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Mogucnost primene ekstrakata
lekovitog i aromati¢nog bilja u proizvodnji bezalkoholnih pica

Rezime

U okviru doktorske disertacije analizirani su ekstrakti i etarska ulja sedam
odabranih lekovitih i aromati¢nih biljaka, u cilju odabira kvalitetnijih izolata za mogucu
primenu u izradi bezalkoholnih i alkoholnih pi¢a (ledeni ¢aj, sirup, sok, liker).

Ispitivani su nadzemni delovi biljaka Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff,
Origanum vulgare L., Nepeta nuda L., Thymus serpyllum L., Mentha longifolia (L.)
Hudson, Hyssopus officinalis L. (familija Lamiaceae), kao i Artemisia alba Turra
(familija Asteraceae), sakupljani u fenoloskoj fazi cvetanja 2009. godine sa podrucja
juzne i jugoistoéne Srbije. U cilju spreCavanja eventualne degradacije manje stabilnih
jedinjenja, veéi deo biljnog materijala je suSen na sobnoj temperaturi. Samo je herba M.
longifolia suSena na tri razlicita nacina i analiziran uticaj razli¢itih tehnika suSenja na
hemijski sastav i bioloske aktivnosti njenih izolata. Na osnovu odredenih parametara
uocen je uticaj vrste susenja na kvalitet biljnog materijala.

Etanolno vodeni ekstrakti pripremljeni su modifikovanim farmakopejskim
postupkom perkolacije (ekstragens 70% etanol; odnos biljni materijal : dobijeni te¢ni
ekstrakt 1:2), a etarska ulja su izolovana hidrodestilacijom po Klevendzeru. Za pripremu
izolata kori$¢eni su rastvaraci upotrebljivi u prehrambenoj industriji (etanol i voda).

Kako bi se odabrali bioloski najkvalitetniji biljni izolati, istrazivanja su obuhvatila
ispitivanje hemijskog sastava ekstrakata i etarskih ulja, a u ekstraktima je dodatno
odreden i sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida. Provera antioksidantne aktivnosti
ekstrakata i etarskih ulja sprovedena je FRAP i DPPH testovima, a njihova
antimikrobna aktivnost difuzionim i dilucionim testovima. Na osnovu dobijenih
rezultata, formulisani su proizvodi iz grupe osvezavajucih bezalkoholnih i alkoholnih
pica, koja su bila senzorno prihvatljiva.

Kontrola kvaliteta biljnih sirovina obuhvatila je osnovna hemijska ispitivanja
(vlaga, pepeo), a rezultati su bili u farmakopejskim granicama, §to ukazuje da su uzorci
dobro pripremljeni, tj. dobro osuSeni i ociS¢eni. Kako su isparljive komponente

ekstrakata i etarskih ulja odgovorne i za aromu biljnog materijala, njihov sastav je



odreden koris¢enjem GC-FID 1 GC-MS tehnika. Analiza neisparljive frakcije ekstrakata
sprovedena je HPLC tehnikom.

Antioksidantnim svojstvima hrane pridaje se veliki znacaj, a uzev§i u obzir
¢injenicu da antioksidantna aktivnost biljnih ekstrakata u velikoj meri zavisi od sadrzaja
fenolnih komponenata kao prirodnih proizvoda sa velikim antioksidantnim
potencijalom, odreden je njihov ukupni sadrzaj, kao i posebno sadrzaj flavonoida.
Analizom ekstrakata utvrdeno je da oni mogu biti dobar izvor fenola (najveci sadrzaj
fenola i flavonoida prisutan je u ekstraktu biljne vrste O. vulgare (129,2+12,71 mg
galne kis/g suvog ekstrakta, odnosno 110,7+2,47 mg rutina/g suvog ekstrakta), dok je
najnizi sadrzaj ovih jedinjenja detektovan u ekstraktu biljne vrste N. nuda (40,9 mg
galne kis/g suvog ekstrakta, odnosno 20,0+0,6 mg rutina/g suvog ekstrakta).
Ustanovljeno je da nac¢in susenja biljnog materijala uti¢e na hemijski sastav i1 bioloske
aktivnosti njihovih izolata. Tehnika suSenja ima znacajan uticaj na sadrzaj flavonoida u
dobijenim ekstraktima, Sto je dokazano Takijevim testom na nivou poverenja od 95%.
Najvecu antioksidantnu aktivnost odredenu FRAP i DPPH testom pokazali su ekstrakti
herbe sugene prirodnim putem (2,76£0,15 mmol Fe®'/g suvog ekstrakta, i
EC5y=21,00£2,00 pg/ml), a najmanju ekstrakti herbe suSene u laboratorijskoj susnici
(1,13+0,21 mmol Fe*'/g suvog ekstrakta i ECs5p=36,00+4,00 pg/ml). Ekstrakt herbe
suSene prirodnim putem ima najvec¢i sadrzaj ukupnih fenola (113,8+2,0 mg galne
kiseline/g suvog ekstrakta) i flavonoida (106,7+0,3 mg rutina/g suvog ekstrakta).

Antimikrobna aktivnost ekstrakata i etarskih ulja odredena je difuzionom i
mikrodilucionom metodom testiranjem na devet standardnih sojeva bakterija i dva
standardna soja gljivica, poredenjem sa antibioticima (ampicilin, amikacin i nistatin).
Etarsko ulje S. kitaibelii je u obe primenjene koncentracije (2 i 4%) bilo najaktivnije
prema B. subtilis (190,0%, odnosno 213,3% aktivnosti ampicilina), O. vulgare prema S.
epidermidis (175,0%, odnosno 220,8% aktivnosti ampicilina). Etarsko ulje 4. alba je
bilo najaktivnije prema S. epidermidis (283,3%, odnosno 300,0% aktivnosti ampicilina),
dok je najveca aktivnost etarskog ulja 7. serpyllum ispoljena prema Gram (+) bakteriji
S. aureus (144,2%, odnosno 148,1% od aktivnosti ampicilina i od 150,0%, odnosno
154,0% aktivnosti amikacina).

Izolati herbe M. longifolia suSene na tri razlic¢ita nacina ispoljili su signifikantnu

antimikrobnu aktivnost na sve testirane sojeve. Generalno, pokazuju slicnu



antimikrobnu aktivnost, §to je i razumljivo zbog slicnosti u hemijskom sastavu. Najvecu
osetljivost na sva tri uzorka su pokazali B. subtilis, M. luteus 1 E. faecalis.

Bezalkoholna i alkoholna pi¢a se proizvode na osnovu proizvodackih specifikacija,
a veca antioksidantna aktivnost moze da poboljsa kvalitet ovih proizvoda. Zahvaljujuci
utvrdenoj visokoj antioksidantnoj aktivnosti ispitivanih ekstrakata, formulisani su
gotovi proizvodi koji imaju specificna ali optimalna senzorna svojstva. Ekstrakti su
koris¢eni u pripremi proizvoda tipa ledeni caj, sirup, sok i liker, u koli¢ini koja
zadovoljava senzorne karakteristike. Antioksidantna aktivnost krajnjeg proizvoda
takode je vrednovana, te je utvrdena najbolja receptura za dobijanje kvalitetnih
proizvoda. Za pripremu ledenog ¢aja odabrani su ekstrakti herbe ¢ubra S. kitaibelii i
vranilove trave O. vulgare, koji su se zbog prijatnog i osvezavajuc¢eg ukusa najbolje
uklopili u senzorne karakteristike proizvoda. Zahvaljujuéi prijatnom mirisu, ekstrakt
herbe majkine duSice 7. serpyllum se koristio za izradu sirupa. Za proizvodnju
osvezavajuceg pic¢a koriS¢ena je herba M. longifolia koja je prirodno suSena jer je
ovakav nacin suSenja ispoljio najbolji antioksidantni kapacitet. Sastojci ekstrakta i
seskviterpenska jedinjenja prisutna u herbi pelena A. alba su gorkog ukusa, zbog cega
se proverila i pogodnost za dobijanje specifi¢nih pi¢a za uzivanje, kao sto je liker.

Analizom gotovih proizvoda pokazano je da je najbogatiji fenolnim jedinjenjima
ledeni ¢aj sa ekstraktom herbe O. vulgare, koji ujedno ima najveci sadrzaj flavonoida i
pokazuje najjacu antioksidantnu aktivnost. Ovaj zakljucak potkrepljen je uporednim
testom jednofaktorske analize varijanse. Ovakvi rezultati su ocekivani, jer ekstrakt O.

vulgare ima najveci sadrzaj polifenolnih jedinjenja i najveci antioksidantni kapacitet.

Kljucne reci: bezalkoholna pic¢a, suSenje, ekstrakt, etarsko ulje, ukupni fenoli,
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The possibility of use of the extracts of medicinal and

aromatic herbs in the production of soft drinks

Abstract

In the doctoral dissertation the extracts and essential oils of seven selected
medicinal and aromatic herbs have been analyzed, in the aim of selecting high quality
isolates for the possible use in the production of soft and alcoholic drinks (ice tea, syrup,
juice, liqueur).

The aerial parts of the herb Satureja kitaiibelli Wierzb. Ex Heuff, Origanum
vulgare L., Nepeta nuda L., Thymus serpyllum L., Mentha longifolia (L.) Hudson,
Hyssopus officinalis L. (family Lamiaceae), as well as Artemisia alba Turra (family
Asteraceae) have been analyzed and gathered in the phenol phase of blooming in 2009,
from the area of the south and south east Serbia. In the aim of stopping the possible
degradation of less stable compounds, the greater part of herb material was dried at
room temperature. Only the herb M. longifolia was dried in three different ways and it
was analyzed the influence of different techniques of drying on the chemical structure
and biological activities of its isolates. On the basis of certain parameters the influence
of the way of drying on the quality of herb material was noticed.

Ethanol water extracts were prepared by the modified pharmacopeia process of
percolation (extra agent of 70% ethanol; obtained liquid extract 1:2), while the essential
oils were isolated by hydro distillation according to Clevenger. The solutions used in
food industry (ethanol and water) were also used for the preparation of isolates.

In order to select biologically high quality herb isolates, the research included the
examination of chemical structure of extracts and essential oils, and in extracts was
obtained additionally the content of total phenols and flavonoids. The check of the
antioxidant activity of extracts and essential oils was conducted by FRAP and DPPH
assays, and their antimicrobial activity by diffusion and delusional assays. According to
the obtained results, the products from the group of fresh soft and alcoholic drinks,
which were sensory accepted, were formulated.

The control of quality of herb raw materials included the basic chemical research

(humidity, ashes), while the results were in the limits of pharmacopeia, which shows



that the samples were well prepared, that is to say, well dried and cleaned. Since the
evaporable components of extracts and essential oils are responsible for the aroma of
herb materials, their content was determined by the use of GC-FID and GC-MS
techniques. The analysis of non-evaporable fraction of extracts was conducted by HPLC
techniques.

Antioxidant characteristics of food have been given the great amount of
importance, and taking into consideration the fact that the antioxidant activity of herb
extracts greatly depends on the content of phenol components as natural products with
high antioxidant potential, their total content was obtained, as well as the content of
flavonoids. The analysis of extracts showed that they can be a good source of phenols
(the highest content of phenols and flavonoids is presented in the extract of herb O.
vulgare (129,2+12,71 mg of gallic acid/g of dry extract, i.e. 110,7+2,47 mg of rutin/g of
dry extract) while the lowest content of these compounds was detected in the extract of
herb N. nuda (40,9 mg of gallic acid/g of dry extract, i.e. 20,0+0,6 mg of rutin/g of dry
extract). It was determined that the way of drying of herb materials has an influence on
the chemical structure and biological activities of their isolates. The way of drying has a
great influence on the content of flavonoids in the obtained extracts, which was proved
by Taka’s assay on the level of certainty of 95%. The highest antioxidant activity
determined by FRAP and DPPH assays showed the extracts of the herb dried naturally
(2,76=% 0,15 mmol Fe/g of dry extract, and EC5,=21,00+2,00 pg/ml), and the lowest the
extracts of herb dried in laboratory oven (1,13+£0,21 mmol Fe/g of dry extract and ECs
=36,00 +4,00 pg/ml). The extract of the herb dried naturally has the highest content of
total phenols (113,8+ 2,0 mg of gallic acid/g of dry extract) and flavonoids (106,7+0,3
mg of rutin/g of dry extract).

Antimicrobial activity of extracts and essential oils was determined by the diffusion
and micro- dilution method of testing nine standard strains of bacteria and two standard
strains of fungus, in comparison with antibiotics (ampicillin, amikacin and nystatin).
The essential oil S. kitaibelii in both used concentrations (2 and 4%) was the most active
towards B. subtilis (190,0%, i.e. 213,3% of ampicillin activity), O. vulgare towards S.
epidermidis (175,0%, i.e. 220,8% of ampicillin activity). The essential oil A. alba was
the most active towards (283,3%, i.e. 300,0% of ampicillin activity) while the highest

activity of essential oil 7. serpyllum was shown towards Gram + bacterium S. aureus



(144,2% 1i.e. 148,1 % of ampicillin activity and 150,5%, i.e. 154,0% of amikacin
activity).

The isolates of herb M. logifolia dried in three different ways have shown the
significant antimicrobial activity on the all assayed strains. Generally, they show the
similar antimicrobial activity, which is considerable because of the similarity in the
chemical structure. B. subtilis, M. luteus and E. faecalis have shown the highest
sensitivity to all three samples.

Soft and alcoholic drinks are produced on the basis of productive specifications,
and the higher antioxidant activity can improve the quality of these products. Thanks to
the high obtained antioxidant activity of assayed extracts, the readymade products,
which have specific but optimal sensory characteristics, have been formulated. Extracts
have been used for obtaining products such as ice tea, syrup, juice and liqueur, in the
quantity which satisfies sensory characteristics. The antioxidant activity of the final
product has been valued too, thus the best recipe for obtaining high quality products has
been determined. For the preparation of ice tea the extracts of herb savory S. kitaibelii
and wild marjoram O. vulgare were chosen, which, because of the pleasant and fresh
taste, matched the best in the sensory characteristics of the product. Thanks to the
pleasant aroma, the extract of the herb thyme T. serpyllum was used for the preparation
of syrup. For the production of fresh drinks was used herb M. longifolia which was
dried naturally since this way of drying showed the best antioxidant capacity. The
components of extracts and sesquiterpene compounds presented in herb absinthe
(wormwood) A. alba are of bitter taste, because of which it was checked the availability
for obtaining of specific drinks for pleasure , such as liqueur.

The analysis of readymade products has shown that ice tea with the extract of herb
O. vulgare is the richest in phenol compounds, and it, at the same time, has the highest
content of flavonoids and shows the strongest antioxidant activity. This conclusion has
been supported by the comparative assay of one-factor analysis of variance. Such results
have been expected, since the extract O. vulgare has the highest level of poly-phenol

compounds and the highest antioxidant capacity.

Key words: soft drinks, drying, extract, essential oil, total phenols, flavonoids,

antioxidant capacity, antimicrobial capacity.
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Doktorska disertacija mr Dragana Stanisavljevié¢

1. UVOD

Razli¢iti nivoi civilizacijske svesti tokom istorije uslovljavaju i razlicite zahteve za
vrstom i kvalitetom hrane kao egzistencijalnom potrebom ljudi. Za upotrebu u ljudskoj
ishrani, zastita kvaliteta i bezbednost hrane, kao i kvalitetan nacin ishrane, centralno je
pitanje. Od njega zavisi ne samo zivot pojedinaca, ve¢ i opstanak vrsta i zivota na
zemlji. Kontrola kvaliteta 1 upravljanje kvalitetom 1 bezbednoS¢u hrane su zato
podignuti na visok nivo kolektivne svesti 1 odgovornosti. Odgovaraju¢e medunarodne,
nacionalne pa i lokalne institucije prihvataju saznanje o svojoj odgovornosti prema
ljudima i zivotinjama. Zato se definiSu procedure proizvodnje i kontrole hrane. Ipak, na
osnovu saznanja o potrebama organizma i sastava pojedinih nepreradenih namirnica,
razvijen je sistem piramide ishrane i piramide unosa te¢nosti, ali i metoda za definisanje
idealne telesne mase (grade organizma).

Regulisanju oblasti hrane 1 nadzoru nad tim sektorom okrecu se detaljno politike,
planovi, programi i1 zakonodavstvo drustva. U ovim aktivnostima centralno mesto
zauzima potrosac, koji ima pravo na kvalitetnu, zdravu i bezbednu hranu, kao i na sve
neophodne informacije o njenom sastavu, nacinu i posledicama upotrebe na njega i
njegovo potomstvo. Osim navedenog postoje joS dva ne manje bitna aspekta za
potrosaca: cena i zastita od obmane. Uz viSe ili manje marketinskih akcija, na trzistu se
stalno, pojavljuju prozvodi razli¢itih zvu¢nih naziva i oznaka: ,,zdrava hrana®“, ,,eko
hrana®, ,,zelena jabuka®, i dr. Ono §to u osnovi treba znati je da hrana moze da bude
funkcionalna, nova i organski proizvedena. Sa stanovista kvaliteta ishrane posebno se
potencira primena tradicionalne ishrane za neki (za svaki) region na planeti. Ipak, danas
je to veoma tesko, jer tradicionalna ishrana iz raznih razloga je sve manje odrziva. Zato
se na trzi$tu javljaju i neki novi proizvodi.

