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Dobijanje novih likera sa funkcionalnim svojstvima od odabranog
lekovitog, aromatic¢nog i za¢inskog bilja

Rezime

Likeri na bazi razli¢itog lekovitog, aromati¢nog 1 zacinskog bilja poti¢u od
nekadasnjih eliksira, koji su se tradicionalno upotrebljavali za dobrobit opSteg
zdravstvenog stanja i jacanje organizma. lako se nijedno alkoholno pi¢e ne moze
svrstati u funkcionalnu hranu, zbog prisustva biljnih komponenata, koje ispoljavanju
Sirok spektar bioloSkih aktivnosti, likeri na bazi lekovitog bilja se, svakako, odlikuju
funkcionalnim karakterisitkama. Bioaktivhe komponente, koje se ekstrahuju iz biljaka
tokom procesa proizvodnje, i koje doprinose funkcionalnosti ovakvih pi¢a, mogu
pripadati razli¢itim hemijskim grupama jedinjenja, pri ¢emu treba izdvojiti polifenolna
jedinjenja, komponente etarskog ulja, gorka i druga jedinjenja.

U ovom radu, za dobijanje biljnih likera kori$¢eni su vodeno-etanolni ekstrakti
dvanaest odabranih lekovitih, aromati¢nih 1 za¢inskih biljnih vrsta, koje se Cesto koriste
u industriji alkoholnih pi¢a, a to su: nana (Mentha piperita), zalfija (Salvia officinalis),
lavanda (Lavandula officinalis), anis (Pimpinella anisum), mora¢ (Foeniculum vulgare),
korijander (Coriandrum sativum), ki¢ica (Centaurium erythraea), lincura (Gentiana
lutea) pelin (Artemisia absinthium), iva (Teucrium montanum), podubica (Teucrium
chamaedrys) i podbel (Tussilago farfara). Navedene biljne vrste su, u ovom
istraZivanju, podeljene na grupu biljaka bogatih gorkim materijama i grupu aromati¢nih
i zaCinskih biljaka. Senzorno najprihvatljvija kombinacija ekstrakata navedenog bilja u
pi¢u izabrana je primenom hedonskog testa, a sastojala se od ekstrakata iz grupe biljaka
sa gorkim materijama 1 iz grupe aromati¢nih i zac¢inskih biljnih vrsta u odnosu 1:3, uz
dodatak vode, saharoze i ostalih potrebnih aditiva. Dobijeni liker je nazvan “Biljni
koktel (BK)”.

S obzirom na visoku kaloricnost likera zbog prisustva znatne koli¢ine saharoze,
ispitana je mogucnost zamene dela saharoze niskokaloricnim zasladivacem prirodnog
porekla, pranom steviol glikozida, koji se dobija iz biljke Stevia rebaudiana Bertoni.
Metodom rangiranja uzoraka sa razli¢itim udelima praha steviol glikozida, utvrdeno je

da zamena 25 % ukupnog sadrZaja saharoze ovim zasladivatem ne uti¢e znacajno na



senzorne karakteristike dobijenog likera. Samim tim, opravdana je upotreba steviol
glikozida za dobijanje alkoholnih pi¢a sa smanjenom kaloricnom vrednoséu. Dobijeni
liker, nazvan “Biljni koktel lajt (BKL)” je, zajedno sa BK, bio predmet daljeg
istrazivanja.

Kao prvi parametar funkcionalnosti dobijenih likera, ispitana je njihova
antioksidativna aktivnost, pomocu cetiri najée$¢e primenjivane spektrofotometrijske
(FC, DPPH, FRAP i ABTS) i dve relativno nove polarografske (HPMC i MRAP)
metode. Ustanovljeno je da oba likera ispoljavaju antioksidativnu aktivnost, koja je, na
osnovu svih primenjenih metoda, bila ¢ak visestruko superiornija u odnosu na sli¢ne
komercijalne proizvode, od kojih se neki koriste kao medicinski tonici za jacanje
organizma. Takode, BKL je, prema rezultatima svih primenjenih metoda, ispoljio jacu
aktivnost u odnosu na BK, na osnovu c¢ega se zakljucuje da steviol glikozidi doprinose
funkcionalnosti finalnog proizvoda.

Kao drugi parametar funkcionalnosti dobijenih likera, ispitana je njihova
antimikrobna  aktivnost prema  odabranim  patogenim  mikroorganizmima,
mikrodilucionom metodom. Veéina ovih mikroorganizama se moZe nadéi u
gastrointestinalnom traktu Coveka, u koji dospevaju putem kontaminirane hrane. Oba
pi¢a su ispoljila kako inhibitorno, tako i mikrobicidno dejstvo u okviru testiranog
opsega koncentracija (od 0,39 % do 50 % pica u inokulisanom bujonu). Od svih
testiranih mikroorganizama, dobijena pi¢a su ispoljila najjate delovanje na sojeve
Listeria monocytogenes i Rhodococcus equi, delujuéi pri  viSestruko nizim
koncentracijama u odnosu na komercijalne proizvode odabrane za poredenje. Rast nekih
testiranih mikroorganizama, kao S$to su Staphylococcus aureus, Salmonella sojevi,
Proteus mirabilis i Candida albicans, BKL je inhibirao pri upola nizim koncentracijama
u odnosu na BK, S§to potvrduje pretpostavku o doprinosu glikozida stevije na
funkcionalne karakteristike pica.

Posebnim delom istraZivanja, primenom gore navedenih spektrofotometrijskih 1
polarografskih metoda, obuhvaceno je ispitivanje antioksidativne aktivnosti vodeno-
etanolnih ekstrakata odabranih dvanaest biljnih vrsta, konstituenata dobijenih likera.
Klasterskom analizom podataka, dobijenih svim primenjenim metodama, ustanovljeno
je da podbel i podubica formiraju grupu biljaka sa najizrazenijom antioksidativnom

aktivnoS¢u. Zalfija, iva, nana, anis i pelin spadaju u srednje aktivhe komponente



dobijenih likera, dok lavanda, ki¢ica, mora¢, korijander i lincura formiraju klaster sa
najmanje aktivnim biljkama.

Mikrodilucionom metodom je ispitana antimikrobna aktivnost etanolnih
ekstrakata odabranih biljaka prema patogenim mikroorganizmima, cestim
kontaminantima hrane, koji mogu izazvati infekcije gastrointestinalnog trakta. Biljke iz
grupe aromati¢nih i1 zacinskih biljnih vrsta delovale su inhibitorno i1 letalno pri
viSestruko nizem koncentracionom opsegu u odnosu na one iz grupe sa gorkim
materijama. Pod pretpostavkom da su za jacu aktivnost aromati¢nih i zacinskih biljaka
zasluzni terpeni, koji su zastupljeni u ovim biljkama vise nego u gorkim, primenom GC-

MS analize, okarakterisana je isparljiva frakcija istih.

Klju¢ne reéi: biljni likeri, lekovito bilje, ekstrakti, senzorna analiza, antioksidativna
aktivnost, antimikrobna aktivnost, isparljiva frakcija.
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Obtaining new ligqueurs with functional properties from selected
medicinal, aromatic and culinary plants

Abstract

Liqueurs, whose production is mainly based on the use of different medicinal,
aromatic and culinary herbs, are the descendants of the former elixirs, traditionally used
for the health benefits and body strengthening. Although alcoholic drinks cannot be
classified as functional foods, due to the presence of biologically active plant
components, herbal liqueurs can be considered to posses functional properties. The
bioactive plant components, extracted during the production process, and contributing to
the functionality of herbal drinks, belong to different groups of chemical compounds,
such as polyphenolic compounds, components of essential oils, bitter compounds and
others.

In this study, new herbal liqueurs were obtained using water-ethanol extracts
made of twelve medicinal, aromatic and culinary herbs, often used in alcoholic beverage
industry, namely: Peppermint (Mentha piperita), Sage (Salvia officinalis), Lavender
(Lavandula officinalis), Anise (Pimpinella anisum), Fennel (Foeniculum wvulgare),
Coriander (Coriandrum sativum), Centaury (Centaurium erythraea), Gentian (Gentiana
lutea), Wormwood (Artemisia absinthium), Mountain Germander (Teucrium
montanum), Wall Germander (Teucrium chamaedrys) and Coltsfoot (Tussilago farfara).
Selected plants were divided into the group of plants with bitter components and the
group of aromatic and culinary plant species. The most sensory acceptable combination
of the selected plant extracts, was chosen using hedonic test. It consisted of the bitter
plants and aromatic and culinary plants in the ratio of 1:3, with addition of water,
sucrose and other necessary additives. Chosen combination was named the “Herbal
Cocktail (HC)”.

Furthermore, due to the presence of significant quantities of sucrose and
generally high caloric value of liqueurs, the possibility of sucrose substitution with a
low-calorie sweetener of natural origin, steviol glycoside, derived from the plant Stevia
rebaudiana Bertoni, was investigated. Results, obtained using ranking method, showed

that the introduction of this sweetener, as a substitute for 25 % of a total sucrose



amount, did not significantly affect the sensory properties of the final product. This
finding supports the possibility of steviol glycoside powder application in the
production of alcoholic beverages with reduced caloric value. Obtained liqueur, named
the “Herbal Cocktail Light (HCL)”, was along with HC included in further experimental
analysis.

As a first parameter related to product functionality, antioxidant activity of
obtained liqueurs, using four most commonly applied spectrophotometric (FC, DPPH,
FRAP and ABTS) and two relatively new polarographic (HPMC and MRAP) methods,
was evaluated. It was found that both liqueurs exhibit antioxidant activity, even several
times higher, as compared with selected commercial products, one of which is used as
medicinal tonic for general health benefits and immune system support. According to
the results of all the methods applied, HCL showed stronger antioxidant activity in
comparison with HC, which lead to the assumption that steviol glycoside contributes to
the functionality of the final product.

As a second indicator of the functionality, antimicrobial activity of HC and HCL
against some food - borne pathogens, common causes of gastrointestinal infections, was
determined using a broth microdilution method. Both beverages showed both inhibitory
and microbicidal effect within tested range of concentrations (from 0.39% to 50% of the
beverage in the inoculated broth). New liqueurs exhibited the strongest effect on
Listeria monocytogenes and Rhodococcus equi, since inhibitory concentrations were
several times lower as compared with selected commercial products. “Herbal Cocktail
Light” inhibited the growth of some tested pathogens, such as Staphylococcus aureus,
Salmonella strains, Proteus mirabilis and Candida albicans, at a twofold lower
concentration than HC. Such result confirms the assumption of the steviol glycosides
contribution to the beverage functional properties.

In a special part of the research, using the above mentioned spectrophotometric
and polarographic methods, antioxidant activity of the selected plants water-ethanol
extracts was evaluated. Cluster analysis of data obtained using all the methods applied,
revealed that Coltsfoot and Wall Germander form a group of plants with the highest
antioxidant activity. Sage, Mountain Germander, Peppermint, Anise and Wormwood
fall into the group of moderately active plants, while Lavender, Centaury, Fennel,

Coriander and Gentian form a cluster with the least active plants.



The antimicrobial activity of selected plants ethanol extracts, against common
food - borne pathogens, was investigated using a broth microdilution method. Aromatic
and culinary plant extracts showed effect in several times lower concentration range, as
compared to plants with bitter components. With the assumption that stronger activity
of aromatic and culinary plants might be influenced by the volatile terpenes, present in
greater amounts in these plants than in bitter ones, GC-MS analysis was performed for

characterization of the volatile fractions thereof.

Key words: herbal liqueurs, medicinal plants, extracts, sensory analysis, antioxidant
activity, antimicrobial activity, volatile fraction.

Scientific field: Biotechnical Sciences

Specific scientific field: Food Technology
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1. UVOD

Iako konzumacija alkoholnih pic¢a obi¢no ima negativnu konotaciju, smatra se da
u preporuc¢enim koli¢inama ona treba da bude sastavni deo zdrave ishrane. Neki podaci
¢ak ukazuju na to da se kod odraslih, koji umereno konzumiraju alkohol, javlja niza
stopa oboljevanja od sranih bolesti u poredenju sa onima koji ga ne konzumiraju
uopste (US Department of Health and Human Services i US Department of Agriculture,
2005). Ako pice, uz to, sadrzi i bioaktivnhe komponente, kao npr. antioksidanse, moze
mu se pripisati efekat koji vazi za vina tzv. francuski paradoks. Uprkos vrlo
rasprostranjenoj konzumaciji vina medu Francuzima, kod ove nacije je primecena
znatno manja stopa sr¢anih bolesti nego kod drugih zapadno - evropskih zemalja.

Jaka alkoholna pi¢a se proizvode destilacijom fermentisane baze koja moze biti
razli¢itog porekla, dok se u likere dodaju i aromaticne komponente kao Sto su voce,
lekovito, aromati¢no i1 zacinsko bilje, oraSasti plodovi itd. Svi likeri sadrze zasladivac
koji je u najve¢em broju slucajeva saharoza. Biljke svojim karakteristi¢cnim ukusom i
aromom doprinose bukeu pi¢a, kao jednom od najvaznijih faktora uzivanja pri
konzumiranju (Veljkovi¢ i1 Stankovi¢, 2003). Eliksiri, koji su se tradicionalno
upotrebljavali za dobrobit opsteg zdravstvenog stanja, $to se delimi¢no zadrzalo i do
danas, su prete¢a ovakvih pic¢a na biljnoj bazi. Zato, iako nijedno alkoholno pice ne
mozemo svrstati u funkcionalno pice, slobodno se moze konstatovati da biljni likeri
imaju funkcionalna svojstva. Medu najcesée koris¢enim lekovitim, aromatiénim i
zaCinskim biljnim vrstama u proizvodnji alkoholnih pi¢a su kicica (Centaurium
erythraea), lincura (Gentiana lutea), pelin (Artemisia absinthium), iva (Teucrium
montanum), podubica (Teucrium chamaedrys), podbel (Tussilago farfara), nana
(Mentha piperita), zalfija (Salvia officinalis), lavanda (Lavandula officinalis), anis
(Pimpinella anisum), mora¢ (Foeniculum vulgare) i korijander (Coriandrum sativum),
uvrséene u ovo istrazivanje.

Funkcionalna svojstva pic¢a na biljnoj bazi poticu od bioaktivnih komponenata,
kao npr. fenolnih jedinjenja (polifenola), etarskih ulja, gorkih i drugih jedinjenja, koja se
ekstrahuju iz bilja tokom procesa proizvodnje. Bioaktivne komponente su proizvodi
sekundarnog metabolizma biljaka. Kao takve, nisu esencijalne za rast i razvoj, vec

imaju ulogu u odbrani od patogena i drugih spoljasnjih uticaja. Delujuéi na fizioloSke
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procese u organizmu, ove biljne komponente mogu doprineti poboljsanju celokupnog
zdravlja cCoveka. One ispoljavaju niz bioloskih aktivnosti, izmedu ostalog
antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost (Aaby et al., 2004; Cai et al., 2004). Delujuci
protiv Stetnog uticaja slobodnih radikala, lekovite biljke imaju znacajnu ulogu u
prevenciji i borbi protiv kancera, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, osteoporoze,
neurodegenerativnih i drugih poremecaja. Primena antimikrobne mo¢i lekovitog,
aromati¢nog i zacinskog bilja datira jo$ iz perioda kada se nije znalo za postojanje
mikroorganizama. Ljudi su upotrebljavali biljke protiv zaraznih bolesti koje su kroz
vekove pogadale ¢ovecanstvo, kao, na primer, za vreme epidemija kuge, kolere, tifusa
itd. Ova primena ostala je utemeljena i do danas, kao sastavni deo tradicionalnog nacina
lecenja bolesti (Rios i Recio, 2005). Prepoznato kao riznica prirodnih antioksidanasa 1
antimikrobnih agenasa, lekovito, aromati¢no i za¢insko bilje dobija sve vazniju ulogu u
ishrani Coveka, predstavljajué¢i izuzetno aktuelnu temu kako u nauci, tako i u
prehrambenoj industriji.

Imaju¢i u vidu globalno sve prisutniji problem gojaznosti i za nju vezane
zdravstvene probleme, u prehrambenoj industriji sve ¢esce se plasiraju novi proizvodi u
kojima je deo saharoze zamenjen niskokalori¢nim zasladiva¢em. Pri tome, zbog potreba
savremenog potroSaca za prirodnom namirnicom, zasladivaci na prirodnoj bazi dobijaju
prednost u odnosu na vestacke, tipa aspartama, ciklamata i acesulfama. Jedan od izvora
ovakvih, alternativnih zasladivaca je biljka stevija (Stevia rebaudiana Bertoni), poznata
po svojim slatkim glikozidima. Dodatno, osim slasti ovi glikozidi ispoljavaju i niz
bioloskih aktivnosti, medu kojima su 1 antioksidativna i1 antimikrobna. Na trZiStu se
mogu naci bezalkoholna pica, konditori i drugi prehrambeni proizvodi sa steviol-
glikozidom, kao najzastupljenijim slatkim glikozidom izolovanim iz stevije.
Pretrazivanjem trzista alkoholnih piéa, zakljucuje se da je njena primena, ipak, jos uvek
oskudna. S obzirom da su likeri, zbog znac¢ajne koli¢ine Secera, pi¢a bogata kalorijama,
ispitivanje mogucénosti primene prirodnog zasladivaca, konkretno poreklom iz stevije, je
jedan od ciljeva ovog istrazivanja. Zamena saharoze niskokalori¢nim zasladivacem
predstavlja interesantan izazov i sa aspekta poboljSanja bioloske aktivnosti, kao

pokazatelja funkcionalnosti, ali i sa aspekta senzorne prihvatljivosti finalnog proizvoda.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Upotreba lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja u ishrani i
prehrambenoj industriji

Upotreba lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja u ljudskoj ishrani datira jos iz
antickog doba. Postoje dokazi da su se ove biljke koristile u ishrani u starom Egiptu,
Mesopotamiji, Kini, Indiji 1 antickoj Grckoj. Lovei su nekada lovinu umotavali u liS¢e
biljaka da bi joj produzili rok trajanja, i slucajno otkrili da ovaj postupak ¢ini meso
ukusnijim. lako stare civilizacije nisu razlikovale koje se biljke koriste kao zacini, a
koje u terapeutske svrhe, postoje dokazi da su ljudi i tada bili upoznati sa pozitivhim
efektima zainskog bilja na zdravlje. Tako, na primer, iz nekih izvora se saznaje da su
radnici gradeéi egipatske piramide konzumirali crni 1 beli luk, u cilju jaanja organizma,
dok su se u srednjem veku cimet, origano i crni luk Koristili u borbi protiv Sirenja
epidemije kuge. U Evropu su zac¢ini u srednjem veku stizali iz Azije. Usled kontrole
mediteranskih trgovackih puteva od strane Venecije, tadasnje dominantne vojne i
ekonomske sile, bili su nerazumno skupi. Njihova komercijalna vrednost je bila
uporediva sa vrednoS¢u zlata 1 dragog kamenja, tako da je njithovo koriS¢enje bila
privilegija malog broja, veoma imu¢nih ljudi (Raghavan, 2006). Vremenom su zacini
postajali sve dostupniji i u Evropi, a u ishrani su se koristili za intenzivniji, tzv.
“zacinjen” ukus, ali 1 kao eliksiri o ¢ijoj se lekovitosti saznavalo iz starih arapskih spisa.
Danas se mnoStvo razli€itih zacina 1 lekovitih biljaka gaji Sirom sveta. Zahtevi potroSaca
po pitanju kvaliteta hrane rastu, pri cemu se od procesuirane hrane o¢ekuje da bude Sto
prirodnijeg porekla. Zato krajem proSlog i poCetkom ovog milenijuma lekovito,
aromati¢no 1 zacinsko bilje viSe nego ikada dobija na znac¢aju u prehrambenoj industriji,
i to u proizvodnji:

1. zalina;

2. prehrambenih aditiva, koji su sve aktuelniji kao zamena za vestacke aditive, a zbog
bogatstva u antimikrobnim komponentama i pigmentima, najviSe se koriste za
proizvodnju konzervanasa i boja;

3. funkcionalne hrane;

4. 1 industriji alkoholnih pica.
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2.2. Primena lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja u proizvodnji
alkoholnih pica

Primena lekovitog, aromati¢nog 1 zaCinskog bilja u proizvodnji alkoholnih pica,
takode, potice iz anti¢kog doba, sa podru¢ja Mediterana, kada se doslo na ideju njihove
maceracije u vinu. Veruje se da je Hipokrat, u nameri da iskoristi toni¢na i digestivna
svojstva pelina, bio medu prvim tvorcima ovakvog, aromatizovanog vina, pretece
danasnjeg vermuta. Nekoliko vekova kasnije, etil alkohol je prepoznat kao dobar
rastvarac za ekstrakciju isparljivih i drugih jedinjenja iz lekovitih i aromati¢nih biljaka.
Vremenom, sa menjanjem zahteva potrosaca i trziste biljnih alkoholnih pica se Siri,
uvode se razne novine, pri ¢emu lekovite biljke igraju vaznu ulogu u njihovoj
proizvodniji.

Alkoholna piéa, u ¢ijoj proizvodnji se koristi lekovito, aromati¢no 1 zacinsko
bilje su: biteri, likeri, aromatizovana vina i rakije, vermut, dzin, piva itd. (Veljkovi¢ i
Stankovié¢, 2003; Tonutti 1 Liddle, 2010). Biljkama se obi¢no podesava miris i ukus, a
boja se tonira (Niki¢evi¢ i TeSevi¢, 2009). Pored senzornih karakteristika, biljke
poboljsavaju i funkcionalnost proizvoda.

U pripremanju alkoholnih pi¢a najceS¢e se koriste osusSeni delovi lekovitih,
aromati¢nih i1 zaCinskih biljnih vrsta, ali i biljni izolati kao $to su etarska ulja i alkoholni
ekstrakti, destilati a rede i infuzije. Tako, na primer, biljke se mogu dodavati u vocne i
grozdane rakije uglavnom u obliku macerata, destilata ili etarskih ulja. Ovakve
obogacene rakije, kojima je antioksidativna aktivnost unapredena 1 do nekoliko puta
(Peci¢ et al., 2012), na trziStu su poznate kao travarice. MoZe se upotrebiti cela biljka ili
njeni delovi: nadzemni deo, lis¢e, cvetovi, plodovi, seme ili koren, ¢eS¢e u osuSenom
nego u svezem stanju. Cesto se kombinuje vise biljaka ili njihovih delova. Jedna biljka
moze biti glavni sastojak, dok ostale sluZze za korekciju mirisa, ukusa, boje ili su nosioci
odredenih farmakoloskih i fitoterapeutskih, ili, jednom recju, funkcionalnih svojstava
pic¢a (Tonutti i Liddle, 2010; Nikicevi¢ i Tesevi¢, 2009).

Recepti za proizvodnju ovakvih alkoholnih pica, koji poticu od nasih predaka,
prenosili su se sa kolena na koleno. Danas su oni adaptirani tako da odgovaraju ukusu
savremenih potrosaca. Na primer, vermut je nekada bio gorak, da bi, vremenom, sladak

1 aromatic¢an karakter zamenio gorcinu.
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Lekovito, aromati¢no i zacinsko bilje igra vaznu ulogu i u novim trendovima u
proizvodnji alkoholnih pic¢a. Tako, na primer, mogucnost dodatka ekstrakata ili delova
biljaka, kao funkcionalnih komponenata u pivo, je u velikoj meri izu¢avano poslednjih
godina. Ustanovljeno je da je antioksidativna i antimikrobna aktivnost ovakvih piva
znatno poboljSana (Leskoéek-éukalovié et al., 2010; Pordevi¢ et al., 2015). Sli¢no,
biljni ekstrakti su dodavani u cilju poboljsanja funkcionalnosti vodke i vina (Lin et al.,

2004).

2.2.1. Likeri sa lekovitim, aromati¢nim i za¢inskim biljem i njihova istorija

Prema Zakonu o jakim alkoholnim pi¢ima ("Sl. glasnik RS", br. 92/2015), liker
je jako alkoholno piée koje:

1) sadrzi najmanju koli¢inu Secera, izrazenu kao invertni Secer, 1 to:

a) 70 g/L - za liker od tre$nje/visnje kod kojeg etil alkohol potice isklju¢ivo od

rakije od treSnje/visnje,

b) 80 g/L - za liker od lincure ili sli¢ne likere pripremljene od lincure ili sli¢nog

bilja kao jedinom aromaticnom supstancom,

c) 100 g/L - za sve ostale likere;
2) je proizvedeno aromatizovanjem etil alkohola poljoprivrednog porekla ili destilata
poljoprivrednog porekla ili jednog ili viSe jakih alkoholnih pica ili njihovih meSavina,
zasladeno i sa dodatkom proizvoda poljoprivrednog porekla ili prehrambenih proizvoda
poput pavlake, mleka ili drugih mle¢nih proizvoda, voca, vina ili aromatizovanog vina,
u skladu sa posebnim propisom.

Zakon propisuje minimalnu alkoholnu ja¢inu likera od 15 % vol.

Likeri na bazi lekovitih, aromati¢nih i zacinskih biljaka su, zbog prisustva
gorkih biljaka, poznati na trzistu i kao gorki biljni likeri. Trziste je bogato raznim
“kreacijama” biljnih likera i bitera, sa 25, 32, 56, pa ¢ak i 130 vrsta biljaka.

Danasnji biljni likeri su preteca nekadasnjih tzv. kordijala, alkoholnih ekstrakata
lekovitih biljaka, koriS¢enih isklju¢ivo u vidu preparata za poboljSanje opSteg psiho-
fizickog stanja, kao i za leCenje nekih bolesti (Day, 2015). Recepti za ova pi¢a nalazeni
su u egipatskim grobnicama i u rukopisima, koji potic¢u jo$ iz vremena anticke Grcke.

Prvi biljni liker u Evropi su proizveli italijjanski kaluderi tokom 13. veka. Oni su
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alkoholom ekstrahovali lekovita jedinjenja iz biljaka, koje su gajili u svojim bastama
zbog dobro poznatih terapeutskih efekata (slika 2.1.).

Slika 2.1. Poceci proizvodnje danas$njih biljnih likera

Nekadasnji biljni likeri, za koje se verovalo da mogu leiti ili spre€iti nastanak
bolesti, bili su skoro uvek gorkog ili kiselog, generalno neprijatnog ukusa, i nisu se
koristili kao pi¢a za uzivanje. Tokom otkrivanja novih delova Sveta i njihove
kolonizacije, otkriveni su i mnogi zacini i voce, za koje se do tada nije znalo i koji su
sada ve¢ bili dostpuni po niZim cenama. Tokom 18. veka, nakon osnivanja evropskih
kolonija u Juznoj Americi, gde se gajila Seéerna repa, Secer postaje sve jeftiniji, a
njegova upotreba sve rasprostranjenija u svetu. Tada pocinje i istorija likera kao pica za
uzivanje. Likeri su se pravili, jo§ uvek, samo u okviru monaskih redova, a primena u
medicinske svrhe zadrzala se sporadicno i tokom 18. veka. Na primer, liker za koji se
pretpostavlja da je sadrzao muskantni orasci¢, karanfili¢, koru limuna i pomorandze,
Secer i brendi, preporucivao se kao lek za skorbut, bolest uzrokovanu nedostatkom
vitamina C. Svetski poznat komercijalni biljni liker, Chartreuse (Sartrez), koji se
proizvodi u destilerijama istoimenog manastira, potice jos iz 1605. godine. Prvobitni
recept za njegovu pripremu bio je, zapravo, jedan stari rukopis pod imenom “Eliksir za
dug Zivot”, koji potiCe iz manastira Chartreuse, u francuskim Alpima nadomak Pariza,
po kome je mnogo kasnije ovaj liker i dobio ime. Veruje se da je rukopis delo jednog
alhemicara, iskusnog travara i tvorca savrSeno harmoni¢ne meSavine 130 biljaka u vidu
tonika. Rukopis, medutim, niko nije uspeo da u potpunosti protumaci sve do 1737.
godine, kada ga je apotekar manastira La Grande Chartreuse, koji se nalazi blizu
Grenobla, kona¢no desifrovao i otkrio prakticnu formulu za pripremanje Eliksira.

Prvobitno je Eliksir sadrzao 69 % alkohola i koristio se kao lek, da bi nekoliko decenija
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kasnije sadrzaj alkohola smanjen, kako bi se dobilo pi¢e za uzivanje, komercijalno

poznato kao zeleni (55 %) ili zuti Sartrez (40 %) (Green Chartreuse i Yellow
Chartreuse) (Newton, 2013; Smith i Kraig, 2013; Tonutti i Liddle, 2010).

Slika 2.2. Manastir La Grande Chartreuse i destilerija u vlasniS§tvu manastira u kojoj se i
danas proizvodi poznati liker - Chartreuse

Pored Chartreuse, na trziStu se mogu naci stotine likera raznih brendova. Iza
francuskog likera Benedictine-a, takode stoji duga i interesantna istorija. Recept za ovaj
liker poti¢e iz 16. veka, kada je monah i alhemicar iz benediktinskih redova - Dom
Bernardo Vinceli (Dom Bernardo Vincelli) napravio kombinaciju od 27 lekovitih i
zacinskih biljaka, u formi eliksira za dug zivot i zastitu od malarije. Nekoliko vekova
kasnije, 1863. godine, Aleksandar le Grand, trgovac i kolekcionar religijskih umetnickih
dela, u svojoj kolekciji otkriva izgubljeni recept za ovaj eliksir. Nakon nekoliko
pokusaja, uspeva da preformuliSe recept, da bi dobio novo pi¢e za uzivanje, liker
Benedictine (slika 2.3.), koji, u neobi¢noj i elegantnoj boci, dozivljava veliki uspeh
nakon plasiranja na trziste. Balans izmedu gorkih i aromati¢nih biljaka, kao i kod

Sartrez likera, postignut je odlezavanjem u hrastovim buradima (Tonutti i Liddle, 2010).

| BENEDICTINE
i = -.

&

Slika 2.3. Svetski poznati biljni likeri
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2.2.2. Funkcionalna svojstva biljnih likera

Pored toga S$to pruzaju uzivanje pri konzumiranju, biljni likeri poseduju niz
bioloskih aktivnosti, koje poti¢u od lekovitih biljaka. lako je poznato da prekomerno
konzumiranje alkoholnih pi¢a dovodi do stvaranja hidroksil radikala, za koje postoje
dokazi da mogu izazvati osSteCenja jetre kod alkoholi¢ara (Albano et al., 1996), i zbog
Cega se alkoholna pi¢a ne mogu svrstati u funkcionalnu hranu, ipak, moze se rec¢i da
likeri na bazi biljaka poseduju odredena funkcionalna svojstva. Bioaktivni sastojci
biljnih likera obuhvataju razli¢ite grupe hemijskih jedinjenja, kao $to su polifenoli,
isparljivi terpeni i druge biljne komponente. Polifenoli doprinose antioksidativnoj
aktivnosti pica, i posebna paznja im je posve¢ena u mnogim istrazivanjima (Heinonen et
al., 1998; Vacca et al., 2003; Alamprese et al., 2005; Lee et al., 2005; Gorjanovi¢ et al.,
2010c; Li et al., 2011; Komes et al., 2012). Kada bi likeri na biljnoj bazi bili tipi¢ni za
neku naciju, ili drugu vecu socijalnu grupu, kao $to su vina pecat francuske tradicije,
verovatno bi im se, zahvaljuju¢i prisustvu polifenola, mogao pripisati efekat, slican
onom koji vazi za vina, poznat kao francuski paradoks. Ovaj paradoks neki tumace
upravo kroz jaku antioksidativnu aktivnost (Xia et al., 1998). Funkcionalnost likera sa
lekovitim biljkama ogleda se i kroz ispoljavanje znacajne in vitro antimikrobne
aktivnosti (Karabegovi¢ et al., 2012), koja potice od terpena i drugih biljnih
komponenata.

Pored navedenog, gorkim biljkama koje se koriste za pripremanje likera,
pripisuje se pozitivna uloga u ljudskom metabolizmu (Veljkovi¢ 1 Stankovi¢, 2003;
Vukosavljevié¢ et al., 2009; Karabegovi¢ et al., 2012). Poznato je da gorka pi¢a mogu
podstaci apetit i poboljsati varenje ukoliko se konzumiraju pre (kao aperitivi) ili posle
jela (kao digestivi). Ovaj obicaj potice jos iz doba Rimljana, koji su upotrebljavali vino,
macerirano gorkim biljkama, kako bi stumulisali apetit 1 poboljSali varenje hrane.
Istrazivanje kompleksnih biljnih bitera pocela su pocetkom proslog veka, kada je
ustanovljeno da njihova oralna upotreba doprinosi pojacanom lucenju pljuvacke i
Zeludac¢nih sokova tokom jela. Ideja o apetitu podstaknutom konzumiranjem gorkih pi¢a
nau¢no je potkrepljena dokazom da receptori gorkog ukusa postoje 1 u
gastrointestinalnom traktu (GIT), a ne samo u usnoj duplji. Stimulisanje ovih receptora

izaziva jedan vid stresa u probavnim organima, koji reaguju lancanim reakcijama
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lucenja pljuvacke, produkcije hormona gladi, lu¢enja enzima i kiselina, podsticuéi
efikasnije varenje hrane (Janssen et al., 2011). Takode, naucno je dokazano da je posle
obroka intenzitet apsorpcije alkohola u organizmu smanjen, a njegova eliminacija iz
krvi brza (Ramchandani et al., 2001). Biljne komponente koje pic¢u daju gor¢inu mogu
poticati iz razli¢itih grupa jedinjenja, kao, na primer, sekoiridoidnih glikozida (npr.
genciopikrin i sverciamarin kod rodova Gentian i Centaurium kojima pripadaju lincura i
kicica), alkaloida (npr. berberin 1 kofein), seskviterpenskih laktona (npr. absintin iz
pelina), flavonoida, saponina itd. (Snow i Spelman, 2011).

