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SAZETAK

RAZVOJ METODOLOGIJE ZA ZELENU EKSTRAKCIJU BIOAKTIVNIH
KOMPONENATA IZ PRIRODNIH PROIZVODA PRIMENOM PRIRODNIH
EUTEKTICKIH SMESA

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije jeste razvoj ekoloSki prihvatljive analiticke
metodologije za analizu bioaktivnih komponenata iz prirodnih proizvoda. Ova metodologija ima za
cilj sistematsku evaluaciju znac¢ajnog broja prirodnih eutekti¢kih smesa razlicitih fizicko—hemijskih
svojstava 1 optimizaciju postupaka ekstrakcije, pri ¢emu bi predlozeni postupak predstavljao zelenu
alternativu konvencionalnoj metodi ekstrakcije organskim rastvaracima.

Razvijene su nove i modifikovane u literaturi opisane prirodne eutekticke smese koje su se koristile
kao rastvaraci za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, kao najzastupljenijih sekundarnih metabolita u
model sistemima (lekovito bilje, propolis i voce). Primenjeno je molekulsko modelovanje i
hemometrijska analiza za obradu podataka u cilju odabira eutektickih smeSa sa najveéim
potencijalom. Odreden je sadrZaj ukupnih fenola, flavonoida i1 antocijana i kvantifikovana su
pojedinac¢na fenolna jedinjenja u zelenim ekstraktima i rezultati uporedena sa konvencionalnim
ekstraktima. Uradeno je in vitro ispitivanje antioksidativne i1 antimikrobne aktivnosti ekstrakata.
Procenjena je ekoloSka prihvatljivost metode ekstrakcije 1 visoko—efikasne tankoslojne
hromatografije pomoc¢u Nacionalnog indeksa uticaja metode (NEMI piktogram) i analiticke Eko—
skale.

Rezultati su ukazali na prednost eutektickih smeSa kao ekstrakcionog sredstva u pogledu prinosa,
ekoloske prihvatljivosti i ciljane ekstrakcije jedinjenja. Primena hemometrijske analize u kombinaciji
sa neciljanim hemijskim profilisanjem je dala bolji uvid u uticaj strukture komponenata eutektic¢kih
smesa na sastav ekstrakta. Molekulsko modelovanje je pruzilo dublje razumevanje interakcija izmedu
eutektickih smesa 1 ciljanih jedinjenja i omogucilo predvidanje efikasnosti ekstrakcije.

Kljuéne reci: Prirodne eutekticke smeSe, prirodni proizvodi, efikasnost ekstrakcije, fenolna
jedinjenja, HPTLC, LC-MS, multivarijantna analiza, zelena hemija, molekulsko modelovanje.

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF METHODOLOGY FOR GREEN EXTRACTION OF BIOACTIVE
COMPONENTS FROM NATURAL PRODUCTS USING NATURAL EUTECTIC
SOLVENTS

The subject of this doctoral dissertation is the development of an environmentally friendly analytical
methodology for the analysis of bioactive compounds from natural products. This methodology aims
to systematically evaluate a significant number of natural eutectic solvents and to optimize the
extraction procedure, as a green alternative to conventional methods.

New and modified natural eutectic solvents were developed and then applied as solvents for the
extraction of phenolic compounds, the most abundant secondary metabolites in the studied model
systems (medicinal herbs, propolis, and berries). Molecular modeling and chemometric analysis were
used for data processing to select the eutectic mixtures with the highest potential. The content of total
phenols, flavonoids, and anthocyanins was determined, and individual phenolic compounds were
quantified in green extracts and compared with conventional ones. An in vitro study to evaluate the
biological activity of the extracts was performed. The greenness assessment for the extraction method
and high—performance thin—layer chromatography was evaluated using the National Environmental
Methods Index (NEMI pictogram) and analytical Eco—Scale.

The results indicated the advantages of eutectic mixtures as an extraction medium compared to
conventional methods in terms of yield, environmental acceptability, and targeted extraction. The
application of chemometric analysis in combination with non—targeted chemical profiling provided a
better understanding of the influence of the structure of eutectic components on extract composition.
Molecular modeling offered a deeper understanding of the interactions between eutectic mixtures and
target compounds and allowed for the prediction of of extraction efficiency.

Key words: Natural Deep Eutectic Solvents, natural products, extraction efficiency, phenolic
compounds, HPTLC, LC-MS, multivariate analysis, green chemistry, molecular modeling.

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytical Chemistry
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UVOD

1. Uvod

Potrosnja velikih koli¢ina toksi¢nih organskih rastvaraca u hemijskim procesima negativno utice na
zivotnu sredinu i1 zdravlje ljudi. Poslednjih godina, ovaj problem je postao sve znacajniji i nekoliko
principa zelene analitiCke hemije se direktno ili indirektno odnosi na smanjenje ili eliminaciju
upotrebe toksi¢nih rastvarata. Razvoj ekoloski prihvatljivih rastvaraca koji bi se koristili za
ekstrakciju jedinjenja razli¢ite polarnosti postao je jedan od najaktuelnijih pravaca zelene hemije.
Trenutno je u upotrebi Sirok spektar razli¢itih ekoloski prihvatljivih, odnosno zelenih rastvaraca,
ukljucujuéi jonske tecnosti, eutekticke smese, rastvarace dobijene iz biomase, superkriti¢ni ugljen-
dioksid 1 likvifikovane (teCne) gasove.

Mnoga istrazivanja su posvecena analizi fiziCko—hemijskih, termickih i transportnih svojstava, kao i
toksi¢nosti jonskih te¢nosti, Sto olakSava njihov odabir i primenu. S druge strane, eutekticke smese,
narocCito prirodne eutektiCke smeSe, predstavljaju oblast koja se trenutno intenzivno istrazuje i
sistematizacija njihovih svojstava jo§ uvek nije u potpunosti uspostavljena. Glavna prednost prirodnih
eutektickih smesa je moguénost pripreme velikog broja rastvaraca razli¢itog sastava, jer se za njihovu
pripremu koriste primarni metaboliti kao Sto su Seceri, Seferni alkoholi, organske kiseline,
aminokiseline, amidi i kvartarne amonijum soli. S obzirom na to da se fizicko—hemijska svojstva
eutektickih smeSa mogu prilagodavati promenom sastava, one pruzaju znacajnu prednost u ekstrakciji
razli¢itih grupa jedinjenja, a takode su korisne i u drugim oblastima gde se upotrebljavaju organski
rastvara¢i. Njihova povoljna fizicko—hemijska svojstva, poput zanemarljive isparljivosti, tecnog
stanja Cak i pri temperaturama ispod 0°C, promenljive viskoznosti i1 Sirokog opsega polarnosti,
doprinela su sve ve¢em interesovanju za ove rastvarace.

Naucni cilj ove disertacije je da se sistematskom analizom znacajnog broja pripremljenih prirodnih
eutektickih smesa razlic¢itih fizicko—hemijskih svojstava optimizuje postupak ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja 1z prirodnih proizvoda. PredloZeni postupak predstavljao bi zelenu alternativu
konvencionalnoj metodi ekstrakcije organskim rastvara¢ima. Male koli€ine rastvaraca koje bi se
koristile za ekstrakciju takode bi doprinele ekoloskoj prihvatljivosti metode. Dodatno, u okviru
disertacije ¢e se ispitati moguénost primene molekulskog modelovanja i hemometrijskih metoda za
obradu podataka u cilju odabira prirodnih eutekti¢kih smeSa sa najve¢im potencijalom za ekstrakciju
bioaktivnih komponenata iz prirodnih proizvoda, ¢ime bi se u znafajnoj meri skratilo vreme i
potros$nja reagenasa potrebnih za ekstrakciju.



OPSTI DEO

2. Opsti deo

2.1. Zelena hemija

Zelena hemija je nauc¢na oblast Ciji je prioritet da se smanji ili eliminiSe upotreba i stvaranje opasnih
supstanci kroz dizajn hemijskih procesa i proizvoda.' Cilj zelene hemije je da se hemijske supstance
i procesi dizajniraju na nacin koji bi smanjio rizik po ljudsko zdravlje i Zivotnu sredinu.' Jedan od
najvaznijih aspekata zelene hemije je koncept dizajna, koji se zasniva na sistematskom planiranju i
uklju¢ivanju inovacija kako bi se postigao cilj odrZivosti.'* Pol Anastas i DZon Vorner (eng. Paul
Anastas 1 John Warner ) su postulirali 12 principa zelene hemije u svojoj knjizi ,,Zelena hemija: teorija
1 praksa“ (eng. Green Chemistry: Theory and Practice), objavljenoj 1998. godine. Ovih dvanaest
principa se nazivaju i ,,pravilima dizajna“ jer se fokusiraju na dizajn i planiranje kao klju¢ne
komponente za postizanje ciljeva zelene hemije.’

Dvanaest principa zelene hemije predloZenih od strane Anastasa i Vornera su sledeéi':

1. Prevencija stvaranja otpada — Bolje je spreciti stvaranje otpada, nego ga kasnije tretirati i
uklanjati;

2. Atomska ekonomicnost — Sinteze bi trebalo da budu dizajnirane tako da se maksimalno
iskoriste reagensi pri formiranju kona¢nog proizvoda, ¢ime se smanjuje stvaranje otpada;

3. Manje opasna hemijska sinteza — Metode sinteze treba da budu osmisljene tako da koriste 1
proizvode supstance sa niskom ili nikakvom toksi¢nos¢u za rad i zivotnu sredinu;

4. Proizvodnja bezbednih hemikalija — Hemikalije bi trebalo dizajnirati tako da ispunjavaju
svoju funkciju, ali i da imaju najmanju mogucu toksi¢nost;

5. Bezbedni rastvaracdi i pomoéne supstance — Izbegavati upotrebu rastvaraa i drugih
reagenasa kad god je to moguce. Kada je njihova upotreba neophodna, trebalo bi koristiti one
koje su bezbedne za zdravlje i Zivotnu sredinu;

6. Energetska efikasnost — Smanjiti energetske zahteve hemijskih procesa. Kada je to moguce,
hemijske reakcije treba izvoditi na sobnoj temperaturi i pritisku;

7. Koriséenje obnovljivih izvora — Koristiti obnovljive sirovine kad god je to moguce;

8. Smanjenje derivatizacije — Izbegavati nepotrebne derivatizacije, jer zahtevaju dodatne
reagense 1 mogu generisati otpad;

9. Kataliza — Upotreba katalizatora (Sto je moguce selektivnijih) je bolja od upotrebe
stehiometrijskih koli¢ina reagensa;

10. Dizajn degradacije — Hemijski proizvodi treba da budu dizajnirani tako da se kraju svog
zivotnog veka razgrade u bezopasne proizvode;

11. Analiza u realnom vremenu radi prevencije zagadenja — Razviti analiticke metode koje
omogucavaju pracenje 1 kontrolu u realnom vremenu tokom procesa, kako bi se sprecilo
stvaranje opasnih supstanci;

12. Bezbedniji hemijski procesi radi spre¢avanja akcidenata — Hemijske supstance i procesi
treba da budu odabrani tako da se potencijalne nesrece, ukljucujuci eksplozije, poZare i
prosipanje toksi¢nih materijala, sprece.

Prethodno navedenih dvanaest principa ne predstavljaju dvanaest nezavisnih ciljeva, ve¢ oni zajedno
¢ine integrisani i sveobuhvatni sistem, jer se samo primenom svih principa moze posti¢i odrziv
proces.! Zelena hemija, dakle, ne predstavlja samo hemijski proces u kojem se koriste manje toksi¢ne
supstance, vec¢ je skup akcija, stavova i razmisljanja o celom procesu sa ciljem smanjenja reagenasa,
koraka i energije.* Samim tim uticaj zelene hemije je visedimenzionalan, jer svaki izbor posledi¢no
uti¢e na krajnji proizvod i okruZenje— Zivotnu sredinu, populaciju, analiti¢are i kompanije.*

2.2. Zelena analiticka hemija

Napredak zelene hemije zajedno sa razvojem analitickih metoda doveo je do nastanka zelene
analiticke hemije (eng. Green analytical chemistry— GAC). Primenom novih analitickih metoda 1

2



OPSTI DEO

tehnika smanjila se upotreba i stvaranje $tetnih supstanci u svim fazama hemijske analize.* Dvanaest
principa zelene hemije podstaklo je formulisanje glavnih ciljeva i prioriteta zelenih analitickih
metoda, a pre svega eliminisanje, ili barem znaCajno smanjenje, reagenasa, posebno organskih
rastvaraca iz analitickih procedura, smanjenje emisije para i gasova, kao i teCnog i ¢vrstog otpada
proizvedenog u analitickim laboratorijama, kao i smanjenje potrebnog rada i potroSnje energije u
analitickim procedurama.® Principi zelene hemije su pre svega osmisljeni da zadovolje potrebe
hemijske sinteze 1 samo se neki od principa mogu direktno primeniti na analiticke metode, i to su
prevencija stvaranja otpada (prvi princip), bezbedni rastvaraci i pomocne supstance (peti princip),
energetska efikasnost (Sesti princip) 1 smanjenje derivatizacije (osmi princip), dok su neki principi
potpuno neadekvatni za analiticku hemiju (na primer drugi princip — atomska ekonomicnost).
Galuska, Migasevski i NamiesSnik (polj. Gafuszka, Migaszewski 1 Namiesnik) su 2013. godine
predlozili dvanaest principa koji su skladu sa ciljevima zelene analiticke hemije 1 ukljucuju Cetiri
principa koje su definisali Anastas i Vorner i osam novih principa.” Dvanaest principa zelene
analiticke hemije su sledec¢i:

1. Direktne analiticke tehnike — Primeniti analiti¢ke tehnike koje ne zahtevaju pripremu
uzoraka;

2. Minimalna veli¢ina uzorka i minimalan broj uzoraka — Smanjiti veli¢inu uzorka
koriS¢enjem analitiCkih tehnika koje zahtevaju malu koli¢inu uzoraka za analizu i smanjiti
broj uzoraka primenom eksperimentalnog dizajna;

3. Sprovodenje analiza in situ — Koristiti metode koje omogucavaju analizu uzoraka direktno
na mestu gde se uzorak nalazi;

4. Integracija analitickih procesa — Koristiti analiticke metode koje integrisu korake pripreme
uzorka, razdvajanja analita i1 detekcije ¢ime se smanjuje broj i1 koli¢ina reagensa potrebnih za
analizu i Stedi energije;

5. Automatizovane i minijaturizovane metode — Primeniti analiticke metode koje su
automatizovane 1 minijaturizovane kako bi se smanjila koli¢ina upotrebljenih reagensa 1
generisanog otpada i povecala se bezbednost analitiCara;

6. Smanjenje derivatizacije — Izbegavati nepotrebne derivatizacije, jer zahtevaju dodatne
reagense 1 mogu generisati otpad,

7. Smanjenje analitickog otpada — Izbegavati stvaranje velikih koli¢ina analitickog otpada i
obezbediti pravilno rukovanje istim;

8. Metode koje analiziraju viSe analita — Dati prednost metodama kojima se odreduje
istovremeno vise analita ili viSe parametara u odnosu na metode koje analiziraju samo jedan
analit, odnosno parametar;

9. Energetska efikasnosti — Upotrebu energije treba svesti na minimum,;

10. Koris$éenje obnovljivih izvora — Dati prednost reagensima koji su dobijeni iz obnovljivih
izvora;

11. Ukloniti ili zameniti toksi¢ne reagense — Eliminisati ili zameniti toksi¢ne 1 bioakumulativne

12. Bezbednost analiti¢ara — Smanyjiti rizik kojem je analiticar izloZen upotrebom bezbednih
hemikalija, automatizovanih instrumentalnih metoda i minijaturizovanih sistema.*’

2.3. ,,Bela® analiticka hemija

Primena principa zelene analiticke hemije u laboratorijskoj praksi omoguéava bezbedan i ekoloski
prihvatljiv rad koji, medutim, moZe uticati na pouzdanost metode, njenu tacnost, preciznost i
osetljivost, jer podsti¢e upotrebu minimalnih koli¢ina uzorka i minimalnog broja uzoraka, primenu
direktnih metoda i minijaturizaciju instrumenata.” Kako bi se postigla ravnoteza izmedu ekoloske
prihvatljivosti metode i njene upotrebljivosti, ekonomicnosti i prakti¢nosti razvijen je Crveni—Zeleni—
Plavi (eng. Red—Green—Blue— RGB) model, koji predstavlja proSirenje koncepta zelene analiticke
hemije na ostale osnovne boje: crvenu i plavu. U ovom modelu svaka boja oznacava jedan znacajan
aspekt analiticke metode: crvena boja oznaCava analiticku efikasnost, koja je izraZzena kroz
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validacione parametre, zelena oznaCava principe zelene analiticke hemije, dok plava oznacava
produktivnost, odnosno prakti¢nu i ekonomsku efikasnost. Na osnovu RGB modela idealna analiticka
metoda bi bila predstavljena kao ,,bela”, §to ukazuje na visok nivo zasi¢enosti svake primarne boje,
odnosno svakog aspekta analiticke metode (Slika 1.). Medutim, ako metoda nije idealna i ne ispunjava
kriterijume ovog modela rezultiraée tamnijom bojom.®

CRVENA
Analiticka efikasnost

ZELENA |
Ekoloska prihvatljivost |

PLAVA
Prakti¢nost/isplativost

RGB model

Slika 1. Crveni—Zeleni—Plavi (RGB) model za procenu ,,beline* analiticke metode.

Na osnovu ovog modela Novak, Viteha—Poslusni 1 PavliSin (polj. Nowak, Wietecha—Postuszny 1
Pawliszyn) su 2021. godine predlozili 12 principa bele analiticke hemije (eng. White Analytical
Chemistry— WAC) 1 termin ,,belina* definisali kao sinonim za dobru uravnotezenost analiticke
metodologije.® Dvanaest principa bele analiticke hemije sastoje se iz 4 crvena (R1-R4), 4 zelena (G1—
G4) 1 4 plava (B1-B4) principa i oni su sledeci:

R1. Oblast primene — Potrebno je da analiticka metoda ima najSiru mogucu oblast primene u
pogledu odredivanja analita, opsega linearnosti, kompatibilnosti sa razli¢itim tipovima uzoraka i
robusnosti prema prisutnim interferencama;

R2. LOD i LOQ — Potrebno je da analiticke metode imaju najniZze moguce granice detekcije i
kvantifikacije (eng. limit of detection— LOD 1 limit of quantification— LOQ);

R3. Preciznost — Potrebno je da analiticka metoda bude S§to preciznija, odnosno rezultati
repetabilni 1 reproduktivni;

R4. Ta¢nost — Potrebno je da analiticka metoda bude Sto tacnija, §to podrazumeva minimalnu
relativnu greSku odredivanja i analiticki prinos (eng. recovery) $to blizi 100%;

G1. Toksi¢nost reagenasa — Potrebno je da se tokom analitickog odredivanja koristi §to manje
toksi¢nih reagenasa, a §to viSe biorazgradivih 1 obnovljivih reagenasa;

G2. Broj i koli¢ina reagenasa i otpada — Potrebno je da se tokom odredene analiticke metode
trosi §to manje reagenasa i proizvodi $§to manje otpada;

G3. Energija — Potrebno je da se tokom odredene analiticke metode trosi §to manje energije;
G4. Direktni uticaj — Primena neke analiticke metode ne sme direktno da utice na ljude, zivotinje
1 prirodu;

B1. Isplativost — Potrebno je da analiticka metoda bude $to je moguce isplativija, a u ukupni
troSak treba uracunati cenu instrumenta, materijala i osoblja;

B2. Vremenska efikasnost — Analiticke metode treba da se odlikuju najveCom mogucom
vremenskom efikasnos¢u (najkrace ukupno vreme analize, ukljuujuéi razvoj metode i sve faze
analitickog procesa);

B3. Zahtevnost — Analiticke metode ne bi trebalo da budu zahtevne u pogledu koli¢ine potrebnog
uzorka, pristupa naprednoj opremi, kompetentnosti osoblja 1 laboratorijske infrastrukture;

B4. Operativna jednostavnost — Analiticke metode treba da se odlikuju najvi§im moguéim
nivoom minijaturizacije, integracije, automatizacije i prenosivosti (merenja na licu mesta).

Koris¢enjem RGB modela ,belina® metode se moze kvantifikovati koris¢enjem tabela evaluacije
opisanih u radu Novaka i saradnika, pri ¢emu je potrebno proceniti svaki princip pojedina¢no.®
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2.4. Zeleni rastvaraci

Sa sve vec¢om primenom zelene hemije u poslednje dve decenije doslo je do razvoja novih, ekoloski
prihvatljivih rastvaraca koji su dobili naziv zeleni rastvaraci. Uzimaju¢i u obzir principe zelene
analiticke hemije idealan rastvarac bi trebalo da ima nisku toksi¢nost i nizak uticaj na zivotnu sredinu,
da je jeftin, biorazgradiv, viSekratno upotrebljiv i da se moze dobiti iz obnovljivih izvora. U slucaju
kad se koriste kao ekstrakciono sredstvo, zeleni rastvaraéi bi trebalo da budu efikasni i selektivni.’
Primeri zelenih rastvaraca naj¢esce koriS¢enih u analitickoj hemiji su: voda, superkriti¢ni i subkriticni
fluidi, tecni gasovi, rastvarac¢i dobijeni iz biomase (eng. bio—based solvents), rastvara¢i promenljive
hidrofilnosti (eng. switchable—hydrophilicity solvents— SHSs), amfifilni rastvaraci, jonske tecnosti i
eutekticke smese.”!°

Superkriticni fluidi su supstance koje se nalaze na pritisku i temperaturi iznad kriti¢ne tacke i imaju
fizicko—hemijska svojstva koja su izmedu svojstava gasova i te€nosti. Gustina im je sli¢na kao kod
teCnosti, viskoznost je kao kod gasova, a difuzija je dva reda veli¢ine veca u odnosu na tecnosti.
Njihova svojstva se mogu podesiti malim promenama pritiska i temperature, Sto im daje veliku
prednost u odnosu na tradicionalne organske rastvarace. Koris¢enjem superkriticnih fluida se skracuje
vreme potrebno za ekstrakciju i povecava efikasnost, a rastvara¢ se lako moze ukloniti po zavrsetku
ekstrakcije, pri ¢emu ne dolazi do stvaranja otpada. Fluid koji se najcesce koristi tokom superkriticne
ekstrakcije (eng. supercritical fluid extraction, SFE) je ugljen—dioksid, jer ima niske vrednosti
kriticne temperature i kriticnog pritiska (Tk=31,1°C, pk=7,38 MPa) i potpuno ispunjava kriterijume
zelene analiticke hemije (nezapaljiv, netoksic¢an, dostupan i obnovljiv). Medutim primena ekstrakcije
sa superkritiénim ugljen—dioksidom je ograni¢ena na nepolarna i umereno polarna jedinjenja.”!! Voda
je najvazniji rastvara¢ u prirodi 1 smatra se idealnim zelenim rastvara¢em, zbog svojih ekoloski
nezapaljiva, netoksi¢na, dostupna, jeftina i moze doprineti proizvodnji bezbednih ekstrakata koji
nemaju tragove toksicnih rastvaraca. Ipak, voda je izuzetno polarni rastvarac, zbog ¢ega se moze
koristiti uglavnom za ekstrakciju veoma polarnih jedinjenja i u ambijentalnim uslovima nije efikasna
za ekstrakciju manje polarnih 1 nepolarnih sastojaka. Medutim, kada se voda nalazi u superkriticnom
stanju, odnosno iznad kriti¢ne tacke od 22,1 MPa 1 374,2°C, ima svojstva nepolarnog rastvaraca i
mozZe rastvarati organska jedinjenja i gasove. Superkriticna voda se ne koristi Cesto za ekstrakciju jer
je visoko reaktivna 1 moze dovesti do oksidacije, hidrolize, ali 1 razgradnje jedinjenja. Osim toga
postizanje superkriticnih uslova zahteva veoma visoke temperature i pritiske za koje je potrebna
specijalizovana oprema, §to €ini ceo proces neisplativim 1 rizi€nim, jer greSke u radu mogu dovesti
do opasnih situacija. Subkriticna voda je voda koja se nalazi na temperaturi iznad temperature
klju€anja (100°C), ali ispod kriticne temperature (374°C) 1 na pritisku dovoljnom velikom da ostane
tecna. Fizicko—hemijska svojstva subkriticne vode se menjaju sa promenom temperature i pritiska sto
joj daje prednost u primeni kao rastvaraca za ekstrakciju. Sa povecanjem temperature dielektri¢na
konstanta opada i voda pocinje da pokazuje svojstva slicna organskim rastvara¢ima. Dielektri¢na
konstanta vode na 214°C je ista kao 1 metanola na sobnoj temperaturi, dok na 295°C voda ima
polarnost slicnu acetonu, zbog ¢ega se moze koristiti za ekstrakciju nepolarnih i umereno polarnih
jedinjenja. Ekstrakcija sa subkriticnom vodom (eng. subcritical water extraction— SWE) koja se
naziva jos§ 1 ekstrakcija pregrejanom vodom ili ekstrakcija vrelom vodom pod pritiskom, je ekoloski
prihvatljiva metoda koja je manje tehnicki 1 ekonomski izazovna u odnosu superkriti€nu ekstrakciju.
Medutim glavni nedostatak ove ekstrakcije je uklanjanje vode, odnosno rastvaraca iz dobijenog
ekstrakta *1213

Te¢ni gasovi nastaju hladenjem ili kompresijom gasova. Kao zelena alternativa se najceSce
primenjuju n-butan, n—propan, dimetil-etar, trans—1,3,3,3—tetrafluoroprop—1-en, 1 1,1,2,2—
tetrafluoroetan. Ekstrakcija te€nim gasovima se vrSi pri niskim pritiscima (< 1 MPa) i sobnoj
temperaturi, $to predstavlja njihovu prednost, medutim njihova upotreba je potencijalno opasna zbog

izuzetno zapaljivih para.>!'*



OPSTI DEO

Rastvaraci dobijeni iz biomase (eng. bio—based solvents) se proizvode u procesu transformacije
biomase iz razlicitih obnovljivih izvora, kao $to su poljoprivredni usevi (biljke bogate ugljenim
hidratima, npr. kukuruz, psenica i Secerna repa), Sume (npr. drvo), vodena biomasa (npr. alge) i
otpadni materijal. Razli¢iti rastvaraci se mogu dobiti iz ovih izvora, kao §to su alkoholi, estri, glicerol,
terpeni, furfural i furan. Najces¢e koriS¢ene alternative su D—limonen, 2—metiltetrahidrofuran (2—
MeTHF) i ciklopentil-metil etar (CPME).>!3"!> Glavne prednosti ovih rastvara¢a su niska toksi¢nost,
obnovljivost i biorazgradivost, dok visoka cena predstavlja najvecu prepreku §iroj primeni ovih
rastvaraca.'!

Amfifilni rastvaraci su specifi¢na klasa rastvaraca koje karakterisSe prisustvo hidrofobnih 1 hidrofilnih
grupa u njihovim molekulima §to im omogucéava da se ponaSaju kao emulgatori i surfaktanti. Kada
se amfifilni rastvaraci rastvore u vodi iznad odredene koncentracije, mogu formirati strukture koje se
nazivaju micele. U micelama, hidrofobni delovi molekula su usmereni ka unutrasnjosti, dok su
hidrofilni delovi okrenuti ka spoljasnosti Sto omogucava rastvaranje nepolarnih jedinjenja u vodi.
Micele smanjuju povrsinski napon vode ¢ime olakSavaju rastvaranje supstanci i mogu dovesti do
stabilizacije rastvora i tako spreciti aglomeraciju ili taloZzenje hidrofobnih supstanci. U analiti¢koj
hemiji, amfifilni rastvaraci se koriste za ekstrakciju i preciS¢avanje jedinjenja iz kompleksnih matrica.
Najces¢e primenjivane ekstrakcione tehnike su ekstrakcija potpomognuta micelama (eng. micelle—
assisted extraction— MAE) 1 ekstrakcija u tacki zamuéenja (eng. cloud—point extraction— CPE).
Mnogi amfifilni rastvaraci su dizajnirani da budu biorazgradivi i manje toksi¢ni, $to ih ¢ini ekoloski

Jonske te¢nosti 1 eutekticke smese kao vrste zelenih rastvaraca ¢e u ovom radu biti detaljnije opisani
u nastavku.

2.4.1. Jonske tecnosti

Jonske te€nosti su posebna grupa rastvaraca koja se sastoji od jonskih (naelektrisanih) komponenti 1
nalaze se u tecnom agregatnom stanju na sobnoj temperaturi. Sastoje se od glomaznog katjona koji
sadrzi pozitivno naelektrisani atom azota, fosfora ili sumpora, kao S$to su razliito supstituisani
imidazolijum, piridinijum, piperidinijum, oksazolijum, amonijum, sulfonijum i fosfonijum joni 1
anjona, medu kojima se najceS¢e koriste halidi, nitrati, sulfati, acetati, alkil—sulfati, alkil- sulfonati,
tetrafluoroborati, heksaflurofosfati i sli¢ni.'®!?

Na osnovu fizicko—hemijskih svojstava, jonske te¢nosti se dele u tri generacije:

e Prva generacija — jonske tecnosti sa jedinstvenim fizi€kim svojstvima koja se mogu poboljSati
promenom katjona ili anjona;

e Druga generacija — jonske teCnosti sa ciljanim hemijskim svojstvima kombinovane sa
odabranim fizickim svojstvima. Fizicko—hemijska svojstva jonskih tecnosti zavise od prirode
katjona 1 anjona, kao 1 interakcija izmedu njih. Za hemijska svojstva i reaktivnost naj¢esce su
odgovorne specifi¢ne funkcionalne grupe katjona, dok fizi¢ka svojstva zavise od anjona;

e Trefa generacija — jonske tecnosti sa ciljanim bioloskim svojstvima kombinovane sa
odabranim fizickim i hemijskim svojstvima. Ovu generaciju jonskih tecnosti predstavljaju
aktivna farmaceutska jedinjenja, koja imaju strukturu sli¢nu jonskim te¢nostima 1 bioloski su
aktivna.'6-17

Fizi¢ko—hemijska svojstva jonskih te¢nosti mogu biti podeSena odabirom supstituisanih grupa kao i
duzinom prisutnog alkil lanca u katjonu/anjonu, zbog cCega se smatraju ,,dizajniranim
rastvara¢ima®.!>!8 Tako postoji veliki broj moguéih hemijskih struktura jonskih te¢nosti §to dovodi
do razli¢itih fizicko—hemijskih svojstava, neka svojstava su im zajednicka.'’Niska temperatura
topljenja je jedna od klju¢nih karakteristika, jer jonske te¢nosti zapravo predstavljaju rastopljene soli.
Osim toga poseduju visoku termicku, hemijsku i elektrohemijsku stabilnost, kao 1 veoma nisku
korozivnost. Velika prednost im je i nizak napon pare na sobnoj temperaturi, $to je posledica
elektrostatiCkih sila koje se javljaju izmedu katjona 1 anjona, a koje ih ¢ine neisparljivim. Jonske
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teCnosti imaju vecu viskoznost od organskih rastvaraca, a gustina im je uglavnom veca od vode, dok
je povrsinski napon manji od vode, ali ve¢i od ugljovodonika. Ova navedena svojstva (gustina,
viskoznost 1 povrSinski napon) su od velikog znacaja prilikom primene jonskih tecnosti kao
ekstrakcionih sredstava, jer uti¢u na transfer mase i odvajanje. Svrstavaju se u polarne rastvarace, ali
se njihova hidrofobnost moze povecati promenom strukture, odnosno primenom katjona sa duzim
alkil nizom. Jonske te¢nosti imaju dosta prednosti u odnosu na organske rastvarace, kao $to su niska
temperatura topljenja, visoka termicka i hemijska stabilnost, nizak napon pare, niska korozivnost,
prilagodljiva hemijska i fizicka svojstva i mogucnost rastvaranja Sirokog spektra supstanci, §to ih ¢ini
univerzalnim i ekologki prihvatljivim rastvara¢ima.'>'® Ovi rastvaraéi imaju Siroku primenu u
razli¢itim oblastima nauke i tehnologije, a u analitickoj hemiji se najvise koriste kao ekstrakciona
sredstva gde zamenjuju kovencionalne rastvara¢e. Osim toga nasle su primenu u hromatografskim
tehnikama kao stacionarne faze u tecnoj hromatografiji visokih performansi i gasnoj hromatografiji,
kao i matriksa za masenu spektrometriju.'® Medutim, poslednjih godina njihov zeleni aspekt je
doveden u pitanje zbog slabe biokompatibilnosti i biorazgradivosti, kao i zbog cene sinteze, koja je 5
do 20 puta veca od one za organske rastvarace. Kako bi se prevaziSli navedeni problemi, eutekticke
smese su pocele da se koriste u sve ve¢oj meri kao alternativa jonskim te¢nostima.?

2.4.2. Eutekticke smeSe

Eutekticke smesSe, nazivaju se jos i eutekticki rastvaraci, kao 1 duboki eutekticki rastvaraci/smese
(eng. Deep Eutectic Solvents— DES), predstavljaju novu generaciju rastvaraca. Re¢ eutektik potice od
starogrckog edtnkrog ili eutektos $to znaci lako topljiv. Pripremaju se meSanjem akceptora vodonicne
veze (eng. Hydrogen Bond Acceptor— HBA) 1 donora vodoni¢ne veze (eng. Hydrogen Bond Donor—
HBD) izmedu kojih se formira vodoni¢na veza, a dobijena smeSa ima nizu temperaturu topljenja od
svake pojedina¢ne komponente. Kao HBA najces$¢e se koriste kvaternarne amonijum i fosfonijum
soli, dok se alkoholi, karboksilne kiseline 1 amini primenjuju kao HBD. Smanjenje tacke topljenja je
posledica delokalizacije naelektrisanja koja se deSava kroz interakciju HBD 1 halidnog jona
kvaternarne soli.'"** Ovi rastvara¢i imaju sli¢na svojstva kao i jonske te¢nosti — nisu isparljivi i
zapaljivi, lako se pripremaju i imaju sli¢ne polazne komponente, ali takode imaju i prilagodljivu
polarnost, gustinu 1 viskoznost. Iz navedenih razloga eutekti¢ke smeSe se nekad nazivaju 1 cetvrtom
generacijom jonskih tec¢nosti, iako nisu u potpunosti sastavljene od jona. Medutim, priprema

eutektickih smesa je jeftinija 1 imaju niZzu toksi¢nost u poredenju sa jonskim tecnostima §to ih Cini
..... 10,12

Eutekticke smeSe su privukle paznju nau¢ne zajednice u poslednje dve decenije nakon rada Abota
(eng. Abbott) i saradnika®' koji su primetili neuobi¢ajeno sniZenje tacke topljenja prisutno u
eutektickim smeSama koje se sastaje od donora i akceptora vodoni¢ne veze. Ova pojava je prvo
primecéena u smesi holin—hlorida (tacka topljenja T;= 302°C) i1 uree (tacka topljenja Ti= 133°C) koje
pomesane u molskom odnosu 1:2 formiraju smesu koja je teCna na sobnoj temperaturi (temperatura
topljenja smese, Teutectic= 12°C) (Slika 2.). Abot i saradnici su ove tecnosti na engleskom nazvali deep
eutectic mixture — DEM (srp. duboka eutekticka smeSa), a obzirom da su ove smeSe najcesce
koriséene kao rastvaraci, viemenom je usvojen naziv na engleskom deep eutectic solvents — DES (srp.
duboki eutekticki rastvaraci).??
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Slika 2. Fazni dijagram eutekticke smese koja se sastoji od supstanci A i B.

Eutekticke smese se mogu lako pripremiti na viSe nacina, pri ¢emu je odabir metode za pripremu
odreden pre svega raspolozivom opremom ili licnim preferencijama. Naj¢e$¢a metoda pripreme je
zagrevanje 1 meSanje komponenata eutekticke smeSe dok se ne formira homogena tecnost.
Temperatura zagrevanja je uglavnom izmedu 50 — 100°C, pri ¢emu je potrebno biti obazriv prema
degradaciji komponenata eutekticke smeSe zbog sporednih reakcija (npr. esterifikacija kod
karboksilnih kiselina). Drugi nacin pripreme podrazumeva da se svaka od komponenata rastvori u
vodi, a potom se smeSa uparava kako bi se voda uklonila, uglavnom na 50°C. Osim toga moguce je
smesu pripremiti homogenizacijom komponenata u avanu dok ne dode do formiranja homogene
tecnosti. EutektiCke smeSe se mogu pripremiti i procesom liofilizacije, tako $to se prvo svaka
komponenta rastvori u maloj koli¢ini vode, a potom se vodeni rastvori pomesaju i voda se uklanja
zamrzavanjem na niskoj temperaturi. U skorije vreme razvijene su i novi, zeleniji nacini pripreme
eutektickih smeSa, koji zahtevaju manje vremena 1 energije, kao Sto su metode potpomognute
ultrazvukom ili mikrotalasima.?%%%3

Eutekticke smese su klasifikovane u &etiri tipa na osnovu opste formule Cat™ X zY, gde je Cat”
amonijum, fosfonijum ili sulfonijum jon, dok X" predstavlja Luisovu (eng. Lewis) bazu koja je
uglavnom halidni anjon, a Y je Luisova ili BrenStedova (eng. Bronsted) kiselina 1 z je broj molekula
Y koji interaguje sa odgovaraju¢im anjonom:>*-*}

e Tip I-Y je metalna so MClx, dok su mogu¢i metali M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In;

e Tip I -Y je hidratisana metalna so MClx x H>O, pri ¢emu je M= Cr, Co, Cu, Ni, Fe;

e TipIII-Y je donor vodonicne veze RZ, pri ¢emu je Z = CONH,, COOH, OH. Ovaj tip eutekticnih
smesa je najc¢esc¢e proucavan u literaturi i ve¢inom se bazira na holin—hloridu u kombinaciji sa
razli¢itim donorima vodoni¢ne veze, kao Sto su amidi, alkoholi 1 karboksilne kiseline;

e Tip IV — katjon (Cat") je zamenjen sa metalnom soli, kao $to je ZnCl> 1Y je HBD.

U skorije vreme su se pojavile eutektiCke smeSe u kojima je jedna od komponenata nepolarno
jedinjenje, kao §to su terpeni (mentol, timol 1 sl.), masne kiseline i alkoholi dugog niza. Ove smese
su dobile naziv hidrofobne eutekti¢ke smese, zbog interakcija koje se javljaju izmedu komponenata i
neki autori za ovu klasu predlazu da bi mogla biti svrstana kao V tip eutekti¢kih smesa.?> Osim toga
eutekticke smese se mogu napraviti i od aktivnih farmaceutskih sastojaka (eng. active pharmaceutical
ingredients— API), kao §to su ibuprofen, lidokain ili fenilacetatna kiselina.?’
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2.4.3. Prirodne eutekticke smeSe

Prirodne (duboke) eutekticke smesSe (eng. Natural deep eutectic solvents— NADES) predstavljaju
smese koje su nastale meSanjem primarnih metabolita biljaka u razli¢itim odnosima, pri ¢emu jedna
od komponenata ovakvih sistema moze biti i voda.?* Strukture nekih HBD i HBA &esto kori$éenih za
pripremu prirodnih eutekti¢kih smesa su prikazane na Slici 3. Coi (kor. Choi) i saradnici su u svom
radu® iz 2011. godine prvi predlozili naziv prirodne duboke eutekticke smese (NADES) za smese
koje su sastavljene od glavnih ¢elijskih komponenata, kao Sto su Seceri, aminokiseline, holin 1 neke
organske kiseline kao na primer jabucna, limunska, mle¢na i ¢ilibarna. Oni su pretpostavili da
metaboliti koji su prisutni u velikim koli¢inama u ¢elijama mogu formirati trecu fazu te€nosti u Zivim
organizama, pored dve uobicajeno prisutne faze— vode i lipida. Ovi autori su pretpostavili da do
formiranja NADES okruzenja dolazi tako Sto pozitivno naelektrisani holinijum katjon, prisutan kao
deo membranskih lipida, vezuje za sebe organske kiseline ili aminokiseline, koje dalje mogu da
privuku Secere, kiseline ili baze 1 formiraju dinamicki sloj NADES okruZenja oko membrana unutar
i izvan Celija 1 vakuola. U ovom sloju NADES-a oko membrana moze do¢i do koncentrisanja
antioksidanasa (kao Sto su askorbat, glutation, flavonoidi i antocijani) koji Stite membranu od
oksidacije ili svetlosti. Svoju pretpostavku o ulozi NADES—a kao tre¢e faze prisutne u ¢elijama su
pokazali kroz dva koncepta: rastvorljivosti srednje polarnih jedinjenja i prezivljavanje biljaka u
uslovima suse. Naime, ovi autori navode da se u ¢elijama nalazi veliki broj srednje polarnih jedinjenja
u visokim koncentracijama koji ne mogu biti rastvoreni u lipidima ili u vodi. Kao primere ovakvog
ponasanja navode vecu rastvorljivost flavonoida rutina u razli¢itim NADES sistemima u odnosu na
vodu (izmedu 50-100 puta), kao i prisustvo antocijana u ¢elijama u vis§im koncentracijama nego §to
je njihova rastvorljivost u vodi, §to je objasnjeno pretpostavkom da antocijanoplastidi sadrze sloj
NADES—-a. Dodatno, autori predlazu da se biosinteze polimera nerastvornih u vodi, kao §to su
celuloza, amiloza i lignin potencijalno odigravaju u NADES okruzenju. Drugi primer moguce uloge
eutektickih smeSa u Zivim sistemima je ponaSanje biljaka u uslovima stresa, prilikom izlaganja
visokim ili niskim temperaturama. U takvim uslovima, usled gubitka vode dolazi do formiranja
NADES okruzenja u kojem se rastvaraju enzimi i drugi metaboliti koji ostaju stabilni, odnosno
zadrzavaju svoju funkciju.
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Slika 3. Strukture jedinjenja, donora i akceptora vodoni¢nih veza, koji se koriste za pripremu
prirodnih eutektickih smesa.
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Iako se prirodne eutekticke smese smatraju tipom III eutektickih smesa, ta podela nije obuhvatila sve
moguce kombinacije, te je zato predlozena i klasifikacija prirodnih eutekti¢kih smesa u pet glavnih

grupa:

e Prva grupa — jonske smeSe, sastavljene od kiseline 1 baze;

e Druga grupa — neutralne smese, sastavljene samo od Secera ili od Secera i1 polihidroksilnih
alkohola;

e Treca grupa—neutralne smese sa kiselinom, sastavljene od Secera ili polihidroksilnih alkohola
1 organske kiseline;

o Cetvrta grupa — neutralne smese sa bazom, sastavljene od $ecera ili polihidroksilnih alkohola
1 organske baze;

e Peta grupa — smese sastavljene od aminokiseline i $eéera ili organskih kiselina.?

2.4.4. Fizicko—hemijska svojstva eutekti¢kih smeSa

Fazno ponaSanje — S obzirom da se javila potreba za definisanjem razlike izmedu eutekti¢kih smesa
i dubokih eutektickih smesa, odnosno jasnijom definicijom termina dubok (eng. deep) u nazivu Deep
eutectic solvent, Martins (por. Martins) i saradnici su u svom radu predlozili osnovne karakteristike
potrebne da bi se odredena smesa zaista mogla smatrati dubokom.?® Jedno od glavnih svojstava
eutektickih sistema jeste pojava sniZenja tacke topljenja. Na faznom dijagramu eutekticke smeSe
(Slika 4.), sastav smeSe pri kojem je postignuta minimalna tacka topljena Tk naziva se eutekticka
tatka. Medutim, postojanje eutekticke tacke u smesi nije dovoljan razlog da bi se smeSa definisala
kao duboka. Duboke eutekticke smeSe se Cesto definiSu i preko prisustva vodoni¢nih veza izmedu
komponenata smesa, ali postojanje ove mreZze vodoni¢nih veza takode nije dovoljan dokaz da je
eutekticka smesa duboka. Termin duboka prema Martinsu bi trebalo da se koristi samo za eutekticke
smese koje imaju eutekticku temperaturu (tacku topljenja smese) ispod one koja bi se ocekivala za
idealnu smesu, odnosno treba da oznac¢ava samo one smeSe koje odstupaju od idealnog faznog
ponasanja. Pojava snizenja taCke topljenja ne treba biti definisana kao razlika izmedu linearne
kombinacije tacki topljena ¢istih komponenata i realne eutektike tacke (4T1), ve¢ kao razlika izmedu
idealne eutekticke temperature i realne (Tg), $to je na Slici 4. oznaceno kao AT,. Tacan razlog i
mehanizam odstupanja eutektickih smesa od idealnog ponaSanja je nepoznat, ali pretpostavka je da
je uslovljen interakcijama izmedu HBA i HBD, odnosno da se osim vodoni¢nih veza javljaju i slabe
anjonske 1 katjonske interakcije. Po ovim kriterijjumima, da bi se neka eutekticka smeSa definisala
kao duboka potrebno je poznavati fazni dijagram i na njemu uporediti eksperimentalno odredeno
snizenje taCke topljenja sa snizenjem koje je odredeno racunski pomocu termodinamickih jednacina
i toplotnog kapaciteta.??>?® Uzimajuéi u obzir ove kriterijume Abra$ i Koutinjo (por. Abranches i
Coutinho) su u svom radu?’ definisali eutektic¢ke i duboke eutekti¢ke smese na sledeéi naéin:

e FEutekticke smeSe predstavljaju sistem koji je teCan na datoj temperaturi 1 kog su formirale
dve ili viSe komponenata, od kojih je barem jedna bila ¢vrsta.

e Duboke eutekticke smeSe su podgrupa eutektickih smesa koja negativno odstupa od idealnog
termodinamickog ponaSanja, a koje nastaje kao posledica entalpije topljenja.

Teorijsko odredivanje faznog dijagrama.je moguce uraditi pomocu slede¢e jednacine koja opisuje
¢vrsto—tec¢nu ravnotezu:

iy = = (7= - 7
m

AnH ( 1 1)

R

gde je x; molski udeo komponente i, y; je koeficijent aktiviteta u tenoj fazi, 4,,H je entalpija topljenja,
T [K] je temperatura topljenja, R je univerzalna gasna konstanta (R = 8,314 JK ' mol™!) i T [K] je
apsolutna temperatura sistema, pri ¢emu je u datoj jednacini zanemarena vrednost molarnog toplotnog
kapaciteta, jer je njegov uticaj manji u poredenju sa ostalim parametrima. Eutekticke smeSe koje
pokazuju idealno ponasanje imaju koeficijent aktiviteta jednak jedinici (y; = 1), a duboke eutekticke
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smese mogu imati samo negativno odstupanje od idealnosti i njihov koeficijent aktiviteta je manji od
1 (y: < 1). Prilikom teorijskog odredivanja faznog dijagrama koeficijent aktiviteta y; ima vrednost 1 i
apsolutna temperatura sistema 7 se racuna za niz vrednosti molskog udela x; od 0 do 1 dobija se kriva
topljenja za svaku komponentu smese. Na osnovu teorijskog proracuna konstruise se fazni dijagram
idealnog ponaSanja, koji se onda poredi sa faznim dijagramom koji je eksperimentalno dobijen. Ako
je eksperimentalno odredena tacka topljena smese (Tg) niza od one koja je predvidena u idealnom
faznom dijagramu, onda je ispitivana smesa duboka.?¢°

T

,_,
=

>
~

T(™)

Temperatura

Idealna Tg

Te

A Molski udeo B

Slika 4. Fazni dijagram koji prikazuje idealnu eutekticku smesu (crvena linija) i duboku eutekticku
smesu (zelena linija). AT predstavlja snizenje tacke topljenja. (Slika preuzeta iz rada Martinsa 1
saradnika?® i prilagodena tekstu)

Viskoznost — Viskoznost predstavlja otpor fluida prema deformaciji.®* Veéinu eutekti¢kih smesa
karakteriSe velika viskoznost na sobnoj temperaturi (n>100 mPa-s, nvoda= 1mPa-s, na 20°C), pri c¢emu
sastav smesSe (odabrane komponente, molski odnos komponenata i udeo vode) ima primarni uticaj na
viskoznost. S obzirom da sastav eutektickih smeSa moze biti raznolik, one imaju Sirok opseg
viskoznosti. Velika viskoznost je posledica znac¢ajnog broja vodoni¢nih veza izmedu HBA 1 HBD, ali
i prisutnih elektrostati¢kih i Van der Valsovih interakcija.!!?° Viskoznost eutekti¢kih smesa opada sa
povecanjem temperature, jer se povecava transfer mase komponenata u rastvaracu. Medutim,
termicki labilna jedinjenja se mogu razgraditi na vi$im temperaturama.'!

Dva najce$¢a modela koja se koriste za opisivanje viskoznog ponaSanja eutektickih smeSa jesu
Arenijusov (eng. Arrhenius) 1 VFT model (eng. Vogel-Fulcher—Tammann):

e Arenijusova jednacina se koristi kad se viskoznost meri u uskom rasponu temperatura:
— peE/RT
Narrenenius e
gde je: E [k] mol!'] — energija aktivacije, 4 — predeksponencijalni faktor, R — univerzalna
gasna konstanta i 7 [K] — apsolutna temperatura.
e VFT jednacina se koristi kod merenja viskoznosti te€nosti u Sirokom rasponu temperatura:
Nypr = A'eB/(TT0)
gde je: A" [Pa's]— predeksponencijalni faktor, koji definiSe viskoznost pri beskonacnoj
temperaturi, B [K] —konstanta koja pokazuje koliko brzo viskoznost raste kako se temperatura
smanjuje, 7 [K] — apsolutna temperatura i Ty [K]- temperatura transformacije stakla.>?

Gustina — Gustina je jo$ jedan vazan parametar u eutektickim smeSama koji moZe pruZiti informaciju
o medumolekulskim interakcijama unutar smesa. Uglavnom eutekticke smeSe imaju gustinu vecu od
vode. Sastav i molarni odnos HBA i HBD uti¢u na gustinu eutekticke smese tako $to povecanjem
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molarnog udela HBD dolazi do povecanja gustine, jer dolazi do povecanja asocijacije medu
molekulima HBD. Na gustinu takode utice temperatura, pri ¢emu gustina opada sa povecanjem
temperature.%?

pH — pH vrednost eutektickih smesa zavisi od relativne kiselosti komponenata koriséenih za pripremu
1 predstavlja vazan faktor prilikom njihove primene, posebno u procesima ekstrakcije. Sa povecanjem
temperature dolazi do neznatnog linearnog pada pH vrednosti.?

Polarnost — Polarnost predstavlja klju¢no svojstvo eutektickih smesSa u pogledu solvatacionih
sposobnosti rastvaraca. Polarnost pre svega zavisi od polarnosti komponenata koje grade smesu, ali i
od njihovog molskog odnosa. Osim toga dodatak vode, kao polarnog molekula, ima veliki uticaj na
polarnost.?’

Provodljivost — Vec¢ina eutektickih smesSa imaju nisku provodljivost na sobnoj temperaturi (k <2 mS
cm!). Na njihovu provodljivost utice sastav, veli¢ina jona, molski odnos HBA i HBD, sadrzaj vode i
viskoznost. Povecanjem temperature dolazi do opadanja viskoznosti i disocijacije jonskih vrsta Sto
dovodi do poveéanja provodljivosti.!!2%-22

Povrsinski napon — PovrSinski napon predstavlja energiju potrebnu da se poveca povrSina materijala,
1 povezano je sa tendencijom supstance da zauzme §to je moguce manju povrsinu. Njegov efekat je
najvise uslovljen ja¢inom medumolekulskih interakcija u smesi.?? Na povriinski napon eutektickih
smeSa osim sastava uti¢e i temperatura, Cije povecanje dovodi do linearnog pada povrSinskog

napona.?