Za funkcionalnu hranu ne moze se re¢i da predstavlja samo novi trend u
prehrambenoj industriji, ve¢ je to koncept koji uspostavlja novu vezu izmedu ishrane i
zdravlja. Biljni aktivni sastojci u funkcionalim proizvodima su nosioci razlicitih
aktivnosti (antioksidantna, antimikrobna, imunostimuliraju¢a, deluju povoljno na organe
za varenje, disanje, izluCivanje itd.), ali uticu 1 na senzorna svojstva prehrambenog
proizvoda. Prema sluZbenoj definiciji EU, nova hrana (,,novel food*) predstavlja hranu
ili ingredijente hrane koji se ranije nisu konzumirali u znacajnom stepenu. Ovakav tip

hrane treba posmatrati kao ispunjenje ostalih zahteva potroSaca za sve boljim
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kvalitetom, pogodnijim nacinom konzumiranja, tj. za zadrzavanjem kvaliteta u Sto
duzem vremenskom periodu. Nova hrana zapravo poseduje osobine koje podsecaju na
sveze 1 prirodno stanje hrane. Organska hrana je proizvedena, preradena i/ili izneSena na
trziSte u saglasnosti sa odnosnim medunarodnim standardima, koja potice iz organske
poljoprivrede.

Poznato je da zdravlje organizma zavisi od kvaliteta ishrane i od unosa bitnih
mikronutrijenata. Na zalost, danas sve manje unosimo ove supstance jer smo promenili
nadin Zivota i ishrane. Covek je te mikronutrijente unosio u organizam kori§¢enjem
biljne hrane koju je dobijao iz prirode. O tome najcesée govore zdravstveni radnici jer
se zdravlje direktno dovodi u vezu sa kvalitetom hrane i ishrane. Cesto se citira stav oca
medicine koji je uveo ekvivalenciju: ,,neka nam hrana bude kao lek, a lek kao hrana®.
Ovakva identifikacija hrane i leka u njegovo vreme i nije bila pogresna. Sta vise, bila je
logicna jer se i1 hrana i lek zajedno uzimaju iz prirode. Danas, ovaj stav ne moze da bude
opravdan jer je upotrebna vrednost lekova sasvim definisana, a njihovo koriS¢enje
potpuno ogranic¢eno.

Selekcijom biljaka i zivotinja, od bioloskih dobijene su poljoprivredne nauke.
Mnoge biljne autohtone vrste modifikovane su u nove koje su sada sa boljim
(prihvatljivijim) senzornim karakteristikama, ali na raCun smanjenja prirodne nutritivne
vrednosti. Voce 1 povrée danas nije tako trpko, ve¢ slatko, nije ¢vrsto, ve¢ mekano i
so¢no. Od familije trava stvorili smo Zitarice koje smo postavili u osnovu piramide
ishrane. Iz svih tih razloga naSa ishrana viSe nije toliko raznovrsna. Manje se koristi
dobro poznato zacinsko bilje, a sve znacajnije mesto u proizvodnji hrane zauzimaju
vestacki dobijeni aditivi. Cesto govorimo o ekologiji kao nauci vezano za o¢uvanje
zivotne sredine, a sve manje o ekologiji hrane 1 ishrane.

Iz navedenih razloga nam sve viSe nedostaju neki mikronutrijenti koje smo unosili
kada smo koristili raznovrsnu biljnu ishranu. Sa druge strane, sada je hrana sve
ujednacenija (siromasnija), Sto se i odraZzava na razliCite posledice nepravilne ishrane:
gojaznost, hipertenziju, dijabetes 1 sl.

Posebno je vazno, a sve ¢eS¢e se na tome insistira, da se uve¢a unos antioksidanata.
Oni su neophodni da se spreci starenje Celija tj. razaranje celijskih membrana usled
nagomilanog prisustva slobodnih radikala koji nastaju nepotpunom oksidacijom

razli¢itih nutrijenata. Istrazivanja pokazuju da su aromati¢ne biljke znacajni
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antioksidanti, odnosno nepresusan izvor bioloski aktivnih jedinjenja koja imaju
sposobnost da inhibiraju Stetne oksidacione procese kako u zivoj celiji tako i u
razli¢itim nezivim bioloSkim sistemima i supstratima.

Razli¢iti delovi biljaka (koren, list, cvet, plod, stabljika, kora) svojim
antioksidantnim delovanjem uticu na mnoge fizioloSke procese u organizmu, te na taj
nacin Stite od slobodnih radikala i1 razvoja nepoZeljnih mikroorganizama. Proizvodi koji
se masovno konzumiraju, poput sokova i napitaka, mle¢nih proizvoda, hleba, mesa,
preradenog povrca, znatno bi doprineli boljem zdravlju, ako bi se proizvodili kao
funkcionalna hrana, uz dodatak antioksidanata prirodnog porekla. Antimikrobna
svojstva etarskih ulja i biljnih ekstrakata od velike su vaznosti za mnoge industrije
(prehrambena, kozmeticka, farmaceutska) kao moguca zamena sintetickih konzervanasa
prirodnim, zbog rezistentnosti bakterija na veliki broj antibiotika, ali i sposobnosti
biljaka da sintetiSu bioloski aktivne materije.

Savremeni uslovi zivota 1 ishrane zahtevaju od proizvodaca hrane da se na trzistu
ponudi proizvod sa lakom pripremom tj. brzim koris¢enjem — ¢ak i kada se hrana koristi
u kuénim uslovima. U tom cilju sve ve¢u primenu imaju snek proizvodi, ali 1 pi¢a za
osvezenje 1 uzivanje. Primena ekstrakata aromati¢nog i lekovitog bilja i etarskih ulja
ovde nesumnjivo moze da ima znacajnu ulogu — pogotovu ako se prethodno dobro

pripremi i optimizira njihov hemijski sastav.
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1.1. CILJ RADA

Ovaj rad je osmisljen tako da se izvrS$i hemijska karakterizacija etanolno-vodenih
ekstrakata 1 etarskih ulja herbi lekovitog i1 aromati¢nog bilja sa podrucja juZne 1
jugoistocne Srbije, a zatim, da se pomocu in vitro testova, odredi njihov antioksidantni
kapacitet i antimikrobna aktivnost. Na osnovu takvih saznanja izvrSic¢e se 1 optimizacija
pripreme pica za osvezenje i1 uzivanje. Kvalitet dobivenih proizvoda ¢e se proveriti
(testirati) senzornom ocenom.

Polazeéi od pretpostavke da bi biljni izolati ispitivanog lekovitog i aromati¢nog
bilja mogli da se iskoriste u formulaciji funkcionalnog napitka koji ispoljava
prihvatljive senzorne karakteristike, a uzimaju¢i u obzir sve napred navedene relevantne
faktore, u okviru ove doktorske disertacije postavljeni su sledeci zadaci:

- dobijanje informacija o opStem kvalitetu biljnih vrsta (Satureja kitaibelii,
Origanum vulgare, Nepeta nuda, Thymus serpyllum, Mentha longifolia, Hyssopus
officinalis (familija Lamiaceae), kao i Artemisia alba iz familije Asteraceae) na osnovu
sadrzaja vaznih parametara (vlaga, ukupni pepeo, pepeo nerastvoran u HCI).

- ispitivanje prinosa, hemijskog sastava ekstrakata i etarskih ulja herbi sedam vrsta
sakupljenih sa razli¢itih lokaliteta juzne i jugoisto¢ne Srbije, a u cilju procene kvaliteta
pripremljenih uzoraka kao potencijalne sirovine za funkcionalna pica.

- identifikacija 1 kvantifikacija fenolnih jedinjenja i isparljivih terpenoida u
izolatima ispitivanih biljnih vrsta, kako bi se izvrSila hemijska karakterizacija
ispitivanih vrsta.

- ispitivanje potencijalne antioksidantne 1 antimikrobne aktivnosti ispitivanih
izolata, radi utvrdivanja njihove moguce primene u industriji bezalkoholnih i alkoholnih
pica.

- razmatranje uticaja razliCitih uslova susenja herbe M. longifolia na hemijski
sastav ekstrakata i etarskog ulja, njihove antioksidantne i antimikrobne aktivnosti.

- priprema gotovog proizvoda sa Zeljenim bioloskim svojstvima, tako Sto se
osnovnim sirovinama u odgovarajucoj koli¢ini i1 obliku dodaju lekovite i aromati¢ne
biljne sirovine. Ovim obogaéivanjem sastava, gotov proizvod pored svoje nutritivne
vrednosti pokazuje i jednu novu dimenziju pozitivne uloge na zdravlje ljudi.

- ispitivanje senzornih karakteristika 1 antioksidantne aktivnosti novih proizvoda,

kako bi se odabrala najbolja formulacija za njihovo dobijanje.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. BIOLOSKI AKTIVNA JEDINJENJA U HRANI

Zahvaljujuéi prisustvu jedne ili visSe komponenti (bioloski aktivnih jedinjenja),
veliki deo funkcionalne hrane poseduje osobine sa povoljnim fizioloskim efektima
(Robertfroid, 2001). Bioloski aktivno jedinjenje moze biti makronutrijent (rezistentni
skrob ili ®-3 masna kiselina), mikronutrijent (mineral ili vitamin), neesencijalni sastojak
hrane koji poseduje odredenu energetsku vrednost (konjugovana linolna kiselina,
oligosaharidi, likopen, biljni sterol). Kao funkcionalni sastojci pominju se i neke
fitohemikalije (izoflavoni, fitoestrogeni, sulforafan) ili zivi mikroorganizmi (probiotici).
U digestivnom traktu se nakon konzumiranja funkcionalne namirnice oslobada bioloski
aktivno jedinjenje, koje deluje na mestu oslobadanja (probiotik, dijetno vlakno) ili se
resorbuje i distribuira do ciljnih tkiva, gde ispoljava povoljno dejstvo. U funkcionalnoj
namirnici bioloski aktivno jedinjenje mora biti prisutno u koli¢ini za koju je pokazan
povoljni efekat.

Biljna hrana sadrZi pored minerala 1 vitamina 1 veliki broj drugih organskih
jedinjenja koja imaju svojstvo antioksidanata Sto je i nau¢no dokazano. Misljenje
mnogih stru¢njaka je da upravo ta jedinjenja uticu pozitivno na zdravlje. Visestruko je
istaknut znacaj i1 funkcija antioksidanata u prevenciji mnogih bolesti. Zbog potvrdenih
toksicnih efekata sintetskih antioksidanata opsti trend u svetu je iznalaZzenje prirodnih
izvora za njihovo dobijanje. Novija istraZivanja takode ukazuju na visok sadrzaj

prirodnih antioksidanata u biljkama (Keli et al., 1996; Croft, 1999).

2.1.1. Antioksidantnost i antioksidanti

Jedan od najznacajnijih procesa koji se odvija u hrani je oksidacija koja dovodi
do pogorsanja njenog kvaliteta, odnosno kvarenja. Oksidacioni procesi koji se odvijaju u
prehrambenim proizvodima su jedan od uzroka ogranicenja njihovog roka trajanja.
Slobodni radikali kao i ostali produkti oksidacije lako reaguju sa pigmentima,
vitaminima, amino kiselinama i proteinima $to uti¢e na promenu bioloske i1 nutritivne
vrednosti namirnice (Frankel, 1984).

Kako u bioloskim sistemima, tako i u lipidima prehrambenih proizvoda procesi

oksidacije su uvek prisutni i ne mogu se zaustaviti, ve¢ samo donekle usporiti. Reakcije
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oksidacije se ubrzavaju porastom temperature, delovanjem svetlosti, tragova metala i
pigmenata. U cilju sprecavanja i usporavanja oksidacionih procesa u mnogim
prehrambenim proizvodima primenjuju se postupci smrzavanja, poboljSavanja
higijenske obrade i metoda pakovanja. Cesto to nije dovoljno, tako da se u toku procesa
proizvodnje prehrambenim proizvodima dodaju antioksidanti — specifi¢ni aditivi koji
inhibiraju reakcije oksidacije. Antioksidanti koji su se prvi koristili za konzervisanje
hrane su bili zacini.

Sa aspekta prehrambene industrije supstance koje produzavaju rok trajanja hrane,
sprecavanjem oksidacionih procesa koji pogorSavaju njen kvalitet su antioksidanti
(Pokorny et al., 2001). U prehrambenim proizvodima peroksidacija in vitro se
prvenstveno usporava primenom antioksidanata. Medutim, primena antioksidanata,
posebno prirodnog porekla, ima znatan uticaj i na usporavanje procesa oksidacije in
vivo 1 spreCavanje pojava kardiovaskularnih oboljenja, kancerogenih oboljenja, alergija
itd. (Halliwell i Gutteridge, 1989).

Americka uprava za hranu i1 lekove (US FDA) antioksidante definiSe kao
konzervanse, prehrambene aditive, koji spreCavaju proces kvarenja hrane, odnosno
uzeglost masti 1 diskoloracije izazvane oksidacijom. Uloga antioksidanata se ogleda u
,vezivanju“ slobodnih radikala. Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji u
svojoj strukturi imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona i problem nastaje kada pri
primopredaji elektrona u redoks reakcijama dode do hiperprodukcije radikalskih vrsta
koje nemaju potpuno sparene elektrone. Elektroni koji su nespareni su uzrok njihove
visoke i neselektivne reaktivnosti (Halliwell i Gutteridge, 1999). Oni mogu nastati
elektromagnetnom radijacijom, redoks reakcijama, termolizom, hemijskim procesima 1
enzimskim procesima (Acworth, 2003). Slobodni radikali mogu biti neutralni, ali i
pozitivno (radikal katjon) 1 negativno (radikal anjon) naelektrisani. Nespareni elektron
moze se nalaziti na C-atomu, kao kod alkil radikala (CH3;, CH3CH;"), na O-atomu, kao
kod alkoksil-, hidroksil-, peroksil- i superoksid anjon radikala (RO", ‘OH, ROO’, O,"-),
na N-atomu, kao kod azotmonoksidnog radikala (NO") ili na S-atomu, kao kod radikala
(n-C¢HoS") i dr. Nespareni elektron imaju i atom vodonika (H") i halogena (CI’), alkalni
metali (Na’) i neki joni metala (Cu®", F&’") (Pileti¢ et al., 1992). Na osnovu relativne
stabilnosti, slobodni radikali se dele na nepostojane (,kratkoZivece*) 1 postojane

(,,dugozivece®).  Stabilnost slobodnih  radikala predstavlja termodinamicku
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karakteristiku koja zavisi od sposobnosti ostalog dela molekula da stabilizuje nespareni
elektron (Canadanovi¢-Brunet, 1998). Reaktivne vrste kiseonika (ROS) su opsti termin
koji ukljucuje i kiseonikove radikale i odredene neradikalske vrste koje su oksidativna
sredstva i/ili se lako prevode u radikale (HOCI, HOBr, O;, ONOO", '0,, H,0,)
(Halliwell i Whiteman, 2004).

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) 1 azota (RNS) su endogeni intermedijeri koji
neprekidno nastaju u zivim celijama 1 imaju esencijalnu ulogu u regulaciji fizioloSkih
procesa. Oni su jedinjenja koja ucestvuju u signalizaciji ¢elijskih funkcija i naruSavanje
oksidoreduktivne ravnoteze dovodi do oksidativnog stresa 1 time do patoloskih
manifestacija (Vaya i Aviram, 2001). Savremena biomedicinska i biohemijska
istrazivanja su nedvosmisleno dokazala da je nekontrolisana produkcija slobodnih
radikala u humanom organizmu uzrok brojnih patoloskih stanja kao S$to su: starenje,
kardiovaskularna, neuroloska oboljenja, kancerogeneza itd. (Halliwell 1 Gutteridge,
1999). Smatra se da slobodni radikali izazivaju ¢itav niz poremecaja i patogeneza. Sa
napretkom istrazivanja ROS i RNS, otkriveno je da oni ucestvuju u brojnim bioloskim
funkcijama. Oksidativni stres moZze izazvati oksidaciju lipida i proteina i time dovesti do
promena njihove strukture i funkcije. ROS/RNS uzrokuju ostec¢enja DNK Sto je
povezano sa razvojem malignih oboljenja, kardivaskularnih bolesti, neurolosSkih
poremecaja 1 bolesti plua. Smatra se da je starenje organizma uzrokovano stalnom
izlaganju organa negativnom uticaju ROS/RNS tokom zivota, istovremeno sa
opadanjem antioksidantnog potencijala. Oksidacioni stres moze kako je i poznato
dovesti i do karakteristicnih mutacija koje mogu inicirati razli¢ite patoloske procese u
organizmu (De Flora ef al., 2005). Kako su oksidativni procesi uzrok promene kvaliteta
hrane kao 1 raznih prehrambenih 1 kozmetickih proizvoda u industriji pomenutih
proizvoda sve viSe se koriste antioksidanti - jedinjenja koja na razliite nacine
sprecavaju ili usporavaju oksidacione procese.

Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da (Canadanovié-
Brunet, 1998):
= deluju kao ,,hvataci (,,skevindzeri®) slobodnih radikala
* doniraju elektrone
» kompleksiraju jone metala (¢ime je onemogucena kataliza reakcije stvaranja

inicijatora oksidacije lipida) (Vaya i Aviram, 2001)
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» razgraduju hidro-perokside lipida koji su nastali u fazi propagacije
* eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika (Pokorny, 2001)

* inhibiraju neke enzime

* pokazuju sinergetske efekte

= redukuju neka jedinjenja (Halliwell, 1994).