Aromati¢ne i zaCinske biljke u sastavu likera, takode, povoljno utic¢u na funkcije
GIT. U GIT, postoje receptori osetljivi na aromati¢ne supstance, $to objas$njava ulogu
aromati¢nog bilja u tradicionalnom le¢enju probavnih poremecaja (Si et al., 2006;
Braun et al., 2007; Hawrelak et al., 2009; Snow i Spelman, 2011; Thompson et al.,
2013). Aromati¢ne komponente su nisko molekularne, lipofilne supstance, koje, kao
takve, lako stizu do olfaktornih receptora u nosu. Kompleksna i heterogena mesSavina
aromati¢nih jedinjenja Cini etarsko ulje biljke, sa najzastupljenijim monoterpenima (npr.
timol, 1,8-cineol), seskviterpenima (npr. kariofilen, bisabolol) i fenilpropanoidima (npr.
eugenol, cinamaldehid). Ove komponente biljnih likera podsti¢u probavne funkcije,
oslobadajuc¢i od nadutosti i drugih neprijatnih stanja i odrzavaju¢i balans prirodne
crevne mikroflore, a sto se dalje, povezuje sa antimikrobnim delovanjem na patogene
mikroorganizme u GIT. U prilog tome ide i podatak koji govori da se poznato alkoholno
pice “Absinth” (Absint), koje sadrzi mora¢ (Foeniculum vulgare Mill.), pelin (Artemisia
absinthium L.), anis (Pimpinella anisum L.) a ¢esto i mati¢njak (Melissa officinalis L.),
sitan pelin (Artemisia pontica L.) i izop (Hyssopus officinalis L.), krajem 18. veka
koristilo kao lek protiv gréeva, izazvanih iritabilnim sindromom creva i dizenterije, §to

se, opet, dovodi u vezu sa antimikrobnim delovanjem pic¢a (Thompson et al., 2013).

2.3. Senzorna analiza u ulozi razvoja novih proizvoda

Senzorne karakteristike proizvoda spadaju u najznacajnije parametre kvaliteta
prehrambenih proizvoda. Savremeni potroSac¢ ofekuje ne samo da proizvod zadovolji
njegove nutritivne potrebe, ve¢ i da mu priusti uzivanje tokom njegovog konzumiranja.

Iako danas tehnologija brzo napreduje, omogucavajuci ¢ak i elektronsku identifikaciju
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ukusa i mirisa, pomocu instrumenata kao $to su elektronski “jezik” i elektronski “nos”,

naj¢esée I najpouzdanije se senzorna analiza hrane i pic¢a izvodi uz primenu ljudskih

¢ula. Senzorna analiza je, dakle, nauka 0 merenju i vrednovanju svojstava hamirnica sa
jednim ili viSe ljudskih ¢ula. U zavisnosti od vrste ispitivanja, ocenjivaci koji se biraju

za senzornu analizu hrane su uglavnom (Gruji¢, 2015): neiskusni ocenjivac¢i (laici u

senzornim ispitivanjima — potrosaci koji nisu imali obuku za senzornu analizu), obuceni

ocenjivaci i eksperti u oblasti senzornih ispitivanja.

Vaznija senzorna svojstva prehrambenih proizvoda koja se ocenjuju tokom
senzorne analize su:

e vizuelne karakteristike koje se odnose na izgled proizvoda, kao §to su: boja,
veli¢ina, povrsinska tekstura, bistrina (Lawless i Heymann, 2010),

e olfaktorne karakteristike podrazumevaju miris, odnosno aromu koje poti¢u od
isparljivih jedinjenja u proizvodu,

e (ustativne karakteristike proizvoda se odnose na percepcije koje poticu od
rastvorljivih supstanci u ustima. U osnovne ukuse spadaju slatko, gorko, kiselo,
slano 1 umami (koji poti¢e od nadraZaja receptora na jeziku za L-glutamat). MoZe
se ocenjivati i naknadni ukus, koji predstavlja olfaktorni osecaj, koji se javlja posle
uklanjanja proizvoda, i koji se razlikuje od osecaja opazenih dok je proizvod u
ustima.

Slozena kombinacija olfaktornih i1 gustativnih karakteristika, 1 hemijskih osecaja
¢ini multisenzornu komponentu - tzv. “flejvor” (engl. flavour), §to bi se na na$ jezik
naprikladnije prevelo kao “ukusnost proizvoda (Meilgaard et al., 2006). Hemijski
osecaji nastaju kao posledica nadrazaja trigeminalnih nerava, rasporedenih u sluzokozi
usta, nosa i o€iju, a ispoljavaju se kao osecaj ljutine, osecaj skupljanja sluzokoze u
ustima (trpkosti), hladenja, grejanja itd.

Jedan od najvaznijih primera primene senzorne analize u prehrambenoj
industriji, kao i na polju nau¢nog ispitivanja hrane, je projektovanje i razvoj novih
proizvoda. U narednom tekstu, opisane su metode senzorne analize, koje se u ovim
prilikama primenjuju.

Kvantitativna deskriptivna analiza sluzi za identifikaciju i kvantitativno merenje
intenziteta senzornih svojstava koja karakteriSu proizvod, ¢ime se dobija njegov

kompletan senzorni profil. Za sprovodenje deskriptivne senzorne analize, obi¢no se
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angazuje 8 do 12 ocenjivaca, a ponekad i vise (20 do 30 ocenjivaca, prema ISO
13299:2003) (Gruji¢, 2015).

Testom prihvatljivosti ocenjuje se stepen u kome se ponudeni proizvod dopada
ispitivanoj grupi potros$aca ili ne (Lawless i Heymann, 2010). Ovaj oblik testiranja
potroSaca moze se primenjivati na proizvode pojedina¢no, bez medusobnog poredenja
proizvoda. Najcesce koriSéena skala je devetodelna hedonska skala, koja prikazuje
stepen od neprihvatljivog do prihvatljivog, ili od nedopadanja do dopadanja.

Test preferencije sluzi da potrosaci izaberu jedan izmedu dva ili viSe proizvoda.
Kao jedan od testova preferencije, primenjuje se rangiranje uzoraka po opStem utisku ili
odredenom svojstvu, pri ¢emu se uzorci poredaju u uredeni niz prema stepenu
dopadanja. Svakom od uzoraka dodeljuje se odgovaraju¢a numericka vrednost (od 1 do
n), odnosno rang (Choonhahirun, 2006; Lawless i Heymann, 2010:165; Arrieta-Garay et
al., 2014; Tomi¢, 2015).

Metod bodovanja se zasniva na oceni ukupnog kvaliteta proizvoda, preko
pojedinac¢nih svojstava, na osnovu poredenja sa karakteristikama nekog referentnog
proizvoda, izabranog kao idealnog. Po pravilu, nema direktnog poredenja uzoraka, vec
se ispitivani proizvod uporeduje sa ,standardnim® proizvodom (slika idealnog
proizvoda koju ocenjiva¢ ima u glavi), preko kojeg se definiSe ukupan kvalitet
ispitivanog proizvoda (Tomié, 2015). Primena je uspesna u onim situacijama kada medu
panelistima postoji jedinstven zajednicki stav o tome S$ta je dobar kvalitet, tako da
metoda iziskuje eksperte za ispitivanu vrstu proizvoda. Pre pocetka ispitivanja, potrebno
je definisati koja su to pojedina¢na svojstva preko kojih ¢e se ocenjivati ukupan kvalitet,
bodovni opseg u okviru kojeg ¢e se ona bodovati i1 razliku izmedu njihovog uticaj na
ukupni kvalitet (npr. uvodenjem koeficijenta vaznosti).

Metod odredivanja magnitude se koristi prilikom poredenja intenziteta
odabranog svojstva kod vise proizvoda, pri ¢emu se intenzitetu Culnog nadrazaja
pripisuje brojna vrednost (ISO 11056:1999; Lawless i Heymann, 2010:156).

11
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2.4. Antioksidansi i njihov znacaj za ljudski organizam

Antioksidansi su supstance koje odlazu, sprecavaju ili uklanjaju oksidativno
ostecenje na ciljnom molekulu (Halliwell i Gutteridge, 2007), boreéi se protiv slobodnih
radikala. Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji u spoljasnjoj orbitali
poseduju jedan ili viSe nesparenih elektrona. Sve slobodne radikale karakteriSe izuzetno
velika reaktivnost, $to je rezultat njihovog nastojanja da popune valentnu orbitalu, spare
nespareni elektron i postignu stabilnu konfiguraciju. U organizmu nastaju u toku
procesa disanja, usled mentalnog stresa i iscrpljenosti organizma, infekcija, kancera,
dok su egzogeni izvori zagaden vazduh i voda, Stetne navike (puSenje, droge i
alkoholizam), teski i prelazni metali, lekovi, zracenje, hrana (pesticidi, veterinarski
lekovi, aditivi, jedinjenja nastala preradom hrane na visokim temperaturama itd.)
(Pham-Huy, 2008). Prekomerno stvaranje slobodnih radikala dovodi do redoks
disbalansa u organizmu i oksidativnog stresa. Oksidativno oStec¢enje dalje uzrokuje
promene u strukturi celija, tkiva 1 organa. Ova oSteCenja SU povezana sa procesom
starenja i velikim brojem bolesti, kao $to su kardiovaskularne i infektivne bolesti,
maligne bolesti, dijabetes, neuroloski poremecaji itd. (B. Halliwell 1 Gutteridge, 2007;
Gupta i Verma, 2010). U hrani, slobodni radikali reaguju sa drugim jedinjenjima, kao
§to su pigmenti, vitamini i proteini, i tako utiCu na biolosku i nutritivnu vrednost
namirnice, ogranic¢avajuci njen rok trajanja (Frankel, 1984).

Biohemijski su najznacajniji reaktivni oblici kiseonika (Reactive Oxigen Species
— ROS), kojima pripadaju radikali kiseonika tipa superoksid anjon (O;"), peroksi-
radikal (RO,"), hidroksi- radikal (OH"), kao i neutralni molekuli velike reaktivnosti -
vodonik peroksid (H,0.), hipohloritna kiselina (HOCI), singletni kiseonik (*O,), ozon
(O3). U slobodne radikale se takode ubrajaju i reaktivni oblici azota (Reactive Nitrogen
Species -RNS), kojima pripadaju radikali tipa azot- monoksid (NO*), azot- suboksid
(N,O"), peroksinitrit (NO,O), nitrozilni katjon (NO®) (Gupta i Verma, 2010). Nespareni
elektroni se mogu nalaziti i na C — atomu, kao kod alkil radikala (CH3*, CH3;CH,"), na S-
atomu (n-CgHyS"), atomu vodonika (H*), halogena (CI°), alkalnog metala (Na*) i nekim
jonima metala (Cu®*, Fe**) (Pileti¢ et al., 1992).

Antioksidansi u bioloskim sistemima deluju na vise nacina: tako §to sprecavaju

stvaranje novih slobodnih radikala prekidanjem lancanih reakcija (tzv. chain breakers),
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uklanjaju (“vezuju”) stvorene slobodne radikale prevode¢i ih u stabilniji oblik (tzv.
scavengers), deluju kao redukciona sredstva i prevode vodonik peroksid u stabilna
jedinjenja, eliminiSu dejstvo singlet kiseonika, inhibiraju dejstvo prooksidativnih
enzima, deluju sinergisticki sa ostalim antioksidansima, izoluju jone metala koji
uéestvuju u reakcijama stvaranja inicijacije oksidacije lipida itd. (Pokorny et al., 2001;
Vaya i Aviram, 2001; Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005; Alessio, 2006; Lobo,
2010). Neki enzimski antioksidansi imaju sposobnost “popravke” ili eliminacije
biomolekula o$te¢enih dejstvom slobodnih radikala (Gupta i Verma, 2010). Pored toga,
mogu da podsticu biosintezu drugih antioksidanasa ili odbrambenih enzima (Machlin i
Bendich, 1987; Gupta i Verma, 2010: 58).

Usled razlic¢itih spoljnih agenasa, oslabljenog imunog sistema i patoloskih stanja
u organizmu, kao S§to su bolesti, prirodna odbrambena sposobnost organizma da se bori
protiv Stetnog dejstva slobodnih radikala nije uvek dovoljno efikasna. Zato se
preporucuje unos antioksidanasa, kako bi se ili smanjilo ili izbeglo oksidativno
ostecenje, izazvana dejstvom reaktivnih radikalskih vrsta (Pietta, 2000; Gupta i Verma,
2010). Pri tome, prirodni antioksidansi dobijaju sve veci znac¢aj u odnosu na sinteticke,
koji se ¢ak smatraju kancerogenim (Chandra et al., 2014). Takode, istie se i prednost
unoSenja meSavine antioksidativnih komponenti nad pojedinacnim. Kombinacija
prirodnih antioksidanasa u vocu, povréu i lekovitim biljkama omoguéava njihovo
sinergisticko dejstvo i pruza efikasnu odbranu od oksidativnog stresa (Gilgun-Sherki et
al., 2002; Poljsak, 2011).

2.4.1. Lekovite, aromati¢ne i zacinske biljke kao izvor prirodnih antioksidanasa

Antioksidansi u biljkama su nastali tokom evolucije, u cilju zastite biljne celije
od oksidativnog stresa. lako koriS¢enje lekovitog bilja u ishrani ¢oveka potice od
davnina, tek sredinom pros§log veka objavljeni su prvi rezultati istrazivanja, Koji opisuju
sposobnost inhibiranja oksidacije ulja i masti od strane 32 zalinske biljke, koje se
tradicionalno koriste u ishrani ¢oveka (Chipault et al., 1952). Tada je prvi put dokazan
visok antioksidativni potencijal origana, ruzmarina, maj¢ine duSice, zalfije, karanfilia
itd. Tek kasnije, opisana je izolacija i identifikacija antioksidativnih jedinjenja iz zaina
1 lekovitog bilja (Loliger et al., 1989). Rezultati jednog istrazivanja, u koje je ukljuc¢eno

viSe od 3000 namirnica i dodataka ishrani, podeljenih u vise kategorija, pokazuju da je
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kategorija “lekovito i zafinsko bilje” na prvom mestu po ukupnom antioksidativnom
kapacitetu (Carlsen et al., 2010).

Lekovito, aromati¢no 1 za¢insko bilje obezbeduje Sirok spektar antioksidanasa,
kao $to su fenolne komponente (fenolne kiseline, flavonoidi, hinoni, kumarini, lignani,
stilbeni, tanini itd.), azotna jedinjenja (alkaloidi, amini, betalaini itd.), vitamini,
terpenoidi  (ukljuujué¢i  karotenoide), sumporna organska jedinjenja (indoli,
izotiocijanati) kao i neki endogeni metoboliti (Uttara et al., 2007; Preedy, 2014).
Fenolne komponente biljaka privlace veliku paznju zahvaljuju¢i brojnim bioloSkim
aktivnostima, pri ¢emu se izdvaja antioksidativna aktivnost. Lekovito, aromati¢no i
zacinsko bilje je jedan od najcesce ispitivanih izvora fenolnih jedinjena u literaturi, $to
je, ujedno, i jedan od razloga ozivljavanja tradicionalne upotrebe biljaka u oblastima

moderne fitoterapije, kao i njihovog koriS¢enja u prehrambenoj industriji (Pilas et al.,

2002).

2.4.1.1. Fenolna jedinjenja kao nosioci antioksidativne aktivnosti biljaka

Fenolna jedinjenja ili polifenoli (fenoli) su sekundarni metaboliti, koji se
sintetiSu u biljkama tokom normalnog razvoja (kao Sto je izgradnja cCelijskog zida) 1
tokom sistemske reakcije na stres poput mikroorganizama, oSte¢enja i UV zracenja.
Nastaju u svim delovima biljke od ugljenih hidrata, preko biosintetskog puta Sikiminske
kiseline. Od Sikiminske kiseline, dalje, nastaju aminokiseline fenilalanin i tirozin, kao
prekursori razli¢itih klasa polifenola (Robbins, 2003; Charles, 2012). Sadrze jedan ili
viSe aromati¢nih prstenova, sa bar jednom hidroksilnom grupom, pri ¢emu, sa vise od
8.000 strukturnih varijacija, predstavljaju vrlo raznoliku grupu bioaktivnih jedinjenja
(Brewer, 2011).

Fenolne komponente u biljkama obuhvataju razli¢ite podgrupe, kao Sto su
jednostavni fenoli, fenolne kiseline i njihovi analozi, flavonoidi, tanini, stilbeni,
kurkuminoidi, kumarini, lignani, hinoni 1 druge, u zavisnosti od broja fenolnih
prstenova i strukturnih elemenata koji ih povezuju (Brewer, 2011).

Najzastupljeniji  biljni  polifenoli obuhvataju: fenolne Kkiseline (galna,
protokatehinska, kafena, ruzmarinska), flavonoide (kvercetin, katehin), fenolne
diterpene (karnozol i karnozinska kiselina) i neke isparljive komponente etarskih ulja
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(eugenol, karvakrol, timol) (Brewer, 2011). Polifenoli su zasluzni za senzorna svojstva
namirnica biljnog porekla, kao $to su ukus, miris, boja, oporost, trpkost itd., ali i za
oksidativnu stabilnost proizvoda (Naczk i Shahidi, 2004; Huang et al., 2009).

Polifenoli ispoljavaju niz bioloskih aktivnosti, kao $to su antiviralne,
antibakterijske, antialergijske, antiinflamatorne i mnoge druge. Zato je od velikog
znacaja unositi biljne polifenole ishranom, jer literaturni podaci sve ceSée opisuju
njihovu ulogu u zastiti od kancera, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, osteoporoze i

neurodegenerativnih poremecaja (slika 2.4.) (Pandey i Rizvi, 2009).

Kancer

| Dijabetes )
Srcane \

bolesti Polifenoli _ Astma "
\ kao

——  zatita

Osteoporoza |
V Hipertenzija

Ostale bolesti i

- Infekcije
. poremecajl

Slika 2.4. Zastitna uloga polifenola od razli¢itih bolesti i starenja

Starenje

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja potice od njihovih oksido-
redukcionih svojstava. Fenoli imaju redukuju¢a svojstva, mogu donirati H-atom,
vezivati ROS 1 RNS, helirati metalne jone, inhibirati prooksidativne enzime itd. (Dilas
et al., 2002; Robbins, 2003; Petti i Scully, 2009; Kratchanova et al., 2010). S obzirom
da imaju po vise hidroksilnih grupa, koje lako otpustaju H-atome, lako vezuju i na taj
nacin uklanjaju vise slobodnih radikala u isto vreme (Charles, 2012). Tako se formira
manje reaktivni fenoksi-radikal, sa delokalizovanim elektronima i viSe rezonantnih
oblika. Ova delokalizacija omogucava dodatne reakcije, koje dovode do terminacije
slobodno - radikalskih procesa (Ohshima et al., 1998).
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2.4.1.1.1. Fenolne kiseline

Kao najvec¢a grupa fenolnih jedinjenja u biljkama (Charles, 2012), fenolne
kiseline predstavljaju hidroksilne derivate benzoeve i cimetne kiseline, koje poti¢u od
fenilalanina, aromati¢ne aminokiseline (Stalikas, 2007). Najzastupljeniji derivati
benzoeve kiseline su: p- hidroksibenzoeva, vanilinska, galna, protokatehinska kiselina
itd., prisutne uglavnom u obliku glikozida u biljkama. Najzastupljeniji derivati cimetne
kiseline su p-kumarna, kafena, ferulna, sinapinska kiselina, a kao dominantna medu
njima je hlorogena kiselina, estar cimetne i hininske kiseline. Derivati cimetne i
benzoeve kiseline se nalaze u svim biljnim delovima (korenu, listu, semenu, stablu), a
rasprostranjene su gotovo u svim biljkama i biljnim namirnicama (Robbins, 2003;
Stalikas, 2007). Neke od fenolnih kiselina, kao $to je siringinska, derivat benzoeve
kisline, nalaze se pak samo u odredenom biljnom materijalu (Stalikas, 2007).

Fenolne Kkiseline se, jednim manjim delom, nalaze u slobodnom ili
konjugovanom obliku, ali ve¢inom su vezane estarskim, etarskim ili acetatnim vezama
sa strukturnim komponentama biljke, kao $to su celuloza, proteini, lignini, sa veéim
polifenolima- flavonoidima, sa manjim organskim molekulima tipa glukoze, hinona i
nekih organskih kiselina, zatim terpenima itd. (Robbins, 2003).

Uloga fenolnih kiselina u sazrevanju voca, prevenciji od enzimskog tamnjenja i
oksidacionih promena, kao i doprinosu senzornim svojstvima hrane, posebno je
zanimljiva za prehrambenu industriju (Robbins, 2003).

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina, uglavnhom se ispoljava kroz
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (Charles, 2012). Supstituenti na aromati¢nom
prstenu uticu na stabilizaciju molekula, pa razli¢ite fenolne kiseline ispoljavaju razli¢itu
mo¢ uklanjanja slobodnih radikala (Robbins, 2003). Utvrdeno je da antioksidativna
sposobnost fenolnih kiselina raste sa brojem hidroksilnih grupa u aromati¢nom prstenu,
dok hidroksilne grupe u orto i para polozaju doprinose jacoj antioksidativnoj i
antiradikalskoj aktivnosti (Sroka, 2005). Neke poznatije fenolne kiseline, koje se mogu

naci u biljkama, prikazane su na slici 2.5.
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Slika 2.5. Fenolne kiseline izolovane iz biljaka (Brewer, 2011).

2.4.1.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su velika grupa polifenola, koja broji preko 4000 fenolnih jedinjenja
(Huang et al., 2009). Kao i ostali polifenoli, flavonoidi imaju vaznu ulogu u fiziologiji
biljaka, jer uti¢u na rast, razvoj i odbranu biljke od patogenih mikroorganizama i drugih
spoljasnjih, Stetnih faktora. Kao biljni pigmenti, zaduzeni su za razli¢ite nijanse plave,
Zute 1 crvene boje.

Flavonoidima se pripisuju mnoge bioloske aktivnosti, od antiinflamatorne,
antialergijske, antitumorne itd. Pored toga, dokazano je i inhibitorno delovanje na neke
enzime. Medutim, ono po ¢emu se flavonoidi narocito izdvajaju, je njihova izrazena
antioksidativna aktivnost. Ona se ogleda kroz njihovu sposobnost da spre¢e nastanak, ili
eliminiSu ve¢ stvorene slobodne radikale (Pietta et al., 2003). Takode, imaju sposobnost
heliranja prelaznih metala, predaju¢i im H-atome, ¢ime smanjuju njihovo
prooksidativno delovanje (Brewer, 2011).

Flavonoidi se u biljkama nalaze uglavhom u obliku glikozida, medusobno
povezanih - OH grupama ili C-C vezama, dok se u mrtvim, "drvenim*, tkivima nalaze u
aglikonskom obliku. Otkriveno je vise od 80 ugljenih hidrata koji ulaze u sastav
flavonoida (Huang et al., 2009).
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Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini 15 ugljenikovih atoma, rasporedenih u tri
prstena, dva benzenova i jedan prsten y-pirona, koji se obelezavaju sa A, B i C, kao sto
je prikazano na slici 2.6. (Huang et al., 2009; Brewer, 2011).

Slika 2.6. Osnovna struktura flavonoida

Razli¢ite klase flavonoida se razlikuju, prvenstveno, u stepenu oksidacije i
nacinu supstitucije C prstena. U zavisnosti od stepena oksidacije centralnog pironovog
prstena, dele se na flavanole (flavan-3-oli i flavan-3,4-dioli), flavanone (dihidroflavoni),
flavanonole (dihidroflavonoli), flavone (osnovna struktura), izoflavone (B prsten je
vezan za tre¢i ugljenikov atom C prstena), antocijanine (antocijanidini; C prsten je 1-
piran sa nezasi¢enim 1-2 i 2-3 vezama) i flavonole (sa -OH grupom u polozaju 3).
Oksidaciono stanje se menja navedenim redosledom, od izrazito redukovanih flavanola,
sa katehinom kao predstavnikom, do izrazito oksidovanih flavonola, kojima pripada
poznati kvercetin. Molekuli unutar svake grupe flavonoida razlikuju se po polozaju i
broju, uglavnom hidroksi i metoksi funkcionalnih grupa u benzenovim prstenovima A i
B (Wojdyto et al., 2007). U flavonoide spadaju i halkoni, auroni, biflavoni i kumarini,
koji se pojavljuju mestimi¢no i u manjem broju biljaka (Pietta et al., 2003). Na slici 2.7.

su prikazane strukture molekula nekih biljnih flavonoida.

Kvercetin (flavonol) Katehin (flavan-3-ol)
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Delfinidin (antocijanin)

Slika 2.7. Poznatiji flavonoidi izolovani iz biljaka

Struktura samih molekula flavonoida uslovljava stepen njihove antioksidativne
sposobnost. Usled visoko konjugovane, i elektronima bogate hemijske strukture,
flavonoidi su (posebno flavoni i flavonoli) izrazito efikasni donori elektrona i protona.
Molekuli sa viSestrukim hidroksilnim grupama su efikasniji od onih sa jednom (Brewer,
2011). Smatra se da tri strukturne karakteristike odreduju stepen antioksidativne
aktivnosti flavonoida, u direktnim reakcijama zahvata slobodnih radikala (Bors i Saran,
1987; Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005): prisustvo orto C3',C4' dihidroksilnih
grupa na prstenu B (kateholna struktura) (slika 2.8.a); C2-C3-dvostruka veza
konjugovana sa C4-karbonilnom grupom na prstenu C (preko kojih se ostvaruje
konjugacija izmedu prstena A i B, §to dalje omogucava delokalizaciju elektrona iz B
prstena i stabilizaciju radikala efektom rezonancije preko veéeg broja aromati¢nih
jezgara) (slika 2.8.b); prisustvo hidroksilnih grupa na polozaju C3 prstena C i polozaju
C5 prstena A preko kojih postoji moguénost gradenja vodoni¢ne veza s karbonilnom

grupom (slika 2.8.c).

OH
)\.KOH
HO N !
OH
OH O
a) b)

Slika 2.8. Uticaj strukture molekula flavonoida na antioksidativnu aktivnost
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Pored vaznih fizioloskih uloga koje imaju u biljnom svetu, flavonoidi su
odgovorni za senzorna svojstva i nutritivnu vrednost hrane. Oni uti¢u na boju, ukus i
stabilnost hrane, Stite¢i je od oksidativnih promena (Kumar i Pandey, 2013). Namirnice
bogate flavonoidima su voce, povrée, crveno vino, ¢aj itd. Lekovite, aromati¢ne i
zacinske biljke, kao i proizvodi na bazi istih, su, takode, znacajan izvor flavonoida. One,
pored flavonoida, sadrze i druge bioloski aktivne sastojke, koji sinergisti¢ki u¢estvuju u
ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti. Zato treba imati u vidu da se najbolji efekat
flavonoida, ali 1 drugih antioksidanasa na zdravlje Coveka, postize se dugorocnom

ishranom bogatom raznovrsnim namirnicama biljnog porekla (Pietta et al., 2003).

2.5. Spektrofotometrijske i elektrohemijske metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti

U kompleksnim uzorcima kao $to je hrana, prisutan je S$irok spektar
antioksidanasa. Pouzdaniji uvid u ukupnu antioksidativnu aktivnost kompleksnih
uzoraka, postize se primenom vise antioksidativnih metoda (Suznjevi¢ et al., 2011;
Charles, 2012). U ovom radu za analizu ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i
zaCinskog bilja 1 finalnog proizvoda, koriS¢ene su spektrofotometrijske 1
elektrohemijske metode.

Spektrofotometrijske metode su najces¢e koriS¢ene za odredivanje
antioksidativne aktivnosti hrane, pic¢a 1 drugih kompleksnih uzoraka, kao 1 individualnih
komponenti. One se zasnivaju na spektrofotometrijskom pracenju promene
koncentracije nekog od reaktanata, ili produkata reakcije antioksidanasa sa slobodnim
radikalima. U najceS¢e koriS¢ene spektrofotometrijske metode spadaju DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS/TEAC (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina/Trolox Equvivalents Antioxidant Capacity), FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) i Folin—Ciocalteu metoda (FC) za odredivanje ukupnih fenola, koja
se svrstava u antioksidativne metode, jer odreduje ukupan redukcioni kapacitet uzorka.
Iako jo§S uvek ne postoji standardizovan metod za odredivanje antioksidativne
aktivnosti, navedeni spektrofotometrijski testovi se mogu svrstati u rutinske zbog
ucestalosti njihove primene. Za to su najvise zasluzni osetljivost, brzina i jednostavnost

ovih metoda (Sikorski i Kolakowska, 2011).
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U literaturi se mogu naci razliciti primeri primene ovih testova, kada su u pitanju
kompleksni uzorci biljnog porekla kao Sto su cajevi, biljne infuzije, kafe, kakao
proizvodi, vina, piva, jestiva ulja 1 drugi prehrambeni proizvodi. Ekstrakti razli¢itih
lekovitih biljaka su takode testirani na antioksidativnu aktivnost navedenim
spektrofotometrijskim testovima. Sadrzaj ukupnih fenola uzoraka je uglavnom korelirao
sa antioksidativnom aktivno$¢éu dobijenom navedenim metodama (Zheng i Wang, 2001;
Katalinic et al., 2006; Surveswaran et al., 2007; Buyukbalci i EI, 2008; Li et al., 2008;
Gorjanovi¢ et al., 2010c).

Zbog brzine 1 jednostavnosti merenja, elektrohemijske antioksidativne metode
su sve zastupljenije kod odredivanja antioksidativne aktivnosti razlicitih tipova uzoraka.
Razli¢ite elektrohemijske tehnike su do sada koriS¢ene u merenju antioksidativne
aktivnosti, najées$ce voltametrijske. Polarografija sa jednosmernom strujom (DC-direct
current) pokazala se, takode, kao pogodna za primenu u odredivanju antioksidativne
aktivnosti.

Polarografska metoda HPMC (engl. HydroxoPerhydroxoMercury(ll) Complex),
zasnovana na smanjenju anodne grani¢ne struje kompleksa [Hg(O,H)(OH)], koji nastaje
u alkalnom rastvoru peroksida na potencijalu rastvaranja Hg, do kog dolazi po dodatku
antioksidansa, je nedavno razvijena (Suznjevi¢ et al., 2011). Metoda je do sada
primenjena za merenje aktivnosti alkoholnih pica, kao $to su komercijalna i specijalna
(biljna) piva (Gorjanovi¢ et al., 2010a), crna i1 bela vina (Gorjanovi¢ et al., 2010b),
razli¢ita jaka alkoholna pi¢a (Gorjanovi¢ et al., 2010c), ekstrakti maline (Novakovi¢ et
al.,, 2011) i ekstrakti hladno cedenog bundevinog ulja (Gorjanovi¢ et al., 2011) i
pracenje promena antioksidativne aktivnosti tokom procesa sladovanja i1 komljenja,
starenja rakije i suSenja maline (Gorjanovi¢ et al., 2010a,c; Novakovi¢ et al., 2011).
Metoda je primenjena i na drugim kompleksnim uzorcima kao sto su propolis
(Potkonjak et al ., 2012) i med (Gorjanovi¢ et al ., 2013), ¢ajevi, biljne infuzije i kafe ,
ekstrakti hmelja kao i na razli¢itim Cistim jedinjenjima (izolovanim i sintetisanim )
(Suznjevi¢ et al., 2011; Gorjanovi¢ et al., 2013; Suznjevic et al., 2015).

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti nedavno je razvijena i metoda MRAP
(engl. Mercury Reduction Antioxidant Power), koja takode primenjuje polarografiju sa
jednosmernom strujom, a zasniva na redukciji jona zive. Po dodatku antioksidanasa,

dolazi do smanjenja katodne struje redukcije zivinih jona. Metoda je, za razliku od
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Siroko primenjivane HPMC metode, po prvi put na kompleksnim uzorcima primenjena

u ovom radu (Suznjevi¢ et al., 2015a).

2.6. Lekovite, aromati¢ne i zacinske biljke kao izvor antimikrobnih
agenasa

Antimikrobna svojstva biljaka ljudima su poznata jo§ iz antickog doba, kada se
lekovito, aromati¢no i zacinsko bilje upotrebljavalo za konzervisanje namirnica. Tako
se, na primer, meso ¢uvalo od kvarenja, kako postupcima soljenja i dimljenja, tako i
oblaganjem raznim zaCinima. Tokom proslog veka su opisane fizicke i hemijske
osobine isparljivih sastojaka mnogih aromati¢nih biljaka i eksperimentalno je utvrdeno
njihovo antibakterijsko dejstvo. Prvi put je 1887. godine ispitana antimikrobna aktivnost
etarskog ulja cimeta, origana 1 karanfilia na spore bacila antraksa (Chamberlain, 1887).
Zatim, utvrdena je mogucnost konzervisanja sosa od paradajza vodenim i alkoholnim
ekstraktom cimeta (Grove, 1918). Potom je razvijen metod za konzervisanje voca
pomocu infuzije mlevenog karanfilica u kombinaciji sa soli (Prasad i Joshi, 1949). U
drugoj polovini 19. veka, posvecuje se veca paznja ispitivanju antimikrobne aktivnosti
neisparljivih komponenata biljaka, pa i istrazivanja Sire obuhvataju, pored aromati¢nih, i
druge lekovite biljne vrste (Tucakov, 1971).