Napon pare — Napon pare predstavlja pritisak pare koja se nalazi u ravnotezi iznad tecnosti.
Eutekticke smeSe poseduju nizak napon pare, koji je niZi u poredenju sa organskim rastvaracima, ali
vi§i u odnosu na jonske te¢nosti.??

Indeks prelamanja — Indeks prelamanja predstavlja odnos brzine svetlosti u nekom medijumu i u
vakuumu. Malo radova se bavi merenjem indeksa refrakcije u eutektickom smeSama, iako bi ovaj
parametar dao korisne informacije o elektronskim svojstvima eutekticke smese i prisustvu vodoni¢nih

veza.>?

Vodoni¢na veza — Vodoni¢na veza je glavna medumolekulska interakcija u eutektickim smeSama.
Ona predstavlja kljuéni faktor, zajedno sa sternim efektima i jonskim uticajem, u stabilizaciji
strukture 1 sniZzenju tacke topljenja prilikom formiranja eutekticke smeSe. Eutekticke smese poseduju
ekstenzivnu 1 organizovanu mrezu vodoni¢nog vezivanja koja predstavlja supramolekulsko uredenje
zbog Cega se eutekticke smeSe mogu smatrati te¢nim kristalima.?>243!

Rastvorljivost i stabilizacija — Dve teorije objaSnjavaju kako medumolekulske interakcije i
supramolekulsko uredenje omogucavaju dobru rastvorljivost jedinjenja i njihovu stabilizaciju unutar
eutektickih smesa. Prva teorija se naziva teorija Supljina ili teorija tenih kristala 1 ona objasnjava da
se u eutektickoj smesi formira struktura nalik polimeru ili tecnom kristalu koja poseduje Supljine u
kojima se molekuli rastvorene supstance mogu smestiti. Menjanjem sastava eutekticke smeSe 1
odnosa HBA 1 HBD komponenti dolazi do promene u unutrasnjem rasporedu molekula, a samim tim
1 do promene veli¢ine 1 oblika Supljina. Druga teorija se naziva teorija vezivanja i ona sugeriSe da
molekuli rastvorene supstance postaju delovi supramolekulske strukture tako S$to grade
medumolekulske interakcije sa molekulima eutektika.>?

Uticaj vode na fizicko—hemijska svojstva eutektika — Dodavanje vode u eutekticke smese ima
kompleksan uticaj na fizicko—hemijska svojstva jer ne deluje jednako na svaki parametar. Dodavanje
vode dovodi do postepenog slabljenja vodoni¢nih veza prisutnih izmedu komponenata, Sto za
posledicu ima eksponencijalno opadanje viskoznosti sa razblazenjem, i linearno opadanje gustine.
Kad se doda 25% (w/w) vode u eutekticku smesu viskoznost opada na vrednosti bliske viskoznosti
vode. Dalji dodatak vode izmedu 25 1 50% (w/w) ima mali uticaj na promenu viskoznosti, medutim
dolazi do progresivnog raskidanja vodoni¢nih veza i kad je udeo vode 75% (w/w) dolazi do potpunog
nestanka mreze vodoni¢nih veza izmedu HBA 1 HBD, pri ¢emu nastaje vodeni rastvor komponenata.
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Kako bi se zadrzalo supramolekulsko uredenje u eutektickoj smesi potrebno je da udeo vode bude
manji od 50% (w/w). Provodljivost eutektickih smesa pocetno raste sa porastom udela vode, do
maksimalne vrednosti, a potom opada. Ovakav trend se objaSnjava disocijacijom molekula na jone
do koje dolazi pri dodatku malih koli¢ina vode, dok do kasnijeg pada vrednosti dolazi kao posledica
razblazivanja rastvora elektrolita. PovrSinski napon ima obrnuti trend u odnosu na provodljivost 1
povecanjem sadrzaja vode dolazi do pada povrSinskog napona do najnize vrednosti, nakon cega
dolazi do rasta.?*3! Eutekti¢ke smese imaju $irok spektar polarnosti i dodatak vode dovodi do porasta
polarnosti smesa, $to kod manje polarnih smesa rezultuje time da imaju polarnost sli¢nu vodi.*! Kada
se eutekticke smeSe koriste kao rastvaraci za ekstrakciju, promena udela vode uti¢e na prinos
ekstrakcije, ali 1 na sastav ekstrahovanih jedinjenja, zbog ¢ega je proucavanje uticaja dodatka vode
od velike vaznosti.?’ Dodatak vode smanjuje viskoznost i povrsinski napon eutektickih smesa, a
samim tim povecava prinos ekstrakcije. Medutim, prevelik udeo vode slabi vodoni¢ne veze i
poveéava polarnost §to moze dovesti do smanjenja prinosa ekstrakcije.!!"**3! Moguénost finog
podesavanja (eng. fine—tuning) fizicko—hemijskih svojstava sa promenom udela vode, zajedno sa
kombinovanjem razli¢itih jedinjenja kao gradivnih komponenata, ¢ine eutekticke smeSe dizajniranim
rastvara¢ima.’!

2.4.5. Primena eutektickih smeSa u analitickoj hemiji

S obzirom da eutektiCcke smeSe predstavljaju jednu od najperspektivnijih alternativa organskim
rastvaracima, kako zbog netoksi¢nosti i ekoloske prihvatljivosti, tako i zbog moguénosti da se njihova
fizicko—hemijska svojstva podesavaju, sve je ¢eS¢a njihova primena u analitickoj hemiji. Najcesce se
koriste za pripremu uzoraka, ali su naSle primenu i1 u analitickim tehnikama, kao S$to su
hromatografske i elektrohemijske tehnike.?

U pripremi uzoraka eutekticke smeSe se primenjuju kao ekstrakciona sredstva tokom klasi¢nih
¢vrsto—tecnih 1 te€no—tecnih ekstrakcija, kao 1 savremenih mikro 1 disperzivnih ekstrakcija, tehnika
potpomognutih ultrazvukom, mikrotalasima ili vorteksom. Budu¢i da eutekticke smeSe imaju
fizicko—hemijska svojstva koja se mogu podeSavati, one se mogu koristiti za ekstrakciju jedinjenja
razli¢ite polarnosti iz razli¢itih matriksa, kao §to su uzorci zivotne sredine, hrana i1 bioloski uzorci.
Eutekticke smeSe se mogu primeniti za izolovanje biomolekula, prirodnih proizvoda, organskih
jedinjenja i zagadujuéih supstanci, ali i neorganskih analita i metalnih jona.>>** Prema istraZivanju
Rentea (por. Rente) i saradnika®® tokom kojeg su analizirali radove u kojima su koris¢ene eutekticke
smese kao ekstrakciono sredstvo, najveéi deo publikacija (oko 50%) se bavio ekstrakcijom fenolnih
jedinjena, a sledili su metali, pesticidi, proteini i lignocelulozni materijali. Osim primene kao tecne
faze u ekstrakcijama, eutekticke smese se zbog svoje velike hemijske raznovrsnosti 1 malog uticaja
na zivotnu sredinu mogu koristiti 1 za pripremu C¢vrstih sorbenata kod razli¢itih ¢vrsto—te¢nih
ekstrakcionih tehnika, medutim radovi na ovu temu su manje zastupljeni. Naj¢e$¢a primena sorbenata
na bazi eutektickih smesa je za ekstrakciju organskih zagadujucih supstanci, metalnih jona 1 proteina
iz uzoraka Zivotne sredine, hrane i bioloskih matriksa.?33>-3¢

U dosta manjoj meri eutektiCke smeSe se primenjuju u razli€itim oblastima hromatografije 1 to kao
rastvaraci za pripremu stacionarnih faza, kao modifikatori stacionarnih faza ili kao komponente
mobilnih faza u te¢noj hromatografiji.*** Upotreba eutektickih smesa kao alternativnih rastvaraca za
pripremu stacionarnih faza ili kao njihovih modifikatora pokazala se kao veoma korisna, dok je
njihova upotreba kao komponenata mobilnih faza upitna. Viskoznost eutektickih smesa predstavlja
najvece ograni¢enje u njihovoj primeni kao komponenata mobilne faze, jer dovodi do problema sa
pumpama 1 protokom u slucaju hromotografije na koloni, dok u slucaju planarne hromatografje
znacajno produzava vreme analize. Osim toga, komponente eutekticke smeSe mogu da interaguju sa
stacionarnim fazama, Sto dovodi do smanjenja efikasnosti razdvajanja i Sirenja zona/pikova i
skrac¢enja zivotnog veka kolone. Takode je uocen njihov negativan uticaj na detektore, posebno
masene spektrometre.?>3’
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U slucaju elektrohemijskih tehnika eutekticke smeSe se najcesce koriste za proizvodnju polimernih
filmova na povrsini elektroda, za pravljenje metalnih nanokompozita, kao aditivi u puferima kod
kapilarne elektroforeze ili kao pomoéni elektroliti u elektrohemijskoj éeliji.?*>* Upotreba elektroda
sa modifikovanim povrSinama na bazi eutektickih smesa nasla je primenu u odredivanju organskih
molekula 1 metala u razliCitim matriksima. Ovako modifikovane elektrode su pokazale bolji
elektrokataliticki efekat, bolju osetljivost i nizu granicu detekcije.*

2.5. Prirodni proizvodi
2.5.1. Lekovite biljke

Lekovite biljke vekovima sluze kao izvor bioloski aktivnih jedinjenja 1 predstavljaju prve
farmakoloske preparate koji su kori$¢eni jos u anticko doba. Pod terminom lekovite biljke ili bilje se
smatraju one biljke koje se koriste u zvanicnoj 1 tradicionalnoj medicini za le€enje. Mogu se koristiti
u razli¢itim oblicima: cele, mlevene, kao ekstrakti ili eteri¢na ulja u farmaceutskoj industriji, ali i kao
arome, antimikrobna ili antioksidativna sredstva u prehrambenoj industriji i kozmetici.*®*° U
nastavku ¢e detaljnije biti opisane biljke podubica 1 petrovac koje su u radu koris¢ene kao model
sistemi.

Podubica (Teucrium chamaedrys L.) je visSegodis$nja biljka iz roda Teucrium, porodice Lamiaceae,
koja je rasprostranjena na prostoru Balkana, Mediterana, severne Afrike i Bliskog istoka. Uglavnom
raste na kreénjacima i stenovitim predelima, planinskim livadama, pasnjacima, kao i u Sumama do
1000 m nadmorske visine.***! Podubica je Zbunastog oblika, visine do 30 cm i ima granasto deblo,
ovalne listove sa mekim izbo¢enim rubovima i sitne cvetove na vrhovima grana.** U porodicu
Lamiaceae—a pored podubice, spadaju i ruzmarin, zalfija, origano i timijan. Biljke iz reda Teucrium
(Lamiaceae) su bogate sekundarnim metabolitima, pre svega fenolnim jedinjenjima i ispoljavaju
izrazenu biolosku aktivnost, kao Sto su antioksidativna, antivirusna, antiinflamatorna, antimikrobna i
antitumorska.*! U tradicionalnoj medicini, nadzemni delovi podubice su kori§éeni za ublazavanje
digestivnih problema, lecenje rana zbog svojih antiseptickih svojstava, kao i za smanjenje upala i
poboljsanje apetita. Takode, biljka je poznata po svojim potencijalnim antimikrobnim svojstvima i
blago laksativnom delovanju.*

Petrovac (Agrimonia eupatoria L.) je zeljasta biljka koja pripada familiji Rosaceae—a, redu
Agrimonia 1 rasprostranjena je u severnoj i centralnoj Evropi, delovima Azije sa umerenom klimom
1 u Severnoj Americi. Raste na livadama, pasnjacima 1 nizijama, kao 1 planinama do 1500 m
nadmorske visine i ¢esto se nalazi na svim tipovima zemljiSta, posebno u glini. Petrovac je uspravna
viSegodiSnja zeljasta biljka, visine izmedu 50 cm 1 150 cm, sa nekoliko grana i cilindricnim dlakavim
stablom, dok su listovi perasti, nazubljeni 1 prekriveni mekim dla¢icama, a cvetovi hermafroditi sa
pet zutih latica. Cveta od juna do septembra, a plod raste nadole, okruZzen sa nekoliko redova mekih
ekinja u obliku kuke.** U narodnoj medicini, petrovac se koristi za ledenje razlicitih stanja,
ukljucujuéi probavne smetnje, upalne bolesti koze, infekcije urinarnog trakta i1 dijareju. Takode,
poznata je po svojim antimikrobnim i protivupalnim svojstvima zbog ¢ega se koristi za smanjenje
simptoma prehlade i gripa.***

2.5.2. Propolis

Propolis je viskozna, lepljiva smesa koju proizvode pcele 1 koriste ga kao lepak za zatvaranje otvora
na koSnici. Prema biljnom poreklu i glavnim sastojcima razlikuje se sedam vrsta propolisa: topola,
breza, zeleni brazilski, crveni brazilski, kluzija (eng. clusia), pacificki i mediteranski.*¢ Propolis ima
veoma bogat 1 sloZzen hemijski sastav, koji varira u zavisnosti od nekoliko parametara, kao $to su
biljno 1 geografsko poreklo, godiSnje doba, klimatski uslovi i vrsta pcela. Vise od 300 razlicitih
jedinjenja je izolovano i identifikovano iz ovog prirodnog proizvoda.*’*® Glavne komponente u
propolisu su sledece: biljne smole (45-55%), voskovi (8—35%), eteri¢na ulja 1 aromati¢ne supstance
(5-10%), masne kiseline (5%), polen (5%) i organske i mineralne supstance (5%).*® Takode su u
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propolisu identifikovane 1 druge komponente u manjima koncentracijama kao Sto su fenolne kiseline,
estri, fenolni estri, flavonoidi, terpeni, S—steroidi, aromati¢ni aldehidi i1 alkoholi, seskviterpeni i
naftaleni.*® Istrazivanja su potvrdila da propolis ima izraZena antimikrobna i antioksidativna svojstva
i jaca imunitet.*’ Antioksidativna aktivnost propolisa se uglavnom pripisuje visokom sadrzaju
fenolnih jedinjenja. Propolis pokazuje antimikrobnu aktivnost protiv Sirokog spektra
mikroorganizama kao S$to su bakterije, gljivice, virusi, kvasci 1 paraziti. Ve¢ina studija sugeriSe da
propolis ima jaku aktivnost prema gram—pozitivnim bakterijama, ali samo ograni¢enu aktivnost
prema gram—negativnim bakterijama. Antibakterijska aktivnost propolisa se uglavnom pripisuje
flavonoidima, fenolnim kiselinama, aldehidima, ketonima i terpenima.46 Osim antioksidativne 1
antimikrobne aktivnosti, studije sugeriSu da propolis ima i antiinflamatornu i antitumorsku
aktivnost.*® Propolis se zbog svoje znacajne biologke aktivnosti, koristi u humanoj i Zivotinjskoj
medicini, kozmeti¢kim proizvodima i konzerviranju hrane i predstavlja visoko cenjeni proizvod.*®

2.5.3. Bobic¢asto voée

Bobicasto vocée predstavlja vazan izvor bioaktivnih jedinjenja u ljudskoj ishrani, i to fenolnih
jedinjenja, vitamina, minerala i vlakana. Konzumira se u svezem, ali i u preradenom obliku, zbog
privlaéne boje, ukusa i arome. Kupina, borovnica, crna ribizla, aronija, brusnica, malina i jagoda su
neka od najéesée konzumiranog bobidastog voéa.*’

Aronija (Aronia melanocarpa) je zbun iz porodice Rosacea koji je poreklom iz Severne Amerike, ali
jeu 20. veku preneta u Evropu, gde je postala popularna u istocnoevropskim zemljama i Rusiji. Jestivi
delovi aronije su uglavnom sitne, tamne bobice koje se u svezem i nepreradenom obliku retko
konzumiraju zbog gorkog ukusa. Poslednjih godina je porastao interes za istrazivanje aronije, zbog
uocenih zdravstvenih benefita. BioloSka aktivnost aronije je posledica prisustva fenolnih jedinjenja,
ukljucujuéi antocijane, flavonole, flavanole, proantocijanidine i fenolne kiseline.’%!

Godzi je biljka poreklom iz Kine koja pripada porodici Solanaceae, rodu Licium. Poznate su dve
vrste: Licium barbarum— crveni godzi i Licium ruthenicum— crni godzi, znacajno drugacijeg
hemijskog sastava. Crvene godzi bobice imaju vecu kolic¢inu karotenoida, dok crne godzi bobice
imaju veci sadrzaj ukupnih fenola, a posebno tanina i monomernih antocijana, zbog ¢ega pokazuju
izraZeniju antioksidativnu, antiinflamatornu, imunolo§ku i antitumorsku aktivnost.’>>* Osim $to se
koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini, poslednjih godina crni godzi i njegovi proizvodi sve vise
su zastupljeni u komercijalnoj prehrambenoj industriji.*>>

Borovnica je vrsta zbunaste biljke poreklom sa severne hemisfere, koja pripada rodu Vaccinium i
porodici Ericaceae. Plod borovnice je bogat fenolnim jedinjenjima, pre svega antocijanima, koja
imaju antioksidativna svojstva 1 pomazu u prevenciji degenerativnih bolesti, zbog ¢ega je poznata
kao ,,vo¢e dugovecnosti®“. Osim toga borovnica poseduje 1 druge zdravstvene benefite medu kojima
su: odrzavanje nivoa Secera u krvi, smanjenje oksidativnog stresa, antiinflamatorno, antimikrobno 1
antitumorno dejstvo, prevencija kardiovaskularnih bolesti.”**> Borovnica se najée$¢e konzumira
sveza, ali se koristi i u prehrambenoj industriji za proizvodnju sokova i drugih proizvoda.>**?

2.6. Bioaktivne komponente

Bioaktivne komponente se mogu definisati kao metaboliti koji izazivaju farmakoloske ili
toksikoloske efekte kod ljudi i Zivotinja, a mogu se naci u razli¢itim prirodnim izvorima kao $to su
biljke, hrana, alge i biootpad.>® Metaboliti su hemijska jedinjenja koja predstavljaju meduproizvode
ili proizvode metabolizma 1 dele se na primarne i sekundarne metabolite koji se razlikuju po strukturi,
biohemiji i funkciji koju obavljaju. Iako ne postoji jasna diferencijacija izmedu primarnih i
sekundarnih metabolita, jer se mnogi meduproizvodi u primarnom metabolizmu preklapaju sa
intermedijerima sekundarnih metabolita, karakteristicno je to da su primarni metaboliti prisutni u
svakoj zivoj éeliji sposobnoj da se deli, dok to nije slu¢aj sa sekundarnim metabolitima.>® Primarni
metaboliti se mogu definisati kao esencijalna jedinjenja koja su direktno ukljucena u rast, razvoj i
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reprodukciju organizama. U primarne metabolite spadaju Celijske komponente (npr. ugljeni hidrati,
aminokiseline, lipidi) i proizvodi fermentacije (etanol, siréetna, limunska i mle¢na kiselina).*’
Sekundarni metaboliti se uglavnom sintetiSu nakon faze rasta i to od primarnih metabolita u
reakcijama modifikacije, kao Sto su metilacija, glikozilacija i hidroksilacija. Sekundarni metaboliti su
slozenije strukture u poredenju sa primarnim i uglavnom su specificni za neki organizam ili grupu
organizama.’’ Sekundarni metaboliti se karakteri$u strukturnom raznoliko$¢u i izrazenom bioloskom
aktivnos¢u kao Sto su antioksidativna, antikancerogena, antivirusna, antimikrobna,
antiinflamatorna.*

Klasifikacija sekundarnih metabolita moze se izvr$iti na razlicite nacine. Biljni sekundarni metaboliti
se na osnovu biosintetskog porekla dele na’:

J Fenolna jedinjenja — koja karakteriSe prisustvo jednog ili viSe aromati¢nog prstena, sa jednom
ili vise slobodnom ili modifikovanom (etarski, estarski ili glikozidno) hidroksilnom grupom;

o Terpeni i steroidi — koji se sastoje uglavnom od ugljenika i vodonika;

o Jedinjenja koja sadrze azot — u ovu grupu spadaju alkaloidi, cijanogeni glikozidi i

neproteinske aminokiseline.

2.6.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja (fenoli) obuhvataju veliku i strukturno raznoliku grupu sekundarnih metabolita
koja sadrze najmanje jednu hidroksilnu grupu vezanu direktno za aromati¢ni prsten i prisutni su u
povréu, vocu, lekovitom i aromati¢nom bilju, Zitaricama, mahunarkama i oraSastim plodovima.
Fenolna jedinjenja imaju vaznu ulogu u razli¢itim fizioloSkim procesima biljke i ukljucuju sledece:

o Zastita od stresa — Fenolna jedinjenja pomazu biljkama da se nose sa razli¢itim vrstama stresa,
ukljucujuci biotski stres (infekcije patogenima i napada biljojeda) 1 abiotski stres (UV
zraCenje, suSa, ekstremne temperature). Njihova antioksidativna svojstva omogucavaju
neutralizaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje se stvaraju pod stresnim uslovima;

J Boja i izgled — Fenolna jedinjenja, posebno flavonoidi kao §to su antocijanini, odgovorna su
za boje u cvetovima i vocu, koje je vazne za privlacenje insekata koji ih oprasuju;

o Ukus 1 aroma — Fenolna jedinjenja doprinose ukusu 1 aromi biljaka. Na primer, odredene
fenolne kiseline i tanini daju opori ukus vocu i povréu.

o Interakcija sa okolinom — Fenolna jedinjenja ucestvuju u interakcijama biljaka sa

mikroorganizmima, ukljucujuéi stvaranje simbiotskih odnosa, zaStitu od patogena 1
inhibiranje rasta konkurentskih biljaka;

o Regulacija rasta — Neka fenolna jedinjenja uti¢u na regulaciju rasta biljaka, ukljucujuci
procese kao $to su klijanje semena, rast korena i tkiva.>%>

Istrazivanja pokazuju da fenolna jedinjenja ispoljavaju raznovrsnu biolosku aktivnost®®, ukljucujuéi
antioksidativnu, antimikrobnu, antikancerogenu 1 antiinflamatornu aktivnost, kao 1 prevenciju
kardiovaskularnih bolesti, karcinoma, dijabetesa i bolesti povezanih sa oksidativnim stresom.
Fenolna jedinjenja imaju sposobnost da neutralizuju slobodne radikale, §to pomaze u sprecavanju
oksidativnog stresa, koji je povezan sa starenjem i razvojem hroni¢nih bolesti. Osim toga mogu
inhibirati rast bakterija, gljivica 1 virusa 1 smanjiti upalu tako S$to inhibiraju enzime i citokine
ukljucene u inflamatorne procese. Fenolna jedinjenja doprinose zdravlju kardiovaskularnog sistema
jer smanjuju nivoe loSeg holesterola i mogu poboljSati metabolizam glukoze 1 povecati osetljivost na
insulin, Sto pomaZe u kontroli nivoa Secera u krvi. Pored navedenih aktivnosti, mogu modulirati
imunologki odgovor, odnosno mogu ili pojacati ili smanjiti aktivnost imunoloskog sistema.>

Fenolna jedinjenja u biljkama nastaju putem dva klju¢na metaboli¢ka puta: Sikimatskog i acetat—
malonatnog puta. Metaboliti¢ki put Sikimske kiseline se odvija preko proizvodnje fenilpropanoida i
njime se sintetiSu flavonoidi, stilbeni i tanini, dok acetat—-malonatni put ukljucuje sintezu poliketida 1
njime se dobijaju lignani, antrakvinoni i kondenzovani tanini. Na osnovu razlika u broju i polozaju
funkcionalnih grupa fenolna jedinjenja se dele na (Slika 5.):
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Jednostavna fenolna jedinjenja (C6 struktura) — Ova grupa obuhvata benzohinone koji
sadrze benzenov prsten sa jednom ili vise keto grupa.
Fenolne kiseline:

o

Hidroksibenzoeve Kkiseline (C6—C1 struktura) — Ova grupa jedinjenja sadrzi
benzenov prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa i jednom karboksilnom grupom
1 u nju spadaju p—hidroksibenzoeva kiselina, protokatehuinska kiselina 1 vanilinska
kiselina.

Hidroksicimetne kiseline (C6—C3 struktura) — Ova grupa jedinjenja sadrzi benzenov
prsten sa bocnim lancem od tri ugljenika i1 karboksilnom grupom i u nju spadaju
kofeinska kiselina, ferulinska kiselina 1 sinapinska kiselina.

Flavonoidi (C6—C3—-C6 struktura) — Ova grupa fenolnih jedinjenja se sastoji od
difenilpropanskog skeleta i predstavlja najmnogobrojniju grupu i u nju spadaju:

@)

Flavoni: Fenolna jedinjenja sa dva benzenova prstena koja su povezena C3
ugljovodnoni¢nim mostom. Primeri su apigenin i luteolin.

Flavonoli: Imaju sli¢ni struktura flavonima, ali sa dodatnim hidroksilnim grupama na
benzenovim prstenovima. Primeri su kvercetin i kempferol.

Flavanoni: Fenolna jedinjenja sa sliénom strukturom kao flavoni, ali sa razli¢itim
funkcionalnim grupama. Primer je hesperidin.

Antocijanidini: Fenolna jedinjenja koja se rastvaraju u vodi, jer u strukturi sadrze
flavonijum jon. Primeri su cijanidin, delphinidin i pelargonidin. Antocijanidini su
aglikoni koji kada vezu Secere formiraju antocijane.

Tanini ( (C6—C3—C6)n struktura):

o

Hidroliziraju¢i tanini: Tanini koji mogu hidrolizovati u prisustvu vode ili kiselina.
Primer je taninska kiselina.
Kondenzovani tanini: Tanini koji su polimeri flavonoidnih jedinica 1 ne mogu

hidrolizovati u vodi. Mogu biti prisutni u velikim koli¢inama u drvenastim biljkama.
Primer su proantocijanidini.

Stilbeni (C6—C2—C6 struktura) — Najznacajniji predstavnik ove klase fenolnih jedinjenja je
resveratrol.

Lignani ( (C6—C3)n struktura):

o

o

Hidroliziraju¢i lignani: Polimeri koji se mogu hidrolizovati 1 primer je sesamin.

Kondenzovani lignani: Polimeri sa sloZzenim strukturnim jedinicama, kao §to je
pinoresinol.>
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Slika 5. Klase fenolnih jedinjenja. (Slika preuzeta iz rada DZang (Zhang) i saradnika® i prilagodena
tekstu)

2.7. Ekstrakcione tehnike

Priprema uzorka predstavlja jedan od najvecih izazova u zelenoj analitickoj hemiji jer ukljucuje
ekstrakciju, za koju je uglavnom potrebna velika koli¢ina rastvara¢a.! Osim toga priprema uzoraka
smatra se korakom koji oduzima najviSe vremena u analitickom postupku, ali i1 jednim od kljuénih
koraka za dobijanje pouzdanih rezultata. Priprema uzorka nije jednostavno rastvaranje ciljanih
jedinjenja u rastvaracu, ve¢ ukljucuje nekoliko koraka kao §to su uzorkovanje, homogenizacija,
ekstrakcija, pre¢is¢avanje i koncentrovanje.'* Dva pristupa se najées¢e primenjuju kako bi se
poboljsala ekoloska prihvatljivost ovog koraka hemijske analize, jedan je miniaturizacija postupka
pripreme, dok drugi podrazumeva primenu zelenih rastvara¢a.” Idealna metoda za pripremu uzoraka
u analitickoj hemiji je ona koja ne koristi rastvara¢, medutim problem je Sto se kod veceg broja
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analitickih tehnika analiza vrsi iz rastvora. Ekstrakcija rastvaraCima, stoga, predstavlja glavni pristup
u pripremi uzorka, ali i najve¢i problem zbog toksi¢nosti, isparljivosti i zapaljivosti rastvaraca. Osim
toga, visak rastvaraCa nakon analize predstavlja otpad. Zbog negativnih aspekata koriS¢enja
konvencionalnih rastvaraca javila se potreba za kori§¢enjem alternativnih, zelenih rastvaraca koji bi
se koristili za ekstrakciju komponenata od interesa iz prirodnih proizvoda, odnosno potreba za
inovativnim, bezbednim procedurama za pripremu uzoraka i bezbednim proizvodima.'* Osim
upotrebe ekstrakcije bez rastvaraca i primene alternativnih rastvaraca, poboljSanje postupka pripreme
koji je u skladu sa principima zelene analiticke hemije ukljucuje i koriS¢enje zelenih tehnika
ekstrakcije. Zelene tehnike za pripremu uzoraka ukljucuju: ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, membransku
ekstrakciju i potpomognute ekstrakcije (mikrotalasima i ultrazvukom).® Prednosti navedenenih
tehnika ekstrakcije u odnosu na konvencionalne ekstrakcione tehnike u pogledu ekoloske
prihvatljivosti su mala potro$nja energije i rastvaraca, kao i kratko vreme ekstrakcije.!!

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase extraction, SPE) se Koristi za koncentrovanje analita ili
za odvajanje analita iz kompleksne smeSe, ali i za preciS¢avanje ekstrakta. SPE tehnika se sastoji od
Cetiri koraka: kondicioniranje ¢vrste faze, nanoSenje uzorka (podrazumeva zadrZavanje analita na
¢vrstoj fazi), ispiranje kolone od necistoéa i eluiranje analita sa Cvrste faze koriS¢enjem
odgovarajuceg rastvaraca. NajcesS¢i dizajn kolone za SPE ekstrakciju (eng. cartridge, kertridZ) se
sastoji od polipropilenskog Sprica, veli¢ine od 1 mL do 6 mL, u koji je smeStena Cvrsta faza, Cija
veli¢ina moze da varira. Alternativa SPE tehnici je QUEChERS tehnika ekstrakcije (eng. quick, easy,
cheap, effective, rugged and safe, QUEChERS), koja se sastoji od tri koraka. Prvi korak je ekstrakcija
analita iz uzorka koriS¢enjem organskog rastvaraca, nakon cega se dodaju soli (uglavnom natrijum—
hlorid i magnezijum—sulfat) kako bi doslo do lakSeg razdvajanja organskog i vodenog sloja, nakon
cega sledi preciS€avanje organskog sloja upotrebom disperzivne SPE (dSPE) tehnike. QUEChERS
tehnika se primenjuje za analizu ostataka pesticida i kontaminenata u hrani, vodi i zemljiStu, a njene
prednosti ukljucuju brzinu, jednostavnost, ekonomic¢nost, efikasnost, robusnost i smanjenu upotrebu
toksi¢nih hemikalija. Sa razvojem mikroekstrakcionih tehnika doslo je do razvoja mikroekstrakcije
na ¢vrstoj fazi (eng. solid—phase microextraction, SPME). Kod ove tehnike ekstrakcije koristi se mala
kolic¢ina sorbenta koja je fiksirana na vrhu vlaknastog nosaca, koji je izraden od silicijum—dioksida
ili metala. Ova tehnika omogucava simultano ekstrahovanje i koncentraciju analita iz te¢nih ili
gasovitih uzoraka bez upotrebe rastvaraca. Nakon ekstrakcije, analit se eluira sa sorbenta koriS¢enjem
odgovarajuceg rastvaraca i dalje analizira primenom tecne hromatografije ili se procesom termalne
desorpcije oslobada na visokoj temperaturi direktno u analiticki instrument, kao Sto je slucaj kod
gasne hromatografije. SPME se primenjuje za analizu te¢nih i1 gasovitih uzoraka, a njene prednosti
ukljucuju ekstrakciju bez upotrebe rastvaraca, brzinu i jednostavnost, visoku osetljivost 1 minimalnu
koli¢inu uzorka.®

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. ultrasound-assisted extraction, UAE) koristi
ultrazvucne talase visokih frekvencija (20 kHz — 100 kHz) i generiSe mehanic¢ke vibracije koje
stvaraju kavitacione mehuri¢e u tecnosti. Kavitacioni mehuri¢i implodiraju 1 stvaraju lokalizovano
visoku temperaturu i pritisak. Ovi uslovi dovode do oStecenja i pucanja ¢elijskih zidova, olakSavajuci
oslobadanje intracelularnih molekula, ukljucujuéi bioaktivne komponente u okolni rastvor, ¢ime se
poboljsava efikasnost ekstrakcije. Osim toga UAE poboljSava difuziju rastvaraca unutar ¢elija, ¢ime
se povecava brzina ekstrakcije. Glavne prednosti ove metode su krace vreme ekstrakcije, povecanje
prinosa i smanjenje upotrebe rastvaraca.!'®! Kod ekstrakcije potpomognute mikrotalasima (eng.
microwave—assisted extraction, MAE) polarni molekuli unutar uzorka apsorbuju energiju mikrotalasa
1 pocinju da osciluju, §to dovodi do trenja izmedu molekula i rezultira brzim zagrevanjem uzorka.
UnutraSnje zagrevanje stvara pritisak unutar celija, $to dovodi do pucanja celijskih zidova i
oslobadanja bioaktivnih komponenti u rastvor, §to ¢ini ovu metodu ekstrakcije brzom i efikasnijom u
poredenju sa tradicionalnim metodama.'!¢!
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2.8. Analiticke metode za ispitivanje ekstrakata
2.8.1. Hromatografske tehnike

Tankoslojna hromatografija (eng. Thin layer chromatography— TLC) je vrsta teCne hromatografije
kod koje je stacionarna faza smeStena na ravnu povrSinu. TLC je jednostavna, brza, osetljiva i
ekonomicna analiticka tehnika koja se koristi za razdvajanje, za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu
razli¢itih organskih i neorganskih supstanci.®>"%* Svaki TLC sistem se sastoji od tri glavna elementa:
stacionarne faze— sorbenta, mobilne faze— rastvaraca i1 razdvajane supstance— analita. TLC sorbenti
su ¢vrsti, porozni materijali sa relativno visokom specificnom povrsinom, koji su u obliku tankog
sloja naneti na ravnu povrSinu (obi¢no staklena, metalna ili plasti¢na ploca). Najcesce koris¢eni
sorbent u tankoslojnoj hromatografiji je silika gel, ali se koriste i drugi materijali kao Sto su
aluminijum—oksid, poliamid, celuloza i hemijski modifikovani sorbenti (cijanopropil, aminopropil,
diol i alkil modifikovani silika gelovi). Mobilna faza u TLC—u predstavlja smesu organskih rastvaraca
1 u slucaju normalno faznog sistema koriste se rastvaraci manje polarnosti od stacionarne faze kao Sto
su heksan, benzen, toluen, etil-acetat, dietil—etar, hloroform, aceton, mravlja i siréetna kiselina, dok
se u slucaju reverzno faznog sistema koriste mobilne faze sastavljene od vode i organskog rastvaraca,
kao $to su metanol, etanol i acetonitril. Na razdvajanje supstanci, odnosno analita, deluju dve suprotne
sile: eluciona sila mobilne faze i1 privlacenje stacionarne faze, odnosno sposobnost sorbenta da zadrzi
odvojene supstance na svojim povrSinskim aktivnim centrima. Retencija analita u tankoslojnoj
hromatografiji se najceS¢e opisuje retardacionim faktorom Rr, koji se definiSe kao odnos predenog
puta analita (a) i predenog puta mobilne faze (b)%* ¢4

Rr moze imati vrednost izmedu 0 i 1 i predstavlja konstantu pod strogo odredenim eksperimentalnim
uslovima, zbog Cega se moze koristiti za identifikaciju analita. Za opisivanje retencije analita se
koristi i vrednost #Rr koja predstavlja retardacioni faktor pomnozen sa 100 (A— hekto, 10?).

Visoko—efikasna tankoslojna hromatografija (eng. High—performance thin layer chromatography—
HPTLC) je instrumentalna tehnika koja obezbeduje brza i efikasna odvajanja 1 kvantitativnu analizu.
HPTLC analiza ukljucuje upotrebu sorbenata visokih performansi, koji imaju manju veli¢inu Cestica
1 debljinu sloja u odnosu na TLC sorbente, kao i unifromnu povrsinu, §to omogucava efikasnije
razdvajanje 1 bolju rezoluciju. Ova tehnika je po tacnosti 1 preciznosti uporediva sa gasnom i teCnom
hromatografijom visokih performansi, ali u odnosu na pomenute tehnike ima izvesne prednosti u
pogledu ekoloske prihvatljivosti. Neke od prednosti HPTLC su sledece:

e Koriste se male zapremine organskih rastvaraca 1 uzoraka za analizu, Sto smanjuje koli¢inu
proizvedenog otpada;

e Moguénost paralelnog razdvajanja velikog broja uzoraka, §to skracuje vreme i energiju
utroSenu za analizu;

e Sistem je jednostavan, relativno jeftin i lak za rukovanje;

e Moguénost multidimenzionalnog razdvajanja.®

Osim navedenih prednosti, HPTLC se moze koristiti kao skrining metoda (eng. screening—sistemski
pregled, proveravanje) koja moze da pruzi kvalitativnu, ili semikvantitativnu informaciju uz
minimalnu pripremu uzorka, $to je u skladu sa ciljevima zelene analititke hemije.’

Visoko—efikasna te¢na hromatografija (eng. High—Performance Liquid Chromatography, HPLC) je
analiticka tehnika kod koje je stacionarna faza smesStena u koloni. HPLC je jedna od najta¢nijih
analitickih metoda koja se koristi za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju komponenti u smesi.
Princip razdvajanja u HPLC—u zasniva se na tome da se uzorak rastvara u te¢noj fazi (mobilna faza)
1 prolazi kroz kolonu ispunjenu ¢vrstim adsorbentom (stacionarna faza). Komponente uzorka se
odvajaju na osnovu njihove interakcije sa stacionarnom fazom i brzine kojom prolaze kroz kolonu.
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Prednosti HPLC—a ukljucuju visoku rezoluciju 1 efikasnost razdvajanja, kao 1 moguénost
kvantifikacije komponenti u vrlo malim koncentracijama. Osim toga, tokom rada sa HPLC uredajem
moguce je precizno kontrolisati hromatografske uslove, poput brzine protoka mobilne faze,
temperature 1 sastava rastvaraca, §to omogucava optimizaciju metode za odredivanje specificnih
analita. Takode, HPLC odlikuje dobra ponovljivost i sposobnost analize Sirokog spektra analita, od
malih organskih molekula do velikih biomolekula.5>¢’

Ultra—efikasna te¢na hromatografija (eng. Ultra High—Performance Liquid Chromatography,
UHPLC) je vrsta tecne hromatografije u koloni. Ona predstavlja unapredenu tehniku konvencionalne
visoko—efikasne tecne hromatografije (HPLC) u pogledu veli¢ine Cestica stacionarne faze i
instrumentalizacije, $to za posledicu ima bolje razdvajanje i rezoluciju. Razvoj visoko—efikasnih
materijala za stacionarne faze sa znatno manjim ¢esticama, doveo je do povecanja povrsine dostupne
za interakcije sa analitom, §to je omogucilo smanjenje duzine kolone. Znatno krace kolone koje se
koriste u UHPLC analizama doprinele su brzem protoku, kra¢em vremenu analize 1 smanjenju
zapremine mobilne faze za najmanje 80% u poredenju sa HPLC—om. Dodatno, visoka osetljivost i
dobra rezolucija razdvajanja daje ovoj metodi znacajnu prednost u analizi slozenih matriksa.t>¢
UHPLC se najceS¢e uparuje sa masenim spektorometrima (eng. mass spectrometry, MS) kao
detektorima da bi se postigla Sto veca osetljivost, selektivnost, kao i moguénost odredivanja analita
pri niskim koncentracijama. Glavni tipovi MS analizatora koji se koriste u kombinaciji sa UHPLC—
om su kvadrupol (eng. quadrupole) i TOF (eng. time of flight, TOF). Takode je Cesta upotreba
tandemske MS (MS/MS) pogotovo u slucaju analize biomolekula i lekova, skriningu ili u
metabolomici.®

2.8.2. Spektrofotometrijska odredivanja

Ultraljubicasta/vidljiva spektrofotometrija (eng. Ultraviolet—Visible Spectrophotometry, UV/Vis) je
analiticka tehnika koja meri apsorpciju svetlosti u ultraljubi¢astom 1 vidljivom delu spektra kako bi
se odredio sastav i koncentracija hemijskih jedinjenja u uzorku. Lamber—Berov (eng. Lambert—Beer)
zakon je kljucni princip u spektrofotometriji kojim se opisuje odnos izmedu apsorpcije svetlosti 1
koncentracije rastvora i koristi se za odredivanje koncentracija hemijskih jedinjenja u rastvoru.®%®
Lamber—Berov zakon se izrazava formulom:

A=¢c-c-l

gde su 4 — apsorpcija svetlosti (bezdimenzionalna veli¢ina), € — molarni apsorpcioni koeficijent [L
mol! cm™], ¢ — koncentracija rastvora [mol L' cm™'], / — Putanja svetlosti kroz rastvor [cm].

Ukupni sadrzaj fenola (eng. Total phenolic content, TPC) se najceS¢e odreduje primenom Folin—
Cikalteu eseja (eng. Folin—Ciocalteu, FC). Ovaj esej se zasniva na redukciji FC reagensa u prisustvu
fenolnih jedinjenja pri ¢emu nastaje kompleksno jedinjenje molibdena i volframa, plave boje.
Intenzitet dobijenog jedinjenja se meri spektrofotometrijski na 760 nm 1 linearno raste sa
koncentracijom fenolnih jedinjenja u uzorku. Iako nije poznata tacna hemijska priroda reakcije
izmedu FC reagensa i fenolnih jedinjenja, kao ni strukture FC reagensa i proizvoda plave boje,
pretpostavlja se da dolazi do niza reverzibilnih reakcija redukcije sa jednim ili dva elektrona. Reakcije
se odigravaju na pH vrednosti oko 10, koja se postize dodatkom rastvora natrijum—karbonata, jer je
neophodno da fenolna jedinjenja budu u obliku fenolatnih anjona. Glavne prednosti ovog eseja su
jednostavnost, brzina i visoka ponovljivost. Medutim, ograni¢enje ove metode je nedovoljna
specificnost FC reagensa, koji osim sa fenolnim jedinjenjima moZe reagovati i sa drugim
jedinjenjima, kao Sto su askorbinska kiselina, aromati¢ni amini, redukujuc¢i Seceri 1 aromaticne
aminokiseline.”®"!

Za odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida (eng. Total flavonoid cotent, TFC) najcesce se koristi
spektrofotometrijski esej sa aluminijum—hloridom, gde se AI** joni koriste kao kompleksirajuci
agens. Metoda se zasniva na formiranju helatnog kompleksa izmedu AI** jona i karbonilnih i
hidroksilnih grupa flavonoida, uglavnom u molskom odnosu 1:1, §to zavisi od eksperimentalnih
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uslova, ukljuc¢uju¢i pH vrednost. Originalna metoda je modifikovana uvodenjem natrijum-—nitrita,
koji selektovano reaguje sa aromati¢nim vicinalnim diolima, pri ¢emu se dobija derivat flavonoid—
nitroksil, za koji je karakteristicna pojava nove apsorpcione trake na oko 500 nm. Kao standard
flavonoida za kalibraciju najcesce se koriste kvercetin, katehin 1 rutin. Nedostaci ovog eseja proizilaze
iz pretpostavke da svi flavonoidi prisutni u uzorku imaju isti molarni apsorpcioni koeficijent i
maksimum apsorpcije (Amax) kao standard koji se koristi. Dodatno, razli¢iti flavonoidi imaju razlicite
vrednosti apsorpcije pri odabranoj talasnoj duzini, razli¢ite Amax 1 neki od njih ne grade kompleks sa
A", zbog ega ne budu uzeti u obzir u ovom eseju.’%"?

Za odredivanje ukupnog sadrzaja monomernih antocijana (eng. 7otal anthocyanin content, TAC)
Cesto se koristi pH— diferencijalna metoda. Metoda se zasniva na reverzibilnoj promeni boje
antocijana sa promenom pH vrednosti. Antocijani se na pH vrednosti 1,0 nalaze u obliku crveno
obojenog oksonijum jona, dok se na pH vrednosti 4,5 nalaze u obliku hemiketala, koji je bezbojan.
Razlika u apsorbanciji na 520 nm je proporcionalna koncentraciji antocijana, a rezultat se preracunava
i izrazava kao ekvivalent cijanidin—3—glukozida. Glavne prednosti ovog eseja su jednostavnost i
brzina. Glavni nedostaci ovog eseja jesu degradacija antocijana ili prisustvo drugih pigmenata koje
moze uticati na tacnost merenja, kao i to da metoda omoguéava samo merenje monomernih
antocijana.”>’*

Za odredivanje antioksidativnog kapaciteta (eng. Radical scavenging activity, RSA) u literaturi je
poznato preko 20 metoda koje se medu sobom razlikuju po mehanizmu odigravanja, ali se mogu
podeliti u tri glavne grupe: metoda neturalizacije slobodnih radikala, metode zasnovane na transferu
elektrona i metode zasnovane na prenosu atoma vodonika.”” DPPH esej (eng. (2,2-di(4—tert—
octylphenyl)—I1—picrylhydrazyl), DPPH) je jedna od naj¢esce koriS¢enih metoda zbog svoje
jednostavnosti, osetljivosti 1 brzine. Ovaj esej se zasniva na prenosu elektrona sa antioksidanasa kako
bi se neutralisao DPPH radikal. Reakcija je pra¢ena promenom boje DPPH iz ljubicaste u zutu, koja
se meri spektrofotometrijski na 517 nm.”*7

2.9. Bioloske metode za ispitivanje ekstrakata
2.9.1. Bioautografija

Bioautografija je metoda koja se koristi za detekciju bioloski aktivnih jedinjenja direktno na
hromatogramu koji je dobijen primenom tankoslojne hromatografije. Pod terminom bioautografija se
najceSce podrazumeva ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja samo na Zivim organizmima, kao §to
su bakterije 1 gljive. Medutim, bioautografija podrazumeva 1 ispitivanje bioloskog odgovora prema
razli¢itim reagensima, hemijskim ili bioloSkim 1 u bioautografske eseje spadaju: antioksidativni,
enzimski, antiestrogeni, antimutageni, antibakterijski i antifungalni eseji. Bioautografske metode se
mogu podeliti prema nacinu rada na: direktnu, kontaktnu i1 agar overlay. Direktna bioautografija se
najcesce koristi zbog svoje jednostavnosti 1 zasniva se na uranjanju ili prskanju TLC ploce sa
suspenzijom mikroorganizma ili rastvorom reagensa. U slucaju bioautografije sa mikroorganizmima,
vizuelizacija zona inhibicije se uglavnom vrsi kori§¢enjem tetrazolijumovih soli, kao §to je MTT ([3—
(4,5—dimetiltiazol-2—il)-2,5—difeniltetrazolijum bromid]). Dehidrogenaze prisutne u Zivim
mikroorganizmima pretvaraju tetrazolijumove soli u intenzivno obojeni formazan, tako da se zone
inhibicije pojavljuju kao trake bele boje na ljubicastoj pozadini. U slucaju antioksidativnih ili
enzimskih eseja nacin vizuelizacije aktivnih zona zavisi od prirode samog eseja. Na primer, u slucaju
DPPH eseja jedinjenja sa antioksidativnom aktivnoS¢u pojavljuju se kao zute zone na ljubicastoj
pozadini, nakon stajanja u mraku.”®’® Glavna prednost bioautografije je §to omogucava dobijanje
pouzdanih informacija o aktivnosti pojedinacnih jedinjenja, za razliku od klasi¢nih mikrobioloskih
metoda, kao $to su difuzione i dilucione metode, gde se meri aktivnost ukupnog ekstrakata i gde je
mogude ispoljavanje antagonistickih i sinergistic¢kih efekata.”®
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2.9.2. Difuziona metoda

Difuzni esej na agaru (eng. agar diffusion assay) je Siroko primenjivana metoda za procenu
antimikrobne aktivnosti prirodnih proizvoda. Metoda se zasniva na tome da se na odgovarajucu
inokulisanu podlogu od agara nanese ispitivani uzorak koji radijalno difunduje u svim pravcima i
inhibira rast mikroorganizma. Veli€ina zone inhibicije oko nanetog uzorka je srazmerna osetljivosti
mikroorganizma na ispitivani uzorak. Ovaj esej se izvodi tako Sto se hraniljiva podloga inokulise
ispitivanim sojem mikroorganizma, koji se potom razlije u Petrijevu Solju. Potom se na podlogu
nanosi uzorak na jedan od dva nacina: u bunar, koji je prethodno isecen u agaru ili na papirni disk,
koji je prethodno postavljen, na osnovu ¢ega se razlikuju dve metode disk diffusion i well diffusion.
Nakon toga se Petrijeva Solja inkubira u odgovaraju¢im uslovima (npr. na 37°C u toku 2448 sati)
kako bi se omogucilo da uzorak difunduje u agar 1 inhibira rast ispitivanog soja mikroba, §to rezultira
zonom inhibicije rasta oko nanetog uzroka. Ovaj esej je jednostavan, brz i jeftin za izvodenje, ali nije
prikladan za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije, jer nije moguce kvantifikovati
jedinjenja sa antimikrobnom aktivno$¢u koja su difundovala u agaru.”®%

2.9.3. Diluciona metoda

metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti. Za razliku od prethodno pomenutih metoda,
bioautografije i difuzione metode, ova metoda omogucava kvantitativno ispitivanje, kao i odredivanje
i bakteriostatskih i baktericidnih aktivnosti.”* Procedura najée$¢e obuhvata dvostruko razblaZivanje
ispitivanog uzorka (npr. 2, 1, 0,5, 0,25 mg mL™") u teénom medijumu za rast koriste¢i mikrotitracione
ploce. Zatim se svaki bunar sa uzorkom inokuliSe sa ispitivanim sojem mikroorganizma. Nakon
dobrog mesanja, inokulisani bunari sa mikrotitracione ploca se inkubiraju pri odgovaraju¢im
uslovima u zavisnosti od testiranog mikroorganizma (uglavnom 24 sata na 30 ili 37°C). Antimikrobna
aktivnost nekog uzorka se moze okarakterisati sa dve vrednosti: minimalnom inhibitornom
koncentracijom (eng. Minimal Inhibitory Concentration, MIC), koja predstavlja najnizu
koncentraciju koja inhibira rast ispitivanog soja i minimalnom baktericidnom koncentracijom uzorka
(eng. Minimal Bactericidal Concentration. MBC), koja predstavlja najniZzu koncentraciju potrebnu
za ubijanje odredenog soja. U slucaju dilucionih metoda koriste se tetrazolijumove soli (MTT 1 XTT)
ili resazurin, koji u skladu sa metabolickim aktivnostima mikroorganizama dovode do konverzije
boja, ¢&ime se dobija informacija o MIC i MBC vrednostima.”