Nutritivni antioksidanti doprinose uspostavljanju oksidoreduktivne ravnoteze u
organizmu (Vaya i Aviram, 2001). Celije se $tite od toksi¢nog dejstva slobodnih
radikala brojnim endogenim proteinima, enzimima i neproteinskim biomolekulima, koji
zajedno Cine antioksidantni sistem (Pordevi¢ ef al., 2000). Usled nepotpune efikasnosti
naseg endogenog odbrambenog sistema 1 pri postojanju nekih spoljnih agenasa i
fiziopatoloskih stanja (dim cigarete, zagadenje vazduha, pojacano UV zraCenje, neki
zapaljenski procesi, ishemija, stres, itd.) u kojima su reaktivne radikalske vrste
proizvedene u visku i u pogreSno vreme na pogreSnom mestu, neophodni su dodatni
antioksidanti (egzogeni antioksidanti tj. oni koje treba uneti hranom) da bi smanjili
kumulativni efekat oksidativne Stete za vrlo kratko vreme (Pietta, 2000). Ishrana bogata
biljkama doprinosi smanjenju rizika od razvijanja ovih bolesti, zahvaljuju¢i mnostvu
antioksidanata (askorbat, tokoferoli, flavonoidi, karotenoidi), koji su prisutni u njima
(Halliwell 1 Gutteridge, 1999).

Najces¢e se u prehrambenoj industriji koriste sinteticki antioksidanti, kao Sto su
butilovani hidroksitoluen-BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), butilovani
hidroksianizol - BHA (smeSa izomera 2-terc-butil-4-hidroksianizola i 3-terc-butil-4-
hidroksianizola), propilgalat (PG) 1 terc-butilhidrohinon (TBHQ) zbog visoke
efikasnosti, cene 1 stabilnosti. Njihova primena je danas strogo ogranicena i definisana
zakonskim regulativama (Pravilnik o kvalitetu i uslovima upotrebe aditiva u
namirnicama i o drugim zahtevima za aditive i njihove mesavine ,,SI. list SCG*, br
56/2003, 4/2004 — dr. Pravilnik, 5/2004- ispr. I 16/2005 i Codex General Standard for
Food Additives (GSFA, Codex STAN 192-1995)). Dokazano je da sintetski
antioksidanti koji su prethodno navedeni u odredenim uslovima i koncentracijama mogu
delovati kao mutageni i dovesti do razvoja kancerogenih procesa (Namiki, 1990).

Zakonska ogranicenja u pogledu primene sintetickih antioksidanata koja su

rigorozna sa jedne i sve veéi zahtevi potroSaca za zamenom sintetickih aditiva
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prirodnim sa druge strane, doveli su do porasta interesa za primenom antioksidanata
biljnog porekla u prehrambenoj industriji, kao i do razvoja novih tehnologija za
izolovanje biljnih ekstrakata u Sto Cistijem stanju. Upotreba sintetskih antioksidanata u
novije vreme iz toksikoloskih razloga se napusta u prehrambenoj industriji, a interes za
primenu prirodnih antioksidanata stalno raste te su sve vec¢i zahtevi usmereni ka
1zolovanju, ispitivanju i1 koriS¢enju prirodnih antioksidanata (Velioglu ef al., 1998).

Danas su izucavanja antioksidantnih aktivnosti aromati¢nih biljaka i njihovih
ekstrakata veoma intenzivna. Konvencionalni postupci za dobijanje antioksidantnih
ekstrakata iz zainskog bilja za primenu u prehrambenoj industriji, bazirani su na
selektivnom izdvajanju jedinjenja sa antioksidantnom aktivno$¢u ekstrakcijom
organskim rastvara¢ima, uljima, vodom, alkalijama u kombinaciji sa ostalim
separacionim metodama kao §to su filtracija, destilacija, adsorpcija, centrifugiranje i dr.
Najnovija istrazivanja usmerena su ka pronalazenju prirodnih antioksidanata, izolovanih
1z biljnog materijala, koji mogu imati Sirok spektar dejstva in vitro 1 in vivo, a toksicne
efekte koji se mogu javiti kod sinteti¢kih supstanci ne ispoljavaju. Na vecu efikasnost i
zdravstvenu bezbednost prirodnih antioksidanata, izolovanih iz biljaka (fitonutrijenti),
mikroorganizama, gljiva i zivotinjskog tkiva ukazuju mnoge naucno-istrazivacke studije
(Moyer et al., 2002). Biljne vrste familije Lamiaceae, poput izopa, timijana, origana,
zalfije, ruzmarina i dr. poznate su po svojim antioksidantnim svojstvima (Terens ef al.,
1995). Ispitivanjima antioksidantne aktivnosti ekstrakata iz biljnih vrsta familije
Lamiaceae pokazano je da su antioksidantna dejstva pomenutih biljnih vrsta
ekvivalentna (Parmati ef al., 1991) ili jaca od sintetskih antioksidanata (Nguyen ef al.,
1991).

Prirodni antioksidanti mogu biti fenolne komponente (fenolne kiseline, flavonoidi,
tokoferoli), azotne komponente (derivati hlorofila, alkaloidi, aminokiseline i amini),
karotenoidi ili askorbinska kiselina (Velioglu et al., 1998), steroli i fosfolipidi (Choe i
Min, 2009). Znacajnu grupu prirodnih antioksidanata Cine biljni sekundarni metaboliti
koje ¢ine biljni fenoli (fenolne kiseline, flavoni, izoflavoni, flavan-3-oli, antocijani,
proantocijanidini, tanini itd.), glukozinolati, terpenoidi, tokoferoli, kao i jedinjenja koja
sadrze sumpor, koji pored antioksidantnih poseduju i antikancerogena, antimutagena,
anti-inflamatorna 1 antimikrobna svojstva, a takode smanjuju rizik od pojave

kardiovaskularnih oboljenja.
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Istrazivanja su pokazala da su polifenoli dobri ,,hvataci“ slobodnih radikala, a time
imaju vaznu ulogu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao lekovi i antioksidanti.
Pored veoma Sirokog spektra farmakoloskog delovanja na ljudski organizam, flavonoidi
1 tanini ispoljavaju i znac¢ajnu antioksidantnu aktivnost. Polifenolna jedinjenja mogu da
neutraliSu kiseonikove radikale.

U prehrambenoj industriji prirodna polifenolna jedinjenja se koriste za
poboljSanje senzornih osobina i za povecanje, odnosno ocuvanje bioloSke vrednosti
hrane, u toku tehnoloskih postupaka proizvodnje i skladiitenja (Canadanovié¢-Brunet,
1998). Polifenolna jedinjenja imaju viSestruki uticaj na osobine hrane, i to na: boju, ukus,
antioksidantnu aktivnost, antimikrobnu aktivnost.

Za efikasno suzbijanje Stetnog delovanja slobodnih radikala veliki znacaj imaju
antioksidanti koji se unose putem ishrane, kao $to su vitamin C, vitamin E, karotenoidi i
polifenolna jedinjenja biljnog porekla (Dorman et al., 2004). Uloga biljaka u prevenciji
1 leCenju bolesti pripisuje se delimi¢no antioksidantnim svojstvima njenih sastojaka —
liposolubilnim vitaminima A i E, hidrosolubilnom vitaminu C, ali i velikom broju
polifenolnih jedinjenja. Voce, povrce, zacinsko 1 lekovito bilje, Zzitarice 1 druge
namirnice biljnog porekla, kao i njihovi ekstrakti, sadrze prirodne antioksidante:
polifenolna jedinjenja, vitamine (vitamin C, vitamin E), terpene, S§to potvrduju
istrazivanja u oblasti hemije, biohemije i medicine.

Antioksidantne supstance prirodnog porekla sve vise se koriste kao aditivi u
formulisanju tzv. funkcionalne hrane zbog potvrdenih bioloskih svojstava i stanovista
da treba upotrebu sintetickih aditiva svesti na minimum. Pre upotrebe antioksidanata
neophodno je izvrsiti njihovo testiranje da bi se isti uspesno aplicirali kao prehrambeni
aditivi. U hrani antioksidanti imaju dvojaki znacaj: kao aditivi za oCuvanje stabilnosti
hrane 1 kao izvori esencijalnih antioksidanata in vivo. Protokol za testiranje

antioksidanata pre upotrebe u hrani prikazan je na slici 1 (Becker et al., 2004).
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Kvantifikacijai identifikacija prirodnih
antioksidanata (fenolna jedinjena, vitamin Citd.)

Odredivanje antiradikalske aktivnosti

- Odredivane bioloske aktivnosti u bioloskim model
‘ sistemima

Ispitivanje antioksidativne Kliniéke studije u kojimase ispituju
aktivnosti nakeninkorporacijeu | relevantni markeri oksidativnog
hranu i statusai oksidativnog stresa

Slika 1. Protokol za testiranje antioksidanasa (Becker et al., 2004)

2.1.2. Biljni antimikrobni agensi i njihova primena u hrani i picu

Prehrambene namirnice mogu da sadrze razli¢ite vrste mikroorganizama za koje je
dokazano da su izazivaci kvarenja hrane kao i razli¢itih vrsta oboljenja. Proizvodaci
hrane iz tog razloga primenjuju razli¢ite tretmane obrade namirnica u cilju uniStavanja
mikroorganizama ili sprecavanja njihovog rasta. U tu svrhu upotreba vestackih
konzervanasa je vrlo zastupljena. Medutim, rezultati skorijih istraZivanja govore o
kontraverznosti upotrebe konzervanasa. U vezu sa pojavom pojacane hiperaktivnosti
kod dece dovodi se natrijum benzoat, dok je u vezu sa pojavom oboljenja pluca
dovedena upotreba natrijum nitrita.

Usled sve veéeg broja naucnih radova koji ukazuju na Stetnost koriSéenja
sintetickih konzervanasa u procesima obrade hrane javila se tendencija pronalaska
njihove alternative. Povecanje aktivnosti poznatih konzervanasa uz istovremeno

smanjenje njihove koncentracije je svakako jedan od nacina, ali i njihovo kombinovanje
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sa bioloski aktivnim prirodnim proizvodima. Ispitivanje i primena sekundarnih
metabolita biljaka koje poseduju antimikrobnu i antioksidantnu aktivnost u vezi sa tim
posebno je znacajna. Ove biljke najcesée sadrze aktivne supstance iz grupa polifenola,
fenola, esencijalnih ulja, terpenoida, alkaloida, a mogu da se koriste u ishrani kao
dodaci aromi ili ukusu namirnica, kao 1 u tradicionalnoj medicini.

Interesovanje za primenu biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji posebno je
naglaSeno od trenutka kada je Evropska komisija za bezbednost hrane dozvolila
upotrebu ekstrakta herbe ruzmarina kao antioksidanta u prehrambenoj industriji. Novija
istrazivanja su pokazala da se biljni ekstrakti mogu koristiti kao alternativa vestackim
konzervansima kao $to je askorbinska kiselina i butilhidroksitoluen.

Poznavanje vrsta plesni, njihovih karakteristika, kao 1 odnosa prema faktorima koji
im mogu stimulisati ili inhibirati razvoj, bitno je u cilju spreavanja negativnog uticaja
koje one mogu imati kao kontaminenti hrane. Najcesce se u cilju smanjenja rasta plesni,
a samim tim 1 produkcije mikotoksina, primenjuju hemijska sredstva, sa ili bez
kombinacije sa nekom od fizickih metoda. Danasnji potrosaci medutim, imaju visoke
zahteve u cilju dobijanja hrane minimalno tehnoloski obradene i1 bez sintetiCkih
konzervanasa i aditiva, zbog eventualnih neZeljenih efekata na zdravlje. 1z tog razloga,
industrija hrane je usmerena danas ka trazenju resenja kako da kriterijume potrosaca u
potpunosti zadovolji, a da hrana za upotrebu pri tome bude bezbedna. Moguénost
primene prirodnih antimikrobnih agenasa poput ekstrakata, etarskih ulja, komponenata
zacina 1 drugih aromati¢nih biljaka, mogla bi da bude od velikog znacaja u reSavanju
ovih problema. Pomenuta jedinjenja mogu biti korisna u ogranicavanju ili spre¢avanju
razvoja Stetnih plesni kao dodaci u hrani, kao povrSinska zastita, ili primena kod
proizvoda koji su pakovani u modifikovanoj atmosferi. Ovo se pre svega odnosi na
proizvode kratkog roka trajanja, zbog problema vezanih za njihovu distribuciju.
Upotreba agenasa poreklom iz biljaka ima prednosti u odnosu na sinteticke konzervanse
jer nije Stetna po zdravlje ljudi, a istovremeno doprinosi poboljSanju senzornog kvaliteta
proizvoda. Veliki broj metoda se koristi za antifungalnu i antimikotoksigenu zastitu, ali
svaka od njih ima odredene nedostatke, a primenu u praksi neke ¢ak i nemaju. U
pojedinim slucajevima primena fizickih metoda menja nutritivna i senzorna svojstva
proizvoda, ili je tehnicki neizvodljiva i/ili ekonomski neopravdana. Veliki procenat

hranljivih materija gubi se ekstrakcijom mikotoksina organskim rastvaracima ili uljima
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iz hrane, pa se zato dekontaminirana hrana moze koristiti samo za ishranu zivotinja. Za
nastanak rezidua koji su kancerogeni odgovorni su pesticidi. Reaktivni molekul
kiseonika koji izaziva oksidaciju proteina, nukleinskih kiselina, lipida i podsti¢e sintezu
aflatoksina stvaraju sintetiCki konzervansi. Oksidacija lipida uzrokuje uZzeglost,
promenu boje 1 teksture proizvoda (Prakash et al., 2011). Na ukus proizvoda mogu
uticati parabeni. Visoke koncentracije sumpor dioksida razgraduju vitamin B, 1 stvaraju
neprihvatljiv ukus hrane (FDA je zabranila njegovu upotrebu za zastitu sirovog voca i
povrca) (Taylor i Bush, 1986). Pretpostavlja se da pored kvalitativnih promena hrane
mnogi sinteticki konzervansi ispoljavaju toksicne efekte na zdravlje ljudi (pojavu
asmati¢nih napada uzrokuje npr. sumpor dioksid) (Burt, 2004).

Zbog svega napred navedenog, tokom poslednjih godina vrse se opsezna ispitivanja
na primeni etarskih ulja, ekstrakata i oleorizina ekstrahovanih iz zacina i1 drugih
aromaticnih biljaka, kao alternativnih konzervanasa za produzenje odrzivosti hrane
(Selvi et al., 2003; Koci¢-Tanacov ef al., 2011a, 2012a).

Za antibakterijsko i antifungalno delovanje aromati¢nih biljaka i zac¢ina odgovorne
su njihove aktivne komponente koje su sastavni deo ekstrakata ili etarskih ulja. Etarska
ulja timijana (Thymus vulgaris), Lavandula vrsta (L. latifolia, L. angustifolia), Salvia
vrsta (S. officinalis, S. sclarea, S. lavandulifolia), izopa (Hyssopus officinalis),
ruzmarina (Rosmarinus officinalis) 1 Ccubra (Satureja montana), u malim
koncentracijama deluju na patogene u konzerviranim namirnicama, tako da bi ona
mogla da se koriste kao zamena konvencionalnim aditivima (konzervansima) (Rota et
al.,2004).

Vekovima unazad poznat je antimikrobni efekat etarskih ulja, a poslednjih par
decenija intenzivno se proucava. Od svog otkrica u dvadesetom veku sinteticki
antibiotici, streptomicin, penicilin, 1 drugi, su znacajno uticali na smanjenje rizika od
pojave zaraznih bolesti. Bakterijske infekcije poput infekcije respiratornog trakta,
polnih bolesti, meningitisa sa druge strane poslednjih godina su sve ¢es¢e, uzrokovane
pre svega rezistentnos¢u bakterija na sinteticke antibiotike (Russell, 2003). Sve je to
uslovilo potrebu neophodnog razvoja prirodnog i bezbednog nacina kontrole i zastite
ljudi i1 Zivotinja od bakterijskih infekcija. Za veliki broj etarskih ulja se zna da poseduju
antimikrobna svojstva i da je ova aktivnost u mnogim sluc¢ajevima posledica prisustva

razli¢itih klasa monoterpena (Bakkali et al., 2008). Intenzivno se prou¢ava mehanizam
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delovanja terpenoida, ali jo§ uvek nije u potpunosti objasnjena veza izmedu njihove
antibiotske aktivnosti i hemijske strukture.