Zahvaljuju¢i prisustvu bioloSki aktivnih sekundarnih metabolita, lekovite,
aromati¢ne 1 zacinske biljke 1 njihovi izolati ispoljavaju antimikrobno dejstvo na Sirok
spektar mikroorganizama, pa tako i na patogene iz hrane. Sve ve¢i zahtevi trziSta za
minimalno rafinisanom hranom, sa produZenim rokom trajanja, doprineli su primeni
biljnih izolata sa antimikrobnim svojstvima u prehrambenoj industriji, kao zamena za
vestacke konzervanse (Naidu, 2010). I na polju farmacije, krajem devedesetih godina
proslog veka, kada je primecena sve slabija efikasnost konvencionalnih antibiotika,
lekovita mo¢ biljnih ekstrakata postaje aktuelna kod leCenja raznih infektivnih bolesti
(Cowan, 1999).

Zatim, tradicionalno koris¢enje mnogih lekovitih, aromati¢nih i zacinskih
biljaka, kao digestivnih sredstava koja podsticu varenje hrane i smanjuju nadutost
stomaka, veruje se da proizilazi iz njihovih antimikrobnih sposobnosti. Sinergistickim
delovanjem antimikrobnih komponenti, sa jos ja¢im inhibitornim efektom u kombinaciji

biljnih ekstrakata, onemoguéava se razvijanje rezistentnosti bakterija, koje se mogu naci
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u probavnom traktu (Thompson et al., 2013; Soleimanpour et al., 2013; Witkowska et
al., 2013; Rivera et al., 2014).

Kao rezultat aktuelnosti ove teme, istrazivanja o antimikrobnim svojstvima
lekovitog, aromati¢nog i1 zaCinskog bilja su mnogobrojna. Na primer, ekstrakti biljke ive
su, zbog antimikrobne aktivnosti koju su pokazali u jednoj od studija, predlozeni za
upotrebu u tradicionalnoj medicini (Djilas et al., 2006). Medu razli¢itim ekstraktima 5
biljaka, seme biljke anis delovalo je na Micrococcus luteus i Mycobacterium smegmatis,
dok su svi ekstrakti semena biljke korijander ostali neaktivni u delovanju protiv
odabranih sojeva bakterija (Ates i Turgay, 2003). Ustanovljena je i antimikrobna mo¢
etanolnih ekstrakata 10 biljaka, izmedu ostalog i podbela (Janovska et al., 2003).
Rezultati istrazivanja inhibitorne aktivnosti etanolnih ekstrakata dve srodne biljke, iz
porodice Lamiacaea, pitome nane (Mentha piperita) i divlje nane (Mentha spicata), na
Mycobacterium bovis, ukazuju na mogucnost njihovog koris¢enja kao vida fitoterapije
kod tuberkuloze (Maham et al., 2011). Biljke iz porodice Artemisia, medu kojima je i
pelin, su u jednoj od studija ispoljile delovanje protiv Gram (+) bakterija i gljivica i time
opravdale upotrebu njihovih ekstrakata u tradicionalnoj medicini protiv infekcija (Poiata
et al., 2009). Inhibitorno dejstvo etanolnih ekstrakata zalfije dokazano je na rezistentnim
patogenim sojevima, kao $to su Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa i Klebsiella pneumoniae (Mosafa et al., 2014). Brojni literaturni podaci na
temu antimikrobne aktivnosti biljaka ukazuju na veliku razli¢itost medu rezultatima, ¢ak
iako su istrazivanja radena na istim biljnim vrstama. Kao vaznije razloge za to treba
navesti geografsko poreklo i klimatske uslove, zatim razli¢it vegetacioni period u kom
je biljni materijal sakupljen, starost biljaka itd. (Petrovi¢ i Anti¢, 2015). Pored toga,
uslovi eksperimenta, kao S§to je vrsta koriS¢enog rastvaraca i njegova koncentracija,
odabrani sojevi mikroorganizama i primenjena metoda ispitivanja antimikrobne

aktivnosti u velikoj meri uti¢u na ishod istrazivanja.

2.6.1. Antimikrobne komponente biljaka i njihovo dejstvo na (Celiju
mikroorganizama

Sekundarni metaboliti biljaka, sa dokazanim antimikrobnim delovanjem su:
fenolna jedinjenja (jednostavni fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi, tanini, hinoni,

kumarini), terpeni etarskog ulja, alkaloidi, steroidi, masne kiseline, gume, smole,
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voskovi, lecitini i polipeptidi itd. (Cowan, 1999; Kaefer i Milner, 2008; Skrinjar i
Nemet, 2009; Saranraj i Sivasakthi, 2014). Postoje i podaci o antimikrobnom delovanju
poliamina, izotiocijanata, tiosulfinata, glukozida i poliacetilena. Zabelezeno je cak i
delovanje monosaharida fruktoze, iz soka brusnice, na patogena koji najces¢e napada
urinarni trakt, E.coli (Cowan, 1999). Kao vaznija i u najve¢em obimu proucavana sa
aspekta animikrobne aktivnosti, mogu se izdvojiti fenolna jedinjenja i terpeni etarskog

ulja biljaka.

2.6.1.1. Fenolna jedinjenja

Jednostavni fenoli, sa jednim aromati¢nim prstenom, kao Sto su katehol (dve
hidroksilne grupe) i pirogalol (tri hidroksilne grupe) ispoljavaju antimikrobnu aktivnost,
pri ¢emu je dokazano da prisustvo vise hidroksilnih grupa poveéava aktivnost prema
mikroorganizmima (Geissman, 1963). Dokazano je da fenolne kiseline, kao Sto su
protokatehinska, kafena, ferulna i kumarna kiselina, inhibiraju rast bakterijskih sojeva
Lactobacillus spp., Escherichia coli, Bacillus subtilis, pri koncentraciji od 0,04 — 3,75
g/L (Sanchez-Maldonado et al., 2011). Zatim, antimikrobno delovanje eugenola,
najzastupljenije komponente u etarskom ulju karanfili¢a, na bakterije i gljivice, je
eksperimentalno dokazano (Larhsini et al., 2001; Gayoso et al., 2005).

Medu najaktuelnijim flavonoidima kada je u pitanju proucavanje antimikrobnih
sposobnosti su katehini, najzastupljeniji u c¢aju, infuziji biljke Camelia sinensis.
Dokazana je aktivnost katehina protiv Bacillus cereus, Staphylococcus. aureus, Vibrio
cholerae O1, Streptococcus mutans, Shigella (Sakanaka et al., 1989; Vijaya et al., 1995;
Borris, 1996; Hamilton-Miller i Shah, 1999; Friedman et al., 2006). Ostala polifenolna
jedinjenja, koja ispoljavaju antimikrobnu aktivnost su tanini, hinoni i kumarini.

Tanini su najzastupljeniji u zelenom ¢aju i crnom vinu i zasluzni su za hemijski
osecCaj trpkosti. Smatra se da je jedan od mehanizama delovanja tanina na celiju
mikroorganizama vezan za njihov afinitet prema proteinima, za koje se vezuju
neselektivno vodoni¢nim vezama ili hidrofobnim silama. Shodno tome, inhibicija éelije
se desava usled inaktivacije enzima, reakcijom sa proteinima celijskog omotaca itd.
(Cowan, 1999).
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Hinoni su obojena jedinjenja, koja u svojoj stukturi sadrze aromatican prsten sa
dve keto grupe. Zasluzni su za tamnjenje iseCenog voca i povréa. Hipericin, Koji se
nalazi u kanatarionu, poznati prirodni antidepresiv, deluje kao inhibitor rasta nekih
bakterija (Yow et al., 2012) i spada u antrahinone. Zatim, jedan od znacajnijih hinona je
I hidrohinon, koji nastaje iz arbutina, koji je zasluzan za delovanje biljke uve protiv
uzrocnika infekcija urinarnog trakta (Kosalec et al., 2008).

Kumarini u svojoj strukturi sadrze benzopiron 1 prepoznaju se po
karakteristiécnom mirisu tek pokoSene trave. Poznat derivat kumarina je varfarin, lek
protiv zgusavanja krvi. Dokazano je inhibitorno delovanje kumarina na Staphylococcus
aureus, Salmonella thypii, Enterobacter cloacae i Enterobacter earogenes (Basile et al.,
2009), antigljivi¢cno delovanje protiv Candida albicans (Widodo et al., 2012) kao i
antivirusna aktivnost prema Herpes simplex virusu (Borges et al., 2005).

Smatra se da mehanizam delovanja fenolnih jedinjenja na celiju
mikroorganizama ukljucuje inhibiciju enzima reakcijom sa sumporvodoni¢nim grupama
ili drugim nespecificnim interakcijama sa proteinskim komponentama (Mason i
Wasserman, 1987). Antimikrobna aktivnost flavonoida se, na primer, pripisuje njihovoj
sposobnosti da grade komplekse sa ekstracelularnim proteinima, kao i sa
komponentama c¢elijskog zida bakterija, dok lipofilniji flavonoidi mogu razoriti i
¢elijsku membranu mikroorganizma. Proucavana je 1 povezanost strukture molekula sa
antimikrobnim delovanjem, pri ¢emu je, kao i kod jednostavnih fenola, utvrdena
direktna veza izmedu broja hidroksilnih grupa i ja¢ine antimikrobne aktivnosti. Ipak,
postoji i suprotno otkrice, da flavonoidi koji nemaju hidroksilnu grupu u B prstenu,
pokazuju jacu aktivnost od onih sa -OH grupom, §to potvrduje pretpostavku o delovanju
na ¢elijsku membranu mikroorganizama (Chabot et al., 1992). Dokazano je da 2,4-
dihiroksi- i 2,6- dihiroksi- struktura B prstena, kao i hidroksilne grupe na polozajima C-
51 C-7 A prstena flavonona, pojacava antimikrobno delovanje (Tsuchiya et al., 1996).
Metoksi grupe kod flavonoida drastiéno umanjuju aktivnost prema mikroorganizmima
(Alcaraz et al., 2000).
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2.6.1.2. Terpeni etarskog ulja biljaka

Etarska ulja su proizvod sekundarnog metabolizma biljaka i predstavljaju
isparljivu i aromati¢nu frakciju kompleksnog sastava. Bogata su komponentama koja u
svojoj strukturi imaju izoprensku osnovu (slika 2.9.), terpenima. Pored toga, u etarskim
uljima se, u manjoj meri, nalaze i druga aromati¢na i alifati¢na jedinjenja. Terpeni koji
sadrze dodatne funkcionalne grupe ili kiseonik u svojoj strukturi nazivaju se terpenoidi.
U etarskim uljima su najzastupljeniji monoterpeni i seskviterpeni, sa dve i tri izoprenske

jedinice.

=

Slika 2.9. 1zoprenska osnova terpena

Neki poznati terpeni, komponente etarskog ulja aromati¢nih biljaka odabranih za

ovo istrazivanje, predstavljeni su na slici 2.10.
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Slika 2.10. Terpeni prisutni u isparljivoj frakciji odabranih biljaka

lako su neki terpeni prisutni u etarskom ulju biljaka u jako maloj koli¢ini, oni
doprinose ukupnom antimikrobnom potencijalu sinergistickim delovanjem sa ostalim
isparljivim komponentama i drugim sekundarnim metabolitima (Dorman i Deans, 2000;
Jianu et al., 2013). Miti¢-Culafi¢ i saradnici (2005) &ak tvrde da ne postoji veza izmedu
antimikrobnog delovanja etarskog ulja zalfije 1 njegovih glavnih komponenti, ve¢ znacaj
pridaju upravo pomenutoj sinergiji brojnih komponenata.

Mehanizam delovanja terpena na mikrobnu ¢eliju nije u potpunosti proucen, ali
se pretpostavlja da je usko vezan za lipofilni karakter ovih komponenti. Najcesc¢i
mehanizam delovanja je naruSavanje strukture celijskog zida. Lipofilni karakter
omogucava interakciju sa lipidima c¢elijske membrane, Sto dalje utiCe na povecanje
njene permeabilnosti. Odredene antimikrobne komponente tako lakSe difunduju kroz
oSte¢enu membranu i reaguju sa osnovnim celijskim komponentama, ukljucujuéi i
DNK, dok citoplazmati¢ni sadrzaj istice iz Celije. Takode, terpeni mogu menjati i
strukturu proteina u okviru Celijske membrane, 1 to najceS¢e interakcijom izmedu
lipofilnih jedinjenja 1 hidrofobnih delova proteina (slika 2.11.). Kao posledica naruSene
strukture ¢elijske membrane, dolazi do koagulacije citoplazme, promene u transportu
jona, naruSavanja energetskog bilansa, inhibicije disanja celije mikroorganizma i

genetskih mutacija (Paduch et al., 2007; Faleiro, 2011).
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Slika 2.11. Potencijalna mesta aktivnosti biljnih antimikrobnih komponenti u
bakterijskoj ¢eliji

Za utvrdivanje antimikrobne aktivnosti biljnih izolata Cesto se koristi bujon-
diluciona metoda, pri ¢emu se uzorak rastvara u inokulisanom te¢nom medijumu
(bujonu) i prati se minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) uzorka koja inhibira
vidljivi rast ispitivane kulture mikroorganizma (Rios et al., 1988). Koncentracija uzorka
koja ima mikrobicidno (letalno) dejstvo na ispitvane mikroorganizme, tako da oko 99,5

% c¢elija bude unisteno, naziva se minimalna mikrobicidna koncentracija (MBK).

2.7. Biljne vrste odabrane za istraZivanje

Biljne vrste odabrane su na osnovu njihove Ceste primene u proizvodnji
alkoholnih pic¢a (Nikic¢evi¢ i Tesevi¢, 2009). U ovom istrazivanju, dvanaest odabranih
lekovitih biljaka ¢e, prema hemijskom sastavu, biti podeljeno na dve grupe: na grupu
biljaka sa gorkim materijama i grupu aromati¢nih i zacinskih biljaka. Prva grupa
obuhvata biljke koje sadrze tzv. gorke principe, koji povoljno deluju na digestivni
sistem 1 ispoljavaju druge fizioloske efekte, dok drugu grupu cCine biljke sa znacajnom

koli¢inom etarskog ulja, kao nosiocem lekovitosti. U narednom tekstu opisane su glavne
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karakterisitke pojedinacnih biljnih vrsta, sa akcentom na hemijski sastav, tradicionalnu

terapeutsku primenu i dokazanu biolosku aktivnost.

2.7.1. Biljke sa gorkim materijama

Terapeutski efekat gorkih biljaka poti¢e upravo od gorkih materija, zbog kojih se
iste koriste za podsticanje apetita ili za poboljSanje varenja. Gor¢ina moze poticati od
razli¢itih bioaktivnih jedinjenja, karakteristicnog gorkog ukusa, tzv. gorkih principa, za
koje je dokazano da stimuliSu nerve pljuvacnih Zlezda u ustima i luenje Zeludacne
kiseline. Gor¢ina Cesto poti¢e od glikozida (heterozida), izuzetno raznovrsne i slozene
grupe jedinjenja, koja sadrzi bar jedan molekul Secera (glikon), vezan etarskom,
odnosno glikozidnom vezom za neSe¢ernu komponentu, aglikon. Zatim, odredene klase
terpenoida su gorke i ovde spadaju iridoidi (monoterpeni ¢esto vezani biljkama u formi
heterozida), zatim seskviterpenski laktoni, diterpenoidi, saponini itd. Vecina alkaloida,

ali i polifenola takode ima gorak ukus (Snow i Spelman, 2011).
2.7.1.1. Ki¢ica (Centaurium erythraea Rafn subsp. erythraea)

Kicica je dvogodis$nja, mala, zeljasta biljka iz familije Gentianaceae, sa sitnim
cvetovima ruZzicaste ili svetlo crvene boje (slika 2.12.). Cveta celog leta. Raste svuda, a
najvise po vlaznim brdskim i planinskim livadama. Spada u tipi¢ne gorke biljke, jer
sadrzi gorke glikozide (sverciamarin 75 %, a u manjim koli¢inama genciopikrin,
eritaurozid, centapikrin, sverozid, eritrocentaurozid), kao glavne bioaktivne sastojke.
Pored toga, sadrzi flavonoide, fenolne kiseline, izokumarine, triterpene, ksantonske
derivate, steroide, esencijalne amino kiseline, 1 tragove alkaloida medu kojima je glavni
gencijanin (Tucakov, 1971: 350-351; Valentdo et al., 2002; European Medicines
Agency, 2009; Tahraoui et al., 2010).
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Slika 2.12. Centaurium erythraea Rafn - kicica

Kicica, zbog svojih gorkih sastojaka, pomaze kod digestivnih poremecaja,
stimuliSe apetit i lu¢enje Zeludacnih sokova, stimuliSe rad jetre, ublazava stomacne
gréeve, koristi se kod leCenja astme, ekcema, intestinalnih parazita itd. Upotrebljava se
u obliku vodenog ekstrakta, praska, vina i tinkture. Ulazi u sastav gorkih ¢ajeva 1 gorkih
tonika za stomak i poboljsanje krvne slike (European Medicines Agency, 2009;
Tahraoui et al., 2010).

Kicica ispoljava niz bioloskih aktivnosti, medu kojima je i antioksidativna
aktivnost, utvrdena kod infuzija i ekstrakata biljke (Valentao et al., 2001; Valentdo, et
al., 2003; Kumarasamy et al., 2003). Utvrdeno je inhibitorno delovanje gorkih
komponenata, izolovanih iz kicice, na rast bakterijskih sojeva Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Citrobacter freundii, Escherichia coli, Proteus mirabilis Serratia marcescens i
Staphylococcus epidermidis (Kumarasamy et al., 2003).

Gorcina kicice ¢ini ovu biljku pogodnom za dodavanje bezalkoholnom i alkoholnom

picu, kao Sto su gorki likeri 1 specijalne rakije.

2.7.1.2. Lincura (Gentiana lutea L. subsp. symphyandra (Murb.) Hayek)

Lincura je trajna biljka s korenom, iz familije Gentianaceae. Koren, koji se
koristi kao lekoviti deo biljke, je jako je dugacak, debeo i razgranat, spolja smede do
tamnosmede boje, a iznutra Zute boje (slika 2.13.). Svez koren ima neugodan miris, dok
je miris osuSenog korena aromatican, a ukus gorak.

Lincura je tipi¢na gorka biljka sa korteksom korena bogatim gorkim materijama,

I to iz grupe sekoiridoidnih glikozida, sa genciopikrinom kao glavnim, i u manjim
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koli¢inama, amarogencinom. Povremeno se navode i svertiamarin i svertiozid kao gorki
sastojci korena lincure. Zuta boja korena potie od ksantonskog derivata gentizina.
Prisutni su ugljeni hidrati, veoma malo etarskog ulja (0,1 - 0,2 %), sterola i triterpena

(European Medicines Agency, 2009).

Slika 2.13. Gentiana lutea- lincura

Tradicionalno se koristi kao aperitiv i digestiv, jer gorke materije stimuliSu
gustatorne nerve u ustima, podsti¢uéi luéenje zeluda¢nih sokova, a time i probavu.
Povoljno utice na krvnu sliku, a koristi se i kod le¢enja visokog krvnog pritiska.
Dodatkom korena lincure u rakiju dobija se pice, koje u narodu vazi kao dobar lek za
krvotok.

Rezultati ispitivanja antiradikalske aktivnosti korena lincure pokazuju znacajnu
vrednost u poredenju sa sintetickim antioksidansom (KuSar et al., 2006). Ekstrakt
korena lincure je, takode, pokazao znacajno delovanje protiv lipidne oksidacije (Azman
et al., 2014). Genciopikrin, gorko jedinjenje izolovano iz kicice i lincure, se pokazao
kao inhibitor rasta nekih sojeva bakterija, dok su i1 ekstrakti lincure ispoljili znacajnu
antibakterijsku aktivnost (Weckesser et al., 2007).

Koren lincure se najviSe upotrebljava za proizvodnju gorkih alkoholnih pica, kao §to su

specijalne rakije 1 likeri, kao 1 nekih bezalkoholnih pi¢a (americko pi¢e moksi).
2.7.1.3. Pelin (Artemisia absinthium L.)

Pelin je trajna, zeljasta biljka, iz familije Asteraceae (Compositae), sa

razgranatom stabljikom, polugrmastog oblika, visine do 1,5 metra. LiS¢e je srebrnkasto
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zelene boje, prekriveno sitnim dlac¢icama (slika 2.14.). Beru se listovi pre cvetanja, za

industrijske potrebe i cela biljka za vreme cvetanja, u farmaceutske svrhe.

Slika 2.14. Artemisia absinthium - pelin

Bioaktivni sastojci pelina su gorke i aromati¢ne materije, te pripada aromati¢no-
gorkim biljnim vrstama (amarum aromaticum). Pelin je simbol gor¢ine. Sadrzi do 0,4 %
gorkih materija, etarsko ulje (0,2 - 0,8 %), flavonoida, kumarina, tanina i dr. Gorke
materije pripadaju grupi seskvitrpenskih laktona (absintin, anabsintin, artesin, artabzin,
matricin i dr.). U etarskom ulju, ¢iji sadrzaj varira od geografskog porekla i bioloskih
kakarteristika biljke, ima tujona, izotujona i tujil-alkohola, mircena, a-pinena, kamfora
itd. (Ahmad et al., 2010).

Polifenoli pelina, identifikovani u ekstraktu lista UHPLC (Ultra High
Performance Liquid Chromatography) metodom, su flavonidi miricetin, kvercetin i
kampferol, rutin, hisperedin, resveratol i drugi u manji koli¢inama, kao i kafena, ferulna,
o-kumarna, galna, protokatehinska, vanilinska i salicilna kiselina (Lee et al., 2013).

Kao jedna od najlekovitijih biljaka svih vremena, pelin se tradicionalno Kkoristi
kao gorki tonik sa karminativnim, diureticnim 1 digestivnim 1 aperitivnim efektom, kao
sedativ, za leCenje bronhitisa, tuberkuloze, dijabetesa, ali tu su i mnoge druge primene
ove dragocene biljke (Ahmad et al., 2010). Literaturni podaci ukazuju na antimikrobnu i
antioksidativnu aktivnost pelina (Erdogrul, 2002; Canadanovic-Brunet et al., 2005; Erel
et al., 2012; Craciunescu et al., 2012).

Pelin je glavni sastojak alkoholnog pi¢a absinta, a Koristi se i za aromatizovanje
verumta i pelinkovca i drugih bitera, likera, rakija i vina. Nekada se u Engleskoj koristio

umesto hmelja, kao nosilac gorc¢ine piva.
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2.7.1.4. lva (Teucrium montanum L.)

Iva je viSegodiSnja polugranasta biljka iz familije Lamiaceae, visine 10 do 30
cm. Listovi su bez peteljke, zelene i sivobelicaste boje. Cvetovi se nalaze na vrhovima
grancica. Latice su svetlozute, gotovo bele boje (slika 2.15.). Veoma je gorkog i oporog
ukusa, s prepoznatljivim aromati¢nim mirisom. Raste po suvim, toplim i krSevitim
mestima, uglavnom na nadmorskim visinama oko 800 m i viSe. Sakuplja se nadzemni
deo biljke, za vreme cvetanja. Iva je aromati¢no- gorka biljka koja sadrzi gorke
diterpenoide neo-klerodanskog tipa (montanin), etarsko ulje, flavonoide (rutin) i fenolne
kiseline (hlorogena, galna, protokatehinska, gentisinska, kafena kiselina itd.) (Papanov i
Malakov, 1983; Tumbas et al., 2004; Djilas et al., 2006).

Slika 2.15. Teucrium montanum -iva trava

U nekim nasim krajevima ljudi imaju neograni¢eno poverenje u lekovitost ive.
Koristi se kao diuretik, analgetik, spazmolitik, digestiv, tonik za ja¢anje organizma, kod
tegoba sa Zelucem itd. (Tumbas et al., 2004; Djilas et al., 2006; Canadanovié-Brunet et
al.,, 2006; Vukovic et al.,, 2007). Utvrdena je sntioksidativna aktivnost razli¢itih
ekstrakata ive (Djilas et al., 2006; Canadanovi¢-Brunet et al., 2006; Stankovic et al.,
2011a,b), kao i antimikrobno delovanje etarskog ulja i ekstrakata (Djilas et al., 2006;
Vukovic et al., 2007). Iva je zbog svoje gor¢ine pogodna za aromatizovanje specijalnih

rakija i likera.
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2.7.1.5. Podubica (Teucrium chamaedrys L.)

Podubica je trajna, zeljasta biljka iz familije Lamiaceae, visoka 10-30 cm, sa
razgranatim dlakavim stabljikama. Listovi su ovalni, sa lica sjajni a cvetovi su ljubicasti
ili ruzicasti, a rede 1 beli (slika 2.16.). Upotrebljava se nadzemni deo biljke, u vreme
cvetanja (od maja do septembra). Raste u juznoj Evropi, Maloj Aziji, Kavkazu i
severnoj Africi, na suSnim 1 osun€anim mestima, u hrastovim i borovim Sumama na
pretezno kre¢njackoj podlozi. Biljka je slabo aromati¢na, opora i gorka. Sadrzi jako
malo etarskog ulja (oko 0,06 %), tanina, holina, diterpenoida (kao §to su gorki teukrin
A, B,C i D) i saponozida marubina (Tucakov, 1971: 518-520; Popa i Reinbol'd, 1972).

Slika 2.16. Teucrium chamaedrys -podubica

Alkoholni ekstrakt podubice je gorkog ukusa, pa se vekovima upotrebljava za
pripremanje gorkog tonika protiv slabosti i malokrvnosti, kao adstrigent, digestiv koji
stimuliSe crevni sistem, spazmolitik 1 antiinflamatorno sredstvo. Etanolni ekstrakt
podubice se u komparativnoj studiji sa nekoliko lekovitih biljaka pokazao kao
najmoc¢niji antioksidans, Sto je povezano sa visokim sadrZzajem polifenola medu kojima
su glavni hlorogena i p-kumarna kiselina, gentisinska kiselina, luteolin i flavonoid
glikozidi izokvercitrin, rutin i kvercitrin. U istoj studiji utvrdeno je intenzivno
antimikrobno delovanje podubice protiv S. aureus i C. albicans (Vlase et al., 2014).
Podubica je, zbog karakteristi¢cnog gorko-aromati¢nog ukusa, pogodna za proizvodnju
specijalnih aromatizovanih vina, bitera i gorkih likera, a ponekad i za aromatizovanje

bezalkoholnih pica.
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2.7.1.6. Podbel (Tussilago farfara L.)

Podbel je mala zeljasta i dugovecna biljka iz familije Asteraceae (Compositae),
sa vodoravnim rizomom. Listovi podbela se razvijaju tek kad biljka procveta, krajem
zime i u rano prole¢e. Cvetovi su zuti, jeziCasti i prijatnog mirisa, a listovi, Koji su
lekoviti deo biljke, su na nali¢ju beli od mnostva dugackih vunastih dlaka (slika 2.17.).
List je gorkog ukusa, bez mirisa, bogat sluzastim materijama. Podbel raste svuda po
Evropi, a najviSe na novoj vlaznoj ilovaci, pored puteva, potoka, kanala i na vlaznim
njivama. U listu ima dosta sluzi, gorkih glikozida, karotenoida, tanina, inulin, organskih
i fenolnih kiselina, flavonoida, a od ostalih komponenata fitosterola, voskova i etarskog
ulja (Tucakov, 1971: 516-518; Didry et al., 1980).

Slika 2.17. Tussilago farfara -podbel

Listovi podbela se tradicionalno koriste u vidu infuzija, prvenstveno za lecenje
respiratornih bolesti, kao $to su astma i bronhitis, jer poseduje ekspektorantno dejstvo,
Sto znaci da podsti¢e izbacivanje sluzi iz pluca, zahvaljujucu kiselim polisaharidima.
Pored toga, poboljsava varenje, le¢i dijareju, a zabeleZena je i njegova upotreba kao
analgetika (Shikov et al., 2014). List podbela se nekada osusen pusio, jer je primeceno
da ublazava tegobe kod astme. Rezultati istraZzivanja ukazuju 1 na bioloSku aktivnost ove
biljke, u vidu antioksidatvinog, antimikrobnog i antiinflamatornog delovanja
(Deliorman et al., 2002; Turker i Usta, 2008; Ravipati et al., 2012; Chang-Tian et al.,
2012; Dobravalskyté et al., 2013). Analiza ekstrakta podbela HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) metodom ukazuje na prisustvo kafene, hlorogene, galne
kiseline kao 1 kampferola, rutina, kvercetina i drugih polifenola u manjim koli¢inama,

seskviterpena tusilagona itd. (Chang-Tian et al., 2012).
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Podbel nema Siroku primenu u prehrambenoj industriji. U Engleskoj se, po
tajnom receptu, proizvodi konditorski proizvod na bazi ekstrakta podbela (“Coltsfoot
Rock™), a kod nas se moze naci u sastavu komercijalnog Bitera 54 (Vukosavljevi¢ et al.,

2009; Karabegovi¢ et al., 2012).

2.7.2. Aromaticne i zacinske biljne vrste

Aromati¢ne i zaCinske biljne vrste sadrze znacajne koli¢ine etarskog ulja, zbog
cega se koriste u proizvodnji parfema 1 kozmetickih proizvoda, kao zacini u
prehrambenoj industriji itd. Komponente etarskog ulja su zasluzne za primarni ukus i

aromu pica i drugih prehrambenih proizvoda na bazi ovih biljaka.

2.7.2.1. Nana (Mentha piperita L.)

Nana ili menta je trajna zeljasta biljka iz familije usnatica. Lekoviti deo je ceo
nadzemni deo biljke. Stabljika je Cetvrtasta, granata i dlakava sa dlakavim duguljasto -
ovalnim, na vrhu zasiljenim listovima. Sa lica listovi su tamnozeleni, a sa nali¢ja svetliji

(slika 2.18.). Lis¢e nane ima jak i karakteristiCan miris, a ukus je oStar, aromati¢an i

hladeci.

Slika 2.18. Mentha piperita-nana

Nana se tradicionalno koristi za lecenje digestivnih tegoba, bola u Zelucu,
gréeva, zastoja u varenju i nadutosti. Poznato je i njeno pozitivno dejstvo na
respiratorne organe. Etarsko ulje nane ima spazmoliticki efekat na Zeludac i creva, §to
zna¢i da deluje opustajuée na misice, ¢ime, smanjuje mucninu i reguliSe varenje.

Utvrdena je antifungalna (Choi et al., 2003; Guynot et al., 2003), antibakterijska
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(Giamperi et al., 2002; Mimica-Dukic et al., 2003), antiviralna (Schuhmacher et al.,
2003), antioksidativna (Zheng i Wang, 2001; Mimica-Dukic et al., 2003), antialergijska
(Inoue et al., 2002) i antitumorna aktivnost biljke (Ohara i Matsuhisa, 2002; McKay i
Blumberg, 2006).

U listu nane ima oko 0,5 — 4 % etarskog ulja. Ova aromati¢na biljka je
intenzivno proucavana u pogledu svog hemijskog sastava. Prema literaturnim podacima,
najzastupljenija isparljiva jedinjenja nane su mentol i njegovi stereoizomeri, zatim
monoterpeni menton, mentil acetat, mentofuran, 1-8 cineol (eukaliptol), limonen,
seskviterpen b-kariofilen a u manjim koli¢inama prisutni su pinen, terpinen, mircen i
drugi (Aflatuni et al., 2000; Stojanova et al., 2000; Iscan et al., 2002; Shah i Mello,
2004; Zekovic¢ et al., 2009; Sokovié¢ et al., 2009; Derwich et al., 2011; Riachi i De
Maria, 2015). Od polifenola u ve¢im koli¢inama prisutni su flavononi (eriocitrin,
hisperidin), flavoni (luteolin7-O-rutinozid), ruzmarinska i kafena kiselina dok su drugi
flavonoidi i fenolne kiseline kao $to su apigenin, pebrelin, gardenin B, katehin,
epigalokatehin galat, rutin, kvercetin, hlorogena i salvianolna kiselina prisutni u malim
koli¢inama (Riachi i De Maria, 2015).

Nana igra vaznu ulogu u farmaceutskoj i1 industriji parfema i1 kozmetickih
proizvoda, a u prehrambenoj industriji se koristi kod prozvodnje raznih vrsta konditora,
sladoleda, Zvakacih guma, alkoholnih i funkcionalnih bezalkoholnih pi¢a. U kulinarstvu
se koristi kao zacin a ¢aj od nane je jedan od omiljenih i u svetu najceSce koris¢enih

Cajeva.
2.7.2.2. Zalfija (Salvia officinalis L.)

Zalfija je visegodiSnja, razgranata biljka, iz familije usnatica. Raste divlje, po
kamenitim i neplodnim mestima, a uzgaja se i u vrtovima. Lekoviti deo biljke su listovi,
koji su srebrnkasto zelene boje, prekriveni sitnim dlacicama (slika 2.19.). Cela biljka je
svojstvenog i aromaticnog mirisa. Naziv ove biljke upucuje na njenu lekovitost, jer
officinalis na latinskom znaci lekovit. Pripisuju joj se antibakterijska, antifungalna,
antioksidativna, anti-inflamatorna, digestivna i antikancerogena svojstva (Bozin et al.,
2007; Sertel et al., 2011; Abu-Darwish et al., 2013). Usled prisustva tanina ispoljava
jako adstrigentno delovanje (steze povrsinu koze i slizokoze), pa se koristi za zarastanje

rana. Komponente etarskog ulja Zalfije pokazale su jaku antibakterijsku aktivnost protiv
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtils
(Nascimento et al., 2000), kao i i antivirusno delovanje na herpes simpleks 1 (Tada et
al., 1994).