2.10. Molekulsko modelovanje primenom COSMO-RS softvera

Gradivne komponente eutektickih smeSa mogu da budu razlicita jedinjenja 1 procenjuje se da postoji
izmedu 10° i 10® moguéih kombinacija dvokomponentnih smesa, a osim toga moguéa je priprema i
trokomponetnih smeSa. Uzimaju¢i u obzir ogroman broj kombinacija HBA 1 HBD, nalazenje
optimalne smeSe za odredenu primenu metodom pokuSaja i greSke zahteva previSe vremena i
resursa.’? Najée$¢i pristup u istraZivanjima koja se bave primenom -eutekti¢kih smesa kao
ekstrakcionih sredstava jeste priprema velikog broja smesa i njihova primena za izolovanje jedinjenja
od interesa. Ekstrakcija odredenog jedinjenja ¢e biti najveca u eutektickoj smesi koja pokazuje
medumolekulske sile sli¢ne po jacini samom jedinjenju, odnosno ekstrakcija se zasniva na principu
,slicno se u slicnom rastvara". Jedan od glavnih ciljeva trenutnih istrazivanja u oblasti eutektickih
smesa jeste razumevanje ponasanja smesa na molekulskom nivou i razvoj prediktivnih modela koji
mogu proceniti rastvorljivost.®!

Najpopularniji modeli za predvidanje i karakterisanje svojstava eutektickih smesa, kao i faznih
ravnoteZa su racunarske simulacije, modeli viska Gibsove energije (eng. excess Gibbs energy, g©),
jednaline stanja (eng. equations of state, EoS) i maSinsko ucenje (eng. machine learning, ML).
Modeli viska Gibsove energije predvidaju koeficijente aktivnosti i naj¢es¢e primenjivani su modeli
zasnovani na COSMO-u, posebno COSMO-RS (eng. COnductor—Like Screening MOdel for Real
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Solvent) i COSMO-SAC (eng. COnductor—Like Screening MOdel Segment Activity Coefficient).”’
COSMO-RS je racunarski model koji koristi kvantnu mehaniku i statisticku termodinamiku da
simulira ponaSanje molekula u rastvoru, sto mu omogucéava da predvidi razli¢ite termodinamicke 1
transportne osobine te¢nosti, ukljutujuci i eutekticke smese.®

COSMO-RS model koristi kvantno—hemijski proracun koji se zove teorija funkcionala gustine (eng.
Density functional theory DFT) kako bi optimizovao strukturu, distribuciju naelektrisanja i pronasao
minimalnu energiju sistema. Kao rezultat kvantno—hemijskog proraCuna dobija se gustina
naelektrisanja na povrsini (eng. surface charge density) koja se naziva c—povrsina. Slikovito
prikazano, boja c—povrsine daje informaciju o gustini naelektrisanja u svakoj tacki molekula: zelena
zona odgovara nultoj gustini naelektrisanja, plava oznacava gustinu pozitivnog naelektrisanja, a
crvena boja oznacava gustinu negativnog naelektrisanja (Slika 6). Odnosno, zelena podrucja obi¢no
odgovaraju ugljeni¢cnom skeletu, crvena kiseonikovim ili azotovim atomima i grupama, a plava
atomima vodonika. Model dalje transformiSe c—povrSine, odnosno dobijenu raspodelu gustine
naelektrisanja na povrsini molekula, u funkciju povrsinskog sastava, koja se naziva o—profil. Kako bi
se predvidela ponasanja molekula u tec¢nosti potrebno je izracunati energije interakcija pomocu
statistiCkih termodinamickih prorac¢una. Ovi proracuni omogucavaju odredivanje termodinamickih
svojstava kao $to su slobodna energija i hemijski potencijal. Hemijski potencijal u; dalje omoguéava
predvidanje skoro svih termodinamickih osobina jedinjenja ili smeSa ukljucujuci i rastvorljivost. Na
Slici 6. prikazani su koraci u COSMO-RS proracunu.3 86
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Slika 6. Koraci u COSMO-RS prora¢unu. Slika preuzeta iz knjige Tools for Green Chemistry®* i
prilagodena tekstu.

2.10.1. o—profili

o—profili predstavljaju histograme distribucije naelektrisanja na povrSini molekula i prikazuju kako
je gustina naelektrisanja (o) rasporedena po razli€itim delovima povrSine molekula. Izgled o—profila,
odnosno prisustvo pikova, kao 1 njihova visina 1 §irina, zavisi od strukture molekula (rasporeda atoma
i funkcionalnih grupa) i njegove geometrije. Interakcije izmedu rastvaraca i rastvorene supstance
uslovljene su njithovim gustinama naelektrisanja (o 1 6°), odnosno ako rastvarac i rastvorena supstanca
imaju komplementarne o—profile mogu se ocekivati snazne interakcije izmedu segmenata povrsine
koji dovode do povoljnog hemijskog potencijala, u(c), a samim tim dobre rastvorljivosti. c—profil je
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obi¢no podeljen na tri dela: akceptorski, nepolarni 1 donorski region vodoni¢ne veze, Sto ga Cini
korisnim alatom za poredenje polarnosti razli¢itih molekula.’**” Odredivanje c—profila igra klju¢nu
ulogu u razumevanju solvatacionog ponaSanja i termodinamickih svojstava eutektickih smesa. Dve
najcesce koriS¢ene metode za izraCunavanje o—profila u COSMO-RS su individualni pristup i
pseudokomponentni pristup. Individualni pristup uklju¢uje sumiranje o—profila HBD i HBA
konstituenata u odredenom molarnom odnosu, dok pseudokomponentni pristup razmatra
supramolekulski kompleks izmedu HBD i HBA koji je povezan vodoni¢nom vezom. %8

2.10.2. Koeficijenti aktivnosti pri beskonaénom razblaZenju

Na osnovu izraCunatih o—profila, COSMO-RS metoda omogucava odredivanje hemijskog
potencijala u te¢noj (uf°') i u gasovitoj (uf®") fazi. Pored toga definide parametar u?"", koji
karakteriSe hemijski potencijal jedinjenja i unutar rastvora. Koriste¢i ove parametre, koeficijent
aktivnosti jedinjenja i moZe se izratunati na slede¢i na¢in®%:
Mlpure_ulgolv
Yi=e€ RT
Koeficijent aktivnosti pri beskonatnom razblazenju (y;°) definisan je kao graniéni koeficijent
aktivnosti y; kada se koncentracija rastvorene supstance i priblizava nuli®’:
[o'e) .
o= limy;
Vi Pha! Vi
Kada se izracuna koeficijent aktivnosti pri beskona¢nom razblazenju (y ©), on se moze transformisati
u parametar afiniteta rastvarad-rastvorena supstanca B (pri ¢emu je B* = 1/y%), koji je

proporcionalan rastvorljivosti jedinjenja.®®
2.11. Procena ekoloske prihvatljivosti analiticke metode

Dvanaest principa zelene analitiCke hemije pruza smernice za postizanje Sto vece ekoloske
prihvatljivosti analitickog procesa. Primena ovih principa je podstakla razvoj novih metoda, koje je
potrebno proceniti sa aspekta njihove ,,zelenosti®, odnosno ekoloSke prihvatljivosti. Sa razvojem
zelenih metoda pojavili su se 1 brojni metricki alati za procenu stepena uskladenosti metode sa
principima zelene analiticke hemije. Ovi alati omogucavaju poredenje novo razvijenih metoda sa
postojecim, ¢ime se olakSava odabir najbezbednijih opcija. Neki od najCeSc¢e koriS¢enih alata za

procenu ekoloske prihvatljivosti analiti¢kih metoda su sledeéi®®:

e [Eko-skala (eng. Eco—scale);

e Nacionalni indeks uticaja metode (eng. National Environmental Methods Index, NEMI);

e Indeks zelenosti analitickih postupaka (eng. Green Analytical Procedure Index, GAPI);

e Analiticki kalkulator zelenila metode (eng. Analytical Greenness Calculator, AGREE).
2.11.1. Eko-skala

Eko—skala je jedan od alata za evaluaciju uticaja analitickih metoda na zZivotnu sredinu, koja moze
biti korisna za pronalaZenje i poboljsanje najslabijih karika u metodi.” Ona predstavlja sistem
ocenjivanja na skali bodova u kojem idealna zelena metoda ima inicijalno 100 poena, a svako
odstupanje rezultuje dobijanjem kaznenih poena.® Kazneni poeni se mogu dodeliti za upotrebu velikih
koli¢ina hemikalija ili opasnih hemikalija, za veliku potro$nju energije, za opasnost na radu i stvaranje
otpada. Nacin bodovanja i dobijanje kaznenih poena prikazan je u Tabeli 1. Kazneni poeni za svaki
reagens se izracunavaju mnoZenjem broja piktograma opasnosti (nalaze se na reagens boci) sa
stepenom opasnosti, pri ¢emu se za ,,upozorenja“ mnozi sa 1, a za ,,opasnosti* sa 2. Konacni rezultat
analiticke procene primenom Eko—skale je broj izmedu 0 1 100 1 ako je rezultat ve¢i od 75 procenjena
metoda predstavlja odli¢nu zelenu metodu, ako je izmedu 50 i 75 metoda je prihvatljiva, a ako je
manji od 50 metoda je neadekvatna. Prednosti analiticke Eko—skale su: jednostavnost izraCunavanja
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rezultata, lako¢a poredenja analitickih procedura 1 uklju¢ivanje razli¢itih aspekata uticaja na zivotnu
sredinu u njenu procenu. Medutim konacni rezultat ne daje informacije o razlogu negativnog uticaja
analitickog postupka na zivotnu sredinu, kao $to su upotreba rastvaraca, reagenasa, opasnost na radu
ili stvaranje otpada. U poredenju sa NEMI piktogramom, analiti¢ka Eko—skala pruza informacije o
uticaju analitiCkih procedura na zivotnu sredinu na kvantitativni nac¢in, uzimajuéi se u obzir koli¢ine
reagenasa i otpada, a ne samo prisustvo ili odsustvo opasnosti.®* !

Tabela 1. Nacin bodovanja i izraCunavanje rezultata primenom Eko—skale.

Meduzbir Ukupan broj
kaznenih poena kaznenih poena
Reagensi
<10 mL (<10 g) 1
Koli¢ina 10-100 mL (10-100 g) 2 kazneni poeni za
>100 mL (>100 g) 3 koli¢inu x
Nema 0 kazneni poeni za
Opasnost Nizak nivo 1 opasnost
Visok nivo 2
Instrumenti
<0,1 kWh po uzorku 0
Energija <1,5 kWh po uzorku 1
>1,5 kWh po uzorku 2
Opasnost Hermetizacija analitickog 0
na radu _ ., procesa
Emisija para u atmosferu 3
Nema 0
<l mL (<1 g) 1
1-10 mL (1-10 g) 3
>10 mL (>10 g) 5
Otpad Recikliranje 0
Degradacija 1
Pasivacija 2
Bez tretmana 3
2.11.2. Nacionalni indeks uticaja metode (NEMI)

Nacionalni indeks uticaja metode (NEMI) predstavlja jedan od najstarijih alata za procenu ekoloske
prihvatljivosti analitickih procedura. NEMI piktogram predstavlja krug koji se sastoji od 4 polja i
svako polje odrazava jedan od aspekata analiticke metodologije. Prvo polje, odnosno prvi uslov koji
metoda mora da ispuni jeste da nijedna od upotrebljenih hemikalija nije prisutna na listi otpornih,
bioakumulativnih i toksi¢nih hemikalija (eng. Persistent, Bioaccumulative and Toxic— PBT). Drugi
uslov je da se nijedna od hemikalija primenjenih u postupku se ne nalazi na listama opasnog otpada.
Trec¢i zahtev je da pH vrednost sistema bude u opsegu izmedu 2 1 12, kako bi se izbeglo visoko
korozivno okruZenje tokom celog analititkog procesa. Cetvrti uslov je da se tokom postupka
proizvede manje od 50 g otpada. Glavna prednost NEMI piktograma je Sto se lako moze procitati,
odnosno jednim pogledom na NEMI piktogram moZemo dobiti informaciju o uticaju svakog
individualnog aspekta analiticke procedure na Zivotnu sredinu. Glavni nedostatak NEMI piktograma
je Sto ne prikazuje da li je svaka pretnja ispod ili iznad odredene vrednosti, zbog ¢ega se ne moze
smatrati semikvantitativnom. Drugi nedostatak je da popunjavanje NEMI piktograma oduzima
mnogo vremena, jer je potrebno da se svaka hemikalija proveri da li je prisutna bar na jednoj od
nekoliko lista. Polja na piktogramu mogu biti obojena na skali od dve boje: crvena i zelena, dok je
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moguca 1 upotreba skale sa tri boje crvena, Zuta 1 zelena. Ova modifikacija ¢ini procenu NEMI
procedure kvantitativnijom.®8%-1

PBT Korozivnost

Opasnost Otpad

Slika 7. Primer NEMI piktograma.
2.11.3. Indeks zelenosti analitickih postupaka (GAPI)

Uzimajuéi u obzir prednosti i mane prethodno navedenih alatki za procenu ekoloSke prihvatljivosti
razvijena je nova alatka, nazvan GAPI (eng, Green Analytical Procedure Index— Indeks zelenosti
analitickih postupaka). GAPI procenjuje ekoloSku prihvatljivost ¢itave analiticke metodologije, od
prikupljanja uzoraka do analitickog odredivanja. Kreiran je koriS¢enjem NEMI piktograma i
analiti¢ke Eko—skale i pruza kvalitativne i semikvantitativne informacije.”*%?

2.11.4. Analiti¢ki kalkulator zelenila (AGREE)

Analiticki kalkulator zelenila (eng. Analytical Greenness Calculator, AGREE) je osmisljen sa ciljem
da se razvije $to je moguce zelenija analiticka metodologija, koja ¢e postovati svaki od 12 principa
zelene analiti¢ke hemije. Svaki princip se transformiSe u skor u opsegu od 0 do 1, a kona¢na ocena
metode se dobija procenom svih principa. Kao rezultat procene dobija se piktogram nalik satu, gde
su konacni skor 1 odgovarajuca boja prikazani u sredini, a skorovi svakog od 12 principa prikazani su
kao segmenti oko srediSnjeg dela, dok je tezina svakog principa predstavljena Sirinom segmenta.
Svaki segment je obojen u skladu sa svojom ekoloSkom prihvatljivos$¢u na skali boja od tamno zelene
do crvene. Na ovaj nacin se lako moZe proceniti zelenost metode u pogledu 12 principa zelene
analiti¢ke hemije kao i celokupne procedure.”’** Obzirom da se priprema uzoraka smatra najmanje
zelenim korakom analitickog procesa, razvijene su alatke koje procenjuju samo ovaj korak.
AGREEprep je prva alatka napravljena za procenu ekoloske prihvatljivosti analiticke pripreme
uzorka i procena pomoéu AGREEprep—a je jednostavna za izvodenje i efikasna.”

2.12. Hemometrija

Hemometrija je hemijska disciplina koja integriSe matematicke 1 statisticke metode kako bi razvila 1
izabrala optimalne procedure tokom hemijske analize, ili kako bi se maksimalno iskoristile hemijske
informacije analizom podataka. Statisticka analiza podataka obuhvata njithovu obradu, analizu i
prezentovanje rezultata, a sastoji se iz viSe faza koje ukljucuju deskriptivnu i inferencijalnu
(statisticko ocenjivanje 1 testiranje statistickih hipoteza) statistiku, kao 1 analizu matrice podataka
(eksperimentalni dizajn, prepoznavanje obrazaca, klasifikacija i regresija).”

Deskriptivna statistika je deo statisticke analize koji se koristi za prikupljanje, sistematizovanje,
prikazivanje i odredivanje parametara neke slucajno promenljive. Ovaj deo statisti¢ke analize koristi
se za opisivanje (deskripciju) podataka pomocu numeri¢kih vrednosti prikazanih kroz tablice,
grafikone ili odredene reprezentativne vrednosti. Njen zadatak je da ilustruje (proceni) karakteristike
populacije.”®?” Inferencijalna statistika je deo statisti¢ke analize koji obuhvata statisti¢ke metode koje
se bave donoSenjem zakljuaka o vrednostima parametara osnovnog skupa na osnovu informacija
dobijenih iz uzorka. Najcesce se izvodi kroz testiranje statistiCkih hipoteza. Testovi znacajnosti mogu
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biti parametrijski i neparametrijski i njihova upotreba zavisi od toga da li postoji normalna distribucija
podataka, $to je slu¢aj kod parametrijskih testova ili ne, kad se primenjuju neparametrijski testovi.”®?’

Tehnike analize matrice podataka se koriste za simultanu analizu medusobnog odnosa velikog broja
varijabli (viSe od dve) na bazi odredenog modela. Ove tehnike omogucavaju otkrivanje zakonitosti u
odnosima promenljivih koje su skrivene ili jedva primetne. Dele se na tehnike zavisnosti i tehnike
meduzavisnosti. Kod tehnika zavisnosti identifikuje se uticaj nezavisnih varijabli na zavisne
(rezultujuce) varijable. U ovu grupu spadaju klasifikacione i1 regresione tehnike diskriminantne
analize 1 viSestruke regresije. Tehnike meduzavisnosti koriste se za utvrdivanje odnosa izmedu
promenljivih u cilju pronalazenja grupa varijabli koje su slicne u svojim varijabilitetima a Cije
grupisanje ima odredeni smisao. U ovu grupu spadaju tehnike prepoznavanja obrazaca ponasanja kao
Sto su analiza glavnih komponenata 1 klasterska analiza. U okviru doktorske disertacije analiza
glavnih komponenata bi¢e primenjena na matrice podataka dobijene nakon hemijskih analiza te ¢e u
nastavku biti detaljnije objaSnjena.

Analiza glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis, PCA) se koristi u cilju
vizualizacije podataka, prevodenja visoko—korelisanih varijabli u manji set nekorelisanih varijabli
koje se mogu koristiti u daljoj statistickoj analizi i razdvajanja znacajnih informacija sadrzanih u
podacima od onih koje su manje bitne. Ovom metodom se formira novi koordinatni sistem sacinjen
od medusobno normalnih latentnih varijabli (komponenata) usmerenih na pravac nejveceg
varijabiliteta medu podacima.”’® Interpretacija rezultata PCA se obi¢no vrsi vizuelizacijom
dobijenih podataka pomocu grafika skorova (eng. score plot) i grafika vektora latentnih varijabli (eng.
loading plot). Grafika skorova prikazuje linearnu projekciju objekata na glavne komponente i
omogucava vizuelizaciju grupisanja objekata (uzoraka) na osnovu slicnosti i razlika, kao i prisustva
spoljasnjih vrednosti. Grafik vektora latentnih varijabli prikazuje korelaciju izmedu latentnih
varijabli, identifikuje koje varijable imaju najveci doprinos na svaku glavnu komponentu i daje uvid
u mehanizam razdvajanja i ponasanje objekata u primenjenim sistemima.”®

Jedna od strategija zelene analiticke hemije, uz integraciju analitiCkih sistema, smanjenu upotrebu
reagensa 1 minijaturizaciju analitickih metoda, jeste i primena hemometrije radi smanjenja broja
uzoraka i broja eksprimenata.” Pored toga, koriséenje hemometrijskih metoda, poput klasterske
analize 1 analize glavnih komponenata, omogucava grupisanje promenljivih ili objekata i
identifikaciju sli¢nih uzoraka, S§to pomaZe u pronalaZenju zelenijih alternativa u razli¢itim
procesima.”
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3. Eksperimentalni deo
3.1. Uzorci

Uzorci lekovitog bilja, odnosno petrovca (latinski naziv: Agrimonia eupatoria L.) 1 podubice (latinski
naziv: Teucrium chamaedrys L.) kupljeni su u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif
Panci¢* u obliku osusenih nadzemnih delova biljke. Uzorci su dodatno usitnjeni u prah koriste¢i mlin
za kafu (Bosch, model TSM6A017C) i ¢uvani u zatvorenim posudama na sobnoj temperaturi do
analize.

Uzorak propolisa je sakupljen u Ubu, tokom 2021. godine, metodom struganja sa prednjeg dela
kosnice 1 ¢uvan u staklenoj tegli. Pre same analize uzorak propolisa je usitnjen nozem.

Aronija i borovnica su sakupljene u leto 2021. u Kraljevu i Valjevu, dok je suSena crna godzi bobica
kupljena u lokalnoj prodavnici u Beogradu, a deklarisana je da je poreklom iz Kine. Svezi uzorci
aronije 1 borovnice su suSeni u struji toplog vazduha tokom 5 dana, na temperaturi od 40°C pomocu
dehidratora za hranu (Gorenje, model FDK500GCV). Svi uzorci bobicastog voc¢a su samleveni u prah
koris¢enjem mlina za kafu i ¢uvani u zatvorenim posudama na sobnoj temperaturi do analize.

3.2. Hemikalije i materijali

Hemikalije korisc¢ene za pripremu eutektickih smesa, ekstrakciju i preciséavanje: Holin—hlorid, L—
prolin, L—glicin, L-lizin, L-tirozin, limunska kiselina, jabu¢na kiselina, tiourea i natrijum—acetat su
nabavljeni od Sigma Aldrich—a (Sent Luis, Misuri, SAD). Mle¢na i vinska kiselina su kupljene od
ICN Biomedicals (Aurora, Ohajo, SAD), dok je maleinska kiselina kupljena od Acros Organics (Gel,
Belgija). Urea i askorbinska kiselina su kupljene od Betahema (Beograda, Srbija). Glukoza i fruktoza
su nabavljene od Centrohema (Stara Pazova, Srbija). Cilibarna kiselina je kupljena od Merck—a
(Darmstat, Nemacka), dok je glicerol kupljen od Zorka Pharma (Sabac, Srbija). Oksalna kiselina je
kupljena od Lach—Ner—a (Neratovice, Ceska), dok je etilen glikol kupljen od Thermo Fisher
Scientific-a (Bremen, Nemacka). Oktadecil kolone (Cartridge Bond Elut CI18) koriS¢ene za
preciS¢avanje ekstrakta su kupljene od Agilent Technologies (Santa Klara, Kalifornija, SAD).

Hemikalije koris¢ene za spektrofotometrijske testove: Folin—Cikalteov (eng. Folin—Ciocalteu, FC)
reagens je kupljen od Carlo Erba reagents (Milano, Italija), dok je aluminijum-hlorid kupljen od
Acros Organics (Gel, Belgija). Natrijum—karbonat, natrijum-—nitrit, natrijum-hidroksid, troloks, galna
kiselina, kvercetin, 2,2—difenil-1—pikrilhidrazil radikal (DPPH) i metanol su kupljeni od Sigma
Aldrich—a (Sent Luis, Misuri, SAD).

Hemikalije koris¢ene za HPTLC analizu: Etil-acetat i toulen su kupljeni od Zorka Pharma (Sabac,
Srbija), dok su hlorovodoni¢na kiselina, siretna kiselina, sumporna kiselina i 2—butanon nabavljeni
od Centrohema (Stara Pazova, Srbija), a mravlja kiselina je kupljena od Lach—Ner—a (Neratovice,
Ceska). Polietilen glikol 400 (PEG) kupljen je od Merck—a (Darmstat, Nemacka), dok su 2—aminoetil
difenilborinat (Neu—ov reagens), anisaldehid i metanol kupljeni od Sigma Aldrich—a (Sent Luis,
Misuri, SAD).

Hemikalije koris¢ene za UHPLC analizu: Standardi fenola: galna kiselina (GA), protokatehuinska
kiselina (PCA), siringinska kiselina (SA), hlorogena kiselina (CGA), neohlorogena kiselina (NCGA),
p— hidroksibenzoeva kiselina (PHBA), eskuletin (AE), kofeinska kiselina (CA), izoorientin (ISO),
izoramnetin (ISR), rutin (RUT), viteksin (VIT), izokvercetin (IQUE), p—kumarinska kiselina
(PCOA), kvercitrin (QR), astragalin (AST), ruzmarinska kiselina (RA), luteolin (LUT), kvercetin
(QUE), naringenin (NAR), kampferol (KMP), hispadulin (HPD), pinocembrin (PIN), hrizin (CHR),
hesperetin (HES), eriodiktol (ED), dihidrokampferol (DHK), hiperozid (HYP), izorametin—3—-O—
rutinozid (I3R), izorametin—3—-O—glukozid (I3G), epikatehin (EC), kampferol-3—O—glukozid (K3G),
miricetin (MYR), galangin (GAL), delfidin—3—O-glukozid (D3G), cijanidin—3—O—soforozid (C3S),
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cijanidin—3,5—di—O-glukozid (C3,5-diG), malvidin—3,5—-di—O—glukozid (M3,5-diG), cijanidin—3—
O—glukozid (C3G), cijanidin—3—O-rutinozid (C3R), cijanidin—3—O-sambubiozid (C3S), cijanidin—
3—O-arabinozid (C3A), pelargonidin—3—O-glukozid (P30), peonidin—3-O-glukozid (P3G) i
malvidin—3-O—glukozid (M3G) su nabavljeni od Sigma—Aldrich-a (Stajnhajm, Nemadka).
Acetonitril HPLC ¢&istoée je takode kupljen od Sigma—Aldrich—a (Stajnhajm, Nemacka).

Hemikalije koriscene za mikrobioloSku analizu: Kosi hranljivi agar je nabavljen od Lab M-a (Buri,
UK), dok su tripton LP0042 i ekstrakt kvasca kupljeni od Oxoid LTD-a (Bejzingstouk, UK). Triton
X-100 je nabavljen od Sigma—Aldrich—a (Stajnhajm, Nemacka). BHA hranljiva podloga je
nabavljena od Oxoid Limited—a (Ujedinjeno Kraljevstvo), TSA 1 TSB hranljive podloge kupljene su
od Merck—a (Darmstat, Nemacka), dok je BHI medijum kupljen od Biomedics—a (Madrid, Spanija).
Fosfatni fizioloki pufer (eng. phosphate saline buffer, 1 x PBS) je od Sigma—Aldrich—a (Stajnhajm,
Nemacka).

3.3. Priprema prirodnih eutektickih smesa

Komponente koje grade eutekticku smesu, odnosno donor i akceptor vodonic¢ne veze, odmerene su u
erlenemajeru u odredenom molskom odnosu (1:1, 1:2, 1:3 ili 2:5) i1 zagrevane su na 80°C uz
konstantno meSanje na magnetnoj mesalici tokom 30 minuta. Potom je u formiranu eutekticku smesu
dodata voda u odredenom masenom udelu (20%, 30%, 40% ili 50%, w/w) 1 meSanje je nastavljeno
jo§ 30 minuta. Tako dobijene smese su koriS¢ene za ekstrakciju. Pregled pripremljenih eutektickih
smesSa, molski odnos komponenata i sadrzaj vode, dat je u odeljku Rezultati i diskusija.

3.4. Ekstrakcije bioaktivnih komponenata primenom prirodnih eutektickih smeSa i
konvencionalnih rastvaraca

Lekovito bilje: U erlenmajeru je odmereno oko 500 mg uzorka i pomeSano je sa 5 mL prethodno
pripremljene eutekticke smeSe. Ekstrakcija je vrSena na 50°C uz konstantno meSanje na magnetnoj
mesalici tokom 45 minuta. Po zavrSenoj ekstrakciji, te€na faza je odvojena od biljnog materijala
centrifugiranjem na 10 000 obrtaja po minuti tokom 15 minuta (Thermo Scientific SL 16 centrifuge,
Voltam, SAD). Supernatant je dalje preciS¢en pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Kao konvencionalni
rastvarac je kori§¢en metanol, a ekstrakcija je radena na identic¢an nacin kao i sa eutektickim smeSama.

Propolis: Oko 500 mg propolisa je odmereno u erlenmajer 1 dodato je 5 mL prethodno pripremljene
eutekticke smeSe. Ekstrakcija je vrSena tokom 60 minuta konstantnim meSanjem i zagrevanjem na
50°C pomocu magnetne meSalice. Po zavrSenoj ekstrakciji, teCna faza je odvojena od uzorka
centrifugiranjem na 10 000 obrtaja po minuti tokom 15 minuta. Supernatat je dalje precis¢en pomocu
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Kao konvencionalni rastvaraci su koriS¢eni glicerol i 1% (w/v) rastvor
limunske kiseline u vodi koji je poznat kao GRAS rastvarac (eng. generally recognized as safe, GRAS
— opSte priznat kao bezbedan). Ekstrakcija sa konvencionalnim rastvara¢ima je vrSena na identi¢an
nacin kao 1 sa eutektickim smeSama.

Bobicasto voce: U konusnu kivetu za centrifugu odmereno je oko 200 mg uzroka i dodato je 2 mL
prethodno pripremljene eutekticke smesSe. Ekstrakcija je vrSena na ultrazvuénom kupatilu tokom 30
minuta na 50°C. Po zavrSenoj ekstrakciji, a pre centrifugiranja, dodato je 4 mL vode kako bi se
olakSalo razdvajanje faza, a potom je ekstrakciona smesa centrifugirana na 10 000 obrtaja po minuti
tokom 15 minuta. Supernatant je dalje preciS¢en pomocu ekstrakcije na cCvrstoj fazi. Kao
konvencionalni rastvaraci su koris¢eni metanol zakiseljen hlorovodoni¢nom kiselinom (0,01%, v/v),
kao 1 1% (w/v) rastvor limunske kiseline u vodi. Ekstrakcija sa konvencionalnim rastvara¢ima je
vrSena na identi¢an nacin kao i sa eutektickim smesama.
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3.5. Metode precis¢avanja ekstrakata

PreciS¢avanje supernatanta posle ekstrakcije i uklanjanje komponenata eutektickih smesa je radeno
pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Kao sorbent su koriS¢ene oktadecil kolone od 500 mg.
Kondicioniranje sorbenta je uradeno sa 5 mL metanola i 5 mL vode u slucaju ekstrakata lekovitog
bilja i propolisa, dok je slucaju ekstrakata bobicastog voca kondicioniranje radeno sa zakiseljenim
metanolom (0,01% v/v hlorovodoni¢na kiselina) i vodom. Nakon nano$enja 3 mL uzorka na kertridz,
ispiranje neadsorbovanih jedinjenja i komponenata eutektickih smesa vrseno je sa 10 mL vode, u
slucaju ekstrakata lekovitog bilja i propolisa, odnosno zakiseljene vode (0,01%, v/v hlorovodoni¢na
kiselina), u slucaju ekstrakata bobicCastog voca. Bioaktivna jedinjenja su eluirana sa 3 mL i 6 mL
metanola, u sluc¢aju uzoraka lekovitog bilja i propolisa, redom, odnosno sa 3 mL zakiseljenog
metanola (0,01%, v/ hlorovodoni¢na kiselina) kod uzoraka bobi€astog vo¢a. Dobijeni metanolni
ekstrakti su ¢uvani u zamrzivacu na -20°C u tamnim staklenim vijalama do dalje analize.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata bobiCastog voca rastvara¢ je uparen do suva
koriéenjem vakuum uparivaca (IKA-Verke HB4 basic, Staufen, Nemacka). Dobijeni suv ekstrakt je
rastvoren u zakiseljenom metanolu (0,01%, v/v hlorovodonic¢na kiselina) kako bi ekstrakti imali
konaénu koncentraciju od 20 mg mL.

3.6. Hemijska karakterizacija ekstrakata
3.6.1. Spektrofotometijska odredivanja

Svi spektrofotometrijski eseji su izvodeni na GBC UV-Visible Cintra 6 spektrofotometru
(Dandenong, Australija) i merenja su radena u duplikatu. Prethodno pripremljeni ekstrakti su
razblazeni odgovarajuci broj puta kako bi usli u kalibracioni opseg (uglavnom 10, 20 ili 50 puta).
Rezultati su prikazani sa pripadaju¢om greskom (srednja vrednost = standardna devijacija).

Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola: Ukupan sadrZaj polifenola (eng. Total Phenolic Content,
TPC) u analiziranim ekstraktima je odreden koriS¢enjem FC reagensa, prema postupku opisanom u
literaturi.!® Ispitivani ekstrakti (0,5 mL) su razblaZeni destilovanom vodom (0,5 mL) i dodato je 2,5
mL FC reagensa (10% v/v). Posle 5 minuta dodato je 2,0 mL rastvora natrijum—karbonata (7,5% w/v).
Dobijeni rastvori su inkubirani tokom 2 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je merena apsorbancija
na 765 nm. Galna kiselina je kori$éena kao standard u opsegu koncentracija od 20 do 120 mg L.
Rezultati su izrazeni kao TPC vrednosti u gram—ekvivalentima galne kiseline po kilogramu suvog
uzorka (g GAE kg™).

Odredivanje ukupnog sadrZaja flavonoida: Ukupni sadrzaj flavonoida (eng. Total flavonoid content,
TFC) u analiziranim ekstraktima je odreden metodom sa aluminijum-hloridom opisanoj u
literaturi.'°! Ispitivani ekstrakti (0,3 mL) su razblaZeni sa 3,4 mL 30% (v/v) rastvora metanola, a zatim
je dodato 0,15 mL 0,5 mol L™! rastvora natrijum-nitrita i 0,15 mL 0,3 mol L™! rastvora aluminijum—
hlorida. Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi, dodato je 1,0 mL 1 mol L' rastvora
natrijuma-hidroksida. Apsorpcija je merena na 506 nm. Kvercetin je koriS¢en kao standard u opsegu
koncentracija 10 — 500 mg L. Rezultati su izrazeni kao TFC vrednosti u gram—ekvivalentima
kvercetina po kilogramu suvog uzorka (g QUE kg™!).

Odredivanje ukupnog sadrzaja antocijana: Ukupni sadrzaj antocijana (eng. Total anthocyanin
content, TAC) u analiziranim ekstraktima odreden je pH diferencijalnom metodom.” Ispitivani
ekstrakti (0,3 mL) su razblaZeni sa 1,2 mL pufera pH = 1,0 (kalijum-hlorid, 0,025 mol L) ili 1,2 mL
pufera pH = 4,5 (natrijum—acetat, 0,4 mol L) i rastvor je inkubiran 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Apsorpcija svake probe, jedne razblazene puferom pH = 1,0 i druge razblazene puferom pH = 4,5,
merene su na dve talasne duzine, 520 1 700 nm. Ukupni sadrZaj antocijana izraZen je kao ekvivalent
cijanidin-3—glukozida (cyd-3—glu, mg L) i izratunat kao:

31



EKSPRIMENTALNI DEO

A X MM x FR x 103
TAC =
eXl

gde je: A = (As200m — A700nm)pH=1,0 — (A520nm = A700nm)pH=4,5

MM (molekulska masa) = 449,2 g mol™! za cijanidin—3—glukozid

FR = faktor razblazenja

[ = duzina puta (cm)

£=26900 L mol! cm™!, molarni koeficijent apsorpcije za cijanidin—3—glukozid.
Rezultati su izrazeni kao TAC vrednosti u gram—ekvivalentima cijanidin—3—glukozida po kilogramu
suvog uzorka (g cyd—3—glu kg™).

Odredivanje antioksidativnog kapaciteta: Odredivanje antioksidativnog kapaciteta (eng. Radical
scavenging activity, RSA) je vrieno primenom eseja sa DPPH radikalom.!%? Ispitivani ekstrakti (0,1
mL) su pomesani sa 4 mL 79 mmol L' metanolnog rastvora DPPH. Posle inkubacije od 1 h na sobnoj
temperaturi u mraku, apsorpcija je merena na 517 nm. Troloks je koriS¢en kao standard u opsegu
koncentracija od 100 do 600 mmol L!. Rezultati su izraZeni kao milimolovi troloks ekvivalenata (TE)
po kilogramu suvog uzorka (mmol TE kg ).

3.6.2. Visoko—efikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC)

Za analizu 1 razdvajanje ekstrahovanih jedinjenja primenom visoko—efikasne tankoslojne
hromatografije kao stacionarna faza su koris¢ene staklene ploce silika gela (HPTLC plate silica gel
60 F254, Merck, Darmstat, Nemacka), dimenzija 20 cm X 10 cm, dok je sastav mobine faze
optimizovan i bio je razliCit za svaki matriks. Odredena zapremina ispitivanih ekstrakata naneta je na
HPTLC plo¢e kao trake od 6 ili 8 mm kori§¢enjem Linomat-a 5 (CAMAG, Mutenc, Svajcarska) i
Hamilton $prica od 100 uL (Bonaduz, Svajcarska). Za razdvajanje je kori§éena hromatografska kada
sa dva kanala, dimenzija 20 cm x 10 cm (CAMAG, Mutenc, Svajcarska). U svaki kanal je dodato po
6 mL mobilne faze i vreme si¢enja kade sa parama rastvaraca je bilo 5 minuta. Front rastvaraca je bio
80 mm. Nakon razdvajanja plocice su suSene u struji toplog vazduha tokom 5 minuta.

Lekovito bilje: Radi §to boljeg razdvajanja fenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktima lekovitog bilja,
radena je optimizacija sastava mobilne faze. Kao stacionarna faza je koriS¢en silika gel, dok je sastav
ispitivanih mobilnih faza naveden u Tabeli 2. Za razdvajanje ekstrakata petrovca odabrana je mobilna
faza koja se sastojala od etil-acetata, vode i mravlje kiseline u zapreminskom odnosu 17/2/2 (v/v/v)
(MF 5), dok je u slucaju ekstrakata podubice odabrana smeSa etil-acetat/voda/mravlja kiselina
(17/2/4, v/v/v) (MF 7). U oba slu¢aja zapremina nanetih ekstrakta je bila 2 pL.

Tabela 2. Sastav mobilne faze za razdvajanje uzoraka lekovitog bilja.

Redni broj Sastav mobilne faze Zapreminski odnos  Literatura
MF 1 Etil-acetat/toluen/mravlja kiselina 10/2/1 103

MF 2 Etil-acetat/voda/mravlja kiselina/siréetna kiselina 60/26/11/11 104

MF 3 Etil-acetat/voda/mravlja Kiselina 17/2/2 -

MF 4 Toluen/etil-acetat/mravlja kiselina 5/4/1 105

MF 5 Etil-acetat/toluen/voda/mravlja kiselina 7/1/1/1 -

MF 6 Etil-acetat/2-butanon/mravlja kiselina/voda 5/3/1/1 106

MF 7 Etil-acetat/voda/mravlja Kiselina 17/2/4 -

Propolis: U slucaju razdvajanja fenolnih jedinjenja u ekstraktima propolisa koriS¢ena je mobilna faza
opisana u literaturi (n—heksan/etil-acetat/siréetna kiselina, 5:3:1, vAA).!'% U drugi kanal
hromatografske kadice umesto mobilne faze dodata je koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina (37%,
w/w). Zapremina ekstrakata nanetih na plocu je bila 4 pL.
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Bobicasto voce: Prilikom optimizacije sastava mobilne faze za razdvajanje fenolnih jedinjenja iz

ekstrakata bobicastog voca isprobano je devet mobilnih faza ¢iji je sastav naveden u Tabeli 3.
Odabrana mobilna faza se sastojala od etil-acetata, vode, sir¢etne kiseline i mravlje kiseline u odnosu

100/27/11/11 (v/v/v/v). Zapremina ekstrakata nanetih na ploc¢u je bila 15 uL.

Tabela 3. Sastav mobilne faze za razdvajanje uzoraka bobicastog voca.

tl?ed_m Sastav mobilne faze Zapreminski Literatura

roj odnos

ME 1 E_tlI—_acetat/metanol/s1réetna kiselina/mravlja 2712/2/2/2 108
kiselina/voda

MF 2 Etil-acetat/2—butanon/mravlja kiselina/voda 7/3/1,2/0,8 109

MF 3 Etil-acetat/2—butanon/mravlja kiselina/voda 5/3/2/1 1o

MF 4 Etil-acetat/voda/sir¢etna kiselina/mravlja kiselina 100/27/11/11 '

MF 5 Etil-acetat/sir¢etna kiselina/mravlja kiselina/voda 5/212/1 modif. MF 3

MF 6 Etil-acetat/voda/sir¢etna kiselina/mravlja kiselina 100/35/11/11  modif. MF 4

MF 7 Etil-acetat/voda/mravlja kiselina 100/30/20 12

MF 8 Toluen/etil-acetat/mravlja kiselina 5/4/1 105

ME 9 Etil-acetat/2-butanon/mravlja kiselina/sir¢etna 5/3/2/2/1 modif. MF 3

kiselina/voda

U svrhu vizuelizacije fenolnih jedinjenja, plo€ice su derivatizovane Neu—ovim reagensom (0,5%, w/w
rastvor 2—aminoetil-difenilborinata u metanolu) i PEG-om (5%, w/w rastvor polietilenglikola u
metanolu). Nakon razvijanja, plo€ica je zagrevana na 120 °C tokom 10 minuta, a potom uronjena u
rastvor Neu—ovog reagensa tokom 1 sekunde koriste¢i uredaj za uranjanje (CAMAG Chromatogram
Immersion Device 3, Mutenc, Svajcarska). Nakon derivatizacije plo¢ica je osusena u struji toplog
vazduha tokom 5 minuta. Potom je ista procedura ponovljena prilikom uranjanja ploc¢ice u rastvor
PEG—a, u cilju poboljSanja intenziteta fluorescencije i stabilizacije zona. Zone koje odgovaraju
fenolnim jedinjenjima su vizuelizovane dokumentovanjem na 366 nm pomocu kamere mobilnog
telefona (Samsung S21, Samsung Electronics, rezolucija zadnje kamere 64 megapiksela), a
fotografije hromatograma su sacuvane u JPEG formatu radi dalje obrade.

Radi dobijanja metabolickih profila, odnosno vizulizacije razli€itih klasa jedinjenja na ploc¢i, koris¢en
je neselektivan reagens anisaldehid/sumporna kiselina.!'* Reagens je pripremljen tako §to je 0,5 mL
p—anisaldehida pomesano sa 10 mL glacijalne siréetne kiseline, a zatim je dodato 85 mL metanola i
5 mL koncentrovane sumporne kiseline. Derivatizacija je uradena uranjanjem prethodno zagrejane
plocice u rastvor reagensa tokom 1 sekunde koriste¢i CAMAG uredaj za uranjanje. Nakon toga,
plocica je osuSena u struji toplog vazduha tokom 5 minuta 1 potom zagrejana na 110 °C do pojave
zona. Zone su dokumentovane na vidljivoj svetlosti, a fotografije hromatograma su sacuvane u JPEG
formatu radi dalje obrade.

3.6.3. Ultra—efikasna te¢na hromatografija (UHPLC)

Kvantifikacija fenola i antocijana u uzorcima je uradena koriS¢enjem sistema te¢ne hromatografije
ultra visokih performansi (eng. Ultra High—Performance Liquid Chromatography— UHPLC) koji se
sastojao od kvaternarne Accela 600 pumpe 1 Accela autosamplera (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Nemacka).!'* UHPLC sistem je bio povezan sa masenim spektrometrom, koji poseduje trostruki
kvadrupol kao detektor (eng. TSQ Quantum Access Max triple—quadrupole mass spectrometer) i
elektrosprej sa temperaturom isparivata od 200°C kao jonski izvor (eng. heated electrospray
ionization— HESI). Dodatna podeSavanja jonskog izvora su bila sledeca: napon rasprSivanja 5000 V,
pritisak gasa (N2) 40 AU, pritisak gasa za CiS¢enje jona 1 AU 1 pritisak pomo¢nog gasa (N2) 8 AU,
temperatura kapilara 300°C 1 pomeranje skimera 0 V. Fenoli su odredeni u negativnom, a antocijani
u pozitivnhom jonizacionom modu masenog spektrometra. Za hromatografsko odvajanje je koriS¢ena
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Syncronis C18 kolona (dimenzija 100 x 2,1 mm, veli¢ina Cestica 1,7 mm), koja je bila zagrejana na
40°C, dok se mobilna faza sastojala od (A) voda + 0,1% v/v mravlja kiselina i (B) acetonitril, a brzina
protoka je podeSena na 0,25 mL/min. Program linearnog gradijenta je bio slede¢i: 0,0 — 1,0 min 5%
B, 1,0 — 14,0 min od 5% do 95% (B), 14,0 — 14,1 min od 95% do 5% (B), i 5% (B) tokom 6 min.
Injektovana zapremina uzorka je bila 5 uL. Fenoli 1 antocijani su identifikovani direktnim poredenjem
sa komercijalnim standardima. Koncentracije svakog jedinjenja su izracunate integraljenjem povrsina
ispod pikova i izrazene kao mg L.

3.7. Bioloska karakterizacija ekstrakata
3.7.1. Difuziona metoda u bunari¢ima

Antimikrobna aktivnost odabranih ekstrakata bobicastog voca odredena je difuzionom metodom u
bunari¢ima premal2 bakterijskih sojeva: Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 1177,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, meticillin—rezistentan soj Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
33591, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Listeria monocytogenes ATCC 13932, Escherichia
coli ATCC 35218, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella enterica ATCC 13076 i Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145. Antimikrobna aktivnost ekstrakata propolisa ispitana je protiv sedam referentnih sojeva
ukljucujuéi tri gram—pozitivne bakterije: Staphylococcus aureus ATCC 25923, meticilin—rezistentan
S. aureus (MRSA) 33591 i L. monocitogenes ATCC 19111; tri gram—negativne bakterije, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 1 Salmonella enteritidis ATCC 13076 i jedan soj gljivica:
Candida albicans ATCC 10231. Sojevi bakterija su uzgajani u LB medijumu (eng. Luria broth, LB)
tokom 24 sata na 37°C, osim L. monocitogenes koja je uzgajana u BHI gotovom pripremljenom
medijumu (eng. Brain — Heart Infusion, BHI), dok je C. albicans je uzgajana u TSB gotovom
pripremljenom medijumu (eng. Tryptic Soy Broth, TSB) tokom 24 sata na 37°C. Suspenzije sojeva
su pripremljene u PBS—u (eng. phosphate saline buffer, PBS— fosfatni fizioloSki puferu), do finalne
koncentracije od 10° CFU/mL (eng. colony—forming unit, CFU). LB medijum je pripremljen
rastvaranjem 10,0 g triptona, 5,0 g ekstrakt kvasca 1 5,0 g natrijum-hlorida u 1 L destilovane vode.

Sterilni plasti¢ni kalupi, pre¢nika 7 mm, su postavljeni u Petrijeve Solje, gde je prethodno izlivena
¢vrsta LA podloga (LB medijum sa dodatkom 15 g L! agara). Potom je u Petrijeve $olje izliveno 7
mL soft agara (LB medijum sa dodatkom 7 g L' agara), prethodno inokulisanog sa 7 ili 70 pL
odgovarajuce bakterijske suspenzije. U slucaju ispitivanja L. monocitogenes koris¢ena je BHA
hranljiva podloga i BHA soft agar, dok su za C. albicans kori$¢eni TSA hranljiva podloga i TSA soft
agar. Nakon ocvrS¢avanja soft agara plasticni kalupi su uklonjeni i 20 pL odgovarajucih ekstrakata je
dodato u formirane bunari¢e. Kao negativna kontrola koriS¢en je odgovarajuci rastvarac, 20 pL
zakiseljenog metanola (0,01% v/v hlorovodonic¢ne kiseline) u slu¢aju ekstrakata bobicastog voc¢a, dok
je kod propolisa koriséen ¢ist metanol. Kao pozitivna kontrola koris¢en je antibiotik vankomicin kod
ispitivanja bobicastog voc¢a, dok su antibiotici vankomicin (VAN), gentamicin (GEN), kanamicin,
(KAN) 1 hemomicin (HEM), i antimikotici nistatin (NIS) i flukonazol (FCZ) koriS¢eni kod ispitivanja
propolisa. Petrijeve Solje su inkubirane na 37°C tokom 24 sata. Aktivnost ekstrakta je procenjena na
osnovu pojave zone inhibicije (odsustva) rasta bakterija oko bunara, ¢iji je pre¢nik izmeren i izraZzen
u milimetrima.

3.7.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je odredena za odabrane ekstrakte bobiCastog voca
primenom mikrodilucione metode u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 mesta. Radeno je dvostruko
serijsko razblaZenje polazeéi od koncentracije ekstrakta od 2 mg mL™! do koncentracije 0,03125 mg
mL!, u duplikatu. Pored ispitivanih ekstrakata, postavljene su negativna kontrola u 6 ponavljanja,
koja je sluzila za proveru rasta bakterije 1 kontrola sterilnosti u 6 ponavljanja. Nakon serijskog
razblazivanja uzoraka, u svaki bunar dodato je 20 pL bakterijske suspenzije (osim u kontrolu
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sterilnosti) 1 finalna zapremina u svakom bunaru je bila 200 pL. Priprema bakterijskih suspenzija je
opisana u poglavlju 3.7.1. Potom je dodato 22 L indikatora resazurina (0,675 mg mL ), koji je
ljubicaste boje 1 redukuje se u prisustvu bakterija u rezorufin, koji je ruziCaste boje. Mikrotitarske
ploce su inkubirane 24 sata na 37 °C. Nakon inkubacije prac¢ena je promena boje resazurina i iz svih
bunara u kojima nije doslo do promene boje, vrSeno je zasejavanje na Petrijeve Solje sa LA
medijumom. Nakon inkubacije tokom 24 sata na 37 °C posmatran je rast bakterija. Ukoliko je rast
uocen, data koncentracija je proglaSavana MIC vrednoscu, a ako nije doslo do rasta ta koncentracija
je proglaSena za minimalnu baktericidnu koncentraciju (MBC).

3.7.3. Bioautografija

Antimikrobni eseji: Bioautografija je uradena na pet bakterijskih sojeva: dva gram—negativna soja, E.
coli ATCC 35218 1 K. pneumoniae ATCC 29665, 1 tri gram—pozitivna soja, S. aureus ATCC 6538,
MRSA ATCC i B. subtilis ATCC 3369. Standardni bakterijski sojevi gajeni su na kosim hranljivim
agarima tokom 24 sata na 37 °C. Svaka izrasla kultura je zatim suspendovana u 5 mL sterilnog
fizioloskog rastvora, koriste¢i vorteks. Nakon toga, 10 mL LB te¢ne podloge je inokulisano sa 0,1
mL suspenzije bakterijskih ¢elija, a zatim su dobijene suspenzije inkubirane 18 sati koriste¢i Biosan
Orbital Shaker-Incubator ES-20 na 37 °C i 220 rpm. Dobijeni bakterijski inokulum je pomeSan sa
svezim LB u odnosu 1:1000, a inkubacija je nastavljena kako je prethodno opisano. Rast bakterija je
pracen merenjem opticke gustine (OD) suspenzija koriS¢enjem Biosan DEN-1B McFarland
denzitometra. Kad je baketrijski rast dostigao OD od 4,30 McF, §to odgovara logaritamskoj fazi rasta
za testirane sojeve, prethodno pripremljene HPTLC ploce su uronjene tokom nekoliko sekundi.
Nakon derivatizacije bakterijskim celijama, plo¢e su inkubirane na 37 °C tokom 90 minuta u
plasti¢nim posudama, koje su iznutra postavljene vlaznim filter papirom. Zone sa antibakterijskom
aktivno$c¢u su vizuelizovane uranjanjem ploc¢a u 0,1% w/v rastvor MTT u fosfatnom puferu (0,1 mol
L1, pH =7,2). U slu¢aju gram—negativnih sojeva, Triton X—100 je dodat u MTT rastvor u proporciji
jedna kap po jednom mL rastvora. Nakon uranjana plo¢a u MTT, inkubacija je nastavljena pod istim
uslovima sve do pojave aktivnih zona, koje su bile bele boje na ljubicastoj pozadini.

Priprema rastvora MTT-ija: 250 mg &vrstog jedinjenja je rastvoreno u 250 mL 0,133 mol L
fosfatnog pufera, ¢iji je pH = 7,2 £ 0,2. U slu€aju gram negativnih sojeva koriSc¢en je rastvor MTT u
koji je prethodno dodato 25 kapi Tritona X—100.