Mnoga hemijska jedinjenja koja ulaze u sastav etarskih ulja reaguju sa proteinima
¢elijske membrane. Cikli¢ni ugljovodonici kao §to je i dokazano reaguju sa ATPazom,
enzimom koji je smeSten na Celijskoj membrani i koji je okruZen molekulima lipida. Na
distorziju proteina u lipidnoj membrani takode mogu uticati ugljovodonici §to mozZe
dovesti do direktne interakcije lipofilne komponente sa hidrofobnim delom proteina
(Sikkema et al, 1995). Najjace inhibitorno dejstvo na rast bakterija, uglavnom
ispoljavaju fenoli i alkoholi, potom slede ketoni i aldehidi, a inhibitorna aktivnost
ugljovodoni¢nih monoterpena je vrlo mala. Uzrok njihove aktivnosti moze biti slobodna
hidroksilna grupa fenola i alkohola. Potvrdeno je takode da terpenoidi zavisno od
njihove rastvorljivosti u vodi imaju razli¢itu antisepticku mo¢. UocCene su medutim i
neke anomalije u vezi timola 1 karvakrola koji 1 pored slabe rastvorljivosti u vodi
pokazuju izrazito antisepticko dejstvo (Griffin et al., 1999). Gram-negativne bakterije se
za razliku od Gram-pozitivnih bakterija, odlikuju vecom rezistentnoS¢u prema
dezinfekcionim sredstvima i antisepticima upravo zbog spoljasnje membrane koja
deluje kao barijera za ulazak antibakterijskih agenasa (Mcdonnell et al., 1999). Od
aktivnosti njenih pojedina¢nih komponenata moze se potpuno razlikovati antimikrobna
aktivnost etarskog ulja (Delaquis et al., 2002). Inhibitorna aktivnost etarskih ulja kako
je 1 utvrdeno, zavisi od sloZenih interakcija medu njenim komponentama, a to moze
imati aditivan, sinergisticki ili antagonisti¢ki uticaj na antimikrobno dejstvo ulja
(Xianfei et al., 2007).

Vazna karakteristika etarskih ulja 1 njenih komponenata, koja povecava
permeabilnost ¢elijske membrane bakterije i omogucava laksi prolazak komponenata
kroz njen lipidni sloj je hidrofobnost. Promena propustljivosti ¢elijske membrane je
obi¢no pracena gubitkom osmotske kontrole ¢elije, a to se smatra osnovnim principom
antibakterijskog delovanja etarskih ulja (Sikkema et al., 1994). Poznati su brojni
postupci za odredivanje antimikrobne aktivnosti koji se razlikuju po mikroorganizmima,
hranljivoj podlozi, temperaturi inkubacije. Zbog njihove nestabilnosti, sloZenosti 1 male
rastvorljivosti u vodi teSko je odrediti antimikrobnu aktivnost etarskih ulja. Usled male
rastvorljivosti etarskih ulja u vodi upotrebljavaju se drugi rastvaraci kao Sto su: alkohol,

aceton, glicerol, hloroform, dioksan i drugi. Za nas je interesantna rastvorljivost etarskih
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ulja u vodi i u alkoholu. Gorki sastojci, Seceri, tanini, organske kiseline, ve¢i broj
mineralnih materija, zatim sluzaste materije i belancevine rastvaraju se dobro u vodi i u
alkoholno-vodnim me$avinama, sa malim procentom alkohola. Tada se malo rastvaraju
i etarska ulja i glavni sastojci, jer se ona rastvaraju dobro tek u velikim koncentracijama
alkohola. Zato, ako se kasnije procenat alkohola snizi pi¢e ¢e se zamutiti 1 izdvajaju se
kapljice etarskog ulja.

Postoje brojne studije koje primenjuju razli¢ite metode ispitivanja antibakterijske
aktivnosti zbog razlicite rastvorljivosti antimikrobnih komponenata u vodi (Cox et al.,
2000). Za odredivanje antimikrobne aktivnosti koriste se razli¢ite metode ispitivanja:
difuzione, dilucione i bioautografske metode (Rios et al., 1988). Mogucnost primene
navedenih metoda i metodoloski pristup su objaSnjeni u literaturi, ali se €ini da ipak ne
postoji standardni test za procenu antibakterijske aktivnosti potencijalnih antimikrobnih
agenasa (Burt, 2004).

Cesto se antimikrobna aktivnost odreduje i disk difuzionom metodom, koja u
potpunosti zavisi od rastvorljivosti komponenata u vodi i njihove difuzije kroz agar.
Ovom metodom bi trebalo o¢ekivati da jedinjenja niZe rastvorljivosti u vodi ispoljavaju
manju baktericidnu aktivnost, pri ¢emu bi ispitivane ugljovodoni¢ne komponente
etarskog ulja plutale na povrSini medijuma ili isparile (Griffin et al., 1999). U poredenju
sa disk difuzionom metodom, za metodu mikrodilucije koja se izvodi na mikrotitarskim
ploCama, potrebna je manja koli¢ina medijuma i etarskih ulja, a izvodenje postupka je
znatno efikasnije 1 brze. MIC je definisana kao najniZa koncentracija ispitivanih etarskih
ulja pri kojoj nema vidljivog rasta bakterija.

Literaturni podaci govore o antimikrobnoj aktivnosti pojedinih komponenata, na
primer, terpinen-4-ola, dok p-cimen nije pokazao aktivnost. Osim prema Pseudomonas
aeruginosa a-terpineol 1 linalol su pokazali aktivnost protiv nekih mikroorganizama
(Carson i Riley, 1995). Cineol, linalol, mentol, geraniol i citral imaju veliku mo¢
bakterijske inhibicije (Pattnaik et al., 1997). Takode, farnezol, a-bisabolol, karvakrol,
anetol, imaju antifugalno dejstvo (Pauli i Knobloch, 1987), a znatnu aktivnost protiv
Staphylococcus aureus poseduje salvin (Dobrynin ef al., 1976). Hinou 1 saradnici su
1989 godine ispitivali antimikrobnu aktivnost 32 konstituenta aromati¢nih biljaka.
Filipowicz 1 saradnici (2003) su dosli do saznanja da monoterpenski ugljovodonici a- i

B-pinen, B-mircen, sabinen, limonen i p-cimen, pokazuju slab antibakterijski efekat na
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Gram-negativne bakterije. U svom ispitivanju Mahboobi i saradnici (2006) su zakljucili
da etarska ulja lavande, karanfilica i geraniuma ispoljavaju snazno antibakterijsko
delovanje na veoma rezistentan soj P. aeruginosa 1 ukazali na potencijalnu primenu
testiranih ulja na jednu od najrezistetnijih Gram-negativnih bakterija. Ispitivanja
Matasyoha i1 saradnika (2007) sa druge strane, su ukazala na snazno antimikrobno
dejstvo linalola ali 1 na njegov slab efekat na P. aeruginosa. Pomenuta bakterijska vrsta
je uzrok mnogih infekcija u organizmu, a zbog njene izuzetne otpornosti, uzrokovane
strukturom spoljaSnje membrane, leCenje ove bakterije predstavlja ozbiljan problem u
medicini. Intenzitet antimikrobnog delovanja ulja zavisi od koncentracija glavnih
komponenata iz razloga jer glavne komponente etarskih ulja prilicno dobro reflektuju
biofizicke i1 bioloske karakteristike ulja (Ipek et al., 2005). lako se jaka antimikrobna
aktivnost etarskog ulja protiv veé¢ine mikroorganizama pripisuje prisustvu monoterpena
koji imaju antibakterijski i antifungalni efekat, u stvari, sinergisticki efekti ovih manje i
viSe prisutnih komponenti u etarskom ulju su odgovorni za njihovo biolosko delovanje.
Takode je utvrdeno, da su u nekim slucajevima komponente prisutne u ulju u
manjoj koli¢ini odgovorne za njegovo antimikrobno delovanje (Hoet et al., 2006).
Uostalom, verovatnije je da nekoliko komponenata etarskog ulja odreduju njegovu
gustinu, boju, miris, a iznad svega penetraciju kroz ¢eliju, fiksaciju za Celijske zidove i
membrane 1 distribuciju u ¢eliji. Uzimajuéi u obzir sve napred navedeno, kao i koncept
sinergisticke aktivnosti, bitnije je proucavati etarsko ulje, nego njegove pojedinacne

komponente (Cal et al., 2006).

2.2. LEKOVITE I AROMATICNE BILJKE KAO
1ZVORI BIOLOSKI AKTIVNIH SUPSTANCI

Kroz istoriju coveCanstva, najznacajniji izvor bioloski aktivnih supstanci i lekova
bile su biljke. Naucne discipline, poput fitohemije 1 farmakognozije, bile su tesno
povezane sa razvojem moderne organske hemije koja dozivljava procvat u
devetnaestom i dvadesetom veku, kada je veliki broj biljnih vrsta hemijski i biohemijski
okarakterisan, a iz njih izolovano i identifikovano blizu 20000 bioaktivnih sekundarnih
biomolekula. Uzimajuéi u obzir i to da broj cvetnica (angiosperme) koje su hemijski

ispitane ¢ini samo 10%, od priblizno 250000 vrsta na planeti, moZe se zakljuciti da 1

16



Doktorska disertacija mr Dragana Stanisavljevic¢

dalje biljni svet predstavlja nepresusan i joS nedovoljno istrazen resurs bioloski i
farmakoloski aktivnih jedinjenja (Lesjak, 2011). Prirodni proizvodi biljaka pored
neospornog znacaja za farmaceutsku industriju, nalaze Siroku primenu u proizvodnji
dijeteskih suplemenata i funkcionalne hrane, koja pored zadovoljavajucih nutritivnih
svojstava ispoljava 1 odredene farmakoloske 1 fizioloSke efekte na zdravlje ljudi, Sto je
od izuzetnog znacaja u prevenciji nastanka bolesti savremenog Coveka. 1z tog razloga su
hemijska karakterizacija i ispitivanja bioloskih aktivnosti do sad neispitanih biljnih vrsta
od izuzetnog nau¢nog i prakti¢nog interesa, jer vode ka novim izvorima potentnih,
bioloski aktivnih prirodnih proizvoda.

Medutim i1 pored opseznih ispitivanja sprovedenih u svim krajevima sveta, broj
droga koje se tradicionalno koriste, a koje su samo delimi¢no hemijski i farmakoloski
ispitane je veliki. Posebno mesto medu njima zauzimaju aromati¢ne biljke cija je
primena u fitoterapiji i prehrambenoj industriji opravdana u velikoj meri zahvaljujuci
bioloSkim funkcijama sekundarnih metabolita kao $to su terpenoidi (Bozin, 2009).

Jedno od najinteresantnijih podruéja, u floristickom i vegetacijskom pogledu u
Srbiji je podrucje jugoistocne Srbije, posebno okolina Nisa. Jo§ od vremena Josifa
Pancic¢a (1874, 1884) i Save Petrovica (1882, 1885), koji su floru Nisa intenzivno
izucavali, ovo podrucje privlacilo je mnoge botani¢are, pa je i danas izuzetno
interesantno za dalja floristicka 1 vegetacijska istrazivanja. Na podru¢ju jugoistocne
Srbije nalaze se znacajni botanicki lokaliteti.

Zahvaljuju¢i publikovanim floristickim podacima botani¢ara koji su radili na ovom
podrudju, kao i pregledom obimne herbarijumske grade, taksonomska analiza pokazuje
da su u flori ovih podrucja zastupljene biljne vrste familije Asteraceae i Lamiaceae, pa
je biljni materijal koji pripada navedenim familijama usao u predmet nasih proucavanja.
Veliki broj vrsta koje pripadaju navedenim familijama, kao 1 biljke koje su odabrane za
naSa istrazivanja pripadaju mediteransko-submediteranskoj areal grupi, a posledica
znacajnog upliva (sub)mediterana na teritoriju juzne i jugoistone Srbije pogoduje
njihovom razvoju i kvalitetu. Mnoge vrste iz familije Asteraceae i Lamiaceae su i
aromati¢ne, a karakteriSe ih pored zapaZenog prisustva ostalih bioaktivnih komponenata
1 visok sadrzaj etarskog ulja. Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff.,, Origanum vulgare
L., Nepeta nuda L., Mentha longifolia Huds., Thymus serpyllum L., Hyssopus officinalis

L. pripadaju familiji Lamiaceae, a Artemisia alba Turra familiji Asteraceae i svrstavaju
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se u lekovite i aromati¢ne biljke. Kako je poznato da je kvalitet aromati¢nih droga
definisan sadrzajem etarskog ulja skoro sve od pobrojanih imaju veliku primenu u
mnogim granama industrije, a takode i u prehrambenoj industriji kao aromati¢ne biljke.
Na podrudju istrazivanja izabrane biljke su koli¢inski dosta zastupljene, tako da mogu
da se eksploatiSu za dalju primenu u industriji.

Polaze¢i od saznanja da bi obzirom na prisustvo fenolnih i terpenskih jedinjenja
navedene biljke mogle biti znacajan prirodni resurs bioloski aktivnih jedinjenja, a koje
imaju primenu u zvani¢noj ali i nasoj tradicionalnoj medicini, u ovom radu odabrane su
biljne vrste: Satureja kitaibelii, Origanum vulgare, Nepeta nuda, Mentha longifolia,

Thymus serpyllum, Hyssopus officinalis 1 Artemisia alba.

2.2.1. Saturegja kitaibelii Wierzb. ex Heuff. — cubar
Rod: SATUREIA

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije (Dikli¢, 1974) naziv roda potice
od latinske re€i saturare, $to znaci zasititi, jer se kod Rimljana S. hortensis uzimala kao
zacin.

Narodni nazivi: rtanjski ¢aj, planinski ¢aj, Cubrica ili Cubar.

Slika 2. S. kitaibelii - ¢ubar

18



Doktorska disertacija mr Dragana Stanisavljevic¢

Opis vrste: Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff. (po Silié-u vrsta, po Flori Evrope
podvrsta S. montana L. subsp. kitaibelii (Wierzb.) P.W.Ball, a po Flori Srbije varijetet
S. montana var. kitaibelii Wierzb.) (Sili¢, 1979), je visegodisnja biljka koja izrasta kao
polugrm visine 30-50 cm sa dobro razvijenim korenovim sistemom. Izdanci su brojni,
odrveneli, naroCito pri dnu, uspravni, jednostavni ili razgranati. Obicno je
Cetvorougaonog poprecnog preseka, sjajna na dvema suprotnim stranama sa dosta
markantnim, pravim ili prema dole kukasto savijenim, belim, viSecelijskim dlaCicama.
Kora izdanka pri dnu je smeda — mrka, mat, prema vrhu svetlija, sjajna. Pri samom vrhu
je zelena. Listovi su izduzeno lancetasti, sede¢i, kruti i koZzasti, a zavrSavaju se najcesce
kratkom mekanom bodljom. Cvetovi su dosta zbijeni, smesteni u vise cvetnih racvica,
koje su na kracoj ili duzoj uspravnoj peteljci. Casica je do 7 mm duga, valjkasto
izduzena, spolja sitno dlakava, iznutra gola, dok je krunica ruzicasto-purpurna, duplo
duza od casice.

Rasprostranjenje i staniSte: Familija usnatica (Lamiaceae, Labiatae) obuhvata,
7200 vrsta koje su grupisane u 263 roda. U nasoj zemlji je zastupljeno 30 rodova ove
familije, od kojih se po znacaju i rasprostranjenju izdvaja rod Satureja L.

Na podrucju Srbije, najzastupljenija vrsta je S. kitaibelii, koja je rasprostranjena u
¢itavoj isto€noj 1 jugoistocnoj Srbiji. Bitno je pomenuti da je ova biljna vrsta endemicna
1 da njen areal pokriva samo centralni deo Balkanskog poluostrva (Dikli¢, 1974).

Deo biljke koji se koristi: Koristi se nadzemni deo biljke (Herba Saturejae), mada
je kao lekovita droga Ccisti list trazeniji (Folia Saturejae). Etarsko ulje (Oleum
Saturejae) se dobija destilacijom od nadzemnih delova biljke (Willford, 1989).

Hemijski sastav: Veliki broj vrsta ove familije su poznate po visokom sadrzaju
etarskih ulja. Komponente koje ulaze u sastav etarskog ulja S. kitaibelii su prema
literaturnim podacima: geraniol, geranilacetat, kariofilen, p-cimen, a-pinen, - pinen,
limonen, 1,8-cineol, y-terpinen (Zivanovi¢ et al., 1987). Kao najznacajniji izvori
fenolnih jedinjenja navode se biljke 1 zacini, medu kojima cubar zauzima znacajno
mesto koji prema literaturnim podacima sadrzi rozmarinsku kiselinu i1 karnozol
(Yanishlieva-Maslarova, Heinonen, 2001).

Upotreba: U narodnoj medicini ¢ubar se najces¢e upotrebljava u obliku ¢ajeva.
Sve vrste ¢ubra imaju jako antisepti¢no dejstvo zbog fenolnih jedinjenja prisutnih u

etarskom ulju (Tucakov, 1990). Etarska ulja vrste S. kitaibelii pokazuju znatnu
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fitoncidnu aktivnost, odnosno mikrobicidno i mikrobistati¢no delovanje (Milosavljevi¢
et al., 1997, 1998). Nauka takode daje podrsku upotrebi ¢ubra za budenje i izazivanje
seksualne Zelje (Stani¢, Samardzija, 1993). Veruje se da, kada se redovno konzumira,
povoljno uti¢e na potenciju zbog ¢ega ga zovu i ,,muski ¢aj* (Mességué, 1988). Koristi
se u narodnoj medicini jo$ u leCenju bolesti jetre, bronhitisa, zu¢nih puteva, astme dok
smanjuje osecaj zedi kod Secerne bolesti (Willford, 1989). Koris¢en je u srednjem veku
protiv reumatizma, paralize, belog pranja i prekida menstruacija (Mességué, 1988).
Kontinuirana upotreba Cubra preventiva je za mnoge bolesti, a u narodu se veruje i za
kancerogene. Verovanje potvrduje i nauka, jer su mnogi autori (Cetkovi¢ et al., 2007;
Cavar et al., 2008) dokazali antioksidantna i antimikrobna svojstva biljaka roda
Satureja. Svezi sok biljke koji se koristi u narodnoj medicini aplikuje se direktno
utrljavanjem na kozu kod dermatita, bolova, svrabeza i otoka izazvanog ujedom pcela i
drugih insekata (Asenov et al., 1998). Postoje podaci u literaturi o antimikrobnom
delovanju S. thymbra (Shimoni et al., 1993), S. montana (Panizzi et al., 1993) 1 S.
kitaibelii (Milosavljevi¢ et al., 2000). Osim u Evropi vrste ovog roda su popularne i u
SAD (Tyler, 1993). Veruje se da tanini u biljci smanjuju upalu creva. Istrazivanja
pokazuju da ulje cubra ima antispazmoliti¢ki efekat kod pojedinih glatkih miSica te se
upotrebom mogu smiriti bolovi u digestivnom traktu (Leung i Foster, 1996). Veliku
vrednost ¢ubru za tretman akutnog enterokolitisa i kao karminativno sredstvo pripisuju
nemacki medicinski udzbenici (Weiss, 1988). Navodi se takode, da Cubar ublazava
kasalj i nadrazaj na kasalj, a olakSava i izbacivanje sluzi. Etarsko ulje pokazuje
diuretska svojstva (u SAD je registrovan preparat ,,Waterpill“ proizveden na bazi
Cubra), dokazan na eksperimentalnim zivotinjama (Tyler, 1993). Etarska ulja
predstavnika roda Satureja koriste se 1 u aromoterapiji (Allegrini et al., 1974).
Istrazivanja etarskih ulja nekoliko predstavnika roda Satureja L., u Bugarskoj, ukazuju
na vrstu S. montana var. kitaibelii = S. kitaibelii Wierzb. ex Heuff. kao narocito
pogodnu za upotrebu u parfimeriji. (Genova i Jankulov, 1983).