Slika 2.19. Salvia officinalis - zalfija

U listu ima 1,5 - 2,5 % etarskog ulja, tanina, gorkih jedinjenja diterpenskog tipa
(karnozol i karnozinska kiselina), flavonoida, triterpena i voskova (Tucakov, 1971: 291-
295; Glisic et al., 2010). U etarskom ulju utvrdeno je prisustvo tujona, zatim, kamfora,
kamfen, bornil-acetata, cineola, limonena, pinena i drugih jeninjenja (Radulescu et al.,
2004). Komponente Zalfije, koje najve¢im delom uti¢u na njena izraZena antioksidativna
svojstva, su monoterpenski fenoli (eugenol, timol), fenolne kiseline (kafena,
ruzmarinska, galna) i flavonoidi (luteolin, apigenin) (Lu i Foo, 2001; Voravuthikunchai
i Ifesan, 2011; Martins et al., 2015). Zalfija je korisna sirovina u industriji parfema i
farmaceutskoj industriji, a u prehrambenoj industriji se koristi kao zacin, u proizvodnji
likera i specijalnih rakija (Nikic¢evi¢ i Tesevi¢, 2009).
2.7.2.3. Lavanda (Lavandula angustifolia Mill. subsp. angustifolia)

Lavanda je polugrm, koji raste do 60 cm iz familije Lamiaceae. Raste na suvim,
toplim 1 krSevitim padinama Mediterana. Cveta u julu i avgustu, a za lekovite potrebe
beru se listovi i cvetovi, pre nego S§to se otvore. Vrhovi grana su obrasli sitnim

cvetovima, udruzenim u cvasti, Slicne klasju (slika 2.20.). Osuseni cvetovi su jakog,

prijatnog mirisa i malo gorkog ukusa.
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Slika 2.20. Lavandula angustifolia- lavanda

U cvetovima lavande ima etarskog ulja (1 — 3 %), tanina, kumarinskih derivata,
flavonoida, triterpena, i dr (Tucakov, 1971: 388-389; Basch et al., 2004).

Na osnovu literaturnih podataka dobijenih ispitivanjem isparljive frakcije
lavande, razli¢itog geografskog porekla, iz Australije, Irana, Indije itd., aromati¢ni
sastojci najzastupljeniji u etarskom ulju lavande su: linalil-acetat, linalol, 1,8-cineol,
terpinen-4-ol, borneol, kamfor, geraniol, lavandulil acetat (Cavanagh i Wilkinson, 2002;
Shellie et al., 2002; Basch et al., 2004; Afsharypuor i Azarbayejany, 2006; Verma et al.,
2010; Hassanpour-Aghdam et al., 2011). Takode, pregledom literature, kao npr. kod
lavande iz Rumunije, moze se sresti i podatak koji ukazuje na najve¢i procenat
kariofilena, p — felandrena i 1,8-cineola (Jianu et al., 2013). Standard 1SO 3515
propisuje sledeci sastav etarskog ulja lavande: 1,8-cineol, 0 — 15 %; limonen, 0 — 0,5 %;
trans-B-ocimen, 2 — 6 %; cis-B-ocimen, 4 — 10 %; 3-oktanon, 0 — 2 %; kamfor, 0 — 0,5
%; linalol, 25 — 38 %; linalil acetat, 25 — 45 %; terpinen-4-ol, 2 — 6 %; lavandulol
minimum, 0,3 %; lavandulil acetat minimum, 2,0 %; a-terpineol, 0 — 1 % (ISO 3515,
2002).

Lavanda je relativno bogata polifenolima, koji joj daju antioksidativne
sposobnosti. Glavni pigmenti u cvetu su antocijani delfinidin i malvidin, zasluzni za
njegovu ljubicastu boju. U listu 1 cvetu lavande se nalaze 1 drugi polifenoli, kao §to su
apigenin, luteolin, ladanein, salvigenin, herniarin, kumarin, ruzmarinska, hlorogena
kiselina i ostali (Areias et al., 2000; Lis-Balchin, 2003: 86- 100; Wu et al., 2007). U
komparativnim studijama utvrdena je znacajna antioksidativna aktivnost infuzija 1
ekstrakata lavande (Miliauskas et al., 2004; Bouayed et al., 2007). Tradicionalna

upotreba lavande se zasniva na njenim karminativnim, spazmoliti¢kim, antidepresivnim,
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antireumatskim, relaksirajué¢im, antiinflamatornim i mnogim drugim efektima koje ova
biljka ispoljava (Hassanpour-Aghdam et al., 2011). Iako su psiholoski efekti lavande tek
od skoro postali tema naucnih istrazivanja, njena upotreba za ublazavanje anksioznosti i
stresa je stara narodna tradicija (Lis-Balchin, 2003:155-171). Istrazivanja ukazuju i na
antimikrobnu aktivnost lavandinog etarskog ulja prema Mycobacterium sojevima,
Staphylococcus aureus, enterokokama rezistentnim na neke antibiotike, kao i prema
Shigella flexneri, E. coli itd. (Gabbrielli et al., 1988; Jianu et al., 2013). Na osnovu
rezultata Dorman i Deans-a (2000), antimikrobna aktivnost ove biljke mogla bi se
pripisati, izmedu ostalog, i njenim isparljivim komponentama, terpenoidima.

NajceSce se koristi za pripremu Cajeva, biljnih kapi, etarskog ulja, kupki ili
inhalacija. U prehrambenoj industriji lavanda se moze koristiti za aromatizovanje
pecenih proizvoda, mle¢nih proizvoda, pudinga, konditora, sirupa sa lavandom,
bezalkoholnih i alkoholnih pi¢a kao $to su specijalne rakije i likeri (Lis-Balchin, 2003:
202; Nikicevi¢ i Tesevi¢, 2009).

2.7.2.4. Anis (Pimpinella anisum L.)

Anis, iz familije usnatica (Lamiaceae), je poreklom sa isto¢nog Sredozemlja, ali
uspeva i kod nas na peskovito-ilovastom zemljistu, toplom i vlaznom podneblju. Kao

lekoviti deo biljke se upotrebljava plod, odnosno zrelo seme (slika 2.21.).

Slika 2.21. Pimpinella anisum - anis

Plod je kruskastog oblika, a sa strane malo spljosten, dugacak 3 do 6 mm. Boja
ploda je sivo zelenkasta. Prijatnog je i jakog mirisa na anetol, a ukusa slatkog,

aromaticnog i naljutog, tzv. “likorisnog” ukusa i mirisa. Plod anisa sadrzi 1,5 — 5 %
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etarskog ulja, masti, belancevine, Secere i kumarine. ISO standard propisuje 87 — 94 %
trans-anetola u etarskom ulju anisa koji je nosilac karakteristiénog slatkastog mirisa i
ukusa, zatim 1 — 5 % v- himakalena i 0,5 — 3 % estragola (ISO 3475, 2002). Evropska
farmakopeja propisuje limit od 6 % za estragol (European Pharmacopoeia, 2000), a
njegov sadrzaj se, prema podacima iz literature, moze kretati i do 14,5 % (Tepe et al.,
2006). Tako se ¢esto u hemijskom sastavu etarskog ulja anisa, u malim koli¢inama,
mogu naci 1 anisaldehid i anis keton, neka istrazivanja ukazuju i na njihovo odsustvo
(Ullah et al., 2013).

Neispraljiva frakcija se sastoji od flavonoida, fenolnih kiselina, kumarina,
sterola i glikozida (Tucakov, 1971: 166-169; Leela i Vipin, 2008). Razli¢ite vrste
ekstrakata 1 etarsko ulje anisa ispoljavaju niz bioloSkih aktivnosti, kao S$to su
antioksidativna (Mohammad Allsmail i Aburjai, 2004), antibakterijska (Ates i Turgay,
2003), antifungalna (Kosalec et al., 2005), antiviralna (Shukla et al., 1989) itd. Anisu se
pripisuju terapeutska svojstva kod lecenja neuroloskih, digestivnih, ginekoloskih i
respiratornih poremecaja.

U prehrambenoj industriji koristi se kao zac¢in za ribu, u proizvodnji sladoleda,
slatki$a i alkoholnih pica. Likeri i specijalne rakije, aromatizovani anisom, se proizvode
Sirom sveta, pri ¢emu su poznati francuski perno, turski specijalitet raki, grcki uzo i
makedonska mastika (Tucakov, 1971: 166-169; Nikic¢evi¢ i TeSevi¢, 2009; Shojaii i
Abdollahi Fard, 2012).

2.7.2.5. Morac¢ (Foeniculum vulgare Mill.)

Morac je dvogodiSnja ili viSegodis$nja zeljasta biljka iz familije Apiaceae. Raste
divlje ili poludivlje, u podnebljima oko Sredozemnog mora. Cvetovi su Zuti, udruzeni u
guste i velike Stitove na vrhu stabla i ogranaka (slika 2.22.). Kod nas se najvise gaji u
Vojvodini. Ukusa je vrlo prijatnog, slatkog i aromati¢nog, a mirisa je takode prijatnog,
svojstvenog i aromati¢nog. Plod moraca ima stotinak semenki, bogatih eteri¢nim uljima.

Semenke su male 1 aromati¢ne, pa se koriste kao zacin.
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Slika 2.22. Foeniculum vulgare- morac

Plod moraca sadrzi i do 7 % etarskog ulja, zatim lipida, ugljenih hidrata,
organske Kiseline i flavonoide, minerale (Tucakov, 1971:450-454). Kvantitativni sastav
ispraljive frakcije (etarskog ulja) se dosta razlikuje u literaturi, u zavisnosti od
ekoloskih, genetskih i1 drugih faktora. Na osnovu brojnih literaturnih podataka,
najzastupljenija aromati¢na jedinjenja ploda mora¢a su trans-anetol, fenkon,
anisaldehid, estragol, d-limonen i mnoge druge (Miraldi, 1999; Mimica-Duki¢ et al.,
2003; Anwar et al., 2009; Aprotosoaie et al., 2010; Roby et al., 2013; Badgujar et al.,
2014). Od polifenola zastupljenih u moracu navode se fenolne kiseline: hlorogena,
neohlorogena, galna, p-kumarna, ferulna, cimetna, ruzmarinska Kkiselina; kao i
flavonoidi: kvercetin, apigenin, kampferol, naringenin, eriocitrin, rutin i drugi (Rather et
al., 2012; Badgujar et al., 2014).

Mora¢ ispoljava niz bioloskih aktivnosti, zbog kojih se smatra veoma vrednom i
lekovitom biljkom. U literaturi se navodi njegova antibakterisjka, antifungalna,
antioksidativna (Roby et al., 2013), antiinflamatorna (Choi i Hwang, 2004), estrogena
(Albert-Puleo, 1980) i mnoge druge bioloSke aktivnost. Mora¢ je dobar karminativ,
diuretik (pospesuje izbacivanje tec¢nosti iz organizma), digestiv i laktagog (pospesuje
stvaranje i izlu¢ivanje mleka), a tradicionalno se koristi za podsticanje rada mle¢nih
zlezda kod dojilja, stomacnih bolova, dijareje, groznice, gastritisa, kao 1 kod mnogih
drugih bolesti i poremecaja (Rather et al., 2012; Badgujar et al., 2014).

NajviSe moraca troS§i se za proizvodnju etarskog ulja, koje se koristi za
proizvodnju likera, bombona i drugih konditora i sredstava za uzivanje. Od moraca se u

Makedoniji 1 Gr¢koj prave tipicna nacionalna Zestoka alkoholna pica, a 1 u nasim se
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krajevima ¢esto dodaje u travaricu. Mastika ili rakija anisonka (u Grckoj »uzo«) pravi se

od slatkog moraca. Kao jako aromati¢na biljka dosta se koristi i u kulinarstvu kao zacin.
2.7.2.6. Korijander (Coriandrum sativum L))

Korijander je jednogodisnja, zeljasta biljka iz familije Apiaceae, visoka 50—80
cm. Cvetovi su bele boje, a plod je okruglast (sastavljen od dva simetri¢na ploda, dva
perikarpa Cvrsto spojena; slika 2.23.). Cveta pocetkom leta. OsuSeni plodovi su
prijatnog i aromati¢nog mirisa, naljutog i sladunjavog ukusa (Tucakov, 1971: 368-369).

Seme korijandera sadrzi oko 1 % etarskog ulja, lipida, belanc¢evina i dr. Sastav
etarskog ulja zavisi od bioloSkih i geografskih karakteristika, pa prema literaturnim
podacima dosta varira. U studijama, u kojima je ispitan hemijski sastav etarskog ulja
semena korijandera, iz Bangladesa i Pakistana, linalol, geranil acetat i y-terpinen su
navedeni kao glavne komponente (Bhuiyan et al., 2009; Anwar et al., 2011). Zawislak
(2011), od 40 komponenata etarskog ulja, izdvaja linalol, kamfor, a-pinene, geraniol i y-
terpinen kao najzastupljenije. Prema Singh i saradnicima (2006), linalol, geranil acetat,

a-pinene su bili glavne monoterpenske komponente korijandera iz Indije.

Slika 2.23. Coriandrum sativum - korijander

Korijander se tradicionalno koristi za budenje apetita, kod gastro-intestinalnih
tegoba, dijareje, bronhitisa, reumatizma. Pripisuju mu se karminativni (delovanje kod
stanja nadutosti), spazmoliti¢ki, analgeticki (ublazavanje bolova) i ekspektorantni efekti
(olakSavanje iskaSljavanja sluzi iz pluc¢a) (Warrier, 1996; Duke, 2002; Sahib et
al.,2013). Od bioloskih aktivnosti koje ova biljka ispoljava mogu se izdvojiti
antimikrobna (Matasyoh et al., 2009; Begnami et al., 2010), antioksidativna (Hashim et
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al., 2005; Nickavar i Abolhasani, 2009), antidijabetesna (Eidi et al., 2009),
antiinflamatorna (Reuter et al., 2008) i mnoge druge. Od polifenola, koji uti¢u na
antioksidativna svojstva ploda korijandera, su prisutne pre svega fenolne kiseline, i to
hlorogena, kafena, p-kumarna, ferulna, elaginska kiselina, kao i flavonoidi kvercetin,
kampferol, rutin i kumarini (Msaada et al., 2009; Barros et al., 2012; Dua et al.,2014;
Laribi et al., 2015).

Najvise korijandera tro$i se u industriji likera, peciva, slatkisa i piva. Koristi se i

za aromatizovanje specijalnih rakija i drugih zestokih alkoholnih pica.

2.8. Stevija (Stevia rebaudiana Bertoni) kao alternativni zasladiva¢ u
prehrambenoj industriji

Stevija, “biljka slatkog lista”, je viSegodi$nja zbunasta biljka, iz porodice
glavocika (Asteraceae), koja doseze visinu i do 1 m. Potice iz zemalja Juzne Amerike
(Paragvaj, Brazil), gde se njeni listovi stotinama godina koriste u ljudskoj ishrani,
kao prirodni zasladivac, kao lek protiv SeCerne bolesti i visokog krvnog pritiska, za brze
zarastanje rana itd. Danas se gaji Sirom sveta.

Listovi stevije su nazubljeni, elipticnog oblika, dugi oko 5 c¢cm, a $iroki oko 2
cm (slika 2.24.). Suvi listovi su sladi od saharoze oko 40 puta, a beru se u kasnu jesen,
pre nego Sto biljka procveta. Pored slatkih komponenata, po kojima je stevija poznata,
ova biljka je bogata mineralima, proteinima sa esencijalnim amino kiselinama,
vlaknima, flavonoidima, fenolnim i organskim Kkiselinama, masnim kiselinama,

vitaminima, a sadrzi i malo etarskog ulja (0,12-0,43 %) (Lemus-Mondaca et al., 2012).

Slika 2.24. Stevia rebaudiana - stevija
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2.8.1. Steviol glikozidi

Slatka komponenta stevije je prvi put izolovana 1909. godine. Tek 1931. godine
je ekstrakt stevije pre¢iSéen do slatkog steviozida, da bi 1952. godine bila utvrdena i
njegova hemijska formula, kao diterpenskog glikozida. Steviozid je najzastupljeniji
steviol glikozid (4 — 13 %) u lis¢u stevije. Kasnije su otkriveni i ostali glikozidi stevije,
tako da se danas zna za njih deset, od kojih su poznatiji rebaudiozid A (2 — 4 %),
rebaudiozid C (1 — 2 %) i dulkozid A (do 1 %). Steviol glikozidi se sastoje od
aglikonskog diterpena steviola, i za njega vezane preko C13 i C19 dve Secerne
komponente, uglavnom glukoze i rede ksiloze i ramnoze (R i Rz na slici 2.25. su
SeCerne komponente).

Stevija 1 njeni glikozidi se koriste kao zamena za Secer, za leCenje Secerne
bolesti, gojaznosti, hipertenzije i za prevenciju karijesa. Mnoge studije svedoCe o
terapeutskim efektima steviozida i drugih steviol glikozida, kao npr. antiinflamatornom,

antitumornom i diuretiénom efektu (Lemus-Mondaca et al., 2012). Pored toga, izolati

razli¢itih delova stevije, kao i njeni slatki glikozidi, pokazali su u mnogim studijama
antimikrobnu (Muanda et al., 2011; Ramya et al., 2014; Siddique et al., 2014) i
antioksidativnu aktivnost (Shukla et al., 2009; Geuns et al., 2012; Rao et al., 2012;
Shevchenko et al., 2013; Ruiz-Ruiz et al., 2015; Carbonell-Capella et al., 2015).

OR:

RO—\
Slika 2.25. Strukturna formula steviol glikozida

Slast mesavine steviol glikozida u razli¢itim odnosima je od 100 do 300 puta

jaca od saharoze (Nabors, 2011). Kalorijska vrednost suvog lis¢a stevije iznosi
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2,7 kcal/g. To znaci da se kao zasladiva¢ moze svrstati u one nisko - kalori¢ne, U koje
spadaju i aspartam (4 kcal/g), acesulfam K (bez kalorija), saharin (bez kalorija),
sukraloza (bez kalorija) itd. Ipak, ono Sto steviol glikozide razlikuje od pomenutih
zasladivaca je prirodno poreklo i netoksi¢nost. Istrazivanja ukazuju na nepostojanje
alergijskih reakcija, mutagenih ili kancerogenih efekata steviol glikozida. Cak ni duza
upotreba u ljudskoj ishrani nije dovela do toksic¢nih efekata (Geuns, 2002; Gawet-Bgben
et al., 2015). S obzirom da je glikemijski indeks stevije nizak, pogodna je za
dijabeticare. Kao alternativa saharozi, steviol glikozidi mogu odigrati veliku ulogu u
prevenciji i leCenju gojaznosti.

Za ekstrakciju glikozida iz biljke koriste se razni rastvaraci kao §to su etanol,
metanol, voda, glicerin, propilen glikol, sorbitol itd. Ipak, najcesce se koristi vrela voda,
s obzirom da se tako bolje izdvaja polarniji rebaudiozid A, koji je boljeg ukusa od
steviozida. Izdvajanje glikozida iz liS¢a pocinje vodenom ekstrakcijom, nakon cCega
sledi selektivna ekstrakcija polarnim organskim rastvara¢em, dekolorizacija, uklanjanje
necistoca filtracijom ili flokulacijom, jonska izmena 1 kona¢no kristalizacija (O'Donnell
i Kearsley, 2012).

Steviozid i rebaudiozid A su stabilni molekuli koji neznatno ili uopste ne
podlezu degradaciji na visokim temperaturama, u kiseloj sredini, kao ni pri izlaganju
svetlosti, $to ih ¢ini prikladnim za primenu u prehrambenoj industriji (O'Donnell 1
Kearsley, 2012; Lemus-Mondaca et al., 2012).

Steviol glikozidi stevije se proizvode kao komercijalni zasladivaci u Japanu, jos$
od sedamdesetih godina proslog veka. Medutim, zbog gorkog ukusa steviozida, kao i
zbog nedovoljnih nauénih dokaza o netoksi¢nosti, potencijal stevije bio je dugo
zapostavljen u drugim delovima sveta. Rezultati brojnih istrazivanja koji ukazuju na
zdravstvenu bezbednost upotrebe steviol glikozida, doprineli su da se steviol glikozidi
nadu na listi aditiva sa statusom GRAS (Generally Recognised as Safe), kao i
komercijalizaciji ovih zasladivaca i u Tajvanu, Koreji, Kini, Brazilu, SAD-u, Kanadi,
Evropi. Danas se na svetskom trziStu mogu nac¢i prehrambeni proizvodi kojima je
bioloska aktivnost poboljsana, a kalorijska vrednost smanjena zamenom saharoze
stevijom. Tako se glikozidi stevije koriste u proizvodnji zvakacih guma, sokova i drugih
napitaka, stonih zasladivaca, sladoleda i drugih konditorskih proizvoda, kafe, decje

hrane, sosova, pekarskih proizvoda, cerealija, mle¢nih proizvoda itd. U Japanu se
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glikozidi stevije ¢ak koriste i za poboljSanje senzornih svojstava nekih slanih proizvoda,
kao S$to su riba, meso i morski plodovi.

Zamena $ecera stevijom i njenim izolatima u okviru grupe alkoholnih pica jo$
uvek nije aktuelna, ni u nauci ni na trziStu. Za sada se na evropskom trzistu moze sresti
nisko - alkoholno, fermentisano pice, sa ukusom brusnice, koje je 2011. godine lansirala
finska kompanija Hartwall, kao prvo alkoholno pic¢e sa dodatkom steviol glikozida i 30

% manjom energetskom vrednoscu (slika 2.26.).

Slika 2.26. Komercijalno alkoholno piée sa dodatkom stevije
Likeri su, zbog prisustva znatne koli¢ine $eera, sami po sebi, pic¢a sa visokom
kalorijskom vredno$¢u. Na primer, u jednom popularnom likeru, po “Sotu” pica (42,62
mL) ima 150 kalorija i 16,4 grama Secera, $to je Citavih 38,5 % Secera od “Sota” (slika
2.27.). Zato je interesantno ispitati mogucnost zamene dela saharoze niskokalori¢nim
zasladivaCem. Prirodno poreklo zasladivaca, u tom slucaju, je dodatni razlog za

afirmaciju jedne takve inovacije.

Slika 2.27. Koli¢ina $ec¢era u jednoj dozi likera
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja bio je dobijanje novih likera sa senzorno
najprihvatljivijom kombinacijom odabranih dvanaest lekovitih, aromati¢nih i za¢inskih
biljnih vrsta, primenom odgovarajuc¢ih metoda senzorne analize. S obzirom na bogatstvo
u sadrzaju biaktivnih jedinjenja, ocekuje se da odabrane biljke finalnom proizvodu daju
funkcionalna svojstva. Dodatni ciljevi rada su obuhvatali:

e ispitivanje moguénosti zamene dela saharoze u dobijenom likeru
niskokalori¢nim zasladivaéem prirodnog porekla, steviol glikozidom, koji se
dobija iz biljke stevije (Stevia rebaudiana Bertoni),

e utvrdivanje postignutih funkcionalnih svojstava dobijenih likera analizom
njihove antioksidativne i antimikrobne aktivnosti, uz poredenje sa popularnim
komercijalnim pi¢ima, koji spadaju u istu ili sli¢nu grupu proizvoda kao dobijeni
likerti,

e komparativna analiza antioksidativne i antimikrobne aktivnosti odabranih
dvanaest lekovitih, aromati¢nih i za¢inskih biljnih vrsta

e statisticko poredenje rezultata svih primenjenih metoda za odredivanje
antioksidativne aktivnosti, u cilju ispitivanja pouzdanosti primene dve relativno
nove polarografske metode, HPMC i MRAP, na kompleksnim uzorcima kao §to
su uzorci pica i etanolni biljni ekstrakti,

e analiza isparljive frakcije odabranog aromati¢nog i1 zacinskog bilja.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Polazni biljni materijal

Biljni materijal je prikupljan tokom 2012. godine sa polja u vlasnisStvu firme
“Bilje Bor¢a” (Beograd — Srbija) koja se nalaze u razli¢itim delovima Srbije, dok su
neke biljne vrste uvezene. Za istrazivanje su odabrane sledece biljne vrste:
e Centaurium erythraea Rafn subsp. erythraea (sinonim: Centaurium umbellatum
Gilib.), Gentianaceae familija, kiCica, ¢iji je nadzemni deo uvezen iz Albanije a
prikupljen tokom cvetanja biljke u septembru 2012. godine;
e Gentiana lutea L. subsp. symphyandra (Murb.) Hayek, Gentianaceae familija, lincura,
¢iji je koren prikupljen na planini Kopaonik u aprilu 2012. godine u fazi mirovanja
biljke;
e Artemisia absinthium L., Asteraceae (Compositae) familija, pelin, ¢iji je nadzemni
deo prikupljen na planini Jastrebac u sredi$njoj Srbiji, u julu 2012. godine, u fazi
cvetanja biljke;
e Teucrium montanum L., Lamiaceae (Labiatae) familija, iva, ¢iji je nadzemni
prikupljen u Soko banji u junu 2012. godine tokom cvetanja;
e Teucrium chamaedrys L., Lamiaceae (Labiatae) familija, podubica, ¢iji je nadzemni
deo prikupljen u Juznoj Srbiji, u blizini NiSa, u junu 2012. godine u fazi cvetanja biljke;
e Tussilago farfara L., Asteraceaec (Compositae) familija, podbel, ¢iji su listovi koji su
dostigli duzinu vec¢u od 10 cm prikupljeni u Juznoj Srbiji, u blizini NiSa, u maju 2012.
godine;
e Mentha piperita L., Lamiaceae (Labiatae) familija, nana, ¢iji su listovi prikupljeni u
Vojvodini, Severnobanatski okrug, u naselju Padej u junu 2012. godine u fazi pred
cvetanje;
e Salvia officinalis L., Lamiaceae (Labiatae) familija, zalfija, ¢iji su listovi uvezeni iz
Crne Gore a prikupljeni su krajem maja 2012. godine u fazi cvetanja;
e Lavandula angustifolia Mill. subsp. angustifolia (sinonim: Lavandula officinalis
Chaix), Lamiaceae familija, lavanda, ¢iji su cvetovi uvezeni iz Hrvatske a prikupljeni su
tokom u junu 2012. godine pre punog cvetanja;
e Pimpinella anisum L., Lamiaceae (Labiatae) familija, anis, ¢iji su uvezeni iz Egipta, a

prikupljeni su u junu 2012. godine u fazi pune zrelosti ploda;
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e Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae (Umbelliferac) familija, mora¢, ¢iji su plodovi
uvezeni iz Egipta a prikupljeni su u fazi pune zrelosti krajem jula 2012. godine, i
e Coriandrum sativum L., Apiaceae familija, korijander, ¢iji su plodovi prikupljeni u
punoj zrelosti tokom jula 2012. godine, u naselju Rusko Selo u Vojvodini,
Severnobanatski okrug.

Vaucer primerci odabranih biljaka su identifikovani 1 deponovani na

Poljoprivrednom fakultetu, Univerziteta u Beogradu na Katedri za agrobotaniku.

4.2. Priprema ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i
zaCinskog bilja za dobijanje likera i odredivanje antioksidativne
aktivnosti

Biljke su susene u prostorijama fabrike “Bilje Bor¢a” u Beogradu na vazduhu
prirodnim putem u tankim slojevima na sobnoj temperaturi (20°C). U laboratoriji iste
fabrike, osusen i usitnjen biljni materijal je ekstrahovan u perkolatoru kontinualnom
maceracijom pomocu 65 %, vodeno-etanolnog rastvora (napravljenog od 96 % etanola
Ada vrenje, Srbija, Beograd) u trajanju od 48h, na sobnoj temperaturi (20°C). Biljni
materijal je zatim uklonjen filtracijom 1 mehanicki isceden. Koli€ina dobijenog
ekstrakta u odnosu na pocetnu koli¢inu biljnog materijala iznosila je 5:1. Dobijeni

ekstrakti koriSceni su za pripremu likera kao i za odredivanje antioksidativne aktivnosti.
4.3. Pripema likera za analize

Likeri za senzornu, antioksidativnu i antimikrobnu analizu su pripremani od
65% vodeno - etanolnih ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja,
na Katedri za tehnologiju konzervisanja i vrenja, Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta
u Beogradu. Za odabir senzorno najprihvatljivije kompozicije biljnih ekstrakata
napravljene su tri mesavine (baze) pojedinacnih ekstrakata odabranih dvanaest biljnih
vrsta, tako da je koli¢ina od 384,6 mL finalne mesavine sadrzala ekstrakte iz grupe
biljaka sa gorkim materijama (grupa gorkih biljaka) i iz grupe aromati¢nih i za¢inskih
biljaka, u odnosu 1:1, 1:2 i 1:3, kao u tabeli 4.1. Nana je Cinila polovinu sadrzaja
aromati¢nih biljaka, zbog svoje karakteristicne, osvezavajuce i1 univerzalno dopadljive

arome.
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Tabela 4.1. Biljni sastav u uzorcima likera koriS¢enim za odabir najprihvatljivije
kombinacije biljnih ekstrakata u pi¢u

Odnos gorkih i aromati¢nih ekstrakata

1:1 1:2 1:3
. Koli¢ina biljnih ekstrakata u pi¢u (mL)
:Ezk;zap'g' va 32,05 21,35 16,02
gorkih Kicica 32,05 21,35 16,02
biljaka Podbel_ 32,05 21,35 16,02
Podubica 32,05 21,35 16,02
Pelin 32,05 21,35 16,02
Lincura 32,05 21,35 16,02
Ukupno 192,30 128,10 96,15
Ekstrakti Koli¢ina biljnih ekstrakata u pi¢u (mL)
iz grupe Nana 96,15 128,10 144,22
aromati¢nih Anis 19,23 25,62 28,85
1 zaCinskih Lavanda 19,23 25,62 28,85
biljaka Morag 19,23 25,62 28,85
Korijander 19,23 25,62 28,85
Zalfija 19,23 25,62 28,85
Ukupno 192,30 256,20 288,45

Dobijene meSavine su razblazene do jacine etanola od 25 % (v/v), dodavanjem
615,40 mL ¢esmenske vode (Gradski vodovod Beograd). Na kraju je dodato:

e 85 g saharoze, kao sredstva za zasladivanje,
e 2 mL glicerola, kao punioca ukusa,

e 2 mL karamela E150d, kao poboljsivaca boje.

Za poredenje odabrana komercijalna pic¢a, koja pripadaju grupi aperitiva i
digestiva, Anderberg (Underberg), Jegermajster ili Jeger (Jagermeister) i Gorki list, ,
kupljena su u lokalnoj prodavnici pi¢a u Beogradu, Srbija. Biter 55 (Bitter 55) i Biter 54
(Bitter 54) su poklonjeni do strane Katedre za tehnologiju konzervisanja i vrenja,
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Gorki tonik iz grupe farmaceutskih proizvoda,
Pervivo, kupljen je u lokalnoj apoteci. Sastav odabranih komercijalnih proizvoda

prikazan je u tabeli 4.2.
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Tabela 4.2. Sastav odabranih komercijalnih i pi¢a dobijenih u ovom istrazivanju

Komercijalna Sastav pica

pica

Anderberg 44 % (v/v) alkohola i 4,8 % Secera, nepoznat broj biljaka

Biter 54 35 % (v/v) alkohola, 46 vrsta lekovitog i aromati¢nog bilja, 8 vrsta

voca, 88,22 g/L. suvog ekstrakta, 75 g/L Secera, aditiv E160d
(karamel) za mrku boju

Biter 55 Biter 54 sa dodatkom 10 g/L plodonosnog tela gljive Ganoderma
lucidum maceriranom u trajanju od 30 dana

Jeger 35 % (v/v) alkohola, 56 vrsta lekovitog i aromati¢nog bilja i voca

Gorki list 28 % (v/v) alkohola, 27 lekovitih i aromati¢nih biljaka sa
dominantnim pelinom

Pervivo 40 % (v/v) alkohola, 25 vrsta biljnih vrsta

4.4. Senzorna analiza dobijenih i komercijalnih piéa

Uzorci su za senzornu analizu ¢uvani u staklenim flasama i servirani na sobnoj
temperaturi (20 = 2°C). Za metodu bodovanja uzorci su servirani u c¢aSama od
bezbojnog tankog stakla, a za sve ostale metode u plasticnim ¢aSama obeleZenim
trocifrenim Siframa. Uzorci su nasumi¢no poredani, tako da ocenjiva¢ ne zna redosled
uzoraka koji su ispred njega. Cesmenska voda je kori$éena za neutralisanje ¢ula izmedu

uzoraka.