Sastav mobilne faze koriS¢ene za antimikrobne bioautografske eseje optimizovan je kako bi se
postiglo najbolje odvajanje jedinjenja sa antibakterijskom aktivno$éu. Ukupno je ispitano osam
mobilnih faza, Ciji je sastav naveden u Tabeli 4. Najbolje razdvajanje je postignuto upotrebom
mobilne faze toluen/etil-acetat/mravlja kiselina, u odnosu 6/4/1 (v/v/v). Pre nanoSenja ekstrakata
ploCe su isprane metanolom 1 osusene u struji toplog vazduha, i odabrani ekstrakti bobi¢astog voca

(koncentracija 20 mg mL™!, zapremina 12 pL) su naneti kao trake duzine 8 mm.

Tabela 4. Sastav mobilne faze za razdvajanje uzoraka bobicastog voca u bioautografiji.

Ereo(}m Sastav mobilne faze ggﬁtr)immskl Literatura
MF 1 Etil-acetat/2—butanon/mravlja kiselina/voda 7/3/1,2/0,8 115,116

MF 2 Etil-acetat/toluen/mravlja kiselina/voda 10/3/1,2/0,8 115,116

MF 3 Etil-acetat/2—butanon/mravlja kiselina/voda 7/3/1/1,5 H7

MF 4 Etil-acetat/voda/sir¢etna kiselina/mravlja kiselina  100/27/11/11 Hi

MF 5 Etil-acetat/toluen/mravlja kiselina/voda 16/413/2 18

MF 6 Toluen/etil-acetat 7/3 -

MF 7 Toluen/etil-acetat 100/30/20 -

MF 8 Toluen/etil-acetat/mravlja Kiselina 6/4/1 -
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HPTLC — FC esej: Visoko—efikasna tankoslojna hromatografija — Folin—Cikalteu esej je primenjen
za analizu odabranih ekstrakata bobicastog vo¢a. Hromatografski uslovi (mobilna i stacionarna faza,
zapremina ekstrakta i sl.) koriS¢eni za ovaj esej su identi¢ni onima primenjenim za odredivanje
fenolog profila i navedeni su u poglavlju 3.6.2. Nakon razvijanja, plo¢ica je zagrejana na 120°C
tokom 5 minuta i uronjena je u vodeni rastvor Folin—Cikalteu reagensa (3:2, v/v). Posle derivatizacije,
HPTLC plocica je susena u struji toplog vazduhu tokom 5 minuta. Aktivna jedinjenja su se pojavila
kao tamnoplave zone na Zutoj pozadini i hromatogram je dokumentovan pod vidljivom svetlo$cu.

HPTLC — RSA esej: Esej je primenjen za analizu odabranih ekstrakata bobicastog voca.
Hromatografski uslovi navedeni su u poglavlju 3.6.2. Nakon razvijanja, ploca je uronjena u 0,1% w/v
metanolni rastvor DPPH. Hromotogrami su dokumentovani pod vidljivom svetlos¢u svakih 15
minuta tokom 2 sata. Aktivna jedinjenja su se pojavila kao Zute zone na ljubicastoj pozadini.

3.8. Molekulsko modelovanje primenom COSMO-RS softvera

Kvantno—hemijski proracuni koeficijenta aktivnosti pri beskonacnom razblazenju su uradeni pomocu
COSMO-RS!'"? (eng. COnductor like Screening MOdel for Real Solvents) metode, koji se nalazi u
sklopu programa ADF2022.101 (https://www.scm.com/product/cosmo-rs/). Kori§¢ena je baza
podataka ADFCRS-2018 sa preko 2500 prethodno izracunatih struktura. Za jedinjenja koja se nisu
nalazila u bazi podataka, potrebne strukture za proracune c—profila su dobijene pomocu izratunavanja
u sklopu ADF paketa. Sva jedinjenja koriS¢ena za pripremu eutektickih smeSa su se nalazila u
ADFCRS-2018 bazi podataka, osim holin—hlorida. Iako se holinijum—katjon nalazi u pomenutoj bazi,
u naSim prorac¢unima holin—hlorid je tretiran kao jonski par. Ostale komponente eutektickih smesa,
kao 1 fenolna jedinjenja iz petrovca, su modelovana u neutralnom obliku i eutekticke smese su
dobijene kombinovanjem HBA i HBD u odredenom molskom odnosu. Pocetne strukture fenolnih
jedinjenja u .sdf formatu preuzete su sa PubChem—a i njihove geometrije su dalje optimizovane
kori$éenjem PM7 semiempirijskog kvanto—mehani¢kog modela.'”® Dobijene geometrije su
reoptimizovane u ADF—u koris¢enjem small core TZP baznog seta, Becke—Perdew (GGA:BP86)
funkcionala 1 relativisticke skalarne ZORA metode za proracune u gasnoj fazi. PovrSinske gustine
naelektrisanja i o—profili su izracunati iz finalnih struktura.

U slucaju istraZivanja eutektickih smesSa za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz podubice optimizovane
su strukture koje su ukljucivale supramolekulski kompleks HBD:HBA:voda. Prvi korak je
podrazumevao optimizaciju HBD:HBA kompleksa u odredenom molskom odnosu. Strukture
pojedina¢nih jedinjenja su preuzete sa PubChem—a i pocetna konformacija je dobijena primenom
MMFF94s polja sila. Njihove geometrije su reoptimizovane koriS¢enjem PM7 semiempirijskog
kvanto—mehani¢kog modela. HBD:HBA kompleksi su optimizovani za svaku eutekticku smesu 1
geometrije sa najniZzom energijom su odabrane za dalju analizu. Nakon toga, molekuli vode su dodati
postavljanjem optimizovanog kompleksa molekula u ,,kutiju” duZine stranice 10 A koja je sadrzala
priblizno 15 molekula vode. Na kraju je zadrzano tri molekula vode koji su bili najblizi vodoni¢nim
vezama u HBD:HBA kompleksu. Dalji proracuni su uradeni kao i u slucaju istraZivanja petrovca.

3.9. Statisticka obrada

Izraunavanje parametara deskriptivne statistike i njihovo graficko prikazivanje je uradeno pomocu
programa Microsoft Office Excel (verzija Microsoft 365). StatistiCki test za proveru znacajnosti
(uporedni #—test) 1 regresiona analiza metodom najmanjih kvadrata uradeni su pomoc¢u programskog
dodatka Analysis toolpack u okviru programa Microsoft Office Excel.

Analiza glavnih komponenata (eng. principal component analysis, PCA) je uradena koriS¢enjem
PLS Toolbox statistickog paketa (Eigenvectors Inc. v. 5.7) u okviru programa MATLAB, verzija
7.4.0.287 (R2007a) (MathWorks INC, Natick, MA, USA).

Slike hromatograma su obradene pomocu /mageJ programa (https://imagej.net/) kao korak pripreme
podataka za multivarijantnu analizu. Pomoc¢u funkcije median filter sa Sirinom filtera od 5 piksela
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umanjen je efekat pozadine. Slike hromatograma su dodatno obradene primenom filtera koji
propustaju svetlost odredene talasne duzine, crveni (red, R), zeleni (green, G) i plavi (blue, B), u cilju
povecanja selektivnosti. Nakon toga su generisani linijski profili za svaki hromatogram, koji
predstavljaju graficki prikaz zavisnosti intenziteta zona (izrazen u pikselima) u funkciji rastojanja.
Na ovaj nacin primenom softvera za obradu slika dobijena je matrica podataka koja se sastojala od
odredenog broja objekata, koji predstavljaju isptivane uzorke i odredenog broja varijabli, koje
predstavljaju intenzitete boje izraZzene u pikselima duz linije hromatograma.

Dalja obrada dobijenih podataka je obuhvatila poravnavanje, normiranje i centriranje podataka, za
koje su koris¢eni algoritmi prisutni u PLS ToolBox MATLAB softveru i u nastavku su navedeni:

Fenolni profil HPTLC za podubicu, plavi kanal: Variable Alignment (Peaks, slack = 20), Normalize
(1-Norm, Area = 1), Median Center;

Fenolni profil HPTLC za petrovac, plavi kanal: Variable Alignment (COW- Correlation Optimized
Warping, slack = 5), SNV (Standard Normal Variate), Mean Center;

Fenolni profil HPTLC za propolis, plavi kanal: Variable Alignment (Peaks, slack = 5), SNV, Mean
Center;

Kvantifikovani fenoli i spektrofotometrijski eseji za propolis: Autoscale;

Fenolni profil HPTLC za aroniju, zeleni kanal: Variable Alignment (COW, slack = 5), SNV, Mean
Center;

Fenolni profil HPTLC za borovnicu, zeleni kanal: Variable Alignment (COW, slack = 10), SNV, Mean
Center;

Fenolni profil HPTLC za crni godzi, plavi kanal: Variable Alignment (COW, slack = 5), Normalize
(1-Norm, Area = 1), Mean Center.
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4. Rezultati i diskusija

Ova disertacija je obuhvatila razvoj ekoloski prihvatljive metode za ekstrakciju bioaktivnih
komponenata, pre svega fenolnih jedinjenja, iz prirodnih proizvoda, primenom prirodnih eutektickih
smesSa. Razvoj metode i optimizacija postupka ekstrakcije su uradeni na tri razlicite grupe uzoraka
kako bi se ispitao i uticaj matriksa na ekstrakciju. Ispitivani su slede¢i prirodni proizvodi: lekovito
bilje (uzorci petrovca i podubice), propolis i bobiCasto voée (uzorci aronije, borovnice i crnog
godzija). Sastav eutektickih smesa je optimizovan za svaki matriks 1 odabir komponenata za pripremu
smesa je prodiskutovan zasebno za svaki prirodni proizvod. Udeo vode u eutektickim smesa je variran
u slucaju lekovitog bilja, gde je prouCavan uticaj vode na performanse ekstrakcije, dok je u slucaju
ostalih prirodnih proizvoda udeo vode bio konstantan.

Procena efikasnosti ekstrakcije eutektickim smeSama izvrSena je primenom sledec¢ih analitiCkih
metoda:

1. visoko—efikasna tankoslojna hromatografija — HPTLC metoda omoguc¢ava brzu, jednostavnu
i ekonomic¢nu analizu kompleksnih matriksa, koja je ekoloski prihvatljiva zbog upotrebe
malih koli€ina rastvaraa i uzoraka. Osim toga, moZe se primeniti kao skrining metoda i
kombinovati sa multivarijantim statistickim metodama, §to omogucava zeleni pristup u analizi
prirodnih proizvoda. SloZene matrice podataka generisane iz HPTLC fenolnih profila
obradene su metodom analize glavnih komponenata u cilju prepoznavanja mogucih obrazaca
ponaSanja (uocavanja sli¢nosti i razlika) u sposobnosti primenjenih eutektickih smeSa da
ekstrahuju fenolna jedinjenja. Priprema podataka za multivarijantnu analizu je opisana u
Eksperimentalnom delu (poglavlje 3.9.) i bila je prilagodena svakom uzorku.

2. spektrofotometrija — Primenjeni su sledeci eseji: ukupan sadrzaj fenola (TPC), ukupan sadrzaj
flavonoida (TFC) i antioksidativni kapacitet (RSA), a u slu€aju uzoraka bobicastog voca
odreden je 1 ukupan sadrzaj antocijana (TAC). Rezultati spektrofotometrijskih eseja
upotrebljeni su za proveru statistiCke znacajnosti efikasnosti ekstrakcije eutektickih smesa u
odnosu na konvencionalne rastvara¢e primenom uporednog —testa. Uporedni #-test se koristi
za ispitivanje znacajnosti razlike vrednosti obeleZja (TPC, TFC, RSA ili TAC vrednosti) kod
dva statisticki zavisna uzorka (ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz istog uzorka pomocu dva
rastvaraca).

3. UHPLC-DAD-MS/MS — Ultra efikasna teCna hromatografija primenjena je za identifikaciju
1 kvantifikaciju fenolnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima. Kako bi se ustanovilo postojanje
statistiCki znaCajne razlike u efikasnosti ekstrakcije 1 sastavu ekstrakta izmedu
konvencionalnih rastvaraca i eutektickih smeSa takode je primenjen uporedni r—testa na
rezultate UHPLC analize.

S obzirom na izrazeno bioloSko dejstvo propolisa i bobic¢astog voca, ispitana je in vitro antimikrobna
aktivnost u odgovaraju¢im ekstraktima primenom difuzione metode u bunari¢ima, mikrodilucione
metode ili bioautografije.

U cilju objasnjenja prirode formiranja vodoni¢nih veze izmedu komponenata eutekticke smese, kao i
stvaranja veza sa ciljanim jedinjenjima, uradena je COSMO-RS studija na eutektiC¢kim sistemima
koriS¢enim za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz lekovitog bilja.
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4.1. Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz lekovitog bilja
4.1.1. Odabir eutektickih smeSa

Na efikasnost ekstrakcije 1 sastav ekstrakta, odnosno vrstu ekstrahovanih jedinjenja, utice viSe
faktora, ali neki od najznacajnijih su polarnost i viskoznost rastvaraca, kao i njegova sposobnost da
interaguje sa jedinjenjima od interesa. Odabir odgovarajuceg rastvaraca za ekstrakciju je stoga
klju¢an korak u analizi prirodnih proizvoda, narocito kada je glavni zadatak ciljana ekstrakcija
odredenih jedinjenja. Fizicko—hemijska svojstva eutektickih smeSa 1 njihova sposobnost ka
ekstrahovanju specifi¢nih jedinjenja se mogu fino podesiti (eng. fine—tuning). Odabir komponenata
koje ¢e formirati eutekticku smesSu i1 njihov odnos su presudni faktori koji uti¢u na prirodu 1 broj
medumolekulskih interakcija koje ¢e se javiti u eutektickom sistemu, S$to posledicno utice na
efikasnost ekstrakcije.

Za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz petrovcea je primenjeno 19 eutektickih smesa ¢iji je sastav
naveden u Tabeli 5. Na osnovu prethodnih studija'?!"!>* u kojima je opisana ekstrakcija fenolnih
jedinjenja iz lekovitog bilja odabrane su komponente, odnosno HBA i HBD, za pripremu eutektickih
smesa. Kao akceptori vodoni¢ne veze (HBA) koris¢eni su holin—hlorid, L—prolin i1 urea, dok su kao
donori vodoni¢ne veze (HBD) koris¢ene vinska, ¢ilibarna, maleinska, mle¢na i askorbinska kiselina,
kao 1 urea ili glicerol. Radi poredenja efikasnosti ekstrakcije eutektickih rastvaraca uradena je i
ekstrakcija sa metanolom kao konvencionalnim rastvara¢em (K1).

Polarnost rastvaraca je karakteristika koja najvise uti¢e na ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz biljnog
materijala. Fenolna jedinjenja su relativno hidrofilna, i na njihovu polarnost najvise utice prisustvo
jedne ili viSe hidroksilnih grupa, ali 1 Se¢erne komponente. Stoga su za ekstrakciju odabrane
eutekticke smeSe na bazi holin—hlorida u kombinaciji sa tri organske kiseline. Mle¢na, vinska i
¢ilibarna kiselina su izabrane kao HBD, jer imaju razlic¢it broj karboksilnih i1 hidroksilnih grupa koje
rezultiraju razli€itim intra— 1 intermolekulskim interakcijama, a pre svega vodoni¢nim vezama. Osim
navedenih HBD komponenata, koriS¢eni su i urea i glicerol, jer su pristupacna i lako dostupna
jedinjenja, koje se Cesto koriste u istraZzivanjima ovog tipa.

Velika viskoznost eutektickih smesSa, koja je posledica prisustva vodoni¢nih veza i Van der Valsovih
interakcija izmedu HBA i1 HBD, je glavno ograniCenje eutektiCkih smeSa kao ekstrakcionih
medijuma. Viskoznost rastvarata moze smanjiti koeficijent difuzije analita, §to dovodi do sporog
prenosa mase 1 dugog vremena potrebnog za ekstrakciju. Viskoznost se moze smanjiti, a samim tim
poboljsati efikasnost ekstrakcije, dodavanjem vode u eutekticki sistem i poveéanjem temperature.
Prethodna istrazivanja!1>* u kojima je ispitivan uticaj dodatka vode na supramolekulske strukture i
fiziCka—hemijska svojstva eutektickih smeSa su pokazala da razblaZivanje dovodi do raskidanja
vodoni¢nih veza izmedu komponenata eutekticke smeSe, Sto rezultuje znaCajnim smanjenjem
viskoznosti 1 gustine i pove¢anjem provodljivosti i aktiviteta. Takode, razblazivanje vodom ima veliki
uticaj na polarnost, Sto dalje menja rastvorljivost ciljanih jedinjenja. U slucaju jedinjenja srednje
polarnosti, dodavanje vode poboljsava njihovu rastvorljivost, §to moze doprineti ve¢im prinosima
ekstrakcije, dok je kod nepolarnijih jedinjenja uticaj slozeniji. Mali dodatak vode moze doprineti
boljoj ekstrakciji, zbog smanjenja viskoznosti, medutim veliki dodatak vode moZe znacajno smanjiti
rastvorljivost relativno hidrofobnih molekula. Posto fenolna jedninjenja imaju Sirok spektar
polarnosti, promena sadrzaja vode mozZe uticati ne samo na prinose ekstrakcije, veé i na sastav
dobijenih ekstrakata.

Uzimajuéi u obzir sve gore navedeno, u istrazivanju ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz lekovitog bilja
je pored ispitivanja razli¢itog sastava eutektickih smeSa, odnosno uticaja razlic¢itih HBA 1 HBD,
ispitan i uticaj sadrzZaja vode. Sadrzaj vode se kretao od 20% do 50% (w/w) i to u sistemima: holin—
hlorid: vinska kiselina = 1:1 (n/n), holin—hlorid: urea = 1:2 (n/n) 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina =
1:1 (n/n). Kako bi se procenio uticaj sastava eutekticke smeSe i udela vode na ekstrakciju, svi

......
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pomenuto, temperatura uti¢e na viskoznost, a samim tim i na ucinak ekstrakcije, zbog ¢ega je odabir
temperature na kojoj se vrii ekstrakcija vazan korak. Istrazivanja®*!>>u kojima je ispitivan uticaj
temperature na fizicko—hemijske parametre eutektickih smesSa su pokazala da viskoznost primetno
opada sa promenom temperature sa sobne na 50°C. Neki autori su koristili i vise temperature!26-1?7
kako bi pospesili ekstrakciju. Medutim, osim uticaja na viskoznost potrebno je uzeti u obzir da
povisene temperature mogu dovesti do degradacije termolabilnih fitohemikalija, ¢ime bi se snizio
prinos ekstrakcije. Temperatura ekstrakcije je, zbog svega prethodno navedenog, postavljena na 50°C.

Tabela 5. Sastav eutektickih smesa primenjenih u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz lekovitog bilja
— petrovac i podubica.

Oznaka ekstrakta  Sastav eutekti¢kih smesa Molarni odnos (n/n)  Udeo vode, % (w/w)
El L—prolin: maleinska kiselina 1:1 20
E2 holin—hlorid: mle¢na kiselina 1:1 30
E3 holin-hlorid: vinska kiselina 1:1 20
E4 holin-hlorid: vinska kiselina 1:1 30
ES holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 40
E6 holin-hlorid: vinska kiselina 1:1 50
E7 holin-hlorid: urea 1:2 20
E8 holin-hlorid: urea 1:2 30
E9 holin-hlorid: urea 1:2 40
E10 holin-hlorid: urea 1:2 50
Ell holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 20
E12 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 30
E13 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 40
El4 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 50
E15 holin-hlorid: glicerol 1:1 20
E16 glicerol: urea 1:1 20
E17 glicerol: urea 2:1 20
E18 glicerol: mle¢na kiselina 11 20
E19 glicerol: askorbinska kiselina 11 20

4.1.2. Procena efikasnosti ekstrakcije eutektickim smeSama — Petrovac
4.1.2.1. HPTLC profili fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti

HPTLC profili fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata petrovca (Slika 8.A) su pokazali obrazac u
kojem dominiraju srednje polarna jedinjenja, koja se pojavljuju kao zone narandzaste boje na hRr
vrednostima izmedu 40 i 70, kao i nepolarniji flavonoidi (flavonoli, flavanoni i izoflavonoidi) koji se
javljaju na ve¢im ARr vrednostima kao plave zone. Profili se medu sobom razlikuju po sastavu
fenolnih jedinjenja, dok se jedinjenja koja su prisutna u svim ekstraktima razlikuju po intenzitetu
zona, odnosno koli¢ini, u zavisnosti od primenjene eutekticke smese (vrste HBA 1 HBD, kao i1 udela
vode). Jedinjenja prisutna u svim hromatogramima ekstrakata E2-E15 poti¢u od zajednicke
komponente eutekticke smeSe, holin—hlorida, dok su razlike, koje odgovaraju manje intenzivnim
zonama, uslovljene drugom komponentom (urea, glicerol, ¢ilibarna kiselina, mlecna kiselina ili
vinska kiselina). Sli¢an trend se uocava i kod ekstrakata E15-E19 dobijenih pomocu eutektickih
smeSa koje kao zajednicku komponentu sadrze glicerol. Uzimajuéi u obzir prisustvo intenzivnih
narandzastih zona u svim pomenutim ekstraktima moze se pretpostaviti da je efikasnost ekstrakcije
holin—hlorida i glicerola sli¢na. Potvrda ovakve tvrdnje je profil ekstrakta E15 dobijen primenom
sistema holin—hlorid: glicerol kod kojeg su ove zone najintenzivnije. Jedina razlika izmedu profila
dobijenih primenom holin—hloridnog i glicerinskog sistema, a koja se moze uociti vizuelnom
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procenom, je plava zona na #Rr vrednosti 40 prisutna samo u holin—hloridnim ekstraktima. Eutekticki
sistem kojim je dobijen najbogatiji profil fenolnih jedinjenja bio je holin—hlorid: glicerol, dok su
najmanje efikasni bili sistemi holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina i glicerol: askorbinska kiselina.

B E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 K1

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 K1

Slika 8. HPTLC profili eutektickih i metanolnog ekstrakta petrovca: A) profil fenolnih jedinjenja; B)
profil antioksidativne aktivnosti.

Na Slici 8.B prikazani su antioksidativni profili ekstrakata petrovca dobijenih primenom eutektickih
smesSa 1 metanola, na kojima se mogu uociti jedinjenja koja poseduju antioksidativnu aktivnost kao
zute zone na ljubi€astoj pozadini. Dobijeni hromatogrami potvrduju da veliki broj fenolnih jedinjenja
poseduje izrazenu antioksidativnu aktivnost. Osim zona na hRr vrednostima izmedu 40 1 70, koje
odgovaraju jedinjenjima koja su u ekstraktima prisutna u najvec¢oj koli¢ini, ovim esejom je utvrdeno
da 1 zone na viSim ARr vrednostima (hRr vrednosti izmedu 70 1 90) koje su zastupljene u minimalnoj
koncentraciji pokazuju izraZzenu antioksidativnu aktivnost.

Uticaj sadrzaja vode u eutektickim smeSama na efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja je procenjen
dodavanjem razli¢itih udela vode (20-50%, w/w) u tri razlicita sistema, holin—hlorid: vinska kiselina
1:1 (n/n), holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n). Na Slici 9. su
prikazani linijski profili navedenih eutektickih ekstrakata dobijenih obradom slike HPTLC profila.
Poredenjem linijskih profila ekstrakata dobijenih koriS¢enjem eutekti¢kih smeSa istog sastava HBA 1
HBD, ali sa razli¢itim udelom vode (Slika 9.A), moze se uociti da ne postoji pravilan trend uticaja
sadrzaja vode na prinos ekstrakcije. U smeSi holin—hlorid: vinska kiselina sa porastom udela vode
dolazi do porasta koli¢ine ekstrahovanih fenolnih jedinjenja, u smesi holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina
najveci prinos ekstrakcije postignut je sa 40%, a najmanji sa 30% vode, dok su sistemi holin—hlorid:
urea sa razli¢itim udelima vode rezultirali jednakim linijskim profilima. Povecanje sadrzaja vode
moze dovesti do smanjenja viskoznosti eutektiC¢ke smese, $to uslovljava efikasniju ekstrakciju 1 bolji
prinos, ali treba uzeti u obzir da nisu sve eutekticke smese jednako viskozne, te na njih dodatak vode
nece uticati u istoj meri. Osim toga dodatak vode mozZe uticati i na polarnost eutekticke smese, Sto
moze objasniti nepravilan trend medu ekstraktima. Uporedujuci profile ekstrakata dobijenih
primenom razliitih eutektickih smesa koje su sadrzale isti udeo vode (20, 30, 40 ili 50% w/w),
uocavaju se znacajne razlike u linijskim profilima ekstrakata dobijenih pomoc¢u smesa sa 20% (w/w)
vode, ali 1 identi¢ni profili dobijeni iz smesa sa 50% (w/w) vode (Slika 9. B). Dodatak vode u udelu
od 20% (w/w), dakle, utice na viskoznost rastvaraca, ali je za ekstrakciju presudan sastav eutekticke
smeSe (vrsta i odnos HBA i HBD). Medutim, povecanje sadrzaja vode u smesSi dovodi do
izjednacavanja efikasnosti ekstrakcije razlicitih eutektickih smesa, Sto sugeriSe da voda postaje glavni
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medijum za ekstrakciju 1 u sistemima sa 50% (w/w) vode postaje jedina komponenata koja vrsi
ekstrakciju (Slika 9. B). Poredenjem linijskih profila eutektickih ekstrakata sa metanolnim ekstraktom
(K1), moze se uociti da nekoliko eutektickih ekstrakata (E7-10, E13, E15-E16) ima profile sa
intenzivnijim zonama, $to ukazuje da su eutekticki sistemi koriS¢eni za njihovo dobijanje efikasniji
rastvaraci za ekstrakciju fenolnih jedinjenja od metanola (Slika 9.C).

A Holin—hlorid : vinska kiselina, 1:1 n/n Holin-hlorid : urea, 1:2 n/n Holin—hlorid : éilibarna kiselina, 1:1 n/n

200 250 250

Y =l
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Slika 9. Linijski profili eutektickih ekstrakata petrovca: A) uticaj sadrzaja vode u eutektickim
smeSama na profil fenolnih jedinjenja; B) uticaj razliCitog sastava eutektickih smeSa sa istim
sadrzajem vode na profil fenolnih jedinjenja; C) poredenje fenolnih profila odabranih eutektic¢kih
ekstrakata sa metanolnim ekstraktima.

Hromatografsko profilisanje je dobar izvor informacija, ali vizuelnom procenom se ne mogu
definisati markeri koji uti¢u na diferencijaciju uzoraka u zavisnosti od primenjenih eutektickih smesa,
zbog Cega su hromatogrami dalje koriS¢eni kao ulazni podaci za hemometrijsku analizu, kojoj je
prethodila obrada slike. Matrica podataka za multivarijantnu analizu se sastojala od 20 objekata koji
predstavljaju ispitivane ekstrakte 1 339 varijabli koje predstavljaju intenzitete sive boje izrazene u
pikselima duz linije hromatograma. Dobijeni PCA model se sastojao od 4 glavne komponente kojim
je objasnjeno 90,62% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1- 52,84%, PC2— 15,63% i PC3—
7,41%). Na osnovu grafika skorova latentnih varijabli (Slika 10. A) je utvrdeno da su se ekstrakti
razdvojili na osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa: tri jasno razdvojena klastera odgovaraju
sistemima holin—hlorid: vinska kiselina (ekstrakti E3—E6), holin—hlorid: urea (ekstrakti E7-E10) 1
holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina (ekstrakti E11-E14). Ekstrakti dobijeni koris¢enjem sistema koji su
sadrzali glicerol kao komponentu su rasuti po grafiku, ukazuju¢i na dominantan uticaj druge
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komponente eutekticke smese. Udaljenost klastera koji ¢ine ekstrakti E7-E10 1 E16-E17, koji kao
zajedni¢ku komponentu sadrze ureu, ukazuje na razliitu efikasnost ekstrakcije holin—hlorida i
glicerola koja je pretpostavljena na osnovu vizuelne procene hromatograma. Grafik vektora latentnih
varijabli (Slika 10. B i C) pokazuje da je glavna zona koja uslovljava pomenute razlike na ARr
vrednosti 43, dok dodatni uticaj na razdvajanje imaju i jedinjenja na ARr vrednostima 49 1 62.
Dobijeni PCA model sugeriSe da hemijski sastav primenjenih eutektickih smesa ima uticaj na u¢inak
ekstrakcije.

Samples/Scores Plot of data
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Slika 10. Analiza glavnih komponenata dobijena za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata
petrovca: A) grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

4.1.2.2. Procena ekoloske prihvatljivosti HPTLC metode

Sa porastom brige o zastiti Zivotne sredine javila se potreba za razvojem metoda koje su uskladene
sa principima zelene analiti¢ke hemije 1 efikasnih nacina za procenu uticaja analiticke metode na
zivotnu sredinu 1 zdravlje. Pored ekoloski prihvatljivog postupka ekstrakcije bioaktivnih
komponenata, koji obuhvata primenu prirodnih eutektickih smesa, neophodno je razviti 1 koristiti
metode karakterizacije koje su takode ekoloski prihvatljive 1 takav pristup u analizi prirodnih
proizvoda bi se mogao smatrati zelenim. Kako bi se procenila ekoloska prihvatljivost HPTLC metode,
koja je koriS¢ena kao prvi korak u karakterizaciji eutektickih ekstrakata, primenjena su dva alata za
procenu: NEMI piktogram i Eko—skala.

Mobilna faza koriS¢ena za razdvajanje fenolnih jedinjenja iz petrovca se moze oceniti kao zelena, jer
se najveéim delom sastoji od etil-acetata i vode, koji se smatraju zelenim rastvara¢ima'?®, u poredenju
sa ostalim organskim rastvara¢ima Cesto primenjivanim u tankoslojnoj hromatografiji (alifaticni,
aromaticni i hlorovani ugljovodonici). Osim toga, sva tri rastvaraca koriS¢ena za pravljenje mobilne
faze (etil-acetat, voda i mravlja kiselina) se ne nalaze na listi otpornih, bioakumulativnih 1 toksi¢nih
hemikalija (eng. Persistent, Bioaccumulative and Toxic— PBT), zbog Cega je prvi kvadrant NEMI
piktograma obojen zeleno (Slika 11.). Medutim, pH vrednost mobilne faze iznosi 1,13 1 niZi je od
zahteva ovog modela (pH vrednost sistema treba biti izmedu 2 1 12) i drugo polje na NEMI
piktogramu, koje se odnosi na korozivnost, je bele boje. Masa generisanog otpada po uzorku bila je
manja od 50 g i iznosila je 250 puL po uzorku, pa je poslednje polje na piktogramu zelene boje. Iz svih
navedenih razloga, NEMI piktogram prikazan na Slici 11, ima tri kvadranta obojena zelenom bojom
1 jedan belom, zbog ¢ega se korisS¢ena HPTLC metod moze smatrati ekoloski prihvatljivom, odnosno
zelenom metodom. Korozivnost primenjene mobilne faze predstavlja jedini negativni aspekt ove
metode, ali i priliku za dalje poboljsanje.
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Slika 11. NEMI piktogram za primenjenu HPTLC metodu u analizi ekstrakata lekovitog bilja.

Kako bi se dodatno i kvantitativnije procenila ekoloska prihvatljivost primenjene HPTLC metode,
izraunat je skor na analiti¢koj Eko—skali i rezultat je prikazan u Tabeli 6. Primenjena metoda ima 16
kaznenih poena (KP) zbog upotrebe nekoliko organskih rastvaraca, kao $to su mravlja kiselina 1 etil—
acetat, ali i proizvodnje otpada, koji nije tretiran i recikliran. Skor na analiti¢koj Eko—skali iznosi 84
1 obzirom da je rezultat veci od 75, ova metoda se moze oceniti kao odli¢na zelena metoda.

Tabela 6. Analiticka Eko—skala za primenjenu HPTLC metodu kod analize ekstrakata lekovitog bilja.

Meduzbir Ukupan

KP KP
Reagensi
Etil-acetat Koli¢ina <10 mL 1 4
Opasnost Broj piktograma
) Visok nivo 4
(2KP)
Voda Koli¢ina <10 mL 1 0
Opasnost Broj piktograma
0 Nema (0KP)
Mravlja kiselina Koli¢ina <10 mL 1 6
Opasnost Broj piktograma
3 Visok nivo 6
(2KP)
Meduzbir Ukupan
KP KP
Instrumenti
Energija UV lampa <0,1 kWh po uzorku
Opasnost na radu Hermetizacija analitickog procesa
Otpad SmL 3 3
Bez tretmana 3
Ukupan broj kaznenih poena (KP) = 16
Skor na analiti¢koj Eko—Skali = 100-16 = 84
4.1.2.3. Spektrofotometrijski eseji
Efikasnost ekstrakcije primenjenth eutektickih rastvarata je procenjena na osnovu

spektrofotometrijskih eseja: ukupni sadrzaj fenola (TPC), ukupni sadrzaj flavonoida (TFC) i
antioksidativni kapacitet (RSA) (Tabela 7. 1 Slika 12.).
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Tabela 7. Ukupni sadrzaj fenola, ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativni kapacitet u ekstraktima
petrovca dobijenih primenom eutektickih smesa (E) i konvencionalnog rastvaraca (K). (Oznake su
navedene u Tabeli 5.)

Ekstrakti RSA ThC Has
(mmol TEkg?) (g GAEkg?') (g QUE kg?)

El 2639 38,8+0,6 55+2
E2 350£6 371 504
E3 2602 25,7x0,6 382
E4 258 =+ 20 271 405
E5 280 = 20 26,5%+0,9 455+04
E6 350 £ 20 34+2 51%6
E7 400 = 20 40,0+ 0,9 67,8+0,9
E8 380 £ 20 371 52+6
E9 440 = 20 43,0+ 0,6 51,6 0,3
E10 320 £ 20 32,7+0,6 39+3
E1ll 197 +4 196 £0,1 22+2
E12 108 £9 10,0+0,2 135+0/4
E13 4809 44+ 1 56 +3
El4 330 + 20 31+ 2 45,3+£0,9
E15 410 + 40 42+1 574
El6 440 + 40 39,1+0,7 54 +2
EL17 290 £ 10 245%0,1 35+3
E18 27010 33,2%+0,6 45+ 4
E19 764 8,3x0,2 10,7 +£0,2
K1l 416 £ 1 35,7+0,6 60 x5

TPC i TFC vrednosti eutektic¢kih ekstrakata petrovca bile su u rasponu od 8,3 do 43 g GAE kg,
odnosno 10,7 do 67,8 g RUE kg™'. Kod osam eutekti¢kih ekstrakata (E1-E2, E7-E9, E13, E15-E16)
je odredena viSa TPC vrednost u odnosu na konvencionalni ekstrakt. TFC vrednosti nekoliko
eutektickih ekstrakta (E1-E2, E13, E15) su bile bliske konvencionalnom ekstraktu, dok je ekstrakt
E7 pokazao ve¢u TFC vrednost. Razli¢ite TPC 1 TFC vrednosti ispitivanih ekstrakata dobijenih
koriS¢enjem sistema sa istim HBA (holin—hlorid ili glicerol), a razli¢itim HBD (urea, glicerol, vinska,
¢ilibarna, mle¢na, askorbinska kiselina), ukazuju da promena jedne komponente eutektiCke smese
snazno uti¢e na efikasnost ekstrakcije. Promena molarnog odnosa izmedu HBD i HBA, u slucaju
eutektickih smesa pripremljenih od glicerola 1 uree, takode je dovela do razli¢itih vrednosti TPC 1
TFC kod ekstrakta E16 1 E17. Povecanje molskog odnosa glicerola i uree sa 1:1 na 2:1 je smanjilo
efikasnost ekstrakcije verovatno zbog promenjene viskoznosti rastvaraca. Dodatno, razliite
vrednosti TPC i TFC ekstrakata dobijenih smeSama sa istim HBA 1 HBD, a razli¢itim udelima vode
(20-50%, w/w), ukazuju na znacaj ove komponente u eutektickim sistemima.

Uticaj sadrzaja vode je proucavan u tri razlicita sistema i utvrdeno je da vrednosti TPC—a i TFC—a ne
prate isti trend sa porastom udela vode. Naime, kod ekstrakata E3—ES5, koji su dobijeni primenom
eutektickih smesa holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n), vrednosti TPC-a i TFC-a su bliske, ali u
porastu, sa najviSom vrednoSc¢u kod ekstrakta koji je dobijen primenom sistema sa 50% (w/w) vode.
Vrednosti TPC—a i TFC—a ekstrakta E11-E14, koji su dobijeni primenom eutekti¢kih smesa holin—
hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n), imaju nepravilan trend 1 najviSe su kod ekstrakta koji je dobijen
primenom sistema sa 40% w/w vode, a najnize kod sistema sa 30% (w/w) vode. U slucaju primene
eutektickih smesa holin—hlorid: urea 1:2 (n/n), trend u vrednostima TPC—a 1 TFC-a kod dobijenih
ekstrakata (E7—E10) je razlicit, ali se najbolje pokazala smesa sa 20% (w/w) vode. Povecanje sadrzaja
vode moze dovesti do smanjenja viskoznosti eutekticke smese §to moze povoljno uticati da efikasnost
ekstrakcije. Medutim rezultati spektrofotometrijskih eseja pokazuju da to nije uvek slucaj, jer voda
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moze uticati 1 na polarnost eutekticke smese, S§to posledicno ima kompleksan uticaj na efikasnost
ekstrakcije, zbog razli¢ite polarnosti ciljanih jedinjenja.

Vrednosti antioksidativnog kapaciteta su bile u opsegu 76480 mmol TE kg™! i tri eutekticka ekstrakta
(E9, E13 1 E16) su imali ve¢u vrednost RSA od metanolnog ekstrakta. UocCeno je prisustvo trenda u
rezultatima spektrofotometrijskih eseja, odnosno ekstrakti koji su bogati polifenolima su imali ve¢u
antioksidativnu aktivnost. Ovaj trend je potvrden visokim vrednostima Pirsonovog (Pearson)
koeficijenta korelacije izmedu vrednosti RSA 1 TPC (r = 0,926), RSA i TFC (= 0,875), ali i izmedu
TPC i TFC (r = 0,943). Uporedni ¢—test primenjen na rezultate spektrofotometrijskih eseja (Tabela P
1.) je pokazao da nema statisticki znacajne razlike u rezultatima izmedu metanola i svih eutektickih
rastvaraca, Sto ukazuje na jednaku efikasnost ekstrakcije.

Rezultati spektrofotometrijskih eseja su u skladu sa rezultatima HPTLC—a i takode pokazuju da sastav
eutekticke smese, odnos njenih komponenata i udeo vode uticu na efikasnost ekstrakcije fenolnih
jedinjenja, $to naglasava potrebu ka dubljem razumevanja prirode formiranja vodoni¢nih veza izmedu
eutekticke smese 1 ciljanih komponenata.

Petrovac
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Slika 12. Ukupni sadrzaj fenola— plavi stub, ukupan sadrZaj flavonoida— zeleni stub, i antioksidativni
kapacitet— ljubicasta linija u eutektickim ekstraktima (E) i konvencionalnom ekstraktu (K) u uzorku
petrovca. (Oznake ekstrakata su navedene u Tabeli 5.)

4.1.2.4. UHPLC analiza fenolnih jedinjenja

Primenom ultra—efikasne te¢ne hromatografije (UHPLC-DAD-MS/MS) je odredeno i
kvantifikovano ukupno osamnaest fenolnih jedinjenja u eutektickim ekstraktima petrovca (Tabela 8).
Najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja bili su flavonol glikozidi, a medu njima 3—O—glikozidi
kvercetina (kvercitrin, izokvercitrin i rutin) i kempferola (astragalin).

Kvercitrin (kvercetin 3—O-ramnozid) je bio dominantno jedinjenje prisutno u petrovcu, pronadeno u
najvisim koncentracijama u svim ekstraktima u opsegu od 304,91 do 936,37 mg kg!. Izokvercitrin
(kvercetin 3-O-glukozid) je bio drugi najzastupljeniji flavonoid u svim ekstraktima sa
koncentracijama izmedu 189,48-612,03 mg kg'!. Astragalin (kempferol 3—-O—glukozid) je pronaden
u opsegu od 92,79 do 401,29 mg kg™! i bio je tre¢i najzastupljeniji flavonoid. Rutin (kvercetin 3—O—
ramnoglukozid) je ekstrahovan u opsegu od 32,50 do 198,79 mg kg™

Rezultati UHPLC analize pokazuju da eutekticka smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) sa 20% vode
(w/w) ima najvecu efikasnost ekstrakcije za ve¢inu ispitivanih flavonol glikozida (rutin, izokvercetin,
kvercitrin 1 astragalin) 1 u proseku je dobijeni ekstrakt (E15) imao 2 puta vise koncentracije fenolnih
jedinjenja u poredenju sa konvencionalnim ekstraktom (K1). Eutekticke smeSe pripremljene od
holin—hlorida i uree u odnosu 1:2 (n/n), sa razlicitim sadrzajem vode (ekstrakti E7-E10), pokazale su
se kao dobri medijumi za ciljanu ekstrakciju fenolnih kiselina (posebno p—kumarinske i hlorogene
kiseline), pri ¢emu je ekstrakt E10 sadrzao priblizno 2, odnosno 5, puta veci sadrzaj pomenutih
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kiselina u odnosu na metanolni ekstrakt. Osim pomenutih sistema, eutekticka smesa L—prolin:
maleinska kiselina 1:1 (n/n) sa 20% vode (w/w) (ekstrakt E1) se pokazala kao odlican rastvarac za
ekstrakciju fenolnih kiselina i to protokatehuinske 1 siringinske kiseline, ali i flavonoida, kvercetina,
naringenina 1 kempferola. Ekstrakt E4 je tri prethodno pomenuta flavonoida sadrzao u koli¢ini koja
je bila od 3 do 9 puta veca u odnosu na metanolni ekstrakt, kao i vecu koli¢inu kofeinske kiseline.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u eutektickim ekstraktima (za svaki primenjeni sistem pojedinacno) i
metanolnom ekstraktu uporeden je uporednim /—testom (Tabela P 2.). Statisticki znacajno veci sadrzaj
ovih jedinjenja zabelezen je u ekstraktima E7, E13 1 E15, §to smeSe holin—hlorid: urea 1:2 (n/n), 20%
vode (w/w), holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n), 40% vode (w/w) 1 holin—hlorid: glicerol 1:1
(n/n), 20% vode (w/w) €ini efikasnijim rastvara¢ima za ekstrakciju fenolnih jedinjenja u odnosu na
metanol. U ostalim slucajevima nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u sadrzaju
fenolnih jedinjenja u eutektiCkom i1 metanolnom ekstraktu S§to ukazuje na jednaku efikasnost
ekstrakcije. Navedeni rezultati potvrduju mogucnost koriS¢enja eutektickih smeSa za ekstrakciju
bioaktivnih komponenata iz petrovca, Sto im usled njihove ekoloske prihvatljivosti daje veliku
prednost u odnosu na konvencionalne rastvarace..
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Tabela 8. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima petrovca.

Fenolna jedinjenja (mg kg™)

Ekstrakti PCA SA CGA PHBA AE CA ISO RUT VIT
E1 11+2 48 + 3 93+0,2 24+ 6 23+0.2 2,7+£0,1 1,30 +0,08 10349 26+2
E2 72403 1341 8+3 13+£3 2.9+0,5 2+04 1,0£02 105 +2 2442
E3 101 12+£2 11 112 1,9+0,1 28402  0,75+0,06 65+ 6 16+ 1
E4 8,1+0,5 9+1 17+4 18+ 1 3.3+ 0,4 5+0,7 1,4+0,6 120 + 3 2442
E5 59+0,3 §+2 16+2 11 33+0,5 5+ 0,4 1,1+04 112 +3 22.7+0.4
E6 58+0,7 742 2243 10+1 4.8+0,6 4406 13403 130+ 3 28 +0,7
E7 741 15+3 44 +3 1542 - 3.5+0,9 1,5+0,1 150+ 10 36+3
ES 4,6+0,2 7£2 30+ 1 1942 1,705 1,8+02 1,7£0,1 130+ 9 28+0,8
E9 52402 5+2 3142 2342 6,7+0,3 6+0,3 2,00 + 0,08 140 + 1 312
E10 6,6+0,2 12+£2 41+ 1 3142 7.1£0,5 56+0,8  1,53+0,08 130 + 4 28 +3
E11 4,0+0,8 25+1 9+1 11 1,40 0,09  22+0,1 1,1 £0,04 54472 1542
E12 2.7+0,6 3,7+0,6 2.8+0,8 4+1 1,1+0,6 1,803  0,25+0,08 23+3 542
E13 48+0,8 31408 1841 1742 3.9+0,3 5+0,8 1,74 + 0,09 160 + 2 33+2
E14 42+0,5 54+0,5 17£0,5 26+ 1 2,7+0,1 38+£0,1  1,04+0,08 110+4 2342
E15 45+0,9 57409 2042 21+2 - 13+0.5 22402 200+ 9 45+2
E16 33+0,7 7+0,7 49+03 18+1 0,57+0,02 0,53+£0,07 1,89+0,07 110+9 24+ 1
E17 2,6+09 9+ 0,4 33+02 12+1 0,67+0,03 054+0,08 140, 100+ 9 21 +2
E18 9+1 12+1.,6 12+1 2742 35+04 29+£02  0,8+0,04 110+ 9 24+ 1
E19 2.8+0.8 4,1+03 4402 8+ 1 12403  0,93+0,05 0,5+0,02 33+3 9+0,9
K1 6,1 +0,9 16+2 8+ 1 18+2 31+04 4,0+0,1 1,4+0,1 93+5 25+2

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za AE 0,01 mg L.
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Tabela 8. Nastavak

Fenolna jedinjenja (mg kg™)

Ekstrakti IQUE PCOA QR AST RA LUT QUE NAR KMP
E1 430+ 9 5+0,9 660 + 11 240 + 4 40+03  0,85+0,05 190 + 8 1,703 7.9+0,3
E2 410+ 6 5+1,7 620 + 3 220+ 6 3.0+0,5 0,6+0,3 67 +3 0,93+0,05 32+04
E3 320+ 7 4402 460 + 8 150 + 3 20+£03  0,44+0,05 171+ 7 1,6+0.8 5903
E4 420 + 1 542 600 + 3 210+2 3.0+ 0,6 0,8+0,3 316+7 2.6+0,4 11+0,1
E5 430+ 7 4+2 620 + 8 220+7 3.5+0,6 0,7+0,3 63+2 1,03+0,06 3,13 +0,05
E6 490 + 4 4+1 710 + 3 270 + 4 42+0,5  0,62+0,04 43+2 0,75+0,03  24+0.3
E7 520+9 9+1 750 £ 10 310+ 5 37+£0,7 094+0,09 12+09 20£0,1  4,56+0,08
ES 500 =2 7.0+ 0,6 690 + 5 260+ 6 20401 086+0,09 16+0,7 1,403  3,35+0,05
E9 540 +£2 11+2 760 + 9 32049 541 1,4+02 3342 1,30 £0,09 4,12+ 0,09
E10 490 + 4 11,503 680 + 8 270+ 5 42+0,6  1,03+0,08 14=07 1,4+02  320+0,07
E11 340+ 5 2.9+0,1 470 +7 160 + 1 1,27+0,08 0,38 40,02 2142 0,45+ 0,08 2,26 +0,04
E12 160 + 4 0,8+0,1 210+ 4 75+ 3 0,6+0,3  0,15+0,07 l6+1 025+0,08 2,12+0,09
E13 550+ 4 8,6+ 0,1 850+ 10 340+ 5 44+08 1,06+0,08 68+08  1,55+006 6,13+0,07
E14 470+ 6 45+0.2 680 + 5 250 + 3 27403  0,59+0,03 35+09  0,85+007 244+0,09
E15 610+ 9 6,1 £0,9 940 + 12 400 + 8 69+0,9 126+0,03 3709 13+02 4,1£0,1
E16 500+ 10 0,8+0,1 710 < 10 270+5  324+003 09+0,1 311 0,81+0,04 4,59 +0,09
E17 450+10 0,39 +0,02 670 + 8 250+4 2314002 086+003 30£0,9  089+0,06 4,11+,005
E18 430 + 10 6,3+0,1 700 £ 6 240 + 3 32405 045+001  58+08  088+0,08 2.88=+0,03
E19 190+ 8 22+0,1 300+ 6 90 + 1 08+0,1  021+0,06 8242 0,55+ 0,02 3,03+0,07
K1 460 £ 9 3,7+0,1 690 < 10 210 + 4 33+05 064+0,00 35+06  090+0,04 2,83+0,08
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4.1.2.5. COSMO-RS predvidanje efikasnosti ekstrakcije

Kako bi se racionalizovao odabir komponenata eutektickih smesa i poboljsala efikasnost ekstrakcije
fenolnih jedinjenja prisutnih u petrovcu, izraCunat je koeficijent aktivnosti pri beskona¢nom
razblazenju (y*°) primenom COSMO-RS modela za pet najzastupljenijih jedinjenja (izokvercetin,
rutin, kvercitrin, astragalin i kvercetin) u devet eutektickih rastvaraca, metanolu i vodi. Analogno
prethodnoj studiji'?’, parametar y® je preveden u parametar f° (B%= 1/y®) koji je direktno
proporcionalan afinitetu rastvarac¢a prema odredenoj rastvorenoj supstanci. Na Slici 13. prikazana je
toplotna karta (eng. heat map) sa predvidenom efikasnos$¢u ekstrakcije prema pet fenolnih jedinjenja
u devet eutektickih smeSa i metanolu kao referentnom rastvaracu, a tacne vrednosti za sve rastvarace,
zajedno sa vrednostima rastvorljivosti u vodi, date su u Tabeli 9.

Metanol

Glicerol: askorbinska kiselina 1:1
Glicerol: mleéna kiselina 1:1
Glicerol: urea 2:1

Glicerol: urea 1:1

Holin—hlorid: glicerol 1:1
Holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1
Holin—hlorid: urea 1:2

Holin—hlorid: vinska kiselina 1:1

L—prolin: maleinska kiselina 1:1

Rutin

|Izokvercetin
Kvercitrin
Astragalin
Kvercetin

Slika 13. Parametar afiniteta rastvarac— rastvorena supstanca > za pet najzastupljenijih fenolnih
jedinjenja u petrovcu (x—osa) u deset rastvaraca (y—osa). Vece vrednosti za % impliciraju bolji
medusobni afinitet, odnosno veéu mogucnost ekstrakcije.

Sve eutektiCke smeSe su imale veci afinitet prema fenolnim jedinjenjima u poredenju sa Cistom
vodom, a relativni afinitet, izraCunat kao odnos f* u eutektiku i vodi, iznosi od 100 do preko
1.000.000 (Tabela 10.). Vrednost relativnog afiniteta (Byapes/Prodq) Za Tutin pokazuje da se on dobro
rastvara u eutektickim smesSama koje sadrze holin—hlorid i organsku kiselinu, a kvercitrin u smeSama
holin—hlorida 1 glicerola u poredenju sa vodom. Rezultati prikazani na Slici 13. pokazuju da
eutekticke smeSe L—prolin: maleinska kiselina 1:1 (n/n) 1 holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) imaju
vedi afinitet prema rutinu od metanola, dok smesa holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) ima veéi
afinitet prema astragalinu u poredenju sa metanolom. Na osnovu vrednosti f° primeceno je da veéina
eutektickih smeSa ima veliki afinitet prema kvercetinu. Iz izracunatih vrednosti logP za pet fenolnih
jedinjenja, prikazanih u Tabeli 11., moZe se zakljuciti da je od ispitivanih fenolnih jedinjenja kvercetin
najlipofilnije. Ovaj rezultat ukazuje na znacaj Van der Valsovih i hidrofobnih sila u mehanizmu
solubilizacije proucavanih jedinjenja u eutektickoj smesi.