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Cubar se upotrebljavao kao zalinska
biljka (Sili¢, 1979) konzervans i korigens jer se dodaje jelima od ribe i mesa. Navodi se
takode da se etarsko ulje, ili sama biljka (herba), mogu koristiti u pripremi ribljih,
mesnih konzervi, trajnih 1 polutrajnih kobasica (Genova i Jankulov, 1983). Analizirana

je antioksidantna aktivnost ekstrakata iz odabranih vrsta familije Lamiaceae na
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suncokretovo ulje. Kao najaktivniji pokazao se etanolni ekstrakt ¢ubra, pa ga autori
preporucuju kao najadekvatniji antioksidant za stabilizaciju ulja suncokreta (Mimica -
buki¢, Janci¢, 1998). Americka uprava za hranu i lekove — ,,FDA* uvrstila je Cubar na
listu za hranu pod kategorijom ,,Generally Recognized As Safe” — GRAS (,,generalno
priznata kao zdrava*) (Leung 1 Foster, 1996).

2.2.2. Origanum wulgare L. - vranilova trava
Rod: ORIGANUM

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije VI (Dikli¢, 1974) potice od
grckih reci oros, $to znaci breg i ganos §to znaci ukras.

Narodni nazivi: vranilova trava, miriSijavac, bolja dusica.

Slika 3. O. vulgare — vranilova trava

Opis vrste: Vranilovka je viSegodiSnja zeljasta biljka prijatnog mirisa sa
horizontalnim rizomom i podzemnim stolonima. Ima uspravne ¢vrste stabljike, visoke
oko pola metra, skoro gole ili pokrivene dugackim dlakama, tamno-zelene boje, ¢esto
obojene crvenkasto i obrasle dosta krupnim tamno-zelenim ovalnim listovima. Listovi

sa lisnom drskom, liska jajasta, po obodu nenazubljena. Cveta od jula do oktobra.
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Cvetovi su na vrhu stabljika udruzeni u kompaktne okruglaste cvasti, prijatnog mirisa i
izvanredno lepog izgleda. Ukusa je gorkog i oporog.

Rasprostranjenje i staniSte: Postojbina ove biljne vrste je Evropa, sada je
kultivisana svuda u svetu, uklju¢ujué¢i SAD, Indiju i Juznu Ameriku. Ulje se uglavnom
proizvodi u Rusiji, Bugarskoj 1 Italiji. Veoma je rasprostranjena, a kao najznacajnija
staniSta navode se suSni obronci, siromasne livade, svetle listopadne Sume, Sikare, do
2000 m nadmorske visine.

Deo biljke koji se koristi: Kao lekoviti deo koriste se vrhovi grancica u cvetu

(Origani herba) 1 etarsko ulje (O. aetheroleum).
Hemijski sastav: U herbi ima 0,3-1,2% etarskog ulja, tanina i dr., a u etarskom ulju i do
40% fenola (timola i karvakrola). Etarsko ulje je bledo-zuta te¢nost (tamni godinama),
prijatnog, specificnog biljnog mirisa. Glavni sastojci ulja su karvakrol, timol, cimen,
kariofilen, pinen, bisabolen, linalol, borneol, geranil acetat, linalil acetat, terpinen.
Etarsko ulje origana se uglavnom sastoji od karvakrola, timola, kao 1 njithovih
prekursora y-terpinena i p-cimena. Sastojci veoma variraju u skladu sa izvorom, ali ulja
klasifikovana kao oregano ili oreganum imaju timol 1/ili karvakrol kao svoje vecinske
komponente. Kada su u pitanju vrste roda Origanum literatura kao glavne predstavnike
fenolnih jedinjenja navodi derivate fenolnih kiselina i flavonoide (Yanishlieva-
Maslarova, Heinonen, 2001). Flavonoidi identifikovani iz vrste O. vulgare su: od
flavona, krisin, negletein, mosloflavon, diosmetin, od flavonola, kemferol, kvercetin,
galangin, retusin, od flavanona, naringenin, 1 od  dihidroflavonola,
taksifolin/dihidrokvercetin (Skoula et al., 2008). Flavoni, flavonoli, flavanoni i
dihidroflavonoli su identifikovani kod mnogih vrsta roda Origanum.

Upotreba: Spada u grupu aromaticnih, oporih, gorkih, neotrovnih droga koje se
kod nas mnogo cene. Hemijski sastav i1 dejstvo vranilovke je vrlo blisko i1 sli¢no
majkinoj dusici pa se na isti naCin moze upotrebiti. Bioloska aktivnost njenog etarskog
ulja i ekstrakta je i nau¢no potvrdena (Sahin et al., 2004). Nazivaju je vranilovkom jer
je ista do otkri¢a sintetskih boja upotrebljavana za crno bojenje vune. Vranilova trava
ima veoma staru lekovitu reputaciju. Omiljena je u narodu kao ¢aj i lek za jacanje, za
leCenje bolesti organa za varenje (osobito proliva) i disanje, a spolja se upotrebljava
protiv raznih zapaljenja koZe 1 sluznica. Deluje kao analgetik, antihelmintik,

antireumatik, antiseptik, antivirotik, baktericid, karminativ, diaforetik, diuretik,
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fungicid, paraziticid, rubefacijens, stimulans, holeretik... Majkina duSica i vranilova
trava su mnogo cenjene i u narodu ¢esto upotrebljavane biljke. UspeSno se primenjuju
kod nazeba, kaslja i upale disajnih puteva, kao spazmolitik, stomahik itd. Etarsko ulje
O. vulgare poseduje jako antimikrobno (Dorman i Deans, 2000), antifungalno (Daouk et
al., 1995) 1 antioksidantno svojstvo (Cervato et al., 2000). Etarsko ulje sadrzi znatne
koli¢ine fenola zbog Cega deluje antibakterijski (Muravjova et al., 2002). Etarsko ulje
vranilovke sadrzi oko 50% timola, zbog Cega ima veoma izraZena antibakterijska
svojstva pa se na taj nacin i objasnjava vekovna upotreba i ogromno poverenje u
lekovitu mo¢ ove biljke u nekim naSim krajevima. Koristi se kao mirisni sastojak za
sapune, kolonjske vode i parfeme, a posebno kod muskih mirisa.

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: U proizvodnji mesa i pic¢a se koristi kao
zacin. Kao zaCin veoma je zastupljen u oblasti prehrambene industrije, uglavnom zbog
svojih aromati¢nih svojstava pa mu je i primarna uloga da pojaca ukus 1 aromu hrane.
Veliki broj ,.italijanskih* soseva su aromatizovani uljem majorana i/ili uljem origana.
Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakta origana O. vulgare na rast Fusarium 1 Penicillium
vrsta izolovanih iz kolaca i salata od svezeg povrca pokazuju da bi ispitivani ekstrakt
origana mogao imati zastitni efekat u kontroli rasta plesni u hrani tokom ¢uvanja ili ¢ak
produziti rok trajnosti hrane (Koci¢-Tanackov et al., 2012a). Origano je takode viSe
puta koriS¢en u nameri da poboljsa kvalitet i kvantitet proizvoda Zivotinjskog porekla.
Uti¢e na poboljSanje performansi rasta kod svinja (Namkung et al, 2004), ali su

rezultati kod zivine kontraverzni.

2.2.3. Artemisia alba Turra - rudinski pelen
Rod: ARTEMISIA

Familija: Asteraceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije anti¢ki naziv poti¢e od reci
artemis = zdrav, §to oznaCava lekovitost biljaka ovoga roda. Otuda je 1 tumacenje da je
naziv dat po boginji Artemis, zaStitnici Zena, poSto se jedna od vrsta ovoga roda
upotrebljavala za olakSavanje porodaja (Gaji¢, 1975).

Narodni nazivi: rutvica, rudinski pelen, pelinak.
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Slika 4. 4. alba - rudinski pelen

Opis vrste: Vrste roda Artemisia su zeljaste ili poluZbunaste aromati¢ne biljke. Po
Flori Srbije 4. lobelii All. (A. camphorata Vill., A. alba Turra), a po Flori Evrope A.
alba Turra, je veoma promenljiva u indumentumu, maljavosti lista i mirisu (Gajié,
1975; Tutin et al., 1976). Rudinski pelen je viSegodis$nja, poluzbunasta biljka, 30-100
cm visoka. Pri osnovi stabljike su odrvenele, slabo dlakave, uspravne. Listovi su vise
puta deljeni perasto na linearne reznjeve. Glavice su loptaste (4-5 mm), sa drSkama,
visece. Cveta od VII-IX meseca i1 cvetovi su zuti. MiriSe na kamfor.

Rasprostranjenje i staniSte: Familija Asteraceae sa oko 25000 vrsta u oko 1500
rodova, jedna od najvec¢ih porodica. Rod obuhvata preko 200 vrsta od kojih se veliki
broj javlja u stepskim oblastima Evrope i Azije, severne i srednje Amerike. U flori
Srbije ustanovljeno je 9 vrsta (Gaji¢, 1975). Naseljava stenovita mesta, zidine, travna
mesta (npr. u as. Myrsiniteto-Ischaemetum, Artemisio-Salvietumofficinalis, Humileto -
stipetum grafianae 1 Stipetum grafianae - na krecnjaku, Potentil — leto - Caricetum
humilis), kserofitne Sume (napr. u as. Carpinetum orientalis - na kre¢njaku). Rasprostire
se u mediteranskoj oblasti, submediteranski florni elemenat (Gaji¢, 1975; Stamenkovi¢,
2005). Od reliktnih zajednica koje ne pripadaju Sumskim zajednicama u Belopalanackoj
kotlini, dve su najznacajnije: Zajednica rudinskog pelina i zalfije (Artemisio — Salvietum
officinalis — Artemisia lobelii). Pored prisustva u simbiozi, rudinski pelin se nalazi i van
ovakvih areala. Familije Asteraceae (Artemisia alba Turra), Fabaceae, Lamiaceae,

Poaceae, Brassicaceae su familije sa najve¢im brojem vrsta u flori klisure SvrljiSkog
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Timoka S$to je u skladu sa najbogatijim familijama flore Srbije (Bogosavljevi¢ et al.,
2007).

Deo biljke koji se Koristi: Koristi se nadzemni deo biljke u cvetu (Artemisiae
lobelii herba).

Hemijski sastav: Hemijska kompozicija etarskog ulja herbe Artemisia alba Turra
veoma je varijabilna u zavisnosti od staniSta 1 klime gde vrsta raste. Zajedno sa
geografskim poreklom, temperatura, nacin i trajanje suSenja, takode utiCe na sastav
etarskog ulja (Khangholi i Rezaeinodehi, 2008). Hemijski sastav etarskog ulja navedene
herbe c¢ine sledec¢e komponente: kamfen, 1,8-cineol, artemisia keton, a-tujon, kamfor, a-
pinen, B-pinen, sabinen, a-terpinen, p-cimen, linalol, bornilacetat, terpinen-4-ol, trans-
pinokarveol, trans-karveol, borneol i dr (Gorunovi¢ et al., 1992). Monoterpeni su
isparljiva jedinjenja i glavni su konstituenti esencijalnih ulja. (Muller, 1966) istice da
etarsko ulje zalfije sadrzi terpene, kamfor i 1,8-cineol, poznate inhibitore klijanja i rasta
klijanaca razliCitih vrsta zeljastih biljaka 1 upravo te komponente su detektovane u
blizini Zbunova zalfije, u atmosferi i zemljistu. Inhibitorni efekat terpena ispoljava se ne
samo protiv jedinki drugih vrsta nego i prema biljkama koje proizvode terpene kao
inhibitore (autopatija, autoalelopatija). Takvi primeri su poznati za Coridothymus
capitatis (Lamiaceae) 1 Artemisia alba (Asteraceae) (Janji¢ et al., 2008). Ispoljavaju
alelopatsko delovanje, a narocito kod aromati¢nih biljaka u aridnim i semi-aridnim
zonama (Angelini et al., 2003). Prema podacima iz literature listovi Artemisia vrsta
sadrze znacajne koli¢ine fenola i flavonoida, a identifikacijom i kvantifikacijom
fenolnih jedinjenja Sest razlicitih Artemisia vrsta utvrdeno je prisustvo hidroksibenzoeve
kiseline, cinami¢ne kiseline, flavonola i katehina (Carvalho et al, 2011). Heterozidi
flavonoida su takode sastojci herbe pelena (Kovacevi¢, 2004).

Upotreba: Artemisia vrste imaju Siroku primenu u tradicionalnoj medicini Sirom
sveta za razliCite 1 dobro poznate terapeutske primene (bol u stomaku, proliv,
parazitizam, crevne i bronhijalne infekcije, angina, rane, bubuljice, prehlada i kasalj
(Benli et al., 2007). One pokazuju antiinflamatornu, antitumorsku, antioksidantnu,
antimikrobnu, insekticidnu, antimalarnu i antifungalnu aktivnost (Tan et al., 1998).
Biljke iz roda Artemisia se tradicionalno koriste kao antihelmintici i cela biljka 1 biljni
ekstrakti su pokazali aktivnost protiv gastrointestinalnih nematoda u nekoliko studija

(Squiresa et al., 2011). Nekoliko monoterpena, kao $to su kamfor, pinen, cineol u
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¢istom obliku ili kao esencijalne uljne mesavine inhibiraju klijanje ili ispoljavaju neko
drugo fiziolosko delovanje (Angelini et al., 2003). Seskviterpen laktoni imaju Siroku
biolosku aktivnost ukljucujuéi insekticidno (Datta i Saxena, 2001), antibakterijsko
(Saroglou, 2005) 1 fungicidno delovanje (Ahmed, 2005). U mnogim sluc¢ajevima oni se
pojavljuju kao alelopatske supstance sa visokim nivoom aktivnosti (Batish et al., 2001).
Oni su prisutni naroc€ito u biljkama iz familije Asteraceae (Fraga, 2005).

Mnogi autori su dokazali antioksidantna i antimikrobna svojstva biljaka roda
Artemisia (Vajs et al., 2004; Lopes-Lutz et al., 2008). Brojna in vitro ispitivanja
ekstrakata 1 etarskih ulja pelena kao 1 preparata na njegovoj bazi potvrdila su njegov
izuzetan antimikrobni potencijal.

Ekstrakti 1 etarska ulja od mnogih Artemisia sp. kao §to su A. Mexicana (Navarro et
al., 1996), A. princes (Yun et al., 2008), A. diffusa, A. oliveriana, A. scoparia, A.
turanica (Ramezani et al., 2004), A. dracunculus, A. annua, A. gypsacea, A. afra and A.
khorassanica (Benli et al., 2007) su pokazali da poseduju antimikrobnu aktivnost.
Etarska ulja vrsta 4. scoparia 1 A. capillaries ispoljila su antibakterijsku aktivnost na 15
razli¢itih vrsta bakterija, uzrocnika infekcija usne duplje (Chia et al., 2005). Mnogi
zaCini roda Artemisia su poznati kao aromati¢no bilje i imaju karakteristiCan miris ili
ukus, izazvan prisustvom monoterpena i seskviterpena, koji su u mnogim slucajevima
razlog za njithovu primenu u narodnoj medicini, imaju druge fitotoksi¢ne aktivnosti, a
koriste se 1 kao prirodni herbicid (El-Massry ef al., 2002; Kordali et al., 2005a).

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Poseduje vrlo prijatan kamforast miris i
gorak ukus. Izvanredan je za spravljanje vermuta i likera (Spasi¢, 2002). Prisustvo
zalfije (Salvia officinalis), vrlo cenjene medonosne biljke, karakteristi¢no je za podrucje
Si¢evacke klisure. Sa aspekta medonosnosti, najznacajnije vrste ove asocijacije, su
pored spomenute zalfije i rudinski pelin (4. alba), rtanjski Caj (Satureja montana),
miloduh (Hysopus officinalis), majkina duSica (Thymus serpyllum), jagorcevina

(Primula officinalis), kantarion (Hipericum perforatum) i druge (Spasi¢, 2002).
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2.2.4. Nepeta nuda L. - macina trava glatka
Rod: NEPETA

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije (Dikli¢, 1974) po antickom
nazivu za grad Nepi u Italiji.