4.4.1. Hedonski test

Testiranje misljenja potroSaca obavljeno je, prvenstveno, u cilju odabira
najprihvatljivije kombinacije biljaka u pi¢ima sa razli¢itim udelima gorkih i aromati¢nih
biljaka. Ukupno je testirano 30 potroSaca, i to ljubitelja biljnih likera 1 sli¢nih proizvoda.
Od ispitanika je trazeno da ocene stepen prihvatljivosti odabranih senzornih svojstava i
ukupnu prihvatljivost proizvoda (kao celine), primenom hedonske skale od 9 podeoka
(slika 4.1.). Centralna vrednost hedonske skale se odnosi na indiferentan stav potrosaca
prema proizvodu (“niti mi se dopada niti mi se ne dopada”), od koje na desnu stranu
raste stepen dopadanja, a na levu stepen nedopadanja (Meilgaard, Civille i Carr, 1999;
Lawless i Heymann, 2010). Podeoci se oznacavaju na sledeci nacin:

e izuzetno mi se dopada,
e veoma mi se dopada,
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e umereno mi se dopada,

e pomalo mi se dopada,

e niti mi se dopada, niti ne dopada,
e pomalo mi se ne dopada,

e umereno mi se ne dopada,

e veoma mi se ne dopada i

e izuzetno mi se ne dopada.

stepen nedopadanja stepen dopadanja
U 0 0 0 0 0 0 0 U
Izuzetno Niti mi se Izuzetno
mi se ne svida, niti mi mi se
svida se ne svida svida

Slika 4.1. Hedonska skala kori§¢ena za ispitivanje stepena prihvatljivosti odabranih
senzornih svojstava

4.4.2. Metod odredivanja magnitude

Metod odredivanja magnitude koris¢en je za izraCunavanje relativne slasti
steviol glikozida, koji ¢e u razli¢itim udelima zameniti saharozu u pi¢u. Od dodatno
napravljenih koli¢ina nezasladenog pica, a na osnovu literaturnih podataka, napravljeni
su rastvori sa razli¢itim koncentracijama saharoze i steviol glikozida (95 %-na ¢istoca,

sa 60 % rebaudiozidom A, MedHerbs, Nemacka), kao u Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Koncentracije zasladiva¢a i saharoze u pi¢u koriS¢ene za odredivanje
relativne slasti steviol glikozida

Zasladivac Koncentracije za odredivanje relativne slasti steviol glikozida u
odnosu na 8,5 % (m/v) saharoze

Saharoza 3,32 5,31 8,50 13,60 21,76
Steviol glikozid 0,01 0,02 0,03 0,05 0,07

Petnaest, prethodno obucenih laika, odredivalo je intenzitet slasti navedenih
pi¢a, uporedivanjem sa referentnim uzorkom, koji je sadrzao 8,5% (m/v) saharoze, i

kome je zato dodeljena brojcana vrednost 1. Sifrovani uzorci pica, obelezeni trocifrenim

53




Doktorska disertacija Marija Petrovié

bojevima, su nasumi¢no servirani ocenjivacima, a pre svakog je serviran i referentni
uzorak. Za percepciju slasti, dvostruko ja¢u od referentog uzorka, dodeljivana je
vrednost 2, za upola slabiji intenzitet - 0,5, bez moguénosti koriS¢enja nule
(ISO 11056:1999; Cardello et al., 1999; Lawless i Heymann, 2010:156; Cadena i
Bolini, 2012; Dutra i Bolini, 2014). Konstruisana je kriva zavisnosti logaritma
koncentracije saharoze ili steviol glikozida i intenziteta slasti zasladivaca (prikazano u
poglavlju 4.1.), koja predstavlja funkciju (Stone i Sidel, 2004):

S=aC"
u kojoj je:
S- intenzitet slasti,
C - koncentracija zasladivaca,

a - antilogaritam odsecka na y —0si,
n - nagib Krive.

Na osnovu izraCunate relativne slasti steviol glikozida metodom magnitude,
napravljena su pi¢a u kojima je zamenjeno 25 %, 50 %, 75 % 1 100 % saharoze
odgovaraju¢om koli¢inom praha istog. To znaci da je u pi¢e, umesto dela saharoze
dodato 0,1 g/L, 0,2 g/L, 0,3 g/L i 0,4 g/L praha steviol glikozida, odnosno: 63,5 g
saharoze i 0,1 g steviol glikozida; 42,5 g saharoze i 0,2 g steviol glikozida; 21,25 g

saharoze i 0,3 g steviol glikozida; 0 g saharoze i 0,4 g steviol glikozida.

4.4.3. Deskriptivna senzorna analiza

Deskriptivna senzorna analiza koriS¢ena je za dobijanje senzornog profila pica
sa razli¢itim udelima steviol glikozida i saharoze, a u cilju ispitivanja uticaja steviol
glikozida na vaznije senzorne atribute (Meilgaard, Civille i Carr, 1999; Lawless i
Heymann, 2010).

Senzorni panel se sastojao od 8 osoba, eksperata sa iskustvom u senzornom
ispitivanju, proverenih u pogledu funkcionisanja i osetljivosti ¢ula u skladu sa
standardom 1SO 8586-1:1993. Ocenjivacki list se sastojao od senzornih svojstava i
njihovih definicija, koje su prikazane u tabeli 4.4. Za ispitivanje intenziteta senzornih
svojstava  koriS¢ena je intervalna skala od 15 podeoka (slika 4.2.).
Levi kraj skale oznacava najslabiji intenzitet odredenog svojstva, dok desni kraj linije

oznacava najjaci intenzitet. Ocenjivaci su koristili skale po slobodnom izboru, ispitujuci
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intenzitet pojedinih svojstava medusobnim uporedivanjem uzoraka. Pri tome, prvo je

servirano kontrolno pice (sa saharozom, bez steviol glikozida), a ocenjivaci su upucéeni

tako da intenzitet opisnih parametra kod istog boduju uporedivanjem u odnosu na druga

pica iz grupe aperitiva i digestiva, biljnih likera i bitera gorkog ukusa. Senzorni profil

ostalih uzoraka, u kojima je deo saharoze zamenjen prahom steviol glikozida, uporeden

je sa kontrolnim uzorkom.

Tabela 4.4. Spisak ispitivanih senzornih svojstava sa definicijama.

Senzorno svojstvo

Definicija

Osnovni ukusi

Slatko

Ukus koji proizvode vodeni rastvori saharoze i drugih Secera

Gorko UKkus koji proizvode vodeni rastvori kinina
Ukusnost

Mentol Ukus koji poti¢e od mentola iz nane

Anis Ukus koji potic¢e od anetola iz anisa
Alkohol Ukus koji potic¢e od etanola

Vestacka slast

Karamel

Ukus koji podseca na vesStacke zasladivace (npr. aspartam u
zvakama)

Ukus koji podseca na karamelu

Hemijski osecaj

Punoca

Trpkost
Hlade¢i osecaj

Astrigencija

Utisak bogatog i1 intenzivnog ukusa i glatkog klizenja te¢nosti
preko sluzokoZze u ustima

Osecaj skupljanja sluzokoze u ustima, kao npr. usled
konzumiranja crnog vina bogatog taninima

Osecaj koji najcesce potice od proizvoda na bazi mentola
Osecaj suSenja u ustima koji podseca na jace napravljeni zeleni
¢aj

Naknadni ukus

Gorko

Slatko

Metalni ton

Gorak ukus koji se zadrzava u ustima do 1minut nakon gutanja
uzorka

Sladak ukus koji se zadrzava u ustima do 1minut nakon gutanja
uzorka

Ukus koji se zadrzava u ustima do 1minut nakon gutanja uzorka,
a podseca na metal

Slabo izrazeno

ObO0ooOO0oO0oOoo0oooooooao

Jako izrazeno

Slika 4.2. 1zgled skale za ispitivanje intenziteta odabranih senzornih svojstava
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4.4.4. Metod rangiranja

Metod rangiranja koriS¢en je za odabir optimalne koncentracije steviol glikozida
u pi¢u, kao zamene 25 %, 50 %, 75 % i 100 % za saharozu. Ucestvovalo je 30
ocenjivaca, ljubitelja gorkih biljnih likera i bitera, koji su rangirali 5 uzoraka sa
razli¢itim udelima steviozida i saharoze od 1 do 5, u smislu sveukupne dopadljivosti.
Prvo mesto dodeljivano je uzorku koji se panelistima najvise dopao, peto mesto
najmanje dopadljivom uzorku, dok su ostali bili izmedu. Analizirana je dobijena suma

(Choonhahirun et al., 2006).

4.4.5. Metod bodovanja

Metod bodovanja koriS¢en je za poredenje senzornog kvaliteta dobijenih likera
sa sliénim komercijalnim proizvodima sa trzista, koji pripadaju grupi aperitiva i
digestiva. U ocenjivackom panelu ucestvovalo je 5 ocenjivaca, eksperata u oblasti
senzorne analize alkoholnih pi¢a. Prilikom ocenjivanja kori$¢en je bodovni raspon od 1
do 5, uz kori$¢enja decimalnih brojeva (sa bodovnim opsegom od 0,10 jedinica; npr.
1,1;1,2; 1,3; 1,4; 1,5 itd.). Kvalitet odredenog senzornog svojstva je, na slede¢i naéin,
odreden ocenama:

1-2,5: nedovoljan;
2,5 — 3,5: dovoljan;
3,5—4,0: dobar;

4,0 —4,5: vrlo dobar;
4,5 —5: odlic¢an.

S obzirom da pojedinac¢na svojstva kvaliteta nemaju jednak uticaj na ukupni
kvalitet, za svako odabrano svojstvo odreden je koeficijent vaznosti (KV), pomocu
kojeg je data ocena korigovana (mnozenjem sa KV). Ukupan senzorni kvalitet
odabranih pi¢a je definisan i ocenjen preko slede¢ih pet parametara kvaliteta, sa
odredenim koeficijentima vaznosti: boja - 0,2; bistrina - 0,2; tipi¢nost - 0,4; miris - 1,2 i
ukus - 2. Koeficijenti vaznosti su izabrani prema uticaju pojedinih svojstava na ukupan
kvalitet, a izbalansirani tako da njihov zbir iznosi 20. Na osnovu izracunatih prosecnih
ocena za svako svojstvo, kao i prose¢nih ocena ukupnog kvaliteta, kvalitet proizvoda

podeljen je u sledecih 6 kategorija:
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e veoma lo$ kvalitet (diskvalifikacija), ocena ispod 10,00— znatni nedostaci izrazeni u
toj meri da se proizvod ne moze upotrebljavati prema prvobitnoj nameni;

¢ nezadovoljavajuci kvalitet (NM — nema medalje), ocena od 10,01 do 14,00- nedostaci
koji su ispod minimalnog zahteva kvaliteta, ali bi proizvod uz odgovaraju¢u doradu
mogao da se koristi prema prvobitnoj nameni;

e dobar kvalitet (BM — bronzana medalja), ocena od 14,01 do 16,00- uocljivi nedostaci,
koji nisu ispod minimalnih zahteva kvaliteta;

e vrlo dobar kvalitet (SM — srebrna medalja), ocena od 16,01 do 18,00- manji nedostaci;
e odlican kvalitet (ZM — zlatna medalja), ocena od 18,01 do 18,50- pozitivna svojstva,
bez nedostataka;

e vrhunski kvalitet (VZM - velika zlatna medalja), ocena od 18,50 do 20,00- izraZena

pozitivna svojstva, bez nedostataka.

4.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

4.5.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola metodom Folin—Ciocalteu (FC)

Hemijski sastav Folin-Ciocalteu reagensa nije sa sigurnoS¢u poznat, ali je
prihvaceno da sadrzi fosfomolibdensku i fosfovolframovu kiselinu. Reakcija se zasniva
na prelazu elektrona sa antioksidansa na molibden, u alkalnoj sredini. Fenoksid jon iz
uzorka se oksiduje, a FC reagens redukuje, uz formiranje plavog oksida volframa i
molibdena. Intenzitet nastalog plavog obojenja meri se pri 750 nm-765 nm. Do reakcije
1izmedu antioksidansa 1 FC reagensa dolazi samo ako je ispunjen uslov alkalnosti (pH ~
10; Karadag, Ozcelik et al., 2009).

Mo(VI) (zuta boja) + ¢ (od antioksidansa) — Mo(V) (plava boja)
Postupak

Sadrzaj ukupnih fenola, odnosno ukupna redukuju¢a mo¢ u biljnim ekstraktima,
je odredena pomoc¢u FC metode, po modifikovanoj metodi po Singleton-u (1999). U
rastvor biljnih ekstrakata (200 uL) je dodato 1000 pL FC reagensa (Merck, Darmstadt,
Nemacka) rastvorenog destilovanom vodom (1:10). Posle 6 min stajanja na tamnom
mestu, dodato je 800 uL rastvora natrijum karbonata (7,5 %), u cilju zadovoljenja
uslova alkalnosti. Rastvor je promeSan i1 ostavljen 2 h na tamnom mestu. Izmerena je

apsorbanca na 740 nm, A4 Kao slepa proba koriS¢ena je destilovana voda. Sva
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merenja su radena u tri ponavljanja. Isti postupak ponovljen je za 4 razblazenja
ekstrakta, a rezultat je predstavljao njihovu srednju vrednost. Eksperimentalno je
utvrdeno da odgovarajuc¢a vrednost razblazenja svakog ekstrakta (1:10 do 1:5) daje
apsorbancu od 0,2 do 0,7 na 740 nm. Od apsorbance svakog uzorka oduzeta je srednja
vrednost slepe probe. Isti postupak uraden je za sve 4 koncentracije galne kiseline kao
standarda (10, 25, 50, i 100 pg/mL), a zatim je konstruisana kalibraciona kriva
standarda galne kiseline. Iz jednacine krive izraCunat je sadrzaj ukupnih fenola u
uzorku. Rezultati su izrazeni preko ekvivalenta galne kiseline (ug GAE /mL) koji
odgovara apsorbanci razblazenja ekstrakta na 740 nm. Za sva spektrofotometrijska

merenja koriscen je spektrofotometar Helios y (ThermoSpectronic, Velika Britanija).

4.5.2. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

Ovo je jedan od najkomercijalnijih spektrofotometrijskih testova za odredivanje
antioksidativne aktivnosti. Slobodni DPPHe radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil; slika
4.3.a) je dobro poznati “hvatac” drugih slobodnih radikala i koristi se za odredivanje
antioksidativne sposobnosti, najée$¢e prirodnih, sekundarnih metabolita da mu predaju
labilan vodonikov atom. Ovaj mehanizam predstavlja najce$¢i 1 najjednostavniji

mehanizam antioksidativne zastite (DPPHe +AH — DPPH-H + A¢) (Goupy et al.,

2003).
o
e
a)
o, Ph NO, Ph
Ve H / g
OZN .N_N: + FIOH —> OZN N—/N: + FIO
\Ph Ph
N02 NO2
DPPH — radikal flavonoid DPPH flavonoid
(ljubicasta boja) b) radikal

Slika 4.3. Strukturna formula DPPH(a) i Sematski prikaz reakcije DPPH" sa molekulom
flavonoida FIOH (b)

58



Doktorska disertacija Marija Petrovié

Apsorpciona traka DPPH radikala se nalazi na oko 520 nm, $to rastvoru ovog
molekula daje intenzivnu ljubicastu boju. Redukcijom u prisustvu elektron-donorskih
molekula, koji imaju sposobnost “davanja” svojih labilnih H atoma molekulu DPPH,
dolazi do promene strukture molekula i pomeranja apsorpcionog maksimuma u oblast
oko 350 nm, sto rastvoru redukovanog oblika daje zutu boju (slika 4.3. b). Ovakve
promene omogucavaju i vizuelno pracenje reakcije redukcije DPPH radikala. U slucaju
gde su strukture elektron-donorskih vrsta nepoznate (npr. biljni ekstrakti) navedeni
metod daje podatke o redukcionom potencijalu uzorka. To je znaCajno za poredenje
redukcionih potencijala poznatih materijala.

Postupak

Koris¢ena je metoda po Blois-u (1958) sa malim modifikacijama. Pracena je
promena apsorbancije na 525 nm preostalog DPPH ljubicaste boje posle reakcije sa
antioksidansima uzorka. Radni rastvor se sastojao od 1,86 x 10™ mol/L DPPH (Fluka,
Buchs, Switzerland), u etanolu i 0,1 M acetatnog pufera (pH 4,3) u odnosu 2:1 (v/v).
RazblaZzenja biljnih ekstrakata (200 pL) su pomeSana sa 2800 uL radnog rastvora
DPPH. Nakon stajanja navedenog rastvora na tamnom mestu 30 min, izmerena je Asys,
Isti postupak ponovljen je za slepu probu (etanol ili destilovana voda). Merenje se
izvodi na sobnoj temperaturi. Kao standard kori$¢en je rastvor Trolox-a (6-hidroksi-
2,5,7,8- tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Nemacka). Aktivnost je izraZena u % inhibicije izra¢unatih po jednacini:

Acp — A
I(%)=¥x100
SP

gde je:

| — procenat inhibicije DPPH radikala,
Asp - aktivnost slepe probe,
Ayz -aktivnost antioksidansa.

Iz jednacine krive, koja predstavlja zavisnost % inhibicije DPPH radikala od
koncentracije Trolox-a, izra¢unata je antiradikalska aktivnost. Sva merenja su radena u
tri ponavljanja, a dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja +

standardna devijacija, i izrazeni su kao mM Trolox-a ekvivalenata (mM TE).
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4.5.3. Odredivanje ukupne redukujué¢e mo¢i FRAP metodom

Ovo je jedna od najbrzih metoda i veoma pogodna za rutinske analize. Zasniva
se na redukciji zutog feri-tripiridiltriazin kompleksa (Fe(111)-TPTZ), pri niskoj pH (3,6)
I pod uticajem elektron-doniraju¢ih antioksidanasa, u intenzivno plavo obojeni fero
kompleks (Fe(Il)-TPTZ), sa apsorpcionim maksimumom na 593 nm (slika 4.4.).
Vrednost apsorbance je linearno proporcionalna koncentraciji antioksidanasa u rastvoru,
a za konstrukciju standardne krive najéeSée se upotrebljavaju rastvori askorbinske
kiseline, Trolox-a i FeSO,. Jedna FRAP jedinica je definisana kao koli¢ina
antioksidansa koja je potrebna za redukciju 1 mol Fe(lll) u Fe(ll). FRAP vrednost za

askorbinsku kiselinu i Trolox iznosi 2,0.
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Slika 4.4. Reakcija redukcije Fe**-TPTZ kompleksa (Lesjak, 2011)

Postupak

Metoda je izvedena po modifikovanom postupku Benzie i Strain-a, (1996).
Rastvor FRAP reagensa je napravljen meSanjem acetatnog pufera (pH 3,6), TPTZ (10
mM TPTZ rastvora u 40 mM HCI; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,Nemacka) i FeCl;
x 6H,0 u zapreminskom odnosu 10:1:1, po navedenom redosledu. Svi uzorci, standardi
I reagensi, su prethodno inkubirani na 37 °C. Alikvoti od 0,1 mL svakog razblazenja
ekstrakta su pomesani sa destilovanom vodom (0,3 mL) i FRAP reagensom (3 mL).
Nakon 40 min na 37 °C, izmerena je apsorbanca Asgs, Kalibraciona kriva je konstruisana
pomocu rastvora Trolox-a. Slepa proba bila je destilovana voda umesto uzorka i
standarda. 1z razlike apsorbancije uzorka i slepe probe dobijena je apsorbancija za svaki
ekstrakt. Sva merenja su radena u tri ponavljanja, a dobijeni rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri merenja + standardna devijacija, i izrazeni su kao mM Trolox-a
ekvivalenata (mM TE).
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4.5.4. Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS radikala (TEAC metoda)

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) je zashovana na
sposobnosti molekula antioksidanasa da redukuju stabilni ABTS™ [2.,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] radikal. Plavo-zeleni katjonski ABTS™ radikal
se dobija reakcijom izmedu ABTS i kalijum-persulfata (K,S,0g) i pokazuje apsorpcione
maksimume na 645 nm, 734 nm i 815 nm. Dodatkom antioksidanasa, radikal se
redukuje, pri ¢emu dolazi do dekolorizacije, koja je proporcionalna koncentraciji

antioksidanasa i trajanju reakcije (slika 4.5.).
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Slika 4.5. Reakcija izmedu ABTS i kalijum-persulfata (K,S,0s) i dobijenog katjonskog
ABTS ™ radikala sa antioksidansom (AOH) (Oliveira et al., 2014)

Postupak

Metoda je izvedena po modifikovanom postupku Re-a i saradnika (1999). Iste
zapremine od 14 mM rastvora ABTS (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Nemacka) i
4,9 mM Kkalijum persulfata u fosfatnom puferu (pH 7,4), su pomesane u cilju dobijanja
stabilnog ABTS™ osnovnog rastvora. Stajanjem na tamnom mestu 12 — 16 h na sobnoj
temperaturi osnovni rastvor poprima tamnu plavo-zelenu boju. Radni rastvor ABTS™
pripremljen je razblaZivanjem osnovnog rastvora (oko 80 puta) sa fosfatnim puferom,

dok nije postignuta apsorbanca od Azzs 0,7 + 0,02 na A=734 nm. Sest minuta nakon
dodatka biljnih ekstrakata (30 uL), odnosno Trolox standarda (2,5; 1,25; 0,63; 0,31; i
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0,16 mM Troloksa u fosfatnim puferom) radnom rastvoru izmerena je apsorbanca. Za
svaki uzorak i standardni Trolox rastvor konstruisana je kriva zavisnosti inhibicije
ABTS™ radikala (procenat pada apsorbancije) u funkciji koncentracije. Slepa proba bila
je destilovana voda, umesto uzorka i standarda. Iz razlike apsorbancije uzorka i slepe
probe dobijena je apsorbancija za svaki ekstrakt. Antioksidativna aktivnost, dobijena je
iz odnosa nagiba krive uzorka i nagiba krive Troloks-a. Sva merenja su radena u tri
ponavljanja, a dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja + standardna

devijacija, i izraZeni su kao mM Trolox-a ekvivalenata (MM TE).

4.5.5. DC polarografsko merenje antioksidativne aktivnosti

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti primenjene su dve polarografske
metode, zasnovane na klasi¢noj polarografiji sa kapaju¢om Hg-elektrodom (KZE):
HPMC (HydroxoPerhydroxoMercury(ll) Complex) metoda i MRAP (Mercury
Reduction Antioxidant Power) metoda, nedavno razvijene u Elektrohemijskoj
laboratoriji Instituta za opStu 1 fizicku hemiju (Suznjevic et al., 2011, 2015).

Polarografska merenja u ovom radu obavljena su polarografskim uredajem PAR
(Princeton Applied Research) 174A sa priklju¢enim X-Y pisacem (Houston
Instruments, Omnigraph 2000), za automatsko belezenje polarografskih i-E krivih.
Kapacitivha komponenta struje i-E signala suzbijana je filterom instrumenta na poziciji
3 s. Zasi¢ena kalomelova elektroda (Saturated Calomel Electrode- SCE), je koriS¢ena
kao referentna, a kao pomoc¢na platinska elektroda. Pocetni potencijali kod HPMC i
MRAP metoda su 0,10 i 0,20 V vs SCE, po navedenom redosledu. Brzina promene
polarizuju¢eg napona iznosila je 10 mV/s. ClarkLubs (CL) pufer od pH 9,8, pripremljen
je meSanjem 25 mL 0,4 M H3BO3, 25 mL 0,4 M KCI i 40,8 mL 0,2 M NaOH (Merck,
Darmstadt, Nemacka).

Osnovni rastvor za HPMC metodu pripremljen je dodatkom 0,100 mL 1,00 M
rastvora H,O, (Belinka - Slovenija) u 19,9 mL CL pufera. Jednake koli¢ine od po 20 puL
razblazenog (1:2) i nerazblazenog uzorka su postepeno dodavane, kako bi se dobio
linearan pad anodne grani¢ne struje ij.

Osnovni rastvor za MRAP metodu je pripremljen dodatkom 2 mL 0,01 M HgCl,
u 18 mL CL pufer. Jednake koli¢ine nerazblaZzenog uzorka (100, 50 ili 25 pl) su

postepeno dodavane, kako bi se dobio linearan pad katodne grani¢ne struje.
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Pre svakog snimanja i-E krive (kako za osnovni rastvor, tako i nakon svakog
dodatka ispitivanog uzorka), rastvor je deaerisan i pomesan sa Cistim gasom azota, dok
je struja istog propustana iznad rastvora za vreme svakog snimanja.

Rezultati polarografskih metoda su izrazeni kao nagib linearnog dela krive
zavisnosti procenta smanjenja anodne struje kompleksa, odnosno katodne struje, od

zapremine ili koli¢ine dodatog uzorka.

4.6. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

4.6.1. Priprema uzoraka za odredivanje antimikrobne aktivnosti

S obzirom da je vecina identifikovanih jedinjenja, koja poseduju antimikrobne
sposobnosti, organske prirode, aromati¢ne ili zasiCene hemijske strukture, ekstrakcija
etanolom obi¢no predstavlja najbolje reSenje za dobijanje ekstrakata za analizu
antimikrobne aktivnosti. Veéina ovih jedinjenja nije hidrosolubilna, pa se voda ne
preporucuje za ekstrakciju antimikrobnih jedinjenja (Cowan, 1999; Wendakoon et al.,
2012; Parekh et al., 2006). U prilog tome ide podatak da je vodeni ekstrakt lista biljke
Acalypha wilkesiana u jednoj studiji pokazao bakteriostaticki efekat, dok je etanolni
ekstrakt imao baktericidno dejstvo na sve ispitivane mikroorganizme (Alade i Irobi,
1993). 1 u drugim istraZzivanjima etanolni ekstrakti su ispoljili ja¢u antimikrobnu
aktivnost od vodenih (Rojas et al., 2006; Nair i Chanda, 2007). Ponekad se tanini i
terpenoidi mogu nac¢i u vodenoj fazi, ali, generalno, se bolje rastvaraju u manje
polarnim rastvara¢ima kao $to je etanol. Ovakva superiornost etanola, kao rastvaraca
antimikrobnih jedinjenja, verovatno je doprinela i sugestiji da je ekstrakcija Cistim
etanolom pozeljnija od primene vodeno-etanolnih rastvora kao sredstva za ekstrakciju
(Cowan, 1999).

Zato je, pre odredivanja antimikrobne aktivnosti, osuSen i do praha usitnjen
materijal odabranih biljnih vrsta ekstrahovan maceracijom u 96 % (v/v) etanolu, u
trajanju od 24 h na sobnoj temperaturi. Odnos rastvaraca i biljnog materijala bio je 4:1.
Biljni materijal je, zatim, uklonjen filtracijom i mehanicki isceden. Dobijeni te¢ni
ekstrakti su upareni do suva, na temperaturi od 50 °C, u rotacionom vakuum uparivau
(BUCHI, Svajcarska). Suvi ekstrakti su do mikrobioloskih analiza ¢uvani u zatvorenim

staklenim vijalama, na temperaturi od +4 °C.

63



Doktorska disertacija Marija Petrovié

Uzorci pi¢a su dealkoholizovani na temperaturi od 40 °C, u rotacionom vakuum
upariva¢u (BUCHI, Svajcarska) i &uvani u zatvorenim staklenim vijalama, na

temperaturi od +4 °C.
4.6.2. Priprema kultura mikroorganizama

Antimikrobna aktivnost odabranih biljnih vrsta je ispitana na mikroorganizmima
koji pripadaju standardnim sojevima iz kolekcije ATCC (American Type of Culture
Collection), iz Laboratorije za tehnolosku mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta u
Beogradu, u kojoj su i antimikrobna ispitivanja radena. Kori$¢eni su sojevi
gram — pozitivnih bakterija:

Listeria monocytogenes ATCC 19111,
Rhodococcus equi ATCC 6939,
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633,
Bacillus cereus ATCC 11778,

gram - negativnih bakterija:

Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150,
Proteus mirabilis ATCC 12453,
Shigella sonnei ATCC 29930,

Yersinia enterolitica ATCC 27729,

Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028

i kvasac
Candida albicans ATCC 10259.

Ispitivani mikroorganizami su zasejani na odgovaraju¢em agaru i ostavljeni
tokom 24 h na 35 °C. Sa ¢vrste hranljive podloge pomocu eze, izdvojena je jedna
kolonija i prebacena u 5SmL odgovarajuceg bujona. Za bakterije Listeria monocytogenes
I Escherichia coli O157:H7 koris¢en je tripton soja bujon (Torlak, Srbija), za ostale
bakterije Miler Hinton bujon (Torlak, Srbija), dok je za kvasac koriS¢en sladni bujon
(Biolab, Madjarska), kao hranljivi medijum. Bujoni zasejani bakterijama su dalje
inkubirani 18 — 24 h na 37 °C, a oni sa kvascem na 30 °C. Krajnja koncentracija

mikroorganizama u hranljivom medijumu je iznosila 10° cfu/mL (Kla¢nik et al., 2010).
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Ova bakterijska tj. kvasceva suspenzija je dalje koris¢ena za inokulaciju mikrotitarskih

plocica.

4.6.3. Bujon mikrodiluciona metoda

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) ispitivanih biljnih ekstrakata i pic¢a
odredena je bujon mikrodilucionom metodom, koris¢enjem mikrotitarskih plocica sa 96
mesta (bunari¢a; Sarstedt, Nemacka) (Kla¢nik et al., 2010). Upareni etanolni ekstrakti
su rastvoreni u 5 % DMSO (dimetil sulfoksid). Testirane su koncentracije uparenih i
rastvorenih ekstrakata u opsegu 7,50 — 0,12 mg/mL, dobijene dvostrukim razredenjima.
Koncentracije uparenih, dealkoholizovanih i neuparenih pica, sa etanolom, su testirane
u opsegu koncentracija 50 - 0,05 % (v/v), dobijenim serijskim razredenjima. Kao
indikator vijabilnosti mikroorganizama koris¢ena je boja TTC (2,3,5-trifenil-tetrazolium
hlorid; Sigma Chemical Co., St.Louis, Missouri, USA). Svaki bunari¢ je na kraju
sadrzao zapreminu od 100 pL, dobijenu dodavanjem bakterijske odnosno kvasceve
suspenzije testiranim uzorcima, u razli¢itim koncentracijama. Poslednje dve kolone
bunari¢a su sadrzale pozitivnu i negativnu kontrolu. Pozitivna kontrola bio je bujon
inokulisan bakterijskom odnosno kvas€evom suspenzijom, dok je negativna kontrola
bio samo bujon, bez mikroorganizama. Inokulisane mikrotitarske ploc¢ice su zatvorene i
inkubirane u trajanju od 24 h na 37 °C. Kao MIK uzeta je ona koncentracija etanolnih
ekstrakata, odnosno pic¢a kod koje nije bilo vidljive promene boje.

Sadrzaj bunarica, kod kojih nije bilo vidljive promene boje, sterilnom ezom je
presejan na Petri ploce sa odgovaraju¢om ¢vrstom podlogom. Petri ploce sa zasejanim
bakterijama su inkubirane na 37 °C, 18 h — 24 h a one sa kvascem na 30 °C, 24 — 48 h.
Najmanja mikrobicidna koncentracija, koja je bila potrebna da u potpunosti unisti
mikroorganizme (izostanak rasta na agaru) uzeta je kao minimalna baktericidna
koncentracija (MBK) (Petrovic et al., 2015b). Postupak odredivanja MIK i MBK uraden

je u tri ponavljanja (Zomorodian et al., 2015).
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4.7. Analiza isparljive frakcije odabranih aromati¢nih i zacinskih
biljaka

4.7.1. 1zolovanje isparljive frakcije biljaka

Osusen, 1 do praha usitnjen biljni materijal je podvrgnut dvocasovnoj
hidrodestilaciji, koris¢enjem aparature po Klevendzeru. Ostaci vlage u dobijenom
etarskom ulju su eliminisani pomoc¢u anhidrovanog natrijum sulfata. Ulje je do gasno
hromatografske analize ¢uvano u zatvorenim staklenim vijalama, na temperaturi od
+4°C.

4.7.2. Gasna hromatografija -masena spektrometrija (GC- MS)

Isparljiva frakcija (etarska ulja) ispitivanih aromati¢nih biljaka analizirana je
GC-MS (engl. gas chromatography — mass spectrometry) tehnikom. Kori$¢en je gasni -
hromatograf Agilent 7890N sa HP5-MS kapilarnom kolonom (temeperaturni opseg: 60
°C tokom 0 minuta, zatim 3 °C min-1 do 280 °C.) i helijomom, kao nose¢im gasom
(protok 1,5 cm®min). Uzorci zapremine 1 pl su ru¢no injektovani i analizirani u
“splitless” rezimu. Temeratura injektora je iznosila 250 °C. Gasni hromatogaf je bio
spojen sa masenim spektrometrom Hewlett-Packard 5972 (energija jonizujucih
elektrona 70 eV u opsegu skeniranja 45 - 550). Temperatura izvora je bila 230 °C, a
kvadrupola 150 °C. Analize ispitivanih uzoraka su radene u “full scan” rezimu.
Komponente koje su formirale najizraZenije pikove su identifikovane poredenjem
njihovih retencionih indeksa sa literaturnim podacima, kao i poredenjem masenih
spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2005; NIST2000 biblioteka
masenih spektara; Wiley/NBS registar podataka, 7. elektronska verzija). Retencioni
indeksi (Kovacevi indeksi - RI) su izra¢unati u odnosu na homologi niz n-alkana (C;—

Co9) pod istim eksperimentalnim uslovima (Van den Dool i Kratz, 1963).
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4.8. Poredenje i statisticka obrada rezultata

Deskriptivna statisticka analiza, u smislu izracunavanja srednjih vrednosti 1
standardnih greSaka za srednje vrednosti, izvedena je pomoc¢u Microsoft Excel 2007
softvera. Dobijeni rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri ponavljanja *
standardna devijacija (SD). Kod polarografije jednosmerne struje, SD je dobijena
linearnom regresijom iz krive zavisnosti intenziteta struje od koncentracije uzorka.
Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) i F-test su primenjeni za poredenje
dobijenih rezultata. Znacajnost razlika izmedu uzoraka je odredena post-hoc Tukey-
jevim HSD testom sa intervalom poverenja od 95 %, koristeci softver StatSoft Statistica
10. Klaster analiza (CA) podataka, dobijenih svim primenjenim antioksidativnim

testovima, uradena je koriste¢i softver SPSS 8.0.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Dobijanje likera od odabranih lekovitih, aromati¢nih i zacinskih
biljnih vrsta

Komercijalni biljni likeri su, uglavnom, mesavina veéeg broja biljnih vrsta
(preko 20 pa i do 56; Vukosavljevi¢ et al., 2009). U ovom radu, ekstrakti dvanaest
odabranih lekovitih, aromati¢nih i zacinskih biljnih vrsta, cesto koriS¢enih u industriji
alkohonih pica, su kori$¢eni za dobijanje novog biljnog likera.

Ova faza istrazivanja, koja je bila fokusirana na dobijanje oodgovarajuce
kombinacije ekstrakata odabranih biljnih vrsta, kao i uvodenje zasladivaa steviol
glikozida umesto dela saharoze, izvedena je u 5 serija senzorne analize:

e testiranje miSljenja potrosaca u cilju odabira senzorno najprihvatljivije kombinacije
biljaka,

¢ odredivanje relativne slasti steviol glikozida,

¢ uvodenje steviol glikozida kao zamene za deo saharoze i formiranje senzornog profila
dobijenih uzoraka, u cilju ispitivanja uticaja ovog zasladivaca na senzorne karaktersitike
likera,

e testiranje misljenja potrosata metodom rangiranja, u cilju odabira pica sa
o ekspertsko testiranje kvaliteta odabranih likera metodom rangiranja.

U cilju dobijanja dobro ukomponovane kombinacije biljnih ekstrakata, tako da
gorina bude izbalansirana sa slas¢u pica, napravljene su tri probe pica, nazvanog
”Biljni koktel (BK)”, prema recepturi detaljno opisanoj u odeljku 4.3. poglavlja
Materijal i metode, sa udelom gorkih i aromati¢nih biljaka u odnosu 1:1, 1:2 i 1:3
[BK(1:1), BK(1:2) i BK(1:3)]. Tri navedena uzorka pi¢a su testirana koriS¢enjem

hedonske skale, a rezultati su prikazani u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Rezultati ispitivanjg stepena prihvatljivosti odabranih senzornih svojstava
upotrebom hedonske skale (1-9)

Parametri ocenjivanja

Ukusnost Boja Miris Ukupna

prihvatljivost
BK(1:1) 34+11° 54+ 1,5 39+1,7° 33+1,1°
BK(1:2) 42+1,1° 55+1,5° 4,2 +1,5 42+1,1°
BK(1:3) 6,1+1,0° 57+15 46+14° 6,2 +1,.2°

"Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD; Razli¢ita slova u istoj koloni ukazuju da
postoji statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti posmatranih uzoraka (p < 0,05), prema
post hoc Tukey-evom HSD testu; podaci u tabeli predstavljaju srednju vrednost bodova koje je
dalo 30 ispitanika + standardna devijacija (SD).

Pi¢e sa najve¢im udelom aromaticnih 1 zacinskih biljaka je dobilo najveéi broj
bodova, za sve parametre ocenjivanja. Statisticki znacajne razlike izmedu ocena
dobijene su za miris, ukusnost i ukupnu prihvatljivost, dok izmedu ocena za boju nije
bilo statisticki znacajne razlike (p < 0,05). Niza prihvatljivost BK(1:1) i BK(1:2)
verovatno poti¢e od visokog sadrzaja gorkih biljaka, odnosno nedovoljno izbalansirane
gorcine i slasti pi¢a. Sa smanjenjem udela gorkih biljaka, povecava se i prihvatljivost
svih parametara kvaliteta. Pi¢e sa najve¢om ocenom, u narednom tekstu “Biljni koktel”
(BK), izabrano je za kontrolno pi¢e u narednim etapama senzorne analize, i za ostale
analize u daljem istrazivanju.

U drugoj seriji senzorne analize, ispitana je mogucnost zamene Secera dijetalnim
zasladivacem. U uzorak, koji se hedonskim testom pokazao kao najbolji, uveden je
zasladivac, koji je u razli¢itim odnosima zamenio saharozu. U tom cilju, koriS¢en je beli
prah steviol glikozida, 100 do 300 puta sladi od saharoze (Nabors, 2011), koji se dobija
ekstrakcijom iz li§¢a juznoameri¢ke biljke Stevia Rebaudiana Bertoni. Zasladivaci
dobijeni od stevije su poslednjih godina sve aktuelniji na trziStu pica i hrane. Jedna od
prednosti koriS¢enja ovih zasladivaa u prehrambenoj industriji je niska kalori¢nost,
prirodno poreklo, kojim se ostali niskokalori¢ni zasladivaci, tipa aspartama, saharina i
ostalih, ne odlikuju. Osim toga, sama biljka i njeni izolati su u literaturi opisani kao
bogat izvor polifenola, koji ispoljavaju znacajnu antioksidativnu aktivnost (Shukla et
al., 2009; Ruiz-Ruiz et al., 2015).

Da bi se saharoza uspeSno zamenila zasladivacem, bitno je da se njegovim
dodavanjem u proizvod postigne isti intenzitet slasti kao sa saharozom, §to je zapravo

tzv. relativna slast. Zato treba preliminarno odrediti koncentraciju zasladivaca, po slasti
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ekvivalentnu Zeljenoj koncentraciji saharoze u proizvodu. Ova koncentracija

zasladivaca obi¢no zavisi od vrste uzorka (Dutra i Bolini, 2014).

Relativna slast zasladivaca odredena je metodom magnitude, u odnosu na 85 g/L
(8,5 % ml/v) saharoze u uzorku (Cardello et al., 1999). Zadatak ocenjivaca bio je da
uporede intenzitet slasti nepoznatih uzoraka sa razli¢itim koncentracijama saharoze ili

steviol glikozida, u odnosu na referentni uzorak. Kriva zavisnosti logaritma

koncentracije zasladivata i intenziteta slasti zasladivaca, dodeljenih od strane

ocenjivaca, predstavljena je na slici 5.1.
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Intenzitet slasti

# Saharoza

A Stevija

Slika 5.1. Krive zavisnosti intenziteta slasti od koncentracije saharoze ili steviol
glikozida, u odnosu na 8,5 % (m/v) saharoze u picu

Parametri, dobijeni iz funkcije zavisnosti intenziteta slasti i koncentracije
saharoze ili steviol glikozida u uzorku, na osnovu kojih je izracunava relativna slast

alternativnog zasladivaca, u odnosu na 8,5 % (m/v) saharoze, prikazani su u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Parametri za odredivanje relativne slasti i relativna slast stevije u odnosu na
8,5 % (m/v) saharoze u pi¢u

Zasladiva¢ Nagib krive Odsecak naKoeficijent Funkcija Relativna Jacina
y- 0Si korelacije lintenziteta slast steviol X
(R?) slasti (% m/v) glikozida
Stevija 0,706 0,982 0,965 S=9,52 C* 0,04 212
Saharoza 0,767 -0,717 0,968 $=0,192 C°™®7

“Jacina zasladivaca je broj koji ukazuje na to koliko je puta zasladiva¢ sladi od saharoze
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Relativna slast steviol glikozida, tj koncentracija steviol glikozida potrebna da
zameni slast 8,5 % (m/v) saharoze u uzorku, iznosi 0,04 % m/v. U skladu sa tim, u BK,
kao kontrolnom uzorku zamenjeno je 25 %, 50 %, 75 % i 100 % saharoze sa
odgovarajuc¢om koli¢inom praha steviol glikozida (0,1 g/L; 0,2 g/L; 0,3 g/L 10,4 g/L).

Sledeca serija senzorne analize uradena je u cilju dobijanja senzornog profila
navedenih 5 uzoraka pi¢a. Na osnovu literaturnih podataka, koji opisuju deskriptivnu
senzornu analizu razlicitih vrsta pica, kako alkoholnih tako i bezalkoholnih, izabrano je
nekoliko opisnih parametara (atributa), ¢iji je intenzitet izrazenosti u navedenim
uzorcima sa steviol glikozidom i sa saharozom bodovan na skali od 1 do 15 (Lawless i
Heymann, 2010). Senzorni profil uzoraka, dobijen kvantitativnom deskriptivnom

analizom, prikazan je naslici 5.2.

U: gorko

NU: metalni ton

= BK (kontrola)
—25%

50%
e 7 5%
s 100 %

UK: mentol

U- osnovni ukus; HO-hemijski osecaj; UK-ukusnost; NU-naknadni ukus
Slika 5.2. Senzorni profil likera sa saharozom i steviol glikozidom

U senzornom profilu pica i napitaka, kod kojih je koriS¢ena stevija i njeni izolati
kao zasladivaci, primeéeni su neki nepozeljni senzorni atributi u jaem intenzitetu, i to
pri viSim koncentracijama stevije, kao npr veStacka slast, metalni naknadni ukus i
naknadna gor¢ina (Cardoso i Bolini, 2007; Majchrzak et al., 2014). U ovom
istrazivanju, porast koncentracije steviol glikozida ne utiC¢e na porast intenziteta
pomenutih atributa. Sa porastom udela steviol glikozida u pi¢u primecuje se rast

intenziteta hlade¢eg hemijskog osecaja, anisa i mentola kao komponenata ukusnosti
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koje poti¢u od terpena anetola i mentola iz biljaka anisa i nane. Izrazenost alkohola
takode raste sa povec¢anjem udela steviol glikozida (slika5.2.). Ocigledno je da saharoza,
u odredenoj meri, maskira senzornu percepciju isparljivih aromati¢nih jedinjenja. Ipak,
punoca ukusa je izrazenija kod pi¢a u kome je saharoza jedini zasladivac¢ kao 1 kod pica
sa 25 % saharoze zemenjene steviol glikozidom (slika 5.2.). Pored toga $to ima ulogu
zasladivaca poznato je da saharoza doprinosi i puno¢i ukusa.

uzorci su, u sledecoj seriji senzorne analize, uporedeni prema dopadljivosti, testom
rangiranja. Ucestvovalo je 30 laika, ljubitelja biljnih i gorkih alkoholnih pica. Sa slike
5.3. se vidi da je uzorak, u kome je 25 % saharoze zamenjeno steviol glikozidom, imao
najmanju sumu rangova, odnosno, da je najdopadljivji. Ovo ukazuje na moguénost
uspes$ne primene niskokalori¢nog, dijetalnog zasladivaca, steviol glikozida, u biljnim
likerima. Zato je pice, u kome je 25 % saharoze zamenjeno steviol glikozidom, pored
kontrole, odabrano za dalje analize u ovom istrazivanju i u daljem tekstu navodice se

kao “Biljni koktel lajt (BKL)”.

140

120 115 113

100 - 88

60 -

Suma rangova

40 -

20 A

BK 25%%* 50%* 75%%* 100%%*
Pi¢a

Slika 5.3. Rangiranje uzoraka sa saharozom i steviol glikozidom
*Procenti saharoze zamenjeni steviol glikozidom
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5.1.2. Senzorna ocena dobijenih likera

Najvaznije senzorne karakteristike finalnih proizvoda ovog istrazivanja, BK i
BKL, su, od strane eksperata, uporedene sa aperitivima i digestivima popularnim na
nasem trzi$tu. Za poredenje su odabrani Jeger, Gorki list, Anderberg, Bitter 54, Bitter 55
i medicinski gorki tonik iz grupe farmaceutskih proizvoda-Pervivo. Zajedni¢ko svim
ispitivanim proizvodima je prisustvo lekovitog bilja u njihovom sastavu i gorak ukus,
koji poti¢e od gorkih biljaka, koje im daju svojstva aperitiva i digestiva. Senzorna
analiza je sprovedena koriS¢enjem modifikovanog metoda bodovanja, sa maksimumom
od 20 bodova, uzimaju¢i u obzir sve parametre koji se ocenjuju u okviru senzornih
svojstava alkoholnih pica (boja, bistrina, tipicnost, miris i ukus).

Rezultati poredenja senzornih svojstava gorkih likera dobijenih u ovom
istrazivanju sa sli¢nim komercijalnim popularnim proizvodima prikazani su u tabeli 5.3.
i na slici 5.4. Kvalitet BK i BKL, ocenjen od strane eksperata, se medusobno ne
razlikuje znacajno (p < 0,05). Kvalitet ova dva likera se pokazao kao statisti¢ki znacajno
bolji (p < 0,05) u odnosu na neka komercijalna pi¢a kao npr. Anderberg i Pervivo. Na
osnovu dobijenih ocena za odabrane parametre, pica BK 1 BKL zadovoljavaju kvalitet
koji se na sajamskim ocenjivanjima nagraduje srebrnom medaljom (16,01 do 18,00

bodova), Sto se odnosi na vrlo dobar kvalitet.
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Tabela 5.3. Senzorna analiza BK i BKL u poredenju sa komercijalnim aperitivima i digestivima”

Parar_netri KV BK BKL Anderberg Biter 54 Biter 55 Jeger Pervivo Gorki list
kvsgjtgta 02 098+0,03 099+002 082+0,16 098+002 097+0,02 09+004 088+0,10 0,96+0,05
Bistrina 0,2 094+004 090006 0,79+0,15 091+0,07 092+0,07 095+0,03 0,96+0,04 0,96+0,04

Tipi¢nost 0,4  1,94+0,06 192+009 183+0,08 196+0,07 193+0,08 191+0,07 1,78+0,14 194+0,07

Miris 1,2 533+0,22 521+0,20 499+031 542+023 546+031 533+0,22 516+0,34 5,30%+0,36
Ukus 2 852+0,27 862+029 800+042 920+014 938+020 922+0,04 7,96+064 9,02+0,35
Ukupnaocena 17,70 +0,42° 17,63 + 0,38° 15,69 + 0,29° 18,48 +0,32% 18,84 +0,20° 18,40 + 0,19° 16,42 + 1,01* 17,99 + 0,47°

“Prikazane ocene za svaki parametar dobijene su mnoZenjem bodova 1-5 koeficijentima vaznosti (KV) da bi se dobio maksimalan broj od 20 bodova;
vrednosti sa istim slovima u redu ne razlikuju se statisticki zna¢ajno na nivou p < 0.05; podaci u tabeli predstavljaju srednju vrednost ocena datih od
strane 5 eksperata + standardna devijacija (SD).
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Slika 5.4. Poredenje senzornog kvaliteta BK i BKL sa komercijalnim proizvodima

5.2. Antioksidativnha aktivnost dobijenih likera i poredenje sa
komercijalnim pi¢ima

Dva likera (BK i BKL), dobijena od odabranog lekovitog, aromati¢nog i
zaCinskog bilja, testirana su na antioksidativnu aktivnost i uporedeni sa slicnim,
komercijalnim pi¢ima, koji takode spadaju u grupu aperitiva i digestiva. Pored toga, Cilj
je bio i da se, statistickim poredenjem rezultata primenjenih metoda, ispita pouzdanost
primene dve polarografske metode na odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka
pica.

5.2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti dobijenih i
komercijalnih pic¢a

Antioksidativna aktivnost dobijenih i komercijalnih pi¢a odredena je primenom
Cetiri  spektrofotometrijske metode, koje se najéeSée koriste za odredivanje

antioksidativne aktivnosti razliitih vrsta uzoraka hrane i pi¢a. Primenom vestackih
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slobodnih radikala DPPH i ABTS, ispitana je antiradikalska aktivnost pi¢a. Ukupna
redukuju¢a mo¢ je merena FRAP metodom. Sadrzaj ukupnih fenola (TPC- Total
Phenolic Content) je meren FC metodom. Ova metoda se, po nekim autorima, svrstava
u antioksidativne metode, jer meri ukupnu redukuju¢u mo¢ uzorka.

U tabeli 5.4. prikazana je antiradikalska aktivnost i ukupna redukuju¢a moc¢ pica,
izrazene u ekvivalentima Troloksa (mM TE), i sadrzaj ukupnih fenola, izrazen u

ekvivalentima galne kiseline (mg GA/L).

Tabela 5.4. Antioksidativna aktivnost dobijenih i komercijalnih pi¢a odredena
spektrofotometrijskim metodama

TPC DPPH FRAP ABTS

(mg GAE/L) (mM TE) (mM TE) (mM TE)
BKL 1760,11+53,74° 8,84+0,39° 898+0,24°  8,24+0,19'
BK 1700,15 + 68,809 8,03+0,56° 8,16+0,30"  7,75+0,32°
Anderberg 1246,11+1251" 385+0,23" 7,79+0,37° 7,75 +0,22°
Biter 54 703,70 + 7,29° 1,13+£0,08° 2,76+0,09°  3,63+0,03"
Biter 55 821,11+17,00°  1,08+0,17° 3,01+0,06"  2,99+0,01°
Jeger 598,89 +3564°  0,84+0,07° 1,26+0,10°  2,32+0,10°
Pervivo 458,15+ 22,07°  1,13+£0,02° 1,12+0,07°  1,78+0,02°
Gorki list 384,82 + 4,49° 0,58+0,08* 0,66+0,01*  1,58+0,09°
Koeficijent 5,60 10,68 8,29 6,44

varijacije (%)

"Razligita slova u istoj koloni ukazuju da postoji statisticki znadajna razlika srednjih vrednosti
posmatranih uzoraka (p < 0,05), prema post hoc Tukey-evom HSD testu; podaci u tabeli
predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja = standardna devijacija (SD).

Superiornost dobijenih likera, u odnosu na odabrane komercijalne proizvode, u
sadrzaju ukupnih fenola i antioksidativnoj aktivnosti, je o€igledna. Osim u slucaju
Bitera 54 i Bitera 55, antioksidativna aktivnost vecine uzoraka je bila u skladu sa
sadrzajem ukupnih fenola, §to kasnije potvrduju i visoki koeficijenti korelacije izmedu
FC, DPPH, FRAP i ABTS metode (tabela 5.6.). Bliske vrednosti za BKL i BK dobijene
su svim primenjenim metodama. Anderberg se takode istakao po sadrzaju ukupnih

fenola, jacini antiradikalske i redukujuce aktivnosti. Ostala komercijalna pica su
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pokazala visestruko manju aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola, u odnosu na dobijene
likere.

Sli¢an sadrzaj fenola za Anderberg (1205,7 mg GAE /L 1 1200 mg CAE (katehin
ekvivalenata/L) dobili su i drugi autori (Gorjanovi¢ et al., 2010; Imark et al., 2001), dok
su Biter 54 i Biter 55 u prethodnim studijama imali znatno nizi sadrzaj fenola (oko 400
mg GAE/L (Gorjanovi¢ et al., 2010; Karabegovi¢ et al., 2012) u odnosu na prikazani
rezultat iz tabele 5.4. Pomenuta razlika se moze objasniti razli¢itim hemijskim sastavom
lekovitog bilja, koje ulazi u sastav Bitera. U zavisnosti od $arze, aktivnost moze varirati.

Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativna aktivnost razliCitih komercijalnih
alkoholnih pi¢a biljnog karaktera, kao §to su biteri, likeri i medicinski tonici, je
uporedena sa crvenim vinom (Imark et al., 2001). Najvecu aktivnost merenu DPPH
metodom, blisku crvenom vinu pokazao je Anderberg. Sadrzaj ukupnih fenola biljnih
pica kretao se od 100 mg CAE /L do 1200 mg CAE /L, pri ¢emu je Anderberg imao
najvecu vrednost. Crveno vino, kao referentno pice, je sadrzalo 1400 mg CAE /L. Pic¢a
dobijena u ovom istrazivanju, BK i BKL, evidentno nadmasuju crna vina, po sadrzaju
ukupnih fenola.

Vukosavljevi¢ i saradnici (2009) su, primenom DPPH metode, dobili sledeci
opadajuci redosled antioksidativne aktivnosti likera: Biter 54, Biter 55, Pervivo, Jeger,

Sto je u skladu sa rezultatom prikazanim u tabeli 5.4.

5.2.2. Polarografsko odredivanje antioksidativne aktivnosti dobijenih i
komercijalnih pi¢a

Pored standardnih spektrofotometrijskih testova, antioksidativna aktivnost
dobijenih i komercijalnih pi¢a merena je klasi¢cnom polarografijom, sa kapaju¢om Hg-
elektrodom  (KZE). Dve  primenjene  polarografske  metode, HPMC
(HydroxoPerhydroxoMercury(ll) Complex) metoda i MRAP (Mercury Reduction
Antioxidant Power) metoda, nedavno su razvijene u Elektrohemijskoj laboratoriji
Instituta za opStu i fizicku hemiju (Suznjevic et al., 2011; Suznjevic et al, 2015a).

Metoda HPMC zasnovana je na smanjenju anodne struje kompleksa zive i
vodonik peroksida, koji nastaje u baznoj sredini na potencijalu rastvaranja zive. Kao
rezultat gradenja kompleksa u alkalnom osnovnom elektrolitu (CL pufer, pH 9,8),

umesto karakteristicnog polarografskog talasa, javlja se strujni pik. Visina strujnog pika
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se smanjuje po dodatku pojedinacnih fenolnih jedinjenja, ili kompleksnih uzoraka sa
antioksidativnom aktivnos¢u. Smanjenje visine ove anodne struje je proporcionalno
aktivnosti odabranih uzoraka (Suznjevic¢ et al, 2011).

Metoda MRAP je zasnovana na redukciji jona zive. Po dodatku antioksidanasa,
dolazi do smanjenja katodne struje redukcije zivinih jona. Rezultati polarografskih
metoda su izrazeni kao nagib linearnog dela krive zavisnosti procenta smanjenja anodne
struje kompleksa, odnosno, katodne struje od zapremine ili koli¢ine dodatog uzorka.
Metoda MRAP je, u ovom radu, po prvi put primenjena na kompleksnim uzorcima
(Suznjevic et al., 2015b).

Uticaj BKL, BK i Jegera, na pocetnu anodnu struju kompleksa, prikazan je na
slici 5.5. Smanjenje anodne struje kompleksa HPMC je izraZenije po dodatku BKL nego
BK, dok je uticaj Jegera znatno slabiji. Nagibi zavisnosti anodne struje kompleksa od

zapremine dodatih biljnih ekstrakata, prikazani su u uglu svakog polarograma.
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Slika 5.5. Polarografske krive pre (0) i po dodatku alikvota od po 50 pL (1,2,3,4,5)
BKL (a), BK (b) i Jegera (c) u radni rastvor pufera. Na dopunskim graficima je data
zavisnost procenta smanjenja anodne struje kompleksa HPMC od zapremine dodatog
uzorka
Na slici 5.6. je prikazan uticaj tri pomenuta pic¢a na katodnu struju redukcije jona
zive. Nagibi linearnog dela zavisnosti procenta smanjenja katodne struje redukcije
zivinih jona, od zapremine dodatih uzoraka pica, prikazani su u gornjem desnom uglu

svakog polarograma.
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Slika 5.6. Polarografske krive pre (0) i po dodatku alikvota od po 50 uL. odnosno 100
nL (1,2,3,4,5) BKL (a), BK (b) i Jegera (c) u radni rastvor pufera. Na dopunskim
graficima je data zavisnost procenta smanjenja katodne struje redukcije jona zive od

zapremine dodatog uzorka

Rezultati polarografskog ispitivanja antioksidativne aktivnosti dobijenih i

komercijalnih pica prikazani su u tabeli 5.5.

Tabela 5.5. Antioksidativna aktivnost dobijenih i komercijalnih pi¢a odredena

polarografskim metodama’”

HPMC MRAP

(%/mL) (%/mL)
BKL 141,00 +2,31% 103,70 + 6,02"
BK 128,41 +1,33" 99,71 + 6,42°
Anderberg 108,45 + 3,42° 67,73 + 4,70°
Biter 54 105,13 +2,94° 95,04 + 5,45
Biter 55 72,22 +1,02° 44,92 + 3,04°
Jeger 57,42 +2,20° 16,44 + 2,63
Pervivo 32,01+£0,70° 2572+1,81°
Gorki list 19,61 £ 0,40 19,31 +0,70°
Koeficijent 5,43 6,27

varijacije (%)

*Razlicita slova u istoj koloni ukazuju da postoji statisticki znac¢ajna razlika srednjih vrednosti
posmatranih uzoraka (p < 0,05), prema post hoc Tukey-evom HSD testu; podaci u tabeli
predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja + standardna devijacija (SD).
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Kao i kod spektrofotometrijskin metoda, dobijeni likeri su bili u velikoj
prednosti u odnosu na komercijalne proizvode. 1zmerene antioksidativne aktivnosti za
BKL i BK, HPMC metodom, iznosile su 141,00 %/mL i 128,41 %/mL, a MRAP
metodom 103,70 %/mL i 99,71 %/mL, po navedenom redosledu. Na osnovu rezultata
dobijenih pomocu obe metode, Anderberg i Biter 54 su najblizi po aktivnostima
dobijenim likerima.

Sumarno, na osnovu cetiri spektrofotometrijske 1 dve polarografske metode,
BKL je imao vecu aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola od BK. Ovakav rezultat bi se
mogao pripisati steviol glikozidu koji se nalazi u sastavu BKL, i koji verovatno
doprinosi ukupnoj aktivnosti pica. Polarografskim metodama, HPMC i MRAP,
izmerena je aktivnost 0,1 % vodenog rastvora steviol glikozida, koris¢enog za zamenu
dela saharoze, i rastvora saharoze (8,5 % m/v). Rastvor steviol glikozida ispoljio je
aktivnost od 17,0 £ 1,1 %/mL i 5,8 + 1,4 %/mL, respektivno, dok rastvor saharoze nije
pokazao aktivnost, sto potvrduje gore navedenu pretpostavku.

Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativna aktivnost razlicitih izolata stevije, kao
Sto su vodeni, alkoholni i drugi organski ekstrakti, dokazana je u mnogim studijama.
Tako je etanolni ekstrakt lista stevije ispoljio jaku aktivnost, u poredenju sa
askorbinskom kiselinom, $to je dovedeno u vezu sa visokim sadrZzajem ukupnih fenola
(Shukla et al., 2009). Antiradikalska aktivnost vodenog rastvora lista stevije rasla je
srazmerno sa porastom koncentracije stevije u uzorku. U istoj studiji, antioksidativna
aktivnost hleba je pojacana, a time i funkcionalna svojstva poboljsana, tako $to je 50 %
saharoze zamenjeno ekstraktom stevije (Ruiz-Ruiz et al., 2015). Zatim, bezalkoholno
pi¢e, na bazi voca 1 Zitarica, je imalo rastu¢i sadrzaj polifenola i antioksidativnu
aktivnost, sa dodatkom infuzije stevije u koncentraciji 1,25 % i 2,5 % (Carbonell-
Capella et al., 2015). Takode, ustanovljeno je da dodatak listova stevije zelenom caju
(Camellia sinensis) ima uticaj na povecanje njegove antioksidativne aktivnosti
(Shevchenko et al., 2013). Slatka jedinjenja, steviol glikozidi, iz biljke stevije,
ispoljavaju antioksidativnu aktivnost i kao izolovani (Geuns et al.,2012). U jednoj
studiji pokazano je da vodeni rastvor lista biljke inhibira 50 % DPPH radikala u
koncentraciji od 135 £ 2,5 mg/g, komercijalni prah steviol glikozida u koncentraciji od
24 + 2,2 ug /mL, dok je BHA (butilhidroksi anizol) kao kontrola delovao pri 47 = 3,5
pg /mL (Rao et al., 2012). U prilog tome da i steviol glikozidi ispoljavaju
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antioksidativnu aktivnost ide i podatak da su Carbonell-Capella i saradnici (2015) dobili
statisticki znacajne pozitivne korelacije (p < 0,05) izmedu ukupne antioksidativne
aktivnosti 1 sadrzaja steviol glikozida, u bezalkoholnom pic¢u sa vodenim rastvorom lista

stevije.

5.2.3. Poredenje rezultata spektrofotometrijskog i polarografskog odredivanja
antioksidativne aktivnosti pi¢a

5.2.3.1. Korelaciona analiza dobijenih podataka

Rezultati spektrofotometrijskih metoda medusobno dobro koreliraju, sa
statisticki znac¢ajnim, pozitivnim koeficijentima korelacije, preko 0,9 (p < 0,05) (tabela
5.6.). Visoka, statisticki znacajna, korelacija dobijena je i izmedu polarografskih metoda
(0,934) (p < 0,01). Metoda HPMC dobro korelira sa FC, FRAP i ABTS (0,912, 0,904 i
0,910, po navedenom redosledu), i nesto slabije sa DPPH metodom (0,826). Slabije
korelacije dobijene su izmedu metode MRAP i metoda FC, DPPH, FRAP i ABTS
(0,814, 0,762, 0,807 i 0,813, po navedenom redosledu). Imajué¢i u vidu kompleksnost
sastava 1 veliku razli¢itost polifenolnog profila medu uzorcima pica, dobijeni
koeficijenti korelacije potvrduju valjanost nove MRAP metode, kao 1 opravdanost

primene obe polarografske metode na uzorcima alkoholnih pica.

Tabela 5.6. Koeficijenti korelacije izmedu FC, DPPH, FRAP, ABTS, HPMC i MRAP
metoda

DPPH FRAP ABTS HPMC MRAP

FC 0,962° 0,975° 0961" 0,912 0,814
DPPH 0,919" 0,903" 0,826° 0,762
FRAP 0,995 0,904 0,807
ABTS 0,910° 0,813"
HPMC 0,934"
MRAP

"Koeficijenti korelacije su statisti¢ki znacajni na nivou p < 0,01;
Koeficijenti korelacije su statisti¢ki znacajni na nivou p < 0,05.
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5.2.3.2. Indeks relativne antioksidativne aktivnosti i koeficijent fenolne
antioksidativne aktivnosti pica

U cilju pouzdanijeg poredenja rezultata, dobijenih razli¢itim metodama, kao i
poredenja samih metoda, uveden je indeks relativne antioksidativne aktivnosti (Relative
Antioxidant Capacity Index — RACI), kao i koeficijent antioksidativne aktivnosti fenola
(Phenolic Antioxidant Coefficients-PAC).

Vrednost RACI dobija se tako $to se, jednacinom 1, vrednosti antioksidativne
aktivnosti uzorka, dobijene razli¢itim metodama, transformiSu u bezdimenzionalnu
veli¢inu, tzv. “standardne ocene™:

“standardna ocena” = (x — 1)/ [1]
gde je:

X - vrednost dobijena odredenom metodom,

u - srednja vrednost,

o —standardna devijacija.

Zatim, srednja vrednost “standardnih ocena”, za jedan odredeni uzorak i
izmerene vrednosti antioksidativne aktivnosti razliitim metodama, daju numericku
vrednost bez jedinice — RACI.

Koeficijent antioksidativne aktivnosti fenola (PAC) se dobija izraCunavanjem
odnosa izmerene antioksidativne aktivnosti i ukupnog sadrzaja fenola u uzorku, a
omogucava uvid u aktivnost po jedinici fenola prisutnih u uzorku (Katalinic et al.,
2006).

Na slici 5.7. su prikazane RACI i PAC vrednosti dobijenih i komercijalnih pica.
Na osnovu RACI vrednosti, testirani proizvodi rangirani su na slede¢i nacin: BKL > BK
> Anderberg > Biter 54 > Biter 55 > Jeger > Pervivo > Gorki list. Visoke PAC vrednosti
za BKL i BK, narocito PACpppn, zajedno sa visokim RACI vrednostima, potvrduju
prisustvo aktivnih fenola u uzorcima. Kod polarografskih metoda, fenoli Bitera 54
ispoljavaju ubedljivo najvecu aktivnost. Primecuju se =znatno vecée razlike u
aktivnostima fenola pi¢a kod DPPH i FRAP metoda, u odnosu na razlike kod

polarografskih testova. Kod ABTS metode, ove razlike su zanemarljive.
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Slika 5.7. Indeks relativne antioksidativne aktivnosti (RACI) i
koeficijentiantioksidativne aktivnosti fenola za svaku od primenjenih metoda (PACppph,
PACgrrar, PACagTs, PACHPMC, PACMRAP) dObIjenlh i komercijalnih pléa

5.2.3.3. Klasterska analiza dobijenih podataka

Klasterska analiza podataka, dobijenih primenom spektrofotometrijskih i

polarografskih metoda, omogudila je grupisanje uzoraka komercijalnih i dobijenih pica

prema jacini antioksidativne aktivnosti (slika 5.8.). Na dendrogramu se primecuju tri

odvojena klastera: desni klaster 1, koji obuhvata BKL, BK i Anderberg (sa najve¢om

antioksidativnom aktivnoscu), drugi, koji obuhvata Biter 54 i Biter 55 (sa ne$to manjom
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aktivnosc¢u), zatim klaster 3, koji obuhvata Jegermajster, Pervivo i Gorki list (sa
najmanjom aktivno$¢u, na osnovu svih primenjenih metoda). Znatna udaljenost izmedu
klastera 1 i 2-3 (skoro 1000), kao i nesto manja (oko 250) udaljenost izmedu klastera 2 i

3, ukazuju na veliku razliCitost u antioksidativnoj aktivnosti izmedu grupa proizvoda.
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Slika 5.8. Dendrogram sa grupama pi¢a prema antioksidativnoj aktivnosti, dobijen na
osnovu klaster analize podataka svih primenjenih metoda
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5.3. Antimikrobna aktivnost dobijenih likera i poredenje sa
komercijalnim pi¢ima

Kao S$to je u teorijskom delu objasnjeno, antimikrobna aktivnost lekovitog,
aromati¢nog 1 zacinskog bilja, kao i pi¢a na bazi biljaka, doprinosi njihovom
blagotvornom delovanju na digestivne funkcije u organizmu. Smatra se da biljne
komponente, deluju¢i na patogene mikroorganizme, Koji se mogu na¢i u GIT, i
onemogucavajuci razvijanje njihove rezistentnosti, zapravo, odrzavaju balans prirodne
mikroflore, ¢ime podsticu probavne funkcije. Kombinacija biljnih ekstrakata, kao u
biljnim likerima i sliénim alkoholnim pi¢ima, usled sinergistickog delovanja
antimikrobnih biljnih komponenti, moze doprineti izrazenijem efektu u odnosu na
pojedinacne ekstrakte.

Antimikrobna aktivnost dobijenih likera (Biljni koktel -BK i Biljni koktel lajt -
BKL), ispitana je na odabranim, patogenim sojevima mikroorganizama, najcescih
kontaminanata hrane i uzroka trovanja, od kojih veéina izaziva infekcije GIT.
Antimikrobna aktivnost BK 1 BKL je uporedena sa komercijalnim alkoholnim pi¢ima,
koja spadaju u grupu aperitiva i digestiva. Za odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) primenjena je mikrodiluciona metoda, sa mikrotitarskim
plo¢icama. Opseg testiranih koncentracija pi¢a, dobijen serijskim razredenjima, kretao
se od 50 % do 0,05 % (v/v) pi¢a. NajniZza koncentracija koja je inhibirala rast
mikrooganizama uzeta je za MIK vrednost. Presejavanjem sadrzaja bunarica, Koji su
sadrzali MIK na Petri plo¢e sa hranljivom podlogom, odredena je minimalna
mikrobicidna koncentracija (MBK).

Iako je sadrzaj etanola kod najvisih koncentracija pica, zbog serijskih razredenja
bio upola manji (< 22 %) nego u originalnom picu, da bi se sa sigurno$éu eliminisao
uticaj etanola na mikroorganizme, uradena je preliminarna provera ove pretpostavke. U
tom cilju, uporedene su MIK vrednosti uparenih, dealkoholizovanih uzoraka pica, i
originalnih uzoraka, sa etanolom, za jednu G (+) bakteriju (B.cereus), jednu G (-
) bakteriju (S. Typhimurium) i kvasac C. albicans. Dobijeni rezultat nije ukazao na
znacajnu razliku u MIK vrednostima izmedu originalnih i dealkoholizovanih uzoraka.
Zato je uticaj etanola u daljem istrazivanju zanemaren. Od alkoholnih pica, najcesce je

proucavana antimikrobna aktivnost vina, pri ¢emu se ista pripisuje pre sinergistickom
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delovanju etanola, fenolnih jedinjenja i niskog pH, nego uticaju samog etanola (Boban
et al., 2010a; Jana et al., 2014; Marimo'n et al., 1998).

Minimalne inhibitorne 1 mikrobicidne koncentracije dobijenih 1 slicnih
komercijalnih pica kretale su se u opsegu od 0,39 % do > 50,00 %. Koncentracije pica
koje su sprecile vidljivi rast mikroorganizama (MIK), uglavhom su delovale i
mikrobicidno (tabela 5.7.).

Koncentracije, pri kojima su pi¢a delovala na G (+) bakterije, prikazane su u
tabeli 5.7. i na slici 5.9. Opseg inhibitornih koncentracija kretao se od 0,39 % do 50 %
pic¢a, a opseg mikrobicidnih koncentracija od 0,78 % do 50 % pica. Bakterija E.
faecalis bila je najrezistentnija na delovanje odabranih pic¢a, na koju su najslabiji efekat
pokazala pi¢a dobijena u ovom istrazivanju, BK i BKL. Od svih pi¢a, BKL je najslabije
delovao protiv B.spizizenii, a BK protiv S. aureus. Najosetljivije medu G
(+) bakterijama bile su L. monocytogenes i R. equi, pri ¢emu su BK i BKL imali
izrazeniju antimikrobnu aktivnost u odnosu na komercijalna pi¢a, sa mikrobicidnim

koncentracijama ve¢ pri 0,78 - 3,13 %.
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Slika 5.9. Minimalne inhibitorne koncentracije pi¢a pri delovanju na G (+) bakterije
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Tabela 5.7. Minimalne inhibitorne i mikrobicidne koncentracije BK, BKL i komercijalnih piéa*

Mikroorganizmi BK BKL Anderberg Biter 54 Biter 55 Jeger Pervivo Gorki list
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
G
E. faecalis 50,00 50,00 50,00 50,00 25,00 50,00 25,00 50,00 25,00 50,00 25,00 n.d. 25,00 50,00 2500 n.d.
B. cereus 1250 12,50 12,50 12,50 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 1250 6,25 12,50 12,50 25,00
B.spizizenii 12,50 12,50 25,00 25,00 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
S.aureus 25,00 25,00 12,50 12,50 12,50 25,00 12,50 25,00 12,50 25,00 12,50 50,00 6,25 12,50 12,50 25,00
S.epidermidis 12,50 12,50 12,50 12,50 6,25 12,50 6,25 6,25 6,25 1250 6,25 12,50 12,50 12,50 25,00 25,00
L.monocytogenes 0,78 3,13 0,78 0,78 3,13 1250 6,25 6,25 3,13 6,25 3,13 3,13 3,13 3,13 6,25 6,25
R. equi 039 156 15 313 313 6,25 313 625 3,13 6,25 313 1250 3,13 625 3,13 12,50
G ()
P. mirabilis 50,00 50,00 25,00 25,00 25,00 25,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 n.d.
S. sonnei 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 12,50 25,00 6,25 25,00 1,56 50,00 25,00 2500 6,25 50,00
Y. enterolitica 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 1250 6,25 1250 6,25 12,50 6,25 25,00 6,25 2500 12,50 n.d.
S.Enteritidis 50,00 50,00 25,00 50,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 50,00 25,00 50,00 25,00 50,00 12,50 50,00
S. Typhimurium 50,00 50,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 50,00 25,00 25,00 12,50 n.d.
E.coli O157:H7 12,50 n.d. 1250 12,50 25,00 50,00 6,25 50,00 3,13 25,00 1,56 50,00 25,00 50,00 625 n.d.
Kvasac
C. albicans 25,00 50,00 12,50 50,00 3,13 6,25 3,13 2500 6,25 25,00 6,25 50,00 6,25 2500 25,00 50,00

“n.d. —nijedna od ispitivanih koncentracija nije delovala ; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija izrazena u procentima pica u inokulisanom bujonu

predstavljena kao srednja vrednost tri merenja; MBK — minimalna mikrobicidna koncentracija izrazena u procentima pica u inokulisanom bujonu

predstavljena kao srednja vrednost tri merenja.
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Koncentracije pri kojima su pi¢a delovala na G (-) bakterije prikazane su u tabeli
5.7. 1 naslici 5.10. Opseg inhibitornih koncentracija kretao se od 1,56 % do 50 % pica, a
opseg mikrobicidnih koncentracija od 6,25 % do > 50 % pi¢a. Sva pica su, uglavnom,
imala letalni efekat na vec¢inu bakterija, pa tako i1 oba likera dobijena u ovom
istrazivanju, BK i BKL (sa MBK od 6,25 % do 50 %). Kod BK izostao je letalni efekat
na bakteriju E.coli O157:H7.

Na slici 5.10. mozZe se uo€iti najveca otpornost bakterije P. mirabilis na
delovanje pica (MIK i MBK od 25 % do > 50 %). Duplo jaci efekat na ovu bakteriju, u
odnosu na druga testirana pica, ispoljili su BKL i Anderberg. BK je na oba Salmonella
soja delovao tek pri najvisoj testiranoj koncentraciji. Bakterija Y. enterolitica je
najosetljivija na delovanje pic¢a (sa MBK od 6,25 % do 25 % ).
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Slika 5.10. Minimalne inhibitorne koncentracije pica pri delovanju na G (-) bakterije

Sva pica su ispoljila inhibitorni i letalni efekat na kvasac C. albicans (tabela 5.7.,
slika 5.11), koji, generalno, pokazuje veliku rezistentnost prema antimikrobnim
agensima, izmedu ostalog i prema alkoholnim pi¢ima (Holetz, 2002; Janovska et al.,
2003; Weckesser et al., 2007; Adedayo i Ajiboye, 2011; Milosevié¢-Ifantis, 2013). U
tom smislu, najbolje su delovali Anderberg i Biter 54 (sa MIK 3,13 %), a najslabije
dejstvo su ispoljili BK i Gorki list (MIK = 25 %).
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Slika 5.11. Minimalne inhibitorne koncentracije pica pri delovanju na kvasac
C.albicans

Sumarno, BKL je, u odnosu na BK, delovao pri upola nizim koncentracijama na
S. aureus, Salmonella sojeve, P. mirabilis, i C. albicans, dok je samo na B. spizizenii i
R. equi BK ispoljio jace dejstvo. Jace antimikrobno dejstvo BKL na neke testirane
patogene, u odnosu na BK, se moze pripisati prisustvu steviol glikozida koji zamenjuje
25 % saharoze kod BKL. Manji sadrzaj saharoze u BKL, koja za neke mikroogranizme
predstavlja izvor hrane, moze biti razlog nizih MIK-a ovog pi¢a (Ruiz-Ruiz et al.,
2015). Razliciti izolati stevije, kao $to su ekstrakti i etarsko ulje, kao i slatke
komponente, iz klase glikozida, su u mnogim studijama pokazali antimikrobnu
aktivnost (Muanda et al., 2011; Ramya et al., 2014; Siddique et al., 2014). Takode,
dodatak nekog od izolata stevije, kao niskokaloricnog zasladivaca, prehrambenom
proizvodu, doprinosi izrazenijoj antimikrobnoj aktivnosti istog. Tako je mle¢no-vo¢no
bezalkoholno pic¢e, sa infuzijom lista stevije, imalo bolju aktivnost protiv L.
monocytogenes, u odnosu na piée bez stevije (Rivas et al., 2016). Zatim, zamena 75 %
saharoze prahom steviol glikozida, u komercijalnom ¢okoladnom proizvodu, dostupnom
na Egipatskom trzi$tu, doprinela je smanjenju broja enterobakterija, koliforma, kvasaca,
plesni, S. aureus i Samonella sp. U istoj studiji je dokazano da kombinacija ekstrakta
lista stevije sa sintetickim prehrambenim konzervansima, kao $to su Na- metabisulfat,
K- sorbat i Na- benzoat, ispoljava bolju antimikrobnu aktivnost, verovatno zbog
sinergistickog efekta (Abdel-Rahman et al., 2015). Ruiz-Ruiz i saradnici (2015) su
ustanovili mogucnost zamene 50 % saharoze ekstraktom stevije u hlebu. Autori su

utvrdili da je broj aerobnih bakterija, kvasaca, plesni i koliformnih bakterija u ovakvom,
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funkcionalnom hlebu, posle 1, 3 i 6 dana na sobnoj tempreraturi, manji nego u
kontrolnom hlebu, bez stevije.

Antimikrobna aktivnost alkoholnih pic¢a, uopS$te, izuCavana je u ranijim
istrazivanjima. U tom smislu najaktuelnija su crna i bela vina, pri ¢emu je paznja
posvecena razli¢itim parametrima uticaja na antimikrobno delovanje, kao $to su pH,
sadrzaj etanola, polifenolna itd. (Medina et al., 2007; Daglia et al., 2007; Boban et al.,
2010a,b). Posebno su zanimljivi podaci koji ukazuju na znacajnu antimikrobnu
aktivnost vina i vodke, obogacenih suvim voénim komponentama, listovima nane,
zelenog Caja i kore cimeta, protiv bakterije Helicobacter pylori. Najvecu inhibitornu
aktivnost, u odnosu na kontrolu (neobogaceno pice), pokazalo je vino sa listovima nane
(Lin et al., 2005).

Literaturni podaci o antimikrobnoj aktivnosti biljnih likera su oskudni.
Karabegovi¢ i saradnici (2012) su proucavali antibakterijsku i antifungalnu aktivnost
Bitera 54, tokom skladiStenja u razli¢itim uslovima. Sli¢no rezultatima dobijenim u
ovom istrazivanju, najveca aktivnost Bitera 54 je ispoljena na sojeve E. coli O157:H7 i

S.Typhimurium.

5.4. Antioksidativha aktivnost ekstrakata odabranih lekovitih,
aromatic¢nih i zac¢inskih biljnih vrsta

Naredni deo istrazivanja bice posvecen analizi odabranih lekovitih, aromati¢nih i
zacinskih biljnih vrsta, odnosno njihovih esktrakata, kao konstituenata dobijenih likera.
U tom smislu, kao i kod pica, prvo ¢e biti odredena njihova antioksidativna aktivnost, a,
zatim ¢e se pristupiti analizi antimikrobne aktivnosti. Pored toga, statistickim
poredenjem rezultata primenjenih metoda, ispitace se opravdanost primene
polarografskih metoda, HPMC i MRAP, na kompleksnim uzorcima kao $to su etanolni
biljni ekstrakti.

5.4.1. Spektrofotometrijsko i polarografsko odredivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja

Antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata je odredena spektrofotometrijskim (FC,
DPPH, FRAP i ABTYS) i polarografskim metodama (HPMC, MRAP), primenjenim i u

analizi pi¢a. Obe polarografske metode su prvi put primenjene u ispitivanju aktivnosti
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ekstrakata lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja (Suznjevi¢ et al., 2015). U tabeli 5.8.

prikazane su antiradikalska aktivnost i ukupna redukujuéa mo¢, izrazene u
ekvivalentima Troloksa (mM TE), i sadrzaj ukupnih fenola, izraZzen u ekvivalentima
galne kiseline (mg GA/L). Redosled antioksidativnih aktivnosti (podbel > podubica >
zalfija > iva > nana > anis > pelin > kic¢ica > lavanda > morac¢ > lincura > korijander) je

u dobroj saglasnosti sa sadrzajem ukupnih fenola (TPC).

Tabela 5.8. Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) i antioksidativna aktivnost ekstrakata
lekovitog, aromati¢nog i zacinskog bilja odredena DPPH, FRAP i ABTS metodom

Trivijalno ime biljke TPC DPPH FRAP ABTS
(mg GAE/L) (mM TE) (mM TE) (mM TE)

1 Podbel 9593,33 + 232! 20,56 +0,18' 72,15+ 0,14™ 44,21 +0,10™
2 Podubica 7953 +163'  18,05+0,14' 58,62 +0,09' 3844 +0,13'
3 Zalfija 6627 +103"  14,35+0,18" 53,98+ 0,09 35,42 + 0,12
4 Iva 6607 £ 76"  14,01+0,06" 51,24+0,22' 34,62 +0,11
5 Nana 6287 + 145  12,75+0,06° 47,29+0,05 31,99 +0,10'
6 Anis 4460 + 20 9,15+0,05" 37,14+0,13" 24,12 +0,10"
7 Pelin 3953 +140° 8,32 +0,15° 29,35+0,09¢ 19,11 + 0,07
8 Kicica 2062 + 6° 435+0,32% 16,98+0,10" 11,52 + 0,04
9 Lavanda 2008 +20°  4,35+0,12° 1553+0,07° 10,53 + 0,06°
10 Morad 969 + 69™ 2,84+0,09° 7,78+0,09° 6,21 +0,06°
11 Lincura 758 + 7% 1,99+0,11* 6,27+0,09° 4,51 +0,11°
12 Korijander 645 + 43° 2,15+0,15° 452+021* 3,23+0,03
Koeficijent varijacije 7.15 7.25 4.60 235

(%)

“Razlicita slova u istoj koloni ukazuju da postoji statisti¢ki znacajna razlika srednjih vrednosti
posmatranih uzoraka (p < 0,05), prema post hoc Tukey-evom HSD testu; podaci u tabeli
predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja + standardna devijacija (SD).

Korelacije izmedu sadrzaja fenola i antioksidativnih aktivnosti su visoke (tabela
5.10.). Direktna zavisnost sadrzaja ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti je
primecena i u velikom broju prethodnih studija (Zheng i Wang, 2001; Katalinic et al.,
2006; Buyiikbalci i EI, 2008; Li et al., 2008; Gorjanovi¢ et al., 2010c), dok su autori
koji je poricu retki (Hinneburg et al., 2006; Cosio et al., 2006).
Uticaj ekstrakata anisa, kiCice i korijandera na pocetnu anodnu struju kompleksa

prikazan je na slici 5.12. Smanjenje anodne struje kompleksa HPMC je daleko

91



Doktorska disertacija Marija Petrovié

izrazenije po dodatku anisa nego kicice, dok je uticaj korijandera znatno slabiji. Nagibi
linearnog dela zavisnosti anodne struje kompleksa od zapremine dodatih biljnih

ekstrakata, prikazani su u donjem desnom uglu svakog polarograma.
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Slika 5.12. Polarografske krive pre (0) i po dodatku alikvota od po 20 pL (1, 2, 3, 4, 5)
ekstrakta anisa (a), kiCice (b) 1 korijandera (c) u radni rastvor pufera

Na slici 5.13. je prikazan uticaj pomenuta tri ekstrakta na katodnu struju

redukcije jona zive. Nagibi linearnog dela zavisnosti procenta smanjenja katodne struje

redukcije zivinih jona od zapremine dodatih biljnih ekstrakata, prikazani su u gornjem

desnom uglu svakog polarograma.
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Slika 5.13. Polarografske krive pre (0) i po dodatku alikvota od po 20 uL (1, 2, 3, 4, 5)
ekstrakta anisa (a), kicice (b) i korijandera (c¢) u radni rastvor pufera
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U tabeli 5.9. su prikazane polarografski izmerene antioksidativne aktivnosti
ekstrakata odabranog bilja. Aktivnost je izraZena u procentima smanjenja anodne
(HPMC) i katodne (MRAP) struje po mililitru ekstrakta (%/mL). Prikazani koeficijenti
varijacije ukazuju na visok stepen pouzdanosti obe metode.

Rezultati dobijeni spektrofotometrijskim i polarografskim merenjima su
saglasni, ali se ne poklapaju u potpunosti. Ekstrakti sa najvecom aktivno$¢u, izmerenom
spektrofotometrijskim metodama, su pokazali i jaku antioksidativnu aktivnost dobijenu
polarografskim metodama. Ekstrakt podubice je imao najvecu antioksidativnu aktivnost
merenu polarografskim metodama (698 %/mL i 321 %/mL). Slede¢i je bio ekstrakt
podbela (666 %/mL i 294 %/mL), koji je pokazao najvecu antiradikalsku aktivnost,
ukupnu redukujuéu mo¢, i sadrzaj fenola. Na osnovu HPMC i svih primenjenih
spektrofotometrijskih metoda, Zzalfija ima vefu aktivnost od nane. Redosled
antioksidativne aktivnosti nane i ive, zatim lavande i kicice, kao 1 korijandera i lincure,

bio je obrnut kod dve primenjene grupe metoda (tabela 5.8. i tabela 5.9.).

Tabela 5.9. Antioksidativna aktivnost ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i
zacinskog bilja odredena HPMC 1 MRAP metodom

Trivijalno ime biljke HPMC MRAP
J J (%/mL) (%/mL)

1 Podubica 698 + 54/ 321 + 16
2 Podbel 666 + 24" 294 + 1
3 Zalfija 621 + 4 227 + 6'
4 Nana 608 + 24' 250 + 8’
5 Iva 600 + 10" 219 + 12"
6 Anis 581 + 329 219+ 9"
7  Pelin 573 + 27" 180 + 10¢°
8 Lavanda 373 +19° 121 + 4°
9 Kigcica 369 + 8° 130 + 4
10 Morag 278 + 11¢ 102 + 3¢
11 Korijander 209 + 4° 67 +4°
12 Lincura 184 + 52 52 +12

Koeficijent 7,7 5,3

varijacije(%)
“Razlicita slova u istoj koloni ukazuju da postoji statisticki znatajna razlika srednjih vrednosti

posmatranih uzoraka (p < 0,05), prema post hoc Tukey-evom HSD testu; podaci u tabeli
predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja + standardna devijacija (SD).
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5.4.2. Poredenje rezultata spektrofotometrijskog i polarografskog odredivanja
antioksidativne aktivnosti ekstrakata

5.4.2.1. Korelaciona analiza dobijenih podataka

U cilju poredenja rezultata, dobijenih polarografskim i spektrofotometrijskim
metodama (DPPH, FRAP, ABTS i FC), kao i potvrde validnosti nove MRAP metode,
uradena je korelaciona analiza dobijenih podataka. Korelacije izmedu svih primenjenih
metoda prikazane su u tabeli 5.10.

Statisticki znacajna pozitivna korelacija (na nivou p < 0,001), dobijena je
izmedu FC i polarografskih metoda, HPMC i MRAP (0,936 i 0,964, navedenim
redosledom). Iz tabele se vidi da MRAP bolje korelira sa FC, DPPH, FRAP i ABTS od
HPMC metode. Visoke korelacije izmedu primenjenih polarografskih i standardnih
spektrofotometrijskih metoda (preko 0,9) potvrduju pouzdanost i opravdanost primene
prvih na ekstraktima biljaka. Polarografske metode, MRAP i HPMC, su u dobroj
medusobnoj korelaciji. Sve Cetiri spektrofotometrijske metode takode medusobno dobro
koreliraju (statisti¢ki znacajna korelacija na nivou p < 0,001).

Primeceno je da polarografske metode bolje koreliraju sa spektrofotometrijskim
kod uzoraka ekstrakata bilja (tabela 5.10.) nego kod alkoholnih piéa (tabela 5.6.), §to je i
ocekivano ako se uzme u obzir kompleksniji polifenolni sastav pi¢a u odnosu na

ekstrakte pojedinacnih biljaka.

Tabela 5.10. Koeficijenti korelacije izmedu FC, DPPH, FRAP, ABTS, HPMC i MRAP
metoda.

MRAP HPMC ABTS FRAP DPPH

FC 0,964 0,936 0,995 0,998 0,997
DPPH 0,960 0,920 0,990 0,993
FRAP 0,960 0,939 0,998

ABTS 0,963 0,944

HPMC 0,968

*Svi koeficijenti korelacije su statisticki znac¢ajni na nivou p < 0,001.
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5.4.2.2. Indeks relativne antioksidativne aktivnosti i koeficijent antioksidativne
aktivnosti fenola ekstrakata odabranog lekovitog, aromati¢nog i za¢inskog bilja

Najvec¢e RACI vrednosti (slika 5.14.) imali su ekstrakt podubice i podbela (1,33
i 1,57 ), pracene ekstraktom zalfije (0,85), nane (0,73) i ive (0,77). NiZe pozitivne

vrednosti su dobijene za ekstrakte anisa i pelina (0,20 i 0,05), dok negativhe imaju
lavanda (-0,64), kic¢ica (-0,60), mora¢ (-0,97), korijander (-1,18) i lincura (-1,20).

Varijacije izmedu PAC vrednosti za polarografske metode su ve¢e u odnosu na one kod

pica.
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Slika 4.14. Indeks relativne antioksidativne
aktivnosti (RACI) ekstrakata odabranog lekovitog i
aromati¢nog bilja, i koeficijenti antioksidativne
aktivnosti fenola za svaku od primenjenih metoda

(PACpppH, PACerap, PACaBTS, PACHPMC, PACMRAP)

Razlike izmedu dobijenih
vrednosti za PAC  kod
spektrofotometrijskih testova su
zanemarljive, dok se znacajne
razlike uocljive kod PACupmc |
PACurAP. U istrazivanju
Gorjanovi¢ 1 saradnika (2013)
su, takode, primecene znatne
razlike u doprinosu razli¢itih
fenolnih  komponenata ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti
uzorka, izmerenoj
elektrohemijskim  (HPMC) i

spektrofotometrijskim
metodama (DPPH, FRAP i
ABTS). Razlike u aktivnostima
Cistih supstanci, konkretno, u
aktivnostima nekih  fenolnih
kiselina i1 flavonoida, odredenih
polarografskim metodama, su,
takode, bile vece od razlika
dobijenih  spektrofotometrijskim

metodama  (Petrovi¢ et al.,
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2015a). Spektrofotometrijske metode su, ocigledno, specifi¢nije za fenolna jedinjenja od
polarografskih. U prilog tome ide i podatak da je polarografskim testovima izmerena
aktivnost fizioloSki aktivnih supstanci, koje ne spadaju u polifenole, i koje ne poseduju
antiradikalsku ili redukujuc¢u sposobnost (Gorjanovic et al, 2012).

Zanimljivo je da je dobijena negativna korelacija izmedu PAC vrednosti za
DPPH, FRAP, ABTS, HPMC i MRAP metode i RACI vrednosti (-0,91, -0,85, -0,69, -
0,29 i -0,67, navedenim redosledom). Najnize vrednosti za PACypmc | PACmrap Mogu
se uoCiti kod uzoraka sa pozitivnim vrednostima RACI, odnosno najve¢im
antioksidativnim aktivnostima, dok najveée PAC vrednosti pripadaju ekstraktima sa
negativnim RACI vrednostima. Visok PAC, o¢igledno, ne podrazumeva uvek i visoku
antioksidativnu aktivnost uzorka, ve¢ je samo indikator prisustva aktivnih fenola u
uzorku. Medutim, ukoliko su obe ove vrednosti visoke, to moze biti pouzdan znak da je
uzorak bogat polfenolima sa visokom antioksidativnom aktivnoséu  (Katalinic etal .,
2006; Gorjanovi¢ et al., 2012).

Polaze¢i od dobijenih RACI vrednosti, relativnim poredenjem sa rezultatima
drugih autora, nezavisno od primenjene metode, slian redosled antioksidativne
aktivnosti se moze sresti i U drugim studijama sa odabranim biljnim vrstama. Vlase i
saradnici (2014) su poredili antioksidativne aktivnosti ekstrakata bosiljka (Ocimum
basilicum), izopa (Hyssopus officinalis) i podubice (Teucrium chamaedrys), i istakli
ubedljivo najvecu aktivnost ekstrakta podubice. Zatim, aktivnost ekstrakta podubice je
bila bliska vrednosti dobijenoj za BHT (butil hidroksi toluen), kao pozitivne kontrole
(Gursoy i Tepe, 2009). Stankovic i saradnici (2012) navode biljke iz porodice Teucrium
kao znacajan izvor polifenola, medu kojima je podubica najbogatiji. Uporedni pregled
antioksidativne aktivnosti etanolnih ekstrakata plodova iz porodice Umbelliferae
pokazao je sledeci opadajuci redosled aktivnosti: anis < mora¢ < korijander (Nickavar i
Abolhasani, 2009). Ciklicnom voltametrijom, FC i DPPH metodom, odredena je
antioksidativna aktivnost biljaka iz porodice Labiatae (Cosio et al., 2006). Zalfija je, pri
tome, imala vecu aktivnost od nane, sto je u skladu sa dobijenim rezultatima. S druge
strane, u studiji, u kojoj je odredena antioksidativna aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola
ekstrakata 27 zacinskih 1 12 lekovitih biljaka, ekstrakt lavande je pokazao jacu aktivnost
od ekstrakata nane, zalfije 1 moraca, sa navedenim opadaju¢im redosledom aktivnosti

(Zheng i Wang, 2001). Takode, pri poredenju antioksidativne aktivnosti biljnih ¢ajeva i
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infuzija, RACI vrednost dobijena za infuziju nane bila je veca od one za infuziju zalfije
(Gorjanovic et al, 2012). Ove i druge razlike u rezultatima razli¢itih studija mogu se
pripisati geografskom poreklu, klimatskim uslovima, fazi vegetacije u kojoj je biljni
materijal sakupljen, starosti biljaka, genetskim faktorima, kao i razli¢itim metodama
ekstrakcije, odnosno izolacije aktivnih biljnih komponenata, i primenjenoj metodi
odredivanja antioksidativne aktivnosti (Gorjanovic et al, 2012; Dobravalskyte et al.,
2013).

5.4.2.3. Klasterska analiza dobijenih podataka

Klasterskom analizom (Cluster Analysis - CA) podataka, dobijenih svim
primenjenim metodama, odabrani biljni ekstrakti se, na osnhovu antioksidativnih
aktivnosti, mogu svrstati u nekoliko grupa. Na slici 5.15. je prikazan dendrogram,
dobijen klaster analizom, na kome se vidi da podubica i podbel obrazuju grupu (klaster
1) sa najve¢om antioksidativnom aktivno$éu. Zalfija, iva, nana, anis i pelin formiraju
klaster 2 srednje aktivne grupe biljaka, dok lavanda, kicica, morac, korijander i lincura
spadaju u grupu slabije aktivnih biljaka. Uoc¢ena znatna udaljenost izmedu klastera 1 i 2
je skoro 2500. Razlika izmedu klastera 1 - 2 u odnosu na klaster 3 je oko 4000, Sto

ukazuje na veliku razli¢itost izmedu grupa biljaka.
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Slika 5.15. Dendrogram sa grupama biljaka prema antioksidativnoj aktivnosti, dobijen
na osnovu klaster analize podataka svih primenjenih metoda
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5.5. Antimikrobna aktivnost ekstrakata odabranih lekovitih,
aromati¢nih i zac¢inskih biljnih vrsta

Antimikrobna aktivnost ekstrakata odabranog bilja, protiv odabranih G (-) i G
(+) sojeva bakterija i jednog kvasca, je testirana mikrodilucionom metodom. Rezultati
su predstavljeni kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), odnosno koncentracija
ekstrakta koja je delovala inhibitorno, i kao minimalna mikrobicidna koncentracija
(MBK), koja je ispoljila mikrobicidno dejstvo. S obzirom na razliku u delotvornom
opsegu koncentracija ekstrakata iz grupe biljaka sa gorkim materijama i grupe
aromati¢nih i zacinskih biljaka, rezultati odredivanja antimikrobne aktivnosti su, kao i
biljke, podeljeni u ove dve grupe. Dobijeni rezultati omoguc¢avaju i uvid u doporinos

pojedinacnih biljnih vrsta u ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti dobijenih likera.

5.5.1. Antimikrobna aktivnost ekstrakata odabranih biljaka sa gorkim materijama

Rezultati odredivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata odabranih biljaka sa
gorkim materijama prikazani su u tabeli 5.11. Rezultati ukazuju na vecu osetljivost G
(+) u odnosu na G (-) sojeve pri delovanju vecine biljnih ekstrakata. Opseg inhibitornih
i mikrobicidnih koncentracija kretao se od 0,70 mg/mL do > 22,50 mg/mL za G (+), i
od 2,81 mg/mL do > 22,50 mg/mL za G (-) sojeve.

Iz tabele 5.11. i slike 5.16. vidi se da je ekstrakt ki¢ice ispoljio najslabije dejstvo
na testirane G (+) sojeve, deluju¢i samo na soj L. monocytogenes, u koncentraciji od
11,50 mg/mL. Ekstrakt podbela nije delovao mikrobicidno ni na jedan testiran
mikroorganizam, a inhibitorno je delovao samo pri dve najvise koncentracije (22,50
mg/mL i 11,25 mg/mL). Pelin i lincura ispoljavaju jace dejstvo na G (+) bakterije, u
opsegu koncentracija od 0,70 mg/mL do 22,50 mg/mL. Iva i podubica, obe iz porodice
Teucrium, pokazuju evidentno najjacu inhibitornu aktivnost na G (+) bakterije, i to u
opsegu koncentracija od 0,70 mg/mL do 2,81 mg/mL. Najosetljivija medu G (+)
bakterijama je bila S. aureus, jer je polovina testiranih biljaka delovala inhibitorno veé

pri 0,70 mg/mL.
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Tabela 5.11. Minimalne inhibitorne i mikrobicidne koncentracije ekstrakata ispitivanog bilja sa gorkim materijama

Mikroorganizmi Podubica Podbel Iva Pelin Kicica Lincura
MIK  MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK  MIK MBK  MIK MBK
G ()
E. faecalis 2,81 563 22,50 n.d. 2,81 563 22,50 n.d. n.d. n.d. 22,50 n.d.
B.cereus 2,81 563 22,50 n.d. 2,81 281 2250 22,50 n.d. n.d. 11,25 n.d.
B. spizizenii 2,81 2,81 22,50 n.d. 2,81 281 2250 22,50 n.d. n.d. 22,50 n.d.
S.aureus 2,81 2,81 11,25 n.d. 0,70 5,63 0,70 0,70 n.d. n.d. 0,70 5,63
S.epidermidis 2,81 2,81 11,25 n.d. 2,81 5,63 2,81 2,81 n.d. n.d. 2,81 11,50
L.monocytogenes 0,70 n.d. 11,25 n.d. 281 2250 281 n.d. 11,25 n.d. 2,81 n.d.
R. equi 2,81 2,81 11,25 n.d. 2,81 2,81 6,25 6,25 n.d. n.d. 6,25 n.d.
G()
P. mirabilis 2,81 563 22,50 n.d. 2,81 281 2250 22,50 n.d. n.d. 22,50 n.d.
S. sonnei 2,81 2,81 11,25 n.d. 2,81 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 11,25 n.d.
Y. enterolitica 2,81 2,81 22,50 n.d. 2,81 281 2250 22,50 n.d. n.d. 22,50 n.d.
S.Enteritidis 5,63 5,63 11,25 n.d. 5,63 5,63 22,50 22,50 n.d. n.d. 22,50 n.d.
S. Typhimurium 5,63 563 22,50 n.d. 563 11,25 22,50 n.d. n.d. n.d. 22,50 n.d.
E. coli O157:H7 n.d. n.d. 22,50 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 22,50 n.d.
Kvasac
Candida albicans n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

“n.d. —nijedna od ispitivanih koncentracija nije delovala; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija izraZena u miligramima suvog ekstrakta po
mililitru rastvora (mg/mL) predstavljena kao srednja vrednost tri merenja; MBK — minimalna mikrobicidna koncentracija izrazena u miligramima suvog

ekstrakta po mililitru rastvora (mg/mL) predstavljena kao srednja vrednost tri merenja.
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Slika 5.16. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanih biljaka sa gorkim
materijama pri delovanju na G (+) bakterije; Oivi¢eni barovi oznac¢avaju ekstrakte koji
nisu delovali na odredeni mikroorganizam u ispitivanom opsegu koncentracija

Kao i kod G (+) bakterija, ekstrakt kicice se pokazao kao najslabiji antimikrobni
agens pri delovanju na G (-) sojeve, sa izostankom letalnog dejstva u svim testiranim
koncentracijama (slika 5.17.). Ekstrakt pelina je delovao inhibitorno i mikrobicidno na
G (-) bakterije samo u najvisoj testiranoj koncentraciji, ili nije uop$te delovao u
testiranom opsegu koncentracija. Lincura i podbel su ispoljili neznatno jace dejstvo, u
dvema najvisim koncentracijama. lva i podubica, kao i kod G (+) sojeva, su imale
najjaée delovanje, sa inhibitornim i mikrobicidnim koncentracijama ve¢ od 2,81
mg/mL. Iva ne deluje mikrobicidno na soj S.sonnei, a oba ekstrakta su ostala neaktivna
prema E. coli O157:H7 u testiranom opsegu koncentracija.

E. coli O157:H7, na koju su samo ekstrakti podbela i lincure delovali
inhibitorno, i to u najvisSoj koncentraciji, je najrezistentija testirana bakterija pri
delovanju ekstrakata biljaka sa gorkim materijama. Medusobne razlike u otpornosti

ostalih G (-) bakterija nisu izrazene.
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Slika 5.17. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanih biljaka sa gorkim
materijama pri delovanju na G (-) bakterije; Oivi¢eni barovi oznacavaju ekstrakte koji
nisu delovali na odredeni mikroorganizam u ispitivanom opsegu koncentracija

Nijedna od ispitivanih koncentracija ekstrakata gorkog lekovitog bilja nije
delovala na kvasac C.albicans (slika 5.18.).

25

20 -

C ekstrakata (mg /ml)

; : > D
W° N g G ao? £
N \')\Qc‘ Qob ©

Slika 5.18. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanih biljaka sa gorkim
materijama pri delovanju na kvasac C. albicans; Oiviceni barovi oznacavaju ekstrakte
koji nisu delovali na odredeni mikroorganizam u ispitivanom opsegu koncentracija

Relativnim poredenjem dobijenih rezultata antimikrobne aktivnosti za testirane
biljke, sa rezultatima drugih autora, nezavisno od primenjene metode, nailazi se na
odredene sli¢nosti. Tako je kicica, u skladu sa naSim rezultatom, ispoljila najslabije

delovanje na ispitivane mikroorganizme disk-difuzionom metodom (Kirbag et al.,
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2009). Takode, MIK ekstrakta ki¢ice bio je najveéi medu ispitivanim ekstraktima
lekovitih biljaka iz Brazila (Pereira et al., 2011). lzraZzenu antimikrobnu aktivnost
podubice opisuju i druge studije. u istrazivanju Vlase i saradnika (2014) Aktivnost
ekstrakta podubice protiv S. aureus je ¢ak bila jaca od referentnog antibiotika. Ekstrakti
7 biljaka iz roda Teucrium, sa podru¢ja Srbije, medu kojima su i podubica i iva,
pokazale su se kao dobri prirodni antimikrobni agensi (Stankovi¢ et al., 2012). U
istrazivanju Poiata i saradnika (2008) je zapazena slaba aktivnost ekstrakata biljaka iz
roda Artemisia, kojem pripada i pelin, prema G (-) bakterijama, $to je u skladu sa
dobijenim rezultatom.

Sa aspekta testiranih mikroorganizama, u mnogim studijama je dokumentovana
velika osetljivost soja S. aureus prema ekstraktima i drugim biljnim izolatima, sto je u
skladu sa dobijenim rezultatima (Lino i Deogracious, 2006; Ghasemi et al., 2010;
Ceyhan et al., 2012). Saglasno sa nasim rezultatom, B.cereus, kao i E. coli, Cesto
pokazuju veliku rezistentnost na delovanje ekstrakata lekovitog bilja (Ghasemi et al.,
2010; Ceyhan et al., 2012; Stankovi¢ et al., 2012; Nazzaro et al., 2013; Vlase et al.,
2014). Takode, rezistentnost kvasca C. albicans na ekstrakte ispitivanih i drugih biljnih
vrsta, kao i na izolovane biljne komponente, primec¢ena je i u ranijim istrazivanjima
(Holetz, 2002; Janovska et al., 2003; Weckesser et al., 2007; Milosevi¢-Ifantis, 2013).

5.5.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata odabranih aromatiénih i zaéinskih
biljaka

U tabeli 5.12. su predstavljene MIK i MBK vrednosti ekstrakata odabranog
aromati¢nog i zacinskog bilja. Koncentracije ekstrakata, koje su delovale inhibitorno i
mikrobicidno na testirane mikroorganizme, kretale su se u opsegu od 0,12 mg/mL do
7,50 mg/mL.

Kada su u pitanju G (+) bakterije, inhibitorne i mikrobicidne koncentracije
kretale su se u istom opsegu, i to od 0,12 mg/mL do 7,50 mg/mL. Sa slike 5.19. se vidi
da su ekstrakti nane, moraca i Zalfije ispoljili najjae delovanje na ispitivane G
(+) sojeve. Posle njih sledi ekstrakt anisa, a najslabiju antimikrobnu aktivnost ispoljili
su ekstrakti korijandera i lavande. Najosetljivije su bile bakterije B. cereus, S. aureus, S.
epidermidis i R. equi, na koje su svi ekstrakti ve¢ pri koncentraciji od 0,12 mg/mL

delovali kako inhibitorno tako i mikrobicidno. B. spizizenii i L. monocytogenes bile su
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nesto otpornije, sa MIK i MBK ekstrakata od 0,47 mg/mL i od 0,94 mg/mL, po
navedenom redosledu. Najrezistentnija od svih G (+) sojeva je bila E. faecalis, sto je i
ocekivano, s obzirom da ovaj soj inaCe pokazuje rezistentnost na delovanje
antimikrobnih agenasa (Bayoub et al., 2010; Zomorodian et al., 2015; Tolulope et al.,
2015). Ekstrakt nane je delovao na ovu bakteriju pri najnizoj koncentraciji (MIK 0,94
mg/mL, MBK 1,87mg/mL).
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Slika 5.19. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanog aromati¢nog i
zacinskog bilja pri delovanju na G (+) bakterije
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Tabela 5.12. MIK i MBK vrednosti ekstrakata odabranog aromati¢nog i za¢inskog bilja "

Mikroorganizmi Morac Lavanda Nana Zalfija Anis Korijander
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
G+
E.faecalis 1,87 1,87 7,50 7,50 0,94 1,87 1,87 1,87 3,75 3,75 7,50 7,50
B.cereus 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
B.spizizenii 0,47 0,47 0,94 0,94 0,94 1,87 0,94 0,94 0,94 0,94 0,47 0,47
S. aureus 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
S.epidermidis 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
L.monocytogenes 0,94 0,94 1,87 3,75 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 1,87 1,87
Rhodococcus equi 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
G (-
P.mirabilis 1,87 1,87 0,47 0,94 0,94 = 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,47 0,47
S.sonnei 7,50 7,50 0,94 1,87 0,94 0,94 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87
Y. enterolitica 3,75 7,50 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 1,87 1,87 0,94 0,94
S.Enteritidis 7,50 7,50 3,75 3,75 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 3,75
S. Typhimurium 7,50 7,50 3,75 3,75 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 1,87 3,75 3,75
E. coli O157:H7 7,50 n.d. 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75
Kvasac
C.albicans 1,87 3,75 1,87 3,75 3,75 7,50 7,50 n.d. 0,47 0,94 3,75 7,50

“n.d. —nijedna od ispitivanih koncentracija nije delovala; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija izraZena u miligramima suvog ekstrakta po

mililitru rastvora (mg/mL) predstavljena kao srednja vrednost tri merenja; MBK — minimalna mikrobicidna koncentracija izrazena u miligramima suvog

ekstrakta po mililitru rastvora (mg/mL) predstavljena kao srednja vrednost tri merenja
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Minimalne inhibitorne i mikrobicidne koncentracije ispitivanog aromati¢nog i
zacinskog bilja na G (-) bakterije kretale su se od 0,47 mg/mL do > 7,50 mg/mL. U
vecini slucajeva MIK ekstrakata je delovala ujedno i mikrobicidno. Sa slike 5.20. se
jasno vidi da je ekstrakt morac¢a imao ubedljivo najslabiju aktivnost prema ispitivanim
G (-) bakterijama, dok razlike u jaéini delovanja ostalih biljaka nisu izrazene.
ekstrakata od 0,47 mg/mL do 1,87 mg/mL. Osetljivost ove bakterlje primecena je i
ranije (Omar et al., 2013). Najotpornija bakterija je, kao i u slucaju gorkog bilja, E. coli

O157:H7. Ekstrakt moraca nije delovao ni u jednoj testiranoj koncentraciji na pomenuti
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Slika 5.20. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanog aromati¢nog i
zacinskog bilja pri delovanju na G (-) bakterije

Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima. Ekstrakt nane je i u
drugim studijama domacih autora ispoljio znacajnu antimikrobnu aktivnost, bolju od
drugih biljaka sa podru¢ja nase zemlje (Sari¢ et al, 2009). Ekstrakti mora¢a i Zalfije su
takode svrstani medu najjace inhibitore bakterija, koje mogu izazvati infekcije
gastrointestinalnog trakta (Cwikla et al, 2010). Prilikom poredenja antimikrobne
aktivnosti ekstrakata nekoliko zac¢ina prema E. coli, ekstrakt korijandera nije pokazao
inhibitornu aktivnost (Pokhrel, 2012).
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Moze se zakljuciti da su, kao i u slucaju gorkih, aromati¢ne biljne vrste ispoljile
bolju antimikrobnu aktivnost prema G (+) u odnosu na G (-) bakterije. Ovakav rezultat
je u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Ojala et al., 2000; Alzoreky i Nakahara, 2003;
Shan et al., 2005; Lesjak, 2011). Gram (-) bakterije su kompleksnije grade celijskog
zida, pri ¢emu prisustvo spoljaSnje membrane verovatno predstavlja zastitnu barijeru pri
delovanju antimikrobnih agenasa, dok enzimi u periplazmatskom prostoru razgraduju
supstance koje dolaze spolja u ¢eliju (Gao et al., 1999). Gram (+) bakterije nemaju
spoljasnju membranu pa antimikrobni agensi lako prolaze kroz Ccelijski zid i
citoplazmaticnu membranu dovode¢i do isticanja citoplazme iz Celije 1 njene
koagulacije (Nikaido, 1994; Shan et al., 2005).

Ekstrakti su delovali inhbitorno i mirkobicidno na kvasac C.albicans u opsegu
koncentracija od 0,47 mg/mL do > 7,50 mg/mL. Najjacu aktivnost prema kvascu
pokazao je ekstrakt anisa (slika 5.21.), sa inhibitornim dejstvom pri koncentraciji od
0,47 mg/mL i fungicidnim, odnosno letalnim dejstvom, pri 0,94 mg/mL. Najslabiju
aktivnost prema kvascu pokazao je ekstrakt zalfije (MIK 7,50 mg/mL, MBK > 7,50
mg/mL). Slaba aktivnost vodeno - etanolnog rastvora zalfije prema ovom kvascu

primecena je i u drugim studijama (Garcia et al., 2013).
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Slika 5.21. Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata ispitivanog aromati¢nog i
zacinskog bilja pri delovanju na kvasac C. albicans
Iz prilozenih rezultata odredivanja antimikrobne aktivnosti biljaka, kao glavnih
konstituenata dobijenih likera (tabela 5.11. i tabela 5.12.), vidi se da je najmanja
inhibitorna (i mikrobicidna) koncentracija ekstrakata biljaka sa gorkim materijama i do

visestruko veca u odnosu na najmanju inhibitornu koncentraciju ekstrakata aromati¢nog
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i zacinskog bilja. Aromati¢ne i zacinske biljke su bogatije u isparljivim komponentama,
terpenima, koje ulaze u sastav etarskog ulja, tako da se i ustanovljena antimikrobna
aktivnost pica BK i BKL moze najviSe pripisati upravo terpenima. Antimikrobna
aktivnost terpena je dokazana u mnogim studijama. Na primer, dokazano je inhibitorno
delovanje najzastupljenijih terpena nane, pri ¢emu je mentol delovao na 24, menton na
4, izomenton na dve ispitivane bakterije dok eukaliptol (1,8-cineol) nije ispoljio dejstvo
ni na jedan testiran soj (Kotan et al., 2007). I druge studije ukazuju na izrazenu
antimikrobnu aktivnost mentola (Trombetta et al., 2005; Gupta i Saxena, 2010).

Tujon 1 kamfor, glavne komponente etarskog ulja zalfije, ispoljavaju
antimikrobnu aktivnost na bakteriju L. monocytogenes (Laciar et al., 2009). Pored
tujona, jos neki terpenoidi, takode nadeni u etarskom ulju zalfije, timol, a-terpineol,
terpinen-4-ol i linalol, su zabelezeni u literaturi kao komponente sa Sirokim spektrom
antimikrobnog delovanja, dok 1,8-cineol, borneol, bornil acetat i  -pinen, takode, ¢esto
prisutni u zalfiji, inhibiraju ali slabije i manji broj ispitivanih bakterija (Dorman i Deans,
2000). U studiji Kotan i saradnika (2007) ukazano je na znacajno antimikrobno
delovanje linalola i terpinen-4-ola na Sirok spektar mikroorganizama. Utvrden je i
antifungalni efekat monoterpena, kao $to su terpinen-4-ol, a-pinen, 3-pinen, 1,8-cineol,
linalol i a-terpineol protiv C. albicans, C. krusei i C. tropicalis (Kédzia et al., 2000;
Hammer et al., 2003).

U detaljnoj studiji Dorman i Deans-a (2000) je analizirana antimikrobna
aktivnost 21 indivudualnog terpenoida, prema 25 sojeva bakterija, agar- difuzionom
metodom. Neke komponente, koje su prisutne u ispitivanom etarskom ulju lavande, su
pokazale znacajnu antimikrobnu aktivnost prema vecini bakterija, kao na primer a -
terpineol, terpinen-4-ol, linalol, geranil acetat i nerol. Inhibitorno delovanje anetola,
najzastupljenije komponente etarskog ulja anisa i moraca, na plesni, kvasce i bakterije je
primeceno u nekoliko istrazivanja (Curtis et al., 1996; Huang et al., 2010; Orhan et al.,
2012).

5.6. Sastav isparljive frakcije odabranih aromati¢nih i zacinskih
biljnih vrsta

U cilju utvrdivanja sastava isparljive frakcije, kao nosioca antimikrobne

aktivnosti odabranih biljaka, a samim tim, i dobijenih likera, uradena je GC-MS analiza
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njihovih etarskih ulja. Prvobitnim planom, za analizu isparljive frakcije, bile su
odabrane sve biljke uvrSéene u ovo istrazivanje. S obzirom na mali udeo aromati¢nih,
isparljivih jedinjenja u biljakama, u kojima dominiraju gorki sastojci, izolovanje
njihovog etarskog ulja, primenom vodene destilacije Clevenger uredajem, nije bilo
mogucée. Zato je ovo poglavlje posveceno analizi isparljive frakcije odabranih

aromati¢nih i zacinskih biljaka.

5.6.1. Nana

Od ukupno identifikovanih 85,52 % komponenti etarskog ulja nane,
najzastupljenije su oksidovani monoterpeni i to: L-menton, mentol, izomenton i mentil
acetat i eukaliptol, navedenim redosledom (tabela 5.13.). Sli¢an kvalitativan i
kvantitativan hemijski sastav etarskog ulja nane dobili su i drugi autori (Aflatuni et al.,
2000; Stojanova et al., 2000; Iscan et al., 2002; Sokovi¢ et al., 2009; Zekovi¢ et al.,
2009; Derwich et al., 2011).

Tabela 5.13. Hemijski sastav etarskog ulja nane (Mentha piperita)

Ne Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1. a-pinen 0,07
2. B-felandren 0,03
3. B-pinen 0,32
4, [-mircen 0,13
5. 3-oktanol 0,18
6. D-limonen 0,09
7. eukaliptol (1,8-cineol) 4,02
8. trans-PB -ocimen 0,33
9. y-terpinen 0,20
10.  trans-p-terpineol 0,88
11.  B-linalol 0,56
12.  L-menton 30,51
13.  izomenton 10,44
14, mentol (L) 26,29
15.  4-terpineol 0,60
16.  izomentol 0,43
17.  o-terpineol 0,33
18.  citronelol 0,09
19.  pulegon 0,02
20.  karvon 1,27
21.  piperiton 1,95
22.  neomentil acetat 0,49
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23.  trans-anetol 0,55
24.  mentil acetat 5,23
25.  B-burbonen 0,52
> Ukupno identifikovano 85,52

5.6.2. Zalfija

Od ukupno 95,19 % identifikovanih komponenti ulja, najzastupljenije pripadaju
klasi monoterpena, diterpena i seskviterpena, a to su: tujon (a i ), kamfor, 1,8—cineol,
ledol, kamfen, borneol, bornil acetat, a-humulen, a-pinen i manol, po navedenom
redosledu. Ulje sadrzi i manji udeo (ali i dalje iznad 1 %) P -pinena, kariofilena i
humulen oksida Il (tabela 5.14.). Etarsko ulje zalfije je Cesto proucavano, pri cemu je
slican hemijski sastav dobijen u studijama drugih autora (Radulescu et al., 2004; Miti¢-
Culafié¢ et al., 2005; Bozin et al., 2007; Boszormenyi et al., 2009; Glisic et al., 2010;
Sertel et al., 2011; Porte et al., 2013). Dobijeni rezultati su, takode, u velikoj meri, u
skladu sa standardom 1SO 9909 (ISO 9909, 1997). Ipak, limonen nije pronaden u
ispitivanom uzorku, sto je u, ipak, skladu sa rezultatima Radulescu i saradnika (2004).
U nekim studijama su, u znac¢ajnom procentu, dokumentovana i druga jedinjenja koja
nisu nadena u ovom istrazivanju, kao npr veridiflorol (11,71 %) i 1-okten 8-ol (8,5 %)
(Radulescu et al., 2004; Abu-Darwish et al., 2013). Ove i druge razlike u hemijskom
sastavu isparljive frakcije ispitivanih biljaka, u odnosu na rezultate drugih autora, se
mogu pripisati razliitim ekoloSkim faktorima, kao Sto su geografsko poreklo i
klimatski uslovi, zatim razli¢itom vegetacionom periodu u kom je biljni materijal
sakupljen, starosti biljaka, genetskim faktorima, kao i razli¢itim metodama izolacije

etarskih ulja.

Tabela 5.14. Hemijski sastav etarskog ulja zalfije (Salvia officinalis)

Ne  Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1. a-tujen 0,08
2. o-pinen 2,80
3. kamfen 5,18
4.  B-pinen 1,19
5. B-mircen 0,89
6. oa.-felandren 0,09
7.  o-terpinen 0,27
8.  p-cimen 0,91
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9. 1,8-cineol 9,71
10. cis-ocimen 0,05
11. benzeneacetaldehid 0,01
12.  B-ocimen 0,01
13.  y-terpinen 0,33
14. ment-2-en-1-ol (cis-para) 0,05
15. linalol oksid (cis-) 0,04
16. terpinolen 0,44
17. linalol 0,05
18. - tujon (cis-) 22,28
19. 1-oktenil acetat 0,03
20.  B-tujon (trans-) 3,56
21. o-kamfolenal 0,07
22. kamfor 21,72
23. |-menton 0,07
24. izoborneol 0,06
25. trans- 3 pinanon 0,04
26. borneol 4,37
27. mentol (L) 0,07
28. terpinen-4-ol 0,70
29.  p-cimen-8-ol 0,12
30. a-terpineol 0,28
31. mirtenol 0,14
32. piperitol (trans) 0,04
33. karveol trans 0,07
34. karveol cis 0,03
35. geraniol 0,08
36. bornil acetat 3,57
37. timol 0,11
38. Kkariofilen 1,49
39. a-humulen 3,52
40. alo-aromadendren 0,10
41. ledol 6,73
42. humulen oksid ii 1,08
43. manol 2,75
> Ukupno identifikovano 95,19

5.6.3. Lavanda

Od ukupno 90,40 % identifikovanih komponenti etarskog ulja lavande,
najzastupljenije su monoterpeni i seskviterpeni, i to: linalol, linalil acetat, lavandulol,
lavandulil acetat, a-terpineol, kariofilen, kariofilen oksid, po navedenom redosledu. U
manjoj koli¢ini, ali preko 1 %, idetifikovani su: terpinen-4-ol, geranil acetat, neril

acetat, 1,8-cineol, cis-linalol oksid, trans-linalol oksid, cis-B-ocimen, trans-p-ocimen, -
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mircen i nerol (tabela 5.15.). Dobijeni sastav ispraljive frakcije lavande je, u velikoj
meri, u skladu sa rezultatima opisanim u literaturi (Shellie et al., 2002; Afsharypuor i
Azarbayejany, 2006; Verma et al., 2010; Hassanpour-Aghdam et al., 2011), dok su
Jianu i saradnici (2013) dobili drugaciji sastav etarskog ulja lavande iz Rumunije.

Sve komponente, propisane standardom 1SO 3515, prisutne su u ispitivanoj biljci, sa
odredenim odstupanjem u udelu nekih komponenti (ISO 3515, 2002). Linalil acetat je
prisutan u znatno manjoj koli¢ini, a o-terpineol u vecoj koli¢ini od one propisane

standardom.

Tabela 5.15. Hemijski sastav etarskog ulja lavande (Lavandula officinalis)

Ne Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1. a-tujen 0,06
2. a-pinene 0,15
3. kamfen 0,25
4, 3-oktanon 0,47
5. B-mircen 1,20
6. heksil etanoat 0,50
7. a-felandren 0,06
8. a-terpinen 0,16
9. 0-cimen 0,06
10. p-cimen 0,39
11. D-limonen 0,47
12. 1,8-cineol 1,44
13. cis-p-ocimen 1,26
14. trans-B-ocimen 1,24
15. y-terpinen 0,25
16. cis-linalol oksid 1,36
17. trans-linalol oksid 1,35
18. linalol 26,88
19. 1-okten-3-il-acetat 0,97
20. trans-pinokarveol 0,21
21. kamfor 0,75
22. L-menton 0,48
23. izoborneol 0,30
24. lavandulol 5,74
25. L-mentol 0,46
26. terpinen-4-ol 2,52
27. Kripton 0,49
28. a-terpineol 5,25
29. mirtenol 0,06
30. karveol cis 0,08
31. nerol 1,04
32. p-kumik aldehid 0,35
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33. D-karvon 0,11
34. piperiton 0,09
35. linalol acetat 12,50
36. anetol 0,86
37. lavandulol acetat 5,27
38. neril acetat 1,46
39. geranil acetat 2,70
40. kariofilen 5,06
41. trans-a-bergamoten 0,16
42. cis-p-farnezen 0,21
43. trans-B-farnezen 0,29
44, D-germakren 0,42
45, y-murolen 0,70
46. v-kadinen 0,23
47. kariofilen oksid 3,52
48. kadalen 0,49

)y Ukupno identifikovano 90,40

5.6.4. Anis

Ukupno je identifikovano 77,82 % komponenti ulja anisa, od kojih je

najzastupljenija trans-anetol, sa ¢ak 61,02 %, koji anisu daje karakteristi¢an slatkast

ukus. U znacajnoj koli¢ini prisutni su y-himakalen, estragol, cis-anetol i a- himakalen,

navedenim redosledom (tabela 5.16.).

Tabela 5.16. Hemijski sastav etarskog ulja anisa (Pimpinella anisum)

Ne  Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1. p-cimen 0,11
2. limonen 0,28
3. linalol 0,17
4.  estragol 3,33
5.  cis-anetol 2,55
6. trans-anetol 61,02
7.  a-himakalen 1,29
8.  y-himakalen 9,08
¥ Ukupno identifikovano 77,82

Dobijeni sadrzaj trans-anetola spada u niZze u odnosu na podatke iz literature i

ISO standard (ISO 3475, 2002). S druge strane, y-himakalen prisutan je u vecoj koli¢ini,

u poredenju sa literaturnim podacima i ISO standardom, koji propisuje (do 5 %) (ISO
3475, 2002; Rodrigues et al., 2003; Ozcan i Chalchat, 2006). Estragol u ispitivanom
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ulju ne prelazi limit od 6 %, propisan Evropskom farmakopejom (European
Pharmacopoeia, 2000). U ispitivanom uzorku nije pronaden anisaldehid, $to je u skladu
sa rezultatom Ullah i saradnika (2013).

5.6.5. Mora¢

Od ukupno 94,66 % identifikovanih komponenti, vise od polovine sastava ulja
¢ini aromati¢ni trans-anetol i malo manje od Cetvrtine monoterpen limonen. Fenkon je
prisutan u znacajnoj koli¢ini (5,81 %), dok su ostale prisutne komponente: estragol, o-
pinen, B-ocimen, B-pinen, B-mircen i a-felandren, navedenim redosledom (tabela 5.17.).

Prikazani rezultati su u skladu sa dostupnim podacima iz literature, bar kada je u
pitanju kvalitativni sadrZaj najzastupljenijih komponenti (Mimica-Duki¢ et al., 2003;
Anwar et al., 2009; Aprotosoaie et al., 2010; Roby et al., 2013; Badgujar et al., 2014).
Kvantitativni sadrzaj se o¢ekivano razlikuje od rezultata drugih autora, s obzirom na ve¢
pomenute razlike u karakteristikama ispitivanih biljaka (ekoloSke, genetske i druge).
Tako, na primer, ispitivano ulje moraca karakteriSe znatno veci sadrzaj limonena (22,65
%), u odnosu na druga istrazivanja. Ovako visok sadrzaj limonena je, pak, u skladu sa
rezultatom analize etarskog ulja moraca iz Toskane, Italija, koje je imalo 22,4 %
limonena, ali i znatno viSe estragola (67,1 %), a manje trans-anetola (2,5 %), u odnosu

na nas rezultat (Miraldi, 1999).

Tabela 5.17. Hemijski sastav etarskog ulja moraca (Foeniculum vulgare)

Ne  Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1.  o-pinen 3,07
2. B -pinen 1,00
3. B -mircen 0,74
4. o-felandren 0,26
5. limonen 22,65
6. p-ocimen 1,44
7. fenkon 5,81
8.  trans-anetol 56,64
9. estragol 3,05
¥ Ukupno identifikovano 94,66
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5.6.6. Korijander

Ukupno je identifikovano 96,65 % komponenti ulja korijandera, pri ¢emu ¢ak

polovinu sadrzaja (50,75 %) ¢ini oksidovani monoterpen PB-linalol, prijatne cvetne

arome, koja podseca na cvet lavande ili lovora. U velikoj meri, u sastavu ucestvuju

monoterpeni a-pinen i y-terpinen (11,53 % i 9,59 %). Ostale prisutne komponente, koje

su pojedinacno prisutne u znacajnom procentu (preko 1 %) su: kamfor, D- limonen,

geranil acetat, p-cimen, geraniol, kamfen, B-pinen, borneol i B-mircen, navedenim

redosledom (tabela 5.18.). Slican kvalitativni sadrzaj isparljive frakcije korijandera

opisan je i od strane drugih autora (Singh et al., 2006; Bhuiyan et al., 2009; Anwar et
al., 2011; Zawislak, 2011).

Tabela 5.18. Hemijski sastav etarskog ulja korijandera (Coriandrum sativum)

Ne  Naziv Sadrzaj u etarskom ulju (%)
1. a-pinen 11,53
2. kamfen 1,46
3. P-pinen 1,27
4. B -mircen 1,18
5.  p-cimen 3,17
6. D-limonen 3,50
7.  y-terpinen 9,59
8.  (+)-4-karen 0,80
9. linalol 50,75
10. kamfor 5,85
11. D-menton 0,22
12.  borneol 1,19
13. geraniol 2,97
14. geranil acetat 3,19
¥ Ukupno identifikovano 96,65
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6. ZAKLJUCCI

1. Na bazi vodeno-etanolnih ekstrakata odabranih dvanaest vrsta lekovitih,
aromati¢nih i zacinskih biljaka (nana, zalfija, lavanda, anis, mora¢, korijander, kicica,
lincura, pelin, iva, podubica, podbel) dobijen je biljni liker, “Biljni koktel (BK)”.
Senzorno najprihvatljivija kombinacija navedenih biljnih ekstrakata je izabrana
hedonskim testom, a sadrzala je biljke sa gorkim materijama i aromati¢ne i zaCinske
biljne vrste u odnosu 1:3.

2. Kalori¢nost dobijenog likera je smanjena zamenom dela saharoze
niskokaloriénim  zasladivatem  steviol  glikozidom, slatkom komponentom
juznoamericke biljke stevije (Stevia rebaudiana Bertoni).

3. Metodom rangiranja uzoraka sa razli¢itim udelima saharoze i steviol glikozida,
utvrdeno je da je uzorak u kome je zamenjeno 25 % saharoze prahom steviol glikozida,
imao najmanju sumu rangova, odnosno najbolju ocenu po pitanju dopadljivosti. Time je
opravdana primena ovog dijetalnog zasladivaca u dobijanju likera sa nizom kalorijskom
vrednosu. Dobijeni liker, nazvan, “Biljni koktel lajt (BKL)”, je, zajedno sa BK, odabran
za dalja ispitivanja.

4. Funkcionalna svojstva dobijenih pica, ispitana su kroz njihovu antioksidativnu i
antimikrobnu aktivnost. Ustanovljena je znatna antioksidativna aktivnost 1 visok sadrzaj
ukupnih fenola dobijenih pi¢a, BK 1 BKL, izmerena pomocu cetiri najcesce
primenjivane spektrofotometrijske (DPPH, FRAP i ABTS i FC,) i dve polarografske
(HPMC i MRAP) metode. Dobijene vrednosti za sve analizirane parametre bile su i do
viSestruko superiornije u odnosu na popularna komercijalna alkoholna pic¢a, koja se
mogu naci na naSem trziStu, a od kojih se neka cak koriste kao medicinski tonici za
jacanje organizma.

5. Klasterskom analizom podataka dobijenih svim metodama za odredivanje
antioksidativne aktivnosti, komercijalna i dobijena pi¢a su, po jacini antioksidativne
aktivnosti, podeljena u nekoliko grupa, pri ¢emu BK i BKL spadaju u grupu
najaktivnijih, sa klasterom znatno udaljenim od ostalih klastera.

6. Liker sa steviol glikozidom je, kod svih primenjenih metoda, ispoljio jacu
antioksidativnu aktivnost, u odnosu na liker u kome je saharoza bila jedini zasladivac,
Sto ukazuje na poboljSanje funkcionalnosti likera dodatkom slatkih izolata iz biljke

stevije.
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7. Mikrodilucionom metodom, sa mikrotitarskim ploficama, utvrdena je
antimikrobna aktivnost dobijenih likera, BK i BKL, prema odabranim sojevima
patogenih mikroorganizama, naj¢e$¢ih kontaminanata iz hrane. Inhibitorna aktivnost
BK i BKL prema G (+) bakterijama kretala se u opsegu koncentracija od 0,39 % do 50
%, a letalna od 0,78 % do 50 % pic¢a u inokulisanom bujonu. Slabija aktivnost
ustanovljena je prema G (-) bakterijama, sa inhibitornim koncentracijama u opsegu od
1,56 % do > 50 %, i letalnim od 6,25 % do > 50 % pi¢a u inokulisanom bujonu.

8. Od G (+) bakterija, dobijena pic¢a su ispoljila najjace delovanje na L.
monocytogenes i R. equi, pri ¢emu su se, sa hajmanjim inhibitornim i mikrobicidnim
koncentracijama, istakla u odnosu na odabrane komercijalne proizvode. Od G (-)
bakterija, najjace delovanje BK i BKL su ispoljili na soj Y. enterolitica.

9. Liker BKL je na neke mikroorganizme (S. aureus, Salmonella sojeve, P.
mirabilis i C. albicans) delovao pri upola nizim koncentracijama u odnosu na BK, $to se
moze pripisati uticaju steviol glikozida, koji, ocigledno, doprinosi poboljsanju
funkcionalnosti pica.

10. U okviru posebnog cilja istrazivanja, primenom svih gore navedenih metoda,
analizirana je antioksidativna i antimikrobna aktivnost vodeno-etanolnih ekstrakata
odabranih biljnih vrsta kao konstituenata dobijenih likera.

11. Klasterskom analizom rezultata svih primenjenih metoda za odredivanje
antioksidativne aktivnosti utvrdeno je da podbel i podubica formiraju grupu biljaka sa
najizrazenijim antioksidativnim kapacitetom, pa se moze zakljuciti da ove biljke imaju
zna&ajan doprinos u antioksidativnoj aktivnosti likera BK i BKL. Zalfija, iva, nana, anis
i pelin spadaju u srednje aktivne komponente dobijenih likera, dok lavanda, kicica,
morac, korijander i lincura formiraju klaster sa najmanje aktivnim biljkama.

12. Metoda HPMC je, u ovom radu, po prvi put primenjena na uzorcima kao §to su
vodeno-etanolni ekstrakti biljaka, dok je metoda MRAP, po prvi put primenjena na
kompleksnim uzorcima. Visoki koeficijenti korelacije obe polarografske metode sa
ostalim primenjenim, spektrofotometrijskim metodama, potvrdili su opravdanost
primene obe metode na alkoholnim pi¢ima i biljnim vodeno-etanolnim ekstraktima.

13. Na osnovu rezultata ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata odabranih
biljnih vrsta, utvrdeno je da grupa aromati¢nih i zacinskih biljnih vrsta ima visestruko
jaci inhibitorni i letalni efekat, odnosno da deluje u visestruko nizim koncentracijama u

odnosu na gorke. Na osnovu toga je zakljuceno da najveci doprinos u antimikrobnoj
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aktivnosti aromati¢nih i zacinskih biljaka (zalfija, nana, anis, korijander, morac i
lavanda) imaju terpeni, koji se nalaze u isparljivoj frakciji ovih biljaka, a u ve¢em udelu
u odnosu na gorke biljne vrste.

14. GC-MS analizom etarskih ulja aromati¢nih i za¢inskih biljaka, utvrdeno je da su
najzastupljenije isparljive komponente nane: L-menton, mentol, izomenton i mentil
acetat i eukaliptol; zalfije: tujon (a i B), kamfor, 1,8—cineol, ledol, kamfen, borneol,
bornil acetat, a-humulen, a-pinen i manol; lavande: linalol, linalil acetat, lavandulol,
lavandulil acetat, o-terpineol, kariofilen, kariofilen oksid; anisa: trans-anetol, y-
himakalen, estragol, cis-anetol i a- himakalen; korijandera: B-linalol, a-pinen i y-
terpinen; moraca: trans-anetol, limonen i fenkon. Navedenim terpenima se moze
pripisati znacajna uloga u doprinosu antimikrobnoj aktivnosti likera dobijenih u ovom

istrazivanju, BK i BKL.
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