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ANTIOKSIDATIVNE OSOBINE FRAKCIJA DOBIJENIH I1Z ODABRANIH BILJAKA
FAMILIJE LAMIACEAE POSTUPKOM NATKRITICNE EKSTRAKCIJE

Izvod

Sintetski antioksidansi danas se sve viSe zamenjuju prirodnim antioksidansima, zbog
njihove toksi¢nosti i sumnje da su izazivaci kancera. Trend zamene sintetskih jedinjenja sa
prirodnim aktivnim komponentama usmerava istraZivanja u pravcu ispitivanja razlicitih biljnih
materijala i identifikovanja novih jedinjenja sa antioksidativnim dejstvom koji se mogu iz njih
izolovati. Zbog toga su veliki napori uloZeni u cilju pronalazenja jeftinih izvora prirodnih
antioksidanasa, kao i za razvoj efikasnih i selektivnih tehnika ekstrakcije. Ekstrakcija sa
konvencionalnim rastvara¢ima je ponekad okarakterisana niskom selektivno$¢u i potrebom za
visokim temperaturama, S§to moze dovesti do degradacije Zeljenih jedinjenja. Natkriti¢na
ekstrakcija (NKE) je mnogo selektivnija od konvencionalnih nacina ekstrakcije S$to se postize
podesavanjem uslova ekstrakcije (temperature 1 pritiska). Takode, NKE predstavlja optimalno
reSenje kada se zahtevaju proizvodi bez tragova rastvaraca (npr. za prehrambene, kozmeticke i
farmaceutske proizvode).

Cilj ovog rada bio je odredivanje antioksidativne aktivnosti frakcija ruzmarina
(Rosmarinus officinalis), zalfije (Salvia officinalis), timijana (Thymus vulgaris) i izopa (Hyssop
officinalis), kao 1 hemijska analiza izolovanih frakcija. Antioksidativne frakcije su izolovane
primenom frakcione ekstrakcije sa natkriticnim ugljenik(IV)-oksidom na pritisku od 35 MPa i
temperaturi od 100°C. Za odredivanje antioksidativne aktivnosti izolovanih frakcija primenjivana
je elektron spin rezonantna (ESR) spektroskopija. Definisanje antioksidativne aktivnosti datih
frakcija vrsilo se merenjem njihove sposobnosti da "hvataju" 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikale
(DPPH) 1 hidroksil radikale. Odredivanje sposobnosti antioksidativnih frakcija da inhibiraju
lipidnu peroksidaciju vrSilo se merenjem peroksidnog broja u suncokretovom ulju prema
standardnom postupku ISO 3960:1977. Antioksidativna aktivnost ekstrakata uporedivana je sa
aktivnoS¢u butilovanog hidroksianizola (BHA) i komercijalnog ruzmarinskog ekstrakta Flavor'
Plus™. Hemijska analiza pomo¢u HPLC-DAD/ESI-ToF-MS bila je usmerena na kvantitativno
odredivanje karnosola i karnosolne kiseline, koji predstavljaju jedinjenja za koja se veruje da
poseduju najvecu antioksidativnu aktivnost u ispitivanim frakcijama. U tom cilju koristili su se
¢isti standardi ovih jedinjenja dok je identifikacija ostalih jedinjenja bila tentativna.

Na osnovu DPPH radikal metode redosled od najjace do najslabije antioksidativne
aktivnosti bio je: BHA, ekstrakt timijana, Flavor' Plus™, ekstrakt ruzmarina, ekstrakt zalfije i
ekstrakt izopa, dok je pri hidroksil radikal metodi redosled bio: Flavor' Plus™, ekstrakt Zalfije,
ekstrakt ruzmarina, ekstrakt izopa, BHA 1 ekstrakt timijana. Svi ispitivani ekstrakti pokazali su se
kao inhibitori lipidne peroksidacije suncokretovog ulja. Najbolju antioksidativnu aktivnost medu
ispitivanim ekstraktima pokazao je ekstrakt ruzmarina. Na osnovu vrednosti peroksidnog broja
antioksidativna aktivnost ispitivanih biljnih ekstrakata posle 12 h ¢uvanja na 98°C bila je sledeca:
ekstrakt ruzmarina > BHA > ekstrakt Zalfije > Flavor' Plus™ > ekstrakt timijana > ekstrakt izopa.
Rezultati su pokazali da antioksidativne frakcije iz ruzmarina i zalfije imaju najvec¢i sadrzaj
fenolnih diterpena i da predstavljaju vazan izvor za proizvodnju i primenu u prehrambenoj
industriji nutritivnih suplemenata, komponenata funkcionalne hrane ili antioksidanasa.

Kljucne reci: Prirodni antioksidansi, Antioksidativna aktivnost, Ruzmarin, Zalﬁja, Timijan, Izop,
Natkriti¢na ekstrakcija ugljenik(IV)-oksidom.



SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE EXTRACTION OF ANTIOXIDANT
FRACTIONS FROM SELECTED LAMIACEAE HERBS AND THEIR ANTIOXIDANT
ACTIVITY

Abstract

Synthetic antioxidants now being replaced by natural antioxidants because of their
possible toxicity and due to a suspected action as promoters of carcinogens. Great effort is being
devoted to the search for alternative and cheap sources of natural antioxidants, as well as to the
development of efficient and selective extraction techniques. Extraction with conventional
solvents is sometimes characterized by poor selectivity and requires high temperatures, which
could result in degradation of the desired compounds. Supercritical fluid extraction (SFE) is more
selective than conventional extraction and is optimal when products free from residual solvents
are required (for example, for food, cosmetic, and pharmaceutical purposes).

The aim of the present work was to determine the antioxidatnt activity of fractions from
rosemary (Rosmarinus officinalis), sage (Salvia officinalis), thyme (Thymus vulgaris) and hyssop
(Hyssop officinalis), and chemical analysis of obtained fractions. In order to isolate antioxidant
fractions method of fractional supercritical extraction with carbon dioxide at 35 MPa and 100°C
was applied. Antioxidant activity of obtained extracts was determined by measuring their ability
to scavenge 1,l-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical and hydroxyl radical using
electron spin resonance (ESR) spectroscopy. The protective effect of added SFE extracts on the
oxidative stability of sunflower oil was followed by determination of its peroxide value (PV) by
the official method ISO 3960:1977 during storage at 98°C. The antioxidant activity of the
extracts was compared to the activity of butylated hydroxyanisole (BHA) and commercial
rosemary extract Flavor' Plus™. Chemical analysis of obtained antioxidant extracts was
performed using HPLC-DAD/ESI-ToF-MS. Carnosol and carnosic acid, among the main
antioxidant compounds present in examinated extracts, were quantified with regard to pure
standard. Identification of the other compounds was tentative.

It was shown that in DPPH radical assay the order from the strongest to the weakest
antioxidant activity was: BHA, thyme extract, Flavor' Plus™, rosemary and sage extracts, and
hyssop extract, while in hydroxyl radical assay order was: Flavor' Plus™, sage extract, rosemary
extract, hyssop extract, BHA and thyme extract. All investigating extracts were effective on
retarding lipid oxidation of sunflower oil. Among them, rosemary extract exhibited the best
antioxidative activity. On the basis of peroxide value assay, antioxidant activity of the
investigated plant extracts after 12 h of storage at 98°C followed the order: rosemary extract >
BHA > sage extract > Flavor' Plus™ > thyme extract > hyssop extract. Results of the present
study demonstrate the positive effects of adding antioxidant fractions from rosemary and sage on
retarding lipid oxidation of sunflower oil. This investigation showed that antioxidant fraction
from rosemary and sage had the highest amounts of phenolic diterpenes, indicating their potential
use in food industry as nutritional supplements, functional food components or food antioxidants.

Keywords: Natural antioxidants, Antioxidant activity, Rosemary, Sage, Thyme, Hyssop,
Supercritical carbon dioxide extraction.
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1. UVOD

U prehrambenoj industriji koriste se sintetski i prirodni antioksidansi. Oni su prisutni u
mnogim namirnicama i imaju ulogu aditiva jer Stite hranu od oksidacije. Oksidacija je hemijski
proces 1 nastaje ve¢inom zbog izlozenosti hrane vazduhu, ili pod uticajem toplote i svetlosti. lako
su sintetski antioksidansi jeftiniji, njihova upotreba je zabranjena u nekoliko zemalja zbog
njihovih nezeljenih dugorocnih toksikoloskih efekata, ukljucuju¢i mutagene, karcinogene i
patogene efekte. Takode, upotreba sintetskih antioksidanasa je ogranicena zbog sve vec¢ih zahteva
potrosaca za hranom bez aditiva. Zbog toga je jedan od najvaznijih trendova u prehrambenoj
industriji danas potraznja za prirodnim antioksidansima iz biljnog materijala. Vecina prirodnih
antioksidanasa su fenolna jedinjenja ili polifenoli. Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja
se zasniva na njihovoj strukturi, mogu¢nosti doniranja vodonikovog atoma slobodnom radikalu i
sposobnosti da heliraju metalne jone. Oni mogu pokazati bolju antioksidativnu aktivnost od
endogenih i sintetskih antioksidanasa. Najvise koris¢eni prirodni antioksidansi su tokoferoli,
askorbinska kiselina, flavonoidi, lecitin, limunska kiselina i polifenoli. Oni se dodaju u veoma
malim koli¢inama (0,01 do 0,1 %) uljima, sterolima, emulgatorima, vitaminima koji su rastvorni
u mastima, fosfolipidima, pojacivacima arome, Cak i karotenima (boja) koji su podlozni
oksidaciji tokom c¢uvanja i transporta. Ako se dodaju u vecim koncentracijama antioksidansi
mogu delovati kao prooksidansi, zbog toga §to su sami po sebi podlozni oksidaciji. Stoga, u cilju
da se obezbedi kvalitet, bezbednost, i produzenje roka upotrebe prehrambenih proizvoda,
neophodno je strogo postovati standarde koji postoje u regulativama antioksidanasa u raznim
zemljama, imaju¢i u vidu sinergizam izmedu razli¢itih klasa prehrambenih proizvoda i
antioksidanasa. Vazno je napomenuti da antioksidansi ne mogu delovati na ve¢ zapoceti proces
oksidacije u namirnicama tj. ne mogu spreciti oksidaciju. Oni svojim delovanjem mogu jedino
usporiti oksidaciju, ¢ime produzavaju rok upotrebe prehrambenih proizvoda tako §to obezbeduju
oCuvanje ukusa, boje i nutritivne vrednosti prehrambenih proizvoda. Njihova uloga je posebno
vazna kako bi se izbegla oksidacija masti i ulja u prehrambrnim proizvodima.

Veliki broj aromati¢nih, zacinskih, lekovitih i ostalih biljaka sadrzi hemijska jedinjenja
koja imaju antioksidativne osobine. Brojne studije su vrSene sa nekim od ovih biljaka, npr.
ruzmarinom, zalfijom 1 origanom. U primeni su razni procesi za dobijanje biljnih ekstrakata koji
sadrze antioksidativna jedinjenja. Najvazniji uslovi koje dobijeni biljni ekstrakti treba da
zadovolje su antioksidativno dejstvo pri malim koncentracijama (0,01 do 0,1% u odnosu na
supstrat) 1 da su procesom iz antioksidativnih ekstrakata uklonjene komponente koje mogu
dodeliti ukus, miris i boju tretiranom prehrambenom proizvodu. Procesi ekstrakcije kojima se
mogu dobiti antioksidativni ekstrakti su: (1) ekstrakcija sa polarnim i nepolarnim rastvara¢ima,
npr. etanolom, etil-acetatom, heksanom, acetonom, metil-hloridom (Chang i sar., 1977; Kimura i
Kanamori, 1983; Todd, 1989); (2) vodeno-alkalna ekstrakcija (Viani, 1977); (3) ekstrakcija sa
biljnim uljima i/ili monogliceridima i digliceridima (Berner i Jacobson, 1973); (4) destilacija
vodenom parom; (5) molekulska destilacija; i najsavremenija (6) natkriticna ekstrakcija sa
ugljenik(IV)-oksidom (Tateo i Fellin, 1988).

Natkriti¢na ekstrakcija sa ugljenik(IV)-oksidom (NK-CO;) je mnogo selektivnija od
konvencionalnih nacina ekstrakcije jer se promenom pritiska i temperature, mogu regulisati
prinos 1 sastav ekstrakta koji se dobija. Pomo¢u NK-CO, dobijaju se ekstrakti sa optimalnim
fizikohemijskim, bioloskim i terapeutskim osobinama, jer se dobijaju ekstrakti bez tragova
rastvaraca i jer je zahvaljujuci kriticnim parametrima CO, moguée proces NKE izvoditi na



niskim temperaturama. Natkriti€ni ekstrakti koji se dobijaju pomoc¢u NK-CO, se smatraju
prirodnim i imaju GRAS (Generally Recognized As Safe) status. U natkritiénim ekstraktima nisu
prisutni mikroorganizmi, spore i enzimi koji doprinose kvarenju hrane, zbog toga §to su oni
tokom NKE inaktivisani i nije potrebna dodatna sterilizacija, dok odsustvo svetla i kiseonika
sprecava reakcije oksidacije.

U nauci se sve vise uvodi trend upotrebe cistih tehnologija, gde uslovi proizvodnje
obezbeduju minimalno koriS§¢enje energije pri najmanjem zagadenju zivotne sredine. Procesi pod
visokim pritiscima za izolovanje bioaktivnih supstanci imaju medu ovim postupcima znacajno
mesto. Buduc¢i razvoj u ekstrakciji antioksidanasa bi¢e sigurno vezan za postupak natkriti¢ne
ekstrakcije, koji zauzima posebno mesto s obzirom na porast restriktivnih mera u zakonskoj
regulativi koja se odnosi na zivotnu sredinu, toksikologiju i zdravlje ljudi.

1.1. Naucni ciljevi rada

U ovom radu prikazan je postupak izolovanja antioksidativnih frakcija iz zaCinskih biljaka
familije Lamiaceae: ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.), zalfije (Sage officinalis L.), timijana
(Thymus vulgaris L.) 1 izopa (Hyssopus officinalis L.) pomocu frakcione ekstrakcije sa
ugljenik(I'V)-oksidom. Postupak frakcione ekstrakcije se sastojao iz dve faze:

1. Izolovanje frakcija etarskog ulja iz biljnog materijala (ruzmarina, Zalfije, timijana i
izopa) na pritisku od 11,5 MPa i temperaturi od 40 °C.

2. Izolovanje antioksidativnih frakcija iz biljnog materijala (ruzmarina, Zalfije, timijana i
izopa) na pritisku od 35 MPa i temperaturi od 100 °C.

Naucni ciljevi ove disertacije su:

a) kvalitativna 1 kvantitativna hemijska analiza antioksidativnih frakcija iz ruzmarina,
zalfije, timijana i izopa.

b) ispitivanje antioksidativne aktivnosti izolovanih antioksidativnih frakcija.

¢) merenje sposobnosti antioksidativnih frakcija da inhibiraju lipidnu peroksidaciju.

d) uporedivanje antioksidativne aktivnosti pod b) i c¢) sa antioksidativhom aktivnoscu
sintetskog i komercijalnog antioksidansa.

Od rezultata ove disertacije se ocekuje da doprinesu novim saznanjima u analizi
hemijskog sastava antioksidativnih frakcija jer u do sada objavljenoj fitohemijskoj literaturi ne
postoje podaci o hemijskom sastavu antioksidativnih frakcija timijana i izopa dobijenih pomocu
natkriticne ekstrakcije. U naucnoj literaturi nema podataka o antioksidativnoj aktivnosti i
hemijskom sastavu ispitivanih antioksidativnih frakcija dobijenih pomo¢u NKE na izabranim
uslovima ekstrakcije iz ovog rada. Takode ne postoje objavljeni rezultati o uticaju
antioksidativnih frakcija iz Zalfije i izopa na oksidativnu stabilnost suncokretovog ulja. Pored
toga, rezultati predlozene disertacije treba da potvrde da su odabrani predstavnici zacinskog bilja
koji pripadaju familiji Lamiaceae vazan izvor za proizvodnju i primenu u prehrambenoj industriji
nutritivnih suplemenata, komponenata funkcionalne hrane ili antioksidanasa.



2. TEORIJSKI DEO



2.1. Antioksidansi

2.1.1. Definicija antioksidanasa

Prema Siroko koriS¢enoj definiciji, antioksidansi su supstance koje, prisutne u mnogo
nizim koncentracijama od supstrata koji lako podlezu oksidaciji (kao S§to su lipidi, proteini,
dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) ili ugljeni hidrati) znacajno inhibiraju ili potpuno
sprecavaju oksidaciju supstrata (Halliwell 1 Gutteridge, 1989; Halliwell 1995). Ni ova definicija,
niti ostale definicije (Huang i sar., 2005) ne ogranicavaju antioksidativnu aktivnost na prisustvo
specificne grupe jedinjenja ili odredeni mehanizam delovanja.

U zakonskoj regulativi koja se odnosi na prehrambenu industriju antioksidansi se definisu
kao supstance koje produzavaju rok trajanja namirnica Stite¢i ih od kvarenja prouzrokovanog
procesima oksidacije, kao S§to su uzeglost masti, promena boje i gubitak nutritivne vrednosti
(Watson, 2002).

2.1.2. Klasifikacija antioksidanasa

Postoji vise klasifikacija antioksidanasa, u zavisnosti od toga na osnovu cega se vrsi
podela. Najvaznije podele antioksidanasa su na osnovu:

1) porekla antioksidanasa,

2) nacina kako se unose u ljudski organizam,

3) hemijske prirode molekula antioksidanasa,

4) rastvorljivosti antioksidanasa 1

5) njihovog mehanizma delovanja.

Na osnovu porekla i hemijske prirode molekuli antioksidanasa se dele na:
1) Prirodne antioksidanse (tokoferoli, vitamin C, karotenoidi, flavonoidi itd.) i
2) Sintetske antioksidanse (butilovani hidroksianizol, galati itd.)

Na osnovu nacina kako se unose u ljudski organizam molekuli antioksidanasa se dele na:
1) Antioksidanse koji su sintetisani 1 kontrolisani endogeno (enzimi, proteini kao 1 drugi
produkti metabolizma) i
2) Antioksidanse egzogenog porekla, to jest one koji se unose putem hrane u ljudski
organizam (vitamini, flavonoidi, fenolne kiseline, folati, fitoestrogeni itd.)

Na osnovu hemijske prirode molekuli antioksidanasa se dele na:
1) Enzimske antioksidanse (superoksid dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza itd.) i
2) Neenzimske antioksidanse (albumin, bilirubin, vitamin C, flavonoidi itd.).

Na osnovu rastvorljivosti molekuli antioksidanasa se dele na:
1) Antioksidanse rastvorljive u vodi (vitamin C, albumin, bilirubin itd.) 1
2) Antioksidanse rastvorljive u mastima (vitamin E, karotenoidi, koenzim Q) itd.).



Na osnovu razli¢itog mehanizma delovanja antioksidansi mogu biti (tabela 1.1):
1) Primarni antioksidansi (butilovani hidroksianizol, galati, flavonoidi, ruzmarinski
ekstrakt, vitamin E, fenolna jedinjenja itd.) i
2) Sekundarni ili preventivni antioksidansi (limunska kiselina, askorbinska kiselina,
sumporna jedinjenja, selen, fosfolipidi, karotenoidi, transferin, ceruloplazmin itd.)
3) Sinergisti (askorbinska kiselina, sulfiti, p-karoten, limunska kiselina, etilen-diamin-
tetra-sir¢etna kiselina (EDTA), fosfati itd.).

Antioksidansi se veoma razlikuju po hemijskoj strukturi i imaju razli¢ite mehanizme
delovanja. Primarni antioksidansi usporavaju stupanj inicijacije lancane reakcije slobodnih
radikala ili prekidaju lancanu reakciju u fazi propagacije doniraju¢i vodonik ili elektrone
slobodnim radikalima i transformiSu¢i slobodne radikale u stabilnije produkte. Oni obi¢no
reaguju sa peroksil ili alkoksil slobodnim radikalima, koji nastaju razlaganjem lipidnih
hidroperoksida. Efikasni su pri manjim koncentracijama dok pri viSim koncentracijama mogu
pokazati prooksidativno dejstvo.
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Slika 1.1 Mehanizam delovanja_ primarnih antioksidanasa: prelaz vodonikovog atoma sa
antioksidansa na peroksil radikal i formiranje stabilnog ariloksi radikala koji je stabilizovan
rezonancom

Sekundarni ili preventivni antioksidansi spreavaju razlaganje lipidnih hidroperoksida na
slobodne radikale tj. redukuju brzinu reakcije inicijacije kod lancanih reakcija pomocu razli¢itih
mehanizama inaktivacije metala, raspadanja lipidnih hidroperoksida na neradikalske produkte,
uklanjanja kiseonika, vezivanja odredenih proteina sa prooksidativnim dejstvom, apsorbujuci
ultraljubicastvo zracenje ili (u slucaju fosfolipida) stvaraju zastitni sloj izmedu ulja i vazduha.
Sekundarni antioksidansi ne transformisu slobodne radikale u stabilnije produkte.

Postoji sinergizam izmedu razli¢itih antioksidanasa. Sinergisti su jedinjenja koja nemaju
antioksidativno dejstvo ili imaju veoma slab efekat, ali pojacavaju aktivnost primarnih
antioksidanasa. U sinergiste spadaju antioksidansi koji vezu kiseonik ili "skevindzeri" (hvataci)
kiseonika (askorbinska kiselina, sulfiti, askorbil-palmitat, eritorbinska kiselina) i helatori metala
(limunska kiselina, EDTA, fosfati, amino kiseline, fosfolipidi, produkti Maillard-ove reakcije).
Produkti Maillard-ove reakcije nastaju pri poviSenim temperaturama u reakciji izmedu
redukujucih Secera 1 razli¢itih aminokiselina, peptida ili proteina i imaju funkciju helatora metala,
npr. tiazoli, oksazoli i furanoni koji nastaju u reakciji izmedu L-cisteina i D-glukoze (Madhavi i
sar., 1996). Vitamin E pokazuje sinergisticko delovanje sa f-karotenom, selenom i narocCito sa
vitaminom C. Vitamin C deluje sinergisticki sa vitaminom E na taj nacin §to ucestvuje u
regeneraciji vitamina E. U ekstraktu ruzmarina karnosol, rosmanol i druge antioksidativne
komponente deluju u sinergiji. Razlaganje hidroperoksida na slobodne radikale katalisu teski




metali, medutim ako se vezu za helate metala do¢i ¢e do inhibicije oksidacije. Neke supstance
(proteini, aminokiseline) redukuju lipidne hidroperokside neradikalskim putem. Singletni
kiseonik oksidiSe lipide mnogo puta brze od tripletnog kiseonika i stoga hvataci singletnog
kiseonika imaju vaznu ulogu inhibitora oksidacije.

Tabela 1.1 Mehanizmi antioksidativne aktivnosti (Pokorny, 2001; Kochar i Rossell, 1990 )

Klasa antioksidanasa Mehanizam antioksidativne Primeri antioksidanasa
aktivnosti

Primarni antioksidansi Inaktivacija lipidnih slobodnih

radikala

Fenolna jedinjenja (BHA,
BHT, TBHQ), tokoferoli

Sekundarni Sprecavanje razlaganja Fenolna jedinjenja,
antioksidansi hidroksiperoksida na slobodne  sumporna jedinjenja, selen,
radikale fosfolipidi, transferin,
ceruloplazmin
Sinergisti Pojacavaju aktivnost pravih Limunska kiselina,

Helati metala

Hvataci singletnog

antioksidanasa
Vezuju teske metale u
neaktivne komponente

Transformacija singletnog

askorbinska kiselina
Fosforna kiselina, produkti
Maillard-ove reakcije,
limunska kiselina
Karoteni

kiseonika kiseonika u tripletni kiseonik
Supstance koje redukuju  Redukcija hidroksiperoksida Proteini, aminokiseline
hidroksiperokside na neradikalski nacin

Postoje 1 druge klasifikacije antioksidanasa. Zavisno od njihove hemijske strukture,
antioksidansi se grupiSu u fenolna jedinjenja (BHA, BHT, TBHQ, galati), hinone (hidrohinon,
tokoferol, hidroksihromani, hidroksikumarini), organske kiseline (askorbinska, limunska, vinska 1
mlecna kiselina i njihove soli, etilendiamintetrasiréetna kiselina i njene soli), sumporna jedinjenja
(neorganska: sulfiti, bisulfiti i metasulfiti; organska: metionin, cistein), i enzimi (katalaze,
peroksidaze, superoksiddizmutaza). Prirodni antioksidansi nadeni u bioloskim sistemima
ukljucuju Cetiri opsSte grupe: enzimi, veliki molekuli (albumin, ceruloplasmin, feritin, ostali
proteini), mali molekuli (askorbinska kiselina, glutation, mokra¢na kiselina, tokoferol,
karotenoidi, polifenoli), i neki hormoni (estrogen, angiotenzinogen, melatonin) (Prior, 2005).



2.2. Antioksidansi i zdravlje

2.2.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
u svojoj strukturi, Sto je preduslov njihove visoke i neselektivne reaktivnosti (Halliwell i
Gutteridge, 1989). Nastaju termolizom, elektromagnetnom radijacijom, redoks reakcijama,
enzimskim procesima, hemijskim i biohemijskim procesima (Acworth, 2003).

Slobodni radikali nastaju u ¢elijama tokom normalnog aerobnog metabolizma i ucestvuju
u mnogim vaznim biohemijskim reakcijama. Medutim, prekomerna produkcija slobodnih
radikala i poremecaji u sistemima celularne i ekstracelularne antioksidativne zastite dovode do
mnogih patoloSkih promena u ljudskom organizmu. Faktori koji prouzrokuju napade slobodnih
radikala mogu se podeliti u one endogenog i egzogenog porekla koji ponekad mogu dovesti do
oksidativnog stresa. Oksidacija i prate¢e formiranje slobodnih radikala je takode sastavni deo
ljudskog metabolizma. Kiseonik je krajnji akceptor elektrona u mitohondrijama gde proticanje
elektrona na kraju proizvodi energiju u obliku ATP-a (adenozin-trifosfata). Priblizno 5%
elektrona koji produ transportni lanac elektrona su izloZeni kiseoniku §to vodi do nastajanja
slobodnih radikala. Smatra se da se oko 2% kiseonika koji koristi organizam, prevede u reaktivne
kiseonic¢ne vrste (Reactive Oxygen Species - ROS). ROS su kratkog veka, ali su veoma reaktivni i
ako je njihova koncentracija ve¢a od odbrambenih snaga organizma do¢i ¢e do tzv. oksidativnog
stresa. Najvaznije ROS prikazane su u tabeli 2.1.

Tabela 2.1 Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske vrste kiseonika (Halliwell i
Whiteman, 2004; Somogyi i sar., 2007)

SLOBODNI RADIKALI NERADIKALSKI OBLICI
Reaktivne kiseonicne vrste (ROS)

Superoksid anjon radikal, O,~ Vodonik peroksid, H,O,
Hidroksil radikal, OH Hipobromna kiselina, HOBr
Hidroperoksil radikal, HOO Hipohlorna kiselina, HOCI
Peroksil radikal, LOO/ ROO' Ozon, O;
Alkoksil radikal, LO/ RO’ Singletni kiseonik, O,'Ag
Karbonatni radikal, CO;~ Organski peroksidi, ROOH
Ugljendioksidni radikal, CO," Peroksinitrit, ONOO"
Ugljenmonoksidni radikal, CO~ Peroksinitritna kiselina, ONOOH

Ako su slobodni radikali i ostale ROS prisutne u visku moze do¢i do oStecenja
konstituenata celije kao Sto su lipidne membrane, proteini, DNK 1 RNK. Posto su reaktivne
kiseoni¢ne vrste hemijski nestabilne vrste, ROS oduzimaju elektrone stabilnim molekulima i tako
pretvaraju i ove molekule u ROS. Nova nauc¢na disciplina, biologija slobodnih radikala, otkrila je
da je temelj iznenadujuce brojnih i vrlo teskih bolesti danasnjice zapravo oksidativni stres i
oste¢enja do kojih on dovodi. Mnogi oblici malignih bolesti rezultat su oksidativnog oStecenja
DNK i mutacija koje zbog toga nastaju. Neki od simptoma starenja, kao Sto je arterioskleroza,
pripisuju se oksidaciji holesterola vrlo niske gustine (Low-density lipoprotein — cholesterol, LDL-
C) i upravo slobodnim radikalima. Negativan uticaj slobodnih radikala moze dovesti 1 do



razli¢itih autoimunih bolesti, Seerne bolesti, reumatskih bolesti, sr¢anog udara, bolesti bubrega,
infektivnih bolesti, neurodegenerativnih bolesti na primer Alchajmerova bolest (Alzheimer's
disease) 1 Parkinsonova bolest (Parkinson disease), dermatoloskih poremecaja, na primer
fotosenzitivnost, psorijaza. Vaznu ulogu imaju i u nastanku alergija, kao §to su astma i atopicki
dermatitis, te upalnih bolesti creva poput ulceroznog kolitisa i Chronove bolesti (Chron disease).
U tabeli 2.2 dati su faktori koji dovode do oksidativnog stresa.

Tabela 2.2 Faktori oksidativnog stresa (Moller 1 sar., 1996)

Endogeni faktori Egzogeni faktori

Intenzivna fizicka aktivnost / Slaba fizicka Nadin ishrane :

aktivnost Proteinima i/ili lipidima bogata hrana
Emocionalni stres Prooksidansi (ksenobiotici)

Infekcije Smanjeni unos antioksidanasa
Kancer Pic¢e (alkohol, kafa)

Smrt ¢elije
Zagadivanje:
Dim cigareta
Zagadujuce supstance u vazduhu

Medicinski lekovi :
Antikancerogeni lekovi

Zracenje :

Jonizujuce zracenje
Ultraljubicasto zracenje
Mikrotalasno zracenje

KoZni apsorbanti :

Insekticidi  (eldrin, dihlordifeniltrihloretan
(DDT), lindan)

Lekovi (derivati lindana i psoralena)




2.2.2. Oksidativni stres

Da bi sprecio Stetne reakcije slobodnih radikala na konstituente celije, ljudski organizam
je razvio kompleksan antioksidativni odbrambeni mehanizam. Ljudski organizam poseduje
endogene antioksidativne sisteme koji ga Stite od Stetnog uticaja slobodnih radikala, ali vazan
segment antioksidativne odbrane Cine i antioksidansi koje svakodnevno treba unositi hranom u
adekvatnim dozama. Posmatrano na c¢elijskom nivou antioksidativni sistem se sastoji od
enzimskih 1 neenzimskih antioksidanasa koji odrzavaju balans izmedu prooksidanasa i
antioksidanasa u ¢eliji. Enzimski antioksidansi su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i
glutation peroksidaza (GPx). U tabeli 2.3 date su reakcije koje kataliSu ova tri endogena
antioksidansa. U prvoj reakciji SOD pretvara superoksidne anjon radikale O,  u vodonik-
peroksid koji ulazi u drugu reakciju gde se posredstvom CAT razlaze na vodu i molekulski
kiseonik. GPx takode detoksikuje perokside.

Tabela 2.3 Reakcije koje katalisu SOD, CAT i GPx (Blokhina i sar., 2003)

Enzim EC broj Reakcija koju katalizuje dati enzim
Superoksid dismutaza  1.15.1.1 Oy + 0y + 2H' = 2H,0,+ O,
Katalaza 1.11.1.6 2 H,0, = 0, +2 H,0

Glutation peroksidaza 1.11.1.9 2 GSH + PUFA-OOH (H,0,) = GSSH + 2 H,0

Neenzimska jedinjenja, kao §to su albumin, mokraéna kiselina i bilirubin, kao i odredena
grupa vitamina spadaju u grupu najznacajnijih neenzimskih antioksidativnih jedinjenja koja se
nalaze u krvnoj plazmi (tabela 2.4) i koja pokazuju sposobnost prekidanja lancane reakcije.
Nevitaminska antioksidativna jedinjenja (albumin, mokra¢na kiselina i bilirubin itd.) su
odgovorna za 50-80% celokupne sposobnosti prekidanja lancane reakcije koju poseduje krvna
plazma, iako to nije njihova glavna uloga. Oksidativni stres se prvenstveno deSava (Somogyi i
sar., 2007):

1) jer je koncentracija antioksidanasa redukovana (na primer zbog mutacije enzima koji
imaju funkciju antioksidanasa u organizmu, ili pri smanjenom unosu prirodnih
antioksidanasa preko hrane) 1

2) jer je broj ROS povecan (na primer u slucaju bolesti).

Dva najznacajnija antioksidansa rastvorljiva u vodi koja su prisutna u plazmi su mokra¢na
kiselina 1 askorbinska kiselina. Mokracna kiselina je inhibitor lipidne peroksidacije putem
vezivanja gvozda i bakra u oblicima koji ne stimuliSu formiranje radikala (primarna zastita) i
putem direktnog hvatanja slobodnih radikala kada se formiraju (sekundarna zastita). Askorbinska
kiselina ili vitamin C takode ima ulogu hvataca slobodnih radikala i ukljucena je u regeneraciju
vitamina E. Vitamin C je najefiksniji u citoplazmi (vodeni deo <celije), jer je on
vitamin/antioksidans koji je rastvorljiv u vodi. Bilirubin je molekul koji nastaje u metabolizmu
hema. SuStina velike antioksidativne mo¢i bilirubina je da jedan molekul moZe biti iskoriS¢en
viSe puta za uklanjanje visoko reaktivnog kiseonika. Kada bilirubin reaguje sa oksidansom
nastaje biliverdin, koji se zatim ponovo prevodi u bilirubin pomoc¢u enzima biliverdin reduktaze.
Smatra se da bilirubin $titi ¢elijsku membranu dok glutation deluje unutar ¢elije. Glutation,
tripeptid  (y-glutamil-cisteinil-glicin), veoma je vazan sulfhidrilni pufer koji odrzava u



redukovanom obliku ostatke cisteina u hemoglobinu i drugim proteinima eritrocita. Pomocéu
redukovanog glutationa (GSH) detoksikuje se vodonik-peroksid u reakciji koju katalisSe enzim
GPx. Vitamin E je glavni liposolubilni antioksidans i igra veoma vaznu ulogu u zastiti ¢elijskih
membrana. PoSto je rastvorljiv u mastima najefikasniji je u dvostrukim lipidnim membranama
(Bilayer Lipid Membranes - BLM) 1 membranama mitohondrija (lipidni deo ¢elije). Deluje na
mestima gde je visok parcijalni pritisak kiseonika, na primer na membranama respiratornog
trakta. Vitamin E pokazuje sinergistiCko delovanje sa vitaminom A, f-karotenom, selenom i
naroCito sa vitaminom C. Vitamin C deluje sinergisticki sa vitaminom E na taj nacin Sto
uCestvuje u regeneraciji vitamina E. Postoje razli¢iti mogué¢i mehanizmi putem kojih
antioksidansi deluju i pruzaju zastitu od slobodnih radikala. To podrazumeva sprecavanje
obrazovanja ROS, zaustavljanje ROS napada hvatanjem reaktivnih metabolita 1 njihovo
pretvaranje u manje reaktivne molekule, spreCavanje obrazovanja Stetnih oblika iz manje
reaktivnih ROS, olakSavanje oporavka od Stetnih ROS 1 obezbedivanje povoljne okoline za
efikasno delovanje ostalih antioksidanasa (Sen, 1995).

Tabela 2.4 Antioksidansi prisutni u ljudskoj plazmi (Stocker, Frei, 1991)

Antioksidans Koncentracija  Mehanizam delovanja

(pmol/l)
Rastvorljivi u vodi
Askorbati 30-150 Hvatac radikala, regeneracija vitamina E
Urati 160-470 Hvatac radikala, vezuje Cu®"iFe?
Glutationi 1-2 Hvatac radikala i supstrat za GPx
Bilirubin 5-20 Hvatac radikala
Albumin 530-830 Vezuje Cu 2%, heme, hvata¢ HOCI radikala
Ceruloplasmin Znatno niza Vezuje Cu **
Transferin Znatno niza Vezuje Fe 2

Rastvorljivi u lipidima

Vitamin E 25-40 Hvata¢ peroksil radikala
Vitamin Q (Ubihinon) 0,4-1,0 Hvatac radikala

Likopen 0,5-1,0 Hvatac singletnog kiseonika
p-karoten 0,3-0,6 Hvatac singletnog kiseonika

10



2.2.3. Mehanizam lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija je oznafena kao glavni mehanizam oStec¢enja ¢elija u mnogim
bioloSkim sistemima biljnog i zivotinjskog porekla. Ovom procesu podlezu kako lipidi u
biosistemima, tako i lipidi u hrani. Mehanizam ove lancane reakcije ukljucuje proces stvaranja
lipidnih peroksida napadom slobodnih radikala na lipide. Osnovni supstrat za oksidativno
ostecenje lipida predstavljaju polinezasi¢ene masne kiseline (Polyunsaturated Fatty Acids -
PUFA) u fosfolipidima i glikolipidima, kao i holesterol u bioloskim membranama. PUFA sadrze
najmanje dve dvostruke ugljenik-ugljenik veze izmedu kojih se nalazi metilenska grupa koja
sadrzi posebno reaktivne vodonikove atome. Lipidna peroksidacija se u bioloSkim sistemima
moze odigrati enzimskim (pod dejstvom lipooksigenaza) i neenzimskim putem. Ukoliko se
oksidacija odvija u prisustvu atmosferskog kiseonika naziva se autooksidacija. Nezasi¢ene masne
kiseline kao S§to su oleinska, linolna (linoleinska) i linolenska su lipidi koji ucestvuju u
mehanizmu oksidacije. Brzina oksidacije ovih masnih kiselina raste sa pove¢anjem nezasi¢enosti.
Opsti mehanizam lipidne peroksidacije sastoji se od tri faze: (1) inicijacije, formiranje slobodnih
radikala; (2) propagacije, lancanih reakcija sa slobodnim radikalima; i (3) terminacije, formiranje
neradikalskog proizvoda. Mehanizam lipidne peroksidacije prikazan je na slici 2.1.

HO
+ OH —L- Lipidni radikal

Inicijacija

Nezasiéeni lipid
Propagacua

(T

Lipidni hidroperoksid Lipidni peroksil radikal

Slika 2.1 Mehanizam lipidne peroksidacije

Inicijacija zapo€inje oduzimanjem vodonikovog atoma iz biomolekula. Masna kiselina
(LH) se u fazi inicijacije prevodi u radikal masne kiseline (L). Inicijatori su ROS, na primer
hidroksil radikal (OH), peroksil radikal (ROO) i alkoksil radikal (RO’) koji imaju sposobnost da
oksidiSu polinezasi¢ene masne kiseline. Radikal masne kiseline nije stabilan molekul, tako da
automatski reaguje sa molekulskim kiseonikom, na taj nacin stvarajuci peroksil radikal masne
kiseline (LOO). Ovaj radikal reaguje sa drugim molekulom masne kiseline i nastaje ponovo
radikal masne kiseline i lipidni hidroperoksid (LOOH), jedan od glavnih pocetnih proizvoda
lipidne peroksidacije koji se raspada i formira jedinjenja koja su odgovorna za uZzeglost
namirnica. Takvi sekundarni proizvodi uklju¢uju heksanal, pentanal 1 malondialdehid.
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Mehanizam lipidne peroksidacije na primeru linolne kiseline prikazan je na slikama 2.2 i 2.3.
Lancana reakcija se zaustavlja kada dva radikala reaguju i daju neradikalski molekul. Ovo se
dogada jedino ako je koncentracija radikala dovoljno velika da bi doslo do sudara dva radikala.
Lancanu reakciju mogu prekinuti antioksidansi tako S§to deluju kao "hvataci" ("skevindzeri")
slobodnih radikala. Mehanizam kompleksne lancane reakcije lipidne peroksidacije odvija se u tri
faze:

[ FAZA: Inicijacija LH+R — L +RH

II FAZA: Propagacija L +0, »> LOO
LOO +LH — LOOH+L

IIT FAZA: Terminacija LOO +LOO — LOOL + 0,
L +LOO — LOOL
L +L - L-L

Sekundarna inicijacija LOOH —» LO +OH

(razlaganje hidroperoksida) 2 LOOH — LOO +LO +H,O

Katalitika inicijacija

(razlaganje hidroperoksida

u prisustvu metala) LOOH + M™ — LO + OH + M®™™*
(npr. M = Fe, n=2) LOOH + M™V" 5 LOO + H" + M™

Primarni antioksidansi (AH) deluju kao "hvata¢i" ("skevindzeri") slobodnih radikala
(LOO, LO i L) prekidajuci lancanu reakciju u fazi propagacije, redukujuéi slobodan radikal i
formirajuéi radikal antioksidansa (A’) koji moze reagovati mnogo brze sa molekulom slobodnog
radikala od nezasi¢ene masne kiseline LOOH.

LOO +AH —- LOOH + A
LO +AH —>LOH + A

L +AH - LH+A

LOO + A — LOOA
LO+A — LOA

L +A - LA
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CH3CH,CH,CH,CH,CH=CH-CH,CH=CH(CH,);COOH  Linolna kiselina

LOO" (radikal inicijator)

CH3;CH,CH,CH,CH,CH=CH-CH CH=CH(CH,);COOH  Radikal linolne kiseline

$

CH3CH,CH,CH,CH,CH CH=CHCH=CH(CH,);COOH  Peroksil radikal
°
CH3CH,CH,CH,CH,CHCH=CHCH=CH (CH.);COOH
|

o0’
\LLH (linolna kiselina)

CH3CH,CH,CH,CH,CHCH=CHCH=CH (CH,);COOH + L’

(|DOH Radikal linolne kiseline

13-hidroperoksid

Slika 2.2 Formiranje 13-hidroperoksida iz linolne kiseline (9-hidroperoksid je drugi glavni
proizvod ove reakcije)

O-OH
¢ -OH'

CH3CHZCH20HQCH2C|:H { CH=CHCH=CH(CH,);COOH  Alkoksil radikal
b
CH43CH,CH,CH,CH,CHO '+ 'CH=CHCH=CH(CH,);

heksanal
Slika 2.3 Nastajanje heksanala iz 13-hidroperoksida (linolne kiseline)

Tabela 2.5 Prag mirisa ("flavour thresholds') nekih od aldehida koji nastaju pri oksidaciji
linolne kiseline odreden u parafinskom ulju

Jedinjenje Prag "Threshold" (mg/kg)
Heksanal 0,08-0,6

Heptanal 0,04-0,055

Oktanal 0,04-0,6

trans-2-nonenal 0,04-0,4

cis-2-dekenal 0,1

trans, trans-2,4-nonadienal 0,46
trans,cis-2,4-dekadienal 0,02
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2.3. Izvori prirodnih antioksidanasa

2.3.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja ili polifenoli, u svojoj strukturi sadrze aromaticni prsten sa jednom ili
viSe hidroksilnih grupa. Ovi proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka nisu potpuno prouceni
zbog slozenosti hemijske prirode i zbog Siroke rasprostranjenosti u biljkama. Najznacajnije grupe
fenolnih jedinjenja su:

1) Fenolne kiseline koje su hidroksi derivati benzoeve kiseline (Ce-C;) 1 one su u
biljkama prisutne uglavnom u slobodnom stanju kao i u obliku estra i glikozida (p-
hidroksibenzoeva kiselina, galna kiselina, salicilna kiselina).

2) Fenolne kiseline koje su derivati cimetne kiseline (Ce-Cs) su Siroko rasprostranjene u
biljkama i retko se nalaze u slobodnom stanju ve¢ se CeS¢e nalaze u obliku estra i
glikozida (kumarinska kiselina, kafeinska kiselina, ferulna kiselina).

3) Glikozidi estara fenilpropanoida.

4) Flavonoidi

Flavonoidi ¢ine najzastupljeniju grupu fenolnih jedinjenja u biljkama. Njihova osnovna
struktura je difenilpropan (Cs-C;3-Cs). Zavisno od stepena oksidacije centralnog piranskog
prstena, flavonoidi se mogu podeliti na : flavone, flavonole, flavanone, izoflavonoide, flavane,
flavanole (katehine) i antocijanine. Piranski prsten moze biti otvoren (halkoni) ili transformisan u
furanski prsten (auroni). Oko 90% flavonoida u biljkama nalazi se u obliku glikozida (Skerget i
sar., 2005).

Fenolne kiseline koje su derivati cimetne kiseline (Ce-C3) imaju bolju antioksidativnu
aktivnost od fenolnih kiselina koje su derivati benzoeve kiseline (Ce-C;). Postoji direktna veza
izmedu strukture vecine fenolnih kiselina i njihove antioksidativne aktivnosti. Monofenoli su
manje efikasni od polifenola. Uvodenjem druge hidroksi grupe u orto ili para polozaj povecava
se antioksidativna aktivnost (Yanishlieva, 2001). U tabeli 2.6 prikazani su najznacajniji izvori
flavonoida i fenolnih kiselina kao najvaznijih prirodnih antioksidanasa koji se nalaze u raznim
vrstama voca, povr¢a, zitarica, ¢ajeva, biljaka i zaina.
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2.3.2. Tokoferoli i tokotrienoli

Tokoferoli su najpoznatija grupa prirodnih antioksidanasa. Mogu se klasifikovati u dve
grupe:

1) Tokoferoli (Toc) u koje spadaju a-, -, y- i J- tokoferol i

2) Tokotrienoli (Toc-3) u koje spadaju a-, f-, y- i - tokotrienoli.

Svi tokoferoli su termostabilna jedinjenja do 200 °C dok ih UV zraci razgraduju.
Najvaznije jedinjenje iz grupe tokoferola je a-tokoferol ili vitamin E, koji poseduje najmanju
antioksidativnu aktivnost u poredenju sa ostalim tokoferolima. Naziv vitamin E je zapravo
zajednicko ime za svih 8 jedinjenja iz grupe tokoferola. U reakciji sa lipidnim peroksil radikalom
o-tokoferoli predstavljaju donore vodonika koji se nalazi na hidroksilnoj grupi. Radikal koji
nastaje iz a-tokoferola je stabilizovan zbog delokalizacije elektrona preko aromaticnog prstena.
Ovaj radikal formira neradikalski proizvod a-tokoferol-peroksid koji prelazi u a-tokohinone ili
tokoferol dimere.

Tokoferoli koji ulaze u sastav hrane predstavljaju relativno slabe antioksidanse, i
reakcijom sa slobodnim radikalima prelaze u hinone, spirodimere i kopolimere sa oksidisanim
lipidima. Obi¢no se koriste za ¢uvanje biljnih ulja, margarina i kakao proizvoda.

Tokoferoli spadaju u grupu liposolubilnih vitamina (rastvorljivih u mastima). Ulaze u
sastav Celijskih membrana, pa im je glavna antioksidativna uloga da zaStite masne kiseline 1
druge komponente celijske membrane kao i lipoproteine od oksidacije. Imaju vaznu ulogu u
organizmu zato Sto Stite Celije od starenja, od dobijanja kancerogenih oboljenja, ucestvuju u
stvaranju reproduktivnih ¢elija i olakSavaju funkcionisanje nervnog sistema. Najvise ih ima u
klicama zitarica, biljnim uljima, koStunjavom voc¢u. Dnevne potrebe za ovim vitaminom su 10-15
mg (Mandi¢, 2007).

2.3.3. Karotenoidi

Skoro 500 karotenoida je identifikovano u povréu i vocu koje je zastupljeno u ljudskoj
ishrani, ali ve¢inom se ova jedinjenja nalaze u niskim koncentracijama i imaju nisku nutritivnu
vrednost. Najvaznije jedinjenje iz grupe karotenoida je S-karoten ili provitamin vitamina A, a
poslednjih godina paznja je usmerena i na ostale karotenoide kao S§to su likopen i lutein koji se
nalaze u paradajzu i obojenom povréu. Vitamin A je rastvorljiv u mastima. Uglavnom se nalazi u
vocu i povréu u vidu provitamina f-karotena kojeg organizam pretvara u vitamin. Kod hrane
zivotinjskog porekla ima ga u jetri zivotinja, ali biljna ishrana obezbeduje sasvim dovoljne
koli¢ine. Ucestvuje u stvaranju pigmenta vida, kao i u stvaranju i odrzavanju ¢elija koje pokrivaju
kozu, o€i, usta i unutraS$nje organe. U slucaju nedostatka ovog vitamina smanjuje se vid nocu, a
koza postaje suva i krta. Pored navedenog, on sprecava i stvaranje tumora zahvaljuju¢i svom
antioksidativnom delovanju. NajviSe f-karotena ima u Sargarepi, bundevi, spanacu, paradajzu,
kelju, dinji, breskvama 1 kajsijama. Najbolji izvori likopena su paradajz, crveni grejpfrut,
lubenica, kajsija i nar, a luteina biljka neven (Calendula officinalis), kelj, brokoli, kivi, prokelj i
spana¢. Dnevne potrebe za vitaminom A su 700 do 900 pg (Mandi¢, 2007).
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2.3.4. Ostali prirodni antioksidansi

Askorbinska kiselina (vitamin C) koja ulazi u sastav citrusnog voca je prirodni
antioksidans i ima veliku primenu u prehrambenoj industriji. Vitamin C i njegove soli dodaju se
kao antioksidansi u bezalkoholna pic¢a, dzemove, kondenzovano mleko i kobasice. Vitamin C je
rastvorljiv u vodi 1 zbog toga se ne stvaraju zalihe u organizmu, pa se preporucuje svakodnevna
konzumacija. Mocan je antioksidans koji ko¢i biohemijske procese starenja celija. Nedostatak
ovog vitamina dovodi do bolesti koja se zove skorbut, ¢ije su karakteristike slabljenje otpornosti
prema infekcijama i krvarenje desni. NajviSe ga ima u citrusnom vocu (grejpfrut, pomorandze,
limun, nar), kiviju, paprici, kupusu, perSunu, zelenom lisnatom povréu, jagodama, ribizlama,
paradajzu, rotkvicama. Dnevne potrebe za ovim vitaminom su oko 100 mg (Mandi¢, 2007).

Selen spada u grupu mikroelemenata (oligoelemenata ili elemenata u tragovima). Pored
selena u grupu mikroelemenata spadaju cink, mangan, gvozde, bakar hrom i molibden. Selen
sinergisticki deluje i sa vitaminom E u antioksidativnoj ulozi. U jetri on podsti¢e izbacivanje
nekih otrova. Ukljucen je i u proizvodnju hormona $titne zlezde. Neophodan je u ljudskoj ishrani
jer ulazi u sastav amino kiseline selenocistein i selenometionin. Proteini koji sadrze jedan ili vise
ostataka selenocisteina se nazivaju selenoproteini i do sada je identifikovano preko 30
selenoproteina. Prvi identifikovani selenoprotein je bio enzim glutation peroksidaza GPx1 iz
citoplazme, dok su u zadnje vreme identifikovane jo$ tri glutation peroksidaze (GPx3, GPx5 i
GPx6) u razlic¢itim tkivima ljudskog organizma. Sve glutation peroksidaze kataliSu redukciju
vodonik-peroksida i ostalih ROS, ukljucujuéi lipidne perokside, na racun tripeptida glutationa,
koji se sintetiSe unutar Celije. Selenocistein ulazi u sastav jo§ nekoliko enzima kao na primer
tetrajodotirodin  5' dejodinaze, tioredoksin reduktaze, nekih hidrogenaza itd. PoSto je
mikroelemenat, dolazi do trovanja ako se dnevno unese u vecoj dozi od 400 pg. Najvise ga ima u
Brazilskom orahu, mesu, ribi, Skoljkama, rakovima, cerealijama i koStunjavom vocu. Ljudski
organizam ga ne proizvodi, pa treba uzimati najmanje 55 pg selena dnevno, stariji ljudi oko 70-80

ng.

Pored selena iz grupe oligoelemenata sa antioksidativnim osobinama, treba izdvojiti 1 cink
koji je vazan za funkcionisanje i formiranje mnogih enzima u telu i za razvoj belih krvnih zrnaca.
Cink ulazi u sastav SOD koja kataliticki odstranjuje slobodne radikale superoksid anjon radikala
(O2 7). Pored cinka SOD sadrzi i bakar. Mitohondrijalna SOD sadrzi mangan umesto bakra i
cinka. Preporu¢ena dnevna doza cinka je 8 mg dnevno za Zene i 11 mg za musSkarce. Najbolji
izvori cinka u hrani su ostrige, ¢uretina, teleca i1 svinjska dzigerica, zumance, sir i riba. Integralne
zitarice, seme bundeve, mahunarke, orasi, zrna lana i susama takode sadrze veliku koli¢inu cinka.
Apsorpcija cinka iz namirnica biljnog porekla je loSija nego iz namirnica zivotinjskog porekla
(Mandi¢, 2007).

CoQio (koenzim Qp) ili ubihinon je bioloSki aktivna supstanca koja deluje sli¢no
vitaminima. Sastavni je deo respiratornog lanca, ima vaznu ulogu u procesima stvaranja i prenosa
energije, i neophodan je za normalno odvijanje svih Zivotnih funkcija organizma. Drugim re¢ima
CoQyo je "akumulator" svake celije. Pored toga Sto je CoQ)o inicijator oksidativnog lanca u
mitohondrijama, on u svom redukovanom obliku (ubihinol) deluje kao prirodni intracelijski
antioksidans. Redukovani oblik CoQ;¢ (sa -OH grupom, ubihinol) otpustanjem 2 elektrona
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pretvara se u oksidovani oblik (sa =O grupom, ubihinon). Isto takvom lako¢om oksidovani oblik
CoQo preuzima dva elektrona, i u sustini par: ubihinol/ubihinon funkcioni$e na identi¢an nacin
kao neki od prirodnih celijskih antioksidanasa, poput para oksidovani glutation (GSH)
/redukovani glutation (GSH). Reverzibilna priroda redoks sistema CoQ;o omogucava da prenese
elektrone u respiratornom lancu mitohondrija u procesu oksidativne fosforilacije glukoze koja
generiSe celijsku energiju. U novije vreme mnogo se istrazuje uticaj ovog koenzima na
usporavanje i pobolj$anje neurodegenerativnih promena i mikroangiopatija nastalih kao posledica
SeCerne bolesti. Postoje tri izvora CoQjo: endogena sinteza, ishrana i dijetetski suplementi.
Najbogatiji prirodni izvor koenzima CoQ; su: pecurka kordiceps, reishi, shiitake, ribe skusa,
haringa, losos, sardina, govede srce, goveda jetra i piletina. Smatra se da je potrebno da zdrave
osobe unose 30 mg CoQ;o dnevno, ali taj unos je teSko posti¢i samo putem ishrane. Posebno
ljudima iznad 35 godina starosti preporucuje se svakodnevno obavezno uzimanje izmedu 30-60
mg CoQ;o putem suplemenata, jer nivo CoQ;o u organizmu opada sa starenjem (Al-Hasso, 2000).

U prirodi postoji Citav niz razlicitih derivata folne kiseline (folacin, vitamin Bo) u biljnim i
zivotinjskim tkivima. Oni se nazivaju folati i ima ih nekoliko razli€itih vrsta i razlikuju se po
koli¢ini u kojoj se apsorbuju iz hrane. Obicno se samo jedna polovina do dve trecine folata iz
hrane moze apsorbovati. Folati su osetljivi na temperaturu i razgraduju se u vodi tako da kuvanje
znatno smanjuje njihove koncentracije u hrani. Isti je slucaj i kad namirnice predugo stoje.
Najvise ih ima u kvascu, jetri, bubregu i u zelenom povréu (po zelenom povréu folna kiselina je i
dobila ime: lat. folium = list). Dnevne potrebe za folnom kiselinom su 150-200 pug. Hranom
dnevno unesemo oko 500 do 700 pg folata, od kojih se apsorbuje 50 do 200 pg, zavisno od
potreba metabolizma. U trudno¢i su povecane potrebe za folnom kiselinom, oko 400 pg.
Neophodna je kod rasta eritrocita 1 njezin nedostatak moze izazvati megaloblasticnu anemiju.
Folna kiselina nije aktivna sama po sebi, nego se u organizmu redukuje u tetrahidrofolnu kiselinu,
uz pomo¢ askorbinske kiseline. Osnovna uloga folata je formiranje folatnog kofaktora potrebnog
za metabolicke procese u kojima se deSava prenos funkcionalnih grupa sa jednim C atomom,
potrebnim za sintezu DNK. Folati u€estvuju u sintezi timina iz uracila i u razgradnji histidina u
glutaminsku kiselinu. U€estvuju i u procesima pretvaranja serina u glicin i u sintezi metionina iz
homocisteina. Treba znati da bez vitamina Bj, nije moguca ni funkcija folne kiseline koja je
neophodna za sintezu DNK. Naime, vitamin B, je neophodan za pretvaranje folata u prekursor
folatnog kofaktora Hafolat koji je neophodan za sintezu DNK (Mandi¢, 2007).

Fitoestrogeni su biljni hormoni koje sadrze razli€ite biljke, posebno soja 1 mahunarke.
Sadrze materije slicne hemijske strukture kao kod estrogena. Fitoestrogeni se dele na tri velike
grupe: izoflavanoidi, lignani i kumestanini. Fitoestrogeni pokazuju 1 proestrogensko i
antiestrogensko delovanje. Kada u organizmu nema dovoljno estrogena tada aktivni metaboliti
fitoestrogena zaposedaju receptore za estrogen i pokazuju delovanje sli¢no estrogenu, ali znatno
slabije. Ako se konzumira hrana koja pogoduje razgradnji estrogena i njegovoj eliminaciji iz
organizma (kupus, kelj, brokula, itd.) dolazi do znac¢ajnog snizenja opasnosti od Stetnog delovanja
estrogena (Thanos i sar., 2006).

Postoji preko 600 izoflavanoida i izoflavoni su najpoznatija grupa. [zoflavoni se nalaze u
mahunarkama posebno soji, soCivu, crvenoj detelini, graSku i1 pasulju. Najpoznatiji izoflavoni su
genistein, daidzein, glicitein, biohanin A 1 formononetrik. Pozitivno delovanje izoflavona nije
ograni¢eno samo na estrogensko delovanje. Postoje i istrazivanja koja govore da izoflavoni
povecavaju apoptozu celija (sama celija sprovodi programiranu smrt i ne javlja se zapaljenska
reakcija), inhibiraju angiogenezu (nastanak novih krvnih Zila potrebnih za rast karcinoma),
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smanjuju nastanak slobodnih radikala kiseonika, smanjuju nastanak trombina i aktivaciju
plocastih ¢elija, povecavaju aktivnost receptora lipoproteina niske gustine, inhibiraju enzim 5-alfa
reduktazu koja ucestvuje u pretvaranju testosterona u kancerogeni dihidrotestosteron (Setchell 1
Cassidy, 1999).

Lignane sadrZe Zitarice, voce i povrée. Najvise ih ima u semenkama lana, pSenici, Zitu,
je¢mu, hmelju, pirincu, susamu, crvenoj detelini, maslinovom ulju, kajsijama, breskvama i
jagodama. Lignani su vrsta vlakna, a u isto vreme i vrsta fitoestrogena — hemijski sli¢ni ljudskom
hormonu estrogenu. Seme lana je najbogatiji izvor lignana. Lignani se delovanjem bakterija u
digestivnom traktu pretvaraju u supstance kao S$to je estrogen — nazivaju se enterodiol i
enterolakton, a smatra se da imaju preventivno dejstvo protiv tumora. Lignani i ostali sastojci
lanenog semena imaju antioksidativne karakteristike — odnosno mogu da smanje Stetno dejstvo
slobodnih radikala koji unistavaju celije. Ulju lanenog semena nedostaju lignani, ali ih neki
obradivaci dodaju u ulje. Osim lignana, laneno seme i njegovo ulje su, takode, najbolji hranljivi
izvor esencijalne masne kiseline a-linolenske kiseline. Esencijalne masne kiseline su vazne za
¢elijske membrane, regulaciju krvnog pritiska i ostale funkcije. a-Linolenska kiselina (w-3) sli¢na
je nekim masnim kiselinama u ribljem ulju. Kao aspirin, -3 kiseline mogu da smanje
zgruSavanje krvi, pa samim tim smanjuju Sansu od smrtonosnog sr¢anog udara. Seme lana i
njihovo ulje mogu takode da snize ukupan holesterol u krvi, kao i LDL ("los" holesterol). Osim
ulja lanenog semena i kanola ulja, a-linolenska kiselina je pronadena i u ulju soje i oraha (Burdge
1 Calder, 2005).

Kumestanini se nalaze u klicama. Najpoznatiji kumestan je kumestrol iz sojinih klica,
crvene deteline, lucerke i brokolija. Neke studije su pokazale da kumestatini iz crvene deteline
imaju Sest puta vecu aktivnost za regulaciju estrogena u organizmu od izoflavonoida koji se
nalaze u soji. Pored toga, glavna razlika izmedu izoflavonoida koji se mogu ekstrahovati iz
semena soje i izoflavonoida koji se mogu izolovati iz crvene deteline je u tome S§to crvena
detelina sadrzi cCetiri izoflavonoida: genistein, daidzein, biohanin A i formononetrik, dok seme
soje sadrzi samo genistein 1 daidzein (Medjakovic 1 Jungbauer, 2008).
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2.4. Vrste antioksidanasa u prehrambenoj industriji

2.4.1. Antioksidansi kao aditivi

Masti, ulja i hrana koja sadrzi lipide se zagrevanjem ili dugotrajnim skladiStenjem kvare
jer pod navedenim uslovima podlezu degradacionim procesima. Glavni proces koji se pri tome
odigrava su reakcije oksidacije lipida i1 razlaganje oksidacionih proizvoda, koji rezultuju
smanjenjem nutritivne vrednosti, senzornog kvaliteta i, na kraju, bezbednosti hrane usled
formiranja potencijalno toksi¢nih jedinjenja. Usporavanje ovih procesa oksidacije je vazno kako
za proizvodaCe tako i za potrosace. Oksidacija prehrambenih proizvoda se moze inhibirati
pakovanjem u modifikovanu atmosferu, koris¢enjem niskih temperatura, inaktivacijom enzima
koji kataliSu oksidaciju, snizenjem pritiska kiseonika i koriS¢enjem odgovaraju¢eg pakovanja
(Pokorny, 2001).

Pored toga, u cilju zastite od oksidacije koriste se specificni aditivi koji inhibiraju
oksidaciju. Oni se pravilno nazivaju inhibitori oksidacije, ali je rasprostranjeniji naziv
antioksidansi. Antioksidativno dejstvo jedinjenja koja inhibiraju oksidaciju tj. antioksidanasa
zavisi od mnogih faktora, kao §to su sastav lipida, koncentracija antioksidansa, temperatura,
pritisak kiseonika, prisustvo ostalih antioksidanasa i drugih uobicajenih sastojaka hrane, na
primer proteina i vode. Prvi antioksidansi koji su se koristili za konzervisanje hrane su bili zacini.
Oni su medutim zamenjeni sintetskim supstancama koje su jeftinije, utvrdene Cistoce i poseduju
ujednacenija antioksidativna svojstva. Zbog toksikoloskih razloga prekomerna upotreba
sintetskih antioksidanasa je dovedena u pitanje, a zahtevi potroSaca su usmereni ka koris¢enju
prirodnih antioksidanasa (Pokorny, 2001).

Aditivi predstavljaju svaki sastojak koji se iz tehnoloskih razloga dodaje namirnici tokom
proizvodnje, prerade, obrade, pakovanja, transporta ili Cuvanja, sa svrhom da poboljsaju
bezbednost, hranljivu vrednost, izgled, ukus, konzistenciju i boju. Pored toga Sto se antioksidansi
ve¢ duze vreme koriste kao aditivi u prehrambenoj industriji, njihova upotreba ima znacajnu
biolosku ulogu jer ujedno unosimo i hranljive materije. Da bi se mogli koristiti u prehrambenoj
industriji antioksidansi treba da zadovolje nekoliko uslova. Antioksidansi ne treba da daju
nesvojstvenu boju, miris ili ukus namirnicama ¢ak 1 posle duzeg skladiStenja. Trebali bi da budu
delotvorni najmanje jednu godinu na temperaturama izmedu 25 i 30 °C, i1 da budu stabilni prema
termiCkoj obradi ("carry-through" efekat), da se lako inkorporiraju i da budu efikasni i u niskim
koncentracijama. Antioksidansi koji su rastvorljivi u mastima/ulju mogu biti dodati direktno
istopljenim Zzivotinjskim mastima ili biljnom ulju. U nekim slucajevima, ipak bolji rezultati su
postignuti kada je antioksidans primenjen u sredstvu za razblazivanje (propilen glikol ili isparljivi
rastvaraci). Namirnice mogu biti poprskane ili potopljene u rastvore ili suspenzije antioksidanasa,
ili mogu biti pakovane u slojeve koji sadrze antioksidanse. Opste je pravilo da ako se zeli zastititi
komponenta koja je rastvorljiva u vodi koristi u vodi rastvorljiv antioksidans, dok ako se zele
zastititi masti/ulja bira se u mastima/uljima rastvorljiv antioksidans (Watson, 2002). Tehnoloski
zahtevi za antioksidanse koji se koriste u prehrambenoj industriji ukljucuju nisku isparljivost 1
stabilnost (da bi se izbegli gubici tokom prerade i ¢uvanja), sposobnost da Stite od oksidacije pri
niskim koncentracijama, rastvorljivost i kompatibilnost sa ostalim komponentama supstrata koji
podleze oksidaciji, netoksi¢nost i neiritiraju¢i karakter pri efikasnim koncentracijama, i
sposobnost da ne dodeljuju boju, miris ili ukus finalnom proizvodu (Watson, 2002).
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2.4.2. Sintetski antioksidansi

U prehrambenoj industriji najcesce se koriste slede¢i sintetski fenolni antioksidansi:

1) Butilovani hidroksianizol (BHA, E 320) predstavlja smesSu izomera 2-ferc-butil-4-
hidroksianizola (15 %) i 3-terc-butil-4-hidroksianizola (85 %). BHA je bela kristalna supstanca,
lipofilan 1 nerastvoran u vodi koristi se u Zitaricama, Zivotinjskim mastima, biljnim uljima,
krompirima, suvim kvascima, zvaka¢im gumama, pekarskim i mesnim proizvodima.

2) Butilovani hidroksitoluen (BHT, E 321) je bela kristalna supstanca, slicna BHA s kojim
pokazuje dobar sinergizam. Manje je termicki otporan od BHA.

3) Terc-butilhidrohinon (TBHQ, E 319) je smedi puder, najdelotvorniji je za ve¢inu masti 1 ulja,
koristi se za stabilizaciju visoko nezasic¢enih biljnih ulja, i

4) Estri galne kiseline, galati (E 310 - E 312), na primer propilgalat (PG, E 310) - bela kristalna
supstanca, koristi se za stabilizaciju zivotinjskih masti i biljnih ulja, ali nije preporucljiv kod
przenja pri temperaturma ve¢im od 190 °C jer veze jone gvozda.

OH OH
C(CHj3)5
C(CHj3)5
OCH, OCH,
2-terc-butil-4-hidroksianizol (2-BHA) 3-terc-butil-4-hidroksianizol (3-BHA)
OH OH
(CH3)3C C(CH3)3 C(CH3)3
CH, OH
2,6-di-terc-butil-4-metilfeno (BHT) terc-butil-hidrohinon (TBHQ)
OH
OH HO
HO OH
OH
COOC4H, 3
propil-galat (PG) 2.4,5-trihidroksibutirofenon (THBP)

Slika 2.6 Sintetski antioksidansi
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Sintetski antioksidansi kao §to su BHA, BHT i galati su uvedeni 1940. Oni su uvek
supstituisani sa alkil grupama da bi se pospeSilo njihovo rastvaranje u mastima i1 uljima.
Maksimalna koli¢ina sintetskih antioksidanasa koja je dozvoljena da ude u sastav namirnice je
0,02 % u odnosu na sadrzaj masti ili ulja u namirnici. TBHQ ima najvecu primenu za usporavanje
oksidacije biljnih ulja. BHA 1 BHT su prilicno termicki stabilni, 1 zato se uvek koriste za
stabilizaciju masti u pe¢enim i prZzenim proizvodima. Antioksidansi koji su termicki stabilni
nazivaju se "carry-through" antioksidansi. Nedostatak upotrebe galata je taj Sto grade komplekse
sa jonima metala (Fe, Cu i dr.), koji mogu obojiti masti i ulja i to §to su termicki osetljivi. Zbog
toga Cesto se BHA i BHT koriste u kombinaciji sa galatima i pokazuju sinergisticko dejstvo.
Nakon pojave sintetskih antioksidanasa u prehrambenoj industriji Cesto se nametalo pitanje
njihove sigurnosti po zdravlje coveka. Od 1980. postoji velika potraznja za prirodnim
antioksidansima ve¢inom zbog nepovoljnih toksikoloskih izveStaja mnogih sintetskih
antioksidanasa. Upotreba nekih sintetskih antioksidanasa je potpuno zabranjena u industriji hrane
zbog mogucih nezeljenih efekata, kao Sto su alergije i moguci kancerogeni efekti koji su nadeni u
studijama na laboratorijskim zivotinjama (Rizvi, 1994). Stoga, veliki broj novijih istraZivanja bio
je usmeren prema identifikaciji novih antioksidanasa iz prirodnih izvora (Yanishlieva, 2001).

Prili¢ni napori takode su ucinjeni ka razvoju novih jedinjenja sa ja¢im antioksidativnim
osobinama. Radena su ispitivanja novih sintetskih polimernih jedinjenja koja nisu apsorptivna i
nisu toksi¢na. Ovo se generalno odnosi na hidroksi-aromaticne polimere sa razli¢itim alkil- 1
alkoholnim supstituentima. Ova jedinjenja su obi¢no glomazni molekuli i njihova apsorpcija iz
intestinalnog trakta je prakticno nula. Pored njihove ustanovljene visoke antioksidativne
aktivnosti, oni su neisparljivi pod uslovima "deep-fat" przenja, ali jo$ nisu dozvoljeni za upotrebu
od strane Food and Drug Administration (FDA). Takode, sintetski analozi ili derivati a-
tokoferola koji imaju bolje antioksidativno dejstvo od a-tokoferola ispituju se za mogucu
primenu. Mnogo prirodnih antioksidanasa kao §to su flavonoli, flavoni, katehini iz lis¢a caja,
antioksidansi iz ruzmarina i ekstrakti zaCina pokazali su se aktivnijim od BHA, BHT ili
tokoferola u modelovanim sistemima, ali primena ovih jedinjenja treba da bude ispitana dalje.
Toksikoloski efekti antioksidanasa u hrani bili su u srediStu diskusije u poslednje vreme.
Toksikoloske studije su ve¢inom izvodene da bi se ustanovila dozvoljena dnevna doza
(Acceptable Daily Intake — ADI - definisana kao proracun koli¢ine aditiva u hrani ili picu,
izrazena na osnovu telesne tezine osobe, koja se moze uneti u organizam dnevno, za vreme
zivotnog veka bez odredenog rizika). Upotreba sintetskih antioksidanasa kao Sto su BHT, BHA, 1
galati nije dozvoljena u Evropskoj Uniji (EU) kada su u pitanju neke specificne namirnice kao $to
su hrana za bebe 1 mladu decu (Watson, 2002).
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Slika 2.7 Antioksidativno delovanja BHA
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2.4.3. Prirodni antioksidansi

Prirodni antioksidansi igraju vaznu ulogu u razlicitim sistemima:

1) u biljkama, deluju kao zastitno sredstvo protiv zracenja ili mikrobnih infekcija,

2) u hrani oni inhibiraju ili potpuno sprecavaju nastajanje toksi¢nih produkata koji nastaju
pri oksidaciji lipida, i na taj nafin odrZavaju nutritivni kvalitet i produzavaju rok trajanja
namirnica; 1

3) u bioloskim sistemima, zajedno sa endogenom odbranom (enzimi, vitamini, proteini
itd.), antioksidansi u obliku dijetetskih preparata mogu spreciti ili usporiti oksidativni stres
prouzrokovan slobodnim radikalima (Willcox 1 sar., 2004).

Empirijska upotreba prirodnih jedinjenja kao antioksidanasa je veoma duga. NajviSe se
koriste za pripremu i konzervisanje mesa, ribe, sira i ostale hrane bogate mastima/uljima. Prirodni
antioksidansi se odnose na supstance koje nastaju i koje se mogu ekstrahovati iz biljnog ili
zivotinjskog tkiva, 1 na one supstance koje se mogu formirati kao rezultat kuvanja ili pripreme
biljnih i zivotinjskih sastojaka hrane. Prirodni antioksidansi se mogu naci u skoro svim biljkama,
mikroorganizmima, gljivama, pa ¢ak i u zivotinjskom tkivu. Ve¢ina prirodnih antioksidanasa su
fenolna jedinjenja tj. polifenoli, a najvaznije grupe prirodnih antioksidanasa su tokoferoli,
flavonoidi i fenolne kiseline (Yanishlieva, 2001).

Zacini 1 biljke se dodaju hrani ne samo radi poboljSanja ukusa i mirisa, ve¢ 1 za
produzenje roka trajanja namirnica. Pod za¢inima se podrazumevaju proizvodi biljnog porekla,
svojstvenog mirisa 1 ukusa, koji se dodaju prehrambenim proizvodima 1 pi¢ima radi postizanja
odgovaraju¢eg mirisa i ukusa ili radi bolje svarljivosti tih proizvoda. To su u Sirem smislu
pravilnika (SI. list SFRJ, broj: 4/85 i 84/87) aromati¢ni delovi (koren, kora, list, cvet, plod ili
semenka) sledec¢ih zacinskih biljaka:

1) ANIS (Pimpinella anisum L.)

2) BELI BIBER (Piper nigrum L.)

3) CRNI BIBER (Piper nigrum L.)

4) BOSILJAK (Ocimum basilicum L.)

5) CELER (A4pium graveolens L.)

6) CIMET (Cinnamomum zeylancium blume i Cinnamomum aromaticum C. G. Ness)
7) CILI (Capsicum frutescens L.)

8) CUBAR (Saturela hortensis L.)

9) DESPIK (Lavandula spica L.)

10) BPUMBIR (Zingiber officinale Roscoe)
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11) ESTRAGON (Artemisia dracunculus L.)

12) IPIROT (Acorus calamus L.)

13) ISIOT (Cucruma zedoriae Rose)

14) KARANFILIC (Eugenia caryophyllus C. Sprengel)

15) KIM (Carum carvi L.)

16) KORIANDER (Coriandrum sativum L.)

17) KARDOMOM (Elettaria cordamomum L. Maton var. miniscula Burkill)
18) KADULJA (Salvia officinalis L.)

19) KLEKOVE BOBE (Juniperus communis L.)

20) KURKUMA (Curcuma longa L.)

21) KUMIN (Cuminum cyminum L.)

22) LOVOR (Laurus nobilis L.)

23) BELI LUK U PRAHU (A/lium sativum L.)

24) CRNI LUK U PRAHU (Allium cepa L.)

25) MAJORAN (Majorana hortensis Moench syn. Origanum majorana L.)
26) MIRODUJA (Anethum graveolens L.)

27) MORAC (Foeniculum vulgare P. Miller)

28) MUSKATNI ORAH (Muristica fragrans Houttuyn)

29) PAPUANSKI MUSKATNI ORAH (Myristica argentea L.)

30) MUSKATNI CVET (Myristica fragrans Houtt., Myristica argentea L.)
31) NANA (Mentha piperita L.)

32) PAPRIKA ZACINSKA (Capsicum annum L.)

33) PIMENT (Pimenta officinalis Berg)
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34) PERSUN (Petroselinum crispum P. Miller, Nyman ex A. W. Hill)
35) RUZMARIN (Rosmarinus officinalis L.)

36) ROGACIC-TRIPLAT (Trigonella foenum-graccum L.)

37) SELEN (Levisticum officinale Koch)

38) BELA SLACICA (Sinapis alba L.)

39) CRNA SLACICA (Brassica nigra L., W.D.J. Koch)

40) SAFRAN (Crocus sativus L.)

41) SAFRANIKA (Carthamus tinctorius L.)

42) TIMIJAN (Thumus vulgaris L.)

43) VANILA (Vanilla fragrans - Salisburi Ames scyn. Vanilla planifolia Andrews)
44) ORIGANO (Origanum vulgare L.)

45) ZVEZDASTI ANIS (Illicium verum J.D. Hooker).

Propisani kriterijumu za ocenu kvaliteta zaCina su:
1) organolepticka svojstva,

2) maksimalno dopustena kolicina pepela i peska,
3) minimalna koli¢ina etarskog ulja 1

4) stepen kontaminacije bakterijama.

Prva sistematska studija o antioksidativnim osobinama biljaka je nastala pedesetih godina
dvadesetog veka, kada su Chipault i sar. izvrSili uporedivanje antioksidativne aktivnosti 72
razli¢ita zaCina u razli¢itim supstratima. Chipault i sar. (1952. i 1956) su pokazali da 32 zacina
imaju antioksidativnu aktivnost, medu kojima ruzmarin i zalfija predstavljaju najbolje izvore
antioksidanasa. Pored njih piment, karanfili¢, muskatni orah, ¢ubar, origano, kurkuma, dumbir,
majoran, menta 1 timijan takode pokazuju znacajnu antioksidativnu aktivnost. Od svih ovih
zacina origano je najefikasniji u hrani bogatoj lipidima. Karnosolna i ruzmarinska kiselina su
najznacajnija fenolna jedinjenja u ekstraktu ruzmarina i veruje se da karnosolna kiselina najvise
doprinosi antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta ruzmarina i zalfije (Schwarz i Ternes, 1992;
Okamura i sar, 1994; Cuvelier i sar., 1996). Brojne kasnije studije su potvrdile antioksidativhu
aktivnost ruzmarina i zalfije i dovele do komercijalne primene ovih biljaka (Bracco i sar., 1981).
Antimikrobno i antioksidativno dejstvo zaina je razliito i zavisi od sadrzaja aktivnih
komponenti tj. od sadrzaja etarskih ulja i fenolnih jedinjenja. Aktivne komponente prisutne u
zaCinima koje pokazuju antioksidativne osobine su fenolne kiseline, flavonoidi, prirodni pigmenti
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(npr. kapsaicin u paprici) i diterpeni (npr. rosmanol, karnosol, karnosolna kiselina, epirosmanol,
izorosmanol iz ruzmarina i zalfije) (Cuvelier 1 sar., 1994). Upotrebom zacina u hrani se ne reSava
problem kontaminacije namirnica, jer treba znati da koliCine zalina koje se koriste u
prehrambenim proizvodima i pi¢ima, i koje se obicno koriste radi postizanja odredenih senzornih
svojstava hrane, nisu dovoljne da ispolje antibakterijsko i antioksidativno dejstvo zacina. S druge
strane, mnogi zacini, njihove smese ili ekstrakti zacina ponekad mogu i sami biti kontaminirani,
Sto zna¢i da se moraju pre upotrebe u prehrambenim proizvodima, primeniti odgovarajuci
postupci dekontaminacije (sterilizacija ekstrakata zacina, sterilizacija zafina gama zracima,
fumigacija zacina etilenoksidom, itd.). Zahvaljujuéi sadrzaju etarskih ulja, neki zacCini (paprika,
beli luk, crveni luk) deluju bakteriostatski, pa ¢ak i baktericidno na odredene vrste sporogenih
bakterija Streptococcus, Staphylococcus, koliformne bakterije, Proteus vrste. Beli luk pokazuje
jako baktericidno delovanje i prema sporogenim aerobnim bacilima.

U tabeli 2.7 prikazana je vrednost stabilizirajuc¢eg faktora (F=IP,q4/IPo,) nekoliko zacina
gde je IP,qq — indukcioni period ili stabilnost prema oksidaciji u prehrambenom proizvodu kome
je dodat aditiv, i IPy . indukcioni period u odsustvu aditiva. U tabeli 2.8 data je relativna
antioksidativna efikasnost (RAE) zac¢ina u razli¢itim supstratima. Moze se zakljuciti da je veoma
vazan uticaj supstrata koji se koristi za procenu antioksidativne aktivnosti zacina (Yanishlieva i
Heinonen, 2001).

Tabela 2.7 Stabilizirajuci faktor F razlicitih zacina u cCetiri prehrambena proizvoda

Supstrat Mast/salo Emulzija Komadi  Majonez
uljeuvodi svinjskog
mesa
Temperatura cuvanja, °C 99 63 -5 20
Koncentracija za€ina u masti,% 0,2 0,1 0,25 0,2
Karanfili¢ 1,8 16,7 <5,3 1,4
Ruzmarin 17,6 10,2 <5,3 2,2
Zalfija 14,2 7,8 <53 2,4
Origano 3.8 7.9 <7,2 8,5
Cubar 1,6 7,9 1,0 1,5
Timijan 3,0 6,8 6,0 1,8
Pumbir 1,8 8,8 1,3 1,0
Kurkuma 2,9 15,9 4,5 0,9
Muskatni oraséic¢ 3,1 9.2 5,3 0.9

OgraniCenost primene prirodnih antioksidanasa u hrani uprkos njihovoj znacajnoj
antioksidativnoj aktivnosti uslovljeno je karakteristi‘cnom aromom biljnih ekstrakata i
nepotpunim toksikoloskim ispitivanjima. Ekstrakti biljaka koji Stite prehrambene proizvode od
lipidne peroksidacije, sadrze polifenole koji uti¢u na senzorna i orgnanolepti¢na svojstva hrane,
funkcionalnu i nutritivhu vrednost proteina prisutnih u hrani i kao i1 na teksturu hrane. Biljni
ekstrakti poseduju veoma snaznu antioksidativnu aktivnost, pa nekad mogu delovati
prooksidativno. Poznato je da neki biljni ekstrakti deluju prooksidativno pri primenjenim niskim
koncentracijama, a da poseduju antioksidativnu aktivnost pri vi§im koncentracijama. Takode je
zapazen 1 suprotan efekat, tj. efekat antioksidativnog delovanja pri niskim koncentracijama i
prooksidativno delovanje pri viSim koncentracijama prirodnog antioksidansa u ispitivanom
sistemu.
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Tabela 2.8 RAE zacina (cela biljka) u razlicitim supstratima

Zacini Supstrat RAE

Majoran, muskatni  ora$¢i¢, Salo/mast ruzmarin> Zzalfija> muskatni oras¢i¢> beli

ruzmarin beli biber, zalfija, biber> majoran

koriander, crni biber

32 zaCina Salo/mast ruzmarin> zalfija> origano> muskatni

ora$¢i¢ > timijan

19 zacina Ulje-voda karanfili¢> cimet> Zalfija> oras¢i¢> origano
emulzija

32 zacina Ulje-voda karanfili¢> kurkuma> piment> oras¢i¢>
emulzija ruzmarin

10 zaCina Ulje-voda karanfili¢> piment> cimet> muskatni
emulzija orasci¢> dumbir

Piment, crvena paprika, Cubar, Kobasica, piment> crvena paprika> ¢ubar> majoran >

majoran, beli biber, koriander, voda crni biber

crni biber

15 zacina Kobasica, zalfija> ruzmarin> paprika> majoran > anis
voda

12 zac¢ina Iseckano majoran> kim> nana> karanfili¢

pile¢e meso

2.4.4. Komercijalni ruzmarinski ekstrakti

Ruzmarinski ekstrakt je jedini zacin koji je komercijalno dostupan za upotrebu kao
antioksidans u Evropi i Americi. Ruzmarinski ekstrakti sa antioksidativnim osobinama u Americi
imaju status GRAS supstanci i deklarisani su da se mogu koristiti u bilo kojoj koncentraciji u
svakoj od razli¢itih vrsta primena. Oni su klasifikovani kao zacinski ekstrakti (FDA 21 CFR
101.22) ili kao prirodni zacini u direktivi Evropske Unije (EC 88/338). Proizvodi sa ovim
ruzmarinskim ekstraktima imaju oznaku "clean" (Yanishlieva i Heinonen, 2001). "Clean label" je
neformalni izraz koji se koristi da opise funkcionalne sastojke za proizvodnju hrane koji su
dobijeni bez hemijskih promena i koji sadrze vrlo male koli¢ine ili ne sadrze nimalo aditiva,
prezervativa ili sintetskih sastojaka.

Prednosti upotrebe ruzmarinskih ekstrakata sa antioksidantskom aktivnoscéu su:

- njihova upotreba obezbeduje "clean label"

- nema alergija, imaju status GRAS

- imaju oznaku "zalinski ekstrakti" (FDA 21 CFR 101.22) ili "prirodni zacini" (EU
direktiva EC 88/338)

- nema legalnih restrikcija u upotrebi u EU, USA 1 Japanu.

- proizvodi bez GMO (geneticki modifikovanih organizama)

31



Slovenacka firma Vitiva je proizvoda¢ ruzmarinskih ekstrakata u Evropi. Ekstrakti ruzmarina
koji se proizvode u Vitivi su:

1) VivOX® linija, ekstrakti koji su rastvorljivi u mastima

2) AquaROX" linija, ekstrakti koji su rastvorljivi u vodi

3) Inolens” linija, ekstrakti koji su visoko dearomatizovani i rastvorljivi u mastima

4) SineROX" linija, ekstrakti koji su rastvorljivi u mastima ili u vodi kojima su dodati
sinergisti (supstance koje pojacavaju dejstvo)

Vitivini ruzmarinski ekstrakti su dostupni u praskastom i tecnom obliku, standardizovani
na karnosolnu ili ruzmarinsku kiselinu, termicki stabilni i pogodni za razliCite primene u
prehrambenoj i1 kozmetickoj industriji. Antioksidanse bi trebalo dodati proizvodu u toku samog
procesa proizvodnje da bi se obezbedila efikasna zaStita od samog pocetka. Za homogenu
distribuciju antioksidansa unutar proizvoda, postoje rastvori koji omogucéavaju aplikaciju putem
rasprSivanja, injektiranja, meSanja, gnjecenja itd. Gotovi proizvodi se odlikuju dobrom
rastvorljivo$c¢u aktivnih sastojaka, $to dalje obezbeduje uniformnu raspodelu unutar proizvoda. U
tabelama 2.9 - 2.17 dati su primeri koriS¢enja odredenih ruzmarinskih ekstrakata koji se dodaju
mesu i mesnim proizvodima, uljima i mastima, ribi i ribljim proizvodima, razli¢itim meSavinama
zaCina, razli¢itim vrstama sosova i preliva, konditorskim proizvodima i brzoj hrani, pekarskim
proizvodima, razli¢itim vrstama pica, razli¢itim suplementima u ishrani da bi povecali
antioksidativni kapacitet 1 uopste nutritivnu vrednost ovih suplemenata.

Tabela 2.9 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u mesne proizvode

Mesni proizvod Ekstrakt Preporucena doza
ruzmarina
Sunka VivOX 4 1 g/kg racunato na sadrzaj masti
(301931) Sunka koja sadrzi malo masti: 0,3-0,5 g/kg
Trajna kobasica/salama VivOX 4 1 g/kg racunato na sadrzaj masti
(301847)
Kobasice (susene) VivOX 4 1 g/kg racunato na sadrzaj masti

Mortadela, Bologna, i slicni (301847)

tipovi kuvanih kobasica

Frankfurter (dimljene kobasice),

Hot dog

Mozak SineROX 4  0,5-1 g/kg racunato na finalni proizvod
(302008)

Tabela 2.10 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u ulja i masti

Vrsta ulja/masti Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza
Jestivo ulje Inolens 4 (301889) 0,7-1 g/kg

Ulje za przenje Inolens 4 (301889) 1 g/kg

Pileca, svinjska mast Inolens 4 (301889) 1 g/kg

Salo Inolens 4 (301889),SineROX 3(302000) 1-1,5 g/kg
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Tabela 2.11 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju ribi i ribljim proizvodima

Vrsta ribljeg proizvoda Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza
Surimmi Inolens 4 (301974), Inolens 4 (301924)  0,5-1 g/kg
Salate Inolens 4 (301924) 0,5-1 g/kg
Komadi ribe u rastvoru,bride  Inolens 4 (301974) 0,5-1 g/kg
Komadi ribe u ulju Inolens 4 (301889) 0,5-1 g/kg
Dimljena riba Inolens 4 (301974) 0,5-1 g/kg

Pohovana riba

Riblje ulje i omega ulja
(esencijalne masne kiseline)
Riblji odresci

Inolens 4 (301974), Inolens 4 (301924)  0,5-1 g/kg
Inolens 4(301889),SineROX4 (302002) 0,5-1 g/kg

Inolens 4 (301974), Inolens 4 (301924) 0,5-1 g/kg

Tabela 2.12 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u razlicite mesavine zacina

Vrsta meSavine zacina Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza
Susene meSavine za mesnu VivOX 20 (301801) 0,2 g/kg racunato na sadrzaj
industriju masti
VivOX 4 (301803) 0,1 g/kg raCunato na sadrzaj
masti
Susene supe VivOX 20 (301801) 0,2 g/kg raCunato na sadrzaj
masti
Sos u prahu VivOX 20 (301801) 0,2 g/kg racunato na sadrzaj
masti
Razliciti zacini VivOX 20 (301801) 0,2 g/kg ratunato na sadrzaj
masti

Tabela 2.13 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u razlicite vrste sosova i preliva

Vrsta preliva/sosa

Ekstrakt ruzmarina  Preporucena doza

Majonez i prelivi sa majonezom Inolens 4 (301889) ili  0,5-1 g/kg

Prelivi za salate
Kecap
Mustard pasta

Pasta
Kari sos

VivOX 4 (301807)

Inolens 4 (301924) 0,5-1 g/kg
Inolens 4 (301924) 0,5-1 g/kg
Inolens 4 (301924) ili  0,5-1 g/kg
VivOX 4 (301916)

VivOX 4 (301807) 0,5-1 g/kg
VivOX 4 (301807) 0,5-1 g/kg

Tabela 2.14 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u industriji pica

Vrsta proizvoda Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza

Napitci sa aromom limuna Inolens 4 (301986) 1 g/kg racunato na sadrzaj
etarskog ulja limuna

Za ¢uvanje svezine napitaka ~ AquaROX 10 (301984) 0,15-0,2 g/kg
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Tabela 2.15 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u konditorskoj industriji i brzoj hrani

Vrsta hrane Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza

Brza hrana, grickalice Inolens 4 (301894) ili 1 g/kg racunato na sadrzaj
VivOX 20 (301801) masti
Inolens 4 (301889) ili 1 g/kg raCunato na sadrzaj
VivOX 4 (301807) masti
Inolens 4 (301986) ili 1 g/kg racunato na sadrZaj
VivOX 2 (301919) masti

Pekarski proizvodi, konditorska Inolens 4 (301894) 1 g/kg racunato na sadrzaj

industrija, premazi za sladolede masti

Cokolada Inolens 12 (301888) 0,2-0,3 g/kg

Punjenje za praline Inolens 12 (301888) 0,2-0,3 g/kg

Tabela 2.16 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u pekarstvu

Vrsta proizvoda Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza
Torte 1 slatkisi Inolens 12 (301888) 0,15-0,3 g/kg
Specijalni hlebovi Inolens 12 (301888) 0,15-0,3 g/kg
Smrznuto testo i peciva Inolens 12 (301888) 0,15-0,3 g/kg
Mrvice hleba Inolens 12 (301888) 0,15-0,3 g/kg

Tabela 2.17 Ekstrakti ruzmarina koji se dodaju u suplemente u ishrani

Vrsta proizvoda Ekstrakt ruzmarina Preporucena doza

Kapsule, pilule, = AquaROX 15 (301822) Prema potrebnoj ORAC vrednosti,
energetski napici AquaROX 6 (301930) AquaROX 6: ORAC: 5929umoleTE/g

u prahu AquaROX 40 (301910) AquaROX 40: ORAC: 14111 pmoleTE/g

ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

2.4.5. Prednosti i nedostaci prirodnih i sintetskih antioksidanasa

Postoji velika razlika izmedu nacina proizvodnje sintetskih i prirodnih antioksidanasa koji
se koriste u prehrambenoj industriji. Sintetski antioksidansi se proizvode kao Ciste supstance
konstantnog sastava, i primenjuju se pojedinacno ili u dobro definisanim smeSama sa drugim
¢istim supstancama. Njihova upotreba je relativno laka, bez znacajnih modifikacija procesa 1
radnih uslova. Suprotno od njih, prirodni antioksidansi su dostupni iz sirovog materijala koji je
razli¢itog sastava. Sadrzaj aktivnih supstanci (obi¢no je to smesa od nekoliko jedinjenja) kao i
sadrzaj ostalih supstanci, bilo da su neaktivne ili da poseduju veoma slabu aktivnost, zavisi od
vrste biljke, agrotehnologije, klimatskih uslova, stepena zrelosti i mnogo drugih faktora. Njihov
sastav trebalo bi odredivati pri svakoj obradi, 1 ukoliko je potrebno, postupak pripreme i primene,
kao 1 koli¢ina koja se dodaje u namirnicu trebalo bi prilagoditi prema analitiCkim rezultatima.
NajrasSirenija je upotreba onih "prirodnih" antioksidanasa koji se sintetski proizvode, ali su iste
struktute kao 1 strukture prirodnih supstanci. U tu grupu spadaju tokoferoli, askorbinska i
limunska kiselina, f-karoten itd. Mnogi drugi sastojci hrane koji poseduju antioksidativnu
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aktivnost se koriste u svojoj prirodnoj formi, i to kao zac¢ini. Prethodna priprema ovih sastojaka
hrane moze biti susenje (u slucaju lista ili stabljike), mlevenje osuSenog materijala (kao Sto je
seme), ili neki drugi mehanicki tretman. Problem je Sto koli¢ine zaCina koje se koriste u
prehrambenim proizvodima i1 pi¢ima, imaju mali sadrzaj antioksidanasa. Dodavanje velikih
koli¢ina zacina imalo bi negativan efekat na senzorne i funkcionalne osobine prehrambenih
proizvoda.

Tesko je dati precizna uputstva za sprec¢avanje lipidne oksidacije u hrani. Svaka namirnica
ima svoju specificnu podloZznost oksidacionim promenama, zavisno od svog sastava, nacina
obrade, pakovanja i uslova ¢uvanja.

Prirodni antioksidansi se sve viSe traze od strane kupaca, i mogu dobiti zakonsku dozvolu
mnogo lakSe od sintetskih aditiva. Medutim, Cinjenica da je supstanca prirodnog porekla nije
garancija da je ta supstanca potpuno netoksi¢na. Sintetski antioksidansi su testirani na
kancerogene 1 mutagene efekte, dok vec¢ina prirodnih antioksidanasa jo$ uvek nisu testirani. Polje
bududih ispitivanja je ispitivanje interakcija izmedu antioksidanasa koji se primenjuju kao aditivi
u prehrambenoj industriji i nutritivnih komponenti u hrani. Vec¢ina antioksidanasa koji se dodaju
hrani kao na primer propil-galat, flavonoidi, a-tokoferol, karnosolna kiselina, katehini i vitamini
mogu ubrzati oStecenje nelipidnih komponenti kao $to su ugljeni hidrati i DNK slobodnim
radikalima (Yanishlieva, 2001). Prednosti i nedostaci sintetskih i prirodnih antioksidanasa
prikazani su u tabeli 2.18.

Tabela 2.18 Prednosti i nedostaci sintetskih i prirodnih antioksidanasa (Y anishlieva, 2001)

Sintetski antioksidansi Prirodni antioksidansi

Jeftini Skupi

Imaju Siroku primenu Imaju ograni¢enu primenu

Tacno definisan hemijski sastav SadrZaj aktivnih komponenti promenljiv
Sredstva sa jakom antioksidatinom Pokazuju Sirok stepen antioksidativne
aktivnos$éu aktivnosti

Smatraju se manje bezbednim za upotrebu Ne smatraju se Stetnim supstancama
Zabranjena je upotreba nekih Sve viSe u upotrebi 1 veci broj primena
Slabo su rastvorljivi u vodi Veliki spektar rastvorljivosti

Interes za njima opada Interes za njima raste
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2.5. Zakonska regulativa antioksidanasa

Upotreba prirodnih 1 sintetskih jedinjenja koja poseduju antioksidativne osobine u
prehrambenoj industriji je ograni¢ena precizno definisanim zakonskim regulativama. Usled
razli¢ite molekulske strukture, razli¢iti antioksidansi pokazuju velike razlike u efikasnosti kada se
koriste u razli¢itim vrstama namirnica i/ili kada su podvrgnuti razli¢itim vrstama obrade i/ili
razli¢itim radnim uslovima. Problem izbora optimalnog antioksidansa komplikuje se i zbog
teSko¢e u predvidanju kako ¢e dodati antioksidans delovati u prisustvu prooksidanasa i
antioksidanasa koji su ve¢ prisutni u namirnici. Toksikoloska ispitivanja su odlucujuca u
odredivanju bezbednosti upotrebe antioksidanasa i u odredivanju dozvoljene dnevne doze API.

Codex Alimentarius je zbirka medunarodno usvojenih standarda za prehrambene
proizvode. Samo nekoliko sintetskih i prirodnih antioksidanasa je prihva¢eno kao GRAS
supstance za upotrebu u prehrambenim proizvodima, od strane Food and Agriculture
Organisation and World Health Organisation of United Nations (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives - JECFA) i European Community's Scientific Committee for Food
(SCF) (Watson, 2002).

Za mnoge antioksidanse i ostale aditive koji se smatraju bezbednim pod predpostavljenim
uslovima kori$éenja, smatra se da nije uvek neophodno propisati maksimalnu koli¢inu. U ovom
slucaju koristi se izraz quantum satis. Vecina prirodnih antioksidanasa moze se dodati svim
namirnicama po principu quantum satis (Watson, 2002).

2.5.1. Regulativa antioksidanasa u Evropskoj Uniji

Regulativa antioksidanasa u Evropskoj Uniji je detaljno opisana u direktivi European
Parliament i Council Directive No. 95/2/EC od 20. februara 1995. godine i odnosi se na aditive u
hrani koji ne pripadaju grupi boja i zasladivaca. Samo antioksidansi koji zadovoljavaju zahteve
donesene od strane SCF mogu biti koriS¢eni u namirnicama. Imaju¢i u vidu do sada dobijene
naucne i toksikoloSke informacije o ovim supstancama, neke od njih su dozvoljene iskljucivo za
odredene namirnice i pod odredenim uslovima koriS¢enja. U tabeli 2.19 prikazani su
antioksidansi koji su opste dozvoljeni 1 koji su uslovno dozvoljeni u hrani i namirnice u kojima se
mogu koristiti (Watson, 2002; Mikova, 2001).
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Tabela 2.19 Regulativa antioksidanasa u Evropskoj Uniji

Antioksidansi koji su opste dozvoljeni u hrani

E
broj
E 300

E 304

E 306
E 307
E 308
E 309
E 322
E 330
E 334

Ime

Askorbinska kiselina

Estri masnih kis. sa askorbinskom kis.
(1) askorbil-palmitat
(i1) askorbil-stearat

Ekstrakti bogati tokoferolom

a-tokoferol

y-tokoferol

B-tokoferol

Lecitini

Limunska kiselina

Vinska kiselina

Maksimalna koli¢ina
(mg kg™)

quantum satis

Antioksidansi koji su uslovno dozvoljeni u hrani

E broj

E 310
E 311

E 312

E 320

E 321

E 315

E 316

E 385

E 512

Ime Hrana

Propil-galat
Oktil-galat

Masti i ulja (za termicki tretirane namirnice)
Dodecil-galat

Ulje i masti za przenje (izuzev maslinovog); riblje
ulje; goveda, svinjska, ov¢ija i zivinska mast
Smesa za torte i kolace

Zitne kase

Mileko u prahu

Supe (dehidratisane)

Sos

Meso (dehidratisane)

Preradeno kosStunjavo voce

Zadini

Unapred pripremljeni obroci od zita

BHA

BHT
Dehidratisan krompir

Zvakace gume
Dodaci u ishrani

Eritorbinska S . . .
. Polu-konzervisani i konzervisani mesni proizvodi
kiselina
Polu-konzervisani i konzervisani proizvodi od ribe;
zamrznuta riba

Emulgovan sos

Konzervisane mahunarke, pecurke i articoke

Na-eritorbat

Ca-di-Na- .
etilendianim Konzerwsgng et .
tetraacetat (EDTA) riba, rakovi, jastog, puZevi, Skoljke, hobotnice

Zamrznuti rakovi, jastog
Minarine

Kalaj-hlorid Konzervisane bele Spargle

Maksimalna Kkoli¢ina

(mg kg')

200* (galati i BHA

pojedinacno ili u

kombinaciji)

izrazeno u odnosu na

masti

100* (BHT) izrazeno u

odnosu na masti

200* (galati i BHA
pojedinacno ili u
kombinaciji)
izrazeno u odnosu na
masti

25 (galati i BHA,
pojedinacno ili u
kombinaciji)

400 (galati, BHT i BHA,
pojedinacno ili u
kombinaciji)

500 izraZeno u odnosu na
eritorbinsku kiselinu
1500 izraZeno u odnosu
na eritorbinsku kiselinu
75

250

75

75
100
25 kao Sn

* Kada se koristi kombinacija galata, BHA i BHT, pojedina¢na doza mora se smanjiti proporcionalno
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2.5.2. Regulativa antioksidanasa u Americi

Neke od razlika izmedu regulative antioksidanasa u Evropskoj Uniji i u Americi su:

e Upotreba sintetskih antioksidanasa kao $to su TBHQ, THBP (trihidroksibutirofenon),
anoksomer, etoksikvin, gvajak guma 1 derivati tiodipropionske kiseline nije
dozvoljena u Evropskoj Uniji, a dozvoljena je u Americi.

e Upotreba sumpor(IV)-oksida 1 sulfita, limunske i vinske kiseline 1 njihovih soli, 1 soli
EDTA nije dozvoljena u Americi, a dozvoljena je u Evropskoj Uniji.

Antioksidansi koji su propisani za odredenu vrstu namirnica prikazani su u tabeli 2.20
(Watson, 2002; Mikova, 2001). Za namirnice za koje nije propisan standard, antioksidansi se
dodaju prema uslovima i ograni¢enjima upotrebe koji su definisani u regulativama (Code of
Federal Regulations Title 21, 1993). Za neke namirnice kao §to su mlecni proizvodi, voéni

sladoledi i proizvodi sa jajima propisan je standard da se u njih ne dodaju antioksidansi.

Tabela 2.20 Standardizovani proizvodi u kojima se koristi ogranicen broj antioksidanasa

Namirnica Antioksidans Maksimalna koli¢ina (mulg'l)
Nealkoholna pica (iz suvih smesa) ~ BHA 2

BHT zabranjen
Suve smese za pica BHA 90

BHT zabranjen
Zvakace gume BHA 1000

BHT

Propil-galat
Zivotinjska mast, ¢varena BHA 100 pojedinacno ili
zivotinjska mast sa/bez biljnog ulja BHT 200 u kombinaciji

Glicin TBHQ ne bi trebalo koristiti u

Margarin

Raciéi, zamrznuti, sirovi

Vo¢éni puteri, dzemovi, zele, slatko
Voce, glazirano,u kockama, suseno
Vo¢éni nektar

Krompir, granule

Propil-galat

Gvajak guma

TBHQ

Tokoferoli

Propil-, oktil-, ili dodecil-galati
BHA

BHT

Askorbil-palmitat
Askorbil-stearat

TBHQ

BHA

BHT

Askorbinska kiselina
Eritorbinska kiselina
Kalcijum-, natrijum-askorbati
Tokoferoli

Askorbinska kiselina

BHA

Askorbinska kiselina

BHA

kombinaciji sa glicinom, propil-
galatom ili gvajak gumom

300
200

TBHQ ne bi trebalo koristiti u
kombinaciji sa galatima, askorbil-
palmitatom i askorbil-stearatom

200 (ukupni sadrzaj)

1000
32
150
10
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Nastavak tabele 2.20

Namirnica Antioksidans Maksimalna koli¢ina (mg kg™)
Krompir, pahuljice BHT 50
Slanina, konzervisana a-tokoferol 500
Mesa, suSena BHA 100 pojedinacno ili u kombinaciji
BHT TBHQ i propil-galat ne bi trebalo
Propil-galat koristiti u kombinaciji
TBHQ
Tokoferoli 30 ne treba koristiti u kombinaciji
sa ostalim antioksidansima
Meso, preradeno Tokoferoli 30
Kobasice, susene BHA 30 pojedinacno
BHT 60 u kombinaciji
Propil-galat TBHQ i propil-galat ne bi trebalo
TBHQ koristiti u kombinaciji
Tokoferoli 30 ne treba koristiti u kombinaciji
sa ostalim antioksidansima
Kobasice, govede pastete, prelivza BHA 100 pojedinac¢no
pice, Cufte, Zivinsko meso, kuvano ~ BHT 200 u kombinaciji
ili sirovo Propil-galat TBHQ i propil-galat ne bi trebalo
TBHQ koristiti u kombinaciji
Zivinsko meso Tokoferoli 300 (200 u kombinaciji sa ostalim
antioksidansima izuzev sa TBHQ)
Lecitini quantum satis
Cerealije za dorucak, suSene BHA 50
BHT
Cili puder, paprika Etoksikvin 100
Dezerti (iz suvih smesa) BHA 2
Stabilizatori emulzija BHA 200
BHT
Supstance za zacine BHA 5000 u odnosu na sadrzaj ulja
Smese za dezerte BHA 90
Kvasac (sirov, suv) BHA 1000

2.5.3. Regulativa antioksidanasa u Australiji

Antioksidansi koji se smatraju dozvoljenim u Australiji propisani od strane NFA

(National Food Authority) su:

BHA
BHT

Galati (propil-, oktil-, i dodecil-, ili bilo koja smesa od toga)

Lecitini (ukljucujuéi fosfolipide iz prirodnih izvora)

Tokoferoli - mogu biti koriS¢eni sa ili bez limunske kiseline, jabu¢ne kiseline, vinske
kiseline, mle¢ne kiseline (pojedinacno ili u kombinaciji)

Askorbinska kiselina i njena so sa natrijjumom

Eritorbinska kiselina i njena so sa natrijumom

Askorbil-palmitat

BHT (jedino za jezgra oraha, vitamin A i vitamin D)
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Dozvoljeni antioksidansi koji se dodaju u ulja i masti su galati, BHA, TBHQ, tokoferoli,
lecitini, askorbil-palmitat, tako da je maksimalna koli¢ini 0,1 % u odnosu na masti/ulja.
Antioksidansi koji su dozvoljeni za upotrebu u ribljim proizvodima, proizvodima od voca i
povréa 1 mesnim proizvodima su jedino askorbinska kiselina, eritorbinska kiselina i njihove soli
sa natrijumom (Watson, 2002; Mikova, 2001).

2.5.4. Regulativa antioksidanasa u Japanu

Lista dozvoljenih antioksidanasa u regulativi Japana se odnosi samo na sintetske
antioksidanse. Antioksidansi i1 namirnice u kojima se moze Koristiti propisana koliina
antioksidanasa prikazani su u tabeli 2.21. Izuzetak je a-tokoferol koji se obi¢no 1 koristi u hrani
kao antioksidans (Watson, 2002; Mikova, 2001).

Tabela 2.21 Regulativa antioksidanasa u Japanu

Antioksidans Ogranicenje Maksimalna
koli¢ina (mg kg"!
BHA, ako se koristi u kombinaciji sa Maslac 200
BHT, koli¢ina oba antioksidansa ne sme Masti i ulja 200
da prelazi propisanu koli¢inu Zamrznuta riba, ljuskari, i meso kita 1000
Pire od krompira (suvi) 200
Slana riba, ljuskari 200
Osusena riba, ljuskari 200
BHT, ako se koristi u kombinaciji sa Maslac 200
BHA, koli¢ina oba antioksidansa, izuzev Zvakace gume 750
kod zvakace gume, ne sme da prelazi Masti i ulja 200
propisanu koli¢inu Zamrznuta riba, ljuskari, i meso kita 1000
Pire od kropmpira (suvi) 200
Slana riba, ljuskari 200
Osusena riba, ljuskari 200
Izopropil-citrat (kao monopropil citrat) Masti i ulja 100
EDTA CaNa,, EDTA Na, Konzervisana ili flasirana bezalkoholna pica 35
(kao EDTA CaNa,) Konzervisana ili flasirana hrana (izuzev 250
bezalkoholnih pica)
Eritorbinska kiselina Jedino za upotrebu kao antioksidans
Na-eritorbat Jedino za upotrebu kao antioksidans
Norhidroguaiaretinska kiselina Maslac 100
Masti i ulja 100
Propil-galat Maslac 100
Masti i ulja 100
Gvajak guma Maslac 1000
Masti i ulja 1000

a-tokoferol

Jedino za upotrebu kao antioksidans
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2.6. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

2.6.1. Pregled metoda

Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti se mogu podeliti na viSe nacina:

1) prema sistemu ispitivanja (in vivo i in vitro),

2) prema metodi detekcije (spektrofotometrijske, fluorimetrijske, hemiluminiscentne i
ESR spektrometrijske) i

3) prema direktnosti odredivanja (direktne sa ROS ili indirektne sa metalnim jonima). Ove
metode se mogu podeliti i prema prisustvu lipida u sistemu (stepen inhibicije oksidacije lipidnog
supstrata 1 merenje antioksidativne sposobnosti slobodnih radikala u sistemu koji ne sadrze
lipide) i prema mehanizmu reakcije (prenos atoma vodonika, HAT (hydrogen atom transfer)
metode 1 prenos jednog elektrona, SET (single electron transfer) metode) koja se odigrava
izmedu antioksidativnih jedinjenja i slobodnih radikala za koje se odreduje antioksidativna
aktivnost (Sanchez-Moreno, 2002; Prior i sar., 2005; Robards i sar., 1999).

Antioksidativni potencijal/aktivnost direktno je povezan s moguc¢noscu ispitivanog uzorka
da preda elektron ili vodonik i na taj nacun "ugasi" radikal i spre¢i njegovu reaktivnost u daljim
lancanim reakcijama. Postoji nekoliko razli¢itih metoda za merenje ukupnog antioksidativnog
kapaciteta (Total Antioxidant Capacity - TAC) 1 njihov broj jo§ uvek je u porastu. Sve dok se ne
postigne medunarodna saglasnost koja ¢e se metoda ili metode primenjivati za ovu oblast
istrazivanja, teSko je predstaviti jednostavnu i kompletnu sliku dosada$njih saznanja o koli¢ini,
opstoj efikasnosti (apsorpciji) i moci antioksidanasa u hrani koju koristimo.

Antioksidativna aktivnost se moZze izraziti na razli¢ite nacine, ukljucujuéi procenat
koriS¢enog reagensa, meru inhibicije oksidacije itd. Jednostavniji nacin da se predstavi
antioksidativna aktivnost je da se pozove na zajednicki usvojen standard (referentni standard).
Npr. jedan od referentnih standarda je (S)—(-)-hidroksi-2,5,7,8-tetraetilhroman-2-karboksilna
kiselina, takode poznata kao Trolox, koja se koristi za izrazavanje rezultata dobijenih pomoc¢u
nekih od metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti.

Tri glavne grupe metoda za merenje TAC (Total Antioxidant Capacity) su:

1. Reakcije prenosa atoma vodonika ili HAT (hydrogen atom transfer)

Vecina metoda koje se baziraju na prenosu atoma vodonika odnose se na reakcije u kojima se
antioksidans 1 supstrat "takmice" prema peroksil radikalima proizvedenim putem termickog
razlaganja azo-jedinjenja (Somogyi i sar., 2007).

a) Inhibition of induced low-density lipoprotein autooxidation

Inhibicija indukovane autooksidacije lipoproteina niske gustine. Inicijatori oksidacije su Cu®" joni
ili AAPH (2,2-azobis(2-amidinopropane) dihidrohlorid).

b) ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Kapacitet apsorbcije kiseonikovog radikala. Zasniva se na merenju efikasnosti razli¢itih prirodnih
antioksidanasa u spreCavanju oksidativne degradacije fluoresceina, nakon meSanja sa peroksil
radikalima. Fluorescentni intenzitet fluoresceina slabi u toku njegove oksidacije, a u prisustvu
antioksidanasa oksidativno raspadanje fluoresceina je sporije. TermicCko raspadanje azo-
jedinjenja kao Sto je AAPH (2,2-azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorid) se koristi za nastajanje
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peroksil radikala. Jo§ uvek postoji niz ogranicenja ORAC analize, kao npr. to da suSeno voce
uvek daje vece vrednosti ORAC broja nego isto sveze voce. ORAC vrednost oznacava kolika
koli¢ina analiziranog proizvoda ima isti kapacitet "hvatanja" slobodnih radikala kao i poznata
koli¢ina oblika vitamina E koji je rastvorljiv u vodi, prema kom je ispitivanje standardizovano. U
radu Wu 1 sar. (2004a) odredivan je ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) za veliki broj voca,
povréa, kostunjavog voca, suvog voca, zaCina i zitarica. TAC je odredivan kao suma ORAC
vrednosti koja se odnosi na hidrofilne antioksidanse (H-ORAC) i ORAC vrednosti koja se odnosi
na lipofilne antioksidanse (L-ORAC). U tabeli 2.22 prikazane su ORAC vrednosti za neke vrsta
voca i povréa — TAC (umol TE/ g hrane).

Tabela 2.22 Ukupni antioksidativni kapacitet (Wu i sar., 2004a )

Hrana TAC Hrana TAC
Karanfili¢ (samleven)  3144,50 Avokado 19,30
Cimet (samleven) 2675,40 Kruske 19,10
Origano (osuSent) 2001,30 Breskve 18,60
Kurkuma(osuseni) 1592,80 Pomorandze 18,10
Persun (suvi) 743,50 Ovas 17,10
Bosiljak (suvi) 675,50 Mandarine 16,20
Kari (puder) 485,00 Brokoli 15,90
Crni biber 301,40 Krompir 15,55
Slacica (puder) 292,60 Grejpfrut 15,50
Pumbir (samleven) 288,10 Integralni hleb 14,20
Cili (puder) 236,35 Brazilski orah 14,20
Paprika 179,20 Kupus 13,60
Pasulj 144,00 Kajsije 13,40
Orah 135,40 Krompir (crventi) 13,30
Lesnik 96,45 Crno grozde 12,60
Brusnica 94,60 Sargarepa 12,20
Borovnice 92,60 Belo grozde 11,20
Suve §ljive 85,80 Krompir (beli) 10,80
Pistaci 79,80 Luk 10,30
Sljive 62,40 Mango 10,00
Kupina 53,48 Zelena salata 9,89
Malina 49,30 Rotkvice 9,50
Badem 44,50 Kivi 9,20
Jabuka 42,75 Banane 8,80
Urme 38,95 Ananas 7,90
Jagode 35,80 Arti¢oka 7,90
Smokve 33,80 Nektarine 7,50
Tresnja,visnja 33,60 Karfiol 6,50
Kikiriki 31,66 Grasak 6,00
Suvo grozde 30,40 Celer 5,70
Spanaé 26,40 Paradajz 3,40
Kupus 22,50 Dinja 3,10
Indijski orah 20,00 Lubenica 1,40
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¢) TRAP (Total radical trapping antioxidant parameter)

Ukupna sposobnost "hvatanja" radikala. Bazira se na merenju potro$nje kiseonika tokom
kontrolisane lipidne peroksidacije, koja je indukovana peroksil radikalima koji se proizvode
putem termickog razlaganja azo-jedinjenja AAPH.

d) Carotenoid (crocin) bleaching assays

Stepen beljenja karotenoida "crocin" iz Safrana, odreduje se kolorimetrijski. Peroksil radikali se
stvaraju tokom termickog razlaganja azo inicijatora AAPH. Antioksidativni potencijal supstance
dodate u inkubacionu smesu je u funkciji inhibicije beljenja karotenioda "crocin".

e) TOSC (Total oxidant Scavenging Capacity) ili ukupni kapacitet "hvatanja" oksidansa.
Reakcijom izmedu razli¢itih ROS (peroksil radikala, hidroksil radikala i peroksinitrita) i a-keto-y-
- metiltio-buterne kiseline (KMBA) koja se oksiduje i dobija se etilen koji moze biti odvojen od
ostalih sastojaka i kvantitativno odreden pomocu gasne hromatografije (GC). Antioksidativni
kapacitet testiranog jedinjenja se meri sposobnos¢u inhibicije formiranja etilena iz KMBA.

2. Reakcije prenosa jednog elektrona ili SET (single electron transfer)

Metodama koje se baziraju na prenosu jednog elektrona meri se kapacitet antioksidansa tokom
redukcije oksidansa koji menja boju kada se redukuje. Stepen promene boje proporcionalan je
koncentraciji antioksidansa (Somogyi i sar., 2007).

a) FCR (Folin-Ciocalteu reagent), odredivanje ukupnog sadrzaja fenola

Folin Ciocalteau-ova metoda odredivanja ukupnih fenola. Metoda se bazira na reakcija Folin
Ciocalteau-ovog (Folin-Ciocalteu) reagensa (kompleks fosfomolibden/fosfovolframne kiseline)
sa redukuju¢im reagensom (fenolnim jedinjenjem/antioksidansom) pri ¢emu dolazi do pojave
plave boje. Nakon sat vremena reakcije, u kojoj sva fenolna jedinjenja izreaguju sa Folin
Ciocalteau-ovim (Folin-Ciocalteu) reagensom, spektrofotometrijski se odredi apsorbancija na
765 nm. Odredena apsorbancija proporcionalna je intenzitetu nastale plave boje i koncentraciji
antioksidansa. Kao standard se najcesce koristi galna kiselina i antioksidativna aktivnost uzoraka
izrazava u ekvivalentima galne kiseline (GAE).

b) FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power)

Antioksidativni kapacitet zasniva se na merenju stepena redukcije kompleksa Fe(IIl)-
tripiridiltriazina u plavi Fe(IT)-kompleks.

¢) CUPRAC (Total antioxidant potential koriste¢i Cu(Il) kompleks)

Ukupni antioksidativni kapacitet, zasniva se na merenju stepena redukcije Cu (II) kompleksa

3. Kombinacija HAT (hydrogen atom transfer) i SET (single electron transfer)

a) TEAC (Trolox equivalence antioxidant capacity)

Antioksidativni kapacitet izrazen kao koncentracija analoga vitamina E rastvorenog u vodi tj. u
Trolox ekvivalentima, zasniva se na redukciji obojenog (plavo-zelenog) katjon radikala 2,2'-
azonobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonata) (ABTS"). Obi¢no se koristi kalijum-persulfat za
oksidaciju ABTS radikala u radikal katjon ABTS'. Rezultati dobijeni ovom metodom se
izrazavaju kao TEAC.

b) DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) metoda

DPPH metoda merenja antioksidativnog kapaciteta podrazumeva koris¢enje stabilnog slobodnog
radikala DPPH. Metoda se bazira na redukciji DPPH radikala. DPPH metoda je Siroko koriS¢ena
za ispitivanje sposobnosti antioksidativnih jedinjenja da se ponasaju kao "hvataci" slobodnih
radikala, ili donori vodonika. Sa metodoloskog stanovista, smatra se da je ova metoda
jednostavna i pouzdana za odredivanje antioksidativne aktivnosti voca, povréa i biljnih
ekstrakata, jer je ovaj radikal veoma stabilan (Sanchez-Moreno, 2002). Ova metoda se moze
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koristiti za uzorke u ¢vrstom i te€nom stanju, i nije vezana ni za jednu odredenu antioksidativnu
komponentu, nego se odnosi na ukupni antioksidativni kapacitet uzorka. Za prikazivanje rezultata
DPPH metode koristi se parametar "efikasna koncentracija" ECsy vrednost (ICso) koja se definiSe
kao koncentracija antioksidansa potrebna da smanji pocetnu koncentraciju DPPH radikala za
50% 1 odreduje se spektrofotometrijski ili pomocu elektron spin rezonantne spektrometrije. Jaca
antioksidativna aktivnost znac¢i da antioksidans ima nizu ECsy vrednost (Cuvelier i sar., 1992).
Reciprocna vrednost ECsy vrednosti 1/ ECsy predstavlja parametar antiradikalske moci
(Antiradical Power - ARP) (Becker i sar., 2004). Rastvor stabilnog DPPH radikala (zbog
delokalizacije nesparenog elektrona) u etanolu daje jak maksimum apsorpcije na oko 520 nm i
ruzicaste je boje. Nakon reakcije DPPH radikala sa antioksidansom, smanjenje apsorbancije na
odredenoj talasnoj duzini prati se spektrofotometrijski. Rezultuju¢a dekolorizacija je
stehiometrijska, uzimajuci u obzir broj vezanih elektrona (Becker i sar., 2004). Predstavljanjem
DPPH radikala sa Z i antioksidansa sa AH, pojednostavljena reakcija je: Z + AH - ZH + A .

Elektron spin rezonantna (Electron Spin Resonance, ESR) spektrometrija je metoda
kojom je moguce direktno odredivanje koncentracije slobodnih radikala. Antioksidativna
aktivnost se odreduje na osnovu relativnog smanjenja intenziteta ESR signala slobodnih radikala
u prisustvu antioksidanasa, u odnosu na intenzitet ESR signala kada antioksidans nije prisutan
(Becker i sar., 2004). Ova metoda se koristi za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
antioksidanasa na stabilne i nestabilne slobodne radikale. Isto kao u spektrofotometrijskoj metodi
rezultati se predstavljaju pomocu parametra ECsy. Struktura DPPH radikala pre i posle redukcije
pomocu antioksidansa je prikazana na slici 2.8.

- H
03N N—N 03N N—N
NO 2 NO 2
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal 1,1-difenilpikrilhidrazin

Slika 2.8 Struktura DPPH radikala i DPPH nakon redukcije antioksidansom
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2.6.2. Metode procene oksidativnih promena u hrani

Aktivnost prirodnih antioksidanasa, koji predstavljaju smese ili multifunkcionalne sisteme
koji deluju u kompleksnom medijumu, ne moze biti pouzdano odredena jednostavnom metodom,
a primenom vise razli¢ith metoda za ispitivanje aktivnosti antioksidanasa dobijaju se
kontradiktorni rezultati. Komparativna procena antioksidanasa je razli¢ita, jer u prehrambenim
proizvodima i bioloskim sistemima aktivnost zavisi od supstrata, medijuma, uslova oksidacije,
medupovrsinskih pojava, 1 raspodele svojstava antioksidanasa izmedu faza. Afinitet
antioksidanasa prema vazduhu, ulju, vodi i njihovo medudejstvo objaSnjava zaSto su polarni
antioksidansi aktivniji u uljima dok su nepolarni antioksidansi aktivniji u emulzijama, pojava
poznata kao "polarni paradoks". Naro€ito je vazna potreba za priznatim, standardizovanim
metodama za poredenje hrane i dijetetskih suplemenata radi obezbedivanja kvalitetnih kriterijuma
koji se ticu pitanja zakonske regulative i zdravstvenih zahteva. Odredivanje antioksidativne
aktivnosti je predloZeno na razli¢itim nivoima (Miquel i sar., 2004):

1) kvantifikacija i identifikacija aktivnih jedinjenja.

2) odredivanje sposobnosti "hvatanja" radikala sa viSe metoda i u razli¢itim rastvaracima.

3) odredivanje inhibicije i zastite od lipidne peroksidacije u modelovanim sistemima.

4) studije koje su od znacaja za primenu u prehrambenim proizvodima, klinicke studije sa
biomarkerima oksidativnog stresa.

Mnoge in vitro metode se izvode u odsustvu lipida pa ove metode ne mogu da predvide
sposobnost antioksidanasa da inhibiraju lipidnu peroksidaciju u hrani ili u bioloskim sistemima.
Realnije informacije mogu se posti¢i izvodenjem nekoliko metoda i imaju¢i u vidu nekoliko
opstih preporuka:

1) supstrati i uslovi oksidacije trebali bi da simuliraju hemijske, fizicke 1 uslove okoline u
hrani i bioloSkim sistemima.

2) nizak nivo oksidacije takode treba da bude razmatran.

3) treba meriti i primarne i1 sekundarne proizvode oksidacije.

4) koncentracije katalizatora, antioksidanasa 1 supstrata treba da budu pazljivo uspostavljene,
i podaci o hemijskom sastavu treba da budu poznati kako bi se uzorci mogli uporedivati
(Huang i sar., 2005; Frankel i Meyer, 2000; Antolovich i sar., 2002; Prior i sar., 2005;
Gordon, 2001).

Ubrzana oksidacija ulja, masti i emulzija ulje-voda mogu se javiti pri preradi hrane i pri
upotrebi u domacinstvu, pa su zato ovakve metode od velikog znac¢aja. Medutim, pod odredenim
uslovima primenjenim u metodi (temperatura, parcijalni pritisak kiseonika, metalni katalizatori i
ostali inicijatori, svetlo 1 UV zrafenje) mehanizam oksidacije moze da se promeni (Antolovich i
sar., 2002). Metode za izrazavanje antioksidativne aktivnosti po Antolovich i1 sar. (2002)
ukljuuju indukcioni period, procenat inhibicije brzine oksidacije, ECsy (koncentracija
antioksidansa da bi se postiglo 50 % inhibicije), 1 opseg merenja (apsorbanca, provodljivost).
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Aktivnost antioksidanasa koji se koriste u prehrambenim proizvodima moZze varirati
zavisno od temperature na kojoj se hrana proizvodi i skladisti, sastava hrane (udeo sastojaka kao
Sto su voda, proteini, ugljeni hidrati, vitamini, minerali u hrani je promenljiv), strukture hrane i od
izloZenosti hrane kiseoniku. Prema tome treba voditi racuna o slede¢em (Gordon, 2001):

1) Koji modelovani sistem je najbolje koristiti za merenje antioksidativne aktivnosti?
Vecina metoda su vrSene u ulju, tako da dobijeni podaci mogu posluziti jedino kod ulja ili kod
emulzija voda-ulje (margarin), a primena istih podataka bi bila pogresna u sluc¢aju emulzije ulje-
voda. Takav je slucaj kod nepolarnog antioksidansa a-tokoferola, koji ne pokazuje znacajnu
antioksidativnu aktivnost u ulju, dok u emulziji ulje-voda pokazuje jaku antioksidativnu
aktivnost. Suprotno, polarni antioksidansi kao na primer askorbinska kiselina ili troloks (derivat
o-tokoferola koji je rastvorljiv u vodi) su mnogo efikasniji u ulju nego u emulziji. Ovo je opisano
kao "polarni paradoks". Neke od informacija o antioksidativnoj aktivnosti mogu se dobiti 1
metodama "hvatanja" radikala koje se izvode u organskim rastvaracima.

2) Kaoji faktori uti¢u na brzinu oksidacije u uzorku?
Najcesce se ubrzavanje procesa oksidacije vrsi tako Sto se povisi temperatura i poveca izlozenost
kiseoniku. Tako na primer, uzeglost rafinisanog maslinovog ulja nastaje posle 103 dana na
temperaturi od 20°C, dok je Rancimat metodom izmereno da na temperaturi od 100°C uzeglost
ulja nastaje nakon 20,4 Casa. Ostali faktori koji uti¢u na brzinu oksidacije su: sadrzaj metalnih
jona u testiranom uzorku, stanje u kom se uzorak nalazio pre dodavanja antioksidansa i izloZenost
UV zracima.

3) Na koji nacin se meri antioksidativna aktivnost ili oksidacija u hrani ?

U principu, moZe se uzeti u obzir merenje gubitka lipidnog materijala na pocetku, na primer
masnih kiselina ili triglicerida, ili se moZze meriti formiranje produkata koji nastaju kao posledica
nije lak zadatak jer se formira kompleksna smesa oksidacionih proizvoda, a relativne koli¢ine
ovih proizvoda zavise od raznih varijabli ukljucuju¢i temperaturu, sastav metalnih jona, sadrzaja
drugih komponenti, kao na primer vode, pri ¢emu je jako vazno odluciti koje komponente ¢e se
kontrolisati. Kontrolisanje antioksidativne aktivnosti ulja preko merenja produkata oksidacije,
pod uslovima przenja zahteva pracenje drugih parametara u odnosu na procenu aktivnosti pod
normalnim uslovima.

Metode koje se najvise koriste za procenu oksidativnih promena u hrani su (Gordon, 2001):

1) Metode koje se korisne za odredivanje kapaciteta "hvatanja'" sintetskih radikala.
Reakcija izmedu radikala i antioksidanasa, odvija se u polarnim organskim rastvarac¢ima
(npr. metanolu) i na sobnoj temperaturi (DPPH + AH — DPPH-H + A’). Ove metode se
moraju kombinovati i sa ostalim metodama zato §to aktivnost antioksidanasa u hrani
zavisi od mnogo drugih faktora kao §to su polarnost, rastvorljivost, aktivnost metala-
helata. NajviSe se koriste DPPH metoda i TEAC metoda koje su objaSnjene u prethodnom
poglavlju (Gordon, 2001).
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2) Metode za merenje trenutnog stanja ulja ili uzoraka hrane. Antioksidansi su
inkorporisani u uzorke hrane koji su uskladisteni pod kontrolisanim uslovima. Hrana
bogata lipidima koja nije pogodna za potroSnju ima "off-flavour" komponenete. Pod
terminom "off-flavour" oznacen je nepozenjan miris, ukus ili aroma koji su posledica
promena u samom proizvodu. U ove metode spadaju (Gordon, 2001):

2.1) Senzorne analize kojima se mere senzorna svojstva kvaliteta prehrambenih
proizvoda pomocu ljudskih cula preko: vizuelnog utiska (izgled, boja, povrSina, sjaj);
ocenjivanjem mirisa; ocenjivanjem ukusa; 1 ocenjivanjem teksture/konzistencije. Ocenjivacka
komisija ocenjuje kontrolisana senzorna svojstva uzoraka i odlucuje da li su ispitivani uzorci
senzorno prihvatljivi. Navise se koristi kod proizvoda od mesa i ribe.

2.2) "Headspace'" instrumentalne analize ili gasno-hromatografske analize isparljivih
proizvoda koji nastaju kao posledica lipidne peroksidacije. Ovi isparljivi proizvodi su "off-
flavour" komponenate u hrani i predstavljaju samo mali procenat produkata oksidacije. Razvijeno
je nekoliko postupaka:

SHS-Staticki headspace
HS-SPME - Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi u headspace-u
DHS — Dinamicki headspace

2.3) Peroksidni broj (Peroxide value - PV) - hemijska analiza odredivanja ukupne
koli¢ine nastalih hidroperoksida lipida. Daljom razgradnjom hidroperoksida nastaju sekundarni
proizvodi oksidacije lipida ¢ije merenje treba pratiti kako bi se stekla potpunija slika o procesu
oksidacije u prehrambenim proizvodima. Odredivanje PV je Siroko primeljivana metoda
odredivanja stepena oksidacije u in vitro sistemima, naroc¢itio kod masti i ulja. Metoda
odredivanja PV zasniva se na titraciji uzorka ulja kome je dodat kalijum-jodid u smesi
hloroforma i siréetne kiseline (AOCS metoda Cd 8-53). Hidroperoksidi oksiduju kalijum-jodid u
jod, Sto se odreduje titracijom sa natrijum-tiosulfatom. Rezultati se daju u miliekvivalentima
peroksida u 1000 g ispitivanog uzorka. AOCS (American Oil Chemists Society) su razvili metodu
gde se kao rastvarac koristi izo-oktan, ali je ova metoda ograni¢ena da daje ispravne rezultate do
70 meq/kg (AOCS metoda Cd 8b-90). Navedene metode odredivanja peroksidnog broja ne bi
trebala da se koristi kod ulja koja sluze za przenje, jer se peroksidi iznad temperature od 150°C
razlazu. Za ulja koja sluze za przenje bolje je koristiti analizu polarnih komponenata koja je
opisana u metodi Cd 20-91 (AOCS, 1990). Peroksidni broj pri kom se oksidacija ulja moze
detektovati kao "off-flavour" promena, zavisi od same prirode ulja. Uzorci maslinovog ulja
smatraju se uzeglim kad PV ima vrednost od 20 meq/kg, dok riblje ulje sa < 1 meq/kg (Gordon,
2001).

2.4) UV detekcija konjugovanih diena. Formiranje hidroperoksida iz PUFA dovodi i do
formiranja konjugovanih diena, koji se mogu detektovati merenjem UV apsorbancije na 233-234
nm. Ova metoda predstavlja brz i jednostavan nacin pracenja oksidativnih promena u uljima, ali
je manje ta¢na od metode merenja peroksidnog broja.

2.5) p-anizidinska vrednost. p-anizidin je reagens koji reaguje sa aldehidima dajuci
proizvod koji se detektuje merenjem apsorbancije na 350 nm. p-anizidinska vrednost je
definisana kao apsorpcija rastvora koji nastaje u reakciji izmedu 1g masti i 100 ml rastvora
izooktana sa p-anizidinom (0,25% u glacijalnoj siréetnoj kiselini). Proizvodi koji nastaju u
reakciji sa nezasi¢enim aldehidima (2-alkenalima) apsorbuju se mnogo jae na 350 nm, i zbog
toga test je naroCito osetljiv na proizvode sa nezasi¢enim aldehidima. Posto test ne pravi razliku
izmedu isparljivih i neisparljivih proizvoda, a osetljiviji je prema merenju nezasi¢enih aldehida
nego zasi¢enih aldehida, onda se ovim testom mogu proceniti sekundarni oksidacioni proizvodi.
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Merenje p-anizidinske vrednosti se kombinuje sa merenjem PV, da bi se odredio ukupni stepen
oksidacije ili Trolox vrednost, koja je jednaka zbiru p-anizidinske vrednosti i dvostruke vrednosti
PV. Medutim Trolox vrednost je empirijski parametar jer predstavlja zbir dve vrednosti sa
razli¢itim mernim jedinicama.

2.6) Vrednost tiobarbiturne Kkiseline (TBA). Malondialdehid (MDA) sekundarni
oksidacioni proizvod oksidacije lipida, moze nastati iz PUFA koje imaju najmanje tri nezasi¢ene
veze. Koncentracija MDA moze se odrediti u reakciji izmedu tiobarbituratne kiseline (TBA) i
MDA u kojoj nastaje proizvod ruzicaste boje koji se detektuje merenjem apsorbancije na 532-535
nm sa molarnom apsorptivnoséu od 27,5 apsorptivnih jedinica/umol. Medutim, reakcija nije
specificna i mnoga druga jedinjenja mogu formirati proizvode koji doprinose apsorbanciji. Na
primer, 2,4-alkadienali kao Sto je 2,4-dekadienal takode reaguje sa TBA i pokazuje jaku
apsorpciju na 532 nm. Nekoliko komponenata iz hrane kao §to su proteini, Maillardova jedinjenja
1 produkti degradacije Secera utiCu na rezultate dobijene ovom metodom. Zbog tog nedostatka
specificnosti, vrednosti koje se dobijaju ovom metodom date su kao TBARS (TBA reaktivne
supstance). Rezultati TBARS metode daju se u mg MDA/ kg testiranog uzorka.

2.7) Oktanoat vrednost. Oktanoat vrednost odreduje koli¢inu vezanog oktanoata
prisutnog u ulju. Oktanoat nastaje razlaganjem 9-hidroperoksida linoleinske kiseline. Metod
podrazumeva trans-metilaciju ulja bazom kao $to je natrijum-metoksid, i GC analizu metil-
oktanoata koji se pri tom formira.

2.8) Konjugovani oksidacioni proizvodi. Analiza konjugovanih oksidacionih proizvoda
zasniva se na ¢injenici da se hidroperoksidi nastali iz PUFA 1 nekih produkata razgradnje mogu
redukovati sa natrijum-borhidridom i dehidracijom dati konjugovane triene i tetraene, koji se
mogu detektovati merenjem apsorpcije na 268 nm i 301 nm, respektivno.

2.9) FT infracrvena spektroskopija. FTIR spektroskopija (Fourier transform infrared
spectroscopy) koristi se za odredivanje hidroperoksida u uljima. Podrazumeva kalibraciju sa
poznatim standardima, i podesna je zbog brzine metode i zato Sto se ne koriste hemijske
supstance u analizi. Medutim, poboljSanje specificnosti metode i preciznosti, moze biti ostvareno
dodavanjem trifenilfosfina (TPP) ulju koje sadrzi hidroperokside, Sto dovodi do formiranja
trifenilfosfin oksida (TPPO) koji se detektuje merenjem apsorbancije na 542 cm™.

3) Metode za kontrolisanje oksidacionih promena u hrani. U njih spadaju (Gordon,
2001):

3.1) Gubitak PUFA. Analize u promeni sastava masnih kiselina su jedan od nacina
procene oksidativnih promena u hrani. Na primer ako se promene u sastavu linolenske kiseline
odreduju gasnom gromatografijom metil estara masne kiseline, promena sa 50,0+£0,1% na
49,6+ 0,1% oznacava promenu u sastavu masne kiseline od 0,4%. Radi poredenja, oksidacija
0,4% PUFA u monohidroperokside ¢e oznatavati promenu peroksidnog broja za 16 meq kg™, a
promene manje od 1 meq kg'lmogu lako biti detektovane merenjem PV.

3.2) Povecanje tezine ulja. Jestiva ulja postaju teZza u ranim fazama lipidne oksidacije,
kada se masne kiseline spajaju sa kiseonikom tokom formiranja hidroperoksida. Povecanje u
tezini zagrejanog uzorka tokom skladistenja koristi se za odredivanje indukcionog perioda masti.
Brzo povecanje tezine, deSava se posle indukcionog perioda, ili se vreme za koje nastaje veca
promena u teZini moze odrediti.
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4) Metode za predvidanje promena. To su metode gde se uzorci neprekidno kontrolisSu
tokom uslova pri kojima je oksidacija ubrzana. Tu spadaju (Gordon, 2001):

4.1) DSC (Differential scanning calorimetry) je instrumentalna metoda kojom se
kontroliSu egzotermne i endotermne promene zbog faznih promena ili hemijskih reakcija u
uzorku. Kraj indukcionog perioda oznacen je povecanjem toplote reakcije zbog mnogo brze
reakcije nezasicenih lipida sa kiseonikom.

4.2) Indeks stabilnosti ulja (OSI, Oil stability index). OSI je automatizovano razvijena
metoda AOM (Active Oxygen Method). U AOM vreme za koje ulje dostigne PV od 100 meq kg,
tokom oksidacije na 97,8°C, sa protokom vazduha od 2,33 ml u cevi, odreduje se u sekundama.
Instrumenti za odredivanje OSI su RANCIMAT™ koji proizvedi Metrohm, Svajcarska, zatim
Basel ili OSI koji proizvodi Omnion, Amerika. Ovi instrumenti zavise od povecanja u elektricnoj
provodljivosti, kada se isparavanja iz oksidisanih ulja propuste kroz vodu. Isparljive karboksilne
kiseline se stvaraju u oksidisanim uljima, §to utice na povecanje elektricne provodljivosti. Uzorci
koji se procenjuju pomoc¢u OSI metoda, se drze na 100°C, 110°C, 120°C, 130°C ili na 140°C.
Temperatura moze da se reguliSe tako da indukcioni period moZze biti od 4 h do 15 h. Veli¢ina
uzorka je 2,5 g ili 5 g zavisno od upotrebe instrumenta. Faktor zastite (Protection factor, PF)
predstavlja odnos izmedu indukcionog perioda uzorka ulja kome je dodat antioksidans i uzorka
ulja kome nije dodat antioksidans. Na taj nacin, ako se dobije PF>1 to ukazuje da antioksidans
pokazuje antioksidativno dejstvo u uzorku ulja. Ako je PF<I to ukazuje na pro-oksidativnu
aktivnost antioksidansa. Iako su ovi instrumenti korisni za kontrolu kvaliteta ulja, oni se ne
preporucuju za odredivanje antioksidativne aktivnosti zbog viSe razloga. Visoke temperature ne
dozvoljavaju pouzdana predvidanja antioksidativne aktivnosti na nizim temperaturama. Isparljivi
antioksidansi mogu biti uklonjeni iz ulja zbog veli€ine protoka vazduha koji se koristi u metodi, 1
ulja su veoma oksidovana na kraju indukcionog perioda.

4.3) Oxipres. Oxipres'™ proizvodi Mikrolab Aarhus, predstavlja metod za ispitivanje
stabilnosti prema oksidaciji heterogenih proizvoda kao §to su Cips-krompir, margarin i majonez.
Oksidacija se ubrzava zagrevanjem i upotrebom kiseonika pod pritiskom.

4.4) Oxidograf. OxidografTM proizvodi Mikrolab Aarhus, je instrument baziran na FIRA-
Astell aparaturi koja radi po principu Sylvester testa. Uzorak ulja ili masti se izlaze kiseoniku ili
vazduhu na poviSenim temperaturama, uz mesSanje kako bi se ubrzao test.

U ostale poznate metode za ispitivanje antioksidativne sposobnosti antioksidanasa u hrani
ubrajaju se TRAP, TOSC, Folin-Ciocalteau-ova metoda odredivanja ukupnih fenola i ORAC
metoda. Sve metode za ispitivanje antioksidativne aktivnosti imaju svoje prednosti i ograni¢enja,
s tim §to ORAC metoda ima prednost jer se moze primeniti na mnogo vise uzoraka hrane, i ima
pogodnu analizu rezultata. Postoji znatna nedoslednost izmedu rezultata dobijenih pomocu
razli¢itih metoda kao $to se moze videti u tabeli 2.23 (Zheng i Wang, 2001; Ahn i sar., 2002).
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Tabela 2.23 Poredenje razlicitih rezultata dobijenih pomocu Cetiri razlicite metode za merenje
antioksidativne aktivnosti (Pellegrini 1 sar., 2003; Wu i sar., 2004b)

Roba ORAC FRAP TRAP TEAC
(mmol/kg ) (mmol/kg) (mmol/kg) (mmol/kg)
Povrée
Brokoli 15,9 11,7 3,1 3,0
Sargarepa 12,2 1,1 0,7 0,4
Celer 5,7 1,2 0,5 0,5
Zelena salata 4.5 49 2,3 1,3
Krompir 13,2 3,7 0,9 0,8
Rotkvice 9,5 3,8 3,6 2,2
Paradajz 3.4 5,1 1,3 1,7
Voée
Borovnice 62,2 18,6 9,3 7.4
Dinja 3,1 5,7 1,0 1,2
(cantaloupe)
Grejpfrut 15,5 10,2 , 3,0
Dinja 2,4 2,3 1,1 0,7
(honeydew)
Kivi 9,2 7,4 2,3 2,3
Sljive 62,4 12,8 8,1 5,1
Maline 49,3 43,0 10,5 16,8
Jagode 35,8 22,7 8,6 10,9
Lubenica 1,4 1,1 0,5 0,7

b

b
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2.7. Dobijanje antioksidanasa pomocu NKE

2.7.1. Natkriti¢na ekstrakcija

Natkriticna ekstrakcija (NKE) se pokazala kao jedan od najboljih postupaka za izdvajanje
aktivnih komponenti iz biljnog materijala vaznih za ljudsku ishranu i farmaceutsku industriju, pre
svega Sto se ovim postupkom dobijaju ekstrakti bez tragova rastvaraCa, Sto nije slucaj sa
konvencionalnim nacinima ekstrakcije. NKE je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi u
natkriticnom stanju tj. u stanju uguséenog gasa - na temperaturi iznad svoje kriticne temperature i
pritisku iznad svog kriticnog pritiska (slika 2.9). Gustina fluida u natkriticnom stanju je relativno
visoka pa zbog toga je velika i rastvorljivost komponenti u natkriticnom fluidu. Gustina fluida se
moze lako menjati sa malim promenama pritiska i temperatura, uglavnom u oblasti blizu kriticne
taCke (slika 2.10). Kao najpogodniji rastvarac u procesima NKE pokazao se ugljenik(IV)-oksid
zbog toga sto je GRAS (Generally Recognized As Safe), zbog netoksi¢nosti, nezapaljivosti, lake
dostupnosti, niske cene i niskih vrednosti kriticnih parametara (31°C i 7,38 MPa) koji omogucuju
ekstrakciju na relativno niskim temperaturama i njegovo lako odvajanje od supstance koja je
rastvorena u ugljenik(IV)-oksidu snizavanjem pritiska ili temperature ispod njegovih kriti¢nih
vrednosti, $to je od velikog znacaja za ekstrakciju termicki degradibilnih supstanci. Natkriticni
ugljenik(IV)-oksid (NK-CO,) je dobar rastvarac¢ za hidrofobna i slabo hidrofilna jedinjenja.

4
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Matkritcni
fluid Elkstraktor
Kriticna
tacka
Dekompresiia
Con
<y —
. Separator
Kondenzator
Troina tactka l_’ Elstrala
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Slika 2.9 Dijagram procesa NKE (Meireles, 2009)
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Slika 2.10 Zavisnost gustine CO; od pritiska na datim izotermama (Mukhopadhyay, 2000)

Ekstrakcija organskim rastvaraCama ima niz mana koje se odnose na negativan uticaj na
zivotnu sredinu i zdravlje ljudi (emisija volatilnih organskih jedinjenja, emisija supstanci koje
ostecuju ozonski omotac). Pored nezeljenog ostatka organskog rastvaraca u ekstraktu, tu je i
nedovoljna selektivnost organskih rastvaraca prema antioksidativnim komponentama tako da
dolazi do ekstrakcije 1 aromatskih komponenti. Rastvorljivost rastvorka u natkriticnom fluidu je
sli¢na rastvorljivosti rastvorka u organskim rastvara¢ima, medutim natkriticni fluidi imaju veéu
difuzivnost, manju viskoznost i manji povrSinski napon od organskih rastvaraca Sto uti¢e na krace
vreme procesa i manju potrosnja rastvaraca (Wang i sar., 2001).

Osobine ugljenik(IV)-oksida u natkriticnom stanju, koje se nalaze izmedu onih koje
poseduje gas i onih koje poseduje teCnost (tabela 2.24), omogucavaju izvodenje procesa
selektivne ekstrakcije specificnih komponenata iz sloZzenih smeSa. Karakteristike kao §to su
gustina, difuzivnost, dielektricna konstanta, viskoznost i rastvorljivost su najvaznije za
projektovanje procesa NKE. Rastvorljivost komponenti (rastvorka) u natkriticnom fluidu zavisi
od njegove gustine i masenog transporta koji je jaci kada fluid ima veliku difuzivnosti i nisku
viskoznost zbog lakSeg prodiranja fluida u poroznu strukturu biljnog materijala (Shi i King,
2006). Promena difuzivnosti i viskoznosti CO, u zavisnosti od pritiska i temperature prikazana je
na slikama 2.1112.12.

Tabela 2.24 Fizicke karakteristike natkriticnog ugljen(IV)-oksida (Brunner, 1994)

Fluid p/T Gustina Difuzivnost Viskoznost
(MPa)/(K) p (kg/m’) D;; (m’/s) 1 (kg/ms)
Gas 0,1/298 0,6 -2 0,1-04 (1-3)10*
NKE Pc/Tc 200 — 500 0,7 107 (1-3)10*
Tecnost 0,1/298 600 — 1600 02-2)107 0,2 -3) 107
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DIFUZIVHOST cmiis

Slika 2.11 Difuzivnost CO, (Mchugh i Krukonis, 1986)

Slika 2.12 Viskoznost CO, (Mukhopadhyay, 2000)
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2.7.2. Uticaj operativnih parametara

Prethodno stanje 1 priprema pocetnog materijala, kao 1 eksperimentalni uslovi koji se
koriste pri ekstrakciji i separaciji uti¢u na perfomanse NKE. Priroda i osobine sirovog materijala
(zrelost, gajenje, sorta, zemljiSni (edafski) i klimatski uslovi) veoma uticu na ekstrakciju
terpenoida i fenolnih jedinjenja, karotenoida i tokoferola iz ¢vrstog materijala. Biljni materijal je
kompleksne prirode, i ekstrakcija supstanci koje se nalaze u biljnom materijalu zavisi od prirode
rastvaraca koji se koristi za NKE, njegove polarnosti i izbora operativnih parametara. U slucaju
antioksidanasa izolovanih iz za¢ina kao $to su ruzmarin i zalfija, glavne polarne komponente su
karnosol, ruzmarinska i1 karnosolna kiselina; origano sadrzi ruzmarinsku kiselinu, nekoliko
flavonoida, 1 supstance koje se mogu ekstrahovati pomocu vode, za koje je dokazano da pokazuju
veliku antioksidativnu aktivnost (Moller i1 sar., 1999). U ruzmarinu, Zzalfiji 1 origanu
antioksidativna jedinjenja su locirana na povrSini liS¢a, dok kod nekih drugih vrsta
antioksidativna jedinjenja mogu biti locirana unutar semena i korena. Zbog toga osim izbora
rastvaraCa vazan je predtretman sirovog materijala kako bi se izdvojile Zeljene komponente 1
dobio visok prinos. Koekstrahovane supstance koje nemaju antioksidativnu aktivnost same po
sebi, mogu povecati antioksidativno dejstvo ekstrakta (Pokorny i Schmidt, 2003). Medu ovim
jedinjenjima (sinergistima) nalaze se polivalentne organske kiseline, amino kiseline, fosfolipidi
(lecitin), 1 helatirajuci agensi.

Glavni operativni parametri koji uticu na NKE antioksidanasa (pritisak, temperatura,
protok rastvaraca, odnos mase rastvaraca i1 mase Cvrstog materijala, vrsta i1 koncentracija
kosolventa) moraju biti optimizovani pre procesa. Rastvaranje sirovog materijala pomocu NK-
CO; zavisi od pritiska i temperature. Zajednicki efekat ovih dveju promenljivih na sposobnost
rastvaranja dat je preko gustine.

Sa povecanjem pritiska raste gustina fluida u natkriticnom stanju i rastvorljivost Zeljenih
komponenti (rastvorka), kao i interakcije izmedu fluida i ¢vrstog supstrata, Sto omogucava veci
prinos ekstrakcije. Pritisci u opsegu 8-15 MPa se preporucuju za ekstrakciju etarskih ulja, dok se
pritisci u opsegu 15-40 MPa najceSce koriste za ekstrakciju fenolnih jedinjenja i terpenoida
(Meireles, 2009). Prilikom NKE antioksidanasa, povecanje pritiska moze dovesti do smanjenja
selektivnosti Sto dovodi do koekstrakcije komponenti koje smanjuju ¢isto¢u i mogu dodeliti boju
ekstraktu, kao 1 prooksidativno dejstvo NKE ekstrakata. Kada je cilj izdvojiti neZeljene
komponente koncentrisanjem antioksidanasa u reziduu, povecanje pritiska moze biti korisno
(zbog vece rastvorljivosti i brze ekstrakcije), medutim koekstrakcija Zeljenih komponenti moze
ograniciti selektivnost procesa. Povecavanje pritiska uzrokuje povecanje viskoznosti i smanjenje
difuzivnosti $to otezava interakciju fluida sa ¢vrstim supstratom (matricom).

Temperatura ima efekat na rastvorljivost zeljenih komponenti (rastvorka) u fluida,
termicku stabililnost rastvorka, napon pare rastvorka i osobine ¢vrstog supstrata koje mogu
dovesti do otezanog masenog transporta. Ekstrakcija antioksidanasa (fenolnih kiselina,
flavonoida, terpenoida, karotenoida i tokoferola) iz biljnog materijala se naj¢es¢e vrsi pri nizim
temperaturama u opsegu 40-60°C. Na pritisku u blizini kriticnog sa porastom temperature dolazi
do smanjenja gustine i rastvorljivosti rastvorka u NK-CO, , ali takode 1 do povecanja napona pare
ratvorka. PoSto na visokim temperaturama, vec¢i uticaj na rastvorljivost ima povecanje napona
pare od smanjenja gustine rastvaraca, do¢i ¢e do porasta rastvorljivosti. Temperatura i pritisak
pokazuju "crossover" efekat, pri ¢emu visoke temperature favorizuju ekstrakciju na visokim
pritiscima a niske temperature favorizuju ekstrakciju na niskim pritiscima.

54



7 90

S

6 0y

i F70 E " Crni biber (¥ 45°C), (% 50°C),

2] L 60 (x55°C), (% 60°C), (O65°C)
g 4] L 50
" Koriander (0 38°C), (#58°C)
E 3 - 40 G. biloba (e)

9 - 30 Ruzmarin (A 30°C), (A 40°C)

F 20 (©) Planinski ¢ubar
1 L 10 Indiiska urma (l )
0 T T T T T 0
5 10 15 20 25 30 35

P (MPa)

Slika 2.13 Uticaj pritiska i temperature na ekstrakciju antioksidanasa (Martinez, 2008)

Pored operativnih uslova, rastvorljivost Ciste supstance u NK-CO, zavisi od njene
molekulske mase, polarnosti i prisustva pojedinih funkcionalnih grupa u njenom molekulu. U
tabeli 2.25 klasifikovane su neke od komponenata prirodnog porekla kao veoma rastvorljive,
umereno rastvorljive i skoro nerastvorljive u NK-CO, . Kod NKE sa ¢vrstim supstratom kinetika 1
prinos takode zavise od interakcija sa ¢vrstim matricom.

Na primer, ugljovodonici 1 ostala organska jedinjenja niske molekulske male ili relativno
slabe polarnosti kao Sto su: estri, etri, aldehidi, ketoni, laktoni i epoksidi se mogu lako
ekstrahovati pomo¢u NK-CO; na niskim pritiscima u opsegu 7,5-10 MPa, dok umereno polarna
jedinjenja kao Sto su derivati benzena sa jednom karboksilnom i dve hidroksilne grupe su
umereno rastvorljiva u NK-CO,. Jako polarna jedinjenja kao $to su ona sa jednom karboksilnom i
dve ili vise hidroksilne grupe su jedva rastvorljiva u NK-CO, . Za ekstrakciju odredene klase
jedinjenja cesto se dodaju kosolventi u NK-CO, koji povecavaju polarnost a samim tim i
rastvaranje u NK-CO, . Etanol, etil-acetat i voda su najbolji kosolventi za dobijanje ekstrakata u
prehrambenoj industriji (Mukhopadhyay, 2000). Uticaj pritiska i temperature na prinos fenolnih
jedinjenja 1 terpenoida iz crnog bibera (Tipsrisukond i sar., 1998), koriandera (Yepez i sar.,
2002), ginko bilobe (Yang i sar., 2002), ruzmarina (Carvalho i sar., 2005), planinskog Cubra
(Esquivel i sar., 1999) i Indijske urme (Luengthanaphol i sar., 2004) prikazana je na slici 2.13.

Tabela 2.25 Rastvorljivost biljnih komponenti u NK-CO, (Moyler, 1994)

Veoma rastvorljive Umereno rastvorljive Skoro nerastvorljive
Nepolarna i1 slabo polarna Molekulske mase (<400); Npr. Molekulske mase(>400); Npr.
jedinjeja; Molekulske mase supstituisani terpeni i Seceri, proteini, tanini, smole,

(<250); Npr. monoterpeni, seskviterpeni, voda, oleinska neorganske soli, hlorofil,
seskviterpeni, tioli, pirazini, kiselina, glicerol, dekanol, karotenoidi, limunska kis.,

tiazoli,  sir¢etna  kiselina, zasiceni lipidi do Cj; jabu¢na kis., amino kis.,
acetati, benzaldehid, heksanol, nitrati, pesticidi, insekticidi,
glicerol glicin itd.
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2.7.3. Seme procesa za dobijanje antioksidanasa

NajviSe proucavani antioksidansi ekstrahovani iz biljne biomase pomocu natkriti¢ne
ekstrakcije sa ugljenik(IV)-oksidom su fenolna jedinjenja, terpenoidi, karotenoidi i tokoferoli.
Kako dostupni podaci pokazuju uporedno visu antioksidativnu aktivnost imaju fenolna jedinjenja
i detaljniji literaturni podaci su dostupni za ova jedinjenja. Zavisno od sirovog materijala i
proizvoda koji se Zeli dobiti, razli¢ite konfiguracije procesa su predloZzene za ekstrahovanje
glavnih grupa antioksidativnih jedinjenja (fenoli, terpenoidi, karotenoidi, i tokoferoli). Ostale
grupe jedinjenja (kao Sto su proteini, oligosaharidi, i produkti Maillard-ove reakcije) takode
pokazuju antioksidativnu aktivnost, ali njihova rastvorljivost u NK-CO; je niska. Na slikama
2.14a do 2.14d prikazane su uobiCajene procesne Seme za NKE antioksidativnih jedinjenja iz
prirodnih izvora:

1) Jednostepena ekstrakcija i frakciono odvajanja u nekoliko separatora. Dobijeni ekstrakt
pomocu natkriticne ekstrakcije se moze dalje frakcionisati oslobadanjem pritiska u
separatorima. Ovaj raspored se Siroko koristi za obradu C¢vrstih uzoraka i u analiticke
svrhe (Dapkevicius 1 sar., 1998; Carvalho 1 sar., 2005). Neki primeri izvodeni po ovom
principu 1 antioksidativna sposobnost ekstrakata koji sadrze fenolna jedinjenja i

terpenoide (uporedivana u odnosu na standardne antioksidanse) prikazani su u tabeli 2.26.

Tabela 2.26 Literaturni pregled ekstrakcije antioksidanasa pomocu jednostepene NKE-CO; sa
frakcionim odvajanjem
Sirovi materijal NKE: ZE; p; T; bS  Antioksidativna aktivnost Literatura
Aloja 1;45;323;2 DPPH: T > KE> BHT > NKE>oT Hui sar., 2005
Bosiljak <0,1; 15;313; 1 LK-Bk: NKE > Bk Leal i sar., 2006
Eukaliptus <0,1; 20; 323; 1 BHT > BHA > NKE > KE Fadel i sar., 1999
OLK: KE ~ BHT > NKE ~ BHA El-Ghorab i sar., 2003
Origano 4; 50; 368; 2 OS: BHA:BHT > NKE Nguyen i sar., 1991
5;45;323; 1 KE =~ BHT > NKE Dapkevicius i sar., 1998
<0,1; 305 313; 1 LK-Bk: BHT > NKE Vagi i sar., 2005
Ruzmarin 4;50;373; 2 OS: NKE > BHA:BHT Nguyen i sar., 1991
0,3;30; 313; 1 LK-Bk: NKE > Bk Carvalho i sar., 2005
0,28; 25;313;2 DPPH: AK > NKE Cavero i sar., 2005
Zalﬁja 1;25-35;373;3 NKE; > NKE, > NKE; > BHT Dauksas i sar., 2001
<0,1; 30; 313; 1 LK-Bk: BHT > NKE Dapkevicius i sar., 1998
Timijan <0,1; 30; 313; 1 LK-Bk: BHT > NKE Dapkevicius i sar., 1998
5,40, 333; - OSU: BHT ~ KE ~ NKE Simandi i sar., 2001

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); bS: broj separatora.

NKE: natkriti¢ni rezidu, NKE;: natkriti¢ni ekstrakt iz i separatora.

AK: askorbinska kiselina; BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; pk: f-
karoten.

KE: ekstrakt dobijen konvencionalnom ekstrakcijom; T: troloks; aT: a-tokoferol.

DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal; LK-Bk: linoleinska kiselina- B-karoten; OLK: oksidacija
linoleinske kiseline; OS: oksidacija sala; OSU: oksidacija suncokretovog ulja.

56



2) Frakciona ekstrakcija sa postepenim povecanjem pritiska. Posle prve faze pri niskim
pritiscima (9-15 MPa) u kojoj se izdvajaju nepolarna jedinjenja (etarsko ulje i voskovi),
cvrsti ostatak (rezidu) se podvrgava NKE-CO; na poviSenom pritisku (20-50 MPa) da bi
se izdvojili polarni antioksidansi (Ashraf-Khorassani 1 Taylor, 2004; Nguyen i sar., 1991).
Rastvorljivost antioksidanasa u NK-CO, moZe se podeSavati promenom pritiska i/ili
temperature 1 upotrebom kosolvenata. Kod frakcione ekstrakcije trosi se viSe rastvaraca
nego kod obicne ekstrakcije sa frakcionim odvajanjem ekstrakata pod 1), iako
ekstrakcioni prinosi mogu biti veoma sli¢ni (Mukhopadhyay, 2000; Simandi i sar., 1998).
U tabeli 2.27 sumirani su primeri i antioksidativna aktivnost ekstrakta dobijenog u drugoj
fazi frakcione ekstrakcije.

Tabela 2.27 Literaturni pregled ekstrakcije antioksidanasa pomocu frakcione ekstrakcije sa
postepenim povecavanjem pritiska

Sirovi materijal

NKE: ZE; p; T; bS

Antioksidativna aktivnost

Literatura

Mati¢njak
Koriander
Origano

Ruzmarin
Ruzmarin

Zalfija

1) 0,4; 9; 323; -
2)0,4; 30; 323; -
1) <0,1; 10; 313; -
2)<0,1; 18,8; 331; -
1)4;30;313; 1
2)4;50;313; 1
1)4;30;313; 1
2)4;50;313; 1
1)0,01; 10; 313; -
2) 0,01; 40; 333; -
1)4;30;313; 1
2)4;50;313; 1

ALK: BHA > oT > NKE>
DPPH: Eu > NKE

OS: BHA:BHT > NKE
OS: NKE > BHA:BHT
DPPH: NKE, > NKE;

LK-Bk: BHT > NKE
0S: NKE > BHA:BHT

Marongiu i sar., 2004
Yepez i sar., 2002
Nguyen i sar., 1991
Nguyen i sar., 1991
Reglero i sar., 1999

Ibanez i sar., 1999
Nguyen i sar., 1991

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); bS: broj separatora.
NKE: natkriti¢ni rezidu, NKE;: natkriti¢ni ekstrakt iz i separatora.
BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; BHA:BHT: smesa (1:1); Eu:

eugenol; Bk: B-karoten; oT: a-tokoferol.

DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal; LK-Bk: linoleinska kiselina- 3-karoten; ALK: autooksidacija
linoleinske kiseline; OS: oksidacija sala.
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3) Kombinacija NKE-CO; i konvencionalne ekstrakcije. Prva faza je NKE-CO; pri niskim
pritiscima u kojoj se izdvajaju aromati¢na, lako isparljiva jedinjenja i voskovi iz ¢vrstog
supstrata pre ekstrakcije sa konvencionalnim rastvaracem (Esquivel i sar., 1999; del Valle
1 sar., 2004). Hidrotermalni tretman je koriS¢en za ekstrakciju bioloski aktivnih jedinjenja
1z natkriticnog ekstrakta bambusa (Quitain i sar., 2004). U tabeli 2.28 sumirani su primeri
i antioksidativna aktivnost ekstrakta dobijenog pomoé¢u NKE-CO, i iz natkritiénog
rezidua pomocu konvencionalne ekstrakcije (NKE-KE).

Tabela 2.28 Literaturni pregled ekstrakcije antioksidanasa pomocu
ekstrakcije NKE rezidua pomocu konvencionalne ekstrakcije

NKE-CO; i kasnije

Sirovi materijal NKE: ZE; p; T; bS

Antioksidativna aktivnost

Literatura

KE:R; T; v
Mati¢njak 1) 0,5; 10; 308; 2
2)V;373; 1,5
Origano 1)4;30;313; 1
2)95%E; -; -
Ruzmarin 1)4;30;313; 1
2)95%E;-; -
Ruzmarin 1)-;7,5;305; 1
2)50%E; -; 1
Zalfija 1) 4;30;313; 1
2)95%E;-; -
Timijan 1)4;30;313; 1
2)95%E; -; -

PF: NKE > BHT

OS: BHA:BHT > NKE > NKE-KE

OS: NKE > BHA:BHT > NKE-KE

RIM:BHT > NKE-KE > aT

OS: NKE > BHA:BHT> NKE-KE

OS: BHA:BHT > NKE > NKE-KE

Ribeiro 1 sar., 2001
Nguyen i sar., 1991
Nguyen i sar., 1991
Nakatsu 1 Yamasaki.,
2000

Nguyen i sar., 1991

Nguyen i sar., 1991

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); R: rastvarac; v: vreme; bS: broj

separatora.
V: Voda; E: etanol.

NKE: natkriti¢ni rezidu; NKE-KE: ekstrakt dobijen iz natkriticnog rezidua pomocu konvencionalne

ekstrakcije.

BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; BHA:BHT: smesa (1:1); aT: a-

tokoferol.

OS: oksidacija sala; RIM: Rodin iron method; PF: Protection factor.
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4)

Preciséavanje ekstrakata dobijenog konvencionalnom ekstrakcijom pomoéu NKE.
NKE-CO, se moze koristiti za prec¢is¢avanje komercijalnih ekstrakata, osusSenih ekstrakata
dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom, ili jedinjenja koja se nalaze u ¢vrstom ostatku
(reziduu) koji zaostaje nakon konvencionalne ekstrakcije (Lopez-Sebastian, 1998;
Hadolin i sar., 2004). Susenje ekstrakta pre procesa NKE-CO, je neophodno, jer prisustvo
vode moze da smanji efikasnost tako S$to ogranicava kontakt sa apolarnim rastvorkom ili
tako Sto voda deluje kao kosolvent. Blago susenje se preporucuje kod aromati¢nih biljaka,
kako bi se sprecila degradacija ciljanih termolabilnih jedinjenja. Obi¢no prirodni sirovi
materijal za NKE pokazuje ograni¢enja u smislu malog sadrzaja ciljanih jedinjenja koja se
zele izvojiti 1 zato je neophodna upotreba ekstraktora velike zapremine (Ribeiro i sar.,
2001). Zbog toga, procesi koji uklju¢uju konvencionalnu ekstrakciju a zatim dalje
preciS¢avanje sirovog ekstrakta pomo¢u NKE su povoljniji jer daju veéi prinos 1/ili nizu
potrosnju CO; u poredenju sa direktnom ekstrakcijom. Primeri i antioksidativna aktivnost
ekstrakata dobijenih na ovaj nacin su prikazani u tabeli 2.29.

Tabela 2.29 Literaturni pregled ekstrakcije antioksidanasa pomocu konvencionalne ekstrakcije i

kasnije ekstrakcije ekstrakta pomocéu NKE-CO,

Sirovi materijal KE:R;T;v Antioksidativna aktivnost Literatura
NKE: ZE; p; T; bS

Trop grozda Etil-acetat; -; - DPPH: NKE = KE ~ KRE Louli i sar., 2004
0.4;25;318; 1

Ruzmarin Komercijalni ekstrakt OSU: NKE > KRE Hadolin i sar., 2004
0,5; 10; 308; 1

Ruzmarin 2-propanol; -; - DPPH: KE > NKE Lopez-Sebastian i
0,005; 20; 333; - sar., 1998

Zalfija izopropanol; -; - OSU: NKE > BHT Ibanez i sar., 2001
0,005; 10; 333; -

Zalﬁja etanol; 333; - OSU: NKE > BHT >KE Parmati i sar., 1991
-; 20-40; 333; -

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); R: rastvarac; v: vreme; bS: broj
separatora.

NKE: natkriti¢ni rezidu, KE: ekstrakt dobijen konvencionalnom ekstrakcijom; KRE: komercijalni
ruzmarinski ekstrakt.

BHT:butilovani hidroksitoluen.

DPPH:

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal; OSU: oksidacija suncokretovog ulja.
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(a) El FRAKCIONACIJA — Antioksidativna jedinjenja
Sirov NKE » (1-3 separatora) — R2
Materijal 10-45 MPa
—» R1
Cvetovi, voce, listovi, zacini, Ljuskari, mikroalge, Lis¢e masline, lekovite
Sirovi materijal | lekovite biljke, semenje, paradajz biljke, pSenicna klica,
ljuske, korenje semenje
Antioksidativna | Fenolna jedinjenja i terpenoidi | Karotenoidi Vitamin E
jedinjenja
(b) El
Sirov Ulje E2 FRAKCIONACIJA [—» Antioksidativna jedinjenja
NKE
i q (1-3 separatora)
Materl]al 9-15 MPa —P
> NKE
_ >
R1 20-50 MPa R2
Sirovi materijal | Listovi, lekovite biljke, semenje | Paprika
Antioksidativna | Fenolna jedinjenja i terpenoidi Karotenoidi
jedinjenja
© El Konvencionalna —» R2
c .
ekstrakeija —» Antioksidativna jedinjenja
Sirov > NKE
Materijal 9-15 MPa _| Hidrotermalni [~ Antioksidativna jedinjenja
d tretman R3
R1
Sirovi materijal | Lekovite biljke, stabljike
Antioksidativna | Fenolna jedinjenja i terpenoidi
jedinjenja
(d)
' E1 NKE —» Aroma
Sll‘OX » Konvencionalna Suéénje 10-35MPa —» Antioksidativna jedinjenja
Materijal ekstrakcija > »  35-80°C
—» R2

|

Sirovi materijal

Semenke grozda, trop grozda

Antioksidativna
jedinjenja

Fenolna jedinjenja i terpenoidi

R1

Slika 2.14 Procesne Seme za ekstrakciju antioksidativnih jedinjenja pomocu NKE-CO;
Oznake: E1, E2: ekstrakti; R1, R2, R3: ¢vrsti ostaci (rezidui) (Martinez, 2008)
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2.8. Ruzmarin

2.8.1. Hemijski sastav ekstrakta ruzmarina

Lis¢e ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) 1 ekstrakti ruzmarina se koriste u
prehrambenim proizvodima, ne samo kao zacini, ve¢ i zbog njihovih antioksidativnih osobina.
Ruzmarin je poznat kao biljka koja poseduje najvisu antioksidativnu aktivnost. Fenolna jedinjenja
prisutna u ekstraktu ruzmarina mogu se podeliti u tri grupe: fenolni diterpeni, flavonoidi i fenolne
kiseline (Cuvelier i sar., 1996). Prema Ibanez i sar. (2003), jedinjenja koja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti su fenolni diterpeni kao Sto su karnosol, rosmanol, 7- metilepi-
rosmanol, izorosmanol, rosmadial, karnosolna kiselina, i metil karnosat i fenolne kiseline poput
kafeinske 1 ruzmarinske kiseline. Medu svim ovim jedinjenjima veruje se da najvecu
antioksidativnu aktivnost pokazuju karnosolna kiselina, karnosol i ruzmarinska kiselina. Karnosol
nastaje oksidacijom karnosolne kiseline. Ovi fenolni diterpeni su dobri hvataci peroksil radikala.
Ruzmarinska kiselina je drugi naj¢es¢e dobijani estar kafeinske kiseline, posle hlorogene kiseline
1 poseduje ekvivalentnu antioksidativnu aktivnost kao kafeinska kiselina. Ruzmarinska kiselina u
poredenju sa askorbinskom kiselinom je u velikoj meri bolji hvata¢ superoksid anjon radikala.
Karnosolna kiselina, karnosol i ruzmarinska kiselina imaju ulogu jakih inhibitora lipidne
peroksidacije i ulogu helata metala. Karnosolna kiselina zajedno sa karnosolom, rosmanolom i
izorosmanolom je jedino nadena u hloroplastima lista ruzmarina, dok o-metilovani oblici
karnosolne kiseline i izorosmanola, 12-o-metilkarnosolna kiselina 1 11,12-di-o-metilizorosmanol
su nadeni u hloroplastima, endoplazmati¢cnom retikulumu, Goldzijevom (Golgi) aparatu, i
plazma-membranama. Metilovanjem o-fenolnih hidroksilnih grupa gubi se aktivnost kao hvataca
slobodnih radikala karnosolne kiseline 1 izorosmanola (Munne-Bosch 1 Alegre, 2001). Postoji
mali broj radova u kojima je ispitivan hemijski sastav ekstrakta ruzmarina dobijen pomo¢u NKE
(tabeli 2.30).

Tabela 2.30 Hemijski sastav natkriticnog ruzmarinskog ekstrakta

NKE: p; T; kosolvent Identifikovana antioksidativna Literatura
jedinjenja

250 atm; 60°C; metanol Karnosol i karnosolna kiselina Bicchi 1 sar., 2000

150-350 bar; 60°C; - Epirosmanol, skutelarein, rosmanol, Cavero 1 sar., 2005

rosmanol isomer, genkvanin,
epirosmanol metil etar, karnosol,
karnosol izomer, karnosolna kiselina,
rosmadial, metil karnosat, cirsimaritin

300-350 bar; 40-60°C; etanol Rosmanol, epirosmanol, skutelarein, Senorans i sar.,
karnosol, karnosol isomer, karnosolna 2000
kiselina, rosmadial, cirsimaritin, metil
karnosat
350 bar; 100°C; - Karnosol 1 karnosolna kiselina Yesil-Celiktas i
sar., 2007
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Hemijski sastav ekstrakta ruzmarina zavisi pored ostalih faktora, najvise od mesta
kultivacije i postupka ekstrakcije. Medu ostalim biljnim vrstama iz familije Lamiaceae, ruzmarin
je najvise proucavan kao izvor prirodnih antioksidanasa i jedini zaCin koji je komercijalno
dostupan kao antioksidans u Evropi 1 Americi (Yanishlieva i sar., 2006). Na slici 2.15 prikazana
su najvaznija antioksidativna jedinjenja iz Rosmarinus officinalis. Skorasnja istrazivanja (Yesil 1
sar., 2007) pokazala su razli¢ite vrednosti rezultata antioksidativne aktivnosti iz natkriticnih
ekstrakata ruzmarina dobijenih iz biljnog materijala poreklom iz razli¢itih podrucja u Turskoj i
prikupljenog u razlic¢ito vreme Zetve u toku godine. Autori su takode potvrdili da ruzmarinski
ekstrakti sa razli¢itih lokaliteta pokazuju znacajnu razliku u antioksidativnoj aktivnosti kao i u
sadrzaju karnosola i karnosolne kiseline.

OH CH, OH CH, OH CHj,

HOOC

karnosolna kiselina karnosol rosmanol

OH CHj,

= CHO ‘ '
\\\C CH3 \\\‘ “,
HsC CH, HyC CcHy ©OH
rosmadial izorosmanol
OH
OH HOOC
o OH )\/C[
0] OH
CHj "o
CH3
> HO
H3C CH3 OH
rosmaridifenol rosmarihinon ruzmarinska kiselina

Slika 2.15 Antioksidativna jedinjenja iz Rosmarinus officinalis (Yanishlieva i sar., 2006)
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2.8.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakta ruzmarina

Ruzmarinski ekstrakt pokazuje veliku antioksidativnu aktivnost 1 ima Siroku primenu u
prehrambenoj industriji. Antioksidativna aktivnost ekstrakta iz ruzmarina je povezana sa
prisustvom nekoliko fenolnih diterpena kao S§to su karnosolna kiselina, karnosol, rosmanol,
rosmarihinon i rosmaridifenol, koji su u stanju da prekidaju lancane reakcije donirajuc¢i vodonik
slobodnim radikalima i transformiSu¢i slobodne radikale u stabilnije produkte (Frankel i sar.,
1996; Basaga i sar., 1997; Thorsen i Hildebrandt, 2003). Osim jake antioksidativne aktivnosti
ruzmarinski ekstrakt pokazuje i dobru termicku stabilnost (Che-Man 1 Jaswir, 2000). Karnosolna
kiselina koja ulazi u sastav ruzmarinskog ekstrakta je lipofilni antioksidans, dobar "skevindzer"
singletnog kiseonika, hidroksil i1 peroksil radikala, koji sprecava lipidnu peroksidaciju i
razgradnju bioloskih membrana (Aruoma i sar., 1992; Haraguchi i sar., 1995). U studiji Bracco i
sar. (1981) pokazalo se da od 16 jedinjenja izolovanih iz ruzmarina karnosolna kiselina i karnosol
doprinose najviSe antioksidativnoj aktivnosti ruzmarinskog ekstrakta, usled uzajamnog dejstva
njihovih o-fenolnih grupa sa njihovim izopropil-grupama. Tokom skladistenja i ekstrakcije iz
ruzmarina karnosolna kiselina moze se delimi¢no transformisati u karnosol ili neki drugi diterpen
kao §to je rosmanol. Nakatani i Inatani (1981) su pokazali da je antioksidativna aktivnost
rosmanola i karnosola identifikovanih u ruzmarinskom ekstraktu mnogo veca od aktivnosti a-
tokoferola, BHA i BHT. Rosmanol iz ekstrakta ruzmarina je pokazao vecu antioksidativnu
aktivnost od a-tokoferola i BHT, kada se primeni u masti (Nakatani, 1994). Antioksidativna
aktivnost ruzmarinskog ekstrakta moze se povecati dodatkom askorbinske kiseline, askorbil-
palmitata, limunske kiseline ili a-tokoferola zbog sinergizma izmedu ovih jedinjenja i karnosolne
kiseline (Pongracz i sar., 1990; Rizner i sar, 2000).

Podaci o antioksidativnoj aktivnosti natkriti¢énih ruzmarinskih ekstrakata izolovanih
razli¢itim postupcima NKE i uporedivanim sa aktivnosc¢u sintetskih, komercijalnih i ekstrakata
dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom prikazani su u tabeli 2.31. Hadolin i sar. (2004)
ispitivali su  antioksidativhu  aktivnost sirovog ruzmarinskog ekstrakta dobijenog
konvencionalnom ekstrakcijom i pre¢is¢enog ruzmarinskog ekstrakta dobijenog pomocu NKE-
CO; iz sirovog ruzmarinskog ekstrakta, koriste¢i merenje peroksidne vrednosti u suncokretovom
ulju. PreciS¢eni ruzmarinski ekstrakt je pokazao vecu aktivnost u odnosu na sirovi ekstrakt.
Natkriti¢ni ekstrakt ruzmarina je pokazao bolju antioksidativnu efikasnost od smese BHA/BHT
(1:1) u kanola ulju i margarinu (Nguyen i sar., 1991). U istom patentu (Nguyen i sar., 1991)
vrseno je ispitivanje antioksidativne sposobnosti natkriticnog ekstrakta ruzmarina rastvorenog u
oleorezinu paprike. Ispitivanja su pokazala da ruzmarinska antioksidativna frakcija sprecava
gubitak boje karotenskih pigmenata u tretiranom uzorku oleorezina paprike. Natkriti¢ni ekstrakt
ruzmarina rastvoren je u oleorezinu paprike. Posle inkubiranja na temperaturi od 100°C, nije
doslo do gubitka boje nakon 18 h, dok je u netretiranom uzorku gubitak boje iznosio 12%.
Takode, antioksidativne aktivnosti ruzmarinskog ekstrakta i ekstrakta zalfije bile su vece od
aktivnosti smese BHA/BHT (1:1) u parenom loju (Nguyen i sar., 1991).

Postoji mnogo vise radova u kojima je ispitivana antioksidativna aktivnost ruzmarinskog
ekstrakta dobijenog konvencionalnim nacinima ekstrakcije (destilacijom ili pomocu organskih
ratvaraca) u nekoliko vrsta hrane: pile¢éim kobasicama (Riznar 1 sar., 2006), govedini
(Georgantelis i sar., 2007; Ahn i sar., 2002), svinjskim kobasicama (Sebranek i sar., 2005),
tretiranoj svinjskoj masti (Iriarte i sar., 1992), gove¢im pasStetama (Formanek i sar., 2001;
Thongtan 1 sar., 2005), pilecem mesu (Nissen i sar., 2000), ribljim proizodima (Duxbury, 1992;
Pokorny i sar., 1998), i dehidratisanim jajima (Duxbury, 1992).
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Tabela 2.31 Antioksidativna aktivnost natkriticnog ruzmarinskog ekstrakta

Opis procesa NKE

Antioksidativna aktivnost

Literatura

Jednostepena ekstrakcija
NKE: ZE, p; T; bS

4;50; 373; 2

0,3;30;313; 1

0,28; 25;313;2

<0,1; 30; 313; 1

ViSestepena ekstrakcija
1) NKE;: ZE, p; T; bS
2) NKE,: ZE, p; T; bS
1)4;30;313; 1
2)4;50;313; 1

1)0,01; 10; 313; -

2) 0,01; 40; 333; -
Kombinovana (NKE-KE)
1) NKE: ZE, p; T; bS
2))KE: R; T; v
1)4;30;313;1

2)95 % E; -; -
1)-;7,5;305; 1
2)50%E; -; 1
Kombinovana (KE-NKE)
DKE:R;T; v

2) NKE: ZE; p; T; bS
1) Komercijalni ekstrakt
2)0,5; 10; 308; 1

1) 2-propanol: -; -; -

2) 0,005; 20; 333; -

OS: NKE > BHA:BHT
LK-Bk: NKE > pk
DPPH: AK > NKE
LK-Bk: BHT > NKE

OS: NKE > BHA:BHT

DPPH: NKE,> NKE;
LK-Bk: BHT > NKE

OS: NKE > BHA:BHT > NKE-KE

RIM:BHT > NKE-KE > oT

OSU: NKE > KRE

DPPH: KE > NKE

Nguyen i sar., 1991
Carvalho i sar., 2005
Cavero i sar., 2005
Dapkevicius i sar.,
1998

Nguyen i sar., 1991

Reglero i sar., 1999
Ibanez i sar., 1999

Nguyen i sar., 1991

Nakatsu i Yamasaki.,
2000

Hadolin i sar., 2004

Lopez-Sebastian i
sar., 1998

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); R: rastvarac; v: vreme; bS: broj

separatora.
V: Voda; E: etanol.

NKE: natkritiéni rezidu; NKE;: natkriti¢ni ekstrakt iz i separatora; NKE-KE: ekstrakt dobijen iz
natkriticnog rezidua pomoc¢u konvencionalne ekstrakcije; KE: ekstrakt dobijen konvencionalnom

ekstrakcijom; KRE: komercijalni ruzmarinski ekstrakt; AK-askorbinska kiselina.

BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; BHA:BHT: smesa (1:1); aT: a-

tokoferol.

DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal; OS: oksidacija sala; OSU —oksidacija suncokretovog ulja; RIM:
Rodin iron metod; LK-Bk: linoleinska kiselina- B-karoten.
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2.9. Zalfija

2.9.1. Hemijski sastav ekstrakta Zalfije

Antioksidativna aktivnost ekstrakata zalfije pripisuje se prisustvu fenolnih diterpena kao
Sto su karnosol i karnosolna kiselina (Schwarz i Ternes, 1992), rojleanonska kiselina i 7-
metoksirosmanol (Ninomiya i sar., 2004), metil-karnosat, rosmanol, epirosmanol, rosmadial
(Cuvelier 1 sar., 1994), rosmanol-9-etil etar (Parmati i sar., 1991); flavonoida kao Sto su
genkvanin, cirstimaritin i skutelarein; i fenolnih kiselina kao $to je ruzmarinska kiselina (Cuvelier
isar., 1996). Na slici 2.16 prikazana su najvaznija antioksidativna jedinjenja iz Salvia officinalis.

OH  CHs OH CH;,

HsC  CH,
karnosolna kiselina karnosol

H3C CH3 H3C\ CH3
rojleanonska kiselina 7-metoksirosmanol metil-karnosat
OH
(0] OH
Yo
HsC CH, OH O OH
rosmanol-9-etil etar genkvanin ruzmarinska kiselina

Slika 2.16 Antioksidativna jedinjenja iz Salvia officinalis (Yanishlieva i sar., 20006)
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2.8.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakta zalfije

Zalfija, Salvia officinalis L., je najvise poznata kao zadin i kao lekovita biljka koja se
koristi protiv upale grla, dispepsije i kao regulator laktacije (Ninomiya i sar., 2004). Zajedno sa
Rosmarinus officinalis L., S.officinalis L. poseduje najjatu antioksidativnu aktivnost medu
ostalim biljkama. Antioksidativna aktivnost ekstrakta ruzmarina i zalfije dobijenog natkriticnom
ekstrakcijom sa ugljenik(IV)-oksidom je uporediva sa aktivno$c¢u sintetskih antioksidanasa kao
Sto su BHA 1 BHT bez citotoksi¢nog i karcenogenog rizika koji imaju sintetski antioksidansi
(Huang i sar., 1994; Ito i sar., 1983; Parmati i sar., 1991). Parmati i sar. (1991) reekstrahovali su
etanolni ekstrakt zalfije sa natkriticnim ugljenik(IV)-oksidom 1 izolovali antioksidativno
jedinjenje (rosmanol-9-etil etar) koje poseduje mnogo vecu antioksidativnu aktivnost od BHT. U
patentu (Nguyen i sar., 1991) opisana je antioksidativna aktivnost smeSe natkriticnih ekstrakata
ruzmarina i zalfije primenjenih na uzorke pile¢eg mesa. Ekstrakti Zalfije i ruzmarina (smesa 40 g
ekstrakta zalfije i 15 g ruzmarina) dodati su u 100 g rafinisanog kanola ulja na 85°C da bi se
pospesilo njihovo rastvaranje. Ovakav rastvor je dodat u 550 kg pileCeg mesa bez kostiju sa 20%
masnoce u toku procesa povezivanja mesa (antioksidantni ekstrakt dodat je u koncentraciji 0,01%
u odnosu na meso, odnosno 0,05% u odnosu na mast). Drugih 550 kg mesa je povezano bez
dodatka ekstrakta. Meso je uskladisteno na 4°C. Merene su vrednosti oksidativne uzeglosti
tiobarbituratnom metodom (TBA). Nakon 4 nedelje TBA vrednosti tretiranog mesa su bile ispod
2 (dozvoljene), dok su vrednosti netretiranih (kontrolnih) uzoraka bile ve¢e od 6 (neprihvatljive).
Ovaj test je pokazao da infuzija smeSe ekstrakta u masi od 0,01% u odnosu na meso omogucuje
prodaju u svezem, umesto u smrznutom stanju. Podaci o antioksidativnoj aktivnosti natkriti¢nih
ekstrakata iz Zzalfije izolovanih razli¢itim postupcima NKE i uporedivanim sa aktivno$éu
sintetskih antioksidanasa prikazani su u tabeli 2.32.

Tabela 2.32 Antioksidativna aktivnost natkriticnog ekstrakta zalfije

Opis procesa NKE Antioksidativna aktivnost Literatura

Jednostepena ekstrakcija

NKE: ZE, p; T; bS

1;25-35;373; 3 NKE; > NKE, > NKE, > BHT Dauksas i sar., 2001
<0,1; 30; 313; 1 LK-pk: BHT > NKE Dapkevicius i sar., 1998
ViSestepena ekstrakcija

1) NKE;: ZE, p; T; bS

2) NKE,: ZE, p; T; bS

1)4;30;313; 1 OS: NKE > BHA:BHT Nguyen i sar., 1991
2)4;50;313; 1

Kombinovana (NKE-KE)

1) NKE: ZE, p; T; bS

2)KE: R; T; v

1)4;30;313; 1 OS: NKE > BHA:BHT > NKE-KE Nguyen i sar., 1991
2)95%E; -; -

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); R: rastvara¢; v: vreme; bS: broj
separatora. E: etanol.

NKE: natkriti¢ni rezidu; NKE;: natkriti¢ni ekstrakt iz i separatora; NKE-KE: ekstrakt dobijen iz
natkriticnog rezidua pomoc¢u konvencionalne ekstrakcije.

BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; BHA:BHT: smeSa (1:1); OS:
oksidacija sala; LK-Bk: linoleinska kiselina- B-karoten.
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2.10. Timijan

2.10.1. Hemijski sastav ekstrakta timijana

Timijan se najviSe koristi zbog svojih antiseptickih i1 antioksidativnih osobina (Miura i
Nakatani, 1989; Schwarz i sar., 1996; Economou i sar., 1991), dezodoransnog dejstva (Nakatani 1
sar., 1989) i kao antikoagulans (Okazaki i sar., 2002). Timijan je bogat etarskim uljem i zbog
toga poseduje fungicidno, antisepticko i antioksidativno dejstvo. Etarsko ulje iz liS¢a se koristi u
parfemima, sapunima i pastama za zube. Osim primene u kozmetici, timijan se koristi kao zacin.
Fenolni monoterpeni u timijanu, timol i karvakrol najviSe doprinose prijatnom mirisu njegovog
etarskog ulja, a poznato je i1 da inhihiraju lipidnu peroksidaciju (Yanishlieva i sar., 1999; Schwarz
1 sar., 1996). p-kumen-2,3-diol izolovan iz timijana pokazuje jau antioksidativnu aktivnost od
BHA 1 o-tokoferola (Schwarz i sar., 1996). Pet razliCitth Thymus vrsta (T. vulgaris, T.
pseudolanuginosw, T. citriodorus, T. serpylhm 1 T. doerfleri) analizirane su pomoc¢u High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) na prisustvo timola, karvakrola i p-kumen-2,3-
diola. Najveci sadrzaj ova tri jedinjenja naden je u 7. vulgaris.

Od ostalih jedinjenja izolovanih iz timijana jaku antioksidativnu aktivnost imaju kafeinska
kiselina (Schulz i Herrmann, 1980), bifenilna jedinjenja (Miura i sar., 1989; Nakatani i sar., 1989;
Haraguchi et al., 1996; Dapkevicius et al., 2002), flavonoidi supstituisani sa metoksi grupama
(Miura i1 Nakatani, 1989), eriodiktol (Haraguchi i sar., 1996), ruzmarinska kiselina, metil-
rosmarinat (Fecka i Turek, 2008) i 7-o-metil-luteolin (Miura i sar., 1989). U literaturi ne postoje
objavljeni podaci o hemijskom sastavu natkriti¢nog ekstrakta timijana. Na slici 2.17 prikazana su
najvaznija antioksidativna jedinjenja iz Thymus vulgaris.
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CHj
OH

HsC” CHs
karvakrol

HsC _CHs

4’-hidroksi-5,5"-diizopropil-2,2"-
dimetilbifenil-3,4-dion

4,4’ -dihidroksi-5,5 -diizopropil-
2,2"- dimetilbifenil-3,6-dion

CHj3

HO
OH HO
H,C CHj HsC CH,
timol p-cimen-2,3-diol

HsC._ _CHs

o)
CH, O
o}
o)
CHg
o}

HsC”~ CHg

5,5’-diizopropil-2,2"-
dimetilbifenil-3,4,3",4 -tetraon

H5C CH4 H3C CHj

3,4,3",4 -tetrahidroksi-5,5"-
diizopropil-2,2 dimetilbifenil

3,4,4 -trihidroksi-5,5 " -diizopropil-
2,2 -dimetilbifenil

5,4’-dihidroksi-6,7,8,3"-
tetrametoksiflavon

5,4’ -dihidroksi-6,7,3"-
trimetoksiflavon

5,4 -dihidroksi-6,7,8-
trimetoksiflavon

Slika 2.17 Antioksidativna jedinjenja iz Thymus vulgaris (Yanishlieva i sar., 2006)
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2.10.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakta timijana

Istrazivanje Lee-a i sar.(2005) pokazalo je da glavne komponente u ekstraktu timijana,
posebno eugenol, timol i karvakrol imaju vecu antioksidativnu aktivnost od BHT i a-tokoferola.
Etarsko ulje timijana poseduje antibakterijsko dejstvo i Rota i sar. (2008) su potvrdili da su
etarska ulja vrste Thymus, posebno Thymus hyemalis, T. zygis, 1 T. vulgaris, jaka baktericidna
sredstva koja mogu da se koriste u prehrambenoj industriji za produZenje roka trajanja namirnica.
Novija istrazivanja (Simandi i sar., 2001) su potvrdila antioksidativnu aktivnost ekstrakta
timijana dobijenog pomocu natkriticne ekstrakcije. Antioksidativna aktivnost natkriticnog
ekstrakta timijana bila je neznatno manja od aktivnosti smeSe BHA/BHT (1:1) u parenom loju
(Nguyen 1 sar., 1991). Podaci o antioksidativnoj aktivnosti natkriti¢nih ekstrakata iz timijana
izolovanih razli¢itim postupcima NKE i uporedivanim sa aktivno$¢u sintetskih i ekstrakta
dobijenog konvencionalnom ekstrakcijom prikazani su u tabeli 2.33.

Bifenilna jedinjenja iz timijana pokazuju dobro antioksidativno i dezodoransno dejstvo
(Schwarz i sar., 1996). Budincevi¢ i sar. (1995) ispitivali su antioksidativnu aktivnost etanolnog
ekstrakta timijana koriste¢i masti zivotinjskog porekla kao supstrate na 60 °C pomoc¢u Rancimat
testa. Ekstrakti su pokazali antioksidativno dejstvo na 60°C ali ne i na temperaturi od 100°C.

Tabela 2.33 Antioksidativna aktivnost natkriticnog ekstrakta timijana

Opis procesa NKE Antioksidativna aktivnost Literatura

Jednostepena ekstrakcija

NKE: ZE, p; T; bS

<0,1; 30; 313; 1 LK-pBk: BHT > NKE Dapkevicius i sar., 1998
5;40; 333; - OSU: BHT = KE ~ NKE Simandi i sar., 2001
Kombinovana (NKE-KE)

1) NKE: ZE, p; T; bS

2))KE: R; T; v

1) 4;30;313;1 OS: NKE > BHA:BHT > NKE-KE Nguyen i sar., 1991
2)95 % E; -; -

ZE: zapremina ekstraktora (1); p: pritisak (MPa); T: temperatura (K); R: rastvarac; v: vreme; bS: broj
separatora. E: etanol.

NKE: natkriti¢ni rezidu; KE: ekstrakt dobijen konvencionalnom ekstrakcijom; NKE-KE: ekstrakt
dobijen iz natkriticnog rezidua pomoc¢u konvencionalne ekstrakcije.

BHA: butilovani hidroksianizol; BHT:butilovani hidroksitoluen; BHA:BHT: smeSa (1:1);
OS: oksidacija sala; OSU: oksidacija suncokretovog ulja; LK-Bk: linoleinska kiselina- B-karoten.
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2.11. Izop

2.11.1. Hemijski sastav ekstrakta izopa

Izop (Hyssopus officinalis L.) ima najve¢u primenu kao zacin i kao sastojak raznih
soseva. Koristi se kao karminativ, emenagog, stomahik i tonik. Medu ostalim aromati¢nim i
lekovitim biljkama izop nije dovoljno proucavan. Ne postoje literaturni podaci o hemijskom
sastavu natkriticnog ekstrakta izopa niti ekstrakta izopa dobijenog konvencionalnim postupcima.

2.11.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakta izopa

Dapkevicius 1 sar. (1998) su objavili da je antiokidativna aktivnost dezodorisanog
ekstrakta izopa veoma mala u poredenju sa ruzmarinom, timijanom, majoranom i Zalfijom.
Parmati i sar. (1991) su izolovali antioksidans rosmanol-9-etil etar iz alkoholnog ekstrakta izopa
koji je pokazao jacu antioksidativnu aktivnost od BHT. U radu Fernandez-Lopez i sar. (2003)
ekstrakt izopa je inhibirao lipidnu peroksidaciju i razgradnju hem pigmenata u svinjskom mesu.
Medutim, nadeno je da ekstrakti izopa mogu da pokazu i prooksidativno dejstvo, pri ¢emu se
povecava formiranje konjugovanih diena u suncokretovom ulju (Abdalla i Roozen, 1999).
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Biljne sirovine i hemikalije

Za eksperimentalna istrazivanja u ovom radu koriS¢eni su osuseni listovi ruzmarina,
zalfije, timijana i izopa sa podrucja Juznog Balkana. Za ekstrakcije je koriS¢en komercijalni
ugljenik(IV)-oksid (Cistoca 99%, Messer, Beograd, Srbija). Za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti koris¢eni su 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksid
(DMPO), butilovani hidroksianizol (BHA) proizvodaca Sigma Chemical Co. (St. Louis, SAD) i
komercijalni ruzmarinski ekstrakt Flavor'Plus™ (Naturex, Francuska). Za hemijsku analizu
pomocu LC-MS koris¢eni su slede¢i rastvaraci: metanol ph grade (Burdick & Jackson,
Mashegon, MI, SAD.), acetonitril (Merck KgaA, Darmstadt, Nemacka), mravlja kiselina (Lach-
Ner, s.r.0. Neratovice, Ceska Republika) i Milli Q voda 18.2 MQ cm koja je dobijena iz sistema
za precis¢avanje Millipore Simplicity 185. Standardna jedinjenja potrebna za hemijsku analizu
bili su karnosolna kiselina i karnosol (¢isto¢e >91%, Sigma Chemical Co. (St. Louis, SAD)).

Reagensi koriSc¢eni za odredivanje peroksidnog broja (kalijum-jodid, hloroform, glacijalna
sir¢etna kiselina, skrob i natrijum-tiosulfat) bili su od proizvoda¢a Merck (Darmstadt, Nemacka).
Komercijalno suncokretovo ulje bilo je iz fabrike ulja i biljnih masti Vital (Vrbas, Srbija).

3.2. Metode

3.2.1. Opis postrojenja za NKE

Ekstrakcije sa natkriticnim ugljenik (IV)-oksidom su izvrSene na laboratorijskom
postrojenju za NKE (Autoclave Engineers Screening System) (slika 3.1). Sema ovog postrojenja
prikazana je na slici 3.2. Ovaj sistem predviden je za laboratorijska ispitivanja sa Sarzama biljnog
materijala, uz koriS¢enje ugljenik (IV)-oksida kao natkriticnog medijuma uz najvec¢i dozvoljeni
radni pritisak od 41,3 MPa na 138°C. Tec¢ni ugljenik(IV)-oksid priti¢e iz boce sa sifonom.
Izmedu izlaza iz boce i pumpe visokog pritiska za tecnosti, te¢ni ugljenik(IV)-oksid se hladi u
kriostatu kako bi se sprecilo njegovo isparavanje. Pumpa visokog pritiska (Milton Roy,
Francuska) je pumpa sa maksimalnim izlaznim pritiskom 48 MPa pri protoku od 0,5 1/h. Glava
pumpe se dodatno hladi radi obezbedenja ravnomernog rada i konstantnog protoka tecne faze.
Regulacija pritiska u ekstraktoru i separatoru vrsi se pomoc¢u dva povratna regulatora pritiska
(BPR1 i BPR2). Radna zapremina ekstraktora iznosi 150 cm’. Ekstraktor je izraden od
nerdajuceg Celika 316SS i opremljen je sa dva grejaca radi odrzavanja neophodne temperature.
Natkriti¢ni ugljenik (IV)-oksid napusta ekstraktor i ulazi u separator gde se promenom pritiska
vr§i odvajanje rastvarata od rastvorka. Zapremina separatora iznosi 500 cm’. Uzorci ekstrakta
mogu se uzeti otvaranjem ventila na dnu separatora. Za indikaciju protoka ugljenik(I'V)-oksida
kroz sistem predviden je mera¢ protoka. Ugljenik(IV)-oksid koji napusta separator, nakon
prolaska kroz merac protoka, odlazi u atmosferu.
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Slika 3.2 Sema laboratorijskog postrojenja za NKE

3.2.2. Frakciona ekstrakcija

U cilju izolovanja antioksidativnih frakcija primenjen je postupak frakcione ekstrakcije sa
natkritiénim ugljenik(IV)-oksidom. Sematski prikaz frakcione ekstrakcije sa natkriticnim CO, dat
je na slici 3.3. Prvo je izolovana frakcija etarskog ulja iz biljnog materijala na pritisku od 11,5
MPa i temperaturi od 40°C, koja se sastojala od lako isparljivih, aromati¢nih komponenata,
pretezno monoterpena i seskviterpena i njihovih oksidacionih proizvoda sa smolama. Zatim je na
pritisku od 35 MPa i na temperaturi od 100°C izdvojena antioksidativna frakcija iz ruzmarina,
zalfije, timijana i izopa. Dati parametri ekstrakcije (100°C i 35 MPa) su izabrani na osnovu
ranijih istrazivanja (Nguyen i sar., 1991), koji pokazuju da je temperaturni opseg 90-110°C
najpogodniji za izolovanje antioksidativnih frakcija iz biljnih vrsta familije Lamiaceae. Kasnije
su Riznar 1 sar. (2008) pokazali da je rastvorljivost karnosola iz ruzmarinskog natkriti¢nog
ekstrakta najveca na pritisku od 35 MPa i povecava se sa porastom temperature od 40°C do 80
°C. Uporedo sa ekstrakcijom na pritisku od 35 MPa i na temperaturi od 100°C, izvrSena je i
ekstrakcija frakcija iz ruzmarina, Zalfije, timijana i izopa na niZzem pritisku i temperaturi (30 MPa
i 40°C). Hemijska analiza i antioksidativna aktivnost odredivana je samo u slucaju frakcija
izolovanih na pritisku od 35 MPa i na temperaturi od 100°C.

72



Biljni materijal je usitnjen do granulacije 0,400 mm. Protok natkriticnog CO, bio je 0,6
kg/h pri ekstrakciji etarskog ulja 1 0,3 kg/h pri ekstrakciji antioksidativne frakcije. PoCetna masa
biljnog materijala bila je: 56 g ruzmarina, 56,5 g zalfije, 54 g timijana i 55 g izopa. Svi
eksperimenti su radeni u tri ponavljanja.

NKE-CO, [ Frakcija etarskog ulja
Bilijni | p=11,5MPa

Materijal t=40°C NKE-CO
! > p=35 MP:I — Antioksidativna frakcija
t=100°C

Slika 3.3 Sematski prikaz frakcione ekstrakcije sa natkriticnim CO;

3.2.3. Te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom (LC-MS)

Hemijski sastav antioksidativnih frakcija iz biljnog materijala (ruzmarin, zalfija, timijan i
izop) je analiziran pomo¢u HPLC-DAD/ESI-ToF. Natkriticni ekstrakti rastvarani su u metanolu
do koncentracije 10,000 mg/ml. Uzorci su profiltrirani kroz 0,45 pum poli-tetrafluoroetilenski
(PTFE) filter (Agilent Technologies).

LC/DAD/MS analiza izvrSena je na teCcnom hromatografu Agilent 1200 Series HPLC
(Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka) sa binarnom pumpom, autosemplerom, Zorbax
Eclipse Plus C18 kolonom (1,8 um, 4,6x150 mm, Agilent) i DAD detektorom (diode-array
detector) povezanim sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom (Agilent Technologies). Za
mobilnu fazu kori§¢ena je smesa rastvaraca A (0,2% mravlje kiseline u vodi) i rastvaraca B
(acetonitril). Sadrzaj rastvaraca B se menjao po slede¢em programu: 0-1,5 min 5% B, 1,5-26
min, linearna promena od 5% B do 95% B, 26-35 min, 95% B. Protok mobilne faze bio je 1,40
ml/min, temperatura kolone 40°C i injekciona zapremina 5 pl. Detekcija svih pikova je vrSena
pomoc¢u DAD detektora u opsegu talasnih duzina od 190-450 nm i1 hromatograf je belezio na 240
nm. Za dobijanje i obradu podataka koriS¢en je softver Mass Hunter Workstation.

Za dobijanje negativno naelektrisanih molekulskih jona koriS¢ena je jonizacija na
atmosferskom pritisku. U cilju dobijanja osetljivih molekulskih jona bila je neophodna
odgovarajuc¢a kalibracija ESI (electrospray ionization) parametara (potencijal igle, temperatura
gasa, pritisak rasprSivaca i napon fragmentatora). Odredeni MS parametri bili su: potencijal igle
4000 V, temperatura gasa, 350°C, protok gasa za susenje 12 ml/min, pritisak mlaznice 45 psig;
napon fragmentatora 140 V i maseni opseg 100-2000 m/z. Organska kiselina je dodata u mobilnu
fazu da bi se poboljsao oblik pika. Razli¢ite organske kiseline u razli¢itim koncentracijama su
testirane 1 doslo se do zakljuc¢ka da je najpogodnije dodati mravlju kiselinu u koncentraciji od
0,2%. Pozitivna i negativna naelektrisanja fenolnih jedinjenja su testirana i doslo se do zakljucka

Jedinjenja su odredivana na osnovu svojih retencionih vremena (tr), masenog spektra i
UV spektra. IzvrSena je tentativna identifikacija jedinjenja koja se zasnivala na prethodno
objavljenim literaturnim podacima. Potpuna identifikacija jedinjenja nije bila mogucéa zbog toga
Sto potpun snimak masenog spektra hromatografski odvojenih jedinjenja daje jedino
deprotonovane [M—H] jone, i MS/MS eksperimenti nisu bili moguci sa dostupnom opremom.
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Za UV-Vis identifikaciju i kvantifikaciju karnosola i karnosolne kiseline, UV detektor je
belezio na 240 nm, a spektar pikova je sniman izmedu 190 i 450 nm pomocu DAD detektora.
Karnosol i karnosolna kiselina, medu glavnim jedinjenjima prisutnim u ispitivanim ekstraktima
su kvantifikovani u odnosu na €iste standarde.

3.2.4. Kvantitativna analiza karnosola i karnosolne Kiseline

Kvantitativna analiza je vrSena na istom te¢nom hromatografu Agilent 1200 Series HPLC
(Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka) koris¢enom za kvalitativnu analizu. Kolona,
mobilna faza, gradijent rastvaraca, protok mobilne faze i injekciona zapremina bili su takode isti
kao kod LC-MS analize. UV detekcija vrSena je na 240 nm. Snimane su Cetiri kalibracione krive
sa rastvorima poznate koncentracije standardnih jedinjenja karnosola i karnosolne kiseline.
Uzorci su rastvarani u metanolu do koncentracije 10,000 mg/ml, i profiltrirani kroz 0,45 pum poli-
tetrafluoroetilenski (PTFE) filter (Agilent Technologies).

3.2.5. Obrazovanje i detekcija DPPH radikala

Za slepu probu 400 pl 0,4 mM metanolng rastvora DPPH radikala pomesano je sa 200 pl
DMF (N,N-dimetilformamid). Zapremina of x pl DMF rastvora (koncentracije 10 mg/ml)
ispitivanih ekstrakata dobijenih na pritisku od 35 MPa i temperaturi od 100°C dodata je smesi
(200-x) ul DMF i 400 pl 0,4 mM metanolnog rastvora DPPH radikala (proba sa ekstraktima).
Opseg koncentracija ispitivanih natkriticnih ekstrakata bio je 0,05-0,4 mg/ml za ruzmarin i
zalfiju, 0,01-0,3 mg/ml za timijan 1 1,0-20,0 mg/ml za izop. Opseg koncentracija ispitivanih
komercijalnih ekstrakata bio je 0,005-0,2 mg/ml za BHA i 0,01-0,5 mg/ml za Flavor’Plus™.
Nakon toga smesa je meSana 2 min i prebacena u kvarcnu plocastu ¢eliju ER-160FT. ESR spektri
su snimani na ESR spektrometru Brucker 300E (Rheinstetten, Nemacka) pod slede¢om uslovima:
frekvencija modulacije, 100 kHz; amplituda modulacije, 0,256 G; vremenska konstanta, 40,96
ms; vremenski opseg merenja, 327,68 ms; centar polja, 3440,00 G; ukupan opseg merenja,
100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja, 9,64 GHz; snaga mikrotalasnog podrucja, 20 mW;
1 temperatura merenja, 23°C.

Antioksidativna aktivnost (44pppy) definisana je izrazom:

AADPPH (%) = IOO(ho - hx) / ho

gde su:

hy - visina drugog pika ESR signala DPPH radikala slepe probe, 1

hy - visina drugog pika ESR signala DPPH radikala probe sa ekstraktima.

Konstruisana je zavisnost AApppy U procentima od koncentracije ispitivanih natkriti¢nih ekstrakta
1 komercijalnih antioksidanasa u mg/ml.
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3.2.6. Obrazovanje i detekcija OH radikala

S obzirom na veliku reaktivnost, hidroksilne radikale nije moguce snimati ESR
spektrometrijom. Primenom tzv. "spin-trapping" tehnike moguce je prevazi¢i ovaj problem.
Hidroksilni radikali dobijeni su Fentonovom reakcijom u sistemu: 0,2 ml 2 mM H,0,, 0,2 ml 0,3
mM FeCl,x4H,0 1 0,2 ml 112 mM DMPO kao "spin trap" jedinjenje (slepa proba). Uticaj
ispitivanih ekstrakata na formiranje i transformaciju hidroksilnih radikala ispitivan je dodavanjem
DMF rastvora ispitivanih natkriticnih ekstrakata ruzmarina, Zzalfije, timijana 1 izopa i
komercijalnih antioksidanasa u Fenton reakcioni sistem u opsegu slede¢ih koncentracija 0,1-3,0
mg/ml za ruzmarin 1 izop, 0,1-2,0 mg/ml za zalfiju, 0,5-3,0 mg/ml za timijan, 0,1-3,0 mg/ml za
BHA 1 0,1-1,75 mg/ml za Flavor’Plus™. ESR spektri snimani su nakon 2,5 min, pod slede¢im
uslovima: frekvencija modulacije, 100 kHz; amplituda modulacije, 0,512G; vremenska konstanta,
81,92 ms; vremenski opseg merenja, 163,84ms; centar polja, 3440,00 G; ukupan opseg merenja,
100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja, 9,64 GHz; snaga mikrotalasnog podrucja, 20 mW;
1 temperatura merenja, 23°C.

Vrednost A4on je dobijena na osnovu izraza:

AAon (%) =100(h,-hy) / h,

gde su:

hy - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta slepe probe, i

hy - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta probe sa ekstraktima.

Konstruisana je zavisnost 44on u procentima od koncentracije ispitivanih natkriticnih ekstrakta i
komercijalnih antioksidanasa u mg/ml.

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Origin 6.0 software (OriginLab Corporation, USA) je koris¢en za statistiCku obradu podataka
AApppy 1 AAon rezultata. Odredena je standardna devijacija (SD). Svi eksperimenti su izvedeni u
tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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3.2.8. Odredivanje peroksidnog broja

Peroksidni broj (PV) odredivan je prema standardnom postupku ISO 3960:1977. Svaka od
antioksidativnih frakcija je rastvorena u suncokretovom ulju u koncentraciji od 200 mg/kg ulja i
uzorci su ¢uvani u susnici na temperaturi od 98°C. Svaka dva sata uzorci su uzimani za analizu
tako Sto se priblizno 2 g uzorka merilo na analitickoj vagi i stavljalo u erlenmajer zapremine 250
ml sa brusenim ¢epom. Dodatkom 10 ml hloroforma uzorak se brzo rastvorio meSanjem. Zatim se
dodalo 15 ml glacijalne sir¢etne kiseline i 1 ml zasi¢enog vodenog rastvora kalijum-jodida. Boca
se odmah zatvorila, muckala 1 minut i ostavila 5 minuta u mraku na temperaturi od 15 do 25°C.
Posle dodavanja 75 ml destilovane vode i nekoliko kapi 1% rastvora skroba, smesSa se titrisala
standardnim rastvorom natrijum-tiosulfata koncentracije 0,002 mol/l sve dok se plava boja nije
izgubila. Slepa proba se takode odredivala. Peroksidni broj (PV), izrazen u miliekvivalentima
nastalih peroksida po 1 kg uzorka (meq O./kg), odredivana je na osnovu formule:

PV = (V1-Vo)'C'lOOO/I’I’l

gde su:

V| — zapremina (ml) standardnog rastvora natrijum-tiosulfata utroSenog za titraciju uzorka,

Vo — zapremina (ml) standardnog rastvora natrijum-tiosulfata utroSenog za titraciju slepe probe
¢ — ta¢na koncentracija rastvora natrijum-tiosulfata (mol/l), i

m — masa uzorka (g).

PV za svaki uzorak je analiziran tri puta. Rezultati su uporedivani sa kontrolnim uzorkom
tj. uzorkom bez dodatka antioksidativne frakcije. Vremenski period merenja PV je racunat na broj
casova potrebnih da peroksidni broj uzorka dostigne vrednost od 10 meq Oy/kg ulja, prema
Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za jestiva biljna ulja i masti, margarin i druge masne
namaze, majonez i srodne proizvode gde maksimalna dozvoljena vrednost za PV iznosi 10 meq
Oy/kg ulja.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Prinos antioksidativnih frakcija

Natkritiénom ekstrakcijom ugljenik(IV)-oksidom na 40°C i 11,5 MPa izolovano je 0,676
mas% etarskog ulja iz ruzmarina, 2,32 mas% etarskog ulja iz Zalfije, 0,754 mas% etarskog ulja iz
timijana i 0,651 mas% etarskog ulja iz izopa. Nakon izdvajanja frakcije etarskog ulja koja sadrzi
lako isparljiva aromati¢na jedinjenja, iz biljnog materijala odmah zatim je re-ekstrakcijom na
viSem pritisku 1 temperaturi (35 MPa 1 100°C; i 30 MPa i 40°C) izolovana antioksidativna
frakcija. Ostvareni prinosi antioksidativnih frakcija prikazani su u tabeli 4.1. Ekstrakcione krive
prikazane su na slici 4.1 (a,b). Na slici 4.2 date su krive ekstrakcije za etarska ulja. Cavero 1 sar.
(2005) su izolovali natkriti¢ni ekstrakt ruzmarina na pritiscima u opsegu od 15 MPa do 35 MPa i
temperaturnom opsegu od 40°C do 60°C. Prinosi ekstrakata kretali su se od 0,03 do 0,13% za
ekstrakte izolovane bez dodatka kosolventa, i od 3,93 do 6,78% u slucaju ekstrakcija u kojima je
etanol upotrebljen kao kosolvent. Ibanez i sar. (1999) izolovali su ruzmarinsku antioksidativnu
frakciju na pritisku od 40 MPa i temperaturi od 60°C. Ostvareni prinosi kretali su se u opsegu od
1 do 1,5%. Dauksas i sar. (2001) objavili su rezultate NKE zalfije na temperaturi od 100°C i
pritiscima 25-35 MPa sa ili bez dodavanja 1% ili 2% etanola kao kosolventa. Oni su dosli do
zakljucka da se na pritiscima izmedu 25 MPa i 30 MPa rastvara priblizno 50% komponenti iz
zalfije koje se rastvaraju u natkriticnom ugljenik(IV)-oksidu na 35 MPa sa dodatkom 1% etanola.
Prinos ekstrakta Zalfije na 35 MPa je znacajno povecan dodatkom 1% of etanola, dok je daljim
dodavanjem etanola od 2% prinos poceo da opada. Dapkevicius 1 sar. (1998) objavili su da je
prinos ekstrakata ruzmarina, Zalfije, timijana 1 izopa dobijen pomo¢u NKE na 30 MPa i1 40°C
iznosio 71, 5 g/kg, 50,2 g/kg, 54,6 g/kg i 37,1 g/kg, respektivno. Simandi i sar. (2001) izolovali
su natkriticni ekstrakt timijana na pritisku od 40 MPa i temperaturi od 60°C. Ostvareni prinos
iznosio je 4,92 mas%.

Razlike u ostvarenim prinosima antioksidativnih ekstrakata mogu se objasniti na osnovu
razli¢itog kvaliteta biljnog materijala, geografskog porekla, vremena zetve, klimatskih uslova 1

razli¢itih operativnih uslova ekstrakcije.

Tabela 4.1 Ostvareni prinosi antioksidativnih frakcija

Biljni materijal Pritisak, MPa Temperatura, °C Prinos, mas%
Ruzmarin 35 100 2,61
30 40 1,10
Zalfija 35 100 1,75
30 40 1,34
Timijan 35 100 1,40
30 40 0,60
Izop 35 100 0,925
30 40 0,70

77



3.0 -
2.8
26
24 ]
22 ]
2.0
1.8 4
1.6 .
1.4 o s °
1.2 4
1.0 4
0.8 L
o_s: LI "
04d .
o2 ¢ "

4 =
0.0 T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25

® Jzop
Timijan

o Zalfija ~

O Ruzmarin

Prinos (%)

cvrsto

mg/m

Slika 4.1a Prinos antioksidativne frakcije iz ruzmarin, Zalfije, timijana i izopa kao funkcija
specificne kolicine rastvaraca mcoyMewsio (kg CO2kg biljnog materijala) za natkriticnu
ekstrakciju na pritisku od 35 MPa i temperaturi od 100°C

| ® Izop
144 & Tlm]_!al‘l
| ® Zalfija o °
124 © Ruzmarin . . ®
- . O
1.0 4 .
’;“ ] L]
o~
~ 0.8 .
8
£ * . " "
c -
o 0.6 . . . . ; A A Fiy
1 A
0.4 o0 ® B
] ya¥
1 e A
02 42
|
0.0 ' , , [ . | . [ , 1
0 5 10 15 20 25
mg,/m

ovrsio

Slika 4.1b Prinos antioksidativne frakcije iz ruzmarin, zalfije, timijana i izopa kao funkcija
specificne kolicine rastvaraca mcoyMewse (kg CO2/kg biljnog materijala) za natkriticnu
ekstrakciju na pritisku od 30 MPa i temperaturi od 40°C
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Kao $to se moze videti na slici 4.1 (a, b) 1 u tabeli 4.1 ostvareni prinosi antioksidativnih
frakcija na 35 MPa i 100°C su ve¢i u odnosu na prinose antioksidativnih frakcija izolovanih na 30
MPa i 40°C. Veci prinos ekstrakcije je postignut na ve¢em pritisku jer sa povecanjem pritiska
raste gustina natkriticnog fluida i rastvorljivost rastvorka u NK-CO,. S druge strane povecanje
pritiska moze dovesti do smanjenja selektivnosti NK-CO,. Vec¢i prinos ekstrakcije je postignut na
vecoj temperaturi jer sa porastom temperature na pritisku u blizini kriticnog dolazi do smanjenja
gustine i rastvorljivosti rastvorka u NK-CO, , takode dolazi i do povecanja napona pare ratvorka.
Posto na visokim temperaturama, veéi uticaj na rastvorljivost ima povecanje napona pare
ratvorka od smanjenja gustine natkritiénog rastvaraca, dolazi do porasta rastvorljivosti u NK-
CO,. Ranija istrazivanja (Nguyen i sar., 1991) su pokazala da je temperaturni opseg 90-110°C
najpogodniji za izolovanje antioksidativnih frakcija iz biljnih vrsta familije Lamiaceae i da na
temperaturama ve¢im od 110°C moze do¢i do degradacije komponenti u izolovanom ekstraktu.
Isti autori su pokazali da je najpogodnije koristiti ¢ist NK-CO, bez dodatka kosolventa jer bi to
imalo za posledicu smanjenje selektivnosti NK-CO, (povecanje prinosa ekstrakcije
koekstrakcijom jedinjenja koja ne poseduju antioksidativne osobine). Postignuti prinosi
antioksidativnih frakcija u ovom radu (tabela 4.1) su znatno nizi od prinosa antioksidativnih
frakcija koji su dati u US Patentu 5, 017, 397 (ruzmarin 5,2%, zalfija 5,7%, timijan 2,0% i
origano 3,2%), s tim $to su ovi ekstrakti izolovani na znatno viSem pritisku od 50 MPa i
temperaturi od 95-100°C (Nguyen i sar., 1991).

Ivanovi¢ i sar. (2009) su izolovali antioksidativne frakcije ruzmarina, zalfije, timijana i
izopa postupkom frakcione ekstrakcije pomoc¢u NK-CO, na pritisku od 30 MPa i1 temperaturi od
100°C. Postignuti prinosi antioksidativnih frakcija u ovom radu na 35 MPa 1 100°C su veéi u
odnosu na prinose antioksidativnih frakcija izolovanih na pritisku od 30 MPa 1 temperaturi od
100°C. Ostvareni prinosi antioksidativnih frakcija u ovom radu na 30 MPa i 40°C su nizi u
odnosu na prinose antioksidativnih frakcija izolovanih na 30 MPa i 100°C. Posto je za ekstrakciju
antioksidativnih frakcija u ovom radu i u radu Ivanovi¢ i sar. (2009) koris¢ena ista biljna sirovina,
treba napomenuti jo$ da je razlog za razlike u postignutim prinosima pored razlicitih operativnih
parametara ekstrakcije (pritiska i temperature) i €injenica da biljna sirovina u dzaku nije bila
precis¢ena od grancica i stabljika, odnosno da razli¢ite Zarze nisu imale homogen sastav. Zbog
toga je za oCekivati da ¢e se i hemijski sastav, pa prema tome i antioksidativna aktivnost frakcija
medusobno razlikovati.

Tabela 4.2 Ostvareni prinosi antioksidativnih
frakcija 30 MPa i 100°C (Ivanovié i sar., 2009)

Biljni materijal Prinos, mas%
Ruzmarin 1,57
Zalfija 1,74
Timijan 1,26
1zop 0,85
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Slika 4.2 Prinos etarskog ulja iz ruzmarin, Zalfije, timijana i izopa kao funkcija specificne
kolicine rastvaraca mcoym susio (kg COJ/kg biljnog materijala) za natkriticnu ekstrakciju na
pritisku od 11,5 MPa i temperaturi od 40°C

4.2. Hemijski sastav antioksidativnih frakcija

Slika 4.3 prikazuje hromatografske profile za ruzmarinski ekstrakt dobijene pomocu ESI
(-) 1 DAD detektora na 240 nm. Sadrzaj karnosola i karnosolne kiseline u razli¢itim biljnim
ekstraktima izrazen je kao g/100 g ekstrakta i dat je u tabeli 4.3. PoSto UV detektor (u opsegu
190-450 nm) ima razliit odziv za svako jedinjenje identifikovano pomoc¢u LC-MS, izvrSena je
semi-kvantitativna analiza zasnovana na ESI(—) povrSini pika. Identifikovana jedinjenja su
selektovana i njihov relativni procentualni udeo (koji se odnosi na ukupnu povrsinu selektovanih
jedinjenja prema ESI(—) povrSini pika) je prikazan u tabelama 37, 39, 41 1 42.

Tabela 4.3 Sadrzaj karnosola i karnosolne kiseline u antioksidativnim frakcijama
izolovanim na 35 MPa i 100°C

Antioksidativna Karnosol Karnosolna Kkiselina
frakcija g/100 g ekstrakta na 240 nm g/100 g ekstrakta na 240 nm
Ruzmarin 3,9368 4,7596
Zalfija 6,9729 13,7639
Timijan / /
1zop 7,3341 /
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Slika 4.3 Hromatografski profili dobijeni za ruzmarinski ekstrakt, na vrhu, signal ESI(-), na dnu,

signal DAD detektora na 240 nm, videti tabelu 4.4
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U Tabeli 4.4 prikazani su retenciono vreme (tr), apsorpcioni maksimum nadenih pikova,
povrSina pikova, podaci o masenom spektru antioksidativne frakcije ruzmarina 1 tentativna
identifikacija na osnovu spektralnih podataka i referenci u literaturi (Yesil-Celiktas 1 sar., 2007;
Senorans 1 sar., 2000; Zheng 1 Wang, 2001; Almela i sar., 2006; Nakatani i Inatani, 1983;
Cuvelier i sar., 1994; Richheimer i sar., 1996; Houlihan i sar., 1984).

Tabela 4.4 Hemijski sastav ruzmarinske antioksidativne frakcije izolovane na 35 MPa i 100°C

Pik

tr

Molekulska

[M-HJ

Apsorpcioni

%

br. (min) formula m/z maksimum (nm) povrsina Jedinjenje
2 12,1 C1,H;505 209 250, 280 0,2 Jasmonska kiselina
3 14,0 C17H1404 313 250, 282 0,5 Cirsimaritin
4 14,1 C20H2605 345 2524, 276, 334 2,9 Rosmanol, izorosmanol,
epirosmanol
5 14,6  CyHyOs 345 252,282, 3124 0,3 Rosmanol, izorosmanol,
epirosmanol
6 14,8 CroH2504 331 252,278 0,5 Karnosolna kiselina izomer
2544, 268, 2884, Vogonin, Oroksilin A,
7 15,3 Ci6H1205 283 336 1.2 Biokanin A, Genkvanin
8 153  CalhOs 345 252,270,334 0.3 Rosmanol, izorosmanol,
epirosmanol
11 18,7 Cr0H2604 329 248,284 21,8 Karnosol
13 19,2 CroH2604 329 268, 424 0,9 Karnosol izomer
14 19,5 CroH2405 343 2544, 286 2,3 Rosmadial
15 20,1 CroHo503 315 254,278 1,8 Rosmaridifenol, Cafestol
16 20,8 CroH2504 331 242,286 46,9 Karnosolna kiselina
Metil-karnosat,
18 22,1 Cr1H3004 345 2564, 282 12,2 12-metoksikarnosolna

kiselina

* za karnosol 1 karnosolnu kiselinu analiza pomoc¢u standarda. Za ostala jedinjenja identifikacija

je tentativna
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Tentativna analiza hemijskog sastava antioksidativne frakcije ruzmarina izolovane na 30
MPa i 100°C (Ivanovi¢, 2009) prikazana je u tabeli 4.5. Rezultati analize hemijskog sastava
antioksidativne frakcije ruzmarina izolovane na 30 MPa i 100°C se neznatno razlikuje od frakcije
ruzmarina izolovane u ovom radu na 35 MPa i 100°C. U frakciji izolovanoj na 30 MPa nisu
tentativno identifikovani cirsimaritin, rosmanol, izorosmanol, epirosmanol i1 izomer karnosolne
kiseline. Ova jedinjenja su identifikovana u ranije objavljenim rezultatima ispitivanja hemijskog
sastava natkriticnih ruzmarinskih ekstrakata i poznato je da pokazuju antioksidativnu aktivnost
(Cavero 1 sar., 2005; Senorans i sar., 2000). Kvantitativno odredivanje sadrzaja karnosola i
karnosolne kiseline u frakciji izolovanoj na 30 MPa i 100°C nije radeno.

Tabela 4.5 Hemijski sastav ruzmarinske antioksidativne frakcije izolovane na 30 MPa i 100°C
(Ivanovi¢, 2009)

Molekulska formula D;I;);ssl;a tr, min Naziv jedinjenja

C1,H;505 210 12,33 Jasmonska kiselina, vanilil butil etar
Vogonin, genkvanin, oroksilin A,
Ci6H1205 284 15,08 bioCanin A, acacetin, prunetin, 5,7
dihidroksi-6-metoksiflavon
CisH3,04 312 17,27 Oksiranoktanska kiselina
C19H2804 320 17,89 Ubikinol-10
C20H2604 330 18,41 Karnosol
CyoH2604 330 18,64 Izomer karnosola
C20H2405 344 19, 16 Rosmadial
CyoH»503 316 19,98 Rosemaridifenol, kafestol, seco-hinokiol
CyoHs04 332 20,53 Karnosolna kiselina
Metil-karnosat,

C21H3004 346 21,747 12-metoksikarnozolna kiselina
Cy0H3003 318 22,83 [9]-Sogaol

* za karnosol i1 karnosolnu kiselinu analiza pomocu standarda. Za ostala jedinjenja identifikacija
je tentativna

Analiziranjem radova koji sadrze podatke o hemijskom sastavu Zzalfije, Salvia officinalis
(Santos-Gomes i sar., 2002; Miura i sar., 2002; Ninomiya i sar., 2004; Masterova, i sar., 1996;
Tada 1 sar., 1994; Kavvadias i sar., 2003; Fowler i sar., 2008) neka jedinjenja sadrzana u
antioksidativnoj frakciji zalfije izolovanoj na 35 MPa i 100°C su tentativno identifikovana (tabela
4.6). Pikovi 10, (12, 20), 22, 29 i 30 su tentativno identifikovani kao paramiltionska kiselina,
salvikanarinska kiselina, rojleanon, salviviridinol, a-linoleinska i a-linolna kiselina, respektivno.
Ova jedinjenja su izolovana iz razlicitih pripadnika vrste Salvia (Sun i sar., 1991; Topcu i sar.,
2008; de Saizieu i sar., 2008; Ulubelen, 2000; Kilic, 2007; Chicco i sar., 2009).

Tentativna analiza hemijskog sastava antioksidativne frakcije Zalfije izolovane na 30 MPa
1 100°C (Ivanovi¢, 2009) prikazana je u tabeli 4.7. Frakcija zalfije izolovana na 30 MPa je takode
sadrzala karnosol i karnosolnu kiselinu ali njihov sadrzaj nije kvantitativnho odredivan.
Poredenjem rezultata prikazanih u tabelama 4.6 i 4.7 primecuje se znacajna razlika u hemijskom
sastavu frakcija zalfije izolovanih na pritisku od 30 MPa i 35 MPa.
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Tabela 4.6 Hemijski sastav antioksidativne frakcije Zalfije izolovane na 35 MPa i 100°C

Pik

Molekulska

Apsorpcioni

%

. ur C e,
br. tr (min) formula M-H]" m/z maksimum (nm)  povrSina Jedinjenje
2 14,0 C,0H2605 345 244, 284 9,6 Rosmanol. enirosmanol
3 14,5 Cy0H2605 345 248,290, 314 1,3 izorosman(;l Iso'leanonsk’a
6 15,2 Cy0H2605 345 250, 2704, 288, 336 0,9 Kiselina. e ;iz ér manol
11 18,2 Ca0Ha6Os 345 258, 286 1,2 Selind, eplizoros
4 14,7 CroH2504 331 252,278 0,4 Horminon, hidroksirojleanon
5 15,1 Ci6H1205 283 2544, 268, 336 0,2 Fiskion, genkvanin
8 17,8 CyoH»405 343 254,286 0,2
17 19,3 CyoH2405 343 242,286 5,6 Rosmadial, galdosol, saficinolid
18 19,8 Cy0H2405 343 258, 284, 434 1,3
10 18,0 C19H405 331 252,278, 3204, 0,7 Paramiltionska kiselina
12 18,3 C19H»605 333 2504, 280, 354 0,4 . . -
20 20.1 C1oHcOs 333 130 0.6 Salvikanarinska kiselina
7-metoksirosmanol,
13 18,3 C51Hy505 359 2504, 280, 354 1,0 epirosmanol metil etar
14 18,5 Co0H2604 329 240, 284 18,5 Karnosol (Pikrosalvin)
19 19,9 C,0H2503 315 248, 278 2.8 Rojleanon, 20-deoksokarnosol
21 20,6 Co0H2504 331 198, 2184, 232, 286 26,4 Karnosolna kiselina (Salvin)
22 21,4 C,1H3,04 347 254sh, 284 0,4 Salviviridinol
12-o-metilkarnosolna kiselina,
23 21,9 C,1H3004 345 272, 298 4,3 metil-karnosat
24 22,0 C0H3003 317 254sh, 280 6,7 8,11,13-abietatrien-11,12,20-
25 23,0 CyoH3003 317 250, 286, 304, 7,1 triol
29 24,0 C15H300, 277 378, 3044, 0,5 a- linoleinska kiselina
30 25,4 C13H3,0, 279 284 0,3 o- linolna kiselina

* za karnosol 1 karnosolnu kiselinu analiza pomoc¢u standarda. Za ostala jedinjenja identifikacija
je tentativna
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Tabela 4.7 Hemijski sastav antioksidativne frakcije zalfije izolovane na 30 MPa i 100°C
(Ivanovi¢, 2009)

Molekulska

formula Molska masa tr, min Naziv jedinjenja
a-kamflonska kiselina
CroH1603 184 9,62 cis-pinonska kiselina
Rosmanol
13,96; 14,50; Epirosmanol
Cy0H2605 346 15,19; Izorosmanol
18,16 Rojleanonska kiselina
Epiizorosmanol
Horminon
Ca0H2504 332 14,66 Hidroksirojleanon
17,72; Karl;gzg ad-lfllilnon
C0H>405 344 19,27; p
19,77 Galdosol
’ Saficinolid
CarHasOs 360 18.27 7‘-met0ksirosma.lnol
’ Epirosmanol metil etar
Co0H2604 330 18,53 Karnosol (pikrosalvin)
CyoH2604 330 19,07 11,12-di-O-metil-pikrosalvin
Rojleanon
CyoH2503 316 19,90 Rosmaridifenol
20-deoksokarnosol
Ca0H2504 332 20,64 Karnosolna kiselina (Salvin)
CarHsoOs 346 21.88 12-0 miduél‘;e;rl?;)ri);?:tklsehna
21,96; Benzoeva kiselina, 2-hidroksi-6-(67)-6-
C20H3005 318 22,97 tridecenil- (9CT)
Retinolna kiselina
CyoH50, 300 23,66 Dehidroabietanska kiselina
Dehidro-4-epiabietanska kiselina
Linoleinska kiselina
23.97- trans-10-cis- 1 2—ocFad§kadien
C3H300, 279 ) 5’ 3 6’ Karboksilna kiselina
’ trans-11-cis-9-oktadekadien karboksilna
kiselina
28,68;
C30H4404 468 30,12; Alobetulonlakton-1-en-2-o0l
30,49

* za karnosol 1 karnosolnu kiselinu analiza pomoc¢u standarda. Za ostala jedinjenja identifikacija
je tentativna
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Rezultati analize hemijskog sastava antioksidativne frakcije timijana prikazani su u tabeli
4.8. Pikovi 3, 6 1 10 su tentativno identifikovani kao naringenin, cirsimaritin i metil-rosmarinat
(Fecka 1 Turek, 2008). Pretrazivanjem objavljenih radova u kojima je analiziran hemijski sastav
timijana (Thymus vulgaris), pikovi 12, (13,14,19,21, 23, 25) i 16, su tentativno identifikovani kao
3,4,3",4"-tetrahidroksi-5,5 -diizopropil-2,2 "dimethilbifenil, 3,4,4 -trihidroksi-5,5 "-diizopropil-
2,2’ -dimetil-3,6-bifenil i 4,4 -dihidroksi-5,5 -diizopropil-2,2 -dimetil-3,6-bifenildion, respektivno
(Miura i sar., 1989; Nakatani i Inatani, 1989; Okazaki i sar., 2002; Dapkevicius i sar., 2002;
Haraguchi i sar.,, 1996). Pikovi 7, 8, 9 i 31 su tentativno identifikovani kao cirsilineol,
timohidrohinon, ksantomikrol i 9,12-oktadekadienska kiselina (Horwath 1 sar., 2008; Takeuchi i
sar., 2004; Guillen i Manzanos, 1998).

Tabela 4.8 Hemijski sastav antioksidativne frakcije timijana izolovane na 35 MPa i 100°C

Pik . Molekulska - Apsorpcioni % c L
br. tk (min) formula [M-H] m/z maksimum (nm) povrs$ina Jedinjenje
3 11,9 Ci5sH1,0s5 271 286, 338 0,3 Naringenin
6 14,0 C17H140¢ 313 2624, 276, 332 0,5 Cirsimaritin
7 14,4 Ci3H 1607 343 254,276, 344 1,9 Cirsilineol
Timohidrohinon,
8 14,5 C10H 140, 165 200, 226, 274, 344 20,3 p-cimen-2.3-diol
9 15,0 CisH 1607 343 2604, 282, 2944, 332 0,7 Ksantomikrol
10 15,4 C19H;50g 373 254,280, 344 2,0 Metil-rosmarinat
34,3°4'-
12 166  CaHaOu 329 200, 226, 276 26,4 tetrahidroksi-5,5"-
diizopropil-
2,2 "dimetilbifenil
13, 17,3 Cr0H2603 313 254, 280, 344 0,4
14, 17,9 Co0H2603 313 248, 282 8,8 s .
19, 19,8 C20H2603 313 260sn, 278, 364 0,2 5 ?S’féi-gl};;dricl)}(; g'—
21, 21,0 CaoHa605 313 272, 362 0,2 ’ dimi tﬁbi}ﬁ’enﬂ’
23, 21,7 Cr0Ho605 313 252,278 8,8
25 22,0 Cr0Ho603 313 258,278, 358 1,9
4,4’ -dihidroksi-5,5"-
256, 280, 3024, 318, diizopropil-2,2’-
e 183 CabuO 327 340 04 dimetilbifenil-3.6-
dion
31 25,6 CisH3,0, 279 272, 348 0,9 o- linolna kiselina
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HPLC-DAD/ESI-ToF rezultati analize antioksidativne frakcije Hyssopus officinalis su
sumirani u tabeli 4.9. Jedan od pikova je identifikovan kao karnosol. Hemijska analiza
antioksidativne frakcije izopa nije mogla da se uporedi sa literaturnim podacima jer u njima nema
objavljenih rezultata hemijske analize ekstrakta izopa.

Tabela 4.9 Hemijski sastav antioksidativne frakcije izopa izolovane na 35 MPa i 100°C

Pik . Molekulska  [M-H] Apsorpcioni % Ce
br. tr (min) formula m/z maksimum (nm) povrsina Jedinjenje

1 8,9 Ci0H1605 183 248 2.9 Pinonska kiselina
21 18,7 Co0Ho604 329 242,284 10,2 Karnosol
22 18,8 CisH3003 293 242, 278, 358 10,9
23 18,9 Ci3H3003 293 242,352 8,1
Do Gwe wm o % wewopo
31 20,7 CisH3003 293 278, 356 0,5
33 21,0 CisH3003 293 278, 388 0,6

Vernolna kiselina
Koronarna kiselina
Dimorfekoloinska kiselina
29 20,1 Ci13H3,03 295 246, 2804, 348 4.8 Korialna kiselina,
13(S)-Hidroksioktadeka-
97,11E-dienonska kiselina

32 20,8 CyoH2504 331 276, 366 49 Marubiin, Horminon,
34 22,1 Cr0H2504 331 270, 356 0,7 Glaukokaliksin A
38 24,2 C13H300, 277 266, 368 12,8 a- linoleinska kiselina
40 25,6 C13H3,0, 279 266, 364 5,0 o- linolna kiselina
43 26,7 C16H3,0, 255 268, 368 10,5 Palmitinska kiselina

Etiltetradekanoat

* za karnosol analiza pomocu standarda. Za ostala jedinjenja identifikacija je tentativna
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4.3. ESR spektralna analiza uticaja antioksidativnih frakcija na DPPH

Antioksidativna aktivnost (AApppn) ispitivanih ekstrakata (antioksidativnih frakcija) i
komercijalnih antioksidanasa prikazana je na slici 4.4 (a, b). Ekstrakt izopa je pokazao znatno
slabiju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa ostalim ekstraktima.

Efektivna koncentracija, ECsy vrednost (koncentracija antioksidanasa potrebna da smanji
koncentraciju radikala 50%) je parameter koji se Siroko koristi kao mera sposobnosti ekstrakata
za "hvatanje" radikala (Cuvelier i sar., 1992). Nize vrednosti ECsy ukazuju na jacu
antioksidativnu aktivnost. ECsy vrednosti ispitivanih ekstrakata su prikazane u tabeli 4.10.
Ocigledno je da interakcija ispitivanih ekstrakata sa DPPH radikalom zavisi od tipa i
koncentracije ispitivanih ekstrakata. Kao Sto se moze videti na slici 4.4 (a, b) i u tabeli 4.10
redosled od najjace do najslabije antioksidativne aktivnosti je slede¢i: BHA, ekstrakt timijana,
Flavor' Plus™, ekstrakti ruzmarina i zalfije i ekstrakt izopa. Kao $to se moze videti na slici 4.4 (a)
koncentracije BHA, ekstrakta timijana, ekstrakta ruzmarina, ekstrakta zalfije i Flavor' Plus™ koji
su potrebni za potpuno redukovanje DPPH radikala bile su 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,4
mg/ml 1 0,5 mg/ml, respektivno. Koncentracija ekstrakta izopa koja je bila potrebna za potpunu
redukciju molekula DPPH radikala bila je 20 mg/ml (slika 4.4 (b)). Na primer, A4Apppu
antioksidativne frakcije timijana pri koncentraciji od 0,3 mg/ml bila je 100%, §to je bilo
uporedivo sa BHA i Flavor' Plus™, dok je A4pppu antioksidativne frakcije ruzmarina i zalfije bila
samo 73,97% and 71,69%, respektivno. Antioksidativna frakcija izopa pri koncentracijama
manjim od 2,5 mg/ml nije pokazivala antioksidativnu aktivnost (44pppr). Pri koncentracijama
manjim od 0,1 mg/ml pored BHA i Flavor' Plus™ jedino je antioksidativna frakcija timijana
pokazivala antioksidativnu aktivnost (44pppp).

Tabela 4.10 £Csg pppy virednost ekstrakata izolovanih na 35 MPa i 100 °C, BHA i Flavor’ Plus™

Antioksidans ECso pppu_(mg/ml)
Ruzmarin 0,23
Zalfija 0,23
Timijan 0,08
Izop 6,14
BHA 0,03
Flavor’ Plus™ 0,09
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Slika 4.4a Antioksidativna aktivnost razlicitih koncentracija antioksidativnih frakcija ruzmarina,
zalfije i timijana izolovanih na 35 MPa i 100°C, BHA i Flavor’Plus™ na DPPH radikale
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Slika 4.4b Antioksidativna aktivnost razlicitih koncentracija antioksidativne frakcije izopa
izolovane na 35 MPa i 100°C, BHA i Flavor’Plus™ na DPPH radikale
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Dapkevicius i sar. (1998) objavili su da natkriticni ekstrakti ruzmarina, zalfije i timijana
poseduju visoku antioksidativnu aktivnost, dok ekstrakt izopa pokazuje nisku antioksidativnu
aktivnost $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim pomo¢u DPPH metode. Novija istrazivanja
(Yesil-Celiktas 1 sar., 2007) pokazala su razliCite rezultate ispitivanja antioksidativne aktivnosti
natkriti¢nih ekstrakata ruzmarina dobijenih iz biljnog materijala poreklom iz razli¢itih podruc¢ja u
Turskoj i prikupljenog u razlicito vreme u toku godine. Autori su takode potvrdili da ruzmarinski
ekstrakti sa razlicitih lokaliteta pokazuju veliku razliku u antioksidativnoj aktivnosti kao i u
sadrzaju karnosola i karnosolne kiseline. Topal i sar. (2008) uporedivali su antioksidativne
osobine etarskih ulja izolovanih pomocu natkriti¢ne ekstrakcije sa CO; iz devet razli¢itih biljnih
vrsta koriste€i ESR spektrometrijsko odredivanje DPPH radikala. U pomenutom radu
ruzmarinski ekstrakt je pokazao neznatno jacu antioksidativnu aktivnost od BHT. Medu
antioksidativnim jedinjenjima iz ruzmarina 1 Zalfije veruje se da karnosolna kiselina poseduje
najvecu antioksidativnu aktivnost (Schwarz 1 Waldemar, 1992; Okamura i sar., 1994; Cuvelier 1
sar., 1996; Richheimer i sar., 1996; Cavero i sar., 2005). Kao S$to je prikazano u tabeli 4.3,
karnosolna kiselina je nadena u ekstraktu ruzmarina i ekstraktu zalfije u koli¢ini od 4,7596 i
13,7639 g /100 g ekstrakta, respektivno. Karnosolna kiselina nije nadena u ekstraktu timijana i
izopa. Rezultati dobijeni hemijskom analizom ekstrakta timijana i ESR spektrometrijskim
odredivanjem DPPH radikala ukazuju da se bifenilna jedinjenja javljaju kao glavna jedinjenja
odgovorna za antioksidativnu aktivnost ekstrakta timijana. Ekstrakt timijana pokazao je slicnu
antioksidativnu aktivnost kao komercijalni ruzmarinski ekstrakt Flavor' Plus™ i pokazao je
mnogo jacu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa ispitivanim ekstraktima ruzmarina i zalfije.
Ranije je pokazano da su p-cimen-2,3-diol i bifenilna jedinjenja izolovana iz timijana jaki
antioksidansi (Schwarz i sar., 1996; Miura 1 sar., 1989; Nakatani 1 sar., 1989; Haraguchi i sar.,
1996; Dapkevicius i sar., 2002).

Rezultati dobijeni ispitivanjem AApppn natkriticnih ekstrakata ruzmarina 1 zalfije
izolovanih na pritisku od 30 MPa i temperaturi od 100°C (Ivanovi¢ i sar., 2009) pomoc¢u ESR
spektroskopije prikazani su na slici 4.5. Na osnovu vrednosti ECsy pppy moZze se zakljuciti da
ekstrakti ruzmarina i zalfije izolovani na 30 MPa pokazuju slabiju antioksidativnu aktivnost od
ekstrakata ruzmarina i zalfije izolovanih na 35 MPa (tabela 4.11).

Fenolna jedinjenja pokazuju antioksidativnu aktivnost zbog svojih redoks osobina,
simultanog odvijanja reakcija u kojima ucestvuju kao donori vodonikovog atoma, transferi
elektrona 1 helati metala (Calliste 1 sar., 2001). Ispitivani natkriti¢ni ekstrakti ruzmarina, zalfije 1
timijana poseduju antioksidativnu aktivnost prema DPPH radikalima prvenstveno zbog
sposobnosti fenolnih jedinjenja da se ponasaju kao donori vodonikovog atoma DPPH radikalu.
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Slika 4.5 Antioksidativna aktivnost razlicitih koncentracija antioksidativnih frakcija ruzmarina i
zalfije izolovanih na 30 MPa i 100°C, BHA i Flavor Plus™ na DPPH radikale (Ivanovi¢, 2009)

Tabela 4.11 ECsg pppy vrednost ekstrakata, BHA i Flavor ' Plus™

Antioksidans Pritisak, MPa Temperatura, °C  ECsy pppn (mg/ml)
30 100 0,24
Ruzmarin 30 40 0,25
35 100 0,23
30 100 0,66
Zalfija 30 40 0,84
35 100 0,23
Timijan 35 100 0,08
Izop 35 100 6,14
BHA / / 0,03
Flavor’Plus™ / / 0,09
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4.4. ESR spektralna analiza uticaja antioksidativnih frakcija na ‘OH

Aktivnost antioksidativnih frakcija ruzmarina, zalfije, timijana i izopa je ispitivana preko
sposobnosti ovih frakcija da hvataju hidroksilne radikale. Ova sposobnost je veoma vaZzna zbog
¢injenice da su hidroksilni radikali glavne aktivne kiseoni¢ne vrste koje prouzrokuju lipidnu
oksidaciju (Mili¢ i sar, 1998). U cilju ispitivanja uticaja ispitivanih ekstrakata na reaktivne
hidroksilne radikale, kori3¢ena je Fentonova reakcija (Fe*" + H,0, — Fe’* + "OH + "OH) kao
izvor hidroksilnih radikala. Pomoc¢u "spin-trap" jedinjenja kao $to je DMPO, moguce je prevesti
reaktivne hidroksilne radikale u stabilne nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH "spin adukte".
Relativni intezitet stvaranja slobodnih radikala moguce je pratiti preko ESR signala koji je
direktno povezan sa koncentracijom DMPO-OH. Uticaj razli¢itih koncentracija ispitivanih
ekstrakata (antioksidativnih frakcija) 1 komercijalnih antioksidanasa na formiranje 1
transformaciju hidroksil radikala nastalih u Fentonovoj reakciji je prikazan na slici 4.6. ECs
vrednosti ispitivanih ekstrakata, BHA 1 Flavor' Plus™ su prikazani u tabeli 4.13. Kao $to se moze
videti sa slike 4.6 i u tabeli 4.13 redosled od najjac¢e do najslabije antioksidativne aktivnosti bio
je: Flavor' Plus™, ekstrakt zalfije, ekstrakt ruzmarina, ekstrakt izopa, BHA i ekstrakt timijana.
Koncentracije Flavor' Plus™, ekstrakta Zalfije, ekstrakta izopa, ekstrakta timijana, ekstrakta
ruzmarina i BHA koje su potrebne za potpunu eliminaciju hidroksil radikala bile su: 1,75 mg/ml,
2,0 mg/ml, 3,0 mg/ml, 3,0 mg/ml, 3,0 mg/ml i 3,0 mg/ml, respektivno. Na primer, A4on
antioksidativne frakcije zalfije pri koncentraciji od 2,0 mg/ml bila je 100%, Sto je bilo uporedivo
sa Flavor' Plus™, dok je A4on antioksidativnih frakcija izopa, timijana, ruzmarina i BHA bila
samo 64,84%, 76,74%, 76,85% 1 67,33% respektivno. Antioksidativna frakcija timijana pri
koncentracijama od 1,0 mg/ml nije pokazivala AAoy. A4on 1zopa, timijana, ruzmarina i BHA pri
koncentraciji od 2,5 mg/ml bila je 92,37%, 86,05%, 81,25% 1 79,3% respektivno.

Rezultati dobijeni ispitivanjem 44y natkriti¢nih ekstrakata ruzmarina i zalfije izolovanih
na pritisku od 30 MPa i temperaturama od 40°C i 100°C (Ivanovi¢ i sar., 2009) pomo¢u ESR
spektroskopije prikazani su na slici 4.7. Na osnovu vrednosti ECsy oy moze se zakljuciti da
ekstrakti ruzmarina i zalfije izolovani na 30 MPa pokazuju slabiju antioksidativnu aktivnost od
ekstrakata ruzmarina i Zalfije izolovanih na 35 MPa (tabela 4.14). Razlike u ECsyp oy vrednostima
za ekstrakte ruzmarina i zalfije koji su izolovani na 30 MPa i 35 MPa su vece nego u slucaju ECs
pep vrednosti, posebno u slu¢aju ruzmarinskog ekstrakta.
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Slika 4.6 Antioksidativna aktivnost razlicitih koncentracija antioksidativnih frakcija ruzmarina,
Zalfije, timijana i izopa izolovanih na 35 MPa i 100°C, BHA i Flavor'Plus™ na DMPO-OH

adukt

Tabela 4.13 ECsy oy vrednost ekstrakata izolovanih na 35 MPa i 100 °C, BHA i Flavor’Plus™

Antioksidans ECsy ou (mg/ml)
Ruzmarin 1,03
Zalfija 0,59
Timijan 1,75
Izop 1,3
BHA 1,51
Flavor’ Plus™ 0,35

Polifenoli sa o-dihidroksil grupama mogu ispoljavati svoje zastitne efekte kroz helaciju

metalnih jona tokom Fentonove reakcije (Rice-Evans i sar., 1996). Prema toj ¢injenici moze se
zakljuciti da je visok sadrzaj karnosolne kiseline i1 karnosola u ekstraktima zalfije i ruzmarina i
visok sadrzaj karnosola u ekstraktu izopa odgovoran za bolju antioksidativnu aktivnost ovih
ekstrakata prema hidroksil radikalima u poredenju sa ekstraktom timijana i1 sintetskog
antioksidansa BHA.
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Slika 4.7 Antioksidativna aktivnost razlicitih koncentracija antioksidativnih ruzmarina i zalfije
izolovanih na 30 MPa i 100°C, BHA i Flavor Plus™ na DMPO-OH adukt (Ivanovi¢, 2009)

Tabela 4.14 ECsg oy vrednost ekstrakata, BHA i Flavor Plus™

Antioksidans Pritisak, MPa Temperatura, °C ECsp o (mg/ml)
30 100 1,75
Ruzmarin 30 40 2,91
35 100 1,03
30 100 0,96
Zalfija 30 40 1,27
35 100 0,59
Timijan 35 100 1,75

Izop 35 100 1,3

BHA / / 1,51
Flavor’Plus™ / / 0,35
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4.5. Peroksidni broj

Rezultati odredivanja peroksidnog broja u funkciji od vremena prikazani su na slici 4.8 i u
tabeli 4.16 Najveca koncentracija nastalih peroksida nadena je u kontrolnom uzorku. Najmanja
koncentracija nastalih peroksida nakon 2 h ¢uvanja na temperaturi od 98°C nadena je u uzorku
kome je bio dodat sintetski antioksidans (BHA) i u uzorku sa dodatim komercijalnim
ruzmarinskim antioksidansom (Flavor' Plus™). Antioksidativna frakcija iz ruzmarina pokazala je
najvecu antioksidativnu aktivnost nakon 4, 6, 8, 10 i 12 h cuvanja na temperaturi od 98°C.
Nadeno je da ekstrakt ruzmarina pokazuje znacajno vecu antioksidativnu aktivnost od BHA u
suncokretovom ulju.

Tabela 4.16 Dejstvo antioksidativnih frakcija (200 mg/kg ulja) na oksidativnu stabilnost

suncokretovog ulja na 98°C

PV / meq Oy/kg ulja
Uzorak 0 2 4 6 8 10 12 h
Kontrolni 2,2 3,22 4,7 8,14 11,54 15,48 19,28
Izop 3,54 4,16 7,74 11,3 14,54 18,1
Timijan 3,22 4,42 7,4 11,16 13,92 16,72
Zalfija 3,06 3,98 6,06 9,54 12,4 15,6
BHA 2,52 3,44 5,24 8,22 11,94 15,54
Flavor’Plus™ 2,86 3,86 5,84 9,9 13,1 16,5
Ruzmarin 2,96 3,68 4,44 5,64 7,92 10,02

Znacajne razlike izmedu peroksidnog broja kontrolnog i ostalih uzoraka bila je uocljiva
nakon 6 h ¢uvanja na 98°C. Peroksidni broj kontrolnog uzorka nakon 6 h, 8 h, 10 1 12 h ¢uvanja
na 98°C bio je dva puta veéi u odnosu na uzorak kome je bila dodata antioksidativna frakcija
ruzmarina. Kako se moze videti sa slike 4.8, peroksidni broj suncokretovog ulja kome je dodata
antioksidativna frakcija zalfije nakon 6 h imao je vrednost od 6,06 meq O./kg ulja, dok je
peroksidni broj kontrolnog uzorka iznosio 8,14 meq O,/kg ulja. Antioksidativna frakcija iz zalfije
pokazala je mnogo jacu aktivnost u poredenju sa antioksidativnim frakcijama iz timijana i izopa.
Aktivnost frakcije iz zalfije bila je uporediva sa BHA, i nakon 12 h ¢uvanja na 98°C izjednacila
se sa aktivnoS¢u BHA. Frakcija iz timijana pokazala je slicnu aktivnost kao Flavor' Plus™ nakon
12 h cuvanja na 98°C. Frakcija iz izopa pokazala je najmanju aktivnost, slicnu kontrolnom
uzorku. Kao S$to je prikazano na slici 4.9 uzorci sa frakcijama iz izopa, timijana, zalfije i
ruzmarina dostigli su vrednost peroksidnog broja od 10 meq O,/kg ulja nakon 7,2, 7,3, 8,31 12 h,
respektivno. Kontrolni uzorak dostigao je vrednost peroksidnog broja od 10 meq Oy/kg ulja
nakon 7 h. Uzorci sa BHA i Flavor' Plus™ dostigli su vrednost peroksidnog broja od 10 meq
O,/kg ulja nakon 9 i 8 h, respektivno.
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Slika 4.8 Dejstvo antioksidativnih frakcija iz ruzmarina, Zalfije, timijana i izopa izolovanih na
35 MPa i 100°C na PV suncokretovog ulja u poredenju sa komercionalnim i sintetskim
antioksidansom
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Slika 4.9 Vreme potrebno da PV uzorka dostigne maksimalnu dozvoljenu vrednost od
10 meq Ox/kg ulja
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Na osnovu vrednosti peroksidnog broja antioksidativna aktivnost ispitivanih biljnih
ekstrakata posle 12 h ¢uvanja na 98°C bila je sledeca: ekstrakt ruzmarina > BHA > ekstrakt
zalfije > Flavor' Plus™ > ekstrakt timijana > ekstrakt izopa. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da zahvaljuju¢i prisustvu karnosolne kiseline koja je lipofilni antioksidans u
frakcijama Zzalfije 1 ruzmarina, aktivnost ovih frakcija je uporediva sa BHA 1 Flavor' Plus™.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima objavljenim u radovima Braida i sar. (2008),
Trojakova i sar. (2001) i Ying i sar. (2010), koji ukazuju na veliku povezanost izmedu sadrzaja
karnosolne kiseline i oksidativne stabilnosti ulja sa visokim sadrzajem linoleinske kiseline.
Karnosolna kiselina je jako stabilna u natkriticnom ugljenik(IV)-oksidu i pomocu NK-CO,
ekstrakcije se izdvaja bez degradacije i1 kontaminacije. Ona je stabilna na povisenim
temperaturama, i zato Lamiaceae ekstrakti koji je sadrze predstavljaju prirodnu alternativu
sintetskim antioksidansima za veliki broj prehrambenih proizvoda. Zbog toga sastav, pa prema
tome 1 antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata zavisi od razli¢itih faktora kao $to su kvalitet
biljne sirovine, njeno geografsko poreklo, klimatski uslovi, vreme Zetve, nacin skladiStenja,
komercijalna formulacija (prasak ili tecnost), tip ekstrakcije i operativni parametri ekstrakcije
(Cuvelier i sar., 1996).
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5. ZAKLJUCAK

Glavni cilj ove disertacije bio je proucavanje antioksidativnih osobina frakcija iz
ruzmarina, zalfije, timijana i izopa dobijenih postupkom NKE, kao i hemijska analiza izolovanih
frakcija. Antioksidativna aktivnost ovih Lamiaceae ekstrakata, dobijenih konvencionalnim
nacinima ekstrakcije kao i njihov hemijski sastav ve¢ su ranije bili prouavani u mnogim
studijama. Medutim, ne postoji mnogo radova u kojima su objavljeni podaci o antioksidativnoj
aktivnosti natkriticnih ekstrakata primenom elektron spin rezonantne (ESR) spektrometrije i
merenjem peroksidnog broja u suncokretovom ulju. Tako u do sada objavljenoj fitohemijskoj
literaturi ne postoje podaci o hemijskom sastavu antioksidativnih frakcija timijana i izopa
dobijenih pomo¢u NKE. Takode ne postoje objavljeni rezultati o uticaju antioksidativnih frakcija
iz zalfije 1 izopa na oksidativnu stabilnost suncokretovog ulja. Pored toga, u literaturi nema
podataka o antioksidativnoj aktivnosti i hemijskom sastavu ispitivanih antioksidativnih frakcija
dobijenih pomoc¢u NKE na izabranim uslovima ekstrakcije iz ovog rada (35 MPa, 100°C).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

1) Primenom frakcione ekstrakcije sa natkriticnim ugljenik(IV)-oksidom mogu se izolovati
antioksidativne frakcije bez degradacije i kontaminacije bioaktivnih supstanci, i bez
prisustva komponenti koje mogu dodeliti ukus, miris ili boju tretiranom prehrambenom
proizvodu. Prinosi antioksidativnih frakcija ruzmarina, Zalfije, timijana i izopa bili su 2,61
mas%, 1,75 mas%, 1,40 mas% i 0,925 mas%, respektivno.

2) ESR spektralnom analizom uticaja antioksidativnih frakcija, sintetskog i komercijalnog
antioksidansa na DPPH radikale utvrden je redosled od najjace do najslabije
antioksidativne aktivnosti: BHA, ekstrakt timijana, Flavor' Plus™, ekstrakti ruzmarina i
zalfije 1 ekstrakt izopa. Ekstrakt timijana je pokazao najjacu antioksidativnu aktivnost
medu ispitivanim ekstraktima, slicnu kao komercijalni antioksidans Flavor' Plus™.,
Ekstrakt izopa pokazao je mnogo slabiju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa ostalim
ekstraktima. Antioksidativna aktivnost ostalih ekstrakata bila je uporediva sa aktivnoscu
sintetskog antioksidansa BHA.

3) ESR spektralnom analizom uticaja antioksidativnih frakcija, sintetskog i komercijalnog
antioksidansa na hidroksil radikale utvrden je redosled od najjace do najslabije
antioksidativne aktivnosti: Flavor' Plus™, ekstrakt zalfije, ekstrakt ruzmarina, ekstrakt
izopa, BHA i ekstrakt timijana. Pri ovoj metodi svi ispitivani natkriti¢ni ekstrakti bili su
uporedivi sa aktivnoS¢u komercijalnog antioksidansa Flavor' Plus™ i sintetskog
antioksidansa BHA.

4) Najve¢i sadrzaj karnosola imala je antioksidativna frakcija izopa, a najve¢i sadrzaj
karnosolne kiseline frakcija zalfije. Sadrzaj karnosola u frakciji izopa iznosio je 7,3341
g/100 g ekstrakta, u frakciji zalfije 6,9729 g/100 g ekstrakta, a u frakciji ruzmarina 3,9368
g/100 g ekstrakta. Sadrzaj karnosolne kiseline u frakciji zalfije iznosio je 13,7639 g/100 g
ekstrakta, a u frakciji ruzmarina 4,7596 g/100 g ekstrakta.
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5)

6)

7)

Rezultati dobijeni hemijskom analizom ekstrakta timijana i ESR spektralnom analizom
uticaja ekstrakta timijana na DPPH radikale ukazuju da se p-cimen-2,3-diol i bifenilna
jedinjenja javljaju kao glavna jedinjenja odgovorna za antioksidativnu aktivnost ekstrakta
timijana. Ekstrakt timijana pokazao je slicnu antioksidativnu aktivnost kao komercijalni
ruzmarinski ekstrakt Flavor' Plus™ i pokazao je mnogo jacu antioksidativnu aktivnost u
poredenju sa ispitivanim ekstraktima ruzmarina i zalfije. Dalja istrazivanja su potrebna u
cilju dobijanja pouzdanijih rezultata hemijskog sastava antioksidativnih frakcija posebno
u slucaju timijana i odredivanja jedinjenja koja doprinose jakoj antioksidativnoj aktivnosti
ekstrakta timijana.

Svi ispitivani ekstrakti pokazali su se kao inhibitori lipidne peroksidacije suncokretovog
ulja. Na osnovu vrednosti peroksidnog broja antioksidativna aktivnost ispitivanih biljnih
ekstrakata posle 12 h cuvanja na 98°C bila je sledeca: ekstrakt ruzmarina > BHA >
ekstrakt zalfije > Flavor' Plus™ > ekstrakt timijana > ekstrakt izopa. Dobijeni rezultati
odredivanja peroksidnog broja u suncokretovom ulju nisu medusobno u saglasnosti sa
rezultatima ESR spektralne analize uticaja antioksidativnih frakcija na DPPH radikale i na
hidroksil radikale jer je ekstrakt timijana pokazao najvecu aktivnost medu ispitivanim
ekstraktima na DPPH radikale, dok je ekstrakt zalfije pokazao najvecu aktivnost medu
ispitivanim ekstraktima na hidroksil radikale.

Biljni ekstrakti se mogu koristiti u prehrambenoj industriji ne samo zato Sto Stite proizvod
od oksidacije ve¢ i zbog svojih brojnih bioloskih i farmakoloskih aktivnosti. Zato je
potrebno standardizovati biljne ekstrakte koji bi se koristili kao alternativa sintetskim. To
zna¢i standardizovati njihov proces proizvodnje, sadrzaj aktivnih komponenti, metode
kojima bi se odredivala njihova antioksidativna aktivnost u hrani i koncentracije u kojoj bi
se dodavali prehrambenim proizvodima. Takode, iako se predpostavlja da su biljni
ekstrakti bezbedni za upotrebu kao nutritivni suplementi, komponente funkcionalne hrane
ili antioksidansi, njihova manja toksi¢nost u odnosu na sintetske se mora dokazati
toksikoloSkim ispitivanjima.
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PRILOZI

Prilog 1

Tabela P1.1 Antioksidativna aktivnost, AApppr (%) razlicitih koncetracija NKE ruzmarina,
zalfije, timijana i izopa izolovanih na 35 MPa i 100°, BHA i Flavor Plus™

Koncentracija
antioksidansa,
mg/ml

BHA

Flavor’Plus™ Ruzmarin

Zalfija

Timijan

Izop

0
0,005
0,01
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,4
0,5

1

2

2.5

5

10

15
20

32,29
67
85,71
92,86
100

0
21,43
5129

85,71
89,29

100

6,85
43,84

73,97
100

17,17
43,37

71,69
100

27,08
34,17
62,05
83,33

100

9.64
46,39
75,9
87,95
100
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Odredivanje ECs) vrednosti za antioksidativne frakcije ruzmarina, Zalfije, timijana i izopa,
BHA i Flavor’Plus™ (DPPH radikali)

B Ruzmarin
—— Bolcmanova kriva za ruzmarin

100
80
— 60 Data: Ruzmarin
‘69. Model. Bolzmann
~T Equation:
g y= A2+ (A1.A2)/(1 + exp({{x-x0)/dx))
‘(D 40 4 Weighting:
< ¥ Mo weighting
Chi*2iDoF =23.51767
R"2 = 0.99479
20
A1 -8.80324 5.07963
A2 110.28865 137721
%0 0.22793 +0.0207
04 - dx 0.07669 +0.02472
i
| . | . | . T —————————
0.0 01 0.2 0.3 0.4

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.1 Graficki prikaz Bolcmanove krive za antioksidativau frakcju ruzmarina

m  Zalfija
—— Bolecmanova kriva za zalfiju
100 +
80
— 60 Data: Zalfija
:—_‘-,‘-c: Model: Boltzmann
T Equation:
& y= A2+ (A1-AZ)(1 + exp({x-x0)/dx}}
‘(D 40 - Weighting:
< ¥ Mo weighting
Chi*2/DoF  =20.42244
20 R*2 = 099509
Al -22.14403 +25.56348
A2 13620031 +46.24005
%0 0.24857 +0.05254
04 n dx 012837 +0.07072
T T T T T ’ T —
0.0 01 0.2 0.3 0.4

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.2 Graficki prikaz Bolcmanove krive za antioksidativnu frakcju Zalfije
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®  Timijan
—— Bolecmanova kriva za timijan

100 4 =
80 4
Data: Timyjan
— 60 Model: Boltzmann
'39. Equation
~z 1 y = A2+ (A1-AZ)(1 + expl(x-x0)idx))
g Weighting:
{D 40 < ¥ Mo weighting
<
Chi*2/DoF =121.3102
- R"2 = 0.96546
204 A1 118227681  $54175.62509
/ A2 110.61555 +66.70276
/ %0 -0.33206 £7.18313
dx 0.13546 +0.45545
04 .
T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.3 Graficki prikaz Bolcmanove krive za antioksidativnu frakcju timijana

m |zop
—— Bolcmanova kriva za izop

100 [
-
1 =
80
| ]
Data: lzop
— 60 Model: Boltzmann
‘69‘ / Equation:
= / y= A2+ (A1-AZ)(1 + expl((e-x0)idx))
& LV Weighting
q:D 40 4 /f ¥ No weighting
< / Chi"2iDoF = T79.79866
R*2 = 097853
/
I
20 4 / A1 -22.26632 +20.96336
/ A2 94.71097 47 B5074
a =0 48148 £1. 65054
dx 267839 +1.31005
04 L] (]
I ' I ' I ' I ' | K
0 5 10 15 20

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.4 Graficki prikaz Bolzmanove krive za za antioksidativnu frakcju izopa
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m BHA
—— Bolcmanova kriva za BHA

100 e —
L
L]
80
I
!
/
/ m
|'lI
60 4 {
—_ .
2 / Data: BHA
= ; Model Logistic
& / Equation: y = A2 + (AT1-AZM(1 + (x/x0)}"p)
o i f Weighting:
< 40 L IIl' ¥ Mo weighting
< /
.I'I Chi*2iDoF = 579.65699
R"2 = 083981
204 /
."I Al 0 Fee
| / A2 WO -
/ x0 00279 %--
D | - [ 3 Ee-
T T T T T T T T T !
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.5 Graficki prikaz Bolcmanove krive za BHA

®m  Flavor'Plus
—— Bolcmanova kriva za Flavor'Plus

100 =
L]
]
80
Data: FlavorPlus
60 / Model: Logistic
.:o" / Equation: y = AZ + (A1-AZ)(1 + (x/x0)"p)
< /m Weighting:
T / ghting
g y Neo weighting
'(a 40 4 /
< I-'l Chi*2/DoF = 53.32481
fl R*2 = 098563
/
20 4 l|l."I Al o -
.l"l A2 100 e
J,-"' %0 0.0904 2-—
P 3 +-
04 II/
I ' I ' I I ' I ! I !
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

koncentracija (mg/ml)

Slika P1.6 Graficki prikaz Bolzmanove krive za Flavor’Plus™
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Prilog 2

Tabela P2.1 Antioksidativna aktivnost, AAon (%) razlicitih koncetracija NKE ruzmarina,
zalfije, timijana i izopa izolovanih na 35 MPa i 100°, BHA i Flavor’Plus™

Koncentracija BHA Flavor’Plus™ Ruzmarin Zalfija  Timijan Izop
antioksidansa,

mg/ml

0 0 0 0 0 0
0,05

0,1 0 0 25 13,75 21,76
0,25 27,2

0,5 22,09 65,28 38,79 48,46 0 35,88
0,75 78,24

1 30,23 83,36 44,44 67,97 6,98 38,68
1,25 87,52

1,5 53,49 90,4 64,06 82,81 22,79 54,69
1,75 100

2 67,33 76,85 100 76,74 64,84
2.5 79,3 81,25 86,05 92,37
3 100 100 100 100
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Odredivanje ECs) vrednosti za antioksidativne frakcije ruzmarina, Zalfije, timijana i izopa,
BHA i Flavor’Plus™ (OH radikali)

®  Ruzmarin

—— Bolemanova kriva za ruzmarin
100 L]
80 +
60 ata: Ruzmarin
ey Jodel: Boltzmann
i quation:
g f= A2+ (AT-AZN(1 + exp({x-x0}/dx)}
é 40 4 'eighting
Mo weighting
Lo =2
R*2 = 087676
20
Al 46212072 +166121.39938
AZ 1503.80548  £1315048.08797
a0 14.2415 £13519.35091
0 a dx 12.55268 +5875.98475
I ' I ' I ' I ' I ! I '
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25

Slika P2.1 Graficki prikaz Bolcmanove krive za antioksidativnu frakcju ruzmarina

koncentracija (mg/ml)

m Zalfija
—— Bolcmanova kriva za zalfiju

100 H [
80
Diata: Zalfija
60 4 Model: Boltzmann
@ Equation
g, = A2+ (A1-AZ)(1 + exp({x-x0)fdx))
5 MVeighting:
<< 404 No weighting
<,
rderl =&
R*2 = 099244
20 + A1 -1898.0864  +66156.8326
’/ A2 11,5459 £30.76401
/ 0 281052 +38 90197
/ de 08838 £177304
/
0+ =
T T T T T T T T '
0.0 05 1.0 1.5 20

Slika P2.2 Graficki prikaz Bolzmanove krive za antioksidativnu frakcju Zalfije

koncentracija (mg/ml)
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®  Timijan

—— Bolcmanova kriva za timijan

100 + ]
/
80
/lv’
/
60 / Data: Timijan
— .f'f Model: Boltzmann
= / Equation:
~ / = AZ + (A1-AZH(1 + expl{x-x0)dx))
o f."{ Weighting:
é 40 / Mo weighting
."’.’
I g ,
/./ R = 0.99217
204 A1 093672 +3,53091
A2 9512138 +4,52795
. x0 1.73165 +0.06184
dx 0.21082 +0,04641
0 -
T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 05 1.0 15 20 25 30

Slika P2.3 Graficki prikaz Bolzmanove krive za antioksidativnu frakcju timijana

koncentracija (mg/ml)

® |zop

—— Bolecmanova kriva za izop

100 +
80
60 ata: lzop
—_—
) odel: Botzmann
E':‘, quation:
5 = AZ + (A1-AZ)(1 + exp{(x-x0)idx))
< 40 - ‘eighting:
< Mo weighting
"2I00 .
R*2 = 095527
20 4
Al -3928.99407  £15580778.99056
A2 300064984 +8508115.77739
%0 -15.64875 +114778.89388
0 dx 56.64798 1188256.8152
B ]
T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0

koncentracija (mg/ml)

Slika P2.4 Graficki prikaz Bolzmanove krive za antioksidativnu frakcju izopa



m BHA
120 4 —— Bolemanova kriva za BHA

100

80+

60 4

40+

AA_ (%)

204

I I I
-05 00 05 1.0 1.5 20 25 3.0 35
koncentracija (mg/ml)

Slika P2.5 Graficki prikaz Bolzmanove krive za BHA

®  Flavor'Plus

120 . '
—— Bolemanova kriva za Flavor'Plus
100 - [
=
—— n
L]
80 +
. Data: FlavorPlus
—_— 60 fModel SWeibull2
BQ Equation: y = a - (a-b) exp( -(k*)"d }
=z Weighting:
q:o 40 v Mo weighting
<
/
204 / a 100 &
/ b 0 3--
/ d 1 £en
0 - - . k 2 e
-20 ——p— . . , —

T I LI I I
02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
koncentracija (mg/ml)

Slika P2.6 Graficki prikaz Bolzmanove krive za Flavor Plus™
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Prilog 3
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Slika P3.1 Hromatogrami antioksidativne frakcije ruzmarina, na vrhu, LC-ESI-MS, na dnu, LC-DAD
na 240 nm
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Slika P3.2 Hromatogrami antioksidativne frakcije zalfije, na vrhu, LC-ESI-MS, na dnu, LC-DAD
na 240 nm
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Slika P3.3 Hromatogrami antioksidativne frakcije timijana, na vrhu, LC-ESI-MS, na dnu, LC-DAD
na 240 nm
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Slika P3.4 Hromatogrami antioksidativne frakcije izopa, na vrhu, LC-ESI-MS, na dnu, LC-DAD
na 240 nm

124



Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

W3jaBrbyjem aa je pokTopcka avcepTaumja Noa HacNoBoM

» AHTVOKCMAATMBHE 0COBKHE dhpakumja AoBUjeHNX K3 ofabpaHux burbaka hamunuje

Lamiaceae nocTynkom HaTKpUTUYHe ekcTpakLmje “

® [PEIYyNTaT CONCTBEHOr UCTpaXuBa4kor paga,

* AaHncam Kpwino/na ayTopcka npasa 1 KOPUCTIO WHTENEKTyarHy CBOjUHY Apyrux nuua.

MoTtnuc

NBator ™

Y Beorpagy,




Mpunor 2.

UsjaBa o kopuwheky

Oenawhyjem YHuBep3uTeTcky Oubnuorteky ,,CBeToszap MapkoBuh®“ ga y [OurutanHu
peno3utopujym YHuBep3uTeta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nop
HaCNoBOM:

» AHTHoKcugaTeBHe ocobrHe dpakuymnja fobujeHnx ns ogabpaHux burbaka pamunuje

Lamiaceae NOCTYNKOM HaTKpUTUYHE ekcTpakumje

KOja je Moje ayTOpCKo aero.

Carnacan/Ha cam fa enekTpoHcka Bepauvja Mmoje gucepTauunje byae [OCTyMHa y OTBOPEHOM
npucTyny.

Mojy [OOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy Yy [AurutanHu penosvtopujym YHuBepsuTeta vy
Beorpagy mory Aa kopucTte CBM Koju NowTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue
KpeaTusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjarnHo
@ AyTOpCTBO — HEKOMepUWjanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCcTBO — HEKOMEpPLMjanHO — AENUTY NOA4 UCTUM YCroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTK NOA UCTUM YCroBMMa

(Monumo aa 3aokpyxute camo jegHy of wecT noHyheHnx nuueHum. Kpatak onuc nuueHum gat
je Ha cnepehoj cTpaHuuw.)

Motnuc

"
Matous

Y Beorpagy,