Narodni naziv: macina trava glatka.

Slika 5. Nepeta nuda - macina trava glatka

Opis vrste: Nepeta nuda je viSegodisnja biljka. Ima uspravnu stabljiku, do 100 cm
visoku, u gornjem delu metliCasto razgranatu, a u donjem potpuno golu. Listovi su
izduZeno jajasti ili izduZeno lancetasti, sede¢i i skoro goli. Krunica je svetloljubicasta ili
ruzicasta. Cveta od juna do avgusta.

Rasprostranjenje i staniSte: Rasprostranjena je, a kao najvaznija staniSta se
navode: suSne livade, pustare, ima je na kamenjarima u svetlim listopadnim i
Cetinarskim Sumama. Rod Nepeta (macja trava) obuhvata oko 300 vrsta, ima ga u Aziji i
Evropi. Najveca raznovrsnost 1 bogatstvo vrsta se nalazi u dve oblasti jugozapadne
Azije, naroCito Iran i1 zapadni Himalaji ukljucuju¢i Hindukosh (Pojarkova, 1954). Rod
Nepeta je jedan od najvecih rodova familije Lamiaceae u Iranu, gde se nalaze cak 75
vrsta od kojih su 54% endemicne.

Deo biljke koji se koristi: Kao lekoviti deo koristi se nadzemni deo biljke u cvetu

(Nepetae nudae herba) i bere se tako §to se odrezuju gornje polovine stabljike u cvetu.
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Hemijski sastav: Ima slican hemijski sastav i upotrebu kao i Nepeta cataria L.
Sastojci ove biljne vrste su etarsko ulje, gorke materije, glikozidi, tanini, saponini. U
sastav etarskog ulja pomenute herbe ulaze slede¢e komponente: 4af,7a,7a0-
nepetalakton, 1,8-cineol, germakren D, B-bisabolen, d-kadinen, B-elemen, sabinen, [3-
pinen, 3-oktanon, a-pinen, a-terpineol i dr. (De Pooter et al., 1987).

Upotreba: U medicini biljka se koristi kod gastrointestinalnih i respiratornih
poremecaja kao S§to su proliv, kaSalj, astma i bronhitis (Baranauskiene et al., 2003).
Etarskom ulju se pripisuje blago sedativno delovanje $to opravdava njegovu upotrebu u
narodnoj medicini, protiv histerije, melanholije 1 gréeva u materici. Neke od vrsta se
koriste kao lekovito bilje u Iranu (N. ispahanica, N. binaloudensis, N. bracteata, N.
pogonosperma 1 N. pungens) dok se N. crispa koristi kao kulinarski zacin. Nepeta vrste
imaju veliku primenu u narodnoj medicini zbog svojih lekovitih svojstava. Lekovita
svojstva Nepete se obi¢no pripisuju njenim etarskim uljima i flavonoidima. Etarsko ulje
od N. rtanjensis poseduje jaku antibakterijsko dejstvo protiv razli¢itih sojeva
Staphilococcus aureus, Cak jace nego vecina sintetickih antibiotika (Stojanovic et al.,
2005). Mikrodilucionom metodom testirana je inhibicija micelijalnog rasta pet
mikromiceta, dve vrste roda Alternaria, izolovane sa N. rtanjensis, Cladosporium
cladosporioides, Trichoderma viride 1 Bipolaris spicifera. Etarsko ulje N. rtanjensis,
¢ija je glavna komponenta 4aa,7a,70p-nepetalakton pokazalo je jaku antifungalnu
aktivnost u odnosu na sve testirane mikromicete (Ljaljevi¢-Grbic et al., 2008).

Sprovedenom fitohemijskom analizom N. sibthorpii metanolni ekstrakti su pokazali
izuzetnu antioksidantnu i anti-inflamatornu aktivnost (Miceli et al., 2005). Lekovita
svojstva Nepete se obicno pripisuju etarskim uljima 1 flavonoidima. Literatura navodi
prisustvo identifikovanih 14 flavona i dva flavonola u ekstraktima nadzemnih delova
vrste Nepeta sa podrucja Irana (Jamzad et al., 2003).

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Zbog ukusa limuna i mente Nepeta se

koristi u pripremi biljnih ¢ajeva, kao i u kuvanju.
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2.2.5. Thymus serpyllum L. - majkina dusica
Rod: THYMUS

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije (Dikli¢, 1974) od reci thymon,
S$to znaci tamnjan, zbog mirisavosti.

Narodni nazivi: majkina dusica, bakina duSica.

(/4

Slika 6. T. serpyllum - majkina dusica

Opis vrste: To je visSegodiSnji mali Zbun prijatnog mirisa (Sari¢, 1989). Stabljika
dugacka, puzi u vidu izduzenih stolona, na vrhu se zavrSava sterilnom rozetom listova.
Cvetne grane visoke 4-7 cm. Listovi mali, ¢vrsti, uzano jajasto elipticni, i na licu i na
nali¢ju goli (Janci¢, 2001).

Rasprostranjenje i staniSte: Raste u severnoj i centralnoj Evropi, rasprostranjena
je u Srbiji, a u Vojvodini na Fruskoj gori 1 Sremu (Dikli¢, 1974).

Deo biljke koji se koristi: Odsecaju se prilikom berbe gornje polovine grancica
¢im biljka pocne da cveta. Kao lekoviti deo koristi se nadzemni deo biljke u cvetu.

Hemijski sastav: Majkina duSica sadrzi 44,0% ugljenih hidrata, 24,3% celuloze,
13,2% ukupnog pepela, 6,8% proteina, 4,6% lipida i dr. (Savi¢ ef al., 2008). Sadrzi 0,2-
0,6% etarskog ulja, tanine, gorka jedinjenja, flavonoide i dr. Prema PDR (Thomson,
2004) dominantna komponenta u etarskom ulju je obicno karvakrol, a u veéim

koncentracijama su zastupljeni i borneol, izobutil acetat, kariofilen, 1,8-cineol, citral,
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citronelal, citronelol, p-cimen, geraniol, linalol, a-pinen, y-terpinen, a-terpineol, terpinil
acetat i timol. Herba timijana oficinalna je po mnogim nacionalnim farmakopejama.
Prema zahtevu Evropske farmakopeje, ova herba mora da sadrzi najmanje 1,2%
etarskog ulja u kome je ukupan sadrzaj timola i karvakrola najmanje 40% (Ph Eur 7).

T. herba sadrzi do 3,0% etarskog ulja, a pored glavnih sastojaka (timol 1 karvakrol),
u ulju ima 1 drugih monoterpena cineola, linalola. Ova droga pored etarskog ulja sadrzi
flavonoide, fenol karbonske kiseline i njihove derivate, triterpene i tanine (Wichtl 2001;
PDR, Thomson 2004). Hemijski sastav etarskog ulja herbe T. serpyllum veoma je
varijabilan i zajedno sa geografskim poreklom, faza razvoja biljke i vreme berbe, takode
utiCe na sastav etarskog ulja (Senatore, 1996). U etarskom ulju osam populacija T.
serpyllum poreklom iz Rusije (planine Altaj), prinosi etarskih ulja su se kretali u
granicama tipi¢nim za ovu vrstu (0,5-1%). Medutim, hemijski sastav ulja se znacajno
razlikovao. U etarskom ulju 7. serpyllum (Kolivan, 150 m.n.v.) glavni sastojci ulja su -
mircen (4,0%), p-cimol (3,8%), 1,8-cineol (14,0%), cis-B-terpineol (8,2%), kamfor
(4,0%), trans-nerolidol (29,8%). Analizom etarskog ulja pomenute vrste iz istog regiona
(Mendur-Sokkon, 500-750 m.n.v.) identifikovne su slede¢e komponente: p-cimol
(14,5%), 1,8-cineol (5,6%), vy-terpinen (17,2%), karvakrol (29,6%) (Banaeva et
al.,1998). Oba ulja su sadrzala ne vise od 2% timola, koji se obi¢no smatra glavnom
komponentom 7. serpyllum. Hemijski polimorfizam je karakteristican za biljke koje
pripadaju rodu Thymus (LoZiene et al., 2003). Hemijskim ispitivanjima timusa u svetu
je potvrdeno postojanje Sest hemotipova: geraniol, linalol, y-terpineol, karvakrol, timol i
trans-tujon-4-ol/terpinen-4-ol (Stankovi¢ et al., 2011). Analizom etarskog ulja
samonikle vrste 7. serpyllum poreklom iz Litvanije, nije utvrdeno prisustvo timola 1
karvakrola (Loziene et al., 1998), a takode pomenute komponente nisu glavne
komponente etarskog ulja majkine duSice poreklom iz Estonije (Paaver et al., 2008).
Istrazivanja sprovedena u nekim regionima juzne Italije, pokazala su da etarska ulja
herbe majkine duSice sadrze male koli¢ine timola i karvakrola, ¢esto ispod 1% (Miceli
et al., 2006). Analiziraju¢i sastav etarskih ulja razli¢itih posmatranih ekotipova
prikupljenih iz oblasti na jugu Italije uocen je razli¢it sastav 7. serpyllum medu
biotipovima (De Lisi et al., 2011). Uzorci etarskih ulja 7. serpyllum iz Rusije, Letonije 1
Jermenije, pokazali su velike razlike, kako u prinosu, tako i u hemijskom sastavu. Na

karakterizaciji hemijskog profila etarskog ulja i etanolno-vodenih ekstrakata razli¢itih
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Thymus vrsta sprovedena su brojna istrazivanja. Pored etarskog ulja ova droga sadrzi
znacajnu koli¢inu heterozida flavonoida, fenolkarbonske kiseline i njihove derivate.
Studije koje su se fokusirale na izucavanju polifenolnih jedinjenja, koris¢enjem HPLC-
ESI-MS analiza, potvrdile su prisustvo fenolnih kiselina (npr. ferulne kiseline, kafene
kiseline 1 njenih derivata p-kumarne, ruzmarinske, hlorogene kiseline), flavonola (rutin,
kvercetin), flavanola (katehin, epikatehin, dihidrokvercetin), flavanona (eriodiktiol,
naringenin, hesperidin), flavona (apigenin i1 njene glukozide, luteolin i njegove
glukozide) (Marin et al., 2003; Boros et al., 2010).

Upotreba: Karvakrol i timol su izomeri i pripadaju grupi monoterpenskih fenola sa
jakim antiseptickim dejstvom. Herba timjana (Thymi herba) i majkine duSice (Thymi
serpylli herba), koriste se kao osnovne biljne sirovine za dobijanje timola i karvakrola,
koji imaju sve vecu primenu kako u tradicionalnoj tako i u nau¢noj medicini, zbog svog
viSestrukog dejstva i veoma malo nezeljenih efekata. Oni su predmet istrazivanja
poslednjih godina i mnoge klini¢ke studije su dokazale njihovu upotrebu kod lecenja
raznih oboljenja kao i primenu u profilaksi i svakodnevnom zivotu. Timol i karvakrol se
vrlo brzo apsorbuju sa mesta aplikacije, brzo se metaboliSu jer ne podlezu prvoj fazi
biotransformacije, ve¢ se direktno vrSi njihova konjugacija sa sumpornom i
glukuronskom kiselinom.

IzIucuju se urinom za 24h, najve¢im delom u obliku konjugata a manjim delom u
nepromenjenom obliku (www.liu.edu/Brooklyn/About/News/Press-Releases). Preparati
na bazi herbe timijana prema pozitivhoj monografiji Komisiji E, koriste se kod
bronhitisa, kaslja, infekcija gornjih disajnih puteva i urinarnog trakta, a ispoljavaju jos i
antimikrobno i antioksidantno delovanje. Majkina duSica je omiljeni narodni lek. Koristi
se kao antiseptik, ekspektorans, stomahik. U nemackoj tradicionalnoj medicini se
upotrebljava za bolje varenje, kod oboljenja mokra¢ne besike 1 bubrega, kao aromatik 1
antiseptik (Sari¢, 1989).

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Ima karakteristi¢an intenzivan,
aromatic¢an miris 1 Zarko aromati¢an i gorak ukus. Bila je poznata jo$ kod starih
Egip¢ana koji su je koristili kao komponentu u sredstvu za balzamovanje zbog njenih
svojstava konzervansa. U prehrambenoj industriji se koristi u proizvodnji pica (likeri), a
vrlo ¢esto 1 u kulinarstvu za pripremu jela od divljaci i zivinskog mesa dinstanog u vinu,

za pripremu marinada, marmelade, kobasica, svezeg sira, salata (Savi¢ et al., 2008).
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2.2.6. Mentha longifolia (L.) Huds.- dugolisna nana
Rod: MENTHA

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije (Jankovi¢, 1974), prema imenu
mitoloske nimfe Menthe, koju je Prozerpina pretvorila u ovu biljku.

Narodni nazivi: konjski bosiljak, divlja nana, nana dugolisna.

Slika 7. M. longifolia - dugolisna nana

Opis vrste: Vrste roda Mentha su veoma polimorfne pri ¢emu polimorfizam
obuhvata oblik lista, stepen dlakavosti, karakter cveta, veli¢inu i odnos ¢asSice 1 krunice,
duzinu prasnika i stubi¢a itd. Veoma cesto vrste ovog roda obrazuju hibride. Sve to ¢ini
njihovu sistematiku izvanredno sloZenom, a determinaciju vrsta vrlo teSkom. Ustvari,
sistematika roda Mentha do danas jo$ nije zavrSena tako da izmedu autora postoji
neslaganje u pogledu broja vrsta. NuZna je revizija ovog roda koja ¢e biti uspe$na jedino
ako se primene svi principi 1 metodi moderne sistematike. M. longifolia je viSegodi$nja
zeljasta biljka sa snazno razvijenim rizomima. Stabljika je uspravna, u donjem delu
nekada odrvenela, visoka i do 150 cm, razgranata. Listovi su sede¢i izduzeno jajasti,
gusc¢e dlakavi na nali¢ju lista, dok su cvetovi sitni, sakupljeni u guste dihazijume na
vrhovima izdanaka zbijene u klasolike agregate. Cveta od VI-X meseca.

Rasprostranjenje i staniSte: U flori Srbije zastupljeno je 11 vrsta (Flora SR Srbije

VI, 1974). Naseljava vlazna staniSta, obale reka, jezera, bara i kanala, vlazne livade,
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posumljene terene, a i suvlja mesta duz puteva i obradivih povrsina. U Srbiji je Siroko
rasprostranjena, osim u Vojvodini, gde se ceS¢e nalazi samo na Fruskoj gori. U
jugoistocnoj Srbiji je rasprostranjena od nizijskih predela, gde se javlja pored puteva i
na obalama reka, do brdskih, planinskih i visoko planinskih predela, kraj potoka u
zajednici Junco-Menthetum longifolia. Rasprostire se po Citavom Sredozemlju,
srednjem 1 severnom delu Evrope, Maloj Aziji, Africi (Jankovi¢, 1974; Stamenkovic,
2005).

Deo biljke koji se koristi: Za dobijanje biljnih izolata koristi se vrsni zeljasti deo
biljke u cvetu (Menthae longifoliae summitas).

Hemijski sastav: Hemijska kompozicija etarskog ulja herbe divlje nane veoma je
varijabilna u zavisnosti od staniSta i klime gde vrsta raste. U etarskom ulju M. longifolia
poreklom iz Turske, identifikovano je 45 komponenata, sa cis-piperiton epoksidom,
pulegonom i piperitenon oksidom kao glavnim komponentama, a ispitivano ulje
ispoljava 1 snaznu antimimikrobnu aktivnost (Gulluce et al., 2007). Analiza etarskog
ulja marokanske M. longifolia pokazala je interesantne relativne koli¢ine piperitenon
oksida 1 piperiton oksida (Ghoulami et al., 2001). U etarskom ulju divlje nane poreklom
iz Juzne Afrike, identifikovana je 31 komponenta. Menton (50,9%), pulegon (19,3%) 1
1,8-cineol (11.9%) su glavni sastojci ulja (Oyedeji and Afolayan, 2006). Analiza ulja M.
longifolia iz ltalije 1 Izraela otkrila je piperitenon oksid kao glavnu komponentu, dok
etarsko ulje vrste sa Sinaja sadrzi 1,8-cineol (28,8%), piperiton oksid (15,4%) 1
piperiton (13,8%) (Fleisher and Fleisher, 1998). Pulegona ima viSe od 70% u ulju vrste
koja raste u pustinji Jordana (Fleisher and Fleisher, 1991). Dominantne komponente
etarskog ulja herbe divlje nane sa podru¢ja Vojvodine su menton, isomenton i 1,8-
cineol, a ulje ispoljava jak antimikrobni i signifikantni fungicidni efekat (Mimica et al.,
2003). Divlja nana sa podrucja Hrvatske sadrzi karvon, piperitenon oksid, limonen i -
kariofilen kao glavne sastojke (Masteli¢ 1 Jerkovi¢, 2002). Kao glavni sastojci ulja
ispitivane vrste prikupljene na Zlataru su cis- 1 trans- izomeri dihidrokarvona (15,9% 1
30,6%) (Matovi¢ 1 Lavadinovi¢, 1999). Veliki broj literaturnih podataka ukazuje na
jedinstvene antioksidantne osobine mente. Veliku sposobnost deaktivacije DPPH’
radikala koriS¢enjem ekstrakata mente naucnici dovode u vezu sa visokim sadrzajem
fenolnih kiselina i1 flavonoida. Znacajnim sadrzajem ruzmarinske kiseline odlikuju se

sve biljke iz familije Lamiaceae (Mimica-Duki¢ i Bozin, 2008).
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U etarskim uljima devet populacija M. longifolia iz Gréke konstatovan je oksid
piperiton kao glavna komponenta (Kokkini and Papageorgiou, 1988). Vrste roda
Mentha, kao §to je poznato sadrze Sirok spektar fenolnih jedinjenja npr., fenil
propanoide (Areias et al, 2001), kao i flavonoide u formi glikozida i acilovanih
derivata, aglikona (Voirin et al., 1994). Veliki sadrzaj kafene kiseline 1 njenih derivata,
kao Sto su ruzmarinska, litospermi¢na, hlorogenska kiselina i metil rozmarinat, ¢iji
sadrzaj dostize vrednost 1 do 7% ustanovili su analizom fenolnih jedinjenja lista pitome
nane Fecka i Turek (2007). Flavonoidi pitome nane su zastupljeni u obliku lipofilnih
polisupstituisanih flavon glikozida (O-metilovani apigenin i luteolin) 1 kao flavon i
flavanon glikozida, ¢ija koncentracija doseze i do 17% (Mimica-BPuki¢ i Bozin, 2008).
U svojoj studiji Dorman i saradnici su 2003 godine ustanovili da su kod pitome nane
najzastupljenija fenolna jedinjenja eriocitrin (eriodiktol-7-O-rutinozid), luteolin-7-O-
glikozid i1 ruzmarinska kiselina, ali su utvrdili i prisustvo kafene kiseline i naringenin-7-
O-glikozida, dok su slobodne aglikone luteolin, apigenin dokazali tek u tragu.

Upotreba: Etarsko ulje konjskog bosiljka je karakteristicnog prijatnog i
osvezavajuceg mirisa. Prema PDR ispoljava karminativna 1 stimulativna svojstva prema
gastrointestinalnom traktu. Ublazava prehlade, upale disajnih organa, glavobolje, bolove
u miSi¢ima 1 zglobovima. Interno se koristi u obliku infuza, a eksterno za kupke (PDR,
2004). Postoje i fitopreparati na bazi aktivnih sastojaka etarskog ulja nane (mentol,
menton, pinen, cineol) u obliku masti, rastvora za utrljavanje (etanolni, uljani), sirupa,
kapsula, drazeja. Mentol pokazuje razliCita delovanja, zavisno od primenjene
koncentracije. Primenjen lokalno u niskim koncentracijama dovodi do selektivne
stimulacije osetljivih nervnih zavrSetaka za hladnocu i izaziva osecaj hladenja i blag
anesteticki efekat. U koncentraciji od 0,08% do 1,2% nalazi se u tabletama za sisanje.
Multikomponentni fitopreparati sa holagognim delovanjem sadrZze mentol u dozi od
0,021 g u kombinaciji sa mentonom (0,003 g), pinenom (0,008 g) i cineolom (0,0014 g),
u obliku drazeja, kapsula i uljanih rastvora (Stanisavljevi¢ et al., 2010). Mentol, derivati
mentola, limonen i cineol koriste se za poboljSanje penetracije u dermalnim
preparatima, a peritone ima povoljan efekat u leCenju urinarnih infekcija.

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Divlja nana je aromati¢na i medonosna
biljka. Koristi se u farmaceutskoj, duvanskoj, prehrambenoj industriji (u izradi likera,

bombona i raznih poslastica). Ako se neposredno pre posluzivanja posipaju salate, supe,
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variva, przeno meso ili riba sitno iseckanom nanom jela postaju ukusnija a takode i
zdravija. Nana poboljSava ukus mekanim sirevima. Suvi listovi nane se manje koriste,
ponekad uz neka jela od riba, ¢ime se dobija jedan novi ukus. Ako se kod kuce pravi
sirce od povréa, pozeljno je staviti u njega nekoliko svezih ili suvih listova nane

(Pahlow, 1989).

2.2.7. Hyssopus officinalis L. - izop
Rod: HYSSOPUS

Familija: Lamiaceae

Poreklo latinskog naziva: prema Flori SR Srbije (Dikli¢, 1974), potice od
antickog naziva kod Grka.

Narodni nazivi: blagovanj, isop, miloduh.

Opis vrste: Biljke roda Hyssopus L. su viSegodiSnje, zeljaste, Zbunastog izgleda
(Dikli¢, 1974). Vrat korena je drvenast, jako razgranat. Grane mnogobrojne, leZze na
zemlji ili se izdizu, stabljike uspravne ili se izdizu, visoke i do 80 cm. Listovi skoro
sedeci, lancetasti do linearno lancetasti, na vrhu ve¢inom Siljati. Cvetovi dugacki 8-12
mm. CaSica im je cevasto zvonasta, sa 15 nerava, iznutra gola sa 5 zubaca, koji su
jednaki ili skoro jednaki po duzini sa c¢aSi¢nom cevi. Krunica je dvousna sa pravom

kruni¢nom cevi; gornja usna krunice je ravna, na vrhu usecena, donja troreznjevita,

35



Doktorska disertacija mr Dragana Stanisavljevic¢

srednji rezanj je podeljen na dva mala reznja. Sve vrste roda imaju po Cetiri prasnika
koji vire izvan krunice. Plodovi su jajasto - ¢etvorouglasti.

Rasprostranjenje i staniSte: Rasprostranjen je od Altaja i Urala, pored Kaspijskog
jezera i Crnog mora, u Bugarskoj, Italiji, Juznoj Francuskoj, Spaniji. To je mediteranska
biljna vrsta, a njena staniSta su uglavnom su$ne stene, osuline, pre svega raste na
kre¢njaku. Za izop se kaze da je to severnoamericka biljka kultivisana u Sredozemlju
(Nikolova, Manolov, 1990). U Srbiji je zastupljen subsp. pilifer. U Srbiji autohtono
najvise uspeva u jugoistocnim predelima, a kao znacCajno nalaziSte pominju se planine
jugoistocne Srbije. Takode uspeva i na kre¢njacima Karpatsko — Balkanskog sistema
(Tupiznica (vrh)), Tresibaba (Golemi kamen), Stara planina (oko Pirota), Svrljiske
planine. Raste na su$nim, jako osuncanim stenama, na siromasnim paSnjacima, pre
svega na kre¢njackoj podlozi (Dikli¢, 1974).

Deo biljke koji se koristi: Kao lekoviti deo koriste se izdanci sa listovima ili
cvetovima (Hyssopi herba ili H. summitas) 1 etarsko ulje (H. aetheroleum). H.
officinalis L. bere se preko leta kada biljka cveta.

Hemijski sastav: Sastojci herbe H. officinalis su etarsko ulje, flavonoidi, tanini. U
etarskom ulju izopa ima raznih terpena (pinen, kamfen, cineol i dr.). Medu prvim
podacima koji govore o koli¢ini i sastavu etarskog ulja izopa su oni koje navode
Nikolova 1 Manolov (Nikolova, Manolov, 1990). Ispitivali su koli¢inu etarskog ulja u
raznim biljnim organima H. officinalis (cvetu, listu, nadzemnom delu u fazi cvetanja i
stabljici). Ustanovili su da je najveca koli¢ina etarskog ulja u cvetu (0,9%), zatim u listu
(0,66%), nadzemnom delu u fazi cvetanja (0,51%), a najmanje ulja je sadrzano u
stabljici (svega 0,03%). Sli¢nim ispitivanjima su se bavili Schultz i Stahl-Biskup
(Schultz 1 Stahl, 1991).Oni su vrSili komparativna ispitivanja sadrzaja etarskog ulja
izopa u cvetu, listu, stabljici 1 korenu. Rezultati do kojih su dosli su pokazali da je
pinokamfon najzastupljeniji u listu i to u fazi precvetavanja, izopinokamfona ima takode
najvise u listu ali pre cvetanja, kao 1 B pinena. Germakren D je najzastupljeniji u listu i
to u fazi punog cveta, dok kamfora ima najviSe u cvetu. Za sve njih je zajednicko da im
je sadrZaj najmanji u korenu.

Ispitivanja Sharme (Sharma et al., 1963) pokazuju da etarsko ulje izopa gajenog u
Indiji sadrzi kao najzastupljeniju komponentu pinokamfon (46,7%), a-pinen (7,3%), B-

pinen (5,3%). Hemijski sastav etarskog ulja izopa gajenog u Severnoj Americi izu¢avao
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je Lawrence (Lawrence, 1992). Najzastupljenije komponente u etarskom ulju ovog
izopa su pinokamfon (42,66%), izopinokamfon (30,88%), B-pinen (8,8%) i sabinen
(1,2%).

Joulain i Ragault (Joulan i Ragault, 1976) su takode ustanovili da su
najzastupljenije komponente etarskog ulja izopa izopinokamfon (32,6%), B-pinen
(22,9%) 1 pinokamfon (12,2%). U ovom slucaju karakteristian je visok sadrzaj B-
pinena $to nije slu¢aj kod ranijih ispitivanja.

Kerrola (Kerrola et al., 1994) se bavio ispitivanjem sadrzaja etarskog ulja razli¢itih
fenotipova izopa pri ¢emu su koriS¢ene metode ekstrakcije superkriticnim CO; i
ekstrakcije smeSom pentana 1 dietiletra. UoCeno je da postoji razlika u koli¢ini
zastupljenosti pojedinih komponenata u zavisnosti od fenotipa kao i od primenjene
metode izolacije. Ispitivanjem ekstrakcije izopa (H. officinalis) primenom postupka
destilacije pomocu vodene pare i ekstrakcije maceracijom razliitim rastvara¢ima (voda,
etanol, n-butanol, etilacetat) najbolja selektivnost ekstrakcije fenola dobijena je
koriséenjem 96 % etanola (Lepojevi¢ et al., 2008). Etarsko ulje samoniklog izopa sa
podrucja Crne Gore ispitivao je Gorunovi¢ sa saradnicima (Gorunovi¢ et al.,1995).
Koriste¢i kombinaciju GC i1 GC-MS analize, utvrdio je sledece najzastupljenije
komponente ovog ulja: B-pinen (9,6%), limonen (37,40%), pinokamfon (0,05%),
izopinokamfon (1,28%) 1 metil eugenol (38,30%).

Proucavanjem hemijskog sastava izopa bavio se i Grli¢ (1986). Po njemu glavni
sastojci etarskog ulja izopa su pinokamfon i B-pinen. Kao bioaktivni sadrzaj izopa,
otkrio je flavonske glikozide, saponizid (marubin) i razli¢ite soli (naro¢ito KNO3). U
izopu ima saponizida marubina, 0,2% holina, pektina, sluzi, fitosterola, tanina, Seéera,
raznih soli, naro¢ito KNOs, a sadrzaj etarskog ulja je bio u granicama od 0,5-1%
(Tucakov, 1990). Ispitivanjem preko trista vrsta porodice Lamiaceae kojoj pripada 1
izop utvrdeno je da su one bogate prisustvom flavona i 6-OH-flavon-glikozida.

Upotreba: [zop zauzima izuzetno mesto u narodnoj medicini i kao lek pominje se
jos od davnina. Koristi se u obliku Cajeva, uljanih preparata ili u smesi sa drugim
lekovitim biljkama (Tucakov, 1990). Etarsko ulje izopa se upotrebljava u farmaciji,
medicini 1 kozmetici. U medicini se upotrebljava za lecenje pluénih bolesti (Grli¢,
1986). Takode izop je poznat kao: ekspektorans, stomahik, antidijaforetik, sedativ,

karminativ, antiseptik. I pored ovoga, primena izopa je jo§ uvek neznatna u medicinskoj
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praksi, pa zato njegovo izuCavanje ima za cilj bolji uvid u njegov sastav i predstavlja
doprinos razvoju domacoj farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

Upotreba u prehrambenoj tehnologiji: Svezi ili osuseni, sitno naseckani listovi,
upotrebljavaju se kao zacin, za salate, umake, supe, za jela od ribe i mesa. S” obzirom da
je miris lista vrlo jak, a ukus nagorak i ljut, dodaje se samo u malim koli¢inama. Kao
zac¢in mogu da posluze i cvetovi (Stamenkovi¢, 2005). Ekstrakt ove biljke je sastavni
deo nekih biljnih likera i rakija. Po Tucakovu (1990) izop je jedna od najvaznijih
medonosnih biljaka jer daje ogroman broj cvetova u busenu, cveta preko celog leta i u
prvoj polovini jeseni, ¢esto do mrazeva i snega, $to je od ogromnog znacaja za nase
krajeve u kojima vlada kontinentalna klima 1 koji ¢esto zbog redovnih suSnih godina
imaju izgled pustinje, tako da od druge polovine leta pele skoro redovno nemaju

nikakvu pasu. Med od izopa je prijatan i aromatican.

2.3. IZOLOVANJE BIOAKTIVNIH SUPSTANCI IZ BILJNOG
MATERIJALA

Poslednjih decenija interes svetske industrije, uslovljen velikim ekonomskim
pritiskom sa jedne i zaStitom prirode sa druge strane, ponovo je usmeren ka biljnim
sirovinama, ¢ega smo i sami svedoci. Danas je poznato oko 18000 aromati¢nih i 60000
lekovitih biljaka (Kiti¢, 2010).

U fitofarmaciji sekundarni metaboliti predstavljaju aktivne supstance biljnog
porekla sa snaznim bioloskim efektima, dok su u dijetetici 1 industriji hrane vazni
fitonutrijenti, konzervansi, zaini i aromati¢ne supstance. Terpenoidi, predstavljaju
najbrojniju grupu sekundarnih metabolita biljaka. To su sekundarni biljni metaboliti
definisani kao mesavina lipofilnih, te¢nih, mirisnih i isparljivih komponenti prisutnim u
viSim biljkama.

Zbog saznanja da moderna medicina ne moze pruziti ,lek za sve“, ali i zbog
¢injenice da je prisustvo nezeljenih dejstava gotovo neizbezno, poslednjih godina doslo
je do porasta interesa za prirodnim, odnosno biljnim lekovima u svetu. Proizvodnja
kvalitetnih biljnih ekstrakata predstavlja osnov za proizvodnju biljnih preparata i

izolaciju bioaktivnih komponenti koje nalaze Siroku primenu u farmaceutskoj,
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kozmetickoj ili prehrambenoj industriji. Odredene monografije opisuju postupak
pripreme biljnih ekstrakata (infuz, tinktura). U industriji priprema ekstrakata biljnih
materijala moze biti vrSena klasi¢nim tehnikama kao Sto su maceracija, perkolacija i
destilacija vodom, ili modernim tehnikama koje ukljuuju natkriticnu ekstrakciju
(ekstrakcija gasovima pod visokim pritiskom), ekstrakciju u elektricnom polju,
mikrotalasnu ekstrakciju 1 ultrazvucnu ekstrakciju. Sa proizvodno-tehnoloskog 1
farmakoloskog aspekta u novije vreme je od izuzetne vaznosti da biljni ekstrakti za
medicinsku, kozmeticku i prehrambenu upotrebu budu standardizovani, tj. da imaju
ujednacen sastav sa minimalnim odstupanjem izmedu pojedinacnih serija proizvoda, §to
se moze posti¢i standardizacijom postupaka ekstrakcije ili standardizacijom ekstrakta
(Shan et al., 2007).

Kao kriterijum efikasnosti ekstrakcije uzima se prinos suvog ekstrakta ili prinos
zeljene supstance (Vinatoru, 2001). Izbor rastvaraca od presudnog je uticaja na stepen i
prinos ekstrakcije, ali 1 na ekonomi€nost procesa. NajCeSc¢e koriS€eni rastvaraci su:
etanol, etilacetat, glicerol, petrol etar i propilenglikol, dok se drugi organski rastvaraci
zbog svoje toksiCnosti rede koriste (Vinatoru et al, 1999). Najvecu primenu u
prehrambenoj industriji 1 farmaciji nasli su vodeno-etanolni rastvori. Pri izboru
rastvaraa treba posebno obratiti paznju na dielektricnu konstantu, hidrofilnost,
viskoznost 1 povrSinski napon rastvaraca (Milenovi¢, 2002). Pri meSanju etanola i vode
dielektricna konstanta moze biti izmenjena u Sirem opsegu, pa se mogu ekstrahovati
mnoge supstance. Rastvarac¢i ne pokazuju uticaj samo na ekstrahovanje odredene grupe
supstanci, ve¢ i na njihovu koli¢inu, tako da optimalni rastvara¢ ekstrahuje najvecu
koli¢inu supstanci (Ponomarev, 1976).

Perkolacija je kontinuirana ekstrakcija propisano usitnjene droge pri sobnoj
temperaturi koja se izvodi kontinuiranim 1 ravnomernim proticanjem propisanog
rastvaraca kroz stub droge u perkolatoru po pravilu odozgo prema dole. Stub droge se
priprema u cilindri¢noj cevi od stakla ili drugog indiferentnog materijala (perkolator).
Perkolira se dok se dobije propisana koli¢ina perkolata, odnosno do racionalnog stepena
iskoriStenja, Sto se po pravilu postize hvatanjem 5 perkolata. Jednim perkolatom smatra
se koli¢ina perkolata koja po masi odgovara masi droge koja se ekstrahuje. ZavrSetak
ekstrakcije moze se, osim specifiénim hemijskim reakcijama, ustanoviti ovim na¢inom:

poslednjih 10 ml perkolata mora dati suvi ostatak manji od 25 mg. Za dobijanje bioloski
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aktivnih komponenti hrane primenjuju se razli€iti postupci koji su identi¢ni postupcima
koji se primenjuju za dobijanje fitohemikalija i lekovitih supstanci (ekstrakcija, sinteza,
enzimska hidroliza, frakcionisanje, identifikacija...) (Ph. Jug. IV, 1984).

Etarska ulja dobijaju se koriS¢enjem klasi¢nih metoda, kao $to su: hidrodestilacija,
hladno presovanje 1 ekstrakcija rastvaracem (Sovilj 1 Spasojevi¢, 2001). Hidrodestilacija
je opsti pojam postupka za dobijanje etarskih ulja iz biljnog materijala koja se moze
izvesti na tri razli¢ita nacina: destilacija vodom, destilacija vodom i vodenom parom i

destilacija vodenom parom (Smith et al., 2005).

2.3.1. Ekstrakti i bioaktivne supstance u ekstraktima

lekovitih i aromati¢nih biljaka

Ekstrakti su, koncentrovani izolati te¢ne, polu¢vrste ili Cvrste konzistencije,
dobijeni rastvaranjem aktivnih sastojaka iz uglavnom suvog, biljnog ili Zivotinjskog
materijala. Te¢ni ekstrakti su bistre, obojene tecnosti, mirisa 1 ukusa na biljne sirovine iz
kojih su dobijeni, dok su suvi ekstrakti obojeni praskovi ili rastresiti materijali, po
pravilu vrlo higroskopni (Ph. Jug. IV, 1984; Ph. Jug. V, 2000; Ph. Eur., 2010).

Iz razloga velike bioloske i fizioloske aktivnosti, kompleksnosti hemijskog sastava,
sloZenosti biosintetskog puta i metabolizma kao 1 sve veée mogucénosti primene u
raznim oblastima industrije, biljni ekstrakti, posebno njihova fenolna i flavonoidna
jedinjenja, nalaze se ve¢ dugi niz godina na vrhu aktuelnosti fundamentalnih i

primenjenih istrazivanja.

Biljni polifenoli

Biljna polifenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti karakteristicne aromaticne
strukture, koji se mogu klasifikovati u petnaest grupa prema osnovnom delu svog
molekula, od kojih su fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi, antocijanidi, hinoni, katehini i
tanini samo neki od njih (Dilas ef al, 2002). Polifenolna jedinjenja su razlicitih
strukturnih karakteristika, sa fenolnim jezgrom kao osnovnim konstituentom. Prema
broju fenolnih subjedinica mogu se podeliti na proste fenole (sa jednim fenolnim

prstenom) i polifenole (sa dva i viSe fenolna prstena). Do sada je identifikovano oko
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8000 jedinjenja koja pripadaju ovoj kategoriji (Robbins, 2003). Izvestan broj
polifenolnih jedinjenja zastupljen je i u Zivotinjskom svetu, ali veéina ih je biljnog
porekla. U jestivim biljkama je identifikovano nekoliko hiljada prirodnih polifenolnih
jedinjenja (Shahidi i Naczk, 1995). Biosinteza fenolnih jedinjenja u biljnom svetu
vezana je za transformaciju Sikimata, preko biosintetskog puta Sikimske kiseline ili za
transformaciju B-poliketo lanaca, dobijenog acil-polimalonatnim putem.

Najnovija istrazivanja u oblasti hemije, biohemije i medicine potvrduju da ekstrakti
biljaka sadrze fenolne kiseline, flavone, izoflavone, flavanole, katehine, tokoferole,
tanine, terpene, te da pokazuju antiviralna, antiinflamatorna, antialergijska,
antibakterijska i antioksidantna svojstva (Capasso et al., 2005). Zbog svojih pomenutih
aktivnosti, kao i njihove sposobnosti da menjaju funkciju nekih klju¢nih celijskih
enzima mnoga polifenolna jedinjenja su poslednjih godina privukla paznju nauc¢nika
koji se bave medicinom i hemijom hrane (Chi-Tang et al., 1992; Mattila et al., 2006).
Kao prirodni izvori polifenolnih jedinjenja u literaturi se najéeSce spominju zacinsko 1
lekovito bilje. Poznato je da su divlje vrste biljaka od gajenih vrsta vitaminski daleko
bogatije, a po koli¢inama divljeg lekovitog bilja nasa zemlja spada u one koje su
bogatije ovom sirovinom.

Smatra se da polifenolna jedinjenja ispoljavaju antioksidantnu aktivnost na sledece
nacine: predajom H-atoma, direktnim vezivanjem (,hvatanjem®) slobodnih
kiseonikovih i1 azotovih radikala, heliranjem prooksidativnih metalnih jona (Fe, Cu) i
inhibicijom prooksidativnih enzima (lipoksigenaza, mijeloperoksidaza, ksantin-
oksidaza, NAD(P)H oksidaza, enzimi citohroma P-450) (Robbins et al., 2003).

I pored Siroke rasprostranjenosti kao i dokazanih lekovitih svojstava polifenolnih
jedinjenja, ozbiljnije proucavanje njihovih antioksidantnih dejstava pocinje prosSlog
veka tek sredinom devedesetih godina (Scalbert et al., 2005). Konstatovano je da
polifenolna, kao i mnoga druga bioaktivna jedinjenja koja ulaze u sastav prirodnih
bioaktivnih proizvoda, pokazuju antioksidantnu aktivnost, tj. da njihovi molekuli,
prisutni u malim koli¢inama u velikoj meri inhibiraju ili u potpunosti sprecavaju
oksidaciju lipida, proteina, ugljenih hidrata i DNK (Halliwell i Whiteman, 2004). Od
velike vaznosti za biljke su polifenolna jedinjenja jer grade integralni deo strukture
¢elijskog zida, uglavnom kao polimeri (lignini) koji kao mehanicka barijera u odbrani

od mikroorganizama imaju veliki znacaj.
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Antioksidantna aktivnost polifenolnih jedinjenja se zasniva uglavnom na njihovim
oksido-redukcionim osobinama, sposobno$¢u neutralisanja slobodnih radikala
doniranjem vodonikovog atoma ili elektrona, heliranja metalnih jona u vodenim
rastvorima, kao i u gusenju procesa formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Petti i
Scully, 2009). Smatra se da je antioksidantna aktivnost fenola prvenstveno rezultat
njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi neutraliSu slobodne
radikale, uz formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala (slika 9). Povecana stabilnost
fenoksil radikala objasnjava se delokalizacijom elektrona uz postojanje viSe rezonantnih
formi. Sa povecanjem stabilnosti formiranog fenoksil radikala povec¢ava se moguénost
nastajanja rekombinantnih reakcija koje dovode do terminacije slobodno-radikalskih

procesa (Ohshima et al.,1998).

| > é“é‘“&“'&

Slika 9. Rezonantna stabilizacija radikala koji nastaje iz fenola (Ohshima et
al.,1998)

Flavonoidi

Najvecu grupu biljnih polifenola ¢ine flavonoidi (Rice-Evans et al., 1996) koji su
prisutni u biljnim plodovima, u listovima, semenu, kori i cvetovima biljaka, povrcu,
vocu, cvecu, ¢aju, crvenom vinu, (Rice-Evans et al., 1996; Merken i Beecher, 2000).
Oko 10000 razli¢itih flavonoida je poznato do sada (Tahara, 2007). Ova grupa
jedinjenja obuhvata flavonole (kemferol 1 kvercetin, najprisutniji u hrani), flavone,
izoflavone, flavanone, antocijanine, (pigmenti bilja od kojih poti¢e miris i boja vecine
biljaka) i flavanole (katehini — monomeri i proantocijanidini — polimeri, poznati kao
kondenzovani tanini) halkone i aurone, pri ¢emu se u prirodi naj¢esce javljaju u obliku
glikozida (Cook i Samman, 1996). U biljnom materijalu fenolna i polifenolna jedinjenja
javljaju se u slobodnom obliku, ali se mnogo cesce javljaju u obliku svojih derivata.
Najces¢i su O-glikozidi flavonoida, posebno antocijanidini, O-metil i metilen-dioksi

derivati polifenola, kao i sulfati flavonoida (Canadanovié-Brunet, 1998). Kada je u
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pitanju biosinteza flavonoida ista se odvija kroz deo fenilpropanoidnog biosintetskog
puta kroz koji nastaju i drugi sekundarni metaboliti, kao Sto su fenolne kiseline, lignini,
lignani i stilbeni, pri ¢emu su klju¢ni prekursori fenilalanin (dobijen iz Sikimatnog i
arogenatnog biosintetskog puta) i malonil-CoA (izveden iz citrata u Krebsovom ciklusu
dobijenog).

Termin ,flavonoid“ predlozili su 1952. godine Geisman i Hinseinner za
determinaciju svih biljnih pigmenata, koji imaju Cs-Cs-Cg skelet, u kojima su dva
benzenova prstena povezana preko C-3 jedinice (Janicijevi¢ et al., 2008). SrediSnji
heterocikli¢ni prsten se oznacava kao prsten C dok se fenil grupe oznacavaju se kao

prstenovi A 1 B (slika 10) (Marais et al., 2006).

Slika 10. Strukturna formula flavonoidnih jedinjenja (Janiéijevi€ et al., 2008)

Flavonoidi su u vodi rastvorni Zuti, crveni ili ljubicasti pigmenti rasprostranjeni u
svim biljnim organima. Iz biljaka je izolovano i prouceno preko 3000 flavonoida koji
su, s obzirom na stepen oksidacije centralnog piranskog prstena, podeljeni u dvanaest
klasa: flavoni, izoflavoni, flavanoni, flavonoli, flavanoli, flavani, katehini,
antocijanidini, leukoantocijanidin, halkoni, dihidrohalkoni i auroni.

Raznovrsnost 1 veliki broj struktura flavonoida rezultat je brojnih modifikacija
osnovne skeletne strukture koje su uslovljene reakcijama hidrogenacije, hidroksilacije,
O-metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanja neorganskog sulfata i
glikolizacijom hidroksilnih grupa (O-glikozidi) ili flavonoidnog jezgra (C-glikozidi).

U svim zelenim biljkama rasprostranjeni su flavonoidi, a njihovo prisustvo je
identifikovano i u nizim organizmima. Najrasprostranjeniji su flavonoli i flavoni.
Kvercetin, kempferol i miricetin su najzastupljeniji flavonoli, a od flavona najpoznatiji
su luteolin 1 apigenin. Mestimi¢no i u manjem broju biljnih vrsta pojavljuju se halkoni,
auroni, flavanoni, dihidrohalkoni i izoflavoni. Od pomenutih flavanoni i izoflavoni su

bezbojni, dok halkoni i auroni predstavljaju Zute cvetne pigmente.
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Cinjenice da flavonoidi imaju pozitivan efekat na zdravlje doprineli su naglom
porastu upotrebe biljnih flavonoida kao konstituenata funkcionalne hrane. Treba imati u
vidu da povecan i nekontrolisan unos flavonoida moze da ima prooksidativnu aktivnost,
prouzrokuje mutagene procese i inhibira kljuéne enzime u metabolizmu hormona
(Skibola 1 Smith, 2000). Otpustanje vodonika, ,,hvatanje* radikala 1 heliranje metala su
antioksidantni mehanizmi koji su karakteristicni za flavonoide. Broj i1 polozaj
hidroksilnih grupa kao 1 kod ostalih polifenolnih antioksidanata utice na antioksidantnu
aktivnost. Tako je miricetin (tri hidroksilne grupe) aktivniji od kvercetina (dve
hidroksilne grupe) i hesperitina (jedna hidroksilna grupa).

Prisustvom dve hidroksilne grupe u orto polozaju u B prstenu uslovljeno je
efektivno otpustanje vodonika. Sposobnost otpustanja vodonikovog atoma dodatno
povecava hidroksilna grupa u polozaju 5° B prstena i polozaju 3 C prstena. Na
povecanje sposobnosti otpustanja vodonikovog atoma takode imaju uticaj hidroksilne
grupe u polozajima 5, 8 ili 7, 8, aline 1 5, 7 u A prstenu. Karbonilna grupa u polozaju 4 1
2, 3 dvostruka veza u C prstenu nema uticaja na ovaj mehanizam antioksidantne
aktivnosti.

Na antioksidantnu aktivnost flavonoida uticu: prisustvo dve hidroksilne grupe u
orto polozaju u B prstenu, karbonilna grupa u polozaju 4 C prstena. Hidroksilna grupa u
polozaju 3 C prstena nema uticaja, dok je uticaj 2, 3 dvostruke veze u C prstenu jos
uvek nejasan. Husain i1 sar. (1987) smatraju da ova strukturna karakteristika nema
uticaja na antioksidantnu aktivnost flavonoida, dok Foti i sar. (1996) ukazuju da je ova
dvostruka veza u konjugaciji sa karbonilnom grupom u polozaju 4 C prstena i ucestvuje
u stabilizaciji radikala flavonoida delokalizacijom elektrona.

Zbog svoje specificne strukture koja se moze povezati sa brojem 1 pozicijom
hidroksilnih grupa u molekulu, flavonoidi su izuzetni prirodni antioksidanti tako da se
moze re¢i da je antioksidantna aktivnost flavonoida posebno znac¢ajna (Toda i1 Shirataki,
2001). Prisustvo flavonoida dovodi do suzbijanja nastanka reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
inhibicijom enzima ili helatizacijom metala u tragovima koji ucestvuju u stvaranju
slobodnih radikala. Ova polifenolna jedinjenja inhibiraju oksidaciju lipida, inhibiraju
neke enzimske sisteme, utiCu na nastajanje i1 transformaciju peroksil radikala i dr.

(Cetkovi¢, 2008). Flavonoidi su poznati ,,hvata¢i superoksid anjon i hidroksil radikala
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(Halliwell, 2008) i sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u vodenom rastvoru
uporediva je ili nekoliko puta bolja od askorbinske kiseline i tokoferola (Boik, 2001).
Zastitni efekat flavonoida je dokazan in vitro (Madhujith i Shahidi, 2006).
Nekoliko novijih studija hemijske analize izolata iz biljnih vrsta familije Lamiaceae
govori o njthovom flavonoidnom profilu. Glavne komponente su flavoni 1 njihovi 6-
metoksi derivati, dok su flavonoli rede prisutni (Tomds-Barberan et al, 1992).
Tradicionalna upotreba mnogih lekovitih biljaka moze se pripisati prisustvu flavonoida
koji ispoljavaju Sirok spektar profilaktickog i terapijskog delovanja (Barros et al., 2010).
Oni poseduju antibakterijsku, antifungalnu, antiviralnu, antiinflamatornu aktivnost,
deluju povoljno na kardiovaskularni sistem i dr. (Al-Bayati, 2009). Pored uloge koju
imaju kao biljni pigmenti, flavonoidna jedinjenja u biljnim sistemima imaju ulogu i u
zaStiti od UV zracenja i slobodnih radikala, modulaciji aktivnosti enzima, alelopatiji,
privlacenju 1 odbijanju insekata, zaStiti od virusa, bakterija i gljiva, klijanja polena i
drugo (Pourcel ef al., 2006). Dokazana je visoka antioksidantna aktivnost u razlicitim in
vitro sistemima za mnoge flavonoide (Ohshima et al.,1998; Mimica-Dukic i Bozin,

2008).

Kao antioksidanti flavonoidi deluju mehanizmom hvatanja slobodnih radikala
(Cotelle et al., 1992) zbog cega nastaje flavonoidni fenoksidni radikal koji je manje

reaktivan:

ROO’+ FI-RO — OH + FI-O°
OH’ + FI-OH — H,0 + FI-O°

Za sposobnost hvatanja radikala vazne su glavne stukturne funkcije flavonoida: o-
dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja radikalu daje stabilnost i
omogucava delokalizaciju elektrona; 2,3-dvostruka veza u konjugaciji sa 4-keto
grupom, Sto omogucuje delokalizaciju elektrona iz B-prstena; hidroksilne grupe na
polozaju 3- 1 5- koje vodonikovu vezu sa keto grupom osiguravaju (slika 11) (Pokorny

etal.,2001).
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OH OH

OH

Slika 11. Strukturne grupe vazne za hvatanje slobodnih radikala

2.3.2. Etarska ulja i bioaktivne supstance u etarskim uljima

lekovitih i aromati¢nih biljaka

Za proizvodnju ili pripremu ekstraktivnih preparata iz biljnih sirovina koriste se
razli¢ite tehnike separacije, a najece ekstrakcija rastvara¢ima (ekstrakcije ¢vrsto-tecno)
1 hidrodestilacija. Ekstrakcijom rastvaraCem dobija se ekstrakt, a hidrodestilacijom
etarsko ulje. Aromati¢ne biljke su izvor etarskih ulja i ona biljkama daju karakteristi¢an
miris 1 aromu. Predstavljaju specifi¢ne, najéesc¢e teCne produkte biljnog tkiva. Etarska
ulja su kompleksne smeSe razli¢itih hemijskih jedinjenja (u jednom etarskom ulju moze
se naci 1 do 800 jedinjenja). Etarska ulja su sekundarni metaboliti biljaka i definiSu se
kao kompleksