija 1 osetljivija. Moguce je takode kombinovati elektromagnetni
analizator sa dva kvadrupola ili dva kvadrupola sa TOF-om.

MS/MS u vremenu znaci da Se analize izvode u istom prostoru, ali u razli¢ito vreme. Postize se
koris¢enjem jonske zamke, gde se sukcesivno u samoj zamci prvo izvodi odabir jona prekursora,
zatim njegova fragmentacija, analiza produkt jona, njihova fragmentacija, itd. (De Hoffmann i
Stroobant, 2002). Izolovanje jona analita koji treba dalje da se fragmentise postize se pove¢anjem
napona, pri ¢emu se iz zamke izbacuju svi ostali joni osim onih sa ciljnim m/z odnosom.
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Tandem kvadrupolnog i analizatora na bazi vremena preleta jona (QTOF)

Tandem kvadrupolnog i analizatora na bazi vremena preleta jona je veoma slican TOF
masenom analizatoru, a glavna razlika je sto su kvadrupol i koliziona ¢elija geometrijski centrirani
u vertikalnoj liniji. Kvadrupol vrsi selekciju odredenih jona za naknadnu fragmentaciju u
kolizionoj ¢eliji uz pomo¢ kolizionog gasa (najéeSc¢e azot). Fragmentisani joni se dalje razdvajaju
kao u TOF analizatoru, na osnovu njihovog m/z odnosa. Ova modifikacija omogucava visoku
rezoluciju i tatnost merenja masa, kao i do 100 puta vecu osetljivost od trostrukog kvadrupolnog
analizatora (eng. Triple Quadrupole Analyzer, QqQ) (Glish i Burinsky, 2008; EI-Aneed i dr.,
2009). Slika 17 prikazuje Semu razli¢itih delova masenog detektora sa QTOF-om.

Reflektor

%
||

lll Kvadrupol  Zona prenosa jona

() — /_Okmpol\\ml _| S
7 — =

ortogonalnog

So¢ivo 112  Koliziona Celija ubrzanja  Detektor
Pumpai Turbo. pumpa iz Turbo 1 i Turbo 2
tr1 etape !

Slika 17. Sematski prikaz masenog detektora sa QTOF-om.

2.6.1.1.4. Primena HPLC-MS analize

HPLC-MS obezbeduje efikasnu kvalitativnu i kvantitativnu analizu razlicitih jedinjenja iz
razli¢itih uzoraka. Brojne studije opisuju primenu HPLC-MS za karakterizaciju sekundarnih
metabolita u biljnim ekstraktima, uglavnom fenolnih jedinjenja, fosfolipida, flavonoida, alkaloida
(Tabela 7). HPLC-ESI-MS" je primenjena za identifikaciju flavonoida i fenolnih kiselina, u
indijskom orahu (De Brito i dr., 2007), pasulju (Lin i dr., 2008), ekstraktima ruzmarina i zalfije
(Kontogianni i dr., 2013) i rtanjskom ¢aju (Lopez-Cobo i dr., 2015). Metoda je takode primenjena
za karakterizaciju jednostavnih fenola, flavonoida i sekoiridoida u maslinama, otpadu od prerade
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maslina (Obied i dr., 2007) i ekstraktima lista masline (Kontogianni i Gerothanassis, 2012).
Stilbeni i1 flavonoidi su istovremeno identifikovani pomoéu ESI-MS u negativhom rezimu
jonizacije i kvantifikovani PDA detekcijom u genetski modifikovanom paradajzu (Nicoletti i dr.,
2007). Polifenolni sastav u ekstraktima propolisa je ispitan primenom visokopritisne tecne
hromatografije kuplovane sa diodnim detektorom (HPLC-DAD) i HPLC-ESI-MS/MS
uporedujuci performanse IT i QqQ masenih analizatora (Pellati i dr., 2011). Studije su pokazale
da u analizi polifenola, narocito flavonoida, najve¢u primenu ima ESI kao jonski izvor, iako se u
pojedinim ispitivanjima APCI pokazao kao efikasniji (Fabre i dr., 2001; De Rijke i dr., 2003).
Razvijena je i metoda zasnovana na LC/APCI-MS za direktno odredivanje katehina u ekstraktima
zelenog i crnog Caja (Zeeb i dr., 2000). MALDI-TOF tehnika se pokazala kao pogodna za
odredivanje procijanidinskih oligomera u proteinskim kompleksima (Fulcrand i dr., 2008).
Polifenoli iz brusnice, ekstrakta semenki grozda i nara su odvojeni te¢cnom hromatografijom i
podvrgnuti MALDI-TOF-MS koristeci trans-3-indolakrilnu kiselinu kao matriks (Reed i dr.,
2005). APPI spregnut sa QqTOF-MS koriscen je za analizu nepoznatih uzoraka vina. Dobijeni
rezultati su bili zadovoljavajuc¢i u poredenju sa ESI-MS koji je takode koris¢en (Gémez-Ariza i
dr., 2006).

Hemijski profili lipidnih komponenata su uspesno definisani primenom HPLC-MS analize. Pri
odredivanju slozenih fosfo- i glikolipida najéesce je koris¢ena ESI kao blaga jonizaciona tehnika
(Christie i Han, 2010). S druge strane APCI je nasla primenu u analizi nepolarnih jedinjenja u ¢ili
paprikama, uglavnom karotenoida, glicerolipida, kapsaicinoida i vitamina rastvorljivih u lipidima
(Bijttebier i dr., 2014). U studiji koju su izveli Cichon i dr. (2017), LC-QTOF-MS (APCI") je
primenjena za poredenje fitohemijskog sastava crvenog i ,,tangerine* paradajz soka. Metoda je
omogucila identifikaciju velikog broja jedinjenja razlicitih klasa, ukljucujuéi karotenoide (likopen,
fitoen, fitofluen, neurosporen i &-karoten), hlorofil (feofitin a i pirofeofitin a) i neutralne lipide (di-
i trigliceridi). Identifikovana su i polarna i umereno polarna jedinjenja (derivati cimetne kiseline,
flavonoidi i glikoalkaloidi).

HPLC-MS je nasla primenu i u detekciji razlicitih toksi¢nih supstanci prisutnih u hrani. Studija
koju su izveli Ezekiel i dr. (2013) bila je fokusirana na utvrdivanje podloznosti susenih gljiva
infekciji toksigenim plesnima i posledi¢noj kontaminaciji mikotoksinima. Spektar mikrobnih
metabolita, ukljuc¢ujuc¢i mikotoksine, analiziran je pomo¢u HPLC-MS tehnike. UHPLC-MS je
primenjena u analizi pesticida u banani, koriste¢i QqQ kao maseni analizator, postigavsi da ukupno
vreme analize bude 13 min (Carneiro i dr., 2013). Na isti nac¢in, Wang i dr. (2017) su identifikovali
270 pesticida u hrani (povrée, voce, ¢aj, ulje, zitarice i jaja), koristec¢i hibridni trostruki kvadrupol
sa linearnim jonska zamka analizatorom (eng. Triple Quadrupole Linear lon Trap, QTRAP), sa
ukupnim trajanjem analize od 13 min. Dias i dr. (2016) su identifikovali 165 pesticida u jestivim
uljima primenom UHPLC-QqQ-MS/MS.
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Tabela 7. Primena HPLC-MS u analizi uzoraka biljnog porekla.

Tehnika

Maseni

Uzorak Jedinjenja . . Referenca
jonizacije analizator
Maslina (list) Fenolna jedinjenja ESI TOF/MS Talhaoui i dr., 2014
Heljda Fenolna jedinjenja ESI TOF/MS Verardo i dr., 2010
Hibiskus Fenolna jedinjenja ESI TOF/MS leentelz-ol\ggral dr,
Rtanjski ¢aj Fenolna jedinjenja ESI TOF/MS Ldpez-Cobo i dr., 2015
Limun Fenolna jedinjenja i ESI TOF/MS Garcia-Salas i dr., 2013
organske kiseline
Fenolna jedinjenja, Seceri,
Pumbir peptidi, terpenodi, ESI TOF/MS Svarc-Gajié i dr., 2017
aromatic¢ni alkoholi i dr.
Organske kiseline, Jiménez-Sanchez i dr
Marula (kora) fenolna jedinjenja, masne ESI QTOF/MS? h
Lo 2015a
kiseline i dr.
Guava (list) Fenolna jedinjena ESI QTOF/MS? Diaz-de-Cerio i dr., 2016
Ruzmarin Fenolna jedinjenja ESI QTOF/MS? Fernande;(—)(i);:hoa hdr.
Avokado (pulpa, - Fenolna i druga polara ESl QTOF/MS? Lopez-Cobo i dr., 2016
kora, kostica) jedinjenja
Lubenica Fenolna i druga polarna ESI QTOF/MS? Abu-Reidah i dr., 2013
jedinjenja
Spargla Bioaktivna jedinjenja ESI QTOF/MS? Jlmenez-ZSg:ghez hdr.,
Krastavac Bioaktivna jedinjenja ESI QTOF/MS? Abu-Reidah i dr., 2012
o ESI QqQ/MS? Pérez-Jiménez i
Badem Proantocijanidini MALDI TOF/TOF MS LiuisTorres, 2012
Grozde (semenke, Proantocijanidini MALDI TOF/MS Vivas i dr., 2004
koZica i peteljke)

Sirak Proantocijanidini MALDI TOF/MS Krueger i dr., 2003
Paprika Kapsinoidi ESI QTOF/MS? Fayos i dr., 2019
Jabuka Ugljeni-hidrati MALDI TOF/MS Horikawa i dr., 2019

Ovas’szj?zmca‘ Proteini MALDI TOF/MS Rigueira i dr., 2016
Jetam Proteini MALDI TOF/TOF MS Petry'Poggf(r)Ska ar.,
Sipak Karotenoidi APCI MS Zhong i dr., 2016

Peruanska jagoda Karotenoidi APCI IT/MS" Etzbach i dr., 2018

Kapar (koren) Alkaloidi ESI Q-IT/MS" Khatib i dr., 2016
Soja Fosfolipidi MALDI Q-I1T/MS? Shrivas i Tapadia, 2015

Mango (kora) Tanini MALDI TOF-TOF MS Sayago-Ayerdi i dr., 2013
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Da bi primenjena metoda bila brza i efikasna i omogucéila razdvajanje i identifikaciju razli¢itih
grupa i podklasa fenolnih jedinjenja, uslovi analize moraju biti pazljivo optimizovani. Slika 18
sumira najznacajnije parametre HPLC analize.

Zapremina -
injektovanog 1
uzorka -

Mobilna faza A

Protok 7

Kolona

Termostat 1

Detektor b

Vreme analize 1

1-20 pL

Faza A

Faza B

DAD

MS
MS/MS

Polarni rastvara¢ = Voda
. Ko-rastvarac Sircéetna kiselina
i 0.1-1% (viv) | Mravlja kiselina
] Slabije polarni | Metanol
organski rastavara¢ Acetonitril
-[ 1-1,5 mL/min
{ 0,2-1 mL/min

[ Duzina > 100-300 mm

Unutrasnji preénik = 2,1-10 mm
Pre¢nik ¢estica 2 1,7-10 um

Sobna temperatura ili visa

35°C

DAD

MS

[ Apsorpcione trake karakteristi¢ne za fenolna jedinjenja
Traka Il
240-280 nm
| Prsten A
Traka |
300-380 nm
Prsten B
[ 50-3000 m/z
TOF 3 ppm interna kalibracija
7 5 ppm eksterna kalibracija
50-20000 m/z
L QTOF

<1 ppm

0Od nekoliko minuta do jednog sata.

Slika 18. Osnovni parametri HPLC analize.

U praksi HPLC-MS se najéesce primenjuje u analizi jedinjenja srednje i visoke polarnosti sa

relativnom molekulskom masom ve¢om od 50 amu. Poboljsane performanse ove tehnike u

52



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

pogledu njene osetljivosti, selektivnosti i brzine pro§irile su njenu primenu. Danas ova tehnika ima
nezamenljivu ulogu u analizi uzoraka zivotne sredine, prehrambenih i farmaceutskih uzoraka, u
biohemiji i biofarmaceutskoj industriji, kontroli kvaliteta lekova, itd. HPLC-MS se takode koristi
i u proteomskoj analizi slozenih uzoraka za identifikaciju pojedina¢nih peptida. Uzorci slozenih
bioloskih te¢nosti kao $to je humani serum su analizirani LC-MS/MS sistemom uz identifikaciju
preko 1000 proteina (Sudhakar i dr., 2016). LC-MS tehnika je koris¢ena za otkrivanje steroidnih
lekova u telesnim te¢nostima i za profilisanje endogenih steroida (Mazzarino i dr., 2008; Ray i dr.
2015). U medicinskoj praksi, HPLC-MS/MS tehnika je uspeS$no primenjena U prevenciji i
pracenju mnogih bolesti metabolic¢ke, genetske, endokrinoloske ili hematoloSke etiologije. Velika
osetljivost HPLC-MS/MS-a doprinela je njenoj primeni i u prenatalnim i post-natalnim
,,screening“ procedurama.
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Eksperimentalni deo doktorske disertacije realizovan je u laboratorijama Centra za istraZivanje
i razvoj funkcionalne hrane (Centro de Investigacion y Desarrollo del Alimento Funcional -
CIDAF) u Granadi (Spanija) i u laboratoriji Katedre za primenjene i inZenjerske hemije,
Tehnologki fakultet Novi Sad, Univerzitet u Novom Sadu (Srbija). Sema i tok aktivnosti
eksperimentalnog rada prikazani su na Slici 19.

VRN VRN VRN
Koren gaveza List crnog duda Peteljke tresnje
Sadrzaj vlage Sadrzaj vlage Sadrzaj vlage
N S N S N S
Ekstrakcija Ekstrakcija -
(Maceracija, ASE, (Maceracija, ASE, Eksst[:aécg{aN(SSE,
SFE, SWE) SFE, SWE) ’
AN NS N S

.~ N - /N |

Prinos ekstrakcije Prinos ekstrakcije Prinos ekstrakcije

N NN
-~ N e

Sadrzaj ukupnih fenola Sadrzaj ukupnih fenola Sadrzaj ukupnih fenola

N— | N |

N N N
HPLC-ESI-TOF-MS HPLC-ESI-TOF-MS HPLC-ESI-TOF-MS

N | NN

. N L /N L __ "/

Fol . Eol . HPLC-ESI-QTOF-
HPLC-ESI-QTOF-MS HPLC-ESI-QTOF-MS MS/MS

Slika 19. Sema i tok aktivnosti eksperimentalnog rada.

3.1. Biljni materijal

Osusen koren gaveza (Symphytum officinale L.) i listovi crnog duda (Morus nigra L.) kupljeni
su u lokalnoj prodavnici zdrave hrane (Novi Sad, Srbija). Peteljke tresnje (Prunus avium L.) su
dostavljenje od strane proizvoda¢a treSanja La Picota del Jerte (Spanija). Biljni materijal je
sakupljen tokom maja meseca 2014. godine. Peteljke treSnje su susene na sobnoj temperaturi.
Uzorci navedenih biljnih vrsta su usitnjeni upotrebom ultracentrifugalnog mlina do veli¢ine Cestica
od 1 mm, i skladisteni na sobnoj temperaturi na tamnom i suvom mestu. Od pripremljenih uzoraka
formiran je reprezentativan uzorak ukupne mase od oko 3 kg. Od formiranog reprezentativnog
uzorka uzimani su uzorci za pojedinac¢na ispitivanja.
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3.2.

Hemikalije i reagensi

Hemikalije i reagensi koriSc¢eni tokom istrazivanja su kupljeni od sledecih proizvodaca:
Folin-Ciocalteu reagens - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA);

Aceton, etanol, metanol i natrijum-karbonat — Panreac (Barselona, Spanija);

Celulozni filter 1 morski pesak koriS¢eni za ubrzanu ekstrakciju i ekstrakciju superkriti¢nim
ugljenik(IV)-oksidom - Fisher Scientific (Madrid, Spanija);

Za pripremu mobilne faze koris$¢eni su mravlja kiselina i acetonitril - Fluka, Sigma-Aldrich
(Steinheim, Nemacka) i Fisher Scientific (Madrid, Spanija), redom;

Galna kiselina koris¢ena kao spoljni standard — Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka).
Komercijalni ugljenik(IV)-oksid (>99%) - Praxair Inc. (Danbury, CT, USA)

Komercijalni azot (99,99% c¢istoce) — Messer (Srbija);

Ultracista voda sa provodljivos¢u ispod 18,2 MQ je dobijena koris¢enjem sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA).

Svi ostali reagensi 1 hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu su bili stepena analiticke

éistoce.

3.3. Instrumentacija

Tokom rada na eksperimentalnom delu doktorske disertacije koris¢eni su slede¢i uredaji i

oprema:

Uredaj za ubrzanu ekstrakciju — Dionex ASE 350 (Dionex Corporation, Sunnyvale, SAD);
Uredaj za ekstrakciju ugljenik(IV)-oksidom u superkriticnom stanju - Waters Prep
Supercritical Fluid Extraction systems (SFE-100) (Waters, Milford Massachusetts, SAD);
Sistem za ekstrakciju subkriti¢cnom vodom, sa regulatorom temperature domace konstrukcije i
proizvodnje (Tehnoloski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu);

Magnetna mesalica (IKA Werke GmbH & Co. KG, Nemacka);

Ultracentrifugalni mlin — ZM 200 (Retsch GmbH, Haan, Nemacka);

Centrifuga — Heraeus Sepatech Labofuge 200 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA);
Rotacioni vakuum uparivaé - R-200 (Biichi Labortechnik, 9230 Flawil, Svajcarska);
Centrifugalni vakuum koncentrator — Savant SC250EXP SpeedVac Concentrator (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA);

Spektofotometar — Synergy Mx, BioTek. Bad Friedrichshall (Nemacka);

Uredaj za te¢nu hromatografiju pod visokim pritiskom sa masenim detektorom - Agilent
1200-HPLC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD) sa MicroTOF™-om (Bruker
Daltonik, Bremen, Nemacka) i G1607A ESI interfejsom (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, SAD);

Uredaj za teénu hromatografiju pod visokim pritiskom sa tandemskom masenom
spektrometrijom — Agilent 1260 Series Rapid Resolution (Agilent Technologies, Palo Alto,
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CA, SAD) sa Agilent 6540 Ultra High Definition QTOF-om (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, SAD) i Agilent Dual Jet Stream ESI interfejsom;
—  Spric filter 0,2 — Millipore (Bedford, MA, SAD).

3.4. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u ispitivanom biljnom materijalu odreden je gravimetrijskim postupkom koji
propisuje Jugoslovenska farmakopeja (Ph. Jug. 1V, 1984).

3.5. Ekstrakcija biljnog materijala

U radu su primenjene i poredene razlicite ekstrakcione tehnike, ukljucuju¢i maceraciju, ubrzanu
ekstrakciju, ekstrakciju superkriticnim fluidima i ekstrakciju subkriticnom vodom. Sa ciljem
dobijanja ekstrakata sa maksimalnim prinosom bioloski aktivnih klasa jedinjenja, izvedena je
optimizacija najznacajnijih operativnih parametara primenjenih ekstrakcionih tehnika.

3.5.1. Konvencionalna ¢vrsto-te¢na ekstrakcija

Konvencionalna c¢vrsto-teéna ekstrakcija (maceracija) je izvedena sa ciljem poredenja
efikasnosti konvencionalnih i savremenih ekstrakcionih tehnika. Kao rastvaraci primenjeni su i
poredeni vodeni rastvori metanola (MeOH), etanola (EtOH) i acetona u razli¢itim odnosima
(100:0, 75:25, 50:50 v/v). U svim eksperimentima, 5,0 g osusenog i samlevenog biljnog materijala
je ekstrahovano sa 20 mL rastvaraca. Ekstrakcije su izvodene na sobnoj temperaturi tokom 30 min,
60 min i 12 h na magnetnoj mesalici. Po zavrSetku ekstrakciju ekstrakti su centrifugirani 15 min
pri broju obrtaja centrifuge od 7000 rpm. Zatim je supernatant odvajan i uparavan do suva na
rotacionom vakuum uparivaéu na temperaturama ispod 40 °C da bi se izbegla degradacija
termolabilnih jedinjenja. Izmerena je masa suvog ostatka i izracunat prinos. Suvi ostatak je zatim
rastvaran u nekoliko razli¢itih rastvaraca do kona¢ne koncentracije od 1000 mg/L. Rekonstituisani
ekstrakti su filtrirani kroz filtre pre¢nika pora od 0,2 um i ¢uvani na -20 °C.

3.5.2. Ubrzana ekstrakcija

Ubrzana ekstrakcija uzoraka je izvedena na uredaju prikaznom na Slici 20. Proces ekstrakcije
se sastojao iz sledecih koraka: 1) punjenje ekstrakcione ¢elije uzorkom (6,0 g biljnog materijala je
pomeSano sa morskim peskom u odnosu 1:2); 2) uvodenje rastvaraca i komprimovanje;
3) zagrevanje ¢elije napunjene uzorkom, pod konstantnim pritiskom (vreme zagrevanja je zavisilo
od temperature ekstrakcije i iznosilo je 5 min za temperature ekstrakcije 40 i 63 °C, 7 min za
temperature ekstrakcije 120 i 176 °C i 9 min za temperaturu ekstrakcije od 200 °C), 4) ekstrakcija
sa zatvorenim sistemskim ventilima u trajanju od 5 min, 5) ispiranje ekstrakcione celije sa
rastvara¢em i ispustanje ekstrakta u kolektorsku celiju, 6) propustanje azota kroz ekstrakcionu
¢eliju u trajanju od 60 s kako bi se zaostali rastvara¢ u potpunosti uklonio i 7) dekompresija. Ceo
proces je bio automatizovan i vremenski programiran.
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Slika 20. Dionex ASE 350 ekstraktor.

Sve ekstrakcije su bile izvedene u statickom rezimu na pritisku od 1500 psi i vremenu
ekstrakcije od 20 min sa razli¢itim udelima vodenog rastvora etanola (0-100%) i na razli¢itim
temperaturama (40-200 °C). Rastvara¢i su neposredno pre upotrebe drzani u ultrazvuénom
kupatilu u trajanju od 10 min radi uklanjanja rastvorenog kiseonika i sprecavanja oksidativne
degradacije ciljnih komponenti. Nakon ekstrakcije, rastvara¢ je uparen u SpeedVac koncentratoru,
a dobijeni ekstrakti su ¢uvani na —20 °C zasti¢eni od svetlosti. Za dalju analizu, osuSeni ekstrakti
su rekonstituisani u primenjenom rastvaracu do koncentracije od 1000 mg/L i filtrirani kroz filtre
pre¢nika pora od 0,2 pm.

3.5.3. Ekstrakcija superkriti¢énim ugljenik(IV)-oksidom

Uredaj za ekstrakciju superkriti¢nim ugljenik(IV)-oksidom prikazan je na Slici 21. Nakon
punjenja ekstrakcione ¢elije (1500 mL) uzorkom (u svim ekstrakcijama 5,0 g biljnog materijala je
pomesano sa morskim peskom u odnosu 1:2), ugljenik(IV)-oksid i modifikator su preko pumpe
dovedeni u kontakt sa uzorkom i zajedno komprimovani na radni pritisak. Ekstrakcija je izvedena
u dinamickom rezimu pri kojem je ugljenik(IV)-oksid kontinuirano prolazio kroz uzorak. Nakon
ekstrakcije ekstrahovane komponente su odvojene od superkritiénog fluida dekompresijom.
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Slika 21. Waters Prep SFE-100 ekstraktor.

Ekstrakcije su izvodene pri razli¢itim vrednostima pritiska (150 i 300 bar) i udela modifikatora
(7 1 15%), pri protoku ugljenik(IV)-oksida od 22 g/min. Ukupno vreme ekstrakcije iznosilo je
4 sata. Prinos ekstrakcije pracen je na svakih sat vremena. Sakupljeni ekstrakt je uparen do suva
pomocu rotacionog vakuum uparivaca na temperaturi od 40 °C. Suvi ostatak je zatim rastvaran u
etanolu do konaéne koncentracije od 1000 mg/L. Dobijeni ekstrakti su filtrirani kroz filtre pre¢nika
pora od 0,2 um i ¢uvani na -20 °C.

3.5.4. Ekstrakcija subkritiénom vodom

Ekstrakcija subkriticnom vodom je izvedena u preparativnom ekstraktoru zapremine 1,7 L
(Slika 22). Biljni materijal je zajedno sa rastvara¢em (destilovana voda) unosen u ekstrakcionu
posudu (6). Kompresija je izvodena azotom ¢istoée 99,99% preko ventila (3). Pomoc¢u manometra
(2) (Inol, Slovenija, model IM 811A12) kontrolisana je vrednost pritiska u ekstrakcionoj posudi,
dok je temperatura merena pomocu termopara Pt 100 (4) i regulisana pomocu regulatora
temperature (8) (Nigos, Srbija, model 1101P). Zagrevanje ekstrakcione ¢elije je izvedeno preko
grejne podloge. Vibraciona plataforma (7) je korisc¢ena radi efikasnijeg prenosa mase i toplote, kao
i za izbegavanje lokalnog pregrevanja. Nakon ekstrakcije, ekstrakciona ¢elija je hladena u ledenom
vodenom kupatilu do temperature 30 °C i dekomprimovana otvaranjem ventila (4). Ekstrakti su
nakon filtracije ¢uvani na tamnom mestu i temperaturi od 4 °C.
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Slika 22. Sematski prikaz primenjene aparature za ekstrakciju subkritiénom vodom: (1) boca sa
gasom; (2) manometar; (3) sigurnosni ventil; (4) termoelement za merenje temperature; (5)
poklopac ekstrakcione/reakcione posude; (6) ekstrakciona/reakciona posuda; (7) mehanicka

obloga sa vibracionom platformom; (8) termoregulator; (9) glavni prekidac; (10) prekidac¢ za
ukljucivanje vibracione platforme.

U cilju optimizacije uslova ekstrakcije, ispitan je uticaj temperature, pritiska, vremena
ekstrakcije i brzine mesanja. Odnos droga/rastvara¢ (1:10) je bio konstantan tokom procesa
optimizacije. Ispitano je Sest razli¢itih vrednosti temperature (60, 80, 110, 130, 150, 170 °C), dok
su ostali parametri odrzavani konstantnim. Odabir optimalnih vrednosti temperature ekstrakcije je
izveden na osnovu odredivanja sadrzaja ukupnih fenola. Ispitivanje narednog parametra je
izvedeno pri usvojenoj optimalnoj temperaturi. Uticaj pritiska ispitan je u opsegu od 40 do 100 bar,
pri optimalnoj temperaturi i uslovima ekstrakcije prethodno navedenim. Pracen je uticaj vremena
ekstrakcije pri prethodno usvojenim optimalnim vrednostima temperature i pritiska. Ekstrakcije su
izvodene u trajanju od 30 do 90 min. Nakon odabranih optimalnih vrednosti prethodno
posmatranih parametara, pracen je uticaj brzine mesanja, odnosno vibracije na sadrzaj pomenutih
komponenti. Uticaj frekvencije vibracije ispitan je u opsegu vrednosti od 2 do 6 Hz.

3.6. Ukupan prinos ekstrakcije

Ukupan prinos ekstrakcije odreden je primenom standardne metode prema Jugoslovenskoj
farmakopeji (Ph. Jug. 1V, 1984). Ekstrakt (10 mL je preneseno u prethodno izmereni balon i
sadrzaj balona je uparavan do suva na rotacionom vakuum uparivacu. Dobijeni ekstrakt je dalje
susen u suSnici na temperaturi od 105 °C tokom 3 sata, odnosno do konstantne mase. Prinos
ekstrakcije je izrazen kao % (m/m).

3.7. Sadrzaj ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (eng. Total Phenolic Content, TPC) u ispitivanim biljnim ekstraktima
je odreden metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965; Kahkonen i dr., 1999), koja se
zasniva na merenju redukujuceg kapaciteta polifenolnih jedinjenja ¢ijom disocijacijom nastaje
proton i fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo
obojenog jona (Fenol-MoW12040)*-:
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Na,WO4/Na;MoO, + Fenol — (Fenol — MoW11040)*-
Mo(VI]) (zuto obojen) + e~ — Mo(V) (plavo obojen)

Reakciona smesa je pripremana mesanjem 10 uL ekstrakta, 600 uL destilovane vode i 50 pL
Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 10 min, u reakcionu smesu je dodavano 150 pL 20%
natrijum-karbonata i 190 pL destilovane vode. U pripremi slepe probe je umesto 10 pL ekstrakta
koris¢eno 10 pL destilovane vode, odnosno odgovarajuceg rastvaraca koris¢enog u postupku
maceracije i ubrzane ekstrakcije. Nakon inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, merena je
apsorbanca ispitivane smese na talasnoj duzini od 760 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen
tri puta. Sadrzaj ukupnih fenola u analiziranim uzorcima izrazen je kao mg ekvivalenta galne
kiseline po 100 g droge + standardna devijacija (mg EGK/100 g + SD).

3.8. HPLC-ESI-TOF-MS analiza

Hemijski profili biljnih ekstrakata definisani su tehnikom te¢ne hromatografije kuplovane sa
DAD i MS detekcijom. Koris¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni
hromatograf, sainjen od vakuum-degazera, binarne pumpe, autosemplera, G1316B
termostatiranog odeljka za kolone i DAD detektora, kuplovan sa MS detektorom sa elektrosprej
jonskim izvorom. Hromatografsko razdvajanje je izvedeno na Zorbax Eclipse Plus RP-C18
(duzine 150 mm, unutra$njeg pre¢nika 4,6 mm, sa punjenjem cestica pre¢nika 1,8 um) koloni
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD).

Injektovano je 10 uL uzorka. Kao mobilna faza A koris¢ena je 0,1%-tna mravlja kiselina, a kao
faza B — acetonitril. Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min 5% B, 15 min 65% B,
36 min 95% B, 40 min 5% B, post time 5 min, uz konstantan protok od 0,80 mL/min. Kolona je
temperirana na 25 °C (eluat je nakon kolone hladen na temperaturu detektora). Pracen je UV/VIS
signal eluata na 240 nm, 280 nm i 330 nm, kao i kontinualni spektar u opsegu 200—600 nm.

Celokupna koli¢ina eluata prosledena je u maseni spektrometar. MS analiza je izvedena
upotrebom microTOF™ uredaja kuplovanog sa HPLC sistemom. Koriséenjem separatora T-tipa
redukovan je protok mobilne faze od 0,8 do 0,2 mL/min pre uvodenja u maseni spektrometar da
bi se postigao stabilan sprej i obezbedila ponovljivost rezultata. TOF maseni spektrometar je bio
opremljen sa ESI interfejsom koji je operisao u negativnom jonizacionom rezimu U opsegu masa
od 50 do 1000 m/z. Optimalne vrednosti parametara ESI-TOF jonskog izvora su bili: napon na
kapilari +4,5 kV; temperatura gasa za susenje 190 °C; protok gasa za suSenje 9 L/min; pritisak
gasa za nebulizaciju 2 bar. Vrednosti parametara prenosa jona: napon na izlazu iz kapilare -150
V; napon na skidacu (skimer) 1 =50 V; napon na skidacu (skimer) 2 -22,5 V.

Eksterna MS kalibracija je izvedena pomoc¢u 74900-00-05 Cole Parmer $pric pumpe (Vernon
Hills, Illinois, SAD) direktno povezanom sa interfejsom, propustanjem rastvora natrijum-
formatnog klastera (5 mM natrijum-hidroksid u smesi voda/2-propanol=1/1 (v/v) sa 0,2% mravlje
kiseline), u kvadratnom regresionom rezimu Kalibracije visoke preciznosti (eng. High-Precision
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Calibration, HPC). Koriste¢i ovu metodu dobijena je tana kalibraciona kriva bazirana na brojnim
masama klastera, pri cemu se svaki od njih razlikovao za 68 Da (NaCHO). Kalibracioni rastvor
je ubrizgavan na pocetku svake analize i svaki spektar je kalibrisan pre identifikacije.

Podaci 0 masi molekulskih jona su dobijeni pomoc¢u programa Data Analysis 4.0 (Bruker
Daltonik, Bremen, Nemacka), koji je nudio mogué¢e molekulske formule pomoc¢u Generate
Molecular Formula™ Editor-a. Editor koristi sigma Fit™ algoritam, CHNO algoritam, koji ima
standardne funkcije kao $to su minimalni/maximalni opseg elemenata, elektronska konfiguracija,
kao i poredenje teoretskog i izmerenog izotopskog sastava molekula (mSigma Value). Za vecéinu
jedinjenja preciznost potvrdene molekulske formule je iznosila 10 ppm.

3.9. HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analiza

Identifikacija bioaktivnih jedinjenja u dobijenim esktraktima je izvedena tehnikom tec¢ne
hromatografije kuplovane sa tandemskom MS detekcijom. Kori$¢en je Agilent Technologies 1260
Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf (sastavljen od vakuum-degazera, binarne pumpe,
autosemplera, termostatiranog odeljka za kolone i DAD detektora) kuplovan sa MS detektorom sa
elektrosprej jonizacijom, kao i kvadrupolnim masenim analizatorom i masenim analizatorom na
bazi vremena preleta jona. Hromatografsko razdvajanje je postignuto na Zorbax Eclipse Plus
RP-C18 (duzine 150 mm, unutra$njeg precnika 4,6 mm, sa punjenjem Cestica pre¢nika 1,8 pm)
koloni (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD).

Injektovano je 10 uL uzorka. Kao mobilna faza A koris¢ena je 0,1%-tna mravlja kiselina, a kao
faza B — acetonitril. Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min 5% B, 15 min 65% B,
36 min 95% B, 40 min 5% B. Pocetni uslovi su odrzavani 5 min da bi se sistem uravnotezio pre
slede¢e analize. Protok mobilne faze je bio konstantan i iznosio je 0,80 mL/min. Kolona je
temperirana na 25 °C (eluat je nakon kolone hladen na temperaturu detektora). Celokupna koli¢ina
eluata prosledena je u maseni spektrometar. MS analiza je izvedena upotrebom QTOF-MS uredaja
kuplovanog za HPLC sistem u opsegu masa od 50 do 1700 m/z, u negativhom jonizacionom
rezimu. Agilent Dual Jet Stream elektrosprej jonizator je operisao pri slede¢im uslovima: protok
gasa za suSenje 10 L/min; temperatura gasa za susenje 325 °C; pritisak gasa za nebulizaciju 20 psi;
temperatura gasa za nebulizaciju 400 °C; protok gasa za nebulizaciju 12 L/min; radiofrekventni
napon na kapilari, mlaznici, fragmentoru, skimeru i oktapolu 4000, 500, 130, 45 and 750 V, redom.

MS/MS analize su izvedene automatskom fragmentacijom gde su dva najintenzivnija masena
pika fragmentisana sa vrednostima kolizione energije od m/z 100, 30 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000,
40 eV i m/z 1500, 45 eV. Kao gas za susenje, rasprsivanje i koliziju koris¢en je azot. Da bi se
odrzala tacnost pri merenju masa, koris¢ena je kontinuirana infuzija referentnih jona sa
m/z 112,9856 (trifluoroacetatni anjon) i 1033,9881 (adukt heksakis (1H, 1H, 3H-tetra-
fluoropropoksi) fosfazin ili HP-921). Za kontrolu instrumenta i akviziciju podataka kori$éen je
MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 softver (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD).
Pretrazivanje literature za objavljene spektralne podatke izvedeno je koris¢enjem SciFinder®-a.
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4.1. Sadrzaj vlage u biljnom materijalu

U radu je ispitan list crnog duda, koren gaveza i peteljke tre$nje. U ispitivanom biljnom
materijalu sadrzaj vlage je iznosio 4,24+0,07%, 4,97+0,03% i 4,81+0,05%, za list crnog duda,
koren gaveza i peteljke tresnje, redom.

4.2. Optimizacija ekstrakcionih tehnika

4.2.1. Optimizacija ekstrakcije korena gaveza
4.2.1.1. Prinos ekstrakcije

Primena odgovarajuce tehnike ekstrakcije je od velikog znacaja za postizanje najviseg prinosa
ciljnin komponenti. 1z literature je poznato da efikasnost procesa ekstrakcije zavisi od samog
biljnog uzorka (sorta, geografski region, klima, stres, itd.) i operativnih parametara ekstrakcione
tehnike (rastvara¢, temperatura, pritisak) (Svarc-Gaji¢, 2012). Optimizacija parametara ekstrakcije
je od sustinskog znacaja kako bi se postigla najveca efikasnost ekstrakcije uz minimalan utrosak
vremena, energije i rastvaraca. Optimizacija uslova ekstrakcije je takode vazna jer omogucava
potpuniju eksploataciju uzorka i definisanje najadekvatnijeg postupka na poluindustrijskom i
industrijskom nivou.

U okviru ove disertacije optimizovane su i poredene konvencionalna (maceracija) i savremene
(ASE, SFE i SWE) tehnike ekstrakcije u pogledu prinosa fitohemikalija iz korena gaveza, lista
crnog duda i peteljki tresnje, kao i svojstava samih ekstrakata. U Tabeli 8 prikazani su prinosi
ekstrakcije korena gaveza za razlic¢ite ekstrakcione tehnike i razli¢ite operativne uslove. Primenom
razliitih ekstrakcionih tehnika i operativnih parametara, prinos ekstrakcije, izrazen kao masa
suvog ekstrakta (g) u 100 g biljnog materijala (%, m/m), kretao se u opsegu od 0,58 do 52,56%.
Najvisi prinos ekstrakcije korena gaveza je postignut primenom subkritiéne vode, dok su najnize
vrednosti zabelezene primenom SFE. Izrazit uticaj temperature kod ASE zabelezen je drasticnom
razlikom u ukupnom prinosu ekstrakcije izmedu krajnjih temperaturnih tacaka. Tako je prinos
ASE na 63 °C bio 3,73%, dok je na 200 °C bio 49,92%. Kod SWE nije primeéen toliko izrazen
uticaj temperature kao kod ASE.

U slucaju maceracije prinos je u velikoj meri zavisio od primenjenog rastvaraa. Veca
efikasnost ekstrakcije postignuta je primenom smese rastvaraca (metanol/etanol/aceton-voda) u
poredenju sa Cistim rastvara¢ima. Smesa metanol/voda je omogucila najvisi prinos ekstrakcije od
21,63%. S druge strane, primenom cistog acetona efikasnost ekstrakcije je bila znatno manja
(0,58%), verovatno zbog nize dielektri¢ne konstante rastvaraca i, posledi¢no, nizeg prinosa
polarnijih jedinjenja. Znacajne razlike u efikasnosti ekstrakcije nakom 30 min, 60 min i 12 h nisu
primecene.

Efikasnost ASE je bila vec¢a u odnosu na SFE i maceraciju dajuci znatno vise prinose pri kracem
vremenu ekstrakcije. Temperatura kao parametar sa najizrazitijim uticajem kod ASE, doprinela je
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porastu prinosa ekstrakcije vise od deset puta (na 200 °C) u odnosu na najnizu primenjenu
temperaturu (na 40 °C). Vise temperature i 50%-tni etanol omogucili su visok prinos ekstrakcije
(ASE 9, 49,92%), dvostruko visi u odnosu na prinos dobijen primenom maceracije pri optimalnim
operativnim uslovima (M 4). Uopsteno, primena visokih temperatura kod ASE povecava
rastvorljivost jedinjenja i brzinu prenosa mase.

Postignuti rezultati prikazani u Tabeli 8 takode pokazuju da je efikasnost SFE bila manja u
poredenju sa SWE, ASE i maceracijom. Primena SFE na 40 °C, 300 bar i koris¢enjem 7%-tnog
etanola kao ko-rastvarac¢a, omogucila je najvisi prinos ekstrakcije. Prema studiji koju su izveli
Hamburger i dr. (2004), porast pritiska doveo je do porasta gustine superkriticnog ugljenik(1V)-
oksida, povecavajuci njegovu solvatacionu moc¢ i rezultirajuéi visim prinosom ekstrakcije. Najnizi
prinos ekstrakcije je ostvaren primenom SFE sa dodatkom 7%-tnog etanola kao ko-rastvaraca na
150 bar i 40 °C.

Najvisi prinos u ekstraktima korena gaveza je postignut primenom SWE na temperaturi od
110°C i pritisku od 40 bar u trajanju od 30 min. Dalje povecanje temperature bilo je pra¢eno
smanjenjem prinosa ekstrakcije. Na prinos ekstrakcije znac¢ajno utice polarnost vode koja direktno
utice na rastvorljivost jedinjenja. Dielektricna konstanta vode opada sa temperaturom,
povecavajuci rastvorljivost manje polarnih jedinjenja. Prinos ekstrakcije se nije znatno menjao sa
promenom pritiska i brzine mesanja. Vreme ekstrakcije je imalo blag uticaj na prinos ekstrakcije
izazivajuéi porast prinosa na pocetku i sporije smanjenje prinosa primenom duzih vremena
ekstrakcije. Najnizi prinos ekstrakcije postignut primenom SWE (SWE 6) je bio jednak vrednosti
prinosa pri optimalnim uslovima maceracije (M 4).

Tabela 8. Prinos ekstrakcije korena gaveza primenom razli¢itih ekstrakcionih tehnika pri razli¢itim
operativnim uslovima.

Oznaka EES:;E:CIOM Rastvaraé Parametri ekstrakcije (Po;;;] 08 ;rr:g;:E GK/ g)
M1 Maceracija 100% MeOH t =30 min 2,02 27,85%0,75
M 2 Maceracija 100% MeOH t =60 min 2,59 39,85+0,34
M3 Maceracija 100% MeOH t=12h 4,40 132,32+1,43
M 4 Maceracija 75% MeOH t =30 min 21,63  211,96+0,98
M5 Maceracija 75% MeOH t =60 min 18,61  192,56+2,48
M 6 Maceracija 75% MeOH t=12h 21,37 202,51+3,74
M7 Maceracija 100% EtOH t =30 min 1,60 3,58+0,45
M 8 Maceracija 100% EtOH t =60 min 1,50 2,47%0,23
M9 Maceracija 100% EtOH t=12h 2,12 10,01+1,25
M 10 Maceracija 75% EtOH t=30 min 12,33 94,45+0,95
M 11 Maceracija 75% EtOH t =60 min 13,34 125,42+2,87
M 12 Maceracija 75% EtOH t=12h 14,30  122,07+1,53
M 13 Maceracija 100% Aceton t =30 min 0,58 0,53+0,01
M 14 Maceracija 100% Aceton t =60 min 0,58 0,95+0,02
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Nastavak Tabele 8.

M 15 Maceracija 100% Aceton t=12h 1,19 2,59+0,70
ASE 1 ASE 50% EtOH T=40°C, t=20min 4,07 3,64+0,59
ASE 2 ASE 85% EtOH T=63°C, t=20min 3,73 5,49+0,87
ASE 3 ASE 15% EtOH T=63°C, t=20min 4,12 1,60+0,15
ASE 4 ASE 100% H.0O T=120°C, t=20 min 9,04 1,46+0,09
ASE 5 ASE 100% EtOH T=120°C, t=20 min 5,50 15,33+1,75
ASE 6 ASE 50% EtOH T=120°C, t=20 min 8,84 7,59+0,93
ASE 7 ASE 85% EtOH T=176°C, t=20 min 36,33  89,24+3,43
ASE 8 ASE 15% EtOH T=176°C, t=20 min 41,90  140,81+4,45
ASE 9 ASE 50% EtOH T =200°C, t=20 min 49,92  200,4446,76
SFE 1 SFE CO, + 7% EtOH T=40°C,p=150bar,t=2h 0,51 1,77+0,11
SFE 2 SFE CO,+15% EtOH T=40°C,p=150bar,t=2h 1,24 4,14+0,32
SFE 3 SFE CO; + 7% EtOH T=40°C,p=300bar,t=2h 1,57 5,28+0,54
SFE 4 SFE CO, +15% EtOH T =40°C,p=300bar,t=2h 0,76 2,43+0,26
SWE1l SWE H.0 T =60 °C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 35,68 186,553,441
SWE2 SWE H.0 T =280°C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 34,70  230,5646,65
SWE 3 SWE H.O T=110°C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 52,56 279,21+2,12
SWE 4 SWE H.O T =130°C, p=40bar, t =30 min, 2 Hz 45,74  307,01£3,70
SWE5  SWE H.0 T=150°C,p=40bar,t=30min,2Hz 2530 301,36+4,92
SWE 6 SWE H.O T=170°C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 22,48 261,26+3,40
SWE 7 SWE H.O T=130°C, p=230bar, t =30 min, 2 Hz 34,70 291,37+2,20
SWE 8 SWE H.O T=130°C, p=60bar, t =30 min, 2 Hz 35,10 312,22+4,71
SWE9  SWE H-0 T=130°C,p=80bar,t=30min,2Hz 34,00 307,88+5,39
SWE10 SWE H.0 T=130°C,p=100bar,t=30min,2Hz 32,78  306,58+7,34
SWE 11 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=20min,2Hz 34,60 331,77+5,80
SWE 12 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=40min,2Hz 37,86  293,11+3,36
SWE 13 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=60min,2Hz 3518  274,87+2,97
SWE 14 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=75min,2Hz 33,90 266,76+3,45
SWE 15 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=90min,2Hz 29,88  276,55+5,29
SWE 16 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=20min,1Hz 30,02 323,52+2,94
SWE 17 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=20min,3Hz 36,06 313,96+7,35
SWE 18 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=20min,4Hz 3560 325,25+5,83
SWE19 SWE H.0 T=130°C,p=60bar,t=20min,5Hz 34,30 307,88+4,64
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4.2.1.2. Uticaj parametara ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima korena
gaveza

Fenolna jedinjenja sintetiSe jako veliki broj biljaka kao sekundarne metabolite. Razli¢itim
klinickim i epidemioloskim studijama je dokazano da polifenoli mogu da deluju preventivno kod
kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih oboljenja, kancera, dijabetesa, starenja i dr. (Kris-Etherton
i dr., 2002; Taamalli i dr., 2012; Lin i dr., 2016).

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima korena gaveza su prikazani u Tabeli 8. U
slu¢aju maceracije, najvec¢i TPC je postignut koriSenjem 75%-tnog etanola (M 4: 211,96+0,98 mg
EGKI/g droge), dok je primenom acetona, TPC bio najmanji (M 13: 0,53+0,01 mg EGK/g droge).
Alkan i dr. (2014) su primenom etanola (Soxhlet ekstrakcija) i vode (100 °C, 30 min) postigli dosta
manji TPC u odnosu na maceraciju pri optimalnim uslovima primenjenih u ovom radu (M 4)
(116,931 99,49 mg EGK/g ekstrakta, redom). U studiji Sowa i dr. (2018), TPC od 49,51 mg EGK/g
droge u korenu gaveza postignut je primenom maceracije sa smesom etanol/voda kao rastvara¢ na
sobnoj temperaturi, dok je jos manji TPC (6,14 mg EGK/g droge) postignut primenom vode kao
rastvaraca. Uticaj vremena ekstrakcije na prinos fenolnih jedinjenja ukazao je na male promene
TPC-a sa vremenom.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja primenom ASE se kretao od 1,46+0,09 do 200,44+6,76
mg EGK/g droge. Najmanji TPC je dobijen primenom vode na temperaturi od 120 °C, dok je
najvisi prinos postignut primenom 50%-tnog etanola na temperaturi od 200 °C. Uzorci dobijeni na
viS§im temperaturama imali su znatno ve¢i TPC (>89,24 mg EGK/g droge) u poredenju sa
ekstraktima dobijenim na 40, 63 i 120 °C, sto ukazuje da se temperatura isti¢e kao najvazniji ASE
parametar. Ne toliko izrazit uticaj temperature je zabelezen kod SWE kod koje je i postignut
najve¢i TPC. TPC na najvisoj ASE temperaturi je bila uporediva sa TPC-om postignutim na 60 i
80 °C primenom SWE, ukazuju¢i na izrazitu prednost primene subkriti¢ne vode.

Uticaj parametara SFE na sadrzaj fenolnih jedinjenja je bio neznatan u poredenju sa
parametrima drugih primenjenih ekstrakcionih tehnika. TPC u SFE ekstraktima je bio u opsegu od
1,77+0,11 do 5,28+0,54 mg EGK/g droge, uporediv sa najnizim vrednostima TPC-a postignutim
primenom maceracije i ASE. Najveci TPC je zabeleZen primenom ugljenik(1V)-oksida sa 7%-tnim
etanolom na pritisku od 300 bar (SFE 3: 5,28+0,54 mg EGK/g droge). Manji TPC postignuti
primenom SFE su i oc¢ekivani s obzirom na vecu selektivnhost SFE prema nepolarnijim
jedinjenjima, uprkos primeni etanola kao ko-rastvaraca.

4.2.2. Optimizacija ekstrakecije lista crnog duda
4.2.2.1. Prinos ekstrakcije

Radi dobijanja ekstrakata lista crnog duda, primenjene su konvencionalna i savremene tehnike
ekstrakcije, 1 ispitan je uticaj razli¢itih parametara na prinos ekstrakcije. U Tabeli 9 su prikazani
prinosi ekstrakcija dobijeni za svaku primenjenu ekstrakcionu tehniku pri razli¢itim operativnim
uslovima. Ukupan prinos ekstrakcije je izrazen kao masa ekstrakta (g) u 100 g biljnog materijala
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(%, m/m). Najvisi prinos ekstrakcije postignut je primenom SWE (49,08%), dok je najnizi ostvaren
primenom SFE (4,11%). Uticaj temperature kod ASE je bio evidentan s obzirom na to da je prinos
ekstrakcije na najviSoj temperaturi bio dvostruko visi u odnosu na prinos dobijen na 40 °C. Za
razliku od ASE, kod SWE temperatura nije imala toliko izrazit uticaj.

Sto se ti¢e maceracije, upotrebom ¢istih rastvaraca (tj. metanola, etanola i acetona) postignut je
najnizi prinos ekstrakcije. S druge strane, upotreba smese rastvara¢a znacajno je poboljsala
efikasnost ekstrakcije ciljnih jedinjenja. Najvisi prinosi postignuti su primenom metanola i etanola
(50 i 75%). Generalno, kombinacije vode i drugih rastvara¢a omogucéavaju selektivnu ekstrakciju
Sirokog spektra jedinjenja (Mustafa i Turner, 2011). ProduZzenjem vremena ekstrakcije primenom
istih udela rastvaraca postignut je porast prinosa ekstrakcije.

Sto se tite ASE, najvisi prinos ekstrakcije (48,29%) postignut je na 200 °C primenom smese
50% etanol/voda (v/v). Ovaj prinos je bio znatno visi u odnosu na maceraciju pri optimalnim
uslovima (M 15, 11,73%), a pri vremenu ekstrakcije od 12h. Najnizi prinos ekstrakcije primenom
ASE (ASE 2, 11,27%) je postignut sa 85%-tnim etanolom na 63 °C pri 20 min. ASE je ispoljila
znadajnu prednost U pogledu ustede vremena pri efikasnom automatizovanom procesu. Sto se tice
temperature, najbolji rezultati su postignuti kod ASE 8 i 9 izvedenih na 176 i 200 °C, redom.
PoviSene temperature u ASE utiCu na performanse samog ekstrakcionog procesa Sto je,
pretpostavlja se, razlog bolje efikasnosti ASE u poredenju sa maceracijom izvedenom na sobnoj
temperaturi.

Najnizi prinos ekstrakcije zabelezen je primenom SFE. Pri optimalnim SFE uslovima (SFE 4)
prinos ekstrakcije je iznosio 6,89%, S§to je priblizno vrednostima postignutim maceracijom
koris¢enjem Cistih rastvaraca. Povecanjem pritiska od 150 do 300 bar, pri konstantnoj temperaturi
(40 °C), $to odgovara povecanju gustine ugljenik(IV)-oksida (od 780,3 do 910 kg/m?), postigao se
1,68 puta visi prinos ekstrakcije. Dobijeni rezultati su bili u skladu sa prethodno objavljenim koji
isti¢u porast prinosa ekstrakcije sa povecanjem pritiska (Hamburger i dr., 2004). Takode i porast
procenta etanola kao ko-rastvaraca rezultirao je visim prinosom ekstrakcije sto se objasnjava
vecom polarnoséu.

Prinos SWE se kretao od 31,36 do 49,08%. Najnizi prinos je postignut pri najmanjoj brzini
mesanja i umerenoj temperaturi i pritisku (SWE 16, 130 °C, 60 bar). Cak i najnizi prinos SWE je
bio visi u odnosu na prinose ostalih ekstrakcionih tehnika pri razli¢itim operativnim uslovima.
Izuzetak su bili ekstrakti ASE 8 i 9 kod kojih je prinos bio sli¢an najvisem prinosu postignutom
primenom SWE (SWE 5). Prema rezultatima iz Tabele 9, moze se zakljuciti da je u SWE
neophodno optimizovati temperaturu subkriticne vode, trajanje ekstrakcije i brzinu mesanja kako
bi se ostvario visi prinos ekstrakcije.
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Tabela 9. Prinos ekstrakcije lista crnog duda primenom razli¢itih ekstrakcionih tehnika pri
razli¢itim operativnim uslovima.

Oznaka E:ls:irlf:mona Rastvaraé Parametri ekstrakcije Z;(:;]OS ;rrrTgCE GKIg)
M1 Maceracija 100% MeOH t=30min 5,07 98,25+2,62

M 2 Maceracija 100% MeOH t=60 min 5,54 131,1345,83
M3 Maceracija 100% MeOH t=12h 7,75 137,72+6,03
M 4 Maceracija 100% EtOH t=30min 2,78 15,91+1,64

M5 Maceracija 100% EtOH t=60 min 2,75 14,81+1,53

M6 Maceracija 100% EtOH t=12h 5,92 84,41+4,48

M7 Maceracija 100% Aceton t=30min 2,53 10,70+0,64

M 8 Maceracija 100% Aceton t=60 min 2,89 13,74+3,80

M9 Maceracija 100% Aceton t=12h 5,34 47,20£3,02

M 10 Maceracija 75% MeOH t=30min 10,01 170,7246,03
M 11 Maceracija 75% MeOH t=60 min 10,31 202,04+5,99
M 12 Maceracija 75% MeOH t=12h 11,33 374,4348,43
M 13 Maceracija 50% MeOH t =30 min 7,24 104,14+4,65
M 14 Maceracija 50% MeOH t=60 min 10,95 237,4245,02
M 15 Maceracija 50% MeOH t=12h 11,73 242,02+5,85
M 16 Maceracija 75% EtOH t=30min 7,31 137,22+4,33
M 17 Maceracija 75% EtOH t=60 min 6,98 118,04+3,54
M 18 Maceracija 75% EtOH t=12h 10,22 364,06+5,83
M 19 Maceracija 50% EtOH t =30 min 9,81 24497555
M 20 Maceracija 50% EtOH t =60 min 8,88 273,04+4,94
M 21 Maceracija 50% EtOH t=12h 11,45 323,0645,65
M 22 Maceracija 75% Aceton t =30 min 6,56 173,31+4,75
M 23 Maceracija 75% Aceton t =60 min 6,34 110,80+5,03
M 24 Maceracija 75% Aceton t=12h 7,32 219,66+5,77
M 25 Maceracija 50% Aceton t=30min 9,36 309,43+4,73
M 26 Maceracija 50% Aceton t=60 min 8,97 290,38+4,09
M 27 Maceracija 50% Aceton t=12h 9,54 371,28+6,34
ASE 1 ASE 50% EtOH T=40°C, t=20min 18,72 136,94+2,83
ASE 2 ASE 85% EtOH T=63°C, t=20min 11,27 94,25+2,99

ASE 3 ASE 15% EtOH T=63°C, t=20min 12,77 98,34+4,54

ASE 4 ASE 100% H>0 T=120°C, t=20 min 13,40 46,21+3,94

ASE 5 ASE 100% EtOH T=120°C, t=20 min 11,74 77,10+2,35

ASE 6 ASE 50% EtOH T=120°C, t=20 min 25,05 231,27+8,53
ASE 7 ASE 85% EtOH T=176°C, t=20 min 28,69 271,25+5,29
ASE 8 ASE 15% EtOH T=176°C, t=20 min 46,55 283,51+5,66
ASE 9 ASE 50% EtOH T=200°C, t=20 min 48,29 446,8915,03
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Nastavak Tabele 9.

SFE1 SFE CO,+ 7% EtOH T=40°C,p=150bar,t=2h 4,11 13,50+1,45
SFE 2 SFE CO,+ 15% EtOH T=40°C,p=150bar,t=2h 6,07 21,08+1,29
SFE 3 SFE CO,+7T%EtOH T=40°C,p=300bar,t=2h 4,44 13,53+1,83
SFE 4 SFE CO,+ 15% EtOH T=40°C,p=300bar,t=2h 6,9 19,05+2,03
SWE1 SWE H,0O T=60°C, p=40bar, t=30 min, 2 Hz 35,52 231,00+5,53
SWE 2 SWE H,0O T=280°C, p=40bar, t=30 min, 2 Hz 36,68 421,68+7,74
SWE 3 SWE H,0O T=110°C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 43,30 457,74+5,55
SWE 4 SWE H,0 T=130°C, p=40bar, t =30 min, 2 Hz 48,20 478,15+4,93
SWES5 SWE H,0O T=150°C, p=40bar, t =30 min, 2 Hz 49,08 459,04+5,56
SWE 6 SWE H,0O T=170°C, p =40 bar, t =30 min, 2 Hz 37,00 406,34+9,29
SWE 7 SWE H20 T=130°C, p=30bar, t =30 min, 2 Hz 35,86 491,18+10,33
SWE 8 SWE H.0 T=130°C, p=60 bar, t =30 min, 2 Hz 37,50 502,48+5,20
SWE 9 SWE H.0 T=130°C, p=280bar, t =30 min, 2 Hz 38,00 472,50+4,83
SWE 10 SWE H20 T=130°C,p=100bar,t=30min,2Hz 33,16 463,82+6,53
SWE 11 SWE H20 T=130°C, p=60bar, t =20 min, 2 Hz 35,70 458,60+7,54
SWE 12 SWE H20 T=130°C, p =60 bar, t =40 min, 2 Hz 41,88 523,76+6,88
SWE 13 SWE H20 T=130°C, p=60bar, t =60 min, 2 Hz 44,72 484,23+8,05
SWE 14 SWE H20 T=130°C, p=60bar, t=75min, 2 Hz 39,52 459,04+9,87
SWE 15 SWE H20 T=130°C, p=60bar, t =90 min, 2 Hz 38,00 441,66+5,22
SWE 16 SWE H20 T=130°C, p=60bar, t =40 min, 1 Hz 31,36 404,31+6,01
SWE 17 SWE H20 T=130°C, p =60 bar, t =40 min, 3 Hz 44,24 489,73+5,41
SWE 18 SWE H20 T=130°C, p=60 bar, t =40 min, 4 Hz 43,96 463,67+5,14
SWE 19 SWE H20 T=130°C, p =60 bar, t =40 min, 5 Hz 40,50 479,02+9,02

4.2.2.2. Uticaj parametara ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima lista
crnog duda

Primenom razli¢itih rastvaraca, temperatura i pritisaka, kao i razli¢itim trajanjem ekstrakcije,
ispitan je uticaj procesnih parametara na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima lista
crnog duda (Tabela 9). Najve¢i TPC postignut je primenom SWE, dok je najniza vrednost
zabelezena primenom maceracije. Temperatura kao najvazniji parametar u SWE imala je znac¢ajan
uticaj na TPC koji je bio skoro dvostruko veéi na najvisoj primenjenoj temperaturi u odnosu na
najnizu.

Primenom ASE ispitan je uticaj koncentracije etanola i temperature ekstrakcije na TPC. TPC je
u slucaju ASE bio izmedu 46,2143,94 i 446,89+5,03 mg EGK/g droge, u zavisnosti od primenjenih
eksperimentalnih uslova. Najveci TPC je zabelezen u ekstraktu dobijenom primenom 50%-tnog
etanola na temperaturi od 200 °C, koji je bio i do tri puta veéi u odnosu na prinos postignut na

40 °C. Dobijen TPC na najvisoj primenjenoj temperaturi kod ASE je bio uporediv sa TPC-om
postignutim primenom SWE. Osim temperature, rastvara¢ je takode imao uticaj na TPC cija je
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vrednost bila ve¢a primenom smese etanol/voda. Polarnost rastvarac¢a u velikoj meri uti¢e na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja, stoga i diclektri¢na konstanta primenjene smeSe rastvaraca utice
na ekstrakcionu mo¢ ASE. U Tabeli 10 je prikazano smanjenje diclektri¢ne konstante rastvaraca
primenom visih temperatura. Temperatura, osim uticaja na fizicke osobine rastvaraca, kao §to su
povrsinski napon, viskoznost i dielektri¢na konstanta, povoljno utice i na transfer mase kroz pore
&vrstog matriksa (Svarc-Gajié, 2012).

Tabela 10. Dielektri¢na konstanta smeSe rastvarada.

Dielektri¢na
Rastvaraé Temperatura

konstanta
15% EtOH 63°C 59,09
15% EtOH 176 °C 33,43
50% EtOH 40°C 48,02
50% EtOH 120°C 34,71
50% EtOH 200 °C 26,00
85% EtOH 63°C 31,02
85% EtOH 176 °C 21,55
100% EtOH 120°C 50,41
100% H20 120°C 19,00

Sto se ti¢e SFE, najveci TPC je ostvaren primenom ugljenik(1\V)-oksida sa 15%-tnim etanolom
na pritisku od 150 bar. Primenom visih koncentracija ko-rastvaraca postignut je i ve¢i TPC. Kao i
u sluéaju korena gaveza, i ovde se moze zakljuciti da se primenom maceracije, ASE i SWE postize
znatno vec¢i TPC u odnosu na SFE. Razlog tome je veca selektivnost ugljenik(IV)-oksida prema
nepolarnim jedinjenjima.

U Tabeli 9 je prikazan uticaj smeSe rastvaraca i vremena ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola
u maceratima. Primenom smese rastvaraca i sa produzenim vremenom ekstrakcije postizali su se
vec¢i TPC. Ova ekstrakciona tehnika je najduze trajala (12 h), s obzirom da se proces odvijao na
sobnoj temperaturi. Sve druge tehnike su izvedene na povisenoj temperaturi, §to je dovelo do
znacajnog povecanja TPC-a. TPC u ekstraktima dobijenim primenom maceracije su bili u opsegu
10,70+0,64-374,43+8,43 mg EGK/g droge. lako je najve¢i TPC zabelezen primenom 75%-tnog
metanola tokom 12 h trajanja, moze se zakljuciti da je proces racionalniji primenom 50%-tnog
metanola/etanola/acetona. Produzeno vreme ekstrakcije i potrosnja organskih rastvarac¢a su
evidentni nedostaci maceracije u odnosu na SWE koja je pokazala izrazitu prednost u odnosu na
druge tehnike ekstrakcije.

U ranije objavljenim studijama ispitivan je TPC u ekstraktima korena gaveza, lista crnog duda
i peteljki tresnje. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz lista M. nigra primenom 70%-tnog etanola na
temperaturi od 30 °C rezultirala je TPC-om u opsegu od 9,94 do 24,27 mg EGK/g droge
(Radojkovic¢idr., 2016), sto je veée 0od sadrzaja dobijenog u ovom istrazivanju za istu ekstrakcionu
tehniku. Primenom metanola na sobnoj temperaturi dobijeno je 11 mg EGK/g ukupnih fenola u
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listu M. nigra (Zugié i dr., 2014). Igbal i dr. (2012) su odredili TPC u ekstraktima lista crnog duda
dobijenim primenom UAE koris¢enjem 80%-tnog metanola kao ekstragensa. Ostvareni TPC je
iznosio 24,37+2,14 mg EGK/g, priblizno vrednosti dobijenoj primenom SFE i maceracije uz
100%-tni aceton i 100%-tni etanol. Za nedvosmislenije poredenje potrebna je sistematska analiza
jer osim od primenjene tehnike ekstrakcije, prinos i kvalitet ekstrakata zavise i od samog biljnog
materijala. Geografsko poreklo, klimatski uslovi, morfologija, sastav zemljista, biljna sorta i drugi
faktori mogu znacajno uticati na sastav biljke (Svarc-Gaji¢, 2012).

4.2.3. Optimizacija ekstrakcije peteljki tresnje
4.2.3.1. Prinos ekstrakcije

Prinos ekstrakcije peteljki tresnje primenom ASE, SFE i SWE u velikoj meri je zavisio od
uslova ekstrakcije $to je prikazano u Tabeli 11. Prinos ekstrakcije je za sve tehnike varirao u
opsegu od 1,42 do 43,94%. Kao i kod ekstrakcije korena gaveza i lista crnog duda, tako i kod
ekstrakcije peteljki tre$nje, rezultati su ukazali na ociglednu prednost SWE u pogledu prinosa
ekstrakcije, dok je primenom SFE prinos bio najnizi. Uticaj temperature kod SWE je bio jednako
izrazen kao i kod ASE s obzirom da su se vrednosti prinosa dvostruko razlikovale primenom
najnize i najvise ispitane temperature.

Kao $to se moze videti u Tabeli 11, najvisi prinos primenom ASE dobijen je pri temperaturi od
176 °C i primenom 15%-tnog etanola pri trajanju ekstrakcije od 20 min (37,31%). Uzimajuci u
obzir temperaturu kao osnovni ekstrakcioni parametar u ASE, najbolji rezultati su postignuti za
ASE 8 i ASE 9 izvedene na 176 i 200 °C, redom, ¢iji su prinosi bili uporedivi sa prinosima
postignutim na 80 °C primenom SWE. Rastvorljivost jedinjenja raste sa temperaturom, kao i
njihova disocijacija iz kompleksa sa matriksom uzorka (Svarc-Gaji¢, 2012). Rezultati su takode
pokazali da su visi prinosi bili postignuti koris¢enjem nizih udela etanola. lako upotreba binarne
smese rastvaraca moze povecati efikasnost ekstrakcije, visi udeli etanola dovode do snizavanja
prinosa ekstrakcije (Mustafa i Turner, 2011).

Kao sto je prikazano u Tabeli 11, najvisi prinos ekstrakcije primenom SFE dobijen je za SFE 4
(4,42%). Ova vrednost je bila znac¢ajno niza od one dobijene za ASE pri optimalnim ekstrakcionim
uslovima (ASE 8). Povecanje pritiska i udela etanola kao ko-rastvaraca su uticali na porast prinosa
ekstrakcije. Etanol kao ko-rastvaraé povecava polarnost ugljenik(IV)-oksida olaksavajuci
rastvaranje analita i omogucavajuci visi prinos jedinjenja srednje polarnosti (Fabrowska i dr.,
2016; Valadez-Carmona i dr., 2018). Pored toga, Hamburger i dr. (2004) su utvrdili da porast
pritiska omogucava povecanje prinosa ekstrakcije usled povecanja gustine fluida, a samim tim i
moci solvatacije.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se uociti da se primenom subkriti¢ne vode postize visi
prinos ekstrakcije uz smanjenje vremena ekstrakcije. Umerene temperature i pritisci omogucili su
dobijanje najviseg prinosa ekstrakcije (SWE 12, 43,94%) koji je bio dvostruko visi u odnosu na
prinos dobijen na 170 °C (20,38%). Potencijalni uzrok pada prinosa na visim temperaturama je
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degradacija termolabilnih jedinjenja prisutnih u peteljkama tre$nje. Ostvareni prinosi ve¢ine SWE
su bili visi u odnosu na dobijene prinose primenom drugih tehnika ekstrakcije.

Tabela 11. Prinos ekstrakcije peteljki tresanja primenom razlic¢itih ekstrakcionih tehnika pri
razli¢itim operativnim uslovima.

Oznaka il;sr;[irs:uona Rastvarac Parametri ekstrakcije ;2;‘ 03 ;::;E GK/g)
ASE1  ASE 50% EtOH T =40°C, t=20min 16,92  424,07+11,32
ASE2  ASE 85% EtOH T =63°C, t=20min 10,03 227,94+3,13
ASE3  ASE 15% EtOH T=63°C, t=20min 18,95  237,22+6,83
ASE4  ASE 100% H,0 T=120°C, t=20 min 16,21  58,92+1,02
ASE5  ASE 100% EtOH T =120°C, t = 20 min 10,54  199,70+3,89
ASE6  ASE 50% EtOH T =120°C, t = 20 min 20,72 199,59+3,03
ASE7  ASE 85% EtOH T =176 °C, t = 20 min 16,54  182,17+2,80
ASE8  ASE 15% EtOH T =176 °C, t = 20 min 37,31 344,95+4,77
ASE9  ASE 50% EtOH T =200 °C, t = 20 min 31,08  245,04+1,83
SFE 1 SFE CO; + 7% EtOH T=40°C,p=150bar,t=1h 1,42 2,48+0,23
SFE 2 SFE CO, + 15% EtOH T=40°C,p=150bar,t=1h 2,69 5,89+0,15
SFE 3 SFE CO, + 7% EtOH T=40°C,p=300bhar,t=1h 1,96 2,59+0,03
SFE 4 SFE CO, + 15% EtOH T=40°C,p=300bhar,t=1h 4,42 7,93+0,84
SWE1 SWE H.0 T =60°C, p =40 bar, t = 30 min, 2 Hz 40,26  415,60+9,43
SWE2 SWE H.0 T =80°C, p =40 bar, t = 30 min, 2 Hz 40,80  436,74+8,45
SWE3 SWE H.0 T=110°C,p=40bar,t=30min,2Hz 41,10  373,61+4,03
SWE4  SWE H.0 T=130°C,p=40bar,t=30min,2Hz 33,90 331,62+4,33
SWE5 SWE H.0 T=150°C,p=40bar,t=30min,2Hz 23,96  293,98+8,40
SWE6 SWE H.0 T=170°C,p=40bar,t =30 min,2Hz 20,38  251,70%6,34
SWE7 SWE H.0 T =80°C, p =30 bar, t = 30 min, 2 Hz 40,08  353,05+5,93
SWE8 SWE H.0 T =80°C, p =60 bar, t = 30 min, 2 Hz 39,05  374,34+4,09
SWE9 SWE H.0 T =80°C, p =80 bar, t = 30 min, 2 Hz 38,32 419,95#567
SWE10 SWE H.0 T=80°C,p=100bar,t=30min,2Hz 37,96  388,67+3,04
SWE 11 SWE H20 T=80°C, p=40bar, t =20 min, 2 Hz 30,62  417,63+9,53
SWE 12 SWE H.0 T =80°C, p =40 bar, t = 40 min, 2 Hz 43,94  346,10+8,44
SWE 13 SWE H.0 T =80°C, p =40 bar, t =60 min, 2 Hz 40,56  396,49+5,40
SWE 14 SWE Hz0 T =80°C, p =40 bar, t =75 min, 2 Hz 39,30  370,43%3,02
SWE 15 SWE H20 T =80°C, p =40 bar, t =90 min, 2 Hz 36,56  358,27+7,34
SWE 16 SWE H20 T =280°C, p =40 bar, t=30min, 1 Hz 28,75  373,39+4,93
SWE 17 SWE H20 T =80°C, p =40 bar, t =30 min, 3 Hz 42,02 369,635,59
SWE 18 SWE H20 T =80°C, p =40 bar, t =30 min, 4 Hz 38,84  400,08+2,45
SWE19 SWE H20 T =80°C, p =40 bar, t =30 min, 5 Hz 31,48  358,34+1,73
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4.2.3.2. Uticaj parametara ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima peteljkKi
treSnje

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima peteljki tre$nje dobijenim pri razli¢itim
operativnim uslovima prikazan je u Tabeli 11. Najve¢i TPC ostvaren je primenom SWE. Slican
rezultat je postignut primenom ASE na najnizoj temperaturi. Kao i kod SWE, i kod ASE
temperatura je pokazala znac¢ajan uticaj na TPC. Eksperimentalno dobijene vrednosti TPC-au ASE
ekstraktima su se kretale od 58,92+1,02 do 424,07+11,32 mg EGK/g droge. Sastav smese
rastvaraca je imao manji uticaj na TPC u odnosu na temperaturu. TPC na najnizoj ispitivanoj
temperaturi (40 °C) je bio najveci ukazuju¢i na degradaciju termolabilnih jedinjenja na visim
temperaturama. U studiji koju su izveli Ademovi¢ i dr. (2017) TPC u ekstraktima peteljki treSnje
dobijenim primenom UAE sa etanolom je bio od 2 do 4 puta manji u odnosu na TPC u ASE
ekstraktima.

Kod SFE sadrzaj ukupnih fenola se kretao od 2,48+0,23 do 7,93+0,84 mg EGK/g droge sa
porastom pritiska od 150 do 300 bar pri konstantoj temperaturi (40 °C) i vremenu ekstrakcije (2 h).
Pored toga, moglo se uociti i povecanje TPC-a sa porastom koncentracije ko-rastvaraéa. Pritisak
predstavlja najvazniji SFE parametar koji uti¢e na efikasnost ekstrakcije. Porastom pritiska raste
gustina ugljenik(IV)-oksida, odnosno mo¢ rastvaranja, dok se selektivnost ekstrakcije smanjuje.
Primenom SFE postignut je manji TPC u odnosu na ASE. Dobijeni rezultati su bili o¢ekivani s
obzirom na to da SFE karakterise selektivnost prema nepolarnim jedinjenjima.

4.2.4. SWE ekstrakcija

Primenom SWE postignuta je najvisa efikasnost ekstrakcije polifenolnih jedinjenja, koja je u
poredenju Sa maceracijom i SFE bila visestruko vec¢a. U poredenju sa najoptimalnijim uslovima
ekstrakcije primenom ASE, primenom subkriti¢ne vode prinosi ekstrakcije su za uzorak korena
gaveza i lista crnog duda bili ¢ak 40% i 15% visi, redom, dok su za uzorak peteljki tre$nje prinosi
bili vrlo sli¢ni. S obzirom na superiornost ove ekstrakcione tehnike, detaljnije je ispitan uticaj SWE
parametara na kvalitativni i kvantitativni sastav ekstrakata.

Kod SWE, najdominantniji operativni parametar je temperatura jer uti¢e na dielektricnu
konstantu vode, viskozitet, povrsinski napon, transfer mase, kao i na interakciju sa matriksom
uzorka (Svarc-Gaji¢, 2012). Kao polarni rastvara¢ na sobnoj temperaturi, voda dobro rastvara
polarna jedinjenja. U subkriti¢nim uslovima, vise temperature izazivaju pad polarnosti vode,
povecavajué¢i njenu sposobnost da rastvara jedinjenja srednje ili niske polarnosti. Dielektri¢na
konstanta vode opada sa temperaturom (npr. od ¢ = 80 na sobnoj temperaturi do ¢ = 27 na 250 °C)
i postaje bliska dielektri¢noj konstanti metanola (¢ = 33,6 na 25 °C) i etanola (¢ = 24,5 na 25 °C).
Povisene temperature takode povecéavaju kinetiku difuzije i desorpcije (Svarc-Gaji¢, 2012). S
druge strane, suvise visoke temperature mogu dovesti do raspada i gubitka ciljnih jedinjenja. SWE
na visokim temperaturama je Cesto pracena i reakcijama karamelizacije, termooksidacije i
Maillard-ovim reakcijama (Plaza i dr., 2010). Produkti Maillard-ove reakcije mogu doprineti

74



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

bioloskoj aktivnosti ekstrakata (npr. antioksidativnoj aktivnosti), ali oni takode mogu biti i
kancerogeni, toksi¢ni i mutageni (Husgy i dr., 2008; Cheriot i dr., 2009).

Stoga je za SWE vrlo vazno optimizovati temperaturu u zavisnosti od ciljnih jedinjenja. U radu
je ispitana primena razli¢itih temperatura (60, 80, 110, 130, 150 i 170 °C) na konstantnom pritisku
od 40 bar pri vremenu ekstrakcije od 30 min, pri brzini mesSanja od 2 Hz. Dobijeni rezultati su
prikazani na Slici 23.
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Slika 23. Uticaj temperature na sadrzaj ukupnih fenola.

Kao $to se moze videti na Slici 23, temperatura je uticala na sadrzaj ukupnih fenola kod svih
ispitivanih uzoraka. Na temperaturi od 130 °C postignut je maksimalni TPC za S. officinale
(307,01+3,70 mg EGK/g) i M. nigra (478,15+4,93 mg EGK/g), dok je maksimalan TPC kod P.
avium postignut pri temperaturi ekstrakcije od 80 °C (436,74+8,45 mg EGK/g). Sli¢ni rezultati su
zabeleZeni i u studiji u kojoj je ispitivan uticaj SWE temperature na TPC u drugim biljnim vrstama
(Kumar i dr., 2011; Ahmadian-Kouchaksaraie i dr., 2016; Cvetanovi¢ i dr., 2017). Toplotna
energija intenzivira desorpciju ciljnih jedinjenja iz njihovih kompleksa sa komponentama
matriksa. Povecanje temperature takode rezultira smanjenjem viskoznosti rastvaraca i povrSinskog
napona $to doprinosi efikasnosti ekstrakcije (Svarc-Gaji¢, 2012). Smanjenje povrinskog napona
rastvara¢a omogucava bolje ispunjavanje pora uzorka, kao i bolji kontakt rastvaraca i matriksa
uzorka. S druge strane, temperature ekstrakcije iznad 80 i 130 °C su uzrokovale pad TPC-a u
ispitivanim biljnim ekstraktima usled degradacije termolabilnih fenolnih jedinjenja (Teo i dr.,
2010). Pad TPC-a iznad 80 °C kod P. avium moguce da je posledica i visokog udela polarnijih
jedinjenja sa ve¢om rastvorljivo$éu u vodi na nizim temperaturama. Porast temperature uti¢e na
smanjenje selektivnosti ekstrakcije zbog povecane rastvorljivosti i drugih jedinjenja prisutnih u
ispitivanom biljnom uzorku. Kada su u pitanju biljni materijali, odnosno uzorci slozenog
hemijskog sastava, ciljni analiti su obi¢no ¢vrstim vezama vezani za matriks uzorka, sto doprinosi
otezanoj difuziji analita. Efekti matriksa su najmanje razjasnjeni fenomeni u procesima ekstrakcija
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koji objasnjavaju razli¢itu efikasnost ekstrakcije iste klase jedinjenja iz razli¢itinh matriksa (Svarc-
Gaji¢, 2012).

Optimizacija pritiska (30, 40, 50, 80 i 100 bar) izvedena je uz prethodno usvojene vrednosti
optimalne temperature (80 °C za peteljke tresnje i 130 °C za koren gaveza i list crnog duda). Vreme
ekstrakcije (30 min) i brzina mesanja (2 Hz) bili su kao i u prethodnim eksperimentima. Dobijeni
rezultati prikazani su na Slici 24.
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Slika 24. Uticaj pritiska na sadrzaj ukupnih fenola.

Kod SWE, pritisak ima manji uticaj na selektivnost i efikasnost procesa, i najéesée se njegova
uloga svodi na odrzavanje vode u teCnom stanju, iako pritisak takode ima mali uticaj i na
solvataciona svojstva i polarnost vode (dielektri¢na konstanta) (Svarc-Gaji¢, 2012). Haar i dr.
(1984) su utvrdili da porast pritiska od 100 do 6000 bar na 25 °C dovodi do malog porasta
dielektricne konstante sa 79 na 93. Visoki pritisci i visoke temperature omogucéavaju bolje
prodiranje rastvaraca u pore uzorka, smanjujuci probleme koji nastaju usled formiranja vazdusnih
mehuri¢a u porama matriksa (Mustafa i Turner, 2011). S druge strane, za primenu visokih pritisaka
neophodno je da se ispune posebni zahtevi od strane opreme i prateéih elemenata. Cak iako je
efekat pritiska zanemarljiv na prinos velike vecine jedinjenja prisutnih u biljnom matriksu, ovaj
parametar je potrebno ispitati radi potpune optimizacije procesa ekstrakcije.

U ispitivanim ekstraktima TPC se neznatno povecavao sa porastom pritiska od 30 do 60 bar,
dostizu¢i svoj maksimum na 40 bar za P. avium (436,74+8,45 mg EGK/g) i 60 bar za M. nigra i
S. officinale (502,48+5,20 i 312,22+4,71 mg EGK/g, redom). Daljim povecavanjem pritiska,
primecen je blagi pad TPC-a. Dobijeni rezultati su bili u saglasnosti sa studijom Zekovi¢ i dr.
(2014), koji su primetili neznatne razlike u TPC-u u ekstraktima semena korijandera dobijenim
primenom subkriticne vode na pritiscima od 30 do 90 bar. Aliakbarian i dr. (2012) su takode
potvrdili minorni efekat promene pritiska (80-150 bar) na ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz grozda
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subkritiénom vodom. Sli¢ni rezultati su zabeleZeni i u drugoj studiji ekstrakcije polifenola iz
biljnog materijala pomoc¢u subkritiéne vode u kojoj su autori utvrdili neznatnu razliku u TPC-u na
45 i 90 bar (Cvetanovi¢ i dr., 2017).

Definisanje optimalnog vremena ekstrakcije je izvedeno u opsegu od 20 do 90 min pri
konstantnim prethodnom definisanim parametrima (Slika 25). U ispitivanom opsegu TPC je
varirao pri ¢emu SU najveéi sadrzaji ostvareni pri kra¢im vremenima ekstrakcije. Moguénost
primene krac¢eg vremena ekstrakcije se pozitivno odrazava i na ekonomsku isplativost tehnoloskog
procesa. Pri duzim vremenima ekstrakcije dolazi do degradacije bioaktivnih jedinjenja, sto je i
verovatno bio razlog manjeg sadrzaja pri trajanju ekstrakcije od 60, 75 i 90 min. Na osnovu
dobijenih rezultata, vreme ekstrakcije od 20, 30 i 40 min je usvojeno kao optimalno za koren
gaveza, peteljke tresnje i list crnog duda, redom. U sustini, vreme ekstrakcije je vrlo Cesto
povezano sa temperaturom i prirodom matriksa, kao i sa ciljnim jedinjenjima koja se ekstrahuju.
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Slika 25. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola.

Pored ispitanih eksperimentalnih uslova, meSanje i mehanizmi prenosa mase su takode znacajni
parametri koji uti¢u na prinos ciljnih analita. Podesavanjem odgovarajuce brzine mesanja uzorka
i rastvaraca skracuje se vreme potrebno za dostizanje termodinamicke ravnoteze (Fontanals i dr.,
2006). Intenziviranje prenosa mase i toplote, kao i spreCavanja lokalnog pregrevanja materijala na
unutrasnjim zidovima ekstrakcione Celije, bilo je obezbedeno vibracionim kretanjem platforme na
koju se smestala ekstrakciona ¢elija. Uticaj brzine mesanja u opsegu od 1 do 5 Hz na TPC prikazan
je na Slici 26. Usvojene optimalne vrednosti temperature, pritiska i vremena ekstrakcije su
odrzavane konstantnim. Najve¢i TPC za sve tri ispitivane biljne vrste ostvareni su pri brzini
mesanja od 2 Hz. U opsegu izmedu 3 1 5 Hz efikasnost ekstrakcije se naznatno menjala.

Ustanovljeni optimalni uslovi SWE za koren gaveza su podrazumevali temperaturu od 130 °C,
pritisak od 60 bar, vreme ekstrakcije od 20 min i brzinu mesanja od 2 Hz. Za list crnog duda
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optimalne vrednosti parametara ekstrakcije podrazumevali su temperaturu od 130 °C, pritisak od
60 bar, vreme ekstrakcije od 40 min i brzinu meSanja od 2 Hz. Definisani optimalni uslovi procesa
za peteljke tresnje su obuhvatili temperaturu od 80 °C, pritisak od 40 bar, vreme ekstrakcije od
30 min i brzinu mesanja 2 od Hz. Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom ispitivanog biljnog materijala
subkriticnom vodom pri optimalnim uslovima koris¢eni su u definisanju hemijskog profila
primenom HPLC-ESI-TOF-MS analize.
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Slika 26. Uticaj brzine me$anja na sadrzaj ukupnih fenola.

Sadrzaji ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima dobijenim pri optimalnim uslovima SWE su
bili znatno veé¢i u odnosu na vrednosti kod ekstrakata dobijenih primenom drugih ekstrakcionih
tehnika pri razli¢itim operativnim uslovima. Velika prednost SWE se ogledala u kratkom vremenu
ekstrakcije, s obzirom da je za 20 min postignut mnogo ve¢i TPC u odnosu na maceraciju, ASE i
SFE koje su izvodene od 20 min do 12 h. Primenom SWE postignut je priblizno isti ili do dva puta
ve¢i TPC u odnosu na ASE ekstrakte dobijene na visim temperaturama. Prikazani rezultati su
pokazali da je temperatura najznacajniji SWE parametar. Dominantan efekat temperature na
efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja je zabelezen i u literaturi (Ibafiez i dr., 2003; Aliakbarian
i dr., 2012). Pritisak tokom ekstrakcije nije ispoljio znacajan uticaj na TPC u ekstraktima.

4.3. Hemijska karakterizacija ekstrakata
4.3.1. HPLC-MS analiza odabranih ekstrakata korena gaveza

Ekstrakti korena gaveza dobijeni primenom maceracije, ASE, SFE i SWE analizirani su
HPLC-ESI-QTOF-MS/MS metodom (Slika 27). Identifikacija jedinjenja je izvedena na osnovu
molekulske formule izracunate iz masa ESI pseudomolekulskih jona, uzimaju¢i u obzir podatke
koji su prethodno objavljeni u literaturi i baze podataka obrazaca fragmentacije. Tentativno
identifikovana jedinjenja su numerisana u hromatogramima prema njihovom redosledu eluiranja.
Prvi pik odgovara kalibracionom rastvoru.
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Slika 27. Hromatogrami ekstrakata korena gaveza dobijenih primenom: a) maceracije, b) ASE, c)
SFE i d) SWE.

Ocitane vrednosti retencionih vremena, molekulske mase pseudomolekulskih jona i glavnih
fragmentnih jona date su u Tabeli 12. U korenu gaveza je tentativno identifikovano ukupno 62
jedinjenja razli¢itih hemijskih klasa, uklju¢ujuci antrahinone, organske, fenolne i masne kiseline i
njihove derivate. Neka od ovih jedinjenja su ranije identifikovana u korenu gaveza, medutim,
visoka selektivnost QTOF-MS-a, kao i specificnost pojedinih ekstrakata su omogucili detekciju
cak 53 jedinjenja ¢ije prisustvo u korenu gaveza do sada nije utvrdeno.
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Organske kiseline

Na osnovu masenih spektara i profila eluiranja, samo jedno jedinjenje je bilo okarakterisano
kao organska kiselina. Jedinjenje koje je eluirano kao pik 2 pri m/z 191,0197 je bilo identifikovano
kao limunska Kkiselina. Fragmentacijom molekulskog jona je dobijen fragmentni jon sa
m/z 111,0062 usled gubitka molekula vode i ugljenik(IV)-oksida [M-H-CO>-2H>0]-. U korenu

gaveza je po prvi put utvrdeno prisustvo limunske kiseline.
Polifenolna jedinjenja i derivati

U ekstraktima korena gaveza detektovana su dva derivata hidroksicimetne kiseline. Analizom
masenih spektara jedinjenja 1 i 14 utvrdeno je prisustvo molekulskih jona [M-H]- sa m/z 377,0878
i 179,035. Jedinjenja 1 i 14 su okarakterisana kao derivat kafene kiseline i kafena kiselina, redom,
na osnovu fragmentacije odgovarajuéeg deprotonovanog molekulskog jona i nastalih MS?
fragmentnih jona sa m/z 341,1074 i 135,046 usled gubitka ugljenik(I\V)-oksida. Prisustvo kafene
kiseline u korenu gaveza su prethodno utvrdili Roman i dr. (2008) primenom HPLC-UV/VIS
tehnike. Jedinjenja eluirana kao pikovi 3 i 4 tentativno su identifikovana kao izomeri kvercitin-3-
malonilglukozida na osnovu literaturnih podataka (Melguizo-Melguizo i dr., 2014). Kod jedinjenja
eluiranih kao pikovi 5, 12 i 26 uoceni su [M-H]- sam/z 137,0244 i fragmentni jon sam/z 108,0215,
a identifikovana su kao izomeri hidroksibenzoeve kiseline. Zapazen je i gubitak ugljenik(IV)-
oksida daju¢i [M-H-44]- kao karakteristi¢an jon sa m/z 92,0265. Pik 6 koji potice od molekulskog
jona [M-H]- sa m/z 299,0772 tentativno je identifikovan kao glukozid hidroksibenzoeve kiseline.
Fragmentacijom molekulskog jona dobijen je fragmentni jon sa m/z 137,0189 koji ogovara
hidroksibenzoevoj kiselini nakon gubitka glukozne grupe. Jedinjenja (pikovi 7 i 9) koja poti¢u od
molekulskih jona sa m/z 151,0401 i 163,0401 tentativno su identifikovana kao
hidroksifenilacetatna i p-kumarinska kiselina na osnovu podataka za S. officinale objavljenih u
studiji Grabias i Swiatek (1998). Metoksi flavonoid detektovan je kao jedinjenja 8 i 10 sa [M-H]-
sa m/z 313,0718, a identifikovan je kao cirismaritin (Fattahi i dr., 2013). Kod jedinjenja koje je
eluirano kao pik 16 uocen je pseudomolekulski jon sa m/z 537,1038 koji je odgovarao strukturi
salvianolne kiseline H/1 ili litospermi¢ne kiseline A. Jedinjenje 16 je tentativno identifikovano kao
salvianolna kiselina H/I zbog prisustva karakteristicnog fragmentnog jona sa m/z 339 opisanog u
literaturi (Liu i dr., 2007). Prisustvo salvianolne kiseline H/I je takode potvrdeno uocenim
fragmentnim jonima sa m/z 197,0437, 295,0595 i 135,0429. Jedinjenja koja su eluirana kao pikovi
17 1 19 predstavljaju izomere salvianolne kiseline B sa deprotonovanim molekulskim jonom sa
m/z 717,1461. Dobijen obrazac fragmentacije je bio u saglasnosti sa prethodno objavljenim
podacima iz studije Liu i dr. (2007). Kod ESI-MS/MS spektra molekulskog jona [M-H]- uoceni
su fragmenti nastali usled neutralnog gubitka dva molekula danshensu (DSS) (198 Da) i kafene
kiseline (CA) (180 Da), sto je rezultovalo fragmentnim jonima sa m/z 475,1057 (-CA-CQOy) i
339,0527 (-DSS-CA). Pik 21 je odgovarao molekulskom jonu [M-H]- sa m/z 719,1618, daju¢i
jone glavnih fragmenata sa m/z 359,075 i 161,0222, koji su dalje odgovarali ruzmarinskoj kiselini
([M-2H]?*) i njenom deprotonovanom kafeoil ostatku, redom. Dobijeni podaci bili su u
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saglasnosti sa prethodno objavljenim podacima u studiji Barros i dr. (2013) za sagerinsku kiselinu,
dimera ruzmarinske kiseline i tetramera kafene kiseline. Dimerizacija nastaje [2+2] vezivanjem
olefinskih grupa formirajuci ciklobutansku strukturu (Lu i Foo, 1999).

Masne Kkiseline i derivati

U analiziranim ekstraktima korena gaveza detektovano je 36 masnih kiselina, ukljucujudi
nezasicene, zasic¢ene i hidroksi masne kiseline. Derivati masnih kiselina prirodno se javljaju kao
sastojci biljnih lipida koji ulaze u sastav ¢elijskih membrana. Takode se u biljnim tkivima mogu
naci i metabolic¢ki produkti masnih kiselina koji nastaju reakcijom oksidacije (Bonaventure i dr.,
2004; Yang i dr., 2019). Medu njima, hidroksi masne kiseline ispoljavaju biolosku aktivnost i to
antibakterijsku, antiinflamacijsku i antiproliferativnu (Mundt i dr., 2003; Isobe i dr., 2012;
Clericuzio i dr., 2017). HPLC-ESI-MS/MS analiza jedinjenja 22 je pokazala prisustvo
deprotonovanog molekulskog jona [M-H]- sam/z 187,0976 koji je mogao biti pripisan azelainskoj
kiselini. Ova 9-ugljeni¢na zasicena dikarboksilna masna kiselina igra ulogu u sistemskom
imunitetu biljaka i nalazi se u pojedinim biljkama (Jung i dr., 2009). Na osnovu MS? spektra jasno
je da od molekulskog jona nastaju fragmentni joni sa m/z 125,0974 [M-H-H,O-COO]- i
m/z 97,0658 [M-H-H>O-COO-CO]- gubitkom jedne od kiselinskih grupa i daljom reakcijom
dehidracije. Kod pikova 25, 27 i 31 sa [M—-H]- jonom pri m/z 329,2333 su uoceni fragmentni joni
sa m/z 211,1256 [M-H-CgH1402]- i 199,131 [M-H-C7H1402]~ karakteristi¢ni za trihidroksi-
oktadekansku kiselinu (Zhang i dr., 2014). Kod jedinjenja koja su eluirana kao pikovi 28 i 29 sa
istom molekulskom formulom C1gHz20s, uoéeni su MS? fragmentni joni sa m/z 209,119, 171,1031
i 185,1189. Fragmentacioni model jedinjenja identifikovanih kao izomeri trihidroksi-
oktadekadienske kiseline bili su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Rodriguez-Pérez i dr.,
2018). Gubitak dva molekula vode iz jedinjenja koja su eluirana kao pikovi 25, 27, 31 i 28, 29
ukazali su na prisustvo hidroksilnih grupa, dok je razlika mase od 2 Da izmedu njih ukazala na
prisustvo dvostruke veze (Farag i dr., 2015). Jedinjenja koja su eluirana kao pikovi 32, 34, 37, 38
I 42 sa [M-H]- jonom sa m/z 313,2384 su identifikovana kao izomeri dihidroksi-oktadekanske
kiseline poredenjem njihovih obrazaca fragmentacije i literaturnih podataka (Figueroa i dr., 2018;
Nematallah i dr., 2018). Izomeri dihidroksiheksadekanske Kkiseline sa deprotonovanim
molekulskim jonom sa m/z 287,2228 i fragmentnim jonom sa m/z 269,2123 (gubitak H20) su
identifikovani kao jedinjenja 33 i 35 na hromatogramu. Jedinjenja (pikovi 36, 44 i 45) sa prekursor
jonom sa m/z 309,2071 su tentativno identifikovana kao izomeri hidroperoksi-oktadekatrienske
kiseline, a na osnovu nastalih fragmentnih jona sa m/z 99,0813, 209,1183, 185,118, 171,1043 i
137,0981 i literaturnih podataka (Jiménez-Sanchez i dr., 2016; Rodriguez-Pérez i dr., 2018).
Detektovana su dva izomera hidroperoksida oktadekadienske kiseline sa m/z 311,2228
(pikovi 39 i 40). Glavni MS? fragment nastao je raskidanjem najslabije veze u molekulu u blizini
funkcionalne grupe, sto je prac¢eno gubitkom molekula vode. Druga dva izomera hidroksi masnih
kiselina identifikovana u ekstraktima korena gaveza su bili izomeri dihidroksistearinske kiseline
(pikovi 41 i 43). Njihovi fragmenti su dobijeni sa m/z 297,2433 i 141,1286. Jedinjenja 46, 48, 55,
56 i 57 su tentativno identifikovana kao izomeri hidroksi-oktadekadienske kiseline na osnovu
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molekulskog jona sa m/z 295,2279 i fragmentnih jona sa m/z 277,2177 i 171,1026 nastalih usled
neutralnog gubitka molekula vode i raskidanja C-C veze pored hidroksilne grupe, redom.
Jedinjenja koja su eluirana kao pikovi 49, 50, 51 i 52 sa molekulskim jonom sa m/z 293,2122,
okarakterisana su kao izomeri okso-oktadekadienske kiseline. U MS? spektru su uoceni
karakteristi¢ni fragmentni joni sa m/z 185,1158 i 113,0973 formirani raskidanjem dvostruke veze
pored karbonilne grupe. Detektovan je i fragmentni jon sa m/z 125,0947 nastao iz jona sa
m/z 185,1158 gubitkom CH3COOH. U ekstraktima korena gaveza detektovana su dva izomera
ricinoleinske kiseline sa molekulskim jonom sa m/z 297,2435 (pikovi 53 i 58) i MS/MS
fragmentnim jonima sa m/z 155,1079, 279,2334 i 171,1025 (Martin-Arjol i dr., 2010). U MS?
spektrima oba izomera ricinoleinske kiseline je uoceno prisustvo fragmentnog jona sa m/z 279
nastalog usled neutralnog gubitka vode. Jedinjenja (pikovi 59 i 60) sa prekursor jonom [M-H]- sa
m/z 277,2173 su nedvosmisleno identifikovana kao izomeri linolenske kiseline, a na osnovu
podataka iz prethodnih studija (Jiménez-Sanchez i dr.,, 2016). Dve mononezasi¢ene i
polinezasi¢ene masne kiseline (pikovi 61 i 62) su detektovane kao palmitoleinska kiselina i linolna
kiselina, na osnovu dobijenih deprotonovanih molekulskih jona sa m/z 253,2173 1 279,233, redom,
kao i literaturnih podataka (Jiménez-Sanchez i dr., 2016; Liu i dr., 2019).

Ostala bioaktivna jedinjenja

U ekstraktima korena gaveza detektovan je i jedan antrahinon. Jedinjenje koje je eluirano kao
pik 18 je odgovaralo [M-H]- sa m/z 311,0561. Na osnovu prethodnih podataka o antrahinonima
prisutnim u biljnom materijalu (Stodtlkova i dr., 2010), kao i na osnovu zastupljenosti pojedinih
fragmentnih jona, pre svega jona sa m/z 267,0667 usled gubitka ugljenik(IV)-oksida iz
odgovarajuceg deprotonovanog jona, jedinjenje 18 je tentativno identifikovano kao acetil-
monometil-trihidroksi antrahinon. Jedinjenje eluirano kao pik 30 identifikovano je kao
dehidrovomifoliol na osnovu literaturnih podataka (Melguizo-Melguizo i dr., 2014).

4.3.2. HPLC-MS analiza odabranih ekstrakata lista crnog duda

Kao sto je ve¢ pomenuto, Sirok spektar bioaktivnih jedinjenja razli¢ite polarnosti koja se nalaze
u niskim koncentracijama u matriksima uzoraka doveo je do razvoja moc¢nih analiti¢kih platformi
sposobnih za razdvajanje, identifikaciju i razjaSnjavanje struktura jedinjenja. Ekstrakti lista crnog
duda dobijeni primenom razlicitih tehnika ekstrakcije okarakterisani su primenom HPLC-ESI-
TOF-MS i HPLC-ESI-QTOF-MS/MS sistema. Za identifikaciju kori§¢eni su podaci o ta¢noj
masi [M-H]- deprotonovanog molekula, karakteristi¢ni fragmenti u MS? spektrima zajedno sa
podacima koji su prethodno navedeni u literaturi. Rezultiraju¢i hromatogrami reprezentativnih
ekstrakata M. nigra za svaku tehniku ekstrakcije prikazani su na Slici 28. Pikovi su numerisani u
skladu sa redosledom eluiranja. Prvi pik odgovara kalibracionom rastvoru. Hemijski profili
ekstrakta M. nigra dobijeni primenom maceracije (Slika 28a) i ASE (Slika 28b) bili su vrlo sli¢ni
i pokazali su najveci broj identifikovanih jedinjenja, dok je ekstrakt dobijen primenom SFE (Slika
28c) pokazao prisustvo veceg broja nepolarnih jedinjenja kao §to se i o¢ekivalo.

88
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Intens.

X105 a)

61

62

N

3 35 Time [min]

61 b)

62

s

D 35 Time [min]

x105 61 C)

62

0 ) "7 35 Time [min]
Intens. 4
1 1
x105]
d)
25]
204
1.5]
1.0
054 | / // .‘“r"‘
] / ) I
1 3 / Il ad
0ol W el | 5354 61 62 s
S S e e e s

Slika 28. Hromatogrami ekstrakata lista crnog duda dobijenih primenom: a) maceracije, b)
ASE, ¢) SFE i d) SWE.

Tabela 13 sadrzi spisak identifikovanih jedinjenjana u razli¢itim ekstraktima sa njihovim
retencionim vremenima, masama molekulskih jona ([M-H]-), eksperimentalnim i izraGunatim m/z
vrednostima, greskama i fragmentnim jonima. Ukupno 62 jedinjenja identifikovano je u
ekstraktima lista M. nigra. Analiza je omogucila identifikaciju jedinjenja razli¢itih hemijskih klasa
obuhvataju¢i organske kiseline i derivate vitamina, fenolna jedinjenja (jednostavni fenoli,
flavonoidi i lignani) i njihove derivate, te masne kiseline i njihove derivate (glikolipidi).
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NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

Organske kiseline i derivati vitamina

Jedinjenje eluirano kao pik 1 (m/z 191,0561), identifikovano je kao kininska kiselina. Kod
dobijenih MS? podataka su uoceni razli¢iti fragmentni joni sa m/z 85,0279, 59,0125, 93,0326 i
127,0383, koji su predstavljali karakteristi¢an obrazac fragmentacije kininske kiseline (Melguizo-
Melguizo i dr., 2014). Pik 3, sa m/z 191,0917, identifikovan je kao limunska kiselina sa
fragmentnim jonom sa m/z 111,0071 koji je odgovarao gubitaku [M-H-CO2-2H,0]-. Limunska
kiselina je polarna trikarboksilna kiselina i bila je prethodno identifikovana u listu M. nigra u
studiji Sdnchez-Salcedo i dr. (2016). Pik 2 sa m/z 337,0776 je identifikovan kao glikozilovani oblik
askorbinske kiseline. Ovaj visoko stabilni konjugat askorbinske kiseline i glukoze je identifikovan
i u drugim biljnim matriksima (Hancock i dr., 2008; Jiménez-Sanchez i dr., 2015b).

Polifenolna jedinjenja

U ekstraktima M. nigra detektovan je veliki broj fenolnih jedinjenja i njihovih derivata.
Prekursor jon sa m/z 169,0142 (pik 4), ¢ijom su fragmentacijom dobijeni najintenzivniji joni sa
m/z 124,0247 i 79,0913, pripadao je galnoj kiselini koja je ranije bila identifikovana u listu M.
nigra (Nasti¢ i dr., 2018). Jedinjenje eluirano kao pik 5 sa m/z 329,0878 tentativno je
identifikovano kao glukozid vanilinske kiseline na osnovu literaturnih podataka (Abu-Reidah i dr.,
2012). Pik 6 na 5,54 min, koji potice od deprotonovanog molekulskoh jona sa m/z 315,0722,
identifikovan je pomocu njegovog karakteristicnog obrazaca fragmentacije kao glukozid
protokatehinske kiseline. Joni sa m/z 108,0195 i 152,0092 detektovani u negativnom rezimu Su
odgovarali gubicima ugljenik(IV)-oksida i delova glukoze, redom. Pikovi 7 i 8 su identifikovani
kao ramnozid vanilinske kiseline i glukozid ruzmarinske kiseline na osnovu podataka iz studija
Termentzi i dr. (2009) i Ha i dr. (2012). Kafena kiselina, prethodno identifikovana u listu crnog
duda (Sanchez-Salcedo i dr., 2016), detektovana je i u ovoj studiji sa dobijenim molekulskim
jonom sa m/z 179,035. Detektovana su tri pika (10, 13 i 14) koja su odgovarala jedinjenjima sa
istom molekulskom formulom sa m/z 353,0878 pri razli¢itim retencionim vremenima (6,36, 7,06
i 7,12 min) ukazujuéi na pojavu izomernih struktura. Nastali fragmentni jon sa m/z 191,0539
identifikovan je nakon neutralnog gubitka kafene kiseline [M-2H-163]- kao kininska kiselina,
§to se moze protumaciti kao dokaz prisustva izomera hlorogenske Kkiseline, prethodno
identifikovanog u plodovima M. nigra (Jiménez-Sanchez i dr., 2015b). Ruzmarinska i p-
hidroksibenzoeva kiseline (pikovi 15 i 16) su bile i prethodno identifikovane u listu crnog duda
(Memon i dr., 2010; Turgut i dr., 2016).

U odnosu na broj identifikovanih fenolnih kiselina u listu crnog duda, flavonoidi su bili brojniji.
Detektovana su tri izomera rutina (pikovi 12, 20 i 21) sa istim [M-H]- pri m/z 609,1461.
Identifikacija je izvedena na osnovu podataka iz studije Sanchez-Salcedo i dr. (2016). Jedinjenje
(pik 22) identifikovano kao vanilin prethodno je detektovano u Morus vrstama u studiji Zhang i
dr. (2017). 1zokvercitrin (pik 24), kao prekursor jon sa m/z 463,0882 i MS/MS fragmentnim jonima
sa m/z 300,028 i 271,0243, prethodno je identifikovan u listu M. nigra (Sanchez-Salcedo i dr.,
2016). Prilikom identifikacije flavonoida u negativnom rezimu, fragmenti uglavnom nastaju
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gubitkom funkcionalnih grupa kao sto su H.O (-18 Da), CO (-28 Da), CoH20 (-42 Da) i CO»
(-44 Da). Metilovani ili metoksilovani flavonoidi su karakteristiéni po gubitku CHz grupe
(-15Da) (De Rijke i dr., 2006). Pik 50 eluiran na 18,36 min odgovarao je jedinjenju sa
molekulskim jonom sa m/z 421,1657, ¢ijom su fragmentacijom dobijeni joni sa m/z 299,1298 i
309,0408. Shodno tome, jedinjenje je tentativno identifikovano kao kuvanon C, prethodno
detektovan u kori Morus nigra i Morus alba (Abbas i dr., 2014; Jeong i dr., 2015), ali ne i u listu.
U ispitivanim ekstraktima najzastupljeniji su bili glikozilovani oblici kvercetina i kaempferola.
Veliki broj derivata je formiran vezivanjem razli¢itih Se¢ernin komponenti za aglikone. Dva
molekulska jona sa m/z 625,141 (pikovi 11 i 18) identifikovana su kao izomeri kvercetin di-O-
glukozida, prethodno identifikovanog u listu M. nigra (Sanchez-Salcedo i dr., 2016). Pikovi 27 i
29 sa istim molekulskim jonom sa m/z 505,0988 tentativno su identifikovani kao izomeri kvercetin
O-acetilglukozida na osnhovu karakteristiénog fragmentnog jona sa m/z 300,0279 (Sanchez-
Salcedo i dr., 2016). Pik 23, okarakterisan kao kaempferol 3-O-rutinozid, odgovarao je
deprotonovanom molekulskom jonu sa m/z 593,1512 i prethodno je bio identifikovan u listu
M. nigra (Sanchez-Salcedo i dr., 2016). Pik 28 (m/z 447,0933 i 9,53 min) je tentativno
identifikovan kao kaempferol 3-O-glukozid, dajué¢i fragmentni jon sa m/z 284,0376 gubitkom
heksozil ostatka. Pik 31 sa [M-H]- jonom sa m/z 489,1038 identifikovan je kao kaempferol-3-O-
6"-O-acetil-p-D-glukopiranozid. Ovo jedinjenje je prethodno detektovano u listu M. nigra
(Sanchez-Salcedo i dr., 2016), kao i kod drugih Moraceae vrsta (Dugo i dr., 2009).

U ovom istrazivanju identifikovan je i fenolni lignan koji pripada klasi furofurana.
Fragmentacijom molekulskog jona sa m/z 417,1555 (pik 26) dobijeni su najintenzivniji produkt
joni sa m/z 59,0136, 101,0245 i 71,0139. Pretpostavka je da je navedeno jedinjenje siringarezinol,
nedavno identifikovan u plodovima M. nigra (Mena i dr., 2016). Jedinjenje eluirano kao pik 25
tentativno je identifikovano kao lingerzinol prema podacima iz studije (Wu i dr., 2003). Dva
jedinjenja (pikovi 42 i 42) sa [M-H]- jonom sa m/z 307,1915 su identifikovana kao izomeri
dihidrokapsiata, koji se mogu smatrati derivatima fenolnih jedinjenja. U MS? spektrima dobijeni
su fragmentni joni sa m/z 97,0661, 65,0401 i 121,066.

Masne kiseline

U ekstraktima M. nigra identifikovane su dve nezasi¢ene masne kiseline, tj. linolenska i linolna
kiselina sa m/z 277,2173 1 279,233 (pikovi 61 i 62, redom). Negativan rezim jonizacije takode je
omogucio detekciju i nekoliko hidroksilovanih masnih kiselina. Kod pikova 32, 33, 35, 37 1 38 su
uoceni [M-H]- jon sa m/z 327,2177 i MS? fragmentni joni sa m/z 211,1346 i 171,1029. Navedena
jedinjenja su identifikovana kao izomeri trihidroksi-oktadekadienske kiseline na osnhovu
literaturnih podataka (Bao i dr., 2018). Pik 34 koji je odgovarao jedinjenju sa m/z 329,2333
tentativno je identifikovan kao trihidroksi-oktadekanska kiselina (Zhang i dr., 2014). Jedinjenje
(pik 36) sa dobijenim molekulskim jonom sa m/z 287,2228 tentativno je identifikovano kao
dihidroksiheksadekanska kiselina na osnovu podataka iz studije Farag i dr. (2015). U listu M. nigra
(pikovi 52 i 53) su detektovana dva izomera hidroksi-oktadekatrienske kiseline sa molekulskim
jonom sa m/z 293,2122. Najintenzivniji MS? fragmentni jon sa m/z 275,202 je formiran u blizini
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funkcionalne grupe. U MS spektrima hidroksi-oktadekatrienske kiseline i okso-oktadekadienske
kiseline (pik 58) uocen je isti deprotonovani molekulski jon [M-H]- sa m/z 293,2122. Jedinjenje
eluirano kao pik 54 sa m/z 271,2279 tentativno je identifikovano kao hidroksiheksadekanska
kiselina na osnovu literaturnih podataka (Filip 1 dr., 2015). Pikovi 55 i 56 sa m/z 291,1966
identifikovani su kao izomeri hidroperoksi-oktadekatrienske kiseline na osnovu njihovog
karakteristi¢énog obrasca fragmentacije i literaturnih podataka (Zhang i dr., 2014). U MS spektru
hidroksi-oktadekadienske kiseline (pik 57) uocen je deprotonovani molekulski jon [M-H]- sa
m/z 295,2279. Intenzivni fragmentni joni sa m/z 277,2181 i 171,1026 dobijeni su neutralnim
gubitkom molekula vode i cepanjem C-C veze pored hidroksilne grupe.

Pored navedenih jedinjenja, detektovano je i pet izomera hidroperoksida linolenske kiseline sa
deprotonovanim molekulskim jonom sa m/z 309,2071 (pikovi 39, 40, 41, 45 i 47). MS?
fragmentacijom su dobijeni fragmentni joni sa m/z 71,0496, 171,104, 121,1024 i 251,1687.
Fragmentni jon sa m/z 251,1687 nastao je raskidanjem najslabije veze u molekulu u blizini
funkcionalne grupe. Pik 44 sa molekulskim jonom sa m/z 305,1758 je tentativno identifikovan kao
dehidrirani produkt dihidroperoksi-oktadekatrienske kiseline na osnovu literaturnih podataka (Yan
i dr., 2015).

Gliceroglikolipidi

U ekstraktima M. nigra detektovani su gliceroglikolipidi. Ova jedinjenja predstavljaju sloZene
ugljene hidrate sac¢injene od glikana i lipidnih ostataka vezanih za glicerol ostatak. Pik 46 sa
m/z 675,3597 tentativno je identifikovan kao glikolipid A dumbira (3'-O-linolenoilgliceril 6-O-
galaktopiranozil-galaktopiranozid), nastao vezivanjem hidrofobnog molekula linolenske kiseline
sa delom glicerola i hidrofilnim molekulom digalaktoze (Jiménez-Sanchez i dr., 2016). Prema
nasem saznanju, ovaj glikolipid je prvi put detektovan u biljnim uzorcima iz Morus roda.
Glikozidni monoterpen, sakranozid A, identifikovan je na osnovu podataka iz studije Rodriguez-
Pérez i dr. (2018).

HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analiza ekstrakata lista M. nigra omogudéila je identifikaciju
Sirokog spektra jedinjenja, od kojih je vecina detektovana po prvi put. Nekoliko prethodnih
istrazivanja su takode bila fokusirana na karakterizaciju lista M. nigra naglasavajuci prisustvo
razli¢itih fitohemikalija (Radojkovi¢ i dr., 2016; Sanchez-Salcedo i dr., 2016; Nasti¢ i dr., 2018).
Medutim, potencijal HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analize izvedene u ovom radu omogucio je
potpunu Kkarakterizaciju, uz tentativnu identifikaciju nekoliko jedinjenja koja ranije nisu
detektovana, predstavljajuci najpotpuniji hemijski profil lista M. nigra do danas.

4.3.3. HPLC-ESI-TOF-MS analiza odabranih ekstrakata peteljki tresnje
U prethodnim studijama vezanim za karakterizaciju peteljki P. avium koris¢ene su ekstrakcija
subkriticnom vodom (Svarc-Gajié i dr., 2018) i maceracija 80%-tnim metanolom (Bastos i dr.,

2015). U studiji Svarc-Gaji¢ i dr. (2018), ekstrakti dobijeni primenom subkriti¢ne vode su
okarakterisani GC-MS analizom nakon primene optimizovanog protokola za DLLME
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(disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija) uz simultanu derivatizaciju. Definisan protokol
omogucio je identifikaciju razli¢itih klasa jedinjenja. Ekstrakti su bili bogati organskim i fenolnim
kiselinama, aldehidima, masnim kiselinama i produktima razgradnje lignina. S druge strane,
Bastos i dr. (2015) ispitivali su nutritivni sastav i odredivali pojedina¢na bioaktivna jedinjenja u
infuzijama i dekoktima peteljki tresnje primenom HPLC-DAD i gasne hromatografije sa
plameno-jonizuju¢im detektorom (GC-FID). Analiza je omogucila odredivanje Secera, organskih
kiselina, masnih Kkiselina, tokoferola i fenolnih jedinjenja. Ipak, kombinacija HPLC-a sa
QTOF-MS-om omogucila je detekciju znatno veceg broja bioaktivnih jedinjenja prethodno
neidentifikovanih u peteljkama tresnje.

Sastav ekstrakata peteljki tresnje dobijenih primenom razli¢itih tehnika ekstrakcije odreden je
HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analizom. Jedinjenja su tentativho identifikovana na osnovu
interpretacije softverskih podataka (tacna masa, distribucija izotopa, MS spektri i molekulska
formula), zajedno sa karakteristicnim MS? fragmentima uporedenim sa literaturnim podacima.
Hromatogrami reprezentativnih ekstrakata P. avium za svaku tehniku ekstrakcije su prikazani na
Slici 29. Tentativno identifikovana jedinjenja su humerisana u hromatogramima prema njihovom
redosledu eluiranja.
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Slika 29. Hromatogrami ekstrakata peteljki treSnje dobijenih primenom: a) ASE, b) SFE i ¢)
SWE.

U peteljkama tresnje identifikovano je ukupno 58 jedinjenja (Tabela 14). Medu njima, pojedina
jedinjenja su bila ranije detektovana u P. avium peteljkama, medutim, visoka rezolucija
QTOF-MS-a omogucila je detekceiju cak 27 novih jedinjenja. Tentativno identifikovana jedinjenja
klasifikovana su u tri hemijske klase, fenolna jedinjenja i derivate, masne kiseline i derivate, kao i
terpene.
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Polifenolna jedinjenja

U peteljkama P. avium identifikovano je ukupno trinaest fenolnih kiselina i njihovih derivata.
Najintenzivniji pik 2 sa m/z 160,0142 je tentativno identifikovan kao galna kiselina, prethodno
identifikovana u Cerasus avium peteljkama (Bursal i1 dr., 2013). Glukozid protokatehinske
kiseline, izomeri hlorogenske kiseline, kafena, ferulna, dihidro-p-kumarinska i p-kumarinska
kiselina, prethodno su bile detektovane jedino u ekstraktima peteljki treSnje dobijenim primenom
subkriti¢ne vode. Navedena jedinjenja, eluirana kao pikovi 3, 4,7, 9, 10, 13, 16 i 19, identifikovana
su na osnovu literaturnih podataka (De la Luz Cadiz-Gurrea i dr., 2013; Pacifico i dr., 2014;
Repaji¢ i dr., 2015). Pik 8 je odgovarao deprotonovanom molekulskom jonu sa m/z 341,0878 i
njegovom fragmentnom jonu sa m/z 179,0362 koji poti¢e od [kafena kiselina—H]-. Prema
karakteristi¢noj MS? fragmentaciji, redosledu eluiranja i molekulskoj formuli, ovo jedinjenije je
identifikovano kao heksozid kafene kiseline. Pik 14 odgovarao je jedinjenju molekulske formule
C1sH170s ¢ijom je fragmentacijom nastajao fragmentni jon sa m/z 163 [kumarinska kiselina-H]-
nakon gubitka heksozil ostatka (-162 Da). Ovo jedinjenje je tentativno identifikovano kao
p-kumarinska kiselina O-heksozid, prethodno detektovan u peteljkama i plodovima P. avium
(Bastos i dr., 2015). Heksozid vanilinske kiseline identifikovan je na osnovu njegovog obrasca
fragmentacije. Za pik 15 koji je odgovarao prekursor jonu sa m/z 329,0878 u negativnom rezimu
jonizacije, uocen je fragmentni jon sa m/z 121,0294, ukazujuci na prisustvo ostatka vanilinske
kiseline.

Uz dvadeset i osam identifikovanih jedinjenja, flavonoidi su predstavljali najbrojniju hemijsku
klasu u ekstraktima peteljki tresnje. U tom smislu, dva izomera (pikovi 6 i 12) sa molekulskim
jonom sa m/z 577,1351 su identifikovana kao (epi) katehin-(epi) katehin (proantocijanidin B2), na
osnovu karakteristi¢nih fragmentnih jona sa m/z 289,0727 i 407,0778 (Jiménez-Sanchez i dr.,
2015b). Pikovi 5, 11 i 18 su odgovarali istom molekulskom jonu sa m/z 289,0718 i MS?
fragmentnim jonima sa m/z 109,0295 [M-H-180]- i 123,0452 [M-H-166]-. Na osnovu obrasca
fragmentacije, pretpostavilo se da je re¢ o (epi)katehinu, prethodno identifikovanom u peteljkama
i plodovima P. avium (Gonzalez-Gomez i dr., 2010; Jesus i dr., 2019). Rutin (pik 21) je
identifikovan na osnovu prekursor jona sa m/z 609,1461 i MS/MS fragmentnog jona sa
m/z 300,0282 nastalog usled gubitka disaharidnog heksozil-deoksiheksozil ostatka (162 + 146 Da).
Rutin je prethodno bio detektovan u P. avium peteljkama (Bastos i dr., 2015). Detektovana su ¢etiri
izomera naringenina (pikovi 22, 24, 43 i 45) sa istim [M-H]- sa m/z 271,0612. Fragmentacijom
prekursor jona dobijeni su MS? fragmentni joni sa m/z 119,0501 i 151,0036, $to je bilo u
saglasnosti sa podacima objavljenim u studiji Mekky i dr. (2015). Jedinjenje eluirano kao pik 44,
koje potic¢e od molekulskog jona sa m/z 285,0405, prethodno je bilo identifikovano u Prunus rodu
kao kaempferol (Olszewska i dr., 2011). Pik 48 eluiran pri 16,14 min sa molekulskim jonom sa
m/z 253,0506, identifikovan je kao hrizin u skladu sa molekulskom formulom, obrascom
fragmentacije i literaturnim podacima (De Rosso i dr., 2015). Metilnaringenin (pik 49) je bio
tentativno identifikovan u peteljkama P. avium. U masenom spektru su uoceni prekursor jon sa
m/z 285,0768 i fragmentni joni sa m/z 165,9913 i 270,0543. Obrazac fragmentacije je bio u skladu
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sa rezultatima Kkoji su zabeleZeni u studiji De Rosso i dr. (2015). Do sada, ovo jedinjenje nije
detektovano u peteljkama P. avium.

Jedinjenje eluirano kao pik 17, koje potice od molekulskog jona sa m/z 449,1089, identifikovano
je kao eriodiktiol-glukozid na osnovu podataka iz studija Tretter i dr. (1985) i Koprivica i dr.
(2018). HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analiza jedinjenja 22 je pokazala prisustvo deprotonovanog
molekulskog jona [M-H]- sa m/z 465,1038 koji je odgovarao epikatehin-O-glukuronidu. Ovo je
potvrdeno i putem dostupnih podataka koje su objavili Urpi-Sarda i dr. (2009). Pikovi 25 i 34 su
odgovarali [M-H]- sa m/z 463,0882 od koga su nastajali fragmentni joni sa m/z 300,028 i
271,0245. Ovo jedinjenje je tentativno identifikovano kao kvercetin-glukozid, ¢ije je prisustvo
prethodno utvrdeno u plodovima i peteljkama P. avium (Bastos i dr., 2015).

Jedinjenja 26, 28, 29 i 32 sa molekulskim jonom [M-H]- sa m/z 431,0984 identifikovana su
kao izomeri genistein-O-glukozida na osnovu literaturnih podataka (Bastos i dr., 2015). Prisustvo
kaempferol-O-rutinozida (pik 27, m/z 593,1512), prethodno identifikovanog u peteljkama
P. avium (Bastos i dr., 2015), potvrdeno je na osnovu MS/MS spektra dajuci fragmentni jon sa
m/z 285,0331. Fragmentni jon je nastao gubitkom rutinozid ostatka, [M-H-308]-,
karakteristicnog jona retro-Diels-Alder-ove (RDA) fragmentacije na C-prstenu ukljucujuci
1,3-raskidanje veze aromati¢nog prstena (Hvattum i Ekeberg, 2003). Pik 31 eluiran pri 9,13 min
sam/z 477,1038, identifikovan je kao izorhamnetin-glukozid u skladu sa molekulskom formulom
i literaturnim podacima (Park i dr., 2012). U masenom spektru pika 30 uocen je prekursor jon u
negativnom rezimu jonizacije sa m/z 447,0933 i fragmentni jon sa m/z 284,0327, kao rezultat
eliminacije ostatka glukoze (162 Da) iz prekursor jona. Tentativho je identifikovan kao
kaempferol-O-glukozid na osnovu molekulske mase i karakteristi¢cnog obrasca fragmentacije
(Bastos i dr., 2015). Pikovi 33, 36 i 38 sa m/z 433,114 identifikovani su kao izomeri naringenin-
O-glukozida, a prethodno su detektovani u peteljkama P. avium (Bastos i dr., 2015).
Fragmentacijom molekulskog jona dobijen je najintenzivniji fragmentni jon sa m/z 271,0616
(IM—naringenin]-). Obrazac fragmentacije jedinjenja eluiranog kao pik 37 (m/z 415,1035) je bio
u skladu sa literaturnim podacima (Bastos i dr., 2015), stoga je ovo jedinjenje tentativno
identifikovano kao hrizin-O-glukozid.

Masne kiseline

Hromatografska analiza je omogucila tentativnu identifikaciju masnih kiselina i njihovih
derivata u ekstraktima peteljki tre$nje. Jedinjenja 56 i 57 sa molekulskim jonima [M-H]- sa
m/z 277,2173 i 279,233 su identifikovana kao linolenska i linolna kiselina, prethodno detektovane
u peteljkama P. avium (Svarc-Gajié i dr., 2018). Negativni rezim jonizacije takode je omogu¢io
detekciju i nekoliko hidroksilovanih masnih kiselina. Kod jedinjenja 40 je uo¢eno prisustvo
molekulskog jona [M-H]- sa m/z 327,2177 koji je daljom fragmentacijom davao intenzivan MS?
pik sa m/z 211,1347, sto je u kombinaciji sa literaturnim podacima potvrdilo da je u pitanju
trihidroksi-oktadekadienska kiselina (Rodriguez-Pérez i dr., 2013). Na isti nacin, pik 42 sa
m/z 329,2333 je tentativno identifikovan kao trihidroksi-oktadekanska kiselina (Zhang i dr., 2014).
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Pikovi 52, 53 i 55 su odgovarali [M-H]- jonu sa m/z 293,2122 &ijom su MS? fragmentacijom
nastajali fragmentni joni sa m/z 211,1346 i 171,1029. Na osnovu iznetih i literaturno dostupnih
podataka, jedinjenja 52, 53 i 55 su identifikovana kao izomeri hidroksi-oktadekatrienske kiseline
(Zhang i dr., 2014). Pik 54 sa m/z 295,2279 je tentativno identifikovan kao hidroksi-
oktadekadienska kiselina na osnovu karakteristi¢nog obrasca fragmentacije i literaturnih podataka
(Zhang i dr., 2014). MS spektar pika 58 potice od deprotonovanog molekulskog jona sa
m/z 299,2592 omogucavajuci identifikaciju hidroksi-oktadekanske kiseline.

Terpeni

Na osnovu hromatografskog profila i masenih spektara, u ekstraktima peteljki tresnje tri
jedinjenja su okarakterisana kao terpeni. Pik 46 je odgovarao deprotonovanom molekulskom jonu
sa m/z 517,3171 i molekulskom formulom CsoHss07, na osnovu cega je tentativno identifikovan
kao jaligonska kiselina. Detektovana su i dva jedinjenja (pikovi 47 i 51) sa [M-H]- jonom sa
m/z 501,3222 identifikovana kao izomeri hidroksiceanoticne Kkiseline. Fragmentacijom
molekulskog jona nastao je najintenzivniji fragmentni jon sa m/z 453,3021. Navedeni terpeni su
prvi put detektovani u biljnim uzorcima Prunus roda.

4.4. Efikasnost ekstrakcije
4.4.1. Koren gaveza

Poredenje efikasnosti primenjenih tehnika ekstrakcije je izvedeno poredenjem povrsina pikova
identifikovanih jedinjenja. Efikasnost ekstrakcije prikazana je za svaku tehniku ekstrakcije pri
razli¢itim operativnim uslovima za sva identifikovana jedinjenja (Slike 30-39). Povrsine pikova
identifikovanih jedinjenja u ekstraktima korena S. officinale izrazene su kao srednja vrednost (Xsr)
+ standardna devijacija (SD) tri ponovljene analize (Tabela P1). Razlike izmedu tehnika
ekstrakcije u pogledu sadrzaja identifikovanih jedinjenja analizirane su statisticki (Tabela P2).
Rezultati izvedenih analiza pokazali su da su prinosi jedinjenja u ekstraktima dobijenim primenom
maceracije, ASE, SFE i SWE bili statisti¢ki znac¢ajni.

Karakterizacija ekstrakata je izvedena samo za odabrane ekstrakte dobijene primenom
maceracije, ASE, SFE i SWE (M 4-6, 10-15, ASE 1-9, SFE 1-4i SWE 11). Kao §to je prikazano
na Slikama 27 i 30-39, u ekstraktima dobijenim primenom ASE je identifikovan najveci broj
jedinjenja. Prinos limunske kiseline je bio slican u svim ispitivanim ekstraktima, ukazujuéi na
neznatan uticaj odabira ekstrakcione tehnike. Ekstrakt dobijen primenom maceracije sa 75%-tnim
etanolom tokom 30 min bio je najbogatiji limunskom kiselinom.
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Slika 30. Efikasnost ekstrakcije kafene kiseline, derivata kafene kiseline, izomera 1
hidroksibenzoeve kiseline i glukozida hidroksibenzoeve kiseline razli¢itim ekstrakcionim
tehnikama.
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Slika 31. Efikasnost ekstrakcije salvianolne kiseline H/I, izomera salvianolne kiseline B i
sagerinske kiseline razlic¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 32. Efikasnost ekstrakcije azelainske kiseline i izomera ricinoleinske kiseline razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 33. Efikasnost ekstrakcije izomera trihidroksi-oktadekanske kiseline i izomera trihidroksi-
oktadekadienske kiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 34. Efikasnost ekstrakcije izomera dihidroksi-oktadekanske kiseline razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 35. Efikasnost ekstrakcije izomera dihidroksiheksadekanske kiseline i izomera
dihidroksistearinske Kkiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 36. Efikasnost ekstrakcije izomera hidroksi-heksadekadienske kiseline razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.

600000
Il Hidroperoksi-oktadekatrienska kiselina izomer 1
500000 4 | C—1 Hidroperoksi-oktadekatrienska kiselina izomer 2
[ Hidroperoksi-oktadekatrienska kiselina izomer 3
[ Hidroperoksi-oktadekadienska kiselina izomer 1
[ Hidroperoksi-oktadekadienska kiselina izomer 2
400000
©
=
Qo
@ 300000 -
c
i)
»n ]
>
(@)
0. 200000
100000 +
0_ 'ﬁ
SO OOANMTO ANMTIWOONOOO A N M
sss9“““““9““pyuwwwwwwwwwww s
S=S=Z=Z=Z=Z00N00N0N0N0uunyounvyilw W ww
CACCICICICICCND N VL ! =S
0

Slika 37. Efikasnost ekstrakcije izomera hidroperoksi-oktadekatrienske i hidroperoksi-
oktadekadienske kiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 38. Efikasnost ekstrakcije izomera okso-oktadekadienske kiseline razli¢itim ekstrakcionim
tehnikama.

7500000 -

1 I Linolenska kiselina izomer 1
7000000 7] [ Linolenska kiselina izomer 2
6500000 - [ Palmitoleinska kiselina

1 I Linolna kiselina
6000000 — T r

5500000
5000000
4500000
4000000
3500000 -
3000000 -
2500000
2000000 -
1500000 -
1000000
500000
04

Povrsina pika

M4
M5
M6
M 10
M 11
M 12
M 13
M 14
M 15

ASE 1
ASE 2
ASE 3
ASE 4
ASE 5
ASE 6
ASE 7
ASE 8
ASE 9
SFE 1
SFE 2
SFE 3
SFE 4
SWE 11

Slika 39. Efikasnost ekstrakcije izomera linolenske kiseline, palmitoleinske i linolne kiseline
razlicitim ekstrakcionim tehnikama.
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Kao $to se moze videti na Slici 30, fenolne Kkiseline i derivati nisu bili ekstrahovani postupkom
maceracije koristeci aceton, kao ni primenom SFE, $to ukazuje na to da je za efikasnu ekstrakciju
fenolnih jedinjenja potrebna primena polarnijih rastvara¢a poput etanola i metanola. Najvisi prinos
izomera 1 salvianolne kiseline B je bio u ekstraktima dobijenim primenom ASE i maceratima
koriste¢i 75%-tni etanol i metanol (Slika 31). Najveci sadrzaj je primecen u ASE ekstraktu
dobijenom primenom 85%-tnog etanola na 63 °C. Sadrzaj izomera 2 salvianolne kiseline u
ekstraktu dobijenom pri navedenim uslovima bio je vise nego ¢etvorostruko veci nego u ostalim
ekstraktima. Dobijeni rezultati bili su u skladu sa rezultatima Trifan-a i dr. (2018) koji su ispitivali
sadrzaj salvianolne kiseline B u maceratima S. officinale dobijenim sa 65%-tnim etanolom.
Primeceni su neSto manji sadrzaji derivata kafene kiseline pri istim eksperimentalnim uslovima
(Slika 30). Sadrzaj kafene kiseline u SWE ekstraktu je bio znatno veci u odnosu na ostale ekstrakte.
Za ostala fenolna jedinjenja, primena ASE uz 85%-tni etanol na 63 °C je bila najefikasnija.
Tahirovi¢ i dr. (2010) su identifikovali kafenu kiselinu u maceratima korena gaveza primenom
vode kao ekstragensa, ali u nizim koncentracijama u poredenju s drugim fenolnim kiselinama.
Prisustvo kafene kiseline u maceratima (70% EtOH, 7 dana) su takode potvrdili i Roman i dr.
(2008). Suprotno tome, prinos izomera 1 hidroksibenzoeve kiseline je bio visi primenom ASE uz
85%-tni etanol na 176 °C, dok je sagerinska Kiselina bolje ekstrahovana primenom ASE uz
100%-tni etanol na 120 °C. Poredenjem povrsina pikova fenolnih jedinjenja u ekstraktima
dobijenim primenom ASE pri razli¢itim temperaturama, primeceno je da je porast temperature
vodio smanjenju efikasnosti ekstrakcije. Sto se ti¢e maceracije i primene razli¢itih rastvarada i
vremena ekstrakcije, nije bilo znacajne razlike izmedu ekstrakata u smislu sadrzaja pojedinac¢nih
fenolnih jedinjenja. Pored navedenih polifenolnih jedinjenja, u SWE ekstraktima su identifikovani
izomeri  kvercitin-3-malonilglukozida, izomeri 2 i 3 hidroksibenzoeve Kkiseline,
hidroksifenilacetatna kiselina, izomeri cirismaritina, p-kumarinska kiselina, dihidroksi-dimetoksi-
dihidrofenantren, dimetoksi-metilkumarin, siringetin-3-O-glukozid, hidroksikumarin,
metilkumarin i oksirezveratrol koji nisu detektovani u ostalim ispitivanim ekstraktima, potvrdujuci
visoku selektivnost i mo¢ ove ekstrakcione tehnike.

Sadrzaj acetil-monometil-trihidroksi antrahinona se znacajno razlikovao u ispitivanim
ekstraktima, dostizuc¢i najvece vrednosti u ASE ekstraktima primenom 100%-tnog etanola na
120 °C i 85%-tnog etanola na 63 °C. Ekstrakt dobijen primenom maceracije pri optimalnim
uslovima za ovo jedinjenje (M 12) i SWE ekstrakt imali su ¢etvorostruko manji sadrzaj ovog
jedinjenja, dok je sadrzaj antrahinona u svim SFE ekstraktima bio veoma nizak.

U ekstraktima korena S. officinale najzastupljenije su bile masne kiseline. Kao $to se vidi na
Slikama 32-39, njihov prinos u ekstraktima dobijenim primenom SFE i maceracije sa acetonom
je bio znatno iznad vrednosti u ostalim ekstraktima. Nesto nizi prinosi su postignuti primenom
ASE uz 100%-tni etanol na 120 °C. U studiji Mani i dr. (2007) potvrdena je uspe$na primena
acetona za ekstrakciju lipida iz biljnog materijala. Rezultati su bili slicni onima dobijenim
primenom nepolarnih rastvaraca kao $to su heksan i petrol-etar. Pojedine masne kiseline, kao $to
su izomeri dihidroksi-oktadekanske kiseline, izomeri hidroperoksi-oktadekatrienske Kkiseline,
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izomeri hidroksi-oktadekadienske kiseline, izomeri hidroksi-oktadekadienske kiseline, izomeri
dihidroksiheksadekanske kiseline, nisu detektovani pri odredenim uslovima ekstrakcije. Linolna
kiselina je bila najzastupljenija i detektovana je u svim ekstraktima (Slika 39). Ostale dominantne
masne kiseline bile su linolenska kiselina, zatim hidroksi-oktadekadienska kiselina, trihidroksi-
oktadekanska kiselina i palmitoleinska kiselina. Ekstrakcija sa 100%-tnim acetonom u trajanju od
30 min (M 13) omoguc¢ila je najvisi prinos izomera 1 trihidroksi-oktadekadienske kiseline, izomera
1 linolenske kiseline i linolne kiseline, dok je najveci sadrzaj izomera 1 hidroksi-oktadekadienske
kiseline i palmitoleinske kiseline bio u SFE ekstraktu (7% EtOH, 150 bar). Izomeri 1 i 3
trihidroksi-oktadekanske kiseline su najbolje ekstrahovani primenom SFE uz 15%-tni etanol kao
ko-rastvara¢ na 150 bar (Slika 34). Azelainska kiselina je ekstrahovana u jako niskim
koncentracijama i to samo primenom ASE (5) i SFE (Slika 32). Ekstrakcija derivata masnih
kiselina je bila manje efikasna primenom smese rastvaraca. U SWE ekstraktima identifikovani su
samo izomer 3 trihidroksi-oktadekanska kiseline i izomer 5 dihidroksi-oktadekanska kiseline.

4.4.2. List crnog duda

Kvantitativno, efikasnost ekstrakcije je procenjena merenjem povrsine pikova identifikovanih
jedinjenja i prikazana je za svaku tehniku ekstrakcije pri razli¢itim operativnim uslovima (Slike
40-48). Hemijska karakterizacija je izvedena za odabrane ekstrakte (M 10-12, 16-18, 25-27,
ASE 1-9, SFE 1-4 i SWE 2). Kao $to se vidi na Slikama 40-48, najvec¢i broj jedinjenja je
identifikovan u ekstraktima dobijenim primenom maceracije i ASE. Efikasnost SFE je bila niska
za vecinu jedinjenja. Glukozid L-askorbinske kiseline, koji je bio identifikovan u maceratima i
ASE ekstraktima, nije ekstrahovan primenom SWE, SFE i ASE (100% EtOH). SWE pri
optimalnim uslovima je bila najefikasnija za ekstrakciju limunske i kininske kiseline. Prinos
kininske Kkiseline je bio ve¢i primenom ASE nego maceracije, dok je limunska kiselina
ekstrahovana samo primenom ASE i SWE.
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Slika 40. Efikasnost ekstrakcije fenolnih kiselina i derivata razli¢itim ekstrakcionim

tehnikama.
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Slika 41. Efikasnost ekstrakcije flavonoida razlic¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 42. Efikasnost ekstrakcije izomera kvercetin-glukozida, kaempferol rutinozida i
kaempferol glukozida razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 43. Efikasnost ekstrakcije izomera kvercetin acetilglukozida i kaepferol acetil-f-D-
glukopiranozida razlic¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 44. Efikasnost ekstrakcije siringarezinola i izomera dihidrokapsiata razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 45. Efikasnost ekstrakcije izomera trihidroksi-oktadekadienske kiseline i trihidroksi-
oktadekanske kiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 46. Efikasnost ekstrakcije izomera hidroperoksida linolenske kiseline razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 47. Efikasnost ekstrakcije izomera hidroksi-oktadekatrienske kiseline i hidroperoksi-
oktadekatrienske kiseline razlic¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 48. Efikasnost ekstrakcije izomera masnih kiselina i derivata razli¢itim ekstrakcionim
tehnikama.

U ekstraktima M. nigra najbrojnija klasa su bila fenolna jedinjenja. Najzastupljenija fenolna
jedinjenja su bila galna kiselina, rutin, izokvercitrin, kaempferol-3-O-glukozid i izomeri kvercetin
O-acetilglukozida. Sadrzaj fenolnih kiselina je bio najmanji u SFE ekstraktima. lzuzetak je bila
galna kiselina ¢iji je prinos bio najvisi u SFE ekstraktima primenom 15%-tnog etanola kao ko-
rastvaraca na 300 bar. Nesto manji sadrzaji su postignuti primenom ASE uz 85%-tni etanol na 63
°C i maceracije uz 75%-tni etanol pri razli¢itim vremenima ekstrakcije (Slika 40). Sli¢ni sadrzaji
galne kiseline u M. nigra su bili odredeni i u maceratima dobijenim 70%-tnim etanolom tokom 12
h (Radojkovic¢ i dr., 2016). Suprotno tome, SWE i maceracija 50%-tnim acetonom tokom 30 min
su bile najefikasnije za ekstrakciju izomera hlorogenske kiseline, dok je SWE ekstrakt bio
najbogatiji glukozidom protokatehinske kiseline. Glukozid vanilinske kiseline, ramnozid
vanilinske kiseline, glukozid ruzmarinske kiseline, kafena kiselina, ruzmarinska kiselina i p-

hidroksibenzoeva kiselina su detektovani samo u SWE ekstraktima.

Efikasnost ekstrakcije flavonoida je znacajno zavisila od primenjenih uslova ekstrakcije
(Slike 41-43). Najefikasnija ekstrakcija kuvanona C i kaempferol-3-O-glukozida je postignuta
primenom SFE (7% EtOH, 150 bar) i ASE (100% EtOH, 120 °C), redom, dok je sadrzaj ostalih
flavonoida i njihovih derivata bio ve¢i u maceratima. Najveci sadrzaj izomera rutina 1 i 3 i
izokvercitrina je bio u ekstraktima dobijenim primenom maceracije sa 75%-tnim etanolom tokom
12 h (Slika 41). Sadrzaji kvercetin di-O-glukozid izomera 1, kaempferol 3-O-rutinozida, kvercetin
O-acetilglukozid izomera 1 i kaempferol-3-O-6"-O-acetil-p-D-glukopiranozida su bili najveci
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primenom maceracije sa 50%-tnim acetonom tokom 30 min. Herrero i dr. (2011) su ispitivali ASE
fenolnih jedinjenja iz lista drveta masline etanolom i ustanovili da je povecanje temperature
ekstrakcije od 50 do 200 °C vodilo smanjenju efikasnosti ekstrakcije flavonoida usled njihove
razgradnje na visim temperaturama. Prednost maceracije na sobnoj temperaturi za ekstrakciju
flavonoida je potvrdena u ovoj, a i u prethodnim studijama. Prema podacima koje su naveli
Radojkovi¢ 1 dr. (2016), najveci sadrzaji kvercetina i rutina su bili u maceratima M. nigra
dobijenim primenom 70%-tnog etanola. Pored toga, Chan i dr. (2009) su poredili ekstrakciju
fenolnih jedinjenja iz kore limete primenom razli¢itih rastvaraca (voda, etanol, metanol i aceton)
pri ¢emu Se smeSa aceton/voda pokazala kao najefikasnija.

U pogledu dihidrokapsiatnih izomera, sadrzaj dihidrokapsiatnog izomera 1 Se znacajno
razlikovao u SFE ekstraktima, dostizu¢i najvecu vrednost primenom pritiska od 150 bar i
15%-tnog etanola, dok je sadrzaj dihidrokapsiatnog izomera 2 bio dva puta manji u odnosu na
izomer 1 (Slika 44). Suprotno tome, najefikasnija ekstrakcija siringarezinola je bila postignuta
primenom ASE uz 100%-tni etanol na 120 °C. Lingerzinol je detektovan samo u SWE ekstraktu.

Kada je u pitanju maceracija razli¢itim ratvara¢ima, najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja je bio
postignut u ekstraktima dobijenim primenom 75%-tnog etanola. Uporedivanjem povrSina pikova
fenolnih jedinjenja u ekstraktima dobijenim primenom ASE na 120 °C sa 100%-tnom vodom,
50%- i 100%-tnim etanolom, najveca efikasnost je bila postignuta primenom 100%-tnog etanola.
Ekstrakti dobijeni na 63 i 176 °C koris¢enjem 85%-tnog etanola imali su nesto vece sadrzaje
fenolnih jedinjenja u poredenju sa onima dobijenim primenom 15%-tnog etanola pri istim
temperaturama. Moze se zakljuciti da je prinos fenolnih jedinjenja primenom ASE rastao sa
udelom etanola. Imajuc¢i u vidu veliku hemijsku varijabilnost ekstrakata dobijenih primenom ASE,
moze se zakljuciti da je za svako pojedinacno jedinjenje potrebno odabrati odredene uslove
ekstrakcije, §to ukazuje na visoku selektivnost ASE.

Kao $to je prikazano na Slikama 40-48, broj identifikovanih jedinjenja u ekstraktima dobijenim
primenom SFE je bio manji u poredenju sa onim dobijenim primenom maceracije, kao i pomoc¢u
ASE i SWE. Ovo se moze objasniti nepolarnom prirodom superkriti¢énog ugljenik(1V)-oksida iako
je list M. nigra bogat kako polarnim fenolnim jedinjenjima tako i nepolarnim jedinjenjima. Kao
Sto se moze videti na Slikama 45-48, visi prinosi vecine derivata masnih kiselina su postignuti
primenom SFE. SFE ekstrakti bili su najbogatiji izomerima hidroksi-oktadekatrienske Kiseline,
hidroksi-oktadekadienske kiseline, linolenske i linolne kiseline. Prinos linolenske i linolne kiseline
bio je najvisi u ekstraktima dobijenim sa 7%-tnim etanolom kao ko-rastvaracem na 300 bar.
Dobijeni rezultati su bili u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima u kojima je odreden veci
sadrzaj linolenske i linolne kiseline u ekstraktima M. nigra primenom SFE (pritisak 300 bar, vreme
ekstrakcije 17 h) u odnosu na druge identifikovane masne kiseline (Radojkovi¢ dr., 2016).
Najefikasnija ekstrakcija masnih kiselina i derivata maceracijom je postignuta primenom
75%-tnog etanola tokom 30 min, pri ¢emi je linolenska kiselina bila najzastupljenija, ali i dalje u
nizoj koncentraciji u poredenju sa SFE. Najvisi prinosi izomera hidroperoksida linolenske kiseline
postignuti su primenom ASE koriste¢i 100%-tni etanol kao rastvara¢ na 120 °C, osim za izomer 3

126



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

hidroperoksida linolenske kiseline (Slika 46). Njegov najveci sadrzaj postignut je primenom SFE
uz 15%-tni etanol na 150 bar. Dobijeni rezultati su bili u skladu sa rezultatima koji su zabelezeni
u studiji Toubane i dr. (2017) u kojoj se navodi visoka efikasnost ekstrakcije masnih kiselina iz
korena Carthamus caeruleus primenom etanola kao ko-rastvaraca. U SWE ekstraktu vecina
masnih kiselina je imala manji sadrzaj u odnosu na ekstrakte dobijene primenom maceracije, ASE
I SFE. lzuzetak su bili izomer 2 trihidroksi-oktadekadienske kiseline i trihidroksi-oktadekanska
kiselina.

Sadrzaj glikolipida A je bio najve¢i u maceratima dobijenim primenom 75%-tnog etanola
tokom 12 h. Sli¢ni rezultati su zabelezeni u studiji Jiménez-Sanchez i dr. (2016) u kojoj je izvedena
efikasna ekstrakcija glikolipida A iz zelene spargle primenom 80%-tnog metanola kao rastvaraca.
Sto se ti¢e ASE, u ekstraktu dobijenom primenom 100%-tnog etanola na 120 °C (ASE 5) je bio
najvisi prinos ovog jedinjenja. Isti prinos postignut je primenom SWE. S druge strane, glikolipid A
nije ekstrahovan iz lista M. nigra primenom SFE.

Poredenjem efikasnosti primenjenih tehnika ekstrakcije moze se zakljuciti da se primenom
SWE i ASE postize efikasna ekstrakcija sirokog spektra jedinjenja razlicite polarnosti iz lista
M. nigra. Za efikasnu i selektivnu ekstrakciju flavonoida preporucuje se maceracija, dok se masne
kiseline iz M. nigra lista najefikasnije ekstrahuju primenom SFE. SWE ekstrakcija je pokazala
oc¢iglednu prednost u pogledu ekstrakcije fenolnih kiselina, dok se prednost ASE ispoljila u
postupak ekstrakcije u odnosu na maceraciju jer koristi minimalnu zapreminu organskih
rastvaraca, dok je SWE najbezbednija tehnika uz koris¢enje vode kao rastvaraca. Ugljenik(IV)-
oksid je jeftin i ,,zelen* rastvara¢ koji se moze lako ukloniti iz finalnog ekstrakta. Superktriti¢ni
ugljenik(IV)-oksid ne dovodi do velikih hemijskih promena jedinjenja, cuvajuci njihova bioloska
svojstva (Knez i dr., 2013; Espinosa-Pardo i dr., 2014). Ipak, upotreba superkriticnog ugljenik(1V)-
oksida kao nepolarnog rastvaraca ima ogranic¢enja pri ekstrakciji polarnih i umereno polarnih
jedinjenja, kao sto su fenoli lista M. nigra. Dodavanje ko-rastvaraca blago je poboljsalo afinitet
ugljenik(IV)-oksida prema polarnijim jedinjenjima.

4.4.3. Peteljke treSnje

Efikasnost primenjenih tehnika ekstrakcije peteljki treSnje procenjena je kvantitativno
merenjem povrsine pikova identifikovanih jedinjenja u ekstraktima dobijenim pri razlic¢itim
operativnim uslovima (Slike 49-57). Povrsine pikova jedinjenja identifikovanih u ekstraktima P.
avium date su u Tabeli P5. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija tri
ponovljene analize. Pored toga, u Tabeli P6 su prikazane statisticki znacajne razlike izmedu
tehnika ekstrakcije u pogledu sadrzaja identifikovanih jedinjenja. Rezultati izvedene statisticke
analize pokazali su da je postojala znacajna razlika u prinosu vecine jedinjenja identifikovanih u
ekstraktima dobijenim primenom ASE, SFE i SWE.
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Slika 49. Efikasnost ekstrakcije fenolnih kiselina i derivata razli¢itim ekstrakcionim
tehnikama.
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Slika 50. Efikasnost ekstrakcije izomera proantocijanidina B2, izomera (epi)katehina i rutina
razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.

128



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

4500000

] I Naringenin izomer 3
[ Naringenin izomer 4

4000000 [ Hrizin

I Metilnaringenin

3500000
3000000
2500000 —

2000000

Povrsina pika

1500000
1000000
500000 +

04

ASE 1
ASE 2
ASE 3
ASE 4
ASE 5
ASE 6
ASE 7
ASE 8
ASE 9
SFE 1
SFE 2
SFE 3
SFE 4
SWE 2

Slika 51. Efikasnost ekstrakcije izomera naringenina, hrizina i metilnaringenina razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 52. Efikasnost ekstrakcije epikatehin-O-glukuronida, izomera 1 kvercetin-glukozida,
kaempferol-O-rutinozida, kaempferol-O-glukozida i izoramnetin-glukozida razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 53. Efikasnost ekstrakcije izomera genistein-O-glukozida i hrizin-O-glukozida razli¢itim
ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 54. Efikasnost ekstrakcije izomera naringenin-O-glukozida razli¢itim ekstrakcionim
tehnikama.
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Slika 55. Efikasnost ekstrakcije trihidroksi-oktadekadienske kiseline, trihidroksi-oktadekanske
kiseline i izomera hidroksi-oktadekatrienske kiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 56. Efikasnost ekstrakcije hidroksi-oktadekadienske kiseline, linolenske kiseline, linolne
kiseline i hidroksi-oktadekanske kiseline razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.
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Slika 57. Efikasnost ekstrakcije izomera hidroksiceanoti¢ne kiseline i jaligonske kiseline
razli¢itim ekstrakcionim tehnikama.

Najveci broj jedinjenja identifikovan je u SWE i ASE ekstraktima. U ekstraktima peteljki
treSnje najzastupljenija su bila polifenolna jedinjenja, kao $to su galna kiselina, glukozid
protokatehinske kiseline, (epi)katehin, eriodiktiol-glukozid, hrizin-O-glukozid i hrizin. Prinos
galne kiseline bio je najvisi u ekstraktu dobijenom primenom SFE sa 7%-tnim etanolom kao ko-
rastvara¢em na 150 bar. Dobijeni rezultati su bili u saglasnosti sa prethodno objavljenim radovima
vezanim za sadrzaj galne kiseline u ekstraktima Vitis labrusca dobijenim primenom SFE pri
pritiscima 137-167 bar sa 5-8%-tnim etanolom (Ghafoor i dr., 2012). Nesto nizi prinosi su
postignuti primenom ASE sa 85%-tnim etanolom na 63 °C i 176 °C. ASE sa 85%-tnim etanolom
na 63 °C je bila najefikasnija za ekstrakciju heksozida p-kumarinske kiseline (Slika 49). U studiji
Bastos i dr. (2015), heksozid p-kumarinske kiseline je bio detektovan u maceratima peteljki
P. avium dobijenim primenom 80%-tnog metanola u visoj koncentraciji u odnosu na ostale
heksozide fenolnih kiselina, sto je u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja. Heksozid vanilinske
kiseline je ekstrahovan samo primenom SFE (15% etanol, 300 bar), dok je najvisi prinos heksozida
kafene kiseline postignut primenom SWE pri optimalnim uslovima. SWE je pokazala znacajnu
prednost u pogledu ekstrakcije fenolnih kiselina i derivata, kao sto su glukozid protokatehinske
kiseline, hlorogenska kiselina, kafena kiselina, dihidro-p-kumarinska Kkiselina, p-kumarinska
kiselina i dihidro-ferulna kiselina, koji su bili jedino detektovani u SWE ekstraktima.

U ekstraktima peteljki P. avium, najbrojnija klasa su bili flavonoidi i njihovi derivati, $to je u
skladu sa rezultatima Bastos-a i dr. (2015). Iz rezultata prikazanih na Slikama 50-54 moze se
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zapaziti da je ASE bila efikasnija za ekstrakciju vec¢ine flavonoidnih derivata u odnosu na SWE i
SFE. lzuzetak je bio metilnaringenin ¢iji je najveci prinos postignut primenom SFE sa 7%-tnim
etanolom na 150 bar, dok je primena SWE omogucila najefikasniju ekstrakciju rutina, izomera
kvercetin-glukozida, izomera 1 i 2 naringenin-O-glukozida i izomera 3 naringenina. Pored toga,
izomer 1 (epi)katehina, eriodiktiol-glukozid, izomeri 1 i 2 naringenina i kaemferol su detektovani
jedino u SWE ekstraktima, naglasavajuci dodatnu prednost SWE u smislu broja ekstrahovanih
flavonoida. Najefikasnija ekstrakcija vecine flavonoida je postignuta primenom ASE (85% etanol,
40 °C). Kaempferol-O-glukozid je uspesno ekstrahovan primenom ASE sa 85%-tnim etanolom na
63 °C. Najvisi prinosi za naringenin izomer 1 i hrizin postignuti su primenom ASE sa 85%-tnim
etanolom kao rastvaracem na 176 °C. Dobijeni rezultati su bili u skladu sa rezultatima Gomes i dr.
(2017), koji su potvrdili visoku efikasnost ekstrakcije flavonoida iz lista vrste Passiflora
koris¢enjem etanola u veéem procentu. Najnizi prinos pojedinih flavonoida i svih flavonoidnih
derivata postignut je primenom SFE sa 7%-tnim etanolom. Generalno je primeceno da su prinosi
fenolnih jedinjenja u ekstraktima dobijenim primenom 50, 85 i 100%-tnog etanola bili visi u
poredenju sa onima dobijenim primenom 15%-tnog etanola. Najveci prinos fenolnih jedinjenja
primenom ASE je postignut na temperaturi od 40 °C.

Vecina masnih kiselina i njihovih derivata su bili uspesno ekstrahovani primenom SFE. Ipak,
rezultati su pokazali varijacije u sadrzaju, zavisno od primenjenih uslova ekstrakcije (Slike 55 i
56). U SFE ekstraktima najdominantnije su bile linolenska, linolna i hidroksi-oktadekadienska
kiselina. Prinosi trihidroksi-oktadekadienske i trihidroksi-oktadekanske kiseline su bili najvisi u
ekstraktima dobijenim primenom subkriticne vode, dok je za ostale masne kiseline i njihove
derivate dovoljno efikasna bila SFE (7% EtOH, 150 bar). Kod ASE rezultati su pokazali porast
prinosa masnih kiselina sa povec¢anjem procenta etanola, ali su odredeni sadrzaji masnih kiselina
i dalje bili znatno manji u poredenju sa SFE. Pritisak nije znatno uticao na prinos masnih kiselina
u ekstraktima dobijenim primenom SFE sa 15%-tnim etanolom. U studiji Sanchez-Vicente i dr.
(2009) povecanje sadrzaja ko-rastvaraca je vodilo povecanju efikasnosti ekstrakcije masnih
kiselina iz semenki Prunus persica, dok je s druge strane povecanje pritiska SFE ekstrakcije imalo
negativan efekat na rastvorljivost lipida.

Sadrzaj jaligonske kiseline se znacajno razlikovao u ASE i SFE ekstraktima, dostizuéi najvecu
vrednost primenom ASE na temperaturi od 40 °C i koris¢enjem 50%-tnog etanola. S druge strane,
najefikasnija ekstrakcija izomera hidroksiceanoti¢ne kiseline je postignuta primenom SFE sa
15%-tnim etanolom na 300 bar. Povrsina pika dobijena za izomer 1 hidroksiceanoti¢ne kiseline
bila je trostruko veca u odnosu na izomer 2.
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« U okviru ove disertacije ispitane su i poredene konvencionalna (maceracija) i savremene (ASE,
SFE i SWE) tehnike ekstrakcije korena gaveza, lista crnog duda i peteljki tre$nje. Ispitan je
uticaj najznacajnijih parametara ekstrakcionih tehnika na hemijske profile ekstrakata i prinos
ciljnih jedinjenja.

» SWE je omoguc¢ila najefikasniju ekstrakciju polifenolnih jedinjenja korena gaveza, lista crnog
duda i peteljki tresnje.

» Optimalni uslovi SWE pri kojima je postignut maksimalan sadrzaj fenolnih jedinjenja u
ekstraktima korena gaveza su bili temperatura od 130 °C, pritisak od 60 bar, vreme ekstrakcije
od 20 min i brzina mesanja od 2 Hz. Ostvareni sadrzaj ukupnih fenola pri navedenim uslovima
je iznosio 331,77+5,80 mg EGK/g droge.

« Optimalni uslovi SWE pri kojima je postignut maksimalan sadrzaj fenolnih jedinjenja u
ekstraktima lista crnog duda su bili temperatura od 130 °C, pritisak od 60 bar, vreme ekstrakcije
od 40 min i brzina mesanja od 2 Hz. Ostvareni sadrzaj ukupnih fenola pri navedenim uslovima
je iznosio 502,48+5,20 mg EGK/g droge.

» Optimalni uslovi SWE pri kojima je postignut maksimalan sadrzaj fenolnih jedinjenja u
ekstraktima peteljki tresnje su bili temperatura od 80 °C, pritisak od 40 bar, vreme ekstrakcije
od 30 min i brzina mesanja od 2 Hz. Ostvareni sadrzaj ukupnih fenola pri navedenim uslovima
je iznosio 436,74+8,45 mg EGK/g droge.

* QTOF-MS/MS analizom ekstrakata korena gaveza detektovano je ukupno 62 jedinjenja
razli¢itih hemijskih klasa, ukljucujuci antrahinone, organske, fenolne i masne kiseline i njihove
derivate. Po prvi put je u korenu gaveza detektovano 53 jedinjenja.

« HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analizom ekstrakata lista crnog duda identifikovano je 34 novih
jedinjenja, od ukupno 62 identifikovanih jedinjenja. Dominantna jedinjenja u ekstraktima lista
crnog duda su bile fenolne Kiseline i derivati (galna kiselina), flavonoidi i njihovi derivati
(izokercitrin, rutin i kaempferol-3-O-glukozid), i masne kiseline (linolenska i linolna kiselina).

* HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analizom ekstrakata peteljki tresnje identifikovano je ukupno 58
jedinjenja, od kojih je 27 jedinjenja po prvi put identifikovano u ispitivanom matriksu.
Tentativno identifikovana jedinjenja klasifikovana su u tri hemijske klase, fenolna jedinjenja i
derivate, masne kiseline i derivate, kao i terpene.

« Kvantitativnom analizom pojedina¢nih identifikovanih jedinjenja u ekstraktima korena gaveza
je zakljuceno da se primenom SWE, ASE i maceracijom pomocu rastvaraca na bazi alkohola
(metanolni i etanolni rastvor) ostvaruje najvisi prinos polarnijih jedinjenja. Najveci broj
polifenolnih jedinjenja je bio identifikovan u SWE ekstraktima pri optimalnim uslovima.
Prinos nepolarnih jedinjenja je bio visi primenom SFE i maceracije acetonom u trajanju od 30
min. Prinos masnih kiselina je bio najvisi primenom SFE uz 15%-tni etanol kao ko-rastvarac
na 150 bar. Najveci uticaj na sastav ekstrakata dobijenih primenom razlicitih tehnika
ekstrakcije je ispoljio tip rastvaraca.

» Efikasnost ekstrakcije je posmatrana za sva identifikovana jedinjenja lista crnog duda.
Varijacije u sadrzaju ekstrahovanih polifenolnih jedinjenja lista crnog duda su u najvecoj meri
zavisile od temperature ekstrakcije i polarnosti rastvaraca. SWE ekstrakcija je pokazala

135



NatasSa Nasti¢ Doktorska disertacija

oc¢iglednu prednost u pogledu ekstrakcije fenolnih kiselina, dok je ASE omogucila efikasnu
ekstrakciju pri najkracem vremenu. Ocekivano, SFE je bila najefikasnija pri ekstrakciji
nepolarnih jedinjenja kao $to su masne kiseline.

* Najvisi prinos fenolnih kiselina i derivata kao §to su hlorogenska, kafena, ferulna i
p-kumarinska kiselina u ekstraktima peteljki treSnje je postignut primenom SWE, dok se
primenom ASE postigao najvisi prinos flavonoida i njihovih derivata. Prinosi fenolnih
jedinjenja u ekstraktima dobijenim primenom 50, 85 i 100%-tnog etanola su bili visi u
poredenju sa onima dobijenim primenom 15%-tnog etanola. Najvisi prinos fenolnih jedinjenja
primenom ASE je bio postignut na temperaturi od 40 °C. SFE ekstrakcijom je dobijen najvisi
prinos masnih kiselina (linolenska, linolna i hidroksi-oktadekadienska kiselina). ASE je
ispoljila veliku selektivnost prema terpenoidnim jedinjenjima, medutim prinos pojedinacnih
terpena je bio visi u ekstraktima dobijenim primenom SFE.

» Definisani optimalni uslovi ekstrakcije korena gaveza, lista crnog duda i peteljki tresnje
primenom razli¢itih ekstrakcionih tehnika imaju znacajan doprinos u eksploataciji ovih
matriksa i proizvodnji funkcionalnih ekstrakata koji mogu naéi primenu u dizajniranju novih
farmaceutskih, kozmeti¢kih i prehrambenih proizvoda.

» Novoidentifikovana jedinjenja u korenu gaveza, listu crnog duda i peteljkama tre$nje pruzaju
vredne informacije o hemijskom sastavu ovih matriksa, omogucavaju¢i razumevanje
bioloskog potencijala i razjasnjavanje mehanizama dejstva.
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Osaj Obpazay uuHu cacmasHu o0eo OOKMOpCKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4K0o2 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Illonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKmMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

[Lman TpeTMaHa nojaraka

Ha3us npojexra/mcrpaxnBama

OnrtuMu3anmja eKCTPaKIMOHUX MMOCTYIaKa U KapaKTepu3allija eKcTpakara KopeHa rasesa (Symphytum
officinale), mucra nyma (Morus nigra) u neresbku Tpermbe (Prunus avium)

Ha3uB nHCTHTYNMje/MHCTHTYIHja y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOAM MCTPAaKMBaH€

a) Texuonowku ¢paxynrer Hosu Caz, Yuusepsuretr y HoBom Cany (Cpouja)

0) Llenrap 3a ucTpaxkuBame U pa3Boj pynkuuonamHe xpane (Centro de Investigacion y Desarrollo del
Alimento Funcional - CIDAF), I'panana (IlInanuja)

B)
Ha3uB nporpama y oKBHpPY KOT ce peajin3yje HCTPaKNBaH€

IIpojekar Koju ce peanusyje y OKBHpPY MporpamMa MHHHCTApCTBa MPOCBETE, HAYKE M TEXHOJOIIKOT
pasBoja (mpojektau ukmyc 2011 - 2015):

“Pa3Boj HOBHUX (DYHKIIMOHATHUX KOHAUTOPCKHUX Mpou3Boja Ha 6a3u yeapuna” (TP 31014)

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu npukynsajy

JIoOKTOpCKa Icepranmja

1.2 Bpcre momaraka
&) kBanTHTATHBHN

. KBaJIMTaTUBHHU

HaroHasHu opTail OTBOpeHe Hayke — OpPen.ac.rs



1.3. Haume npukymnsbama mogaTaka
a) aHKeTe, YITUTHHIIN, TECTOBH
0) KITMHUYKE MTPOIICHE, MEUIIMHCKHU 3aITUCH, SICKTPOHCKH 3/IPABCTBCHH 3aIUCU

B) TCHOTHUIIOBH,. HABECTU BPCTY

T') aAMIUHACTPATUBHHU TIOJAIH, HABECTH BPCTY

. y30pIIH TKIBA, HABECTH BPCTY: KOPEH raBe3a, JHCT I[PHOT Aya U NeTeJbKe TPEIIhe

) caumim, hotorpaduje, HaBeCTH BPCTY

. TEKCT, HABCCTH BPCTY. IUTECPATYpPaA

) Mara, HaBeCTH BPCTY

l ocTano, onucatu, Web campixkaj

1.3 ®opmar nopataka, ynorpedjpeHe cKale, KOJIMIUHA [o/1aTaKa

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U opMar JaToTeKe:

&) Excel dajn, natorexa

b) SPSS ¢aji, naroreka

c) PDF ¢ajn, natoreka

@) Texcr dajn, narorexa

8) JPG ¢ajn, matorexa

f) Ocrano, marorexa

1.3.2. bpoj 3anwuca (ko1 KBaHTHTATHBHUX TIOJIaTaKa)

a) Opoj Bapujabin: BENHKH Opoj

0) Opoj Mepema (MCITaHWKa, TIPOIIEHa, CHUMAKa U CII.): BEJIUKU Opoj

1.3.3. IloHoBIbEHA MEpEHA

@) na

0) He

YKOJIMKO je OJroBOp J1a, OAroBOpUTH Ha ciieaeha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak n3Mel)y TOHOBJbEHUX Meperba je 1 h

0) Bapuja0Jie KOje ce BHIIE [TyTa MEPEe OJHOCE CE Ha Cajprkaj BJIare y MCIIMTUBAHOM OMJEHOM

MaTepujaly, YKYIIaH caapkaj PEeHOJIHUX jeANmbEeHha, HOBPIIMHA TUKOBA UACHTU(DUKOBAHNUX JEIUHEHA

Hauuonanuu nopran oTBOpeHe Hayke — OPEN.ac.rs



B) HOBe Bep3Hje (ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOBJLCHA MEPEHA CY HIMEHOBAHE Kao

Hamowmene:

Ja nu popmamu u cogpmeep omoeyhasajy demerve u dyeopouny 6aruoHocm nooamaxa?

@ Aa
6) He

Axo je 002080p He, 0Opaznodicumu

2. [Ipukynbame nogaraka

2.1 Metonosnoruja 3a MpUKyIUbamke/TeHEpUCabe MOAaTaKa

2.1.1. Y okBUpY KOT' HCTPaKUBAYKOT HALPTa CY MOAALH IPUKYIJbEHHU?

. CKCIICPUMCHT, HABCCTH THII. XCMPIiCKa aHaJIn3a

0) KOpenaroHO UCTPAXKNBAKHE, HABECTH THII

H) aHajJInu3a TCKCTa, HaBCCTU THII

1) OCTaj0, HAaBECTH IIITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHama uny Cmanoapoe nodamaxa cneyuguunux 3a oopeheny
HayuHy oucyuniuny (ako nocmoje).

HPLC-ESI-TOF-MS, HPLC-ESI-QTOF-MS

2.2 KBanurer nojaraka u CTaHaapau

2.2.1. TpermaH HeqocTajyhux nojaraka

a) Jla n Matpuna caapiku Henoctajyhe momatke? a g

AKO je 0roBop J1a, OJrOBOpUTH Ha ciieneha nurama:

a) Konuku je 6poj Henocrajyhux nmonaraxa?

Hanmonanuu nopTaj OTBOPEHE HayKe — Open.ac.rs



0) Jla 1u ce KOPUCHUKY MaTpHIle Mperopyvyje 3ameHa Heaoctajyhux nogaraka? la He

B) AXO je 0JIroBOp Ja, HABECTH CYTeCTH]je 3a TPETMaH 3aMEHe HeJJ0CcTajyhnx mojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4HH je KOHTPOJIMCaH KBaJquTeT nmojaraka? Omucatu

Kpanurer nojgaTraKa ie KOHTPOJHMCAaH MPUMCHOM CTAaTUCTHYKHUX TCCTOBA U OJ:[6aHI/IBaH)CM

_eKcTpema.

2.2.3. Ha koju Ha4HH je U3BpIleHa KOHTPOJIA YHOCA MoJIaTaka y MaTpUIly?

KoHTposa yHOCa IMojaTaka y MaTpUIly j€ n3BeaeHa nopehemeM n100ujeHnX mogaTaka ca

JIUTCPATYPHUM _TIoJaliiMa.

3. Tperman nmoataka u npareha 1okymMeHTanmja

3.1. Tper™maH u yyBame oAaTaKa

3.1.1. Illooayu he 6umu denonosanu y Penozumopujymy DPENO3UMOPUJYM.

3.1.2. URL aodpeca: naxnaouo

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla u he nooayu bumu y omeoperom npucmyny?

@ Ja

0) Ha, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehe bumu Oenorosanu y penozumopujym, aiu fie oumu yyearu.

Obpasnoocerse

Hanmonanuu nopTaj OTBOPEHE HayKe — Open.ac.rs



3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIWja TogaTaKa

3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he OUTH mpuMereH?

3.2.1. HaBectn MeTaromaTke Ha OCHOBY KOjHX CY TOJAIH JETIOHOBAHH y PETIOZUTOPH]yM.

Ako je nompebHo, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarse nooamaxd, aHatumuyKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, UX080 KOOUparse, demasHe Onuce 8apujadbiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u craHjapiu 3a 4yBarbe ojaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoza he moganyu OUTH YyBaHH y PEMIO3UTOPUjyMY?

3.3.2. Jla mu he momamy OuTH NenOHOBaHH MO (oM ? . He

3.3.3. Jla u he mmdpa 6utn nocTynHa oapeljenom kpyry uctpaxusaua? [l He

3.3.4. Jla v ce momany MOpajy YKJIOHHTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA TIOCJIe M3BECHOT BpeMeHa?
Jla 8

OO6paznoxuTu

4. Be30eqHOCT MOJATAKA M 3aIUTHTA MOBEP/LUBUX HH(pOpPMaLHja

OBgaj oxesbaxk MOPA OutH nonymeH ako Ballld NOJaly YKJbYYyjy JIMYHE NOJAaTKe KOjH ce OHOCE Ha
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YUECHHUKE y UCTPpaXXKHBamy. 3a Ipyra HCTPaXHBamba Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3AIUTHTY M CUTYPHOCT
[0JIaTaKa.

4.1 ®opmanHu CTaHAAPHU 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIIHja/ogaTaKa

HcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE HCITUTHBAKA C JbYANMA MOPajy Jia ce IPUAPKaBajy 3aKOHa O 3aIUTHTH
nogartaka o nmuunocty (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) n
onropapajyher HHCTUTYIIHOHAITHOT KOJIEKCa O aKaJleMCKOM WHTETPHUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxkuBame 0JJ00PEHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? Jla He

Ako je onrosop [la, HaBecTH JaTyM W Ha3MB €THYKE KOMHUCH]E K0ja je 0100pHiia HCTPaKUBabE

4.1.2. Jla 1 moia1yl yKJbY4yjy JIMYHE MOJATKE yUYECHUKA Y UCTpakuBamy? [la .

AKO je 0JIroBOp J1a, HABEIUTE HA KOjU HAYUH CTE OCUTYPAJIH MMOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT UH(pOpMaIidja
BE3aHUX 32 UCITUTAHUKE:

a) [Mopanwm HKICY Y OTBOPEHOM TPUCTYITY
0) [lomanu cy aHOHUMU3HUpPAHU
1) OcrTaino, HaBeCTH mTa

5. locTtynHoCT moaaTaka

5.1. llooayu he bumu
. jasno oocmynHu
0) docmynHu camo YCKom Kpy2y ucmpaxcugada y oopehenoj Hayunoj oonacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00cmynHu camo YCKOM Kpyay UCmMpaxicueaid, Hagecmu noo Kojum ycioguma Moy od ux
Kopucme.

Axo cy nooayu 00cmynuu camo YCKOM Kpyay UCmparicuéayd, Haecmu Ha KOju HAYUH MO2y
npucmynumu nooayuma:
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxueupaHi.

6. Yiore u o1roBopHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 81achuka (aymopa) nooamaxa

Harama Hactuh, natasa.nastic@uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja 00paicasa mampuyy ¢ nooayuma

Harama Hactuh, natasa.nastic@uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe koja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
UCMPaNCUBAUUMA

Harama Hactuh, natasa.nastic@uns.ac.rs
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