Kako bi se stekao bolji uvid u mehanizam ekstrakcije, izracunati su 6—profili za odabrane eutektike i
pet fenolnih jedinjenja, 1 posmatrane su njihove sli¢nosti (Slika 14). o—profili predstavljaju
histograme raspodele gustine naelektrisanja po povrSini molekula. c—profil je karakteristian za svaki
molekul i predstavlja otisak prsta (eng. fingerprint) molekula. Deo profila sa ¢ < -0,0082 e/A?
predstavlja HBD (donorski) region; izmedu 0,0082 e/A% < 6 <0,0082 e/A? se nalazi nepolarni region,
a region iznad ¢ > 0,0082 e/A? odrazava HBA (akceptorski) afinitet jedinjenja, zbog ¢ega je moguée
uporediti polarnost razli¢itih molekula analizom oblika c—profila.
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Tabela 9. Vrednosti 8% za pet najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktu petrovca u devet eutektickih smesa, metanolu i vodi.

B Izokvercetin Rutin  Kvercitrin  Astragalin  Kvercetin
L—prolin: maleinska kiselina 1:1 (n/n) 8,9 111 54 16 2,4
Holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) 24 400 9,4 37 2,7
Holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) 3,2 1,6 2,4 1,4 124
Holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n) 5,7 19 4,1 7,3 12
Holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) 21 11 55 24 983
Glicerol: urea 1:1 (n/n) 1,4 0,50 1,0 0,5 83
Glicerol: urea 2:1 (n/n) 4 1,6 3,2 1,4 298
Glicerol: mle¢na kiselina 1:1 (n/n) 41 2,5 3,8 2,1 179
Glicerol: askorbinska kiselina 1:1 (n/n) 1,5 1,6 1,3 1,2 21
Metanol 82 51 93 26 7527
Voda (x107%) 0,96 0,16 0,31 0,39 27

Tabela 10. Vrednosti Sy apes/Broda 28 pet najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktu petrovca. Vrednosti pokazuju relativnu mogucnost ekstrakcije
rastvorene supstance u eutektickom rastvaracu u poredenju sa ¢istom vodom.

Brapes/ Booda Izokvercetin ~ Rutin  Kvercitrin  Astragalin  Kvercetin
L—prolin: maleinska kiselina 1:1 (n/n) 9333 680110 17509 40223 91
Holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) 25064 2453642 30805 93092 99
Holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) 3370 10084 7754 3648 4623
Holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n) 60101 115244 13388 18655 442
Holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) 22015 69056 178288 60960 36721
Glicerol: urea 1:1 (n/n) 1497 3297 3306 1338 3116
Glicerol: urea 2:1 (n/n) 4204 9531 10391 3522 11125
Glicerol: mle¢na kiselina 1:1 (n/n) 4286 15421 12365 5272 6721
Glicerol: askorbinska kiselina 1:1 (n/n) 1533 9856 4134 2940 778
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Tabela 11. Vrednosti logP za pet najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktu petrovca predvidene od strane COSMO-RS.

Jedinjenje logP
Izokvercetin 1,877
Rutin 1,925
Kvercitrin 2,766
Astragalin 2,108
Kvercetin 3,191
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A HBD I Non-polar HBA B HBD | Non-polar HBA

Rutin i — ChCI:Gly 1:1
Pro:MA 1:1 30 ¥ Quercitrin

— T T T
-0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02 -0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02

c (e/A?) G (e/A?)
C HBD |Non-polar; HBA D HBD  Non-polar, HBA
o —— Rutin ~ —ChCI:Gly 1:1
25 1 —— ChCITA 1:1 2 v b § — Isoquercetin
20 - 20 -
L 154 L 154
Q o
10 4 10 -
54 5
0 3 0+ ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T
002 -001 000 001 002 002 -001 000 001 002
o (e/A?) o (e/A?)

Slika 14. A) o—profili za eutekti¢ku smeSu L—prolin: maleinska kiselina 1:1 (n/n) 1 rutin; B) o—profili

za eutekti¢ku smesu holin-hlorid: glicerol 1:1 (n/n) i kvercitrin; C) o—profili za eutekti¢ku smesu
holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) i rutin; D) o—profil za eutekticku smesu holin—hlorid: glicerol
1:1 (n/n) i izokvercetin. PovrSinska gustina naclektrisanja rastvorene supstance prikazana je u
gornjem levom delu grafika.

Na grafiku o—profila za eutekticku smeSu L—prolin: maleinska kiselina 1:1 (n/n) 1 rutina (Slika 14.A)
moze se videti da su HBD regioni rutina i smeSe manje izrazeni od HBA regiona, dok nepolarni
segmenti zauzimaju najveci deo njihove povrsine. Najverovatniji mehanizam vodoni¢nog vezivanja
izmedu rutina i ove eutekti¢ke smese je preko —OH grupa rutina kao HBD i karbonilnog kiseonika ili
amino azota iz maleinske kiseline, odnosno L—prolina, kao HBA. Treba napomenuti da su sve
komponente eutektickih smeSa modelovane u svojim neutralnim oblicima, tako da postoji moguénost
da bi cviterjonski oblici aminokiselina 1 anjonski oblici organskih kiselina jace interagovali sa HBD
grupama rutina. Prethodna studija je pokazala da predvidanja rastvorljivosti rutina u eutektickim
smeSama koje se sastoje od aminokiselina 1 karboksilnih kiselina, zahtevaju ta¢nu definiciju
protonovanih stanja konstituenata eutekticke smese 1 uklju¢ivanje svih mikrostanja u COSMO-RS
model.®

Manje polarne supstance kao §to je kvercitrin su interagovale sa eutektickom smeSom holin—hlorid:
glicerol 1:1 (n/n). Iz o—profila kvercitrina (Slika 14.B) moZe se videti izraZeni pik u nepolarnom
regionu povrSinskog naelektrisanja, $to ukazuje na nizu polarnost rastvorene supstance. Osim toga,
jak HBA pik na oko 0,018 e/A? tipi¢an je za eutektike na bazi holin-hlorida, tako da se moZe
pretpostaviti da dolazi do formiranja vodoni¢ne veze izmedu fenolnih —OH grupa kvercitrina i
holinijum katjona, kao HBA grupe.

o—profili za rutin i eutekticku smesu holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) (Slika 14.C) ukazuju na
jacu HBA sposobnost eutektika, §to je povoljno za interakciju sa —OH grupama rutina kao HBD.
Izokvercetin kao najpolarnije jedinjenje u ovoj seriji (logP = 1,877, Tabela 11.) povoljno interaguje
sa smeSom holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) zahvaljujuéi slicnom obliku nepolarnog regiona na o—
profilu i dobrom poklapanju izmedu HBA dela eutektika i HBD dela rutina (Slika 14.D).
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4.1.2.6. Eksperimentalni rezultati naspram teorijskih podataka

Postoji mnogo moguc¢ih kombinacija HBA i HBD za pripremu eutektickih smesSa koje se mogu
koristiti za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih proizvoda. Medutim, eksperimentalna
procena efikasnosti ekstrakcije za svaku pripremljenu eutekticku smesu pojedinac¢no je dugotrajan
proces. Pored toga, rastvorljivost jedinjenja u odredenom rastvaracu nije moguce nedvosmisleno
odrediti na osnovu /ogP vrednosti ili pravilom ,,sli¢no se u sli¢nom rastvara®, jer ne pruza uvid u
svojstva rastvorene supstance i rastvaraca. Kako bi se bolje razumele molekulske interakcije izmedu
eutektika i ciljanih jedinjenja, i da bi se izbegli dugotrajni eksperimenti, moze se inicijalno uraditi
skrining rastvaraca pomocu termodinamickog modela zasnovanog na COSMO teoriji. U literaturi se
mogu naci dva pristupa u primeni COSMO modela u predvidanju efikasnosti ekstrakcije NADES
rastvaraCima. Jedan pristup se zasniva na a priori proceni uticaja HBA i HBD struktura na efikasnost
ekstrakcije, koja se zatim eksperimentalno potvrduje.'?>!3" Prateéi takav redosled evaluacije, autori
eksperimentalno traZe najbolje rastvarate medu onima koje su prethodno teorijski odabrali. Drugi
pristup je zasnovan na a posteriori koriS¢enju COSMO modela za tumacenje eksperimentalno
odredene rastvorljivosti jedinjenja. Medutim, rezultati u ovim studijama su pokazali da je teSko doneti
nedvosmislen zakljucak.'”!3! Za kombinacije rastvaraé-rastvorena supstanca, gde nepolarne
interakcije igraju vaznu ulogu, simulirane vrednosti y* pokazale su suprotan trend u poredenju sa
eksperimentalnim rezultatima, odnosno modeli su se pokazali boljim u slu¢aju polarnijih rastvorenih
supstanci.'® Pored interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance koje se mogu predvideti
pomocéu COSMO-RS modela, fizicki parametri kao Sto su viskoznost i temperatura u velikoj meri
uti¢u na efikasnost ekstrakcije. Visoka viskoznost eutektickih smeSa usporava prenos mase izmedu
faza 1 produzava vreme potrebno za uspostavljanje termodinamicke ravnoteze. Osim toga, sloZeni
matriks kao $to je biljni materijal moze dodatno otezati proces ekstrakcije.

U ovoj studiji, COSMO-RS je predvideo visoku rastvorljivost flavonol glikozida u eutektickoj smesi
holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n), 20 % vode (w/w), §to se slaze sa eksperimentalnim podacima.
Medutim, ovaj model nije dobro predvideo rastvorljivost u slucaju ostalih primenjenih eutektickih
smesa, iako su se eksperimentalno pokazale efikasne. Pored analize primenom COSMO-RS softvera,
poZeljno je eksperimentalno uraditi ekstrakcije sa vecim brojem eutektiCkih smeSa razlicitih
polarnosti. Takode je potrebno ukljuciti hidrofobne eutekticke smeSe u istrazivanja koja se bave
ekstrakcijom fenolnih jedinjenja, poSto su hidrofobne 1 Van der Valsove interakcije identifikovane
kao vazne za mehanizam solubilizacije/ekstrakcije.!*°
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4.1.3. Procena efikasnosti ekstrakcije eutektickim smeSama — Podubica
4.1.3.1. HPTLC profili fenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti

HPTLC profili fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata podubice (Slika 15. A) su pokazali obrazac
u kojem preovladavaju veoma polarna i srednje polarna jedinjenja, koja se javljaju kao zeleno i
narandzasto obojene zone na #Rr vrednostima izmedu 10 i 70, dok su nepolarnija fenolna jedinjenja
prisutna na viS§im ARr vrednostima, zastupljena znatno manje. Prisutne su varijacije u HPTLC
fenolnim profilima u pogledu sastava fenolnih jedinjenja, kao i intenziteta zona dominantnih
jedinjenja u zavisnosti od primenjene eutekticke smese (vrste HBA 1 HBD, njihovog odnosa i udela
vode). Na hromatogramima ekstrakata E2—E15, koji su dobijeni primenom eutektickih smesa na bazi
holin—hlorida, moze se uociti razliCit sastav ekstrahovanih fenolnih jedinjenja, koji je uslovljen
drugom komponentom eutektika— urea, glicerol, ¢ilibarna kiselina, mlec¢na kiselina ili vinska kiselina.
Ekstrakti E7-E10, dobijeni primenom sistema holin—hlorid: urea, u odnosu na ostale ekstrakte na bazi
holin—hlorida ne poseduju zelene zone na ARr vrednosti 80, dok je zelena zona na AR vrednosti 50
slabijeg intenziteta. Prisutne su manje razlike u izgledu profila ekstrakta kad su kao HBD koris¢ene
razliCite organske kiseline 1 one se ogledaju u intenzitetu zona na ARr vrednostima izmedu 10 1 30
(ekstrakti E1-E6, E11-E14, E18-E19). Ekstrakt E11 ima fenolni profil koji se izrazito razlikuje od
ostalih ispitivanih ekstrakata i jedini je bogat zonama na 4Rr vrednostima ve¢im od 70. U slucaju
ekstrakata koji poticu od eutektickih smesa na bazi glicerola (E15-E19) moze se uociti slican trend u
izgledu profila kao i kod ekstrakata na bazi holin—hlorida, odnosno veliki uticaj HBD komponente na
sastav dobijenih ekstrakata. Poredenjem ekstrakcionih sistema na bazi holin—hlorida i na bazi
glicerola moZe se uociti prisustvo intenzivnih zelenih zona u svim ekstraktima, $to sugeriSe sli¢nu
efikasnost ekstrakcije ova dva sistema. Eutekticki sistem holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) je pokazao
najbogatiji profil fenolnih jedinjenja, dok je najmanje efikasan sistem bio holin—hlorid: ¢ilibarna
kiselina 1:1 (n/n).

A 1004

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 K1

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 K1

Slika 15. HPTLC profili eutektickih i metanolnog ekstrakta podubice: A) profil fenolnih jedinjenja;
B) profil antioksidativne aktivnosti

Antioksidativni profili ekstrakata podubice su prikazani na Slici 15.B i na njima se mogu uociti
jedinjenja koja imaju antioksidativnu aktivnost kao zZuto obojene zone na ljubicastoj pozadini. Ve¢ina
dobijenih hromatograma pokazuje prisustvo zone velike aktivnosti na ARr vrednosti 45, koja
odgovara intenzivnoj zelenoj zoni na fenolnom profilu (Slika 15. A). Ovaj esej je pokazao i prisustvo
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nekoliko aktivnih jedinjenja na nizim ARr vrednostima, izmedu 20 1 30, kod ekstrakata E7, E8, E10,
E151 E16, $to je u skladu sa njihovim profilima fenolnih jedinjanja koji su bogati zonama na nizim
hRF vrednostima.

Uticaj sadrzaja vode u eutektickim smesSama na efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja je procenjen
dodavanjem razli¢itih koli¢ina vode (20-50%, w/w) u tri razlicita sistema— holin—hlorid: vinska
kiselina 1:1 (n/n), holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n). Na Slici 16.
su prikazani linijski profili prethodno pomenutih eutektickih ekstrakata dobijenih obradom slike
HPTLC profila. Poredenjem linijskih profila ekstrakata dobijenih koriS¢enjem eutektickih smesa
istog HBA 1 HBD sastava, ali sa razli¢itim udelom vode (Slika 16.A) moze se uociti da povecanje
sadrzaja vode u eutektickim sistemima dovodi do veceg prinosa ekstrakcije. Pravilan trend uticaja
sadrzaja vode na prinos ekstrakcije moze se primetiti u sluc¢aju kad su koris¢eni eutekticki sistemi
holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n) (ekstrakti E3—E6) i holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n)
(ekstrakti E11-E14), medutim kada je koris¢en sistem holin—hlorida: urea 1:2 (n/n) (ekstrakti E7—
E10) najveci prinos ekstrakcije postignut je sa 50%, a najmanji sa 40% vode. Poredenjem linijskih
profila ekstrakta dobijenih primenom razlic¢itih eutektickih smesa koje su sadrzale isti udeo vode (20,
30, 40 ili 50% w/w), uoc€avaju se znacajne razlike u profilima ekstrakata dobijenih primenom smesa
sa 20% (w/w) vode (Slika 16.B). Ove razlike pokazuju da ekstrakcija u najve¢oj meri zavisi od sastava
smese (vrste i odnosa HBA i HBD), potvrduju¢i moguénost dizajniranja eutektickih rastvaraca sa
visokom efikasno$¢u prema ciljanim analitima. Povecanje sadrzaja vode u eutektickim smeSama
razliCitog sastava rezultuje time da profili ekstrakata postaju sli¢ni i linijski profili ekstrakta dobijenih
sa eutektiCkim sistemima koji su sadrzali 50% vode najbolje ilustruju ovu pojavu (Slika 16.B).
Prisustvo vode dovodi do slabljenja vodoni¢nih veza izmedu komponenata koja formiraju eutekticku
smesu rezultujudi time da voda postaje glavni rastvarac za ekstrakciju u takvim sistemima, zbog cega
treba izbegavati prekomerno dodavanje vode. Veci sadrzaj vode se preporucuje samo u slucajevima
kada je smeSa previse viskozna da bi se koristila za ekstrakciju, ili kad je matriks kompleksan, §to
moze biti slucaj sa sprasenim biljnim materijalom. Nekoliko eutektickih ekstrakta (E2, ES, E6, ES,
E10, E15 1 E16) su pokazali profile sa zonama vecleg intenziteta u poredenju sa metanolnim
ekstraktom, Sto ukazuje da su koriS¢eni eutekticki sistemi efikasniji rastvaraci za ekstrakciju (Slika
16. C).

Poredenjem HPTLC profila fenolnih jedinjenja podubice i petrovca moze se uociti velika razlika u
izgledu profila, iako su koriS¢ene iste eutekti¢ke smeSe. Prisutne su razlike u sastavu i koli¢inama
ekstrahovanih jedinjenja, koje se mogu zakljuciti na osnovu broja 1 intenziteta zona na HPTLC
profilima. Na jasne razlike u sastavu ekstrahovanih jedinjenjima ukazuju i potpuno razlicite boje zona
prisutnih na profilima. Ovi rezultati sugeriSu da je i pored sli¢ne vrste uzoraka lekovitog bilja,
potrebno optimizovati ekstrakciono sredstvo za svaki matriks.
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Slika 16. Linijski profili eutektickih ekstrakata podubice: A) uticaj sadrzaja vode u eutektickim
smeSama na profil fenolnih jedinjenja; B) uticaj razlicitog sastava eutektickih smeSa sa istim
sadrZzajem vode na profil fenolnih jedinjenja; C) poredenje fenolnih profila odabranih eutektickih
ekstrakata sa metanolnim ekstraktima.

Hromatografsko profilisanje pruza korisne informacije o sastavu fenolnih jedinjenja, ali vizuelnom
procenom nije moguce utvrditi koja jedinjenja su karakteristi¢na za odredeni ekstrakt, u zavisnosti od
primenjene eutektiCke smese, zbog Cega je primenjena hemometrijska analiza. Priprema podataka za
multivarijantnu analizu obuhvatila je obradu slika hromatograma. Matrica podataka za metodu
analiza glavnih komponenata se sastojala od 19 objekata koji predstavljaju ispitivane ekstrakte 1 320
varijabli koje predstavljaju intenzitete sive boje izrazene u pikselima duz linije hromatograma.
Ekstrakt E11 je predstavljao spoljasnju vrednost (eng. outlier) u inicijalnom PCA modelu, zbog ¢ega
je iskljucen iz dalje multivarijantne analize. Dobijeni PCA model se sastojao od 4 glavne komponente
kojim je objasnjeno 90,62% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1- 62,04%, PC2— 15,10% 1
PC3- 8,29%). Grafik skorova latentnih varijabli (Slika 17. A) je otkrio da su se ekstrakti razdvojili
na osnovu sastava primenjenih eutektickih smeSa u dva klastera: prvi kompaktni klaster odgovara
ekstraktima dobijenim primenom eutektickih smeSa na bazi uree, dok drugi klaster odgovara
ekstraktima koji su dobijeni eutektickim smeSama koje su imale organsku kiselinu kao HBD. Blizina
ekstrakata E7-E10 1 EI6—E17 u prvom klasteru ukazuje na dominantnu ulogu uree na ekstrakciju u
odnosu na HBA komponentu eutektickih smesa (holin—hlorid i glicerol), koja je pretpostavljena i na
osnovu vizuelne procene hromatograma. Ekstrakti dobijeni primenom eutektickih smeSa na bazi
organskih kiselina (vinska, ¢ilibarna, mle¢na, maleinska i askorbinska) formiraju drugi klaster, ali su
rasuti duz PC2 ose, §to ukazuje da struktura kiseline (broj karboksilnih grupa i hidroksilnih grupa)
ima uticaj na ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz podubice. Izmedu dva pomenuta klastera, razdvojena
duz PC1 ose, pozicionirao se ekstrakt E15, koji je dobijen primenom smesSe holin—hlorida i glicerola.
Dobijeni PCA model sugeriSe veliki uticaj kiselosti eutekticke smeSe na ekstrakciju, jer su se
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eutekticki ekstrakti razdvojili duz PC1 ose na osnovu kiselinsko—baznih svojstava HBD komponente,
urea ima bazna, glicerol neutralna i organske kiseline slabo kisela svojstva. Grafik vektora latentnih
varijabli (Slika 17.B) pokazuje da se glavna zona koje uslovljava razdvajanje duz PC1 ose nalazi na
hRr vrednosti 45, dok dodatni uticaj na razdvajanje imaju i jedinjenja na #Rr vrednostima 10, 26 i
69. Grafik skorova latentnih varijabli je pokazao da su se objekti dodatno razdvojili duz PC2 ose na
osnovu udela vode u primenjenoj eutektickoj smesi: ekstrakti dobijeni primenom rastvaraca koji su
pripremljeni sa ve¢im udelom vode (40 ili 50% w/w) imali su negativan skor na PC2 osi (ES, E6, E13
1 E14), dok su oni dobijeni sa manjim udelom (20% 1 30% w/w) imali pozitivan skor (E3, E4 1 E12).
Grafik vektora latentnih varijabli za PC2 osu (Slika 17.C) je pokazao da su zone na ARr 9, 44 1 69
imale najveci uticaj na razdvajanje ekstrakta prema uticaju sadrzaja vode. Dobijeni PCA model je
pokazao da sadrzaj vode u eutektickim smeSama utice na ucinak ekstrakcije i na profil fenolnih
jedinjenja.
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Slika 17. Analiza glavnih komponenata dobijena za fenolni profil eutektickih ekstrakata podubice: A)
grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

4.1.3.2. Procena ekoloske prihvatljivosti HPTLC metode

Uradena je procena ekoloske prihvatljivosti HPTLC metode primenom dva alata za procenu: NEMI
piktograma 1 Eko—skale. Dobijeni rezultati procene ekoloske prihvatljivosti su isti kao i u sluc¢aju
HPTLC metode primenjene za analizu ekstrakata petrovca, koja je opisana u poglavlju 4.1.2.2.
Slaganje u rezultatima je o€ekivano, jer je sastav mobilne faze bio sli¢an i postojala je samo razlika
u odnosima komponenata. Mobilna faza primenjena za analizu ekstrakata podubice imala je ve¢i udeo
mravlje kiseline, §to je rezultiralo niZzom pH vrednos¢u koja je iznosila 0,87. Ipak, mala razlika u pH
vrednostima nije se odrazila na izgled NEMI piktograma (Slika 11.), kao ni na skor na Eko—skali
(Tabela 6.), zbog ¢ega se primenjena HPTLC metoda za analizu ekstrakata podubice moze smatrati
ekoloski prihvatljivom 1 okarakterisati kao odlicna zelena metoda.

4.1.3.3. Spektrofotometrijski eseji

Kako bi se procenila efikasnost ekstrakcije eutektiCkih rastvaraca u odnosu na konvencionalni
rastvara¢ (metanol) odredeni su parametri ukupan sadrzaj fenola (TPC), ukupan sadrzaj flavonoida
(TFC) 1 antioksidativni kapacitet (RSA) u ekstraktima podubice primenom spektrofotometrijskih
eseja 1 rezultati su prikazani u Tabeli 12. i na Slici 18.

TPC 1 TFC vrednosti eutektickih ekstrakata podubice su bile u rasponu 9,2-94 g GAE kg!, odnosno
24,23-180,3 g RUE kg'!. Cetiri eutekti¢ka ekstrakta (E2, E10, E15 i E16) su imali vise vrednosti

58



REZULTATI I DISKUSIJA

TPC—-a i TFC-a u poredenju sa metanolnim ekstraktom, a najvece vrednosti imao je ekstrakt E15,
koji je dobijen primenom eutekticke smese holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) 20% (w/w) vode. Ovakav
trend u rezultatima TPC—a i TFC—a moze se objasniti uticajem viskoznosti eutekticke smese na
efikasnost ekstrakcije. Naime, eutektiCke smeSe koriS¢ene za ekstrakciju navedenih ekstrakata su
imale jednu te¢nu komponentu, kao Sto su mlecna kiselina i glicerol (ekstrakti E2, E151 E16) ili visok
sadrzaj vode (ekstrakt E10), Sto moze smanjiti viskoznost rastvaraca i povoljno se odraziti na
efikasnost ekstrakcije. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta su bile u opsegu 18—734 mmol TE kg’!
i pet eutektickih ekstrakata je imalo viSe vrednosti u poredenju sa metanolom (E2, ES5, E10, E15 i
E16). Antioksidativna aktivnost eksrakata bila je u korelaciji sa sadrzajem fenola Sto je potvrdeno
visokim vrednostima Pirsonovog koeficijenta korelacije izmedu rezultata RSA i1 TPC (» = 0,916),
RSA i TFC (r=0,953), i izmedu TPC i TFC (r = 0,943).

Tabela 12. Ukupni sadrzaj fenola, ukupan sadrzaj flavonoida i antioksidativni kapacitet u ekstraktima
podubice dobijenih primenom eutektickih smesSa (E) 1 konvencionalnog rastvaraca (K). (Oznake
ekstrakata su navedene u Tabeli 5.)

Ekstrakti RSA TPC TFC
(mmol TE kg?!) (g GAE kg') (g QUE kg?)
El 260 + 20 23%2 58,6 £ 0,4
E2 570+ 30 59+2 145,6 £ 0,5
E3 360 £+ 30 41+2 915+0,5
E4 260 + 20 33,3+0,6 89,6 £0,4
ES5 500 £+ 30 46 + 2 130,3+£0,5
E6 460 £ 50 47+ 3 132+1
E7 18+5 31+2 537
E8 407 £6 392 925+0,1
E9 139+3 16,0+0,8 29,36 £ 0,05
E10 630 + 30 59+3 149,0 £ 0,5
Ell 129+3 151+0,7 32,18 £0,06
E12 87,2+0,1 92+0/4 24,23 + 0,01
E13 320+ 30 322 82,7+ 0,7
E14 320+ 10 382 106 + 3
E15 734 +£6 94+3 180,3+£0,2
E16 5779 54 +3 147,3+£0,2
E17 200 £ 10 22,6 £0,5 46,4 £ 0,3
E18 210+ 10 261 67,2+0,2
E19 330+ 30 382 106,7 £ 0,6
K1 470 £ 50 50%2 133+1

Uticaj sadrzaja vode je proucavan u tri razli€ita sistema (holin—hlorid: vinska kiselina= 1:1 n/n, holin—
hlorid: urea= 1:2 n/n, 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina= 1:1, n/n), 1 utvrdeno je da trend rasta vrednosti
TPC, TFC i RSA sa porastom udela vode nije ujednacen 1i isti kod prou€avanih sistema, $to moze
ukazivati na Cinjenicu da je uticaj primenjenth HBD vec¢i. Naime, kada se porede rezultati
spektrofotometrijskih eseja ekstrakata koji su dobijeni primenom smesa sa 20% (w/w) vode 1 holin—
hloridom kao HBA, ali razli¢itim HBD (mlec¢na, ¢ilibarna, vinska kiselina, urea i glicerol), odnosno
ekstrakti E2, E3, E11, E7 1 E15, moZe se uociti veliki uticaj HBD—-a na efikasnost ekstrakcije.
Rezultati spektrofotometrijskih eseja su pokazali veliki uticaj HBD komponente 1 sadrZaja vode na
svojstva eutekti¢kih smesSa i njihov ucinak ekstrakcije i skladu su sa rezultatima HPTLC—a. Takode,
ovi rezultati naglaSavaju vaznost sticanja dubljeg razumevanja interakcija izmedu eutektickih smesa
i ciljanih jedinjenja, kao i predvidanje ponaSanja sistema.
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Uporedni t—test primenjen na rezultate spektrofotometrijskih eseja (Tabela P 3) pokazao je da ne
postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima izmedu metanola i svih eutektic¢kih rastvaraca, §to
sugeriSe da je efikasnost ekstrakcije jednaka.
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Slika 18. Ukupan sadrzaj fenola— plavi stub, ukupan sadrzaj flavonoida— zeleni stub, i antioksidativni
kapacitet— ljubicasta linija u eutektickim ekstraktima (E) i konvencionalnom ekstraktu (K) u uzroku
podubice. (Oznake ekstrakata su navedene u Tabeli 5.)

4.1.3.4. UHPLC analiza fenolnih jedinjenja

Ukupno devetnaest fenolnih jedinjenja je odredeno i kvantifikovano u eutektiCkim ekstraktima
podubice primenom UHPLC-DAD-MS/MS metode (Tabela 13). Najzastupljenija grupa fenolnih
jedinjenja bile su fenolne kiseline (protokatehinska, siringinska, hlorogena, p—hidroksibenzoeva,
kofeinska, ruzmarinska i1 p—kumarinska kiselina), flavoni (luteolin, izokvercetin, hispidulin,
astragalin), flavonoli (kempferol), flavanoni (naringenin) i glikozidi (kvercitrin i rutin).

Eutekticke smesSe pripremljene od holin—hlorida i vinske kiseline (ekstrakti E3—E6) bile su dobri
medijumi za ciljanu ekstrakciju eskuletina i kvercetina, pri ¢emu je koncentracija ova dva jedinjenja
bila oko 2, odnosno 4 puta visa u ekstraktu E4 u odnosu na metanolni ekstrakt. Takode, ovi eutekticki
sistemi su ekstrahovali hlorogenu, ruzmarinsku i kofeinsku kiselinu u viSim koncentracijama u
poredenju sa metanolom. Prinos ekstrakcije glavnih fenolnih jedinjenja je poboljSan povecanjem
sadrzaja vode u ovom eutektickom sistemu, medutim nije bilo moguce uociti pravilan trend u
rezultatima sa porastom sadrzaja vode. Eutekticke smeSe pripremljene od holin—hlorida i uree u
odnosu 1:2 (n/n), sa razliCitim sadrZzajem vode (ekstrakti E7-E10), pokazale su razli¢it u¢inak
ekstrakcije u pogledu sastava dobijenih ekstrakata. Eutektikom sa 20% (w/w) vode su ekstrahovani
p-hidroksibenzoeva kiselina, viteksin 1 hispidulin u veéim koncentracijama u poredenju sa
metanolom, eutektikom sa 40% (w/w) vode ekstrahovani su luteolin 1 hispidulin u viSim prinosima, a
eutektikom sa 30% (w/w) vode su ciljano ekstrahovani izoorijentin i viteksin. Ovi rezultati pokazuju
da sadrzaj vode u velikoj meri utiCe na svojstva eutekticke smeSe 1 performanse ekstrakcije,
naglaSavaju¢i potrebu za detaljnijim razumevanjem interakcija u eutektickim rastvaraima i
ukljucivanje molekula vode u teorijske studije. Eutekticki rastvaraci pripremljeni od holin—hlorida 1
¢ilibarne kiseline (ekstrakti E11-E14) pokazali su razliite performanse ekstrakcije u zavisnosti od
sadrzaja vode (20-50% w/w). Eutekticima sa 20% 1 40% (w/w) vode ekstrahovane su vece koli¢ine
eskuletina, kofeinske kiseline, luteolina, kvercetina, kempferola i hispidulina, eutektikom sa 50%
(w/w) vode ciljano je ekstrahovana hlorogena kiselina, dok se eutektik sa 30% (w/w) vode pokazao
kao lo$ rastvarac za ekstrakciju. EutektiCkom smesom sa 20% vode (ekstrakt E11) su ekstrahovane
siringinska kiselina 1 hispidulin u ve¢im prinosima u poredenju sa metanolom, skoro 11 1 75 puta viSe.
Eutekticke smese pripremljene od glicerola i uree u molarnim odnosima 1:112:1 su pokazale razli¢itu
efikasnost ekstrakcije, sugeriSu¢i da odnos komponenata utice na performanse ekstrakcije 1 sastav
ekstrakata.
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Sadrzaj fenolnih jedinjenja u metanolnom ekstraktu i1 eutektiCkim ekstraktima (za svaki primenjeni
sistem pojedinacno) uporeden je koriS¢enjem uporednog —testom (Tabela P 4). Statisticki znacajno
razli¢it sadrzaj ovih jedinjenja zabeleZen je u ekstraktima E1, E8, E12 i E15, §to smeSe L—prolin:
maleinska kiselina 1:1 (n/n) sa 20% vode, holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) sa 30% vode i holin—hlorid:
¢ilibarna kiselina 1:1 (n/n) sa 40% vode ¢ini manje efikasnijim rastvaracima za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja u odnosu na metanol, dok se smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) sa 20% vode pokazala
statisticki znacajno efikasnija u odnosu na metanol. U ostalim sluajevima nije utvrdeno postojanje
statistiCki znacajne razlike u sadrzaju fenolnih jedinjenja u eutektickim ekstraktima i metanolnom
ekstraktu, Sto ukazuje na jednaku efikasnost ekstrakcije. Rezultati potvrduju da se eutekticke smese
mogu koristiti za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz podubice, a njihova ekoloska prihvatljivost
im daje veliku prednost u odnosu na konvencionalne rastvarace.
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Tabela 13. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima podubice.

Fenolna jedinjenja (mg kg™

Ekstrakti PCA SA CGA PHBA AE CA ISO RUT VIT IQUE
El 2,/+04 111+0,2 580+10 164+04 74+18 1047+0,02 021+008 63+01 0,27+009 1042+14
E2 3,9+0,2 59+11 5782+0,08 273+06 48+0,2 75+10 036+008 7,7+06 035+002 16,4+0,2
E3 3,6+0,2 9,6+0,6 1203+09 295+13 13,7+15 174+10 025+003 65+0,7 031+0,04 108+17
E4 482+0,03 13,1+06 1040+x08 221+04 218+1]5 291+08 0,28+006 6,1+08 029+007 92+27
E5 3,6+0,7 6,8+0,5 1411+0,7 434+06 152+05 20,/7+04 032+002 6,1+06 031+0,03 126+0,9
E6 44+04 70+05 14144+882 27/6+05 171+14 228+05 045+009 68+02 0,34+007 109+0,6
E7 32+0,7 10,0+0,3 195+10 818+20 7,602 118+13 0,24+0,02 105+0,2 057+003 3,2+0,2
E8 2,/+03 650+005 83706 231+09 20+0,8 3,709 025+0,04 82+10 037+005 10,2+0,2
E9 2,3%+0,2 9,8+0,7 50+0,8 379+05 659+001 66+22 008+003 62+03 0,16+0,09 0,37+0,05
E10 7,4+0,5 92+10 1372+1,7 411+13 58+1]1 9,5%+0,3 04+02 90+0,2 057+010 12317
Ell 38+03 2160+x20 309+08 328+14 548+05 100,1+53 023+008 14+08 0,0/3+£0,02 0,22+0,06
El12 2,2+0,6 54+0,5 399+09 158+08 33x04 52+06 012+0,07 53+04 0,14+005 58+0,8
E13 128+04 205+0,7 9570+0,05 241+10 452+03 7/8+06 041+009 88+04 0,27+010 86x04
El4 2,8+0,6 35+0,1 1221+14 357+05 7,7+0,8 148+13 038+007 71+07 033+0,02 133+1.2
E15 4,6 +0,2 6,3+0,3 722+05 224+05 21%0,7 36+x04 044+004 6,102 030+004 135+0,3
E16 4,0+0,6 3,7+02 2720+0,08 16,1+06 1,7%+0,6 19+06 038%x005 74+06 043+007 124*16
E1l7 3,0+0,7 54+0)9 1,34+0,07 363+20 6,0+0,2 56+11 0,09+0,07 101+04 0,14+0,02 0,74+0,08
E18 20%0,5 7,8+0,7 37,9+0,4 91+05 41+03 6,2+09 029+0,10 76+04 037+004 131+21
E19 27+04 251+0,08 728+10 157+18 63+10 95+04 035+008 7,2+02 0,24+0,07 124+18
K1 55+0,7 193+05 1083+15 40,0+15 99+04 154+0,1 0,23+0,09 66+06 029+007 112+0,7
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Tabela 13. Nastavak

Fenolna jedinjenja (mg kg™

Ekstrakti PCOA QR AST RA LUT QUE NAR KMP HPD

El 2,5+04 11,8+0,2 54+03 57%08 7,2 11,3+0,7 38+x05 23+0,6 0,68+0,02
E2 2,3%+0,9 27,7+06 108+10 101+06 98+01 10,4 +0,2 79+03 24+09 0,63+0,02
E3 3,0+0,3 152+ 0,5 81+08 8708 43+0.2 16,6 + 0,3 43+08 29+02 0,37+0,02
E4 3409 11,1+0,3 64+02 88+02 48+03 30,2+04 39+05 29+0,3 0,32+0,04
E5 406+0,02 161+0,7 96+0,1 100+x01 4308 13,8+0,9 48+02 21+02 0,23+0,08
E6 54+0,6 12,9+ 0,7 83+05 102+01 4009 16,6 +0,5 4,7+02 33%x0,2 0,24+0,05
E7 0,7+0,5 8,2%+0,5 41+06 61+08 66+03 6,2+0,6 10+04 24+01 784+001
E8 251+0,05 154+0,7 7805 83%x05 47+01 6,1+0,3 48+03 25+0,2 0,51+0,05
E9 0,3+0,2 1,1+06 044007 34+x04 139+04 6,3+08 0,08+002 3,7+x04 348+0,2
E10 4,6 +0,4 13,1+ 0,5 53+02 83+04 84+08 6,2+0,7 595+08 35+0,2 1,04+0,09
Ell 38+04 050+006 0,27+005 26+06 445+09 36,/5+009 20+09 163+0,1 1135+0/4
E12 15+0,2 4,9+0,3 28+0,1 21+06 20+x02 772+003 14%+01 19+01 0,50+0,03
E13 6,2+0,1 8,6 +0,6 57+04 83+x06 118+06 33,7+06 488+0,09 53+01 3,37+0,05
El4 2,3%+0,2 151 +0,5 84+04 82+09 410+006 88+0,3 48+04 295 +,3 0,30+0,06
E15 20+0,8 19,3+0,8 87+04 80x08 72+x01 6,19+0,08 8707 31+02 1,19+0,07
E16 13+05 1647+008 71+10 95+05 83+03 6,1+0,2 6,7+01 27+0,6 0,99+0,07
E1l7 41+0,1 20%0,5 1,708 31+x03 13+04 6,3+0,7 020+0,07 19%+0,1 0,42+0,04
E18 3,1+05 16,1+ 0,3 92+09 88+0,7 872+008 89+0,2 6,3+03 23+04 0,69+0,02
E19 16+04 191+0,3 99+0,7 115+02 5708 8,7+0,1 6,2+03 21+0,2 0,98+0,02
K1 3,12+0,02 2156+0,01 103+0,2 76+02 64+02 746+001 79+01 30+x0,7 151+0,2
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4.1.3.5. COSMO-RS predvidanje efikasnosti ekstrakcije

S obzirom da rezultati hemijske karakterizacije dobijenih ekstrakta ukazuju na to da sadrzaj vode u
velikoj meri utiCe na svojstva eutekticke smese i performanse ekstrakcije, uradena je teorijska studija
primenom COSMO-RS-a koja je ukljucivala molekule vode u teorijsko modelovanje i na taj nacin
omogucila detaljnije razumevanje interakcija u eutektickim rastvaraima.

Vecina prethodnih COSMO-RS studija o efikasnosti ekstrakcije eutektickih smesa razmatrale su ove
rastvarade kao stehiometrijsku mesavinu pojedina¢nih komponenata'?*!*313 jli kao pseudo—
jedinjenja formirana vodoni¢nim vezivanjem izmedu HBD i HBA."*!*7 U ovoj studiji, pretpostavili
smo da bi o—profili i 6—potencijali izra¢unati uz prisustvo eksplicitnih molekula vode mogli pruziti
dragocene uvide za realnije modelovanje medumolekulskih interakcija i poboljSana predvidanja
efikasnosti  ekstrakcije. Optimizovane geometrije 1 povrSinske gustine naelektrisanja
supramolekulskih kompleksa HBD:HBA:voda prikazane su na Slici 19. Rezultati pokazuju da je
vodoni¢na veza izmedu komponenata eutektiCke smeSe ocuvana u prisustvu tri molekula vode, Sto
odgovara masenom sadrzaju vode od 20% i sugeriSu da takva geometrija predstavlja reprezentativnu
strukturu eutektickih smesa. Regioni sa negativnim povrSinskim naelektrisanjem se pretezno nalaze
u blizini atoma kiseonika iz vode, dok su pozitivno naelektrisani povrSinski regioni smesteni blizu
atoma azota iz holin—hlorida ili uree. Ovi navedeni regioni su kompatibilni sa suprotno naelektrisanim
povrSinskim regionima Sest fenolnih jedinjenja prikazanih na Slici 20. i stoga mogu da ostvare
privlaéne medumolekulske interakcije.

q‘- ‘.r‘ C \? ‘\ b "
e ol
¢ ‘.\ - 4

ChClI-Glycerol-W 113 ChCI-SA-W 113

ChCl-Urea-W 123 Glycerol-AA-W 113

Slika 19. 3D strukture i povriinske gustine naelektrisanja izrazene u e/A? za odabrane
supramolekulske komplekse eutektickih smesa. Skracenice: ChCI-Glycerol-W 113— eutekticka smeSa
holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n), ChCl-SA-W 113— eutekticka smeSa holin—hlorid: ¢ilibarna
kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n), ChCl-urea-W 123— eutekticka smeSa holin—hlorid: urea: voda 1:2:3
(n/n/n), 1 ChCI-AA-W 113— eutekticka smesa holin—hlorid: askrobinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n).
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SCF_Coulpot
0.5 ;%
0.358
0.205

0.0525

Hispidulin Luteolin Quercetin .‘mﬂ
j N A Q

Caffeic acid Syringic acid Chlorogenic acid

Slika 20. Gustina naelektrisanja na povrsini $est najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktima
podubice.

Prema COSMO-RS teoriji, interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance karakterise njihove
gustine naelektrisanja na povrsini, odnosno ¢ i 6’— profile. Ako rastvaraC i rastvorena supstancija
imaju komplementarne o—profile, to sugeriSe da postoji tendencija ka visokoj rastvorljivosti tih
jedinjenja u ispitivanom rastvaracu 1 mogucnost ekstrakcije u visokom prinosu. Snazne interakcije
izmedu interagujucéih povrsinskih regiona rastvaraca i rastvorene supstancije dovode do povoljnog
(negativnog) hemijskog potencijala, (o).

Na Slici 21. su prikazani 6— profili odabranih fenolnih jedinjenja, koji pokazuju da zna€ajan deo svoje
o—povrsine polifenoli imaju u nepolarnom regionu, naglasavajuéi klju¢nu ulogu hidrofobnih i Van
der Valsovih interakcija u procesu ekstrakcije. Pored toga, imaju izraZene pikove u polarnim
regionima i posebnu su istaknuti pikovi u HBA regionu. 6— profili dve eutekti¢ke smese, holin—hlorid:
glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n) 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) pokazuju pik na oko
-0,007 e/A? koji daje ovim rastvara¢éima HBD i hidrofobna svojstva. Ovaj pik u HBD regionu
eutektickih smesa je komplementaran sa pikovima koji se nalaze u HBA region fenolnih jedinjenja
koja su analizirana.

—~ 304 : - ==~ Hispidulin

b Nonpolar region oot Catircotin

o = ~—— ChClI-Glycerol-W 113
25 - i ChCI-SA-W 113

...... Caffeic acid
»»»»»»»»» Chlorogenic acid
— Water

~——— Methanol

H-bond acceptor
region

204

H-bond donor
region

154

10

T
0.02

o (e/A?)
Slika 21. o—profili Cetiri rastvaraca (dva eutektika holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n) 1 holin—

hlorid: ¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n), voda i metanol) i Cetiri fenolna jedinjenja (hispidulin,
kvercetin, kofeinska kiselina i hlorogena kiselina).
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Analiza 6—potencijala je izvrSena da bi se procenile termodinamicke osobine i uporedila polarnost i
sposobnost vodoni¢nog vezivanja eutektickih smeSa i ciljanih fenola. o—potencijal (Slika 22.)
rastvaraca u oblasti elektronske baznosti ukazuje na njegovu snagu kao HBA, dok potencijal u
elektronskom regionu kiselosti predstavlja njegovu snagu kao HBD. Snaga HBA i HBD je
proporcionalna veli¢ini o—potencijala, pri ¢emu nizi c—potencijal ukazuje na jaCu sposobnost.
Rezultati pokazuju da se visoki HBA afinitet hispidulina, kvercetina, kofeinske i hlorogene kiseline
moze izbalansirati visoki HBD afinitet dve eutektiCke smese, koji je znacajno jaci u poredenju sa
afinitetom vode i metanola. Stoga, interakcije koje upravljaju mehanizmom ekstrakcije su vodoni¢ne
veze izmedu polarnih —OH grupa fenolnih jedinjenja kao HBD 1 holinijum katjona kao HBA.
Medutim, vazno je napomenuti da nepolarne interakcije takode igraju znacajnu ulogu u ovom
mehanizmu.

= === Hispidulin

Nonpolar region - - - - Quercetin
02+ —— ChCI-Gly-W 113
ChCI-SA-W 113

= === Caffeic acid

- Chlorogenic acid
—— Water

—— Methanol

0.0+

-0.2

0.4

-0.6 4

084 H-bond donor H-bond acceptor
affinity affinity
T

T T T 1
-0.03 -0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02 0.03

o (e/A?)

Sigma potential (kcal/molA?)

Slika 22. Sigma potencijali, W(oc), Cetiri rastvaraca (dva eutektika holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3
(n/n/n) 1 holin—hlorid: ¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n), voda 1 metanol) i Cetiri fenolna jedinjenja
(hispidulin, kvercetin, kofeinska kiselina i hlorogena kiselina).

COSMO-RS se koristi za predvidanje makroskopskih svojstava kao $to su koeficijent aktivnosti,
koeficijent distribucije i rastvorljivost. Odredivanjem c—potencijala svih vrsta u rastvoru, koeficijenti
aktivnosti se mogu izraCunati reSavanjem nelinearne jednacine koja razmatra interakcije izmedu vrsta
1 uticaj rastvaraCa. Izracunati koeficijenti aktivnosti pri beskonacnom razblazenju (y*) mogu se
transformisati u parametar afiniteta rastvaraC-rastvorena supstanca %, koji je proporcionalan
rastvorljivosti jedinjenja.'?® Vrednosti §*za $est najzastupljenijih fenola u podubici u 10 eutektickih
smeSa 1 metanolu, kao referentnom rastvaracu je prikazana na toplotnoj mapi na Slici 23. i u Tabeli
14. Rezultati pokazuju da eutekticke smeSe holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n) 1 holin—hlorid:
¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) imaju ve¢i afinitet od metanola ka svim odabranim fenolnim
jedinjenjima. Parametri rastvorljivosti svih eutekti¢kih smeSa su znacajno visi u poredenju sa vodom,
u rasponu od priblizno 100 do 1.000.000 puta (Tabela 15).
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Slika 23. Parametar afiniteta rastvara¢—rastvorena supstanca <, za Sest fenolnih jedinjenja u deset
eutektickih smesa 1 metanolu. Oznaka na x—osi ozna¢ava molski odnos HBD, HBA 1 vode u svakoj
eutektickoj smesi. Vise vrednosti za §° predstavljaju bolji medusobni afinitet, a samim tim i vecu
mogucénost ekstrakcije.
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Tabela 14. Vrednosti §“za Sest najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktu podubice u deset eutekti¢kih smesa, metanolu i vodi.

B Hispidulin  Luteolin Kvercetin Luteolin Siringinska kiselina Hlorogena kiselina
L—prolin: maleinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 3,0 279 207 63 1,6 9,0
holin—hlorid: mle¢na kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 4,0 169 92 40 1,9 8,1
holin—hlorid: vinska Kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 2,1 97 57 31 1,4 5,0
holin—hlorid: urea: voda 1:2:3 (n/n/n) 1,4 113 76 45 1,4 6,6
holin-hlorid: ¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 24 11482 9206 1653 8,0 262
holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n) 451 826446 757576 55340 66 19512
glicerol: urea: voda 1:1:3 (n/n/n) 0,5 40 33 20 0,7 2,6
glicerol: urea: voda 2:1:3 (n/n/n) 1,1 104 84 39 0,9 4,1
glicerol: mle¢na kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 3,0 514 432 120 1,6 13
glicerol: askorbinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 1,3 74 57 25 1,0 3,6
Metanol 15 2560 1988 334 3,9 69
Voda (x107%) 0,09 9,3 13 76 2,4 0,9

Tabela 15. Vrednosti Sy apes/ Broda Z Sest najzastupljenijih fenolnih jedinjenja u ekstraktu podubice. Vrednosti pokazuju relativnu moguénost ekstrakcije
rastvorene supstance u eutekti¢koj smesi u poredenju sa ¢istom vodom.

Brapes/Booda Hispidulin  Luteolin  Kvercetin Luteolin Siringinska kiselina Hlorogena kiselina
L—prolin: maleinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 32288 30102 16301 830 689 10152
holin—hlorid: mle¢na kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 42995 18257 7261 524 822 9099
holin-hlorid: vinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 22561 10483 4473 411 608 5634
holin—hlorid: urea: voda 1:2:3 (n/n/n) 15076 12225 6023 594 586 7409
holin-hlorid: ¢ilibarna kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 255918 1238635 726109 21651 3382 294573
holin—hlorid: glicerol: voda 1:1:3 (n/n/n) 4797771 89151028 59755457 724732 27813 21913976
glicerol: urea: voda 1:1:3 (n/n/n) 5651 4299 2596 260 280 2923
glicerol: urea: voda 2:1:3 (n/n/n) 11388 11221 6616 504 395 4654
glicerol: mle¢na kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 31869 55450 34079 1567 670 14054
glicerol: askorbinska kiselina: voda 1:1:3 (n/n/n) 14219 7992 4473 333 440 4009
Metanol 155225 276115 156776 4370 1659 76877
Voda (x103) 1 1 1 1 1 1
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4.1.3.6. Eksperimentalni rezultati naspram teorijskih podataka

Rezultati COSMO-RS studije pruzaju bolji uvid u razumevanje uticaja strukture HBA i HBD na
efikasnost ekstrakcije, ali ponekad pokazuju suprotan trend u poredenju sa eksperimentalnim
rezultatima. Neslaganje u rezultatima se uglavnom javlja u slucaju kad izmedu rastvaraca i rastvorene
supstance preovladavaju nepolarne interakcije.!** Naime, fizi¢ki parametri kao §to su viskoznost i
temperatura u velikoj meri uticu na efikasnost ekstrakcije eutektickim smeSama, pored interakcija
izmedu rastvaraCa i rastvorene supstance koje modeluyje COSMO-RS. Medutim, teorijska
predvidanja dobijena koris¢enjem COSMO-RS-a u ispitivanju efikasnosti ekstrakcije fenolnih
jedinjenja iz podubice su se pokazala izuzetno konzistentnim i dobijene su dobre korelacije sa
rezultatima spektrofotometrijskih eseja. Smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n), 20% (w/w) vode
eksperimentalno je pokazala najbolji u¢inak ekstrakcije, koji se ogleda u maksimalnim RSA, TPC i
TFC vrednostima dobijenog ekstrakta (E15) 1 koji se slaze sa teorijski oc¢ekivanim rezultatima na
osnovu vrednosti parametara § °za ovu smesu, koji su imali maksimalne vrednosti. Rezultati UHPLC
analize su pokazali da su najvece koncentracije pet od Sest modelovanih fenolih jedinjenja (osim
hlorogene kiseline) nadene u ekstraktu E11, koji je dobijen primenom eutekticke smese holin—hlorida:
¢ilibarne kiseline 1:1 (n/n) sa 20% w/w vode, $to je u skladu sa teorijski dobijenim visokim
vrednostima parametra f* za ovu eutekti¢ku smeSu. Ovi rezultati potvrduju korisnost i efikasnost
predlozenog teorijskog pristupa koji uklju¢uje COSMO-RS modelovanje radi olakSavanja i1
racionalnog izbora eutektickih smesa za ciljanu ekstrakciju. Osim toga, primenjeni model zasnovan
je na ternarnim kompleksima HBD:HBA:voda, §to predstavlja redak primer ispitivanja uticaja vode
u COSMO-RS predvidanjima efikasnosti ekstrakcije.
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4.2. Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz propolisa
4.2.1. Odabir eutektickih smeSa

Prilikom odabira optimalnog rastvaraca za ekstrakciju potrebno je uzeti u obzir fiziCko—hemijska
svojstva ciljnih molekula, ali i karakteristike prirodnog proizvoda.'**!13° Propolis se pretezno sastoji
od biljnih smola i voskova, §to ga ¢ini nepolarnim matriksom, dok su ciljana jedinjenja u ovoj studiji
bila fenolna jedinjenja, koja su polarne prirode. Uzimaju¢i u obzir polarnost ciljanih jedinjenja i
matriksa za pripremu eutektickih smesa je koriS¢eno 18 razlicitih komponenata koje su polarne. Kao
akceptori vodoni¢ne veze su koriSéeni holin—hlorid, aminokiseline (L—prolin, L-lizin, L—glicin i L—
tirozin) i1 organske soli (kalijum—acetat i natrijum—formijat), dok su kao donori vodoni¢ne veze
koriséeni urea, tiourea, organske kiseline (mlec¢na, vinska, limunska, jabu¢na, maleinska, ¢ilibarna i
askorbinska) i polihidroksilni alkoholi (glicerol i etilen glikol). Osim proucavanja razli¢itth HBA 1
HBD, ispitan je i razli¢it molarni odnos izmedu komponenata, dok je sadrzaj vode u svim eutekti¢kim
smeSama bio nepromenljiv 1 iznosio je 20% (w/w). Ukupno je pripremljeno 38 razlicitih eutektickih
smesa i njihov sastav je naveden u Tabeli 16. Svi parametri ekstrakcije su drzani konstantnim kako
bi se ispitivao samo uticaj sastava eutektiCkih smeSa na prinos ekstrakcije i sastav dobijenih
ekstrakata. Efikasnost ekstrakcije primenom eutektickih smesa je uporedena sa dva konvencionalna
rastvaraca, koji su ekolo8ki prihvatljivi. Kao konvencionalni rastvaraci upotrebljeni su glicerol 1 1%
(w/v) rastvor limunske kiseline u vodi.
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Tabela 16. Sastav eutektiCkih smeSa primenjenih za ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz propolisa.

Oznaka ekstrakta

Sastav eutekti¢kih smesa

Molarni odnos

El holin—hlorid: mle¢na kiselina 1:1
E2 holin-hlorid: mle¢na kiselina 1:2
E3 holin—hlorid: mle¢na kiselina 2:1
E4 holin-hlorid: mle¢na kiselina 1:3
E5 holin—hlorid: vinska kiselina 2:1
E6 holin-hlorid: limunska kiselina 1:1
E7 holin—hlorid: limunska kiselina 2:1
E8 holin-hlorid: maleinska kiselina 1:1
E9 holin—hlorid: glicerol 1:1
E10 holin—hlorid: etilen glikol 1:2
Ell holin-hlorid: etilen glikol 1:4
E12 holin-hlorid: urea 1:2
E13 holin-hlorid: L—prolin 1:1
El4 glicerol: L—prolin 1:1
E15 glicerol: L—prolin 1:2
E16 glicerol: mlecna kiselina 1:1
E17 L—glicin: mle¢na kiselina 1:3
E18 L—lizin: mle¢na kiselina 1:2
E19 kalijum— acetat: mlecna kiselina 1:3
E20 glicerol: limunska kiselina 1:1
E21 glicerol: limunska kiselina 2:1
E22 glicerol: jabucna kiselina 1:1
E23 glicerol: jabuc¢na kiselina 2:1
E24 glicerol: ¢ilibarna kiselina 1:1
E25 glicerol: ¢ilibarna kiselina 2:1
E26 glicerol: vinska kiselina 1:1
E27 glicerol: vinska kiselina 2:1
E28 glicerol: askorbinska kiselina 1:1
E29 glicerol: askorbinska kiselina 2:1
E30 glicerol: L-lizin 1:1
E31 glicerol: L-lizin 2:1
E32 glicerol: L-tirozin 1:1
E33 glicerol: L-tirozin 2:1
E34 glicerol: urea 1:1
E35 glicerol: urea 2:1
E36 glicerol: tiourea 1:1
E37 glicerol: holin-hlorid 1:2
E38 glicerol: natrijum—formijat 2:1
Oznaka ekstrakta Konvencionalni rastvaraci

K1 1% (w/v) limunska kiselina u vodi

K2 glicerol
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4.2.2. HPTLC profili fenolnih jedinjenja

HPTLC profili fenolnih jedinjenja eutekti¢kih ekstrakata propolisa (Slika 24.) su pokazali obrazac
bogat zonama Zute i narandZaste boje na nizim ARr vrednostima izmedu 10 i1 30, plavim 1 zelenim
zonama srednje polarnosti na #Rr vrednostima izmedu 30 i 60, dok su nepolarnija fenolna jedinjenja
prisutna u manjem broju kao plave zone na ARr vrednostima izmedu 70 i 90. Vizuelno poredenje
hromatograma ukazuje na razlike u profilima izmedu ekstrakata dobijenih primenom razlicitih
eutektickih smesa, koje se ogledaju u prisustvu i odsustvu zona i varijabilitetu u intenzitetu signala.

Eutekticki ekstrakti (E1-E13) koji poticu od holin—hloridnih sistema su pokazali medu sobom sli¢ne
profile bogate zonama, ali sa prisutnim razlikama u manje intenzivnim zonama, koje je uslovila HBD
komponenta. U profilima ekstrakata E9-E11, gde je kao HBD koris¢en polihidroksilni alkohol
(glicerol ili etilen glikol), mogu se primetiti intenzivne zone na AR vrednostima 70 1 80, koje su plave
i zelene boje. Ove zone su znacajno manjeg intenziteta u profilima ekstrakta ES—E7, kod kojih je kao
HBD koriS$¢ena organska kiselina (vinska ili limunska kiselina). Takode je primetna razlika u profilu
ekstrakta E12, kada je kao HBD koris¢ena urea, gde je odsutna karakteristiCna Zuta zona na ARr
vrednosti 28. Ekstrakti (E20-E38) dobijeni pomocu eutektickih smeSa koje su kao zajednicku
komponentu sadrzale glicerol, pokazali su profile sa manjim brojem jedinjenja i intenziteti prisutnih
zona su bili slabiji u poredenju sa ostalim ekstraktima. Izmedu ekstrakata ove grupe se mogu uociti
razlike u prisustvu i intenzitetu zona koje je uslovila druga komponenta. Poveéanje molskog udela
glicerola u odgovaraju¢im eutektickim smeSama, sa 1:1 na 2:1, rezultovalo je razli¢itim uticajem na
ekstrakciju. U slucaju kada je druga komponenta bila limunska kiselina, jabu¢na kiselina, L—lizin ili
L—tirozin doslo je do porasta prinosa ekstrakcije, koji se ogleda u veéem intenzitetu zona na profilu,
dok je suprotan trend prisutan kada su kao druga komponenta koris¢ene Cilibarna kiselina, vinska
kiselina ili urea. U sistemima koji su sadrzali askorbinsku kiselinu povecanje udela glicerola nije
imalo efekta na prinos ekstrakcije. Povecanje udela glicerola rezultovalo je promenom u prinosu
ekstrakcije za ve¢inu glicerinskih sistema, medutim nije dovelo do promena u sastavu ekstrakata koja
se mogla uociti vizuelnom procenom. Uzimajuc¢i u obzir prisustvo intenzivnih narandZzastih zona u
ekstraktima E1-E13 u poredenju sa E20-E38 moZe se pretpostaviti da je efikasnost ekstrakcije holin—
hloridnih sistema veca od glicerinskih sistema. Na osnovu vizuelne procene moze se uociti da su
ekstrakti E1-E4, E16-E19 pokazali slican profil u kojem dominira veliki broj zona visokog
intenziteta. Ovim ekstraktima je zajednicko da su dobijeni primenom eutektickih smesa koje su kao
jednu komponentu sadrzale mle¢nu kiselinu. Uzimaju¢i u obzir razlike u fenolnim profilima koje je
uslovio sastav eutektickih smeSa u daljem delu istrazivanja 1 analize rezultata ekstrakti su podeljeni
u tri grupe: ekstrakti na bazi holin—hlorida, glicerola ili mlecne kiseline.
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Slika 24. HPTLC profili fenolnih jedinjenja eutektickih i konvencionalnih ekstrakata propolisa.
(Oznake ekstrakata su navedene Tabeli 16.)

Vizuelnim poredenjem hromatograma uocava se postojanje tri grupe ekstrakata, ali nije moguce
utvrditi markere koji uticu na diferencijaciju ekstrakata u zavisnosti od primenjenih eutektickih
smeSa. Slike hromatograma su obradene kako bi se prikupili podaci koji su dalje koriS¢eni za
hemometrijsku analizu. Matrica podataka se sastojala od 38 objekata, koji predstavljaju ispitivane
eutekticke ekstrakte i 900 varijabli koje predstavljaju intenzitete piksela duz linija hromatograma.
Dobijeni PCA model sastojao se od Sest glavnih komponenata i objasnio je 84,00% ukupnog
varijabiliteta (PC 1- 38,69%, PC 2— 21,55%, PC 3— 7,69%) medu podacima.

Na osnovu grafika skorova latentnih varijabli (Slika 25.A) je utvrdeno da su se ekstrakti razdvojili na
osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa u tri klastera: holin—hloridni (ChCl based), glicerinski
(Gly based) i mle¢nokiselinski (LA based). Grupa ekstrakata dobijenih primenom smesa na bazi
holin—hlorida zajedno sa grupom ekstrakta na bazi mle¢ne kiseline je odvojena od grupe ekstrakata
na bazi glicerola duz PC1 ose. Ekstrakti E1-E4, koji su dobijeni primenom eutektickih smesSa holin—
hlorid: mle¢na kiselina, su se grupisali sa drugim objektima koji pripadaju holin—hloridnom klasteru,
Sto ukazuje na dominantniju ulogu ove komponente u odnosu na mlec¢nu kiselinu u gradenju
interakcija izmedu ciljanih jedinjenja i eutektiCkih smeSa. Ipak, ekstrakt E16 dobijen primenom
eutektickog sistema glicerol: mlecna kiselina, grupisao se sa ekstraktima na bazi mlecne kiseline
sugeriSu¢i veci uticaj mlecne kiseline u odnosu na glicerol. Dodatno, ekstrakti E14 1 E15 su se
grupisali sa objektima grupe holin—hlorida iako ne sadrze ovu komponentu, §to ukazuje na
preovladujuéi uticaj L—prolina u smesi u odnosu na glicerol. Rasutost glicerinskih ekstrakata na
grafiku skorova, ukazuje na dominantan uticaj druge komponente eutekticke smese ali i promenljivog
molskog odnosa na ekstrakciju. Grafik vektora latentnih varijabli (Slika 25.B) pokazuje da su glavne
zone koje uslovljavaju pomenute razlike na hRr vrednosti 11, 31 i 47, dok dodatni uticaj na
razdvajanje imaju i jedinjenja na ARr vrednostima 7, 13 1 20.
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Slika 25. Analiza glavnih komponenata dobijena za profil fenolnih jedinjenja eutektic¢kih ekstrakta
propolisa: A) grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

4.2.3. Spektrofotometrijski eseji

Efikasnost ekstrakcije primenjenih eutektickih smesa je procenjena na osnovu spektrofotometrijskih
eseja, odnosno TPC, TFC i1 RSA wvrednosti. Na Slici 26. graficki su prikazani rezultati
spektrofotometrijskih eseja kao srednje vrednosti tri grupe eutektickih ekstrakata (ekstrakti dobijeni
smeSama koje su sadrzale holin—hlorid (ChCl), glicerol (Gly) 1 mle¢nu kiselinu (LA) i dva
konvencionalna ekstrakta.

Propolis
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» ¥ 150.0 100.0 w
oo 3
<2 800 o
UNe) Yo
o w 100.0 60.0
40.0
50.0
20.0
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== TPC(g GAE/kg) B TFC(g QUE/kg) emmmmRSA (gTE/kg)

Slika 26. Ukupan sadrzaj fenola— plavi stub, ukupan sadrzaj flavonoida— zeleni stub i antioksidativni
kapacitet— ljubicasta linija u tri grupe eutektickih ekstrakata (ChCl, Gly i LA) 1 konvencionalnim
ekstraktima (K) u uzorku propolisa.

TPC, TFC i RSA vrednosti eutektickih ekstrakata propolisa bile su u opsegu od 3 — 241 g GAE kg™,
3,3-610 g RUE kg' 14,8 —261 g TE kg'!, redom. Ekstrakti dobijeni primenom eutektickih smesa
koje su sadrzale mle¢nu kiselinu su pokazali najvise vrednosti TPC, TFC i RSA, malo niZe vrednosti
su imali ekstrakti dobijeni primenom holin—hloridnih smesSa, dok su ekstrakti dobijeni primenom
glicerinskih smesa pokazali najnize vrednosti. TPC vrednosti glicerinskih ekstrakata su bile nize od
vrednosti ekstrakta K2 dobijenog ekstrakcijom sa cistim glicerolom, kao konvencionalnim
rastvaraCem. Medutim, glicerinski ekstrakti E16 i E14 su imali ve¢e vrednosti TPC—a u poredenju sa
ostalim ekstraktima iz glicerinske grupe, zbog uticaja druge komponente eutektika na ekstrakciju
(mle¢ne kiseline i L—prolina). Za razliku od ukupnih fenola, glicerinske smese su ekstrahovale
flavonoide u boljem prinosu i ekstrakti su pokazali vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na
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glicerol. Zakiseljena voda (ekstrakt K1) se pokazala kao lo§ medijum za ekstrakciju na osnovu
rezultata spektrofotomotrijskih eseja Uoceno je prisustvo trenda u rezultatima spektrofotometrijskih
eseja gde su ekstrakti bogati fenolima, odnosno flavonoidima, ispoljili ve¢u antioksidativnu aktivnost.
Ovaj trend je potvrden visokim vrednostima Pirsonovog koeficijenta korelacije izmedu vrednosti
RSAiTPC (r=0,9210), kao i RSA i TFC (r = 0, 8440).

Rezultati spektrofotometrijskih eseja (Tabela 17.) pokazuju da je vecina primenjenih eutektickih
smesa imala bolju efikasnost ekstrakcije u poredenju sa konvencionalnim rastvara¢ima sto potvrduje
mogucénost njihovog koris¢enja za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz propolisa. Takode, ovi
rezultati pokazuju da sastav eutekticke smese, vrsta i odnos njenih komponenata uti¢u na efikasnost
ekstrakcije fenolnih jedinjenja. EutektiCke smese glicerol: mle¢na kiselina 1:1 (n/n) i L—glicin:
mlecna kiselina 1:3 (n/n) (ekstrakti E16 1 E17) su se pokazale kao najbolji medijumi za ekstrakciju
fenolnih jedinjenja iz propolisa. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima HPTLC analize, profili ovih
ekstrakata bili su bogati zutim, narandzastim 1 plavim zonama visokog intenziteta.
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Tabela 17. Ukupan sadrzaj fenola, ukupan sadrzaj flavonoida 1 antioksidativni kapacitet u eutektickim
ekstraktima i konvencionalnim ekstraktima propolisa. Oznake ekstrakta su navedene u Tabeli 16.

RSA TPC TFC
(QTEkg") (gGAEkgh) (g RUEkg?)

E1 103+ 4 124 + 18 240 % 30
E2 122 +2 88 + 6 130 + 10
E3 79 £ 2 59 + 6 90 + 10
E4 128 + 2 138 + 7 250 + 10
E5 187 +2 119+8 190 + 14
E6 144 + 4 83 + 18 120 + 30
E7 86 + 2 67+8 150 + 14
E8 135 + 4 103 + 18 210 + 30
E9 96 + 3 72+12 190 + 20
E10 10042 67 +6 103 + 10
E11  151+2 98+ 6 220 + 10
E12 70+ 3 53 + 12 170 + 20
E13 54 + 1 3742 70+ 4
E14  141+4 110 + 18 210 + 30
E15  465+05 35+ 2 60 + 4
E16 1857 241 +38 610 + 50
E17  261+2 186 + 9 320 + 13
E18 50,3+05 34+2 60 + 4
E19  116+2 101+ 6 270 + 10
E20 7,7+0/1 6,43 77403
E21  16,6+0,9 11+2 11,0+ 0,3
E22  54+0,1 50+ 3 39+03
E23  65+0,1 6+2 8,003
E24  243+0,9 17+2 20,0+ 0,4
E25  19,3+0,9 12+2 13,0+ 0,4
E26  324+05 3+3 42+03
E27  49+01 442 50+ 0,3
E28  224+0,9 2742 18,0 +0,1
E29  349+0,9 28 + 2 20,0 +0,4
E30 26,109 15+ 2 13,0+ 0,4
E31 53+ 1 3442 35,0 + 0,4
E32  48+0,1 3+3 3,3+0,4
E33  7,9+0,1 6+2 9,0+0,3
E34 738+0,9 52 + 2 50,2 + 0,4
E35  259+0,9 17+2 70+03
E36 27,5+0,9 2242 27.0+0,4
E37 11,7409 8+3 10,9+ 0,4
E38  13,9+0,9 5+3 6,9+0,3
K1 22+0,1 4+3 46+01
K2  222+09 58 + 2 17+1
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4.2.4. UHPLC analiza fenolnih jedinjenja

Primenom UHPLC-DAD-MS/MS metode odredeno je i kvantifikovano ukupno Sesnaest fenolnih
jedinjenja u eutektickim ekstraktima propolisa (Tabela 18.).

Pinocembrin 1 hrizin su glavna fenolna jedinjenja prisutna u eutektiCkim ekstraktima i njihova
prosecna koncentracija je bila najvisa u ekstraktima dobijenim primenom smesa koje su sadrzale
mleénu kiselinu i iznosila je 3111 i 3039 mg kg™! u proseku, redom. U holin-hloridnim ekstraktima
koncentracija ovih fenolnih jedinjenja je bila niza (2672 i 2140 mg kg™, prose¢no), dok je u
glicerinskim ekstraktima bila najniza (1128 i 919 mg kg, prose¢no). Izoramnetin je treée
najzastupljenije fenolno jedinjenje prisutno u ekstraktima. Eutekticke smeSe na bazi holin—hlorida 1
na bazi mlecne kiseline su pokazale slicnu efikasnost ekstrakcije ovog jedinjenja sa prose¢nim
koncentracijama 1522 i 1599 mg kg™!, dok je manja koli¢ina ekstrahovana pomocu glicerinskih smesa
(725 mg kg!). Pomoéu tri ispitivane grupe eutekti¢kih smesa ekstrahovan je kvercetin u sli¢nim
koncentracijama (5,3 — 6,8 mg kg™!), pri ¢emu je smeSama holin-hlorid: limunska kiselina 1:1 (n/n)
(ekstrakt E5) i L—glicin: mlec¢na kiselina, 1:3 (n/n) (ekstrakt E17) ekstrahovan ovaj flavonol u
najvecoj koli¢ini. Vec¢ina ispitivanih eutektickih smeSa sadrzala je organsku kiselinu kao jednu
komponentu (mle¢na, vinska, limunska, jabu¢na, maleinska, ¢ilibarna i askorbinska), zbog cega je
pH vrednost tih smesa bila niska. lako kisela sredina povoljno utice na ekstrakciju fenolnih kiselina,
samo su smes$e holin—hlorida i limunske kiseline u molskim odnosima 1:1 i 2:1, kao i glicerola i
askorbinske kiseline u molskim odnosima 1:1 1 2:1 (ekstrakti E5, E6, E28 1 E29) ekstrahovale vece
koli¢ine fenolnih kiselina, medu kojima su najzastupljenije bile kofeinska i p—kumarinska kiselina.

Eutekticke smeSe koje su sadrzale mle¢nu kiselinu kao jednu od komponenti, pokazale su se
najefikasnije u ekstrakciji fenolnih jedinjenja prisutnih u propolisu, holin—hloridne smese su se
pokazale kao dobri rastvaraci, ali im je efikasnost bila niza, dok su glicerinske eutekticke smese bile
najlosije, saglasno rezultatima spektrofotometrijskih eseja. U ovom istrazivanju su ispitani glicerol i
zakiseljena voda kao konvencionalni i ekoloski prihvatljivi rastvaraci, ali su pokazali nizu efikasnost
ekstrakcije u odnosu na eutekticke smeSe. Svaka grupa eutektickih smesa je pokazala razlicit afinitet
ka ekstrakciji fenolnih jedinjenja: eutektiC¢ke smeSe koje su sadrzale mle¢nu kiselinu su pokazale
veliku sklonost ka ekstrakeiji dihidrokempferola, hrizina 1 pinocembrina, holin—hloridne smese su
bile odli¢an rastvara¢ za ciljanu ekstrakciju eridiktiola, a glicerinske smeSe su pokazale selektivnost
ka ekstrakciji rutina. Navedeni rezultati potvrduju mogucnost primene eutektickih smeSa kao
rastvaraca za selektivnu ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz propolisa 1 pokazuju da se polarnost
eutektickih smesSa moze prilagoditi, zbog ¢ega se u literaturi nazivaju dizajnerskim rastvaracima.

77



REZULTATI I DISKUSIJA

Tabela 18. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima propolisa

Fenolna jedinjenja (mg kg™)
Ekstrakti  CGA RUT VIT IQUE QR DHK ED LUT

El - 1,0+0,3 0,1+0,1 0,7+0,3 1,6+0,4 2,9+0,2 6,7+0,2 34,9+0,9
E2 3,240,2 1,4+0,5 0,4+0,2 1,7+0,1 28406 22,4+0,8 149+0,6 64,0+0,2
E3 4,7+04 1,8+0,20 0,5%0,3 1,5+0,3 2,9+0,5 215+0,6 18,7+0,8 76,1+0,5
E4 6,8+0,7 3,4+0,1 0,5+0,2 4,1+0,1 3,8+0,4  40,9+0,9 13,2404 75,7+0,6
ES 6,8£0,6 16,7+0,6 1,4%0,1 7,7+0,5 13,6+0,6 61,2+0,4 79,7+0,7 127,8+0,5
E6 28,3+0,2  0,2+0,1 2,5£0,5 0,8+0,4 1,4+0,2 64,840,3 39,9+0,3 59,5+0,3
E7 3,9£0,1 3,9%0,2 0,7+0,2 3,6+0,3 7,1+0,4  28,6+0,5 43,3+0,2 86,7+0,4
E8 6,90,8  4,2+0,3 0,7+0,2 3,1+0,6 6,008 28,5+0,5 22,2+0,5 61,5+0,6
E9 3,820,9 65,6+0,5 1,0+0,3 5,7+0,7 9,5+0,9  27,4+0,7 39,4+0,6 103,0+0,8
E10 1,2+0,2 2,9+0,8 0,5+0,4 3,1+0,8 8,4+0,3 11,8+0,9 21,1+0,5 66,4+0,7
Ell 1,001 3,7£0,7 0,6+0,2 2,9+0,9 5,6+0,2 13,005 18,7#0,2 64,3+0,5

E12 56+0,5 13,8+0,8 1,7+0,3 14,0£0,2  23,1+0,1 49,8+0,1 52,2+0,2 87,3+0,2
E13 0,3+0,05 3,006 0,4+0,06 1,8+0,9 3,3+0,2 13,905 20,1+0,3  45,1+0,9
E14 1,0+0,2 2,505 0,24+0,05 3,3+0,5 6,001 17,2+0,3 31,0+0,7 76,2+0,4

E15 3,6%0,6 53+0,4 0,75%0,3 4,2+0,4 7,9+09 18,1+0,4 22,9+0,8 57,2+0,5
E16 2,2+0,7  24,6+0,3 0,42+0,05 6,1+0,6 10,4+0,4 64,5+0,7 39,0+0,4 147,5+0,7
E17 0,9+0,8  4,4+0,3 0,4+0,1 6,3+0,8 11,3+0,4 72,105 33,0+0,7 127,2+0,6
E18 1,2+0,4 1,2#0,1 0,25+0,03 1,7+0,9 3,4+0,2  23,7+0,2 10,3+0,3 47,6+0,3

E19 13,2+0,1 2,0+0,2 0,53+0,04 2,8+0,7 4,8+0,6 12,8408 9,6%+0,5 13,5+0,6
E20 0,7+0,2 1,2#01 0,15+0,07 1,704 2,2+0,4 6,5+0,2 7,8+0,5 14,0+0,5
E21 0,8+0,3 3,1+0,3 0,47+0,08 2,0+0,8 2,5+0,7 13,1+0,5 145+04 26,1+0,1
E22 1,35+¢0,02 1,6+0,1 0,29+0,05 1,6+0,6 2,2+0,6 4,5+0,8 5,5+0,2 9,6+0,8
E23 0,6+0,02 1,008 0,37+0,06 1,7+0,9 2,7+0,4 8,4+0,6 8,6+0,6 13,9+0,3
E24 2,205 154+0,3 0,66+0,1 2,840,1 4,1+0,2  18,1+0,7 20,6+0,4 37,4+0,2

E25 5,5£0,5 3,6+0,2 0,64+0,02 3,6+0,4 45+0,5 16,7¢0,2 18,2+0,8 28,0+0,4
E26 2,1+0,1 3,805 0,38+0,01 0,8+0,2 1,0+0,1 6,2+0,8 6,5+0,5 10,6+0,7
E27 1,9+0,3 1,7+0,4 0,35+0,08 1,0+0,4 1,2+0,6 4,8+0,5 5,4+0,8 8,6+0,8
E28 4,0£0,5 3,1+0,3 0,6+0,2 3,910,5 6,004  25,1+04 30,4+0,4 56,8+0,2
E29 8,7+0,2 87,2+0,2 1,1+0,5 5,3+0,2 8,1+0,8  38,1+0,7 51,7#0,2  87,8+0,3
E30 - 0,8+0,1 0,12+0,01 0,42+0,05 0,82+0,08 2,1+0,3 0,22+0,04 0,53+0,01
E31 4,2+0,8 18,6+4,5 0,21+0,03 0,33+0,08 13,7+0,8 5,7+0,9 0,6+0,1 2,1+0,3
E32 2,512 1,1+0,8 0,39+0,05 1,4+0,2 1,9+0,7 6,0+0,5 6,1+0,2 8,0£0,3
E33 8,1+2,6 2,8+1,2 0,78+0,06 2,6+0,1 2,406 10,5+0,2 11,4402 17,2+0,5
E34 0,35+0,04 7,2+2,1 0,56+0,04 11,0+0,3 19,2+06 17,946 54,5#3,2 123,7+0,7
E35 1,1+0,4 44,0#6,5 0,86+0,05 4,5+0,4 7,2+20,4  192+3,8 24,113  40,4+0,3
E36 2,9+0,3 3,925 0,56+0,04 5,505 10,1+0,3 26,0+2,9 30,5#5,1  49,1+0,2
E37 7,6+0,4 19+13 0,48+0,03 1,6%0,2 2,7+0,6 8,2+6,5 9,6+4,6 18,7+0,6
E38 0,47+0,05 51,5#2,1 0,57+0,06 1,0+0,6 1,3+0,4 4,9+4,5 7,9+£3,4 13,0+0,4
K1l 5,2+1,2 1,5¢10 0,35+0,05 1,5+04 2,504 17,8+44 9,053 11,6+0,2
K2 0,5+0,1 1,1+04 0,21+0,04 1,1+0,3 2,3£0,2  17,0£3,7 19,7425 44,0+0,2

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za CGA 0,08 mg L.
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Tabela 18. Nastavak

Fenolna jedinjenja (mg kg™)
Ekstrakti NCGA CA PCOA QUE HES ISR CHR PIN

El 3,8%0,2 65,1+0,5 79,7+0,2 73,8405 32,5+0,6 1064+4 2438+4 2516+2
E2 71,4+0,5 331,7+04 213,8+0,6 136,840,4 57,840,5 176643 287615 3364+2
E3 105,4+0,4 251,9+0,4 216,7+0,2 166,4+0,3 75,3+0,7 1869+4 2504+4  3161+3
E4 180,3+0,2 42642 568+3 106,0+0,8 - 1321+1 1758+6 24005
ES5 388,3+0,5 871+2 139943  375,3+0,7 144,8+0,9 2204+3 2623+3 4156+2
E6 55242 75414 78243 159,0+0,5 20,5+,0,2 607+1 1125+4 1177+1
E7 190,9+0,2 546+3 910+4 257,86+0,8 85,2405 1792+2 2108+2 2841+1
E8 230,5+0,8 522+2 386+3 153,2+0,6 63,3+0,7 1662+2 2136+1  13,0+0,9
E9 127,3+0,8 184,7+0,5 323+2 282,0+0,7 82,5+0,5 2508%3 2647+1 3750+5
E10 25,9+0,3 165,6+0,2 121,8+0,8 192,2+0,5 53,1+0,6 1530+4 1688+3 1889+3
Ell 17,2+0,5 145,0+0,6 81,1+0,5 169,3+0,2 50,4+0,8 1828+2 2362+3 2565+4
E12 139,1+0,5 161,0+0,2 67,9+0,7 19,5#0,8 42,8+0,1 49543 1763+3 2448+3
E13 4,2+0,2 17,0£0,8 7,6+0,2 114,8+0,8 40,2+0,3 1136%4 1792+1 2155+6
El4 27,608 177,509 251,9+0,5 207,3%0,2 67,640,2 1907+2 2924+2 361143
E15 97,8+0,2 174,1+0,3 187,2+04 171,006 457+0,7 1346+4 1470+1 1672+4
E16 58,3+0,5 585,8+0,3 8132 297,5+0,7 106,8+0,9 2632+6 3110+1 441045
E17 30,4+0,5 419,5+0,3 536+1 310,1+0,9 40,0+0,7 2516%1 331745 3727+7
E18 455+0,2 195,1+0,4 224,6+0,5 132,4+08 39,7+0,4 1170+2 187646 229445
E19 61,1+0,8 173,4+0,7 119,9+05 79,609 26,105 1110+2 3923+4  3312+7
E20 19,1+0,6 103,4+0,5 87,6+0,2 29,6+806 12,8+0,8 3361 638+2 77316

E21 58,5+0,5 174,8+0,4 121,8+0,8 84,7+0,7 29,7+0,5 691+3 832+4 1012+3
E22 43,1+0,7 113,4+0,7 61,9+0,8 16,9+0,1 6,6+0,8 260+2 4437 52343

E23 44,2405 163,405 92,306 47,5+055 17,1+05  429+2 517+1 621+4

E24 90,9+0,9 214,709 217,3+0,5 119,7+#0,4 40,1+0,9 91543 1031+4 125645
E25 277,5+0,7 494+3 243,105 99,4+0,6  31,3+0,3 657+2 657+7 854+5

E26 44,6+0,5 169,4+0,5 74,204 17,4+05 7,1+0,4 257+2 485+3 579+2

E27 73,9+0,8 137,4+0,5 61,8+0,9 16,6+0,7 6,3+0,5 211+4 362+1 465+6

E28 136,6+0,2 659+2 342,8+0,5 134,0+0,5 49,9+0,2 91945 884+1 1092+4
E29 368+1 824+4 499+3 209,5+0,3 91,109 157143 131842 1790+4
E30 - 2,540,2 8,3+0,9 1,6+,0,9 0,04+0,01 11,0+0,2 180+2 7,310,1
E31 12,4+0,5 50,6+0,8  19,5+0,4 1,5+0,4 0,2+0,1 11,2+0,8 62516 24,3+0,5
E32 73,9+,09 279,7+08 77,9+0,2 23,2405 3,6+0,2 97,1+0,9 104,2+0,8 126+1

E33 231,7+0,5 396,6+0,9 126,7+0,2 63,1+0,5 18,0+0,8 342+1 320+2 437+2

E34 2,1+0,7 22,5+0,6 7,0£0,8 35,4+0,4 55,1+0,6 940+2 1468+2 1958+3
E35 92,6+0,5 499+1 248,5+0,8 137,3+0,9 39,4+0,3 975+1 89345 116145
E36 153,1+0,2 7332 396,3+0,9 162,6+0,7 46,1+04  1025+4 930+4 1207+3
E37 143,4+0,7 219,2+0,6 166,2+0,2 8,3+0,5 13,4+0,5 284+2 569+6 69245

E38 3,9+0,6 4,3+0,2 51+0,4 0,42+0,09 10,5+0,8 136+0,4 464+2 537+2

K1 165,8+0,4 300,9+0,7 555+5 30,3+0,2 13,0+,0,1 97,3+0,6 121+1 1351

K2 56,1+0,2 186,5+0,5 524+3 119,2+0,4 166,4+0,8 1253+2 154142 191745

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: NCGA 0,08 mg L', HES 0,03 mg L-'.

79



REZULTATI I DISKUSIJA

U cilju utvrdivanja kriterijuma za diferencijaciju ekstrakata u zavisnosti od primenjene eutekticke
smese, rezultati UHPLC analize i spektrofotometrijskih eseja iskoriS¢eni su kao ulazni podaci za
multivarijantnu analizu. Matrica podataka se sastojala od 38 objekata (ispitivani eutekticki ekstrakti)
1 19 varijabli koje predstavljaju sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja, TPC, TFC i RSA vrednosti.
Dobijeni PCA model sastojao se od Sest glavnih komponenata 1 objasnio je 94,35% ukupnog
varijabiliteta (PC 1-17,65%, PC 2—17,65%, PC 3— 10,60%). Grafik skorova latentnih varijabli (Slika
27.A) je pokazao da su se ekstrakti odvojili na osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa na tri
klastera koji odgovaraju sistemima koji sadrze holin—hlorid, glicerol i mle¢nu kiselinu. Klaster koji
¢ine ekstrakti dobijeni holin—hloridnim smesama je delimi¢no preklopljen sa klasterom ekstrakta na
bazi mlecne kiseline, §to ukazuje na slicnu efikasnost ekstrakcije ova dva sistema. Udaljenost
ekstrakata na bazi mlecne kiseline (E18 1 E19) od holin—hloridnih ekstrakta (E1-E4), koji sadrze
mle¢nu kiselinu kao drugu komponentu, ukazuje na dominantnu ulogu mle¢ne kiseline u ovim
sistemima na efikasnost ekstrakcije i sastav dobijenih ekstrakata. Sli¢no ponaSanje moze se uociti 1
kod glicerinskog ekstrakta E16 (druga komponenta u eutektiku je bila mle¢na kiselina) koji se
grupisao sa ekstraktom E17. Ekstrakti dobijeni koriS¢enjem sistema koji su sadrzali glicerol kao
komponentu su rasuti po grafiku, ukazujué¢i na dominantan uticaj druge komponente eutekticke
smese.

Grafik vektora latentnih varijabli (Slika 27.B) je pokazao pozitivan uticaj svih varijabli na razdvajanje
duz PCI ose. Vrednosti TPC, TFC 1 RSA, 1 fenolna jedinjenja hrizin i izoramnetin su dovela do
izdvajanja ekstrakata na bazi mle¢ne kiseline duz PC2 ose. Dobijeni PCA model je takode rezultirao
grupisanjem ekstrakata propolisa na osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa.

Poredenjem dobijenih PCA modela za profil fenolnih jedinjenja i za sadrzaj fenolnih jedinjenja i
vrednosti TPC, TFC i RSA, moze se uociti da pristup zasnovan na kombinovanju napredne analize
podataka sa neciljanim hromatografskim profilisanjem (koje koristi ceo hromatografski signal kao
jedinstveni hemijski otisak ekstrakta, bez identifikacije pojedinacnih pikova), daje bolji uvid u
mehanizam ekstrakcije u poredenju sa ciljanom analizom (zasnovanom na identifikaciji 1
karakterizaciji nepoznatih metabolita).
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Slika 27. Analiza glavnih komponenata za sadrzaj fenolnih jedinjenja, TPC, TFC 1 RSA vrednosti u
eutektickim ekstraktima propolisa: A) grafik skorova latentnih varijabli; B) grafik vektora latentnih
varijabli.
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4.2.5. Antimikrobna aktivnost

S obzirom na izrazeno biolosko dejstvo propolisa, ispitana je antimikrobna aktivnost eutektickih
ekstrakata propolisa primenom difuzione metode u bunari¢ima (Tabela 19.). Ekstrakti propolisa su
pokazali visok potencijal da inhibiraju Gram—pozitivne bakterije, dok su Gram—negativni sojevi bili
visoko otporni §to je u skladu sa prethodno objavljenim studijama.'*® Razlike u antimikrobnoj
aktivnosti prema ispitanim sojevima, odnosno veca otpornost Gram—negativnih sojeva posledica je
strukture 1 sastava c¢elijskog zida. Ekstrakti propolisa dobijeni primenom eutektickih smeSa na bazi
holin—hlorida (E1-E13) i mlecne kiseline (E17-E19) inhibirali su ispitivane Gram—pozitivne
bakterijske sojeve, dok su ekstrakti na bazi glicerola pokazali varijacije u antibakterijskoj aktivnosti.
Ekstrakti E14-E16, E20, E24 i E37 su pokazali Sirok spektar aktivnosti protiv S. aureus, MRSA i L.
monocytogenes. U pomenutim ekstraktima najzastupljenije fenolna jedinjenja su pinocembrin i
hrizin, za koja je opisano u literaturi da imaju inhibitornu aktivnost protiv S. aureus'*'"'* i L.
monocytogenes.'** Ekstrakt E4, dobijen primenom smese holin-hlorida i mle¢ne kiseline u odnosu
1:3 (n/n) je jedini ispoljio aktivnost prema E. coli, P. aeruginosa i S. enteritidis. Antifungalna
aktivnost protiv C. albicans prisutna je samo u ekstraktu E34, koji je dobijen primenom eutekticke
smese glicerol: urea 1:1 (n/n), koja moze biti posledica viSeg sadrzaja izokvercetin i kvercitrin za koje
je opisano u literaturi da poseduje inhibitornu aktivnost protiv ovog soja.!*:!4¢ Razlike u
antimikrobnoj aktivnosti izmedu eutektickih ekstrakata su posledica razli¢itog sastava dobijenih
ekstrakata i u skladu je sa rezultatima hemijske karakterizacije, koji su pokazali ve¢i sadrzaj fenolnih
jedinjenja u ekstraktima dobijeni smeSama sa holin—hloridom i mle¢nom kiselinom u poredenju sa
glicerinskim smeSama.
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Tabela 19. Antimikrobna aktivnost ekstrakata propolisa odredena difuzionom metodom u bunari¢ima.

Ispitivani sojevi

Ekstrakti S.aureus MRSA L. monocytegenes E.coli S.enteritidis P. aeruginosa C. abicans
El ++ +++ +++ — — - -
E2 ++ ++ ++ — - - -
E3 ++ ++ ++ - - - —
E4 ++ ++ +++ ++ ++ ++ -
E5 +++ +++ +++ — — - -
E6 +++ +++ ++ - - — —
E8 ++ +++ +++ - - — —
E9 ++ +++ ++ — — - -
E10 ++ ++ ++ - - - —
Ell ++ ++ +++ — — — —
E12 ++ ++ ++ — - - -
E13 +++ +++ +++ — - — —
E14 +++ +++ ++ — - - —
E15 +++ +++ +++ — - - —
E16 ++ ++ +++ - - - _
E17 ++ +++ +++ - - - _
E18 ++ ++ ++ — - - —
E19 ++ ++ ++ — — — —
E20 ++ ++ ++ — — — —
E21 ++ — — — — — —
E22 — — ++ — — — —
E23 - - ++ - - - -
E24 ++ ++ ++ - — — _
E25 ++ — — — — — —
E26 - - ++ - - - -
E27 — — — — — — —
E28 — — — — — — —
E29 - - - - - - -
E30 - - - - - - -
E31 — — — — — — —
E32 — — — — — — —
E33 - - - - - - -
E34 ++ ++ — — — - ++
E35 ++ ++ — _ _ _ _
E36 ++ ++ — — — — —
E37 ++ ++ ++ — — _ _
E38 — — — — — — —
K1 + ++ ++ — - - -
K2 + ++ ++ — - - -
VAN — ++ ++ — — — NT
GEN ++ ++ +++ +++ +++ — NT
KAN — — ++ - - - NT
HEM — — ++ — — — NT
FCZ NT NT NT NT NT NT +++
NYS NT NT NT NT NT NT —
MeOH — - — — — — —

Na osnovu veli¢ine zone inhibicije, rezultati su prikazani na slede¢i nacin: nema inhibicije (-), zona
inhibicije do 8mm (+), zona inhibicije 8—12mm (++), zona inhibicije veca od 12 mm (+++).
Skrac¢enice: VAN— vankomicin, GEN- gentamicin, KAN- kanamicin, HEM— hemomicin, FCZ-
flukonazol, NYS— nistatin, MeOH—-metanol, NT—nije testirano.
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4.3. Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz bobicastog voca
4.3.1. Odabir eutektickih smeSa

Hemijski sastav eutektickih smesa odreduje njihova fizicko—hemijska svojstva, kao $to su polarnost,
viskoznost i pH, a samim tim utice na efikasnost ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja. Holin—hlorid se
cesto koristi kao akceptor vodoni¢ne veze u pripremi eutektickih smesa kada su ciljana jedinjenja
fenoli.®! Eutekticke smese pripremljene od holin—hlorida i organskih kiselina su se pokazale kao dobri
ekstrakcioni rastvaraci za antocijane, zbog nizih pH vrednosti u poredenju sa smeSama koje kao HBD
sadrze polihidroksilne alkohole ili Secere.!*’ U okviru istrazivanja koje se bavilo ekstrakcijom
fenolnih jedinjenja iz bobicCastog voca, holin—hlorid je izabran kao HBA u kombinaciji sa pet
organskih kiselina: jabuc¢na, limunska, vinska, mlecna i ¢ilibarna. Osim karboksilnih kiselina, kao
HBD izabrani su i1 glukoza, glicerol i urea, jer su pristupacne hemikalije koje se Cesto koriste za
pripremu eutekti¢kih smesa. Kako bi se dodatno procenio uticaj razli¢itih HBA na svojstva smesa i
efikasnost ekstrakcije, kao akceptori koriS¢ene su i Cetiri aminokiseline: L—prolin, L—glicin, L-lizin i
L—tirozin. Prethodno navedene HBA i HBD su meSane u odnosima 1:1, 1:2 ili 1:3, kako bi se ispitao
uticaj molskog odnosa komponenata na ekstrakciju. Medutim, neke kombinacije HBA i HBD nisu
uspele da se stope 1 formiraju te¢nu fazu, ili su dobijene eutekticke smese bile previse viskozne da bi
se koristile kao rastvaraci. U Tabeli 20. navedene su uspeSno pripremljene eutektic¢ke smese koje su
dalje koriS¢ene kao rastvaraci za ekstrakciju, dok su u Tabeli 21. navedene ostale isprobane
kombinacije. Pored navedenih, ispitane su i smeSe natrijum—acetat: mlecna kiselina, glukoza: mle¢na
kiselina, limunska kiselina: fruktoza, urea: glicerol, L—prolin: glicerol, koje su opisane u literaturi i
kori$éene za ekstrakciju fenolnih jedinjenja.?*!*%1% Viskoznost eutektickih smesa ograni¢ava njihovu
efikasnost ekstrakcije, zbog ¢ega su sadrzaj vode u smesi i temperatura ekstrakcija pazljivo izabrani.
Odabrano je da sadrzaj vode bude 20% (w/w), jer ne menja znacajno supramolekulsku strukturu
eutektika 1 interakcije izmedu HBA 1 HBD, dok je temperatura ekstrakcije postavljena na 50°C kako
bi se dovoljno smanjila viskoznost, bez rizika degradacije bioaktivnih jedinjenja.>*!** Svi ostali
parametri ekstrakcije su drzani konstantnim kako bi se proucavao samo uticaj sastava eutekticke
smeSe (HBA, HBD i molski odnos) na ekstrakciju. Efikasnost ekstrakcije eutektickih smesa je
poredena sa konvencionalnim rastvara¢ima 1 koriS¢eni su 0,01% (v/v) zakiseljeni metanol sa
hlorovodoni¢nom kiselinom i 1% (w/v) rastvor limunske kiseline u vodi, koji je poznat kao GRAS
rastvarac.
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Tabela 20. Sastav eutektiCkih smeSa primenjenih u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz bobicastog

voca.
Oznaka ekstrakta  Sastav eutekti¢kih smesa Molarni odnos
El holin-hlorid: fruktoza 1:1
E2 holin—hlorid: fruktoza 5:2
E3 holin—hlorid: glukoza 1:1
E4 holin-hlorid: glukoza 5:2
E5 holin—hlorid: jabu¢na kiselina 1:1
E6 holin—hlorid: limunska kiselina 1:1
E7 holin-hlorid: vinska kiselina 1:1
E8 holin—hlorid: mle¢na kiselina 1:1
E9 holin-hlorid: mle¢na kiselina 1:2
E10 holin—hlorid: mle¢na kiselina 1:3
E1l holin—hlorid: glicerol 1:1
E12 holin—hlorid: glicerol 1:2
E13 holin—hlorid: glicerol 1:3
El4 holin—hlorid: urea 1:1
E15 holin-hlorid: urea 1:2
E16 urea: glicerol 1:1
E17 urea: glicerol 1:2
E18 urea: glicerol 1:3
E19 L—prolin: glicerol 1:1
E20 L—prolin: glicerol 1:3
E21 L—prolin: glicerol 5:2
E22 L—prolin: limunska kiselina 1:1
E23 L—prolin: jabu¢na kiselina 1:1
E24 L—prolin: glukoza 1:1
E25 L—prolin: urea 1:1
E26 L—prolin: mle¢na kiselina 1:1
E27 L—prolin: mle¢na kiselina 1:3
E28 L—lizin: mle¢na kiselina 1:1
E29 L—lizin: mle¢na kiselina 1:3
E30 L-lizin: jabu¢na kiselina 1:1
E31 L—glicin: mle¢na kiselina 1:3
E32 L—glicin: vinska kiselina 1:1
E33 L—glicin: jabuc¢na kiselina 1:1
E34 natrijum-acetat: mlecna kiselina 1:3
E35 glukoza: mlecna kiselina 1:3
E36 limunska kiselina: fruktoza 1:1
Oznaka Konvencionalni rastvarac
K1 0,01% (v/v) hlorovodoni¢na kiselina u metanolu
K2 1% (w/v) limunska kiselina u vodi
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Tabela 21. Sastav neuspelih eutektickih smesa primenjenih u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz
bobicastog voca.

Sastav Molarni odnos  lzgled

holin-hlorid: ¢ilibarna kiselina 1:1 kristali$e kad se ohladi
L—prolin: ¢ilibarna Kiselina 1:1 kristaliSe kad se ohladi
L—prolin: vinska kiselina 1:1 nije se stopila
L—glicin: mle¢na kiselina 1:1 nije se stopila
L—glicin: glicerol 1:1 nije se stopila
L—glicin: glicerol 1:3 nije se stopila
L—glicin: urea 1:1 veoma viskozna
L—glicin: ¢ilibarna kiselina 1:1 nije se stopila
L—glicin: limunska kiselina 1:1 veoma viskozna
L-lizin: vinska kiselina 1:1 nije se stopila

L—lizin: limunska kiselina 1:1 veoma viskozna
L-lizin: ¢ilibarna kiselina 1:1 nije se stopila

L-lizin: glicerol 1:1 nije se stopila

L-lizin: urea 1:1 nije se stopila

L-lizin: glicerol 1:3 kristalise kad se ohladi
L—tirozin: mle¢na kiselina 1:3 nije se stopila
L-tirozin: glicerol 1:1 nije se stopila
L—tirozin: glicerol 1:3 nije se stopila
L-tirozin: jabué¢na kiselina 1:1 nije se stopila
L—tirozin: mle¢na kiselina 1:1 nije se stopila

4.3.2. HPTLC profil fenolnih jedinjenja

Bobicasto voce je bogato fenolnim jedinjenjima razli¢ite polarnosti (antocijani, fenolne kiseline 1
flavonoidi) zbog cega je potrebno prona¢i optimalne uslove za hromatografsko razdvajanje svih
prisutnih klasa. Sastav mobilne faze koriS¢ene za dobijanje HPTLC profila fenolnih jedinjenja je
optimizovan kako bi se postigla maksimalna efikasnost razdvajanja upotrebom jedne mobilne faze.
Ukupno je ispitano devet mobilnih faza koje su opisane u literaturi (Tabela 3). Mobilna faza 1 se
pokazala kao nemesljiva, dok je prilikom upotrebe mobilnih faza 5, 6 1 7 doSlo do pojave drugog
fronta. Mobilna faza 2 je pokazala nisku elucionu mo¢ 1 razdvojene zone nisu bile dovoljno ostre, dok
su mobilne faze 3 i1 8 dobro razdvojile ve¢inu fenolnih jedinjenja, osim antocijana, koji su ostali na
pocetnoj zoni. Optimalni rezultati razdvajanja, koji su podrazumevali veliki broj oStrih 1 dobro
definisanih zona, kao i1 dobro odvajanje antocijana i drugih klasa fenolnih jedinjenja, postignuto je
primenom mobilne faze 4, koja se sastojala od etil-acetata, vode, siretne kiseline i mravlje kiseline
u odnosu 100/27/11/11 (v/i/v/Ww).

HPTLC profili fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata bobicastog voca (Slika 28.) su pokazali
razliCite obrasce za svaku botaniCku vrstu (aronija, borovnica ili crni godzi). Poredenjem
hromatograma u okviru svake botanicke vrste mogu se primetiti razlike u prisustvu i intenzitetu zona
u zavisnosti od primenjene eutekticke smese, $to pokazuje da hemijski sastav smese (HBA, HBD i
molski odnos) uti¢e na izgled profila fenolnih jedinjenja, odnosno hemijski sastav ekstrakta.

Eutekticki ekstrakti aronije pokazuju profile fenolnih jedinjenja (Slika 28. A) koji su bogati zonama
plave i1 narandzaste boje sa uocljivim razlikama u broju 1 intenzitetu zona u zavisnosti od primenjene
eutekticke smeSe. Ekstrakti (EI-E15) dobijeni primenom eutektickih smeSa koje su kao HBA
sadrzale holin—hlorid pokazuju varijacije u izgledu profila koje je uslovila druga komponenta. Kad je
kao HBD koriS¢ena mlecna kiselina (ekstrakti ES—E10) moze se uociti odsustvo plave zone na hRr
vrednosti 60, koja je identifikovana kao neohlorogena kiselina poredenjem sa standardom (Slika 29.).
Osim toga, u izgledu profila ova tri ekstrakta (E8—E10) mogu se videti razlike koje je uslovio molski
odnos HBA 1 HBD, tako da su samo na profilu ekstrakta E8 (molski odnos je bio 1:1) prisutne plave
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zone na hRr vrednostima 80 1 85. Uticaj strukture HBD—a i molskog odnosa na sastav ekstrahovanih
jedinjenja moze se videti u sluc¢aju zona koje poticu od antocijana (hARr vrednosti 35 1 45). Zone
antocijana su prisutne u ekstraktima kad je kao HBD koris¢ena jabucna kiselina, glicerol ili urea na
hRrvrednostima 35 145. Ekstrakti (E19-E33) dobijeni primenom eutekti¢kih smesa koje su kao HBA
sadrzale aminokiselinu, pokazuju razliite profile koje su uslovile strukture obe komponente (HBA 1
HBD). Kod aminokiselinskih ekstrakata koji su kao HBD imali mle¢nu kiselinu (E26-E29, E31,
E34-35) uocava se isti trend kao u slucaju holin—hloridnih ekstrakta, odnosno odsustvo plave zone
na hRr vrednosti 60 (neohlorogena kiselina). Razlika izmedu profila dobijenih primenom holin—
hloridnih 1 aminokiselinskih sistema, a koja se moze uociti vizuelnom procenom, je prisustvo veceg
broja plavih zona na ARr vrednostima izmedu 0 i 30, koje su prisutne samo u aminokiselinskim
ekstraktima.

Profili fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata borovnice (Slika 28.B) su pokazali obrazac sa malim
brojem zona, na kojem su prisutne plave 1 narandzaste zone jedinjenja srednje polarnosti na hRp
vrednostima izmedu 40 i 70, kao i plave zone nepolarnih jedinjenja na #Rr vrednostima izmedu 85 i
95. Profili se medu sobom razlikuju po sastavu fenolnih jedinjenja, dok se jedinjenja koja su prisutna
u svim ekstraktima razlikuju po intenzitetu zona, odnosno koli€ini, u zavisnosti od primenjene
eutekticke smese (vrste HBA i HBD, molski odnos). Jedinjenja prisutna na hromatogramima
ekstrakata E1-E15 poticu od zajednicke komponente eutekticke smese, holin—hlorida, dok je razlike,
koje odgovaraju manje intenzivnim zonama, uslovila druga komponenta, fruktoza, glukoza, jabucna,
mlecna, vinska, limunska kiselina, glicerol ili urea. Slican trend je uocen i kod ekstrakata E19—E33
dobijenih pomocu eutektickih smesa koje sadrze aminokiselinu (L—prolin, L-lizin i L—glicin) kao
zajedni¢ku komponentu. Prisustvo intenzivnih narandzastih i plavih zona u svim ekstraktima sugerise
da je efikasnost ekstrakcije holin—hloridnih i aminokiselinskih eutekti¢kih smesa slicna. Medutim,
razlike izmedu profila ove dve grupe ekstrakata primecuju se na ~ZRr vrednostima izmedu 0 1 30, gde
se plave zone pojavljuju samo u aminokiselinskim ekstraktima.

Profili eutektickih ekstrakata crnog godzija (Slika 28.C) su pokazali obrazac u kojem dominiraju
polarna i srednje polarna jedinjenja, koja se pojavljuju kao plave zone na hRr vrednostima izmedu 0
1 60, dok su nepolarnija jedinjenja prisutna na #Rr vrednostima 70, 90 1 95 kao tamnoplave zone.
Poredenjem profila ekstrakata, odnosno intenziteta prisutnih traka, dobijenih primenom holin—
hloridnih smesa (E1-E15) sa profilima ekstrakata (E19-E33) koji poticu od aminokiselinskih
eutektickih smesa moze se uociti sli¢na efikasnost ekstrakcije. Uzimaju¢i u obzir prisustvo veceg
broja plavih zona u aminokiselinskim ekstraktima moze se pretpostaviti da je sastav fenolnih
jedinjenja razli¢it. Osim uticaja HBA komponente (holin—hlorid i aminokiselina) na sastav
ekstrahovanih jedinjenja, veliki uticaj imala je 1 HBD komponenta. Vizuelnom procenom moze se
uociti manji intenzitet plave zone na hRr vrednosti 55, koja je identifikovana kao hlorogena kiselina
(Slika 29.) u ekstraktima koji su kao HBD imali mle¢nu kiselinu (E§—E10, E26-E29, E31, E34-E35).
Uticaj HBA 1 HBD komponenata i njihovog molskog odnosa na sastav dobijenih ekstrakta se takode
moze uociti na profilima pod vidljivom svetloS¢u gde se uo€ava razliciti intenzitet plavih zona na ARr
vrednostima 5 1 20 koje poti¢u od antocijana.

Vizuelnim poredenjem profila ekstrakata dobijenih koriS¢enjem eutektickih smeSa sa profilima
ekstrakata dobijenih primenom konvencionalnih rastvaraca (ekstrakti K1 i K2) uocava se jednaka
efikasnost ekstrakcije koja se ogleda u sli¢nom intenzitetu i broju traka.
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Slika 28. HPTLC profili eutektickih i konvencionalnih ekstrakata: A) aronije, B) borovnice, C) crnog
godzija. Skracenice oznaka su navedene u Tabeli 20.
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A B C CGA NCGAGA ISO RUT

Slika 29. HPTLC profili metanolnih ekstrakata bobicCastog voca i standarda fenolnih jedinejnja.
Skrac¢enice: A— aronija, B— borovnica, C— crni godzi, CGA— hlorogena kiselina, NCGA-
neohlorogena kiselina, GA— galna kiselina, ISO— izokvercetin, RUT- rutin.

Vizuelna procena HPTLC hromatograma eutektickih ekstrakata bobiCastog voca sugerise da sastav
eutektickih smeSa ima znacajan uticaj na efikasnost ekstrakcije i sastav dobijenih ekstrakata. Kako bi
se istrazio moguci obrazac i identifikovale zone koje dovode do diferencijacije medu ekstraktima,
primenjena je analiza glavnih komponenata na podatke dobijene obradom slika hromatograma.
Matrica podataka, za svaku vrstu voc¢a pojedinacno, se sastojala od 36 objekata koji predstavljaju
ispitivane eutekticke ekstrakte i 670 varijabli koje predstavljaju intenzitete sive boje izrazene u
pikselima duz linije hromatograma.

Dobijeni PCA model za ekstrakte aronije, sastojao se od pet glavnih komponenata i objasnio je
89,28% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PCl- 44,67%, PC2-22,98%, PC3-10,57%). Na
osnovu grafika skorova latentnih varijabli (Slika 30.A) utvrdeno je da su se eutekticki ekstrakti
razdvojili na tri klastera na osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa: klaster koji odgovara
ekstraktima dobijenim smeSama na bazi holin—hlorida, na bazi aminokiselina i na bazi mlecne
kiseline. Ekstrakti dobijeni koriS¢enjem holin—hloridnih smesa ¢ine kompaktan klaster koji je odvojen
duz PC1 ose od klastera aminokiselinskih ekstrakata. Ekstrakti dobijeni kori§¢enjem sistema koji su
sadrzali aminokiselinu kao komponentu su rasuti na grafiku, ukazuju¢i na uticaj razlika u strukturi
boc¢nih nizova aminokiselina (L—glicina, L—prolina i L-lizina). Tre¢i klaster su formirali ekstrakti
dobijeni primenom eutektika koji su sadrzali mle¢nu kiselinu (ES8-E10, E27, E31, E34-E35), dok je
druga komponenta bila razlicita, holin—hlorid, aminokiselina, natrijum—acetat i glukoza. Grupisanje
ovih ekstrakata ukazuje na dominantnu ulogu mlecne kiseline u ekstrakciji koja je bila uocena 1
vizualnom procenom profila fenolnih jedinjenja. Grafik vektora latentnih varijabli za PC2 osu (Slika
30.C) ukazuje da se glavna zona koja je uslovila pomenuto grupisanje nalazi na ARy vrednosti 61
(odgovara neohlorogenoj kiselini), dok dodatni uticaj na razdvajanje imaju i jedinjenja na ARr
vrednostima 22 1 80.
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Slika 30. Analiza glavnih komponenata za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata aronije:
A) grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

Dobijeni PCA model za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata borovnice se sastojao od pet
glavnih komponenata i objasnjavao je 91,50% ukupnog varijabiliteta (PC1-66,26%, PC2-11,27%,
PC3-6,55%). Na osnovu grafika skorova latentnih varijabli (Slika 31. A). je utvrdeno da su se
ekstrakti razdvojili duz PC1 ose na dva klastera prema sastavu primenjenih eutektickih smesa. Prvi
klaster su formirale dve grupe ekstrakata sa razlicitom HBA komponentom— holin—hlorid i
aminokiselina, dok su drugi klaster formirali samo ekstrakti dobijeni aminokiselinskim smeSama.
Udaljenost ova dva klastera duz PC1 ose ukazuje na razlicitu efikasnost ekstrakcije eutektickih smesa
koje poticu od aminokiselina i dominatan uticaj HBD komponente na sastav ekstrakata. U okviru
prvog klastera dolazi do delimi¢nog razdvajanja duz PC3 ose na osnovu razlike u HBA (holin—hlorid
1 aminokiselina), §to pokazuje da obe komponente eutektika imaju uticaj na sastav ekstrahovanih
jedinjenja. Grafik vektora latentnih varijabli (Slika 31. B) pokazuje da su glavne zone koje
uslovljavaju razdvajanje duz PC1 ose na ARr vrednostima 47 1 64.
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Slika 31. Analiza glavnih komponenata za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata borovnice:
A) grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

Dobijeni PCA model za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata crnog godzija se sastojao od
pet glavnih komponenata 1 objasnjavao je 90,60% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1-—
35,89%, PC2-24,27%, PC3-22,74%). Na osnovu grafika skorova latentnih varijabli (Slika 32.A) je
utvrdeno da su se ekstrakti razdvojili na osnovu sastava primenjenih eutektickih smesa na tri klastera.
Ekstrakti dobijeni holin—hloridnim smesama ¢ine kompaktan klaster u donjem levom delu grafika.
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Ekstrakti dobijeni primenom aminokiselinskih eutektickih smesa su rasuti na grafiku §to ukazuje na
uticaj HBD komponente na ekstrakciju. U okviru ovog klastera doslo je do dodatnog razdvajanja duz
PC2 ose ekstrakata E28, E29 i E30 koji su dobijeni smeSama sa L—lizinom kao HBA, $to ukazuje da
strukturne razlike izmedu aminokiselina uticu na profile ekstrakcije. L-lizin ima pozitivno
naelektrisan bo¢ni niz 1 zbog toga ima baznija svojstva, u poredenju sa pretezno neutralnim
aminokiselinama L—prolinom i L—glicinom. Ekstrakti E31, E34 i E35, koji su dobijeni eutektickim
smeSama sa mlecnom kiselinom, su formirali tre¢i klaster, Sto ukazuje na dominantnu ulogu HBD u
ovim smeSama. Grafik vektora latentnih varijabli (Slika 31. B) pokazuje da je glavna zona koja
uslovljava pomenute razlike na #Rr vrednosti 49, dok dodatni uticaj na razdvajanje imaju i jedinjenja
na hRr vrednostima 28 i 69.
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Slika 32. Analiza glavnih komponenata za profil fenolnih jedinjenja eutektickih ekstrakata crnog
godzija: A) grafik skorova latentnih varijabli; B/C) grafik vektora latentnih varijabli.

Dobijeni PCA modeli su rezultirali specifi¢nom klasifikacijom ekstrakata prema sastavu koriS¢enih
eutektickih smesa, kod svake vrste bobiCastog voca, Sto potvrduje da se eutekticke smeSe mogu
koristiti kao dizajnerski rastvarac. Podesiva svojstva eutektickih smeSa 1 njihove sposobnosti da
interaguju sa jedinjenjima od interesa daje im prednost za upotrebu kao rastvaraca za ciljanu
ekstrakciju. Hemometrijska analiza je potvrdila uticaj HBA komponente (holin—hlorida ili
aminokiselina) na sastav dobijenih ekstrakata. Struktura HBA komponente utie na broj 1 jacinu
vodoni¢nih veza koje se formiraju unutar eutekticke smese, ali i izmedu eutektika i ciljanih jedinjenja.
Kada se kao HBA koristi holin—hlorid, vodoni¢na veza se formira preko hloridnog anjona'°, dok se
u slu¢aju aminokiselina veza moze formirati preko amino i karboksilne grupe.'>! Primeceno je
grupisanje ekstrakata dobijenih primenom eutektickih smeSa koje su sadrzale mle¢nu kiselinu kod
ekstrakata aronije i crnog godzija, §to moze biti posledica nekoliko razloga. Na efikasnost ekstrakcije
primenom eutektickih smesa u velikoj meri utice viskoznost rastvaraca i prisustvo te¢ne komponente,
kakva je mle¢na kiselina, moZe smanjiti viskoznost i poboljsati ekstrakciju.®® Osim toga eutekticke
smese koje sadrze mlecnu kiselinu imaju visoko organizovanu strukturu u kojoj voda ima klju¢nu
ulogu, $to moZe izmeniti u¢inak ekstrakcije.!> Prilikom ekstrakcije fenolnih jedinjenja primenom
eutektickih smesa, fenoli se ponasaju kao HBD komponenta i nadmecu se sa mle¢nom kiselinom u
gradenju vodoni¢nih veza. Medutim, kad se kao HBA komponenta koristi holin—hlorid, tada je
hloridni anjon obavijen hidroksilnim 1 karboksilnim grupama mle¢ne kiseline, §to ometa njegove
interakcije sa fenolnim jedinjenjem i moZe smanyjiti efikasnost ekstrakcije.!>* Ovi rezultati potvrduju
sloZen uticaj HBD komponente na interakcije izmedu eutekti¢kih smesa 1 ciljanih komponenata, a
samim tim i na efikasnost ekstrakcije i sastav dobijenog ekstrakta.
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4.3.3. Spektrofotometrijski eseji

Efikasnost ekstrakcije primenjenih eutektickih rastvarata je procenjena 1 na osnovu
spektrofotometrijskih eseja (Tabela 22. 1 na Slika 33.).
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Slika 33. Ukupni sadrzaj fenola — plavi stub, ukupan sadrzaj flavonoida— zeleni stub, ukupan sadrzaj
antocijana— crveni stub 1 antioksidativni kapacitet— [jubiCasta linija u eutektickim (E) 1
konvencionalnim ekstraktima (K) za: A) aroniju; B) borovnicu; C) crni godzi. (Oznake ekstrakata su
navedene u Tabeli 20.)
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Tabela 22. Ukupan sadrzaj fenola, ukupan sadrzaj flavonoida, ukupan sadrzaj antocijana i antioksidativni kapacitet u eutektickim (E) 1 konvencionalnim
ekstraktima (K) za: A) aroniju; B) borovnicu; C) crni godzi. (Oznake ekstrakata su navedene u Tabeli 20.)

Aronija Borovnica Crni godzi
— a a H_sé: a o a :2: a o a ;; a
+= [@)) (@)} (@] (@) [e)) (@] [e)) (o)) (@)]
£ Qu Qu 2% S fQu fu 93 S fu Pu 27 I
2 S -3 -3 @ S S -3 =2 @ 5 S -3 -3 @ o
t 2 2 & E 2 2 & E 2 2 & E
= 2 =

El 2142 43+ 6 1,2+0,3 129 + 8 8,5+0,6 16+2 0,4+0,1 40+2 2342 10+1 2,2£0,6 90+6
E2 24+2 42+ 6 0,2+0,1 110+ 7 13+1 101  0,12+0,03 55+4 2742 14+2 0,6 £0,2 99+6
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ES 30+2 64+9 5+1 140+ 9 14+1 26+3 2,6 £0,7 70+ 4 34+3 3745 5+1 143+9
E6 22+2 43+ 6 0,28+0,07 130+8 10,708 13+2  0,18+0,05 54+3 2342 7+1 1,6 £0,4 108 +7
E7 25+2 51+7 0,30+0,08 140+9 12,709 22+3  0,18+0,05 644 242 8+ 1 0,9+0,2 87+6
E8 14+1 27 +4 1,4+0,4 71+5 9,8 +0,7 1242 1,1 £0,3 48+3 2542 18+2 4+1 99+6
E9 10+ 1 15+2 0,08+0,02 140+9 9,707 7,1+0,9 0,09+0,02 49+3 34+3 2+03 0,7£0,2 83+5
E10 12+1 21+3 0,12 + 0,03 64 +4 9,1£0,7 3,6+0,5 0,09+0,02 42+3 18+ 1 21+3 0,7£0,2 49+3
E1l1l 34+2 48 £ 6 3,0+0,8 151£10 14+1 26+3 1,6 £0,4 60+4 42 +3 45+6 4+1 133+8
E12 31+2 45+ 6 4+1 163+ 11 17+1 17+2 1,9+0,5 70+5 36+3 35+5 4+1 128 +8
E13 26+2 36+5 4+1 149+ 9 15+1 11+1 2,1+£0,5 66 + 4 34+3 24+3 3,6+0,9 126 + 8
El4 28+2 59+ 8 3,5+09 156 £ 10 151 25+3 1,240,3 68+4 35+3 32+4 4+1 120+ 8
E15 28+2 65+9 0,5+0,1 147 £9 12,8+0,9 22+3  0,28+0,07 564 34 +3 27+4 5+1 113+7
E16 29+2 53+7 0,29+0,07 148=10 17+1 16+2  0,19+0,05 60+4 37+3 30+ 4 2,9+0,8 127+8
E17 302 53+7 0,32+0,08 150+ 10 171 18£2  0,25+0,06 57+4 38 +3 30+4 2,0+0,5 133+8
E18 29+2 53+7 0,6 £0,2 138+9 161 15£2  035+0,09 56+4 33+£2 20+3 1,4+0,4 124+8
E19 24+2 45+ 6 1,8 +0,5 125+ 8 94+0,7 56+0,8 04+0,1 40+3 242 4+0,6 2,1£0,5 126 + 8
E20 121 17+2 0,09 + 0,02 55+4 11,7£0,9 6,7+09 031+0,08 45+3 34+3 19+3 2,7+0,7 116 £7
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Tabela 22. Nastavak

Aronija Borovnica Crni godzi

@ a ;: a o a Z‘; a o a ii; &
< o2 o2 QS <z o2 o¥ o2 <« o2 o2 o3 <
s B3 B3 ®¢ Rt RY B3 Eg RE BY B3 E9  &E
© E E B g ER B E = = 3 g

= 2 =

E20 122+09 17+2 0,09 +0,02 55+4 11,7£0,9 6,709 031+0,08  45+3 34+3 19+3 2,6+0,7 116 £7
E21 3543 50+ 7 0,7+0,2 139+9 14+1 6,9+09 04+0,1 38+2 40 +3 27+4 32+0,8 127+ 8
E22 82+0,6 27+4  0,04+0,01 48 +3 6,5£05 22+0,3 0,05+001 44+3 18+ 1 21+3  0,30+0,08 51+3
E23 13+1 19 +3 0,05+ 0,01 64 + 4 7,5+0,5 63+08 0,07+£0,02 36+2 15+1 11+1 0,4+0,1 47+£3
E24 16+ 1 24+3 0,11£0,03 107+7  4,0+0,3 19+03 002+0,01 161 11,7+09 22+03 0,10+0,02 42+3
E25 33+2 4+6  025+0,06 146+9 14+1 24+3 0,9+0,2 50+3 33+2 20+3 2,1 £0,6 117+7
E26 18+ 1 27 +4 1,6 £0,4 117+7 94 +0,7 9+ 1 0,9+0,2 42+3 29+2 17 +2 2,0£0,5 127 +8
E27 15+1 20+3 1,2+0,3 110 £7 8,6+0,6 16 +2 0,9+0,2 39+3 25+2 9+ 1 2,6+0,7 115+7
E28 151  0,13+£0,02 0,5+0,1 34+2 12,1+0,9 8+ 1 0,30+0,08 32+2 22+2 6+ 1 0,8+0,2 89+ 6
E29 15+1 7+1 1,3+0,3 48 +3 11,709 30+04 0,8+02 34+2 26£2  44+06 1,0+0,3 95+ 6
E30 8,1+0,6 20+3 0,08 £ 0,02 56+4 32+02 2,1+0,3 0,03+£001 22=+1 14+1 1,9+0,3 0,06+0,01 49+3
E31 11,0+0,8 18+2  0,13+0,03 55+4 7,1+£05 45+0,6 0,09+002 42+3 20+2 8+ 1 1,0£0,3 102+ 6
E32 11,3+0,8 18+2  0,09+0,02 59+4 2,8+0,2 12+2  0,03+001 19=+1 16+1 30+£04 0,14+0,04  47+3
E33 15+1 21+3 0,16+0,04 124+8 7,1£0,5 10£1  0,14+£0,04 3242 27+2  35+0,5 13+0,3 97+ 6
E34 15+1 22+3 0,13+0,03 111+7  104+08 10+1 022+0,06 46+3 25+2 1842 1,7+0,4 90 + 6
E35 122+09  23+3 0,11 +0,03 63+4 7,9+0,6 8+ 1 0,10+£0,03 43+3 20+2 6+ 1 0,37+0,09  94+6
E36 15+1 8+ 1 0,02+ 0,01 47+3 120+£09 112  0,07+0,02 40+3 24+2  38+05 0,20+0,05 96+ 6
K1 19+1 26+4  0,10+0,02 116+7 9,7+0,7 10£1  0,15+0,04 48+3 23+2  29+04 0,20+0,05 99+6
K2 302 54+7  020+005 160+10 10,5+0,8 8+ 1 0,08+0,02 45+3 40+3 26+4 1,7+0,4 142+9
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Vrednosti TPC u eutektickim ekstraktima aronije su se kretale u rasponu od 8,1 do 34,9 g GAE kg
1 najvisu vrednost je pokazao ekstrakt E21, koji je dobijen primenom eutekticke smeSe L—prolina i
glicerola u molskom odnosu 5:2. Vrednosti TFC su se kretala u rasponu od 0,1 do 64,8 g QUE kg!,
a najvisu vrednost je pokazao ekstrakt E14, koji je dobijen primenom eutekti¢ke smese holin—hlorida
1 uree u molskom odnosu 1:1. TAC vrednosti su se kretale u rasponu od 0,02 do 4,84 g cyd—3—glu kg~
i ekstrakt ES, dobijen primenom eutekti¢ke smese holin-hlorida i jabuéne kiseline u molskom
odnosu 1:1, imao je najvisu vrednost. Antioksidativna aktivnost izrazena kao RSA vrednost bila je u
rasponu od 33,9 do 62,6 mol TE kg ™! i najvecu vrednost RSA imao je ekstrakt E12, dobijen primenom
eutekticke smeSe holin—hlorida i1 glicerola u molskom odnosu 1:2. Visoka vrednost Pirsonovog
koeficijenta korelacije uocena je izmedu RSA i TPC vrednosti (» = 0,8157), kao i izmedu RSA i TFC
vrednosti (» = 0,8119), dok je izmedu RSA i TAC vrednosti znatno niza (» = 0,4236), Sto implicira da
su fenolna jedinjenja, posebno flavonoidi, glavna jedinjenja odgovorna za antioksidativnu aktivnost
ovih ekstrakata.

Eutekticki ekstrakti borovnice su imali nize vrednosti TPC, TFC, TAC i RSA u poredenju sa druge
dve vrste ispitivanog bobi¢astog voca i kretale su se u rasponu od 2,8 do 17,2 g GAE kg!, od 1,9 do
26,3 g QUE kg!, od 0,02 do 2,62 g cyd—3—glu kg!'i od 15,6 do 70,9 mol TE kg'!, redom. Ekstrakt
E5, dobijen primenom eutekticke smese holin—hlorida i jabu¢ne kiseline u molskom odnosu 1:1, je
pokazao najvise TFC i TAC vrednosti. Ekstrakt E17, dobijen primenom eutekticke smese uree i
glicerola u molskom odnosu 1:2, je pokazao najviSu TPC vrednost. NajviSu vrednost RSA imao je
ekstrakt E12 koji je dobijen primenom eutekticke smese holin—hlorida i glicerola u molskom odnosu
1:2. Visoka vrednost Pirsonovog koeficijenta korelacije uocena je izmedu vrednosti RSA 1 TPC (r =
0,8119), dok je izmedu vrednosti RSA i TFC (r = 0,6789) i vrednosti RSA i TAC (» = 0,5538) bila
niZa, Sto ukazuje da su ukupna fenolna jedinjenja odgovorna za antioksidativnu aktivnost ovih
ekstrakata, odosno da na pomenutu aktivnost najveci uticaj imaju fenolne kiseline i druge klase
fenolnih jedinjenja, osim flavonoida.

Eutekticki ekstrakti crnog godZija su imali vrednosti TPC, TFC, TAC 1 RSA u rasponu od 11,7 do
41,8 gkg!, od 1,9 do 45,4 g QUE kg, od 0,06 do 4,98 g cyd—3—glu kg™ i od 42,0 do 143,1 mmol
TE kg, redom. Ekstrakt E11, dobijen primenom eutekti¢ke smeSe holin-hlorida i glicerola u
molskom odnosu 1:1, je pokazao najvise TPC 1 TFC vrednosti. Najvise TAC 1 RSA vrednosti su
izmerene u ekstraktu E5, koji je dobijen primenom eutekticke smese holin—hlorida i jabu¢ne kiseline
u molskom odnosu 1:1. Visoka vrednost Pirsonovog koeficijenta korelacije zabelezena je izmedu
vrednosti RSA 1 TPC (» = 0,8244), dok je izmedu vrednosti RSA 1 TFC ili RSA i TAC bila niza (r =
0,5806 1 r=0,6730, redom).

Rezultati TPC eseja su pokazali da su eutekticke smese sa glicerolom kao HBD komponentom (urea:
glicerol 1:2 n/n 1 1:3, holin—hlorid: glicerol 1:1 1 1:2, n/n, L—prolin: glicerol 5:2, n/n) najbolji
rastvaraCi za ekstrakciju fenolnih jedinjenja. U slucaju holin—hloridnih eutektickih smeSa najnizu
viskoznost imaju smesSe sa etilen glikolom 1 glicerolom kao HBD—om, dok je viskoznost najvisa sa
Seéernim alkoholima i karboksilnim kiselinama.!>* Niza viskoznost eutektickih sme$a na bazi
glicerola moze doprineti njihovoj vec¢oj efikasnosti kao rastvaraca za ekstrakciju, a samim tim 1 vi§im
TPC vrednostima. Najvise TFC vrednosti su imali ekstrakti (E5, E11, E14, E15) koji su dobijeni
primenom eutekti¢kih smesa holin—hlorid: jabu¢na kiselina 1:1 (n/n), holin—hlorid: urea 1:11 1:2 (n/n)
1 holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n), Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim za lekovito bilje. COSMO-
RS studija uradena za predvidanje efikasnosti ekstrakcije fenolnih jedinjenja prisutnih u petrovcu
primenom eutektickih smesa, opisana u odeljku 4.1.2.5., pokazala je slicnost u polarnosti izmedu
eutektickih smesa sa glicerolom i odredenih flavonoida. Rezultati teorijske studije predvidaju visoku
rastvorljivost kvercitrina i1 izokvercetina u smesi holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n), Sto moZe objasniti
rezultate TFC eseja za eutekticke ekstrakte bobicastog voc¢a. Ukupan sadrzaj antocijana je bio visi u
ekstraktima E1-E14 koji su dobijeni holin—hloridnim eutektickim smeSama u poredenju sa
ekstraktima E19-E34 dobijenim aminokiselinskim smeSama. U obe navedene grupe ekstrakata su
uocene varijacije u TAC vrednostima koje je uslovila HBD komponenta i ekstrakti kod kojih su
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glicerol, mle¢na i jabucna kiselina bile HBD, su pokazali visoke vrednosti. Kao najbolji rastvarac za
ekstrakciju antocijana pokazala se eutekticka smesa ES, pripremljena od holin—hlorida i jabucne
kiseline u molskom odnosu 1:1. Eutekticki sistemi koji sadrze neku organsku kiselinu pokazuju vecu
efikasnost ekstrakcije antocijana u poredenju sa sistemima na bazi Secera ili polihidroksilnih alkohola,
zbog nizih pH vrednosti.!> Antocijani su visoko polarna jedinjenja, ¢ija hemijska struktura i
stabilnost zavisi od pH vrednosti i pretezno se nalaze u obliku flavilijum jona, koji je stabilan na pH
< 2. Visoka TAC vrednost u ekstraktima dobijenim sa kiselim eutektickim smeSama je samim tim
o¢ekivana. Nekoliko studija!*®!*’ je potvrdilo da su eutekti¢ki rastvaraci u kojima je jabu¢na kiselina
koris¢ena kao HBD najbolji za ekstrakciju antocijana, dok su druge studije sugerisale da su eutektici
sa oksalnom!*® ili limunskom kiselinom bolji.'"® Dobra ekstrakcija antocijana sa eutektickim
smeSama koje su sadrzale glicerol kao HBD moze biti posledica nize viskoznosti ovih smesa.
Uporedni #—test primenjen na rezultate spektrofotometrijskih eseja (Tabela P 5.) je pokazao da nema
statisticki znacCajne razlike u rezultatima dobijenim primenom eutektickih rastvaraca i1 zakiseljene
vode, Sto ukazuje na jednaku efikasnost ekstrakcije. Medutim, statisticki znacajno visi sadrzaj
antocijana u eutektickim ekstraktima u odnosu na one dobijene primenom zakiseljenog metanola u
slucaju ekstrakata crnog godzija (E15, E20 i E21), ukazuju da su eutekticke smese holin—hlorid: urea
1:2 (n/n), L-prolin: glicerol 1:2 1 5:2 (n/n) efikasniji mediji za ekstrakciju u odnosu na organski
rastvaraC. Rezultati spektrofotometrijskih eseja su u skladu sa rezultatima HPTLC—a i potvrduju da
sastav eutekticke smeSa i odnos njenih komponenata uticu na efikasnost ekstrakcije fenolnih
jedinjenja.

Za preliminarnu procenu efikasnosti ekstrakcije eutektickim smeSama kori§¢ena su dva pristupa. Prvi
pristup je obuhvatio hromatografsko profilisanje u kombinaciji sa hemometrijskom obradom i
omogucio je diferencijaciju ekstrakata u zavisnosti od primenjenih eutektickih smesa. Drugi pristup
je obuhvatio spektrofotometrijske eseje 1 proveru statisticke znacajnosti efikasnosti ekstrakcije
eutektickih smeSa u odnosu na konvencionalne rastvarace i pokazao koja se eutekticka smeSa
pokazala kao najbolja za ekstrakciju odredene grupe fenolnih jedinjenja. Oba pristupa su se pokazala
korisna i uzimaju¢i u obzir dobijene rezultate izabrano je pet eutekti¢kih smesa i jedan konvencionalni
rastvara¢ za dalju analizu 1 detaljniju procenu uticaja sastava eutektiCke smese na ekstrakciju. Dalja
analiza je obuhvatila odredivanje HPTLC profila antioksidativne aktivnosti, UHPLC analizu fenolnih
jedinjenja, odredivanje antimikrobne aktivnosti difuzionom 1 dilucionom metodom 1 direktnu
bioautografiju. Za dalju analizu je izabrano je od svake vrste bobicastog voc¢a po pet eutektickih
ekstrakata, kao 1 konvencionalni ekstrakt koji je dobijen primenom zakiseljenog metanola (Tabela
23.).
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Tabela 23. Odabrani eutekticki ekstrakti bobicastog voc¢a za dalju analizu.

Sastav primenjene eutekticke

Ekstrakti y Kriterijum za odabir
smese
Aronija
E5 h.ohn—hlorld: jabucna kiselina najvisa TAC vrednost
1:1 (n/n)
E12 holin—hlorid: glicerol 1:2 (n/n) najvisa RSA vrednost
E14 holin—hlorid: urea 1:1 (n/n) najvisa TFC vrednost
E21 L—prolin: glicerol 5:2 (n/n) najvisa TPC vrednost
ES holin—hlorid: mle¢na kiselina Pripada mle¢nokiselinskoj grupi ekstrakta, koja
1:1 (n/n) se izdvojila na osnovu izgleda HPTLC profila
Borovnica
E5 holin—hlorid: jabuc¢na kiselina najvise TAC i TFC vrednosti
1:1 (n/n)
E12 holin—hlorid: glicerol 1:2 (n/n) najvisa RSA vrednost
E17 urea: glicerol 1:2 (n/n) najvisa TPC vrednost
T, . .. ) Pripada aminokiselinksoj grupi ekstrakta koja se
E29 L-lizin: mle¢na kiselina 1:3 (n/n) izdvojila na osnovu izgleda HPTLC profila
. ) Pripada aminokiselinskoj grupi ekstrakta, koja se
£25 L—prolin: urea 1:1(n/n) izdvojila na osnovu izgleda HPTLC profila
Crni godzi
ES holin—hlorid: jabuéna kiselina najvise TAC i RSA vrednosti
1:1 (n/n)
Ell holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) najviSe TPC 1 TFC vrednosti
E15 holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) visoka TAC vrednost
T ) Pripada aminokiselinskoj grupi ekstrakta, koja se
E21 L—prolin: glicerol 5:2 (n/n) izdvojila na osnovu izgleda HPTLC profila
E34 natrijum-—acetat: mlec¢na kiselina ~ Pripada mle¢nokiselinskoj grupi ekstrakta, koja

1:3 (n/n)

se izdvojila na osnovu izgleda HPTLC profila

Kako bi se procenila ponovljivost ekstrakcije primenom eutektickih smesa uradena je ekstrakcija
uzorka borovnice u Sest ponavljanja sa smeSom holin—hlorida 1 jabu¢ne kiseline u molskom odnosu
1:1. Procena ponovljivosti ekstrakcije je izvrSena odredivanjem HPTLC profila fenolnih jedinjenja i
primenom spektrofotometrijskih eseja. Na dobijenim hromatogramima su izabrane dve zone fenolnih
jedinjenja: narandzasta zona flavonoida pod UV svetloS¢u i crvena zona antocijana pod vidljivom
svetloS¢u (Slika 34.). Izmerena je povrSina ispod odabranih pikova pomocu Imagel programa za
obradu slika i izracunati su parametri deskriptivne statistike (Tabela 24.). Dobijene su niske relativne
standardne devijacije za povrSine ispod pikova, kao i za TPC, TFC, TAC 1 RSA vrednosti §to
potvrduje ponovljivost postupka ekstrakcije primenom eutektickih smesa.
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Tabela 24. Rezultati spektrofotometrijskih eseja za Sest ponovljenih ekstrakcija primenom eutekticke
smese holin—hlorid: jabu¢na kiselina 1:1 (n/n) na uzorku borovnice (ekstrakti P1-P6).

Antocijani  Flavonoidi
Povrsina  Povrsina

ispod pika ispod pika

Ponovljena TPC TFC RSA TAC
ekstrakcija (g GAEkg') (g QUEkg?) (mol TEkg?) (gcyd-3-glukg™)

P1 13,1 19,9 65,9 0,271 2817 21724
P2 13,9 22,7 61,5 0,287 3368 25499
P3 12,9 19,8 61,2 0,273 2801 24529
P4 12,7 22,4 60,4 0,247 2576 23262
P5 14,0 27,5 64,6 0,308 3503 25061
P6 15,4 20,2 71,1 0,466 4206 29821

X 13,7 22,1 64,1 0,309 3212 24983

1,0 2,9 4,1 0,080 604 2738

RSD 7,3% 13,3% 6,3% 25,8% 18,8% 11,0%

Pl P2 P3 P4 P5 P6

Slika 34. HPTLC profili ekstrakata borovnice za Sest ponovljenih ekstrakcija primenom eutekticke
smeSe holin—hlorid: jabuc¢na kiselina 1:1 (n/n) (ekstrakt P1-P6), pod vidljivim 1 ultraljubiastim
svetlom. Povrsine ispod zona oznacenih zutim kvadratom koris¢ene su za odredivanje ponovljivosti.

4.3.4. HPTLC profili antioksidativne aktivnosti

Rezultati spektrofotometrijskih eseja su pokazali da su eutekticki ekstrakti bobicastog voc¢a bogati
fenolnim jedinjenjima i da imaju izraZenu antioksidativnu aktivnost, zbog ¢ega su odabrani ekstrakti
dalje analizirani primenom HPTLC-FC i HPTLC-DPPH eseja. Kombinovanje antioksidativnih eseja
1 visoko—efikasne tankoslojne hromatografije omogucava identifikaciju pojedinacnih jedinjenja koja
imaju antioksidativnu aktivnost, Sto predstavlja prednost u odnosu na spektrofotometrijske eseje koji
pruzaju informaciju o ukupnoj aktivnosti ekstrakta.!®® HPTLC-FC esej omoguéava vizualizaciju
fenolnih jedinjenja sa izrazenom aktivnoscu koje se pojavljuju kao plave zona na zutoj pozadini (Slika
35. C), dok se pomo¢u HPTLC-DPPH eseja ova jedinjenja mogu uociti kao Zute zone na ljubicastoj
pozadini (Slika 35.D). Eutekticki ekstrakti aronije su pokazali profile koji su bogati zonama sa
antioksidativnom aktivnoS$¢u na ARr vrednostima izmedu 35 i 80. Eutekticki ekstrakti borovnice
pokazali su profile antioksidativne aktivnosti sa manjim brojem zona, §to je u skladu sa profilima
fenolnih jedinjenja i rezultatima spektrofotometrijskih eseja. Eutekticki ekstrakti crnog godzija su
pokazali profile bogate zonama sa antioksidativnom aktivno$¢u na nizim AR vrednostima. Vizuelnim
poredenjem hromatograma dobijenih primenom dva antioksidativna eseja moZe se uociti da je
HPTLC-DPPH esej pokazao veci broj aktivnih zona §to ukazuje na vecu osetljivost ovog eseja i
mogucénost detekcije Sireg spektra jedinjenja. Medutim, hromatogrami dobijeni primenom HPTLC—
FC eseja su otkrili prisustvo zone na 2Rr vrednosti 97, koja je prisutna samo u ekstraktima dobijenim
primenom eutektickih smesa koje su sadrzale mle¢nu kiselinu (ekstrakti aronije E8, borovnice E29 i
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crnog godzija E34). Prisustvo ove zone potvrduje dominantnu ulogu mlecne kiseline na efikasnost
ekstrakcije i sastav ekstrahovanih jedinjenja i u skladu je sa rezultatima HPTLC profilisanja.

E5 E12 E14 E21 E8 K1 ES5 E12 E17 E29 E25 K1 E5 E11 E15 E21 E34 K1 ES E12E14 E21 E8 K1 E5 E12 E17 E29 E25 K1 E5 E11 E15 E21 E34 K1
ARONIJA BOROVNICA CRNI GODZI ARONIJA BOROVNICA CRNI GODZI

E5 E12E14 E21 E8 K1 E5 E12 E17 E29 E25 K1 E5 E11E15 E21 E34K1 E5 E12E14E21 E8 K1 E5 E12 E17 E29 E25 K1 E5 E11 E15 E21 E34 K1
ARONIJA BOROVNICA CRNI GODZI ARONIJA BOROVNICA CRNI GODZI

Slika 35. HPTLC profili odabranih eutektickih i metanolnog ekstrakta: A) profili fenolnih jedinjenja
pod vidljivom svetlos¢u; B) profili fenolnih jedinjenja pod ultraljubicastom svetlos¢u; C) HPTLC—
FC esej; D) HPTLC-DPPH ese;j.

4.3.5. UHPLC analiza fenolnih jedinjenja

Primenom ultra—efikasne tecne hromatografije (UHPLC-DAD-MS/MS) odredeno je 1
kvantifikovano ukupno 28 fenolnih jedinjenja u odabranim eutektickim ekstraktima bobicastog voca
(Tabela 25. 1 Slika 36.).

Najzastupljenija fenolna jedinjenja u eutektickim ekstraktima aronije bila su hlorogena kiselina,
cijanidin—3-O—glukozid 1 cijanidin—3—O-arabinozid. Eutekti¢ke smeSe holin—hlorid: glicerol 1:2
(n/n), holin—hlorid: urea 1:1 (n/n) i L—prolin: glicerol 5:2 (n/n) (ekstrakti E12, E14 1 E21) ekstrahovale
su hlorogenu kiselinu u koli¢ini oko dva puta vec¢oj u poredenju sa metanolom. Eutekticka smesa
holin—hlorid: jabu¢na kiselina 1:1 (n/n) (ekstrakt E5) ekstrahovala je cijanidin—3—O-glukozid i
cijanidin—3—O-arabinozid oko deset puta viSe u poredenju sa metanolom, §to je u skladu sa
rezultatima TAC eseja. Navedena smesa se takode pokazala kao odlican medijum za ciljanu
ekstrakciju kempferol-3—O—glukozida i izoramnetina. Eutekticka smeSa L—prolin: glicerol 5:2 (n/n)
(ekstrakt E21) ekstrahovala je flavonoid kvercetin dvadeset dva puta viSe u poredenju sa metanolom.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja u eutektickim ekstraktima borovnice su malvidin—3—O-glukozid,
delfidin—3—-O—glukozid i hlorogena kiselina. Eutekticka smeSa urea: glicerol 1:2 (n/n) (ekstrakt E17)
se pokazala kao najbolji rastvara¢ za ekstrakciju nekoliko fenolnih jedinjenja (hlorogena kiselina,
rutin, hiperozid, epikatehin, naringin i kempferol-3—O—glukozid) §to je u skladu sa rezultatima
spektrofotometrijskih eseja. Ekstrakt E17 sadrzi hlorogenu kiselinu u tri puta ve¢im koncentracijama
u poredenju sa metanolnim ekstraktom, dok naringin sadrzi dva puta viSe. Eutekticka smesa holin—
hlorid : glicerol 1:2 (n/n) (ekstrakt E12) je ekstrahovala vece koli¢ine galne kiseline, kvercetina i
miricetina u poredenju sa konvencionalnim rastvaraem. Za ekstrakciju antocijana iz borovnice
najefikasnija se pokazala eutekticka smesa holin—hlorid: jabucna kiselina 1:1 (n/n) (ekstrakt ES), jer
je ekstrahovala delfidin—3—O—glukozid, malvidin—3,5-di—-O—glukozid 1 malvidin—3—O-glukozid u
vecim prinosima u poredenju sa metanolom, §to potvrduje rezultate spektrofotometrijskih eseja.
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Najzastupljenija fenolna jedinjenja u eutektickim ekstraktima crnog godzija bila su hlorogena
kiselina, rutin i delfidin—3—O—glukozid. Eutekti¢ka smesa holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) (ekstrakt E15)
je bila odlican medijum za ekstrakciju veéine proucavanih jedinjenja, a posebno za kvercetin,
hiperozid, naringin i delfidin—3—-O—glukozid, sa Cetiri do sedam puta ve¢im prinosom ekstrakcije u
poredenju sa metanolom. Eutekticka smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) (ekstrakt E11) se pokazala
kao odlican rastvarac za ciljanu ekstrakciju p—kumarinske kiseline i epikatehina, a smesa L—prolin:
glicerol 5:2 (n/n) (ekstrakt E21) je ciljano ekstrahovala galnu kiselinu u poredenju sa metanolom 1
drugim eutektickim rastvaracima.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u eutektickim ekstraktima (za svaki primenjeni sistem pojedinacno) i
metanolnom ekstraktu uporeden je uporednim #—testom (Tabela P 6.). Statisticki znacajno veci sadrzaj
ovih jedinjenja zabelezen je u slucaju ekstrakta borovnice, §to smeSu urea: glicerol 1:2 (n/n) Cini
efikasnijim rastvara¢ima za ekstrakciju fenolnih jedinjenja u odnosu na metanol. U ostalim
slucajevima nije utvrdeno postojanje statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju fenolnih jedinjenja u
eutektickom i metanolnom ekstraktu $to ukazuje na jednaku efikasnost ekstrakcije. Navedeni rezultati
potvrduju moguénost koriS¢enja eutektickih smeSa za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz
bobicastog voca, Sto im usled njihove ekoloske prihvatljivosti daje veliku prednost u odnosu na
konvencionalne rastvarace.

Slika 36. Toplotna mapa sadrzaja fenolnih jedinjenja u odabranim ekstraktima bobicastog voca: A)
aronija; B) borovnica; C) crni godzi.

A E5 E12 E14 E21 E8 Ki1 E5 E12 E17 E29 E25 Ki c E5 E11 E15 E21 E34 K1
GA
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Tabela 25. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u odabranim ekstraktima bobicastog voca.

Fenolna jedinjenja (mg kg™)

Ekstrakti GA CGA CA PCA QUE RUT QR HYP
Aronija
E5 0,28+0,02 8715 3,2+04 - 35+7 187+9 0,22+0,03 96+3
E12 1,3+0,3 1055+7 8,3+0,6 - 29+4 200+5 0,32+0,04 115+2
E14 22+01 1023+8 85+0,7 - 23+3 188+6 0,32+0,02 122+7
E21 0,18+ 0,02 1008+9 54+0,3 — 92+2 181+3 0,22+0,02 94+4
ES8 026 +0,04 265+2 28%0,3 — 6,7+0,3 223+2 0,21+0,02 1305
K1 09+01 557+4 42+2 — 41+03 232+7 037+0,03 1496
Borovnica
E5 20+ 7 41+2 43+01 - 53+3  12+4 0,14+0,02 24+2
E12 2242 159+7 64+0,8 — 616 50+7 038+0,06 42+8
E17 15+4 191+5 85+03 - 74402 58+2 041+003 49+6
E29 10+8 773 43+07 - 31£49  28+9 023+0,08 33+5
E25 17+6 509 3,8+02 - 46+8 19+5 024+005 30+3
K1 64+03 65+4 6,1+0,6 — 3,547 38+8 047+0,01 38+9
Crni godZi
E5 1,0+ 0,7 496 £ 6 101 319 1,8+09 162+5 0,09+0,07 39+0,5
E11 1,8+04 551+8 7,8+0,9 72+7 2,1+04 179+6 020+0,02 5,1+03
E15 1,1+0,8 345+1 50+£03 28+£2 11+1 200+7 0,33+0,09 25+1
E21 2,3+0,5 419+5 6,808 308 1,7+0,7 1477 0,09+0,04 4,4+0,1
E34 - 107+3 40+04 41+5 21406 186+9 0,14+0,08 5,6+08
K1 1,2+0,6 686+ 9 11+£2 364 1,4+0,8 212+9 0,08+0,03 5,0+£0,7

— SadrZaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: GA 0,09 mg L, PCA 0,10 mg L.

100



REZULTATI I DISKUSIJA

Tabela 25. Nastavak

Fenolna jedinjenja (mg kg™)

Ekstrakti ISR I3R 13G EC NAR K3G MYR AE GAL
Aronija
E5 20+£02 59+04 27£06 33+3 20+x4 105%5 - - -
E12 1,703 6,1+03 32+0,3 39+3 847 84%5 - - —
El4 12+03 58+08 24+0,8 33+2 53+x2 767 - - -
E21 1,702 63+05 28+0,1 31+3 11+3 9+2 - - -
ES8 0,34+0,02 60£05 2905 22+3 23+6 44%2 — - —
K1 021+£0,04 75+£09 2809 35+3 545 17+3 - - -
Borovnica
E5 3247  3,7+£02 19+2  49+02 - 31+04 26+4 25+02 -
E12 3148  39+0,7 142+08 87+05 1546 94+09 30+8 33+0,7 -
E17 6,8+0,9 45+05 81+06 12+1 40+1 11,601 9+2 29+05 -
E29 19+4 32408 55+0,5 54+04 11+4 59+03 18+3 3,1+£0,8 -
E25 30£6 35+03 69+09 41+03 - 22407 8+2 44+03 -
K1 20+04 47+0,6 74+0,1 58+0,8 17+2 50+02 6+1 - -
Crni godzi

E5 24+03 88+04 0,51+0,03 205+6 14+5 33+08 2.8+0,8 - -
E11 33+08 7.7+£0,1 0,64+0,07 246+5 19+9 3,1+05 2,7+0,7 3,8+04 2,1+0,6
E15 58+0,5 92+0,8 22+0,1 120+9 50+3 79+04 3,7+02 37+0,1 1,9+0,7
E21 1,9+0,7 72+03 0,68+0,05 144+1 17+8 23+056 - 2,7+0,8 -
E34 22402 75+0,7 0,62+0,09 89+4 15+6 3,1+09 3,1+04 33+0,3 -
K1 1,3+£0,6 87+0,6 092=+0,02 152+3 12+1 2,6+0,1 26=+0,5 3,4+0,7 -

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: NAR 0,08 mg L', MYR 0,06 mg L', AE 0,01 mg L', GAL 0,01 mg L.
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Tabela 25. Nastavak

Antocijani (mg kg™)

Ekstrakti D3G C3S C3,5-diG M3,5-diG C3G C3R C3S C3A P30 P3G M3G
Aronija
E5 - 9,3+0,2 254 0,37+£0,03 13907 9,3+0,8 435 2375+9 6,3+0,2 - 0,38 £ 0,02
E12 - 9,3+£0,7 253 0,88+0,08 1123+3 9,0+£04 42+1 1942+5 58x04 - 0,65+ 0,08
El4 - 74+05 202 0,52+0,06 993+8 7,1+0,6 398 17341 4708 - 25+04
E21 — 25+09 70+x04 0,25+0,04 57+2 24+0,3 267 68+8 0,76 £0,06 - 0,21 £ 0,06
ES8 — 57%0,3 83+06 046+0,09 440zx6 5609 34 +4 9057 2,8+0,7 - 0,48 £ 0,07
K1 — 47+0,8 87+03 053+£0,05 1574 45+05 36+£2 2352 19+£0,2 - 0,49 £ 0,03
Borovnica
E5 743+9 0,68+0,06 0,71+0,04 1914 18+3 0,64+£0,08 036+£007 544 0,20£0,01 16 £ 917 £3
E12 680+9 13+04 2605 16,7 £ 0,6 14 +7 1,2+0,2 35+04 121+9 0,65+0,08 63+1 730+7
E17 501+£7 16x0,2 3,1+0,7 46+0,1 103 +8 15+04 52+0,1 145+ 3 1,2+05 94 + 131+£5
E29 198+2 0,79+0,09 16+0,2 24+08 34+x4 0,73£0,07 20+£0,8 45+5 0,50 0,06 34 46+ 8
E25 286+6 020+£005 2609 27+04 1812 0,20£0,06 055+£0,06 188 0,17+0,07 18£8 252
K1 4095 060x0,03 1,206 51%£0,7 39+6 0,60£003 22+£05 42+6 0,42+0,03 365 38+6
Crni godZi

E5 19+£2 13,7+0,7 16+0,8 4509 29+02 135+05 009002 11+0,3 - 29+05 19+£0,6
E1ll 263 16,0£04 1,7+£0,1 56%0,2 3008 157x08 0,09+0,01 10£0,2 - 3,0£0,8 2,6+0,3
E15 165+9 15806 2,3+05 45+05 10,2+09 158+0,1 23+£03 92+09 - 1000+£0,7 9,005
E21 23+x2 10,3+£0,1 1,1+0,2 3,1+0,6 26+06 102+0,7 0,34+0,08 1,1+0,1 — 2,7+0,2 2,2+0,8
E34 36+x4 16,0£0,8 15+0,8 4307 36+x0,7 161+x04 048+0,06 16x0,6 - 3,4%+09 43+04
K1 30x3 17,1+£05 19+£04 56+0,8 3603 170+x06 027+0,05 10zx04 - 3501 3,0£0,9

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za D3G 0,01 mg L', P30 0,01 mg L', P3G 0,01 mg L.
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4.3.6. Antimikrobna aktivnost

S obzirom da fenolna jedinjenja pokazuju antimikrobnu aktivnost!®'"163 y odabranim eutektickim

ekstraktima je ispitana je inicijalna aktivnost primenom difuzione metode u bunari¢ima (Tabela 26).

Eutekticki ekstrakti aronije ES, E12 i E14 pokazali su visoku antibakterijsku aktivnost protiv svih
ispitivanih sojeva, dok je ekstrakt E21 ima nizu aktivnost protiv Gram—negativnih sojeva. U
pomenutim ekstraktima najzastupljenije fenolno jedinjenja je hlorogena kiselina, za koju je opisano
u literaturi da ima inhibitornu aktivnost protiv B. subtilis, E. coli, S. tiphimurium i S. aureus.'6*'
Niza aktivnost ekstrakta E21 u poredenju sa ostalim moze biti posledica nizeg sadrzaja antocijana, za
koja su istrazivanja pokazala da imaju znacajnu aktivnost protiv E. coli, P. aeruginosa, Salmonella
enterica i S. typhimurium.'%'%" Ekstrakt E8 pokazao je najnizu aktivnost $to je u skladu sa nizim
sadrzajem fenolnih jedinjenja u ovom ekstraktu. Konvencionalni ekstrakt aronije (K1) imao je nizu
aktivnost u poredenju sa eutektickim ekstraktima ES5, E12 i E14. Izrazena antibakterijska aktivnost
eutektickih ekstrakata je u korelaciji sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Ekstrakti borovnice pokazali su razli¢itu antibakterijsku aktivnost protiv ispitivanih sojeva. Ekstrakti
E5, E12 1 E17 su inhibirali rast Gram—negativnih sojeva, dok ekstrakti E26 1 E29 nisu ispoljili
aktivnost. Opisana bioloska aktivnost ekstrakta moze biti posledica razli¢itog fenolnog sastava
ispitivanih ekstrakata s obzirom da su ekstrakti ES, E12 1 E17 bogatiji fenolnim jedinjenjima u
poredenju sa ekstraktima E26 i E29. Ekstrakt E17 je jedini pokazao aktivnost protiv S. aureus i
MRSA, $to bi moglo biti u korelaciji sa viSom koncentracijom naringina za koji je opisano u literaturi
da poseduje inhibitornu aktivnost protiv navedenih sojeva.!*®!% Ekstrakti E5 i E12 su pokazali sli¢nu
aktivnost protiv B. subtilis, E. coli, S. typhimurium 1 P. aeruginosa 1 ovim ekstraktima je zajedni¢ko
da imaju visoke koncentracije malvidin—3—O—glukozida. Konvencionalni ekstrakt borovnice pokazao
je nizu aktivnost od eutektickih ekstrakta i samo je inhibirao rast B. cereus.

Medu eutektickim ekstraktima crnog godzija, ekstrakt ES je ispoljio najvecu antimikrobnu aktivnost
od svih ispitivanih ekstrakata 1 pokazao je aktivnost protiv B. cereus, S. aureus 1 P. aeruginosa.
Ekstrakti E21 1 E34 su pokazali inhibitornu aktivnost protiv E. coli, medutim ovi ekstrakti imaju
razli¢it sastav fenolnih jedinjenja 1 nije bilo moguce pretpostaviti koje je jedinjenje odgovorno za
aktivnost navedenih ekstrakata. Ekstrakti E11 1 E15 bili su najbogatiji fenolnim jedinjenjima, ali nisu
ispoljili antimikrobnu aktivnost, osim ekstrakta E11 koji je inhibirao rast S. aureus. Takode,
konvencionalni ekstrakt crnog godzija nije ispoljio aktivnost protiv testiranih sojeva.

U slucaju ekstrakata aronije i borovnice antimikrobna aktivnost moZe se povezati sa sadrZzajem
fenolnih jedinjenja. Medutim, dobijeni rezultati sugeriSu da aktivnost ispitivanih ekstrakata moze biti
posledica prisustva drugih bioaktivnih jedinjenja, poput isparljivih organskih jedinjenja (eng. Volatile
organic compounds— VOCs), zbog cega je potrebno identifikovati jedinjenja odgovorna za
inhibitornu aktivnost. Eutekticki ekstrakti borovnice i crnog godzija su pokazali nizu antibakterijsku
aktivnost u poredenju sa ekstraktima aronije $to moze biti posledica prisustva proantocijanidina u
aroniji.>

S obzirom da su eutekticki ekstrakti ispoljili razli¢itu antimikrobnu aktivnost, odredene su MIC i
MBC vrednosti primenom mikrodilucione metode sa dvostrukim serijskim razblazivanjem uzoraka
aktivnost protiv ovih sojeva, pri cemu su ekstrakti aronije imali nize MIC 1 MBC vrednosti prema B.
subtilis, a ekstrakti borovnice 1 crnog godzija prema B. cereus. Najniza MIC vrednost za B. subtilis
bila je 0,25 mg mL™!, dok je za B. cereus bila 0,09 mg mL"!. Ispitivani ekstrakti su ispoljili sli¢nu
aktivnost prema S. aureus i MRSA, pri ¢emu su ekstrakti crnog godZija pokazali najjacu aktivnost, i
najniza MIC vrednost iznosila je 0,50 mg mL™'. Razlika u aktivnosti se moze primetiti u slu¢aju soja
L. monocytogenes, gde su ekstrakti crnog godzija imali nize vrednosti MIC u poredenju sa
ekstraktima aronije 1 borovnice, dok je u slucaju aktivnosti protiv S. epidermidis trend bio suprotan.
Eutekticki ekstrakti aronije pokazali su antibakterijsku aktivnost protiv svih ispitivanih Gram—
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negativnih sojeva, medutim za inhibiciju rasta su bile potrebne koncentracije veée od 2,00 mg mL"!
u svim slucajevima, osim kod P. aeruginosa gde su MIC vrednosti za ekstrakte E5 i E12 bile 1,50
mg mL!.
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Tabela 26. Antimikrobna aktivnost odabranih ekstrakata bobicastog voc¢a odredena difuzionom metodom u bunari¢ima.

Ekstrakti

Aronija Borovnica Crni godzi VAN
Ispitivani sojevi ES El12 ElI4 E21 E8 K1 E5 EI12 E17 E29 E25 K1 ES5 EIl EI5 E21 E34 KI1
B. subtilis I - - - — — - — — —
B. cereus e e o e e o - - - -+ - - - - E——
S. aureus ++ T o A s -+ - - -+ - - - —
MRSA R S ++ -+ - e - - - = = - - —
S. epidermidis e U S - - - - _ _ _ _ _ _ g
L. monocytogenes =H H H -+ — - - — — _ _ _ _ _ _ gk
E.coli -+ -+ HH H+ 4 A A — - - - - - N e = = -
E. cloacae G s asp - - - - - - - - - _ _ _ _ _ _ _
K. pneumoniae i o o e A = e o - - — - - - _ — _
S. typhimurium b+ A - — - - - - - - _ _ _ _
S. enterica SRR e S ++ -+ - - - - - - - _ _ _ _ _ _
P. aeruginosa == - - = ++ 4+t A A - - - ++ - - ++ — _ _

Na osnovu veli¢ine zone inhibicije, rezultati su prikazani na sledec¢i nacin: nema inhibicije (—), zona inhibicije do 8mm (+), zona inhibicije 8—12mm
(++), zona inhibicije ve¢a od 12 mm (+++). * Baktericidna aktivnost.
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Tabela 27. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija (MBC) u odabranim ekstraktima bobicastog voca.

B. subtilis 6633 B. cereus 11778 S. aureus 6538 MRSA 33591 S. epidermidis 12228 L. monocytogenes 13932
mgmL! MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Aronija
ES 0,25 >2.,00 0,38 0,50 1,00 >2,00 1,00 >2,00 1,00 2,00 2,00 >2,00
El12 0,25 0,50 0,50 1,00 1,50 2,00 1,50 2,00 0,25 2,00 2,00 >2,00
El4 0,50 >2,00 0,38 0,50 2,00 >2,00 2,00 >2,00 1,00 2,00 2,00 >2,00
E21 0,75 1,00 0,38 0,50 2,00 >2,00 2,00 >2,00 1,00 2,00 2,00 >2,00
K1 0,25 >2,00 0,38 0,50 2,00 >2,00 >2,00 >2,00 1,00 2,00 2,00 >2,00
Borovnica
E12 0,75 1,00 0,50 1,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 2,00 >2,00 >2,00 >2,00
E17 0,50 >2,00 0,09 0,13 2,00 >2,00 2,00 >2,00 >2,00 >2,00 2,00 >2.,00
Crni godzi
E5 0,50 >2,00 0,09 0,25 1,00 2,00 1,00 >2,00 >2,00 >2,00 0,50 1,00
Ell 0,50 >2.00 0,19 0,13 0,50 2,00 0,50 1,00 >2,00 >2,00 0,50 1,00
E. coli 35218 E. cloacae 13047 K. pneumoniae 29665 S. typhimurium 14028  S. enterica 13076 P. aeruginosa 10145
mgmL!' MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Aronija
E5 >2,00  >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 1,50 2,00
E12 >2,00 >2,00 >2.00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 1,50 2,00
El4 >2,00  >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00
E21 >2,00  >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00
K1 >2.00 >2,00 >2.00 >2.00 >2.00 >2.00 >2.00 >2.,00 >2.,00 >2,00 1,50 2,00
Borovnica
El2 >2,00 >2,00 >2,00  >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 2,00 >2,00
El17 >2,00  >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 1,50 2,00
Crni godzi
E5 >2,00 >2,00 >2.00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 0,75 1,00
Ell >2.00 >2,00 >2.00 >2.00 >2.,00 >2.00 >2.00 >2,00 >2,00 >2,00 0,75 1,00
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4.3.7. Bioautografija

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti eutektickih ekstrakta bobicastog voca su pokazali da
aktivnost ispitivanih ekstrakata ne potice samo od prisustva fenolnih jedinjena, ve¢ da moze biti
posledica prisustva i drugih bioaktivnih jedinjenja. Kako bi se detaljnije procenila antimikrobna
aktivnost 1 identifikovala jedinjenja odgovorna za inhibitorno dejstvo primenjena je direktna
bioautografija na odabrane sojeve bakterija (B. subtilis, S. aureus, MRSA, E. coli i K. pneumoniae).

Za hromatografsko razdvajanje su prvobitno primenjeni isti uslovi kao i za dobijanje profila fenolnih
jedinjenja, medutim aktivne zone su se nalazile na frontu rastvaraca, $to ukazuje da je koriS¢ena
mobilna faza bila previse polarna. Kako bi se postiglo dobro razdvajanje jedinjenja sa antimikrobnom
aktivnosScu sastav mobilne faze je optimizovan (Tabela 4.) i odabrana je mobilna faza toluen: etil—
acetat: mravlja kiselina 6/4/1 (v/v/v). Primenjeni hromatografski uslovi doveli su do razdvajanja
nepolarnih i srednje polarnih jedinjenja, zbog ¢ega je za hemijsku derivatizaciju koris¢en je reagens
anisaldehid/sumporna kiselina (ANS) koji omogucava vizuelizaciju Sirokog spektra jedinjenja (Slika
37.A).

Bioautogrami Gram—pozitivnih sojeva (Slika 37. B, C 1 D) 1 Gram—negativnih sojeva (Slika 37. E 1
F) pokazali su specifi¢an obrazac za svaku vrstu bobicastog voca. Ekstrakti aronije i crnog godzija su
pokazali bioautograme bogatije zonama u odnosu na ekstrakte borovnice, $to je u skladu sa
rezultatima ispitivanja antimikrobne aktivnosti. Vizuelnim poredenjem profila mogu se uociti razlike
u sastavu bioaktivnih jedinjenja i intenzitetu zona, odnosno koncentraciji jedinjenja u zavisnosti od
primenjene eutekticke smese. Zone najveceg intenziteta su prisutne na ~ZRr vrednostima ve¢im od 50,
Sto sugeriSe da su bioloski aktivna jedinjenja nepolarna. Lipofilna jedinjenja pokazuju vecu
antimikrobnu aktivnost, jer lakSe mogu pro¢i kroz ¢elijsku membranu ili ometati metabolicke procese
i enzimsku aktivnost.'”” Bioaktivne zone mogu odgovarati monoterpenima na osnovu
hromatografskog ponaSanja, odnosno nepolarnim svojstvima, kao i1 prema metabolickom profilu
dobijenom ANS reagensom, gde su se pojavljivale kao plave zone.!!*!"!

Antimikrobna aktivnost eutektiCkih ekstrakata bobiCastog voca procenjena je primenom tri metode:
difuzione metode u bunari¢ima, mikrodilucione metode i bioautografije. Poredenjem dobijenih
rezultata mogu se primetiti razlike u zavisnosti od primenjene metode $to moze biti posledica
nekoliko razloga. Primenom difuzionih i dilucionih mikrobioloskih metoda se ispituje aktivnost
celokupnog ekstrakta za razliku od bioautografskih eseja kada se ispituje aktivnost pojedinacnih
jedinjenja, a razdvajanjem komponenata prisutnih u ekstraktu moze se izgubiti sinergisticki efekat.
Osim toga, bioautografija je osetljivija metoda u poredenju sa konvencionalnim antimikrobnim
metodama, jer su analizirana jedinjenja skoncentrisana u pojedina¢nim zonama, a koncentracija
bakterija je niska zbog formiranja monosloja prilikom uranjanja ploce u suspenziju bakterijske
kulture od interesa. Varijacije u rezultatima mogu biti i posledica uticaja adsorbensa na izraZzavanje
antimikrobne aktivnosti jedinjenja u slucaju bioautografije, jer prilikom hromatogrfskog razdvajanja
dolazi do interakcija izmedu stacionarne faze i analita.”®’®

Ispitivanje bioloske aktivnosti primenom bioautografskih eseja je obuhvatilo ispitivanje antimikrobne
1 antioksidativne aktivnosti i omogucilo je paralelno poredenje hromatografskih podataka i bioloske
aktivnosti. Dobijeni bioautogrami pokazali su da analizirani ekstrakti imaju vecu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na antimikrobnu. Pored toga, pokazali su da su razli¢ita jedinjenja prisutna u
ekstraktima odgovorna za bioloSku aktivnost 1 da su fenolna jedinjenja pokazala antioksidativnu
aktivnost, a lipofilna jedinjena, najverovatnije monoterpeni pokazala antimikrobnu aktivnost.
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Slika 37. HPTLC—direktna bioautografija eutektickih i konvencionalnih ekstrakata bobicastog voca:
A) metabolicki profil; B) B. subtilis; C) S. aureus; D) MRSA; E) E. coli; F) K. pneumoniae.

4.4. Poredenje uticaja matriksa na ucinak ekstrakcije primenom prirodnih eutekti¢kih smesa

Eutekticke smeSe su se pokazale kao dobri rastvaraci za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, $to se moze
objasniti stvaranjem vodoni¢nih veza i dipol-dipol interakcija izmedu rastvorenih supstanci i
molekula rastvaraca koje dovode do bolje rastvorljivosti i stabilizacije ciljanih jedinjenja. Dve teorije
objasnjavaju kako eutekticke smeSe rastvaraju i stabilizuju jedinjenja— teorija Supljina i teorija
vezivanja.>? Prema teoriji $upljina u strukturi eutekticke smese postoje Supljine u kojim se smestaju
jedinjenja, dok prema teoriji vezivanja dolazi do interakcije izmedu komponenata eutektika i
rastvorenog jedinjenja. Medutim, nijedna od ove dve teorije ne ukljucuje uticaj matriksa na proces
rastvaranja. Matriks moze uticati na rastvaranje jedinjenja, a samim tim i na efikasnost ekstrakcije na
razlicite nacine: poroznost i veli¢ina ¢estica mogu otezati proces mesanja, komponente matriksa kao
Sto su lipidi, proteini, polisaharidi i drugi biomolekuli mogu ometati rastvaranje ciljanih jedinjenja,
pH vrednost matriksa moze uticati na formiranje veza, kao i prisustvo vode u uzorku. Kako bi se
postigli visoki prinos i selektivnost u ekstrakciji razli¢itih bioaktivnih jedinjenja potrebno je
prilagoditi sastav eutektickih smesSa specifi¢nim karakteristikama matriksa.

U okviru istrazivanja lekovitih biljaka koje je obuhvatila ova doktorska disertacija, kao najbolja
eutekticka smesSa za ekstrakciju ukupnih fenolnih jedinjenja iz petrovca se pokazala smesa koja se
sastojala od holin—hlorida 1 ¢ilibarne kiseline u molskom odnosu 1:1 1 40% (w/w) vode, dok se za
ekstrakciju ukupnih flavonoida najbolje pokazala smesa holin—hlorida i uree u molskom odnosu 1:2
1 20% (w/w) vode. Medutim posmatrajuci rezultate kvantifikacije pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja
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moze se uocCiti da je smeSa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n), 20% (w/w) imala najvecu efikasnost
ekstrakcije za flavonoid glikozide (rutin, izokvercetin, kvercitrin, astragalin i viteksin), dok je smeSa
holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 (n/n), 30% (w/w) bila najbolji medijum za ekstrakciju aglikana
flavonoida, kao $to su kvercetin, kemferol i naringenin. Za ekstrakciju protekatehuinske i siriginske
kiseline se najbolje pokazala smeSa L—prolin: maleinksa kiselina 1:1 (n/n), 20% (w/w), dok su se u
slucaju ekstrakcije ostalih fenolnih kiselina prisutnih u petrovcu (hlorogena, p— hidroksibenzoeva,
kofeinska i p— kumarinska kiselina) najbolje pokazale smese holin—hlorida i uree u molskom odnosu
1:2 sa razli¢itim udelom vode. U sluc¢aju istrazivanja koja su se bavila lekovitom biljkom podubicom
kao najbolja eutekticka smesa za ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida pokazala se smesa koja se
sastojala od holin—hlorida i glicerola u molskom odnosu 1:1 1 20% (w/w) vode. Posmatrajuci rezultate
kvantifikacije pojedinacnih fenolnih jedinjenja moZe se primetiti da je najbolji rastvaraC za
ekstrakciju aglikana flavonoida (kvercetin, kemferola, hispidunila), kao i kumarina eskuletin bila
smeSa holin—hlorida i ¢ilibarne kiseline 1:1 (n/n), 20% (w/w), dok se za ekstrakciju flavonoid
glikozida nije izdvojila samo jedna eutekticka smeSa kao najoptimalnija. Za ekstrakciju fenolnih
kiselina su se dobro pokazale smesSe na bazi holin—hlorida 1 vinske ili ¢ilibarne kiseline sa razli¢itim
udelom vode. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su se dve smese izdvojile kao
najoptimalnije za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz lekovitog bilja: holin—hlorid i glicerol u molskom
odnosu 1:1 1 20% (w/w) vode i holin—hlorid i ¢ilibarna kiselina 1:1 sa razli¢itim udelom vode.
Medutim, za ciljanu ekstrakciju odredenog fenolnog jedinjenja ili klase nije mogucée izdvojiti
optimalnu eutekticku smesu, ve¢ dobijeni rezultati sugeriSu da je neophodno prilagoditi sastav
eutekticke smese svakom uzorku i ciljanom jedinjenju.

U okviru istrazivanju ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz propolisa najbolje su se pokazale eutekticke
smeSe na bazi mlecne kiseline, a pre svega smeSe glicerol: mle¢na kiselina, 1:1 (n/n) 1 L—glicin:
mlecna kiselina, 1:3 (n/n). Za ekstrakciju tri najzastupljenija flavonoida u propolisu (hrizin,
pinocembrin i izoramnetin) su se najbolje pokazale dve prethodno pomenute smese, ali i smesa koja
se sastojala od kalijum—acetata i mle¢ne kiseline u molskom odnosu 1:3. Osim smeSa na bazi mlecne
kiseline za ekstrakciju aglikana flavonoida se odli¢no pokazala i smeSa holin—hlorid: vinska kiselina,
2:1 (n/n), koja je u viSim prinosima ekstrahovala pinocembrin, luteolin, kvercetin i hespadulin, ali 1
fenolne kiseline: neohlorogenu, kofeinsku i p— kumarinsku kiselinu. Za ekstrakciju flavonoid
glikozida su se pokazale najbolje smeSa holin—hlorida 1 uree u molskom odnosu 1:2 u slucaju
kvercetrina 1 izokvercetna, dok je u slu¢aju rutina to bila smesa holin—hlorida i glicerola u molskom
odnosu 1:1.

U okviru istraZivanja ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz bobicastog voc¢a kao najbolje eutekticke smese
za ekstrakciju ukupnih fenola su se pokazale smese koje su kao jednu komponentu imale glicerol,
tako da je u slu¢aju aronije to bila smeSa L—prolin: glicerol 5:2 (n/n), u slu¢aju borovnice smesa urea:
glicerol 1:2 (n/n), dok je u slucaju crnog godzija to bila smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n). Za
ekstrakciju ukupnih flavonoida su se najbolje pokazale smese holin—hlorid: urea 1:1 (n/) 1 holin—
hlorid: glicerol 1:1 (n/n), $to se slaze sa rezultatima za lekovito bilje. Eutekticka smeSa pripremljena
od holin—hlorida i jabu¢ne kiseline u molskom odnosu 1:1 se pokazala kao najefikasnija za ekstrakciju
ukupnih antocijana iz sva tri ispitivana uzorka bobicastog voca. Na osnovu rezultata kvantifikacije
fenolnih jedinjenja iz bobiCastog voca nije bilo moguée izdvojiti optimalnu smeSu za ciljanu
ekstrakciju nekih grupa fenolnih jedinjenja, kao Sto su alikani 1 glikozidi flavonoida, iako su se
pojedine smeSe pokazale kao efikasne za ciljanu ekstrakciju pojedinacnih jedinjenja, Sto je
prokomentarisano u poglavlju 4.3.5. Medutim, za ciljanu ekstrakciju fenolnih kiselina su se kao dobri
medijumi izdvojile smese holin—hlorid: glicerol, 1:1 i 1:2 (n/n) i urea: glicerol 1:2 (n/n), dok se za
ekstrakciju antocijana izdvojila smesa holin—hlorida: jabuc¢ne kiselina 1:1 (n/n).

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazuju da je ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz prirodnih
proizvoda kompleksan proces, u kojem osim uticaja sastava 1 strukture eutektic¢ke smese, udela vode
1 molskog odnosa, veliki uticaj ima i matriks, $to otezava predvidanje ucinka ekstrakcije i sastav
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dobijenog ekstrakta. Medutim na osnovu ispitivanja tri razli¢ita prirodna proizvoda (lekovito bilje,
propolis i bobicasto vo¢e) moze se sumirati sledece:

e FEutekticka smeSa holin—hlorid: vinska kiselina 1:1 ili 2:1 (n/n) se dobro pokazala za
ekstrakciju aglikona flavonoida iz petrovca i propolisa, kao i fenolnih kiselina iz podubice 1
propolisa;

e FEutekticka smesa holin—hlorid: glicerol 1:1 (n/n) se pokazala kao dobro ekstrakciono sredstvo
flavonoid glikozida u slu¢aju petrovca i propolisa, kao i fenolnih kiselina iz bobicastog voca;

e [Eutekticka smesa holin—hlorid: urea 1:2 (n/n) se pokazala kao dobar medijum za ekstrakciju
fenolnih kiselina iz petrovaca i1 flavonoid glikozida iz propolisa;

e Futekticka smeSa holin—hlorid: jabu¢na kiselina 1:1 (n/n) se pokazala kao najbolje
ekstrakciono sredstvo za izolovanje antocijana iz bobicastog voca.

U revijalnom radu Rentea i saradnika** je ispitan uticaj razli¢itih donora vodoniéne veze na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz prirodnih matriksa i1 kod eutektickih smesa koje sadrze organsku
kiselinu pokazalo se da ve¢i broj karbokslinih grupa dovodi do bolje ekstrakcije aglikona 1 loSije
ekstrakcije glikozida. U slucaju kada se kao HBD koristi alkohol autori su primetili bolju ekstrakciju
fenolnih kiselina. U revijalnom radu autora Reda (Redha)?! uraden je pregled radova koji su se bavili
ekstrakcijom fenolnih jedinjenja iz prirodnih izvora koris¢enjem eutektickih smesa i istaknuto je da
je sastav eutekticke smeSe primarni faktor koji utice na prinos ekstrakcije, jer kombinacija razli¢itih
HBA i HBD rezultuje razli¢itom polarnos¢u. Dodatno je u radu diskutovan uticaj molarnog odnosa
HBA i HBD, temperature, odnosa ¢vrstog uzorka i rastvaraca, dodatka vode 1 ekstrakcione tehnike
na ekstrakciju, ali ne i uticaja matriksa. Autor smatra da zbog sloZenosti i razlika u bioloskom
matriksu izmedu prirodnih izvora (npr. listovi biljaka, plodovi i alge) nije moguce predloziti opsti
zakljucak o najboljoj kombinaciji HBA i HBD za ekstrakciju specifi¢nih jedinjenja.
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5. Zakljuéci

Ova doktorska disertacija obuhvatila je razvoj metodologije za ekstrakciju bioaktivnih komponenata
iz prirodnih proizvoda primenom prirodnih eutektiCkih smesa i1 ukljucila je sistematsku analizu
znacajnog broja eutektiCkih smesa, primenu molekulskog modelovanja za predvidanje efikasnosti
ekstrakcije 1 primenu hemometrijskih metoda za odabir optimalnih eutektickih smeSa. PredloZena
metoda ekstrakcije predstavlja zelenu alternativu konvencionalnoj metodi ekstrakcije organskim
rastvaracima.

Eutekticke smeSe su se pokazale kao odli¢ni rastvaraci za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz razli¢itih
matriksa, kao 1 da se njihova svojstva mogu prilagoditi kako bi ciljano ekstrahovale odredenu klasu
jedinjenja. Na efikasnost ekstrakcije i sastav ekstrahovanih jedinjenja uticu sledeci faktori:

HBA komponenta — Rezultati HPTLC analize dobijeni za eutekticke ekstrakte bobicastog
voca pokazali su jasne razlike u profilima fenolnih jedinjenja koje je uslovila HBA
komponenta. PCA model je potvrdio postojanje razlike u holin—hloridnim ekstraktima 1
aminokiselinskim ekstraktima, jer je doslo do grupisanja ekstrakata na osnovu HBA
komponente i dodatno je ukazao na uticaj strukture bocnog niza aminokiselina na sastav
ekstrahovanih jedinjenja.

HBD komponenta — Rezultati dobijeni za sve izuCavane matrikse su pokazali da HBD
komponenta ima veliki uticaj na selektivnost 1 efikasnost ekstrakcije. Najvece razlike u
sastavu ekstrahovanih jedinjenja je uslovila klasa jedinjenja koja je primenjena kao HBD
komponenta: organske kiseline, polihidroksilni alkoholi, §eceri, amidi. Medutim prisutne su
manje razlike u okviru odredene klase HBD i u slucaju ekstrakta dobijenih primenom
eutektickih smeSa sa organskim kiselinama su najuocljivije. Mlec¢na kiselina je pokazala
dominantan uticaj u slucaju eutektiCkih ekstrakta propolisa, koji su imali najvisi prinos i
najjacu bioloSku aktivnost. Rezultati HPTLC analize dobijeni za eutekticke ekstrakte aronije
su takode pokazali dominantan uticaj mlecne kiseline na sastav ekstrahovanih jedinjenja 1
PCA model je pokazao da je neohlorogena kiselina jedinjenje koje utice na diferencijaciju
mle¢nokiselinskih ekstrakata. Rezultati HPTLC analize i PCA modela dobijeni za eutekticke
ekstrakte podubice su pokazali razliku u sastavu ekstrahovanih jedinjenja i dominatan uticaj
uree kao HBD.

Molski odnos komponenata — Rezultati HPTLC analize dobijeni za eutektiCke ekstrakte
propolisa su pokazali da promena molskog odnosa glicerola u eutektickim smesama uti¢e na
prinos ekstrakcije, medutim ne utiCe na sastav ekstrakata. Rezultati spektrofotometrijskih
eseja su potvrdili ovaj uticaj. Dobijeni PCA model za profil fenolnih jedinjenja i za sadrzZaj
fenolnih jedinjenja su takode potvrdili uticaj molskog odnosa na ekstrakciju 1 na graficima
skorova latentnih varijabli se moZe uociti rasutosti glicerinskih ekstrakata, kao posledica
razli¢itog molskog odnosa.

Sadrzaj vode — Rezultati dobijeni u sklopu istrazivanja efikasnosti ekstrakcije fenolnih
jedinjenja iz lekovitog bilja primenom eutektickih smeSa su pokazali da povecanje sadrzaja
vode moZe smanjiti viskoznost eutekticke smese, Sto pozitivno utice na prinos ekstrakcije, ali
dovodi do promene sastava ekstrahovanih jedinjenja, jer utice i na polarnost eutekti¢ke smese.
PCA model dobijen za profil fenolnih jedinjenja podubice je potvrdio postojanje razlike u
sastavu ekstrahovanih jedinjenja koje je uslovio sadrzaj vode. Osim toga, poveéanje sadrzaja
vode u smesi dovodi do izjednacavanja efikasnosti ekstrakcije razli¢itih eutektickih smesa,
Sto sugeriSe da voda postaje glavni medijum za ekstrakciju i u sistemima sa 50% (w/w) vode
postaje jedina komponenta koja vrsi ekstrakciju. Rezultati COSMO-RS modela su potvrdili
uticaj vode na rastvorljivost jedinjenja. Model uraden u sklopu istraZivanja podubice je
ukljucio molekule vode u supramolekulski kompleks (HBD:HBA:voda) i pokazao je bolje
slaganje sa eksperimentalnim vrednostima u odnosu na COSMO-RS model koji nije ukljucio
vodu, §to je bilo u slucaju istrazivanja petrovca.
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e Fizicko—hemijski parametri — Razli¢it sastav eutektickih smeSa uti¢e na fizicko—hemijska
svojstva eutektika i rezultati su pokazali da smeSe koje su sadrzale organsku kiselinu su
uglavnom bolje ekstrahovale fenolne kiseline, Sto moze biti posledica nize pH vrednosti
eutekticke smese. Takode uticaj kisele komponente eutektika se moze videti u slucaju
ekstrakcije antocijana iz voc¢a, gde su bile najuspesnije smeSe one koje su sadrzale organsku
kiselinu, a samim tim i nizu pH vrednost. U slucaju ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz
bobicastog voca rezultati su pokazali da su holin—hloridne eutektiCke smese koje sadrze
polihidroksilni alkohol kao HBD bolja ekstrakciona sredstva u poredenju sa smesama koje su
sadrzale Secer kao HBD, §to moze biti posledica razli¢ite viskoznosti.

Dobijeni rezultati pokazuju da je ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz prirodnih proizvoda kompleksan
proces, u kojem osim uticaja sastava i strukture eutekticke smese, udela vode i molskog odnosa, veliki
uticaj ima i matriks, Sto otezava predvidanje ucinka ekstrakcije i sastava dobijenog ekstrakta. Za
razliku od literaturnih podataka koji ukazuju na Cinjenicu da je zbog slozenosti prirodnih proizvoda
tesko predloziti jedinstvenu eutekticku smesSu za ekstrakciju fenolnih jedinjenja, u okviru ove
disertacije uradeno je poredenje uticaja matriksa na uc¢inak ekstrakcije i izdvojene su eutekticke smese
koje se mogu koristiti za selektivnu ekstrakciju odredene klase fenolnih jedinjenja kod razli¢itih
matriksa.

COSMO-RS model primenjen u sklopu ove disertacije je pruzio bolji uvid u medumolekulske
interakcije koje uti¢u na proces ekstrakcije i omogucio predvidanje efikasnosti ekstrakcije odredenih
fenolnih jedinjenja koja koja je bila u saglasnosti sa eksperimentalnim podacima. Dobijeni rezultati
potvrduju korisnost i efikasnost predlozenog teorijskog pristupa koji uklju¢uje COSMO-RS
modelovanje radi olakSavanja i racionalnog izbora eutektickih smeSa za ciljanu ekstrakciju. Osim
toga model primenjen u istrazivanju podubice koji je zasnovan na ternarnim kompleksima
HBD:HBA:voda, pokazuje da je vodoni¢na veza izmedu komponenata eutekticke smeSe ouvana u
prisustvu tri molekula vode, §to odgovara masenom sadrzaju vode od 20% 1 predstavlja redak primer
u literaturi ispitivanja uticaja vode u COSMO-RS predvidanjima efikasnosti ekstrakcije. Rezultati
COSMO-RS studije su u slucaju nekih eutektickih smeSa pokazali suprotan trend u poredenju sa
eksperimentalnim rezultatima i1 neslaganje u rezultatima se uglavnom javlja u slu€aju kada izmedu
rastvaraca 1 rastvorene supstanca prevladavaju nepolarne interakcije.

Visoko—efikasna tankoslojna hromatografija se pokazala kao korisna metoda u preliminarnoj proceni
efikasnosti ekstrakcije primenom eutektickih smesa iz tri razloga:

e Omogucava brzu, jednostavnu i ekoloski prihvatljivu analizu kompleksnih matriksa —
Ekoloska prihvatljivost se pre svega ogleda u upotrebi malih koli¢ina rastvaraca i uzoraka, ali
1 u brzini 1 malom utroSku energije, kao 1 mogucénosti istovremene analize viSe uzoraka. U
slucaju HPTLC analize ekstrakta podubice je uradena procena ekoloSke prihvatljivosti ove
metode pomo¢u NEMI piktograma i Eko—skale i metoda je ocenjena kao zelena.

e Pruza moguc¢nost hemijske 1 bioloSke derivatizacije — U slucaju ispitivanja ekstrakata
bobicastog voc¢a hemijska derivatizacija je omogucila identifikaciju razli€itih klasa jedinjenja,
dok je bioloska derivatizacija (bioautografija) pruzila informacije o antioksidativnoj i
antibakterijskoj aktivnosti pojedinacnih jedinjenja. Iako derivatizacija HPTLC ploca
predstavlja veliku prednost ove metode, ona nije u skladu sa principima zelene analiti¢ke
hemije, jer jedan od principa sugeriSe da derivatizaciju treba izbegavati. Medutim ako se
posmatraju principi bele analiticke hemije, koja predstavlja kompromis izmedu ekoloske
prihvatljivosti 1 korisnosti analiticke metode, situacija je drugacija, jer se nijedan od principa
ne odnosi direktno na derivatizaciju. Sa aspekta bele analiticke hemije derivatizaciju treba
posmatrati kroz toksi¢nost reagensa i1 koli¢ine formiranog otpada i ako su ovi principi
ispunjeni metoda se moze smatrati belom. Osim toga HPTLC metoda ispunjava sva Cetiri
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principa bele analiticke hemije koji se odnose na praktiCnost— isplativost, vremenska
efikasnost, zahtevnost i operativna jednostavnost.

Kombinovanje sa hemometrijskom analizom podataka — Neciljano hromatografsko
profilisanje, koje koristi ceo hromatografski signal kao jedinstveni hemijski otisak ekstrakta,
bez identifikacije pojedinacnih pikova, je dalo sveobuhvatniji pristup u proceni ucinka
ekstrakcije u slucaju ekstrakta propolisa, u poredenju sa ciljanom analizom zasnovanom na
identifikaciji 1 karakterizaciji nepoznatih metabolita. Jedna od strategija zelene analiticke
hemije jeste primena hemometrijskih metoda, pri cemu se eksperimentalni dizajn najcesce
primenjuje, jer smanjuje broj potrebnih eksperimenata. U ovoj disertaciji primenjena je
analiza glavnih komponenata koja je omogucila smanjenje dimenzionalnosti podataka i
grupisanje objekata $to je pruzilo uvid u efikasnost ekstrakcije primenom eutektickih smesa.
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7. Prilog

Tabela P 1. Uporedni - test za spektrofotometrijske eseje kod uzorka petrovca.

*

Tabela P 2. Uporedni ¢ test za kvantifikovane fenole kod uzorka petrovca.

t P
K1 vs E1 1,02 0,41
K1 vs E2 1,01 0,42
K1vs E3 1,34 0,31
K1 vs E4 1,31 0,32
K1 vs E5 1,28 0,33
K1 vs E6 1,27 0,33
K1 vs E7 0,27 0,81
K1 vs E8 1,24 0,34
K1 vs E9 0,83 0,49
K1 vs E10 1,40 0,30
K1vs E11 1,42 0,29
K1vs E12 1,40 0,30
K1 vs E13 1,08 0,39
K1 vs E14 1,37 0,30
K1 vs E15 0,06 0,96
K1vs E16 0,81 0,50
K1vs E17 1,53 0,27
K1vs E18 1,19 0,39
K1vs E19 1,38 0,30

*ty= 4,30

t P
K1 vs E1 1,10 0,29
K1 vs E2 0,73 0,47
K1vs E3 1,10 0,29
K1 vs E4 0,63 0,54
K1 vs E5 0,60 0,56
K1 vs E6 2,09 0,05
K1 vs E7 2,22 0,04
K1vs E8 1,66 0,11
K1vs E9 2,38 0,03
K1 vs E10 1,94 0,07
K1vs E11 2,01 0,06
K1vs E12 1,97 0,07
K1 vs E13 2,35 0,03
K1 vs E14 1,14 0,27
K1 vs E15 2,22 0,04
K1 vs E16 1,43 0,17
K1vs E17 0,33 0,74
K1 vs E18 1,29 0,22
K1vs E19 1,82 0,09

*ty= 2,10
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Tabela P 3.Uporedni 7 test za spektrofotometrijske eseje kod uzorka podubice.

*

t P
K1lvs E1l 1,89 0,20
K1vs E2 1,36 0,31
K1vs E3 1,80 0,21
K1lvs E4 1,80 0,27
K1vsES 0,70 0,56
K1vs E6 1,71 0,23
K1vsE7 1,36 0,31
K1vs E8 2,53 0,13
K1vs E9 1,74 0,22
K1vs E10 1,25 0,34
K1lvs E11 1,71 0,23
K1vs E12 1,70 0,23
K1vs E13 1,83 0,21
K1vs E14 1,44 0,29
K1vs E15 1,63 0,25
K1vs E16 1,28 0,33
K1vs E17 1,75 0,22
K1vs E18 1,60 0,25
K1lvs E19 1,47 0,28
*ter= 4,30

Tabela P 4. Uporedni - test za kvantifikovane fenole kod uzorka podubice.

*

t P
K1lvs El 2,19 0,04
K1vs E2 1,32 0,2
K1vs E3 0,43 0,67
K1vs E4 0,08 0,94
K1 vs E5 0,78 0,44
K1 vs E6 0,45 0,66
K1vs E7 0,93 0,37
K1 vs E8 3,03 0,01
K1 vs E9 1,32 0,2
K1vs E10 0,08 0,94
K1lvs E11 1,46 0,16
K1lvs E12 2,60 0,02
K1vs E13 1,20 0,24
Klvs El4 0,17 0,33
K1vs E15 2,19 0,04
K1vs E16 1,83 0,08
K1vs E17 1,87 0,08
K1vs E18 1,78 0,09
K1vs E19 2,09 0,05
*t=2,10
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Tabela P 5. Uporedni - test za spektrofotometrijske eseje kod uzorak bobicastog voca.

Aronija Borovnica Crni godzi
t° P t" P t" P
K1lvs E1l 2,01 0,14 0,16 0,88 0,13 0,91
K1 vs E2 0,88 0,44 1,59 0,21 1,59 0,21
K1vs E3 1,14 0,34 1,33 0,27 1,38 0,26
K1vs E4 1,87 0,16 1,20 0,32 2,48 0,09
K1 vs E5 2,55 0,08 2,48 0,09 2,52 0,09
K1 vs E6 1,94 0,15 1,99 0,14 1,84 0,16
K1vs E7 2,19 0,12 2,06 0,13 0,45 0,68
K1 vs E8 1,11 0,35 1,34 0,27 1,62 0,20
K1 vs E9 0,17 0,88 0,56 0,61 0,16 0,88
K1vs E10 1,34 0,27 1,92 0,15 0,62 0,58
K1lvs E11 2,76 0,07 2,52 0,09 3,01 0,06
K1vs E12 2,17 0,12 2,13 0,12 2,94 0,06
K1vs E13 2,03 0,14 1,73 0,18 2,98 0,06
K1vs E14 2,32 0,10 2,41 0,09 3,13 0,05
K1vs E15 2,17 0,12 2,18 0,12 3,37 0,04
K1vs E16 2,35 0,10 2,37 0,10 3,02 0,06
K1vs E17 2,32 0,10 3,01 0,06 2,77 0,07
K1vs E18 2,49 0,09 2,96 0,06 2,66 0,08
K1vs E19 2,38 0,10 1,55 0,22 1,11 0,35
K1vs E20 1,38 0,26 0,77 0,50 3,52 0,04
K1vs E21 2,95 0,06 0,71 0,53 3,20 0,05
K1 vs E22 1,21 0,31 2,39 0,10 0,61 0,58
K1 vs E23 1,37 0,26 1,70 0,19 0,96 0,41
K1 vs E24 1,89 0,16 1,61 0,21 1,27 0,29
K1 vs E25 2,48 0,09 1,68 0,19 3,17 0,05
K1 vs E26 1,14 0,34 1,11 0,35 2,14 0,12
K1 vs E27 2,27 0,11 0,29 0,79 2,14 0,12
K1 vs E28 1,49 0,23 0,89 0,44 0,60 0,59
K1 vs E29 1,44 0,25 1,22 0,31 0,39 0,72
K1 vs E30 1,41 0,25 1,79 0,17 1,27 0,29
K1vs E31 1,38 0,26 2,50 0,09 1,11 0,35
K1 vs E32 1,40 0,25 1,21 0,31 1,18 0,32
K1 vs E33 0,11 0,92 1,15 0,33 0,86 0,45
K1 vs E34 2,94 0,06 0,57 0,61 0,56 0,61
K1 vs E35 1,28 0,29 2,09 0,13 0,52 0,64
K1 vs E36 1,43 0,25 0,49 0,66 0,02 0,99
*t=3,18
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Tabela P 5. Nastavak

Aronija Borovnica Crni godzi
t° P t" P t" P
K2 vs E1 1,94 0,15 0,21 0,84 1,91 0,15
K2 vs E2 1,55 0,22 1,63 0,20 1,90 0,15
K2 vs E3 1,85 0,16 1,27 0,29 2,79 0,07
K2 vs E4 2,43 0,09 0,70 0,53 2,31 0,10
K2 vs E5 0,24 0,82 2,28 0,11 0,65 0,56
K2 vs E6 1,85 0,16 1,69 0,19 2,53 0,09
K2 vs E7 1,65 0,20 1,91 0,15 2,02 0,14
K2 vs E8 1,69 0,19 1,73 0,18 1,68 0,19
K2 vs E9 2,30 0,11 0,58 0,60 1,70 0,19
K2 vs E10 1,78 0,17 2,34 0,10 1,42 0,25
K2 vs E11 0,58 0,60 2,37 0,10 0,65 0,56
K2 vs E12 0,03 0,98 2,03 0,14 0,38 0,73
K2 vs E13 1,49 0,23 1,73 0,18 1,49 0,23
K2 vs E14 1,37 0,26 2,23 0,11 0,75 0,51
K2 vs E15 0,12 0,91 2,05 0,13 1,08 0,36
K2 vs E16 1,19 0,32 2,20 0,12 0,74 0,51
K2 vs E17 1,31 0,28 2,75 0,07 0,64 0,57
K2 vs E18 1,12 0,34 2,68 0,08 2,10 0,13
K2 vs E19 1,56 0,22 1,74 0,18 2,83 0,07
K2 vs E20 1,76 0,18 0,35 0,75 1,66 0,20
K2 vs E21 0,85 0,46 0,48 0,66 0,75 0,51
K2 vs E22 1,66 0,20 1,81 0,17 1,44 0,25
K2 vs E23 1,79 0,17 1,77 0,17 1,63 0,20
K2 vs E24 2,18 0,12 1,62 0,20 1,80 0,17
K2 vs E25 1,34 0,27 1,89 0,16 1,77 0,17
K2 vs E26 2,13 0,12 0,61 0,58 2,73 0,07
K2 vs E27 2,24 0,11 0,06 0,96 2,49 0,09
K2 vs E28 1,74 0,18 0,78 0,49 2,10 0,13
K2 vs E29 1,74 0,18 1,23 0,31 2,17 0,12
K2 vs E30 1,80 0,17 1,83 0,16 1,85 0,16
K2 vs E31 1,76 0,18 2,99 0,06 2,44 0,09
K2 vs E32 1,79 0,17 1,14 0,34 1,78 0,17
K2 vs E33 2,54 0,08 1,02 0,38 2,16 0,12
K2 vs E34 2,32 0,10 1,60 0,21 1,63 0,20
K2 vs E35 1,75 0,18 1,75 0,18 2,32 0,10
K2 vs E36 1,74 0,18 0,03 0,98 2,32 0,10
K1 vs K2 2,18 0,12 1,20 0,32 2,47 0,09
*t=3,18
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Tabela P 6. Uporedni 7 test za kvantifikovane fenole kod uzorak bobicastog voca.

*

t P
Aronija

K1 vs E5 1,51 0,14
K1lvs E12 1,64 0,11
Klvs E14 1,61 0,12
K1lvs E21 0,11 0,92
K1vs E8 0,73 0,47

Borovnica
K1vs E5 1,33 0,19
K1lvs E12 1,89 0,07
K1lvs E17 3,21 0,00
K1 vs E29 0,73 0,47
K1vs E25 1,28 0,21

Crni godzi
K1vs E5 1,05 0,30
Klvs E1ll 0,21 0,83
K1lvs E15 0,41 0,68
K1lvs E21 1,39 0,18
K1lvs E34 1,14 0,26

*=2,05
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IZJAVA

U3sjaBa o ayTopcTBy

Wme 1 npeanme aytopa Mwuna Y. IlazoBuh

Bpoj nHgekca nOx17/2019

UsjaBrbyjem
[a je QOKTOpCKa AucepTaluja noa HacroBom

Paseoj meTogonoruje 3a 3eneHy eKcTpakuujy 6MOaKTUBHUX KOMMOHEHAaTa U3 NPUPOAHNX
npou3Bo/a NPMMEHOM NPUPOAHUX eYTEeKTUUKUX cMeLla

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPAXUBAYKOr pafa;

e [Ja AaucepTtauuja y UenuHU HW y AenoBrMa Huje buna npefnoXeHa 3a crtuuarse Apyre
AvnnomMe npema cTyaujckum nporpaMmMma ApYrux BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA;

e [la Cy pe3ynTaTtil KOPEKTHO HaBedeHU U
e @ HMCaM KpLUuo/na ayTopcka npasa W KOPUCTUO/Na UHTENEKTYanHy CBOjUHY Apyrix nuua.

Motnuc ayropa

Y Beorpagy, M- A0 o2y,

le/(C‘«‘ fdo"gt.lé
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IZJAVA

UsjaBa 0 ucTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U erleKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

Vime 1 npeaunme aytopa Mwuna Y. JlazoBuh

Bpoj uHpekca 0X17/2019

Cryaujckun nporpam Xemuja

Hacnoe paga PasBoj Mertopmonoruje 3a 3eneHy eKCTpakuujy OGUOaKTUBHUX

KOMIMOHeHaTa U3 NpUupoOgHUX nMpoussona nNnpyMMeHOM NMPUpPoOOHUX
€YTEeKTU4YKMX cMella

MeHTop ap JeneHa TpudkoBuh

WsjaBrbyjemM Aa je WiTamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eneKTPOHCKO] Bepauju Kojy
cam npefao/na pagu noxpaweHa y [iurutanHom penosutopujymy YHusepauteta y Georpagy,

[oseorbaBam Aa ce o6jaBe MOju NIMYHU Nodauu Be3aHu 3a fobujarke akageMcKor Hasusa JoKTopa
Hayka, kao LUTO Ccy UMe 1 Npesume, roanHa U MecTo pohersa u gatym oabpaHe pana.

OBK Nu4HM nopauu mory ce objaBUTU HA MPEXHWM CcTpaHuuama aurutanHe 6ubnuoreke, y
EMNeKTPOHCKOM KaTanory 1 'y nybnukauvjama YHusepauteta y Beorpany.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagy, M A0 - 2otk

M-S 306 &
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IZJAVA

UsjaBa o Kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky bubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y QurutanHu penosutopujym
YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AUcEpTaLMjy NOd HACTIOBOM:

Pa3Boj MeTofonoruje 3a 3eneHy eKcTpakuujy 6M0akTUBHUX KOMMNOHeHaTa U3 NpUPoaHUxX
npoussona npPUMeHOM NPUPOJHUX eYTEKTUYKUX CMeLla

KOja je moje ayTopcko aerno.

HAucepTauujy ca cBum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCkoM hopMary norofHoM 3a TpajHo
apxuBupate,

Mojy poktopcky auceptauujy noxpaweHy y [LurutanHom penoautopujymy YHuBepauteta y
beorpaay 1 OCTYNHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYNY MOTy [la KOPUCTE CBU Koju NoLUTYjy oapenbe cagpxaHe
y onabpaHom Tuny nuieHue KpeatusHe 3ajenHule (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyduo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBo — HekoMepLujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND) |

4. AyTopcTBO — HekomepLujanHo — aenuTi nog uctum ycriosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — genuti nod uctum ycnoeuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpykuTe camo jefiHy of LWeCT NOHYHeHUX NULEHLM.
Kpartak onuc nuueHuu je cactaBHu €0 oBe U3jaBe).

Motnuc ayTopa

Y Beorpaay, M Ao 2o 2k,

(/(/{ ‘JC(SC~6-{ é—
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IZJAVA

1. AyTtopctBo. [Jo3BOrbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy W jaBHO caonwTaBawe gena, u
npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHLe,
Yyak 1 y komepuujanHe capxe. OBO je HajcnoboaHuja o4 CBUX NULEHLN.

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUbYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBefe nme aytopa Ha HauuH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOMbaBa komepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpubyumjy n
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa unu ynotpebe gena y cBoMm geny, ako
ce HaBeJe ume ayTopa Ha HaunH ogpefneH of cTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua
He [03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha CBe ocTane nuueHue, 0BOM MNULEHLIOM
ce orpaHunyaBa Hajsehun obum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMepuuvjarlHO — AenuTM noa MCTUM ycrnoBuma. [lo3Borbaeare
yMHOXaBakh-€e, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepaje, ako ce HaBede Mme aytopa
Ha Ha4nH ogpeheH o CcTpaHe ayTopa uUnu AaBaola fMLEHLE U ako ce npepaga auctpubyupa noa
MCTOM WK CcrnMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He [o3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena u
npepaga.

5. AyTtopcTBO — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBarwe, ANCTPUOYLNjy 1 jaBHO caomniuTaBawbe
gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnmkoBara unu ynotpede genay CBOM Aery, ako ce HaBeae ume aytopa
Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe aytopa wnu Adasaoua nuvueHue. OBa nuueHUa A03BOMbaBa
komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — AenuTU noa UCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBate yMHOXaBakwe, AUCTpUbyLmjy m
jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha HaunH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa unv gaeaoua NuueHLEe 1 ako ce npepaga guctpmbympa nog UCTOM UK CIIMYHOM NULEHLLOM.
OBa nuueHua goseorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena m npepaga. CrnivyHa je copTBEpPCKMM
nvueHuamMa, O4HOCHO NnueHLama OTBOPEHOr Koaa.
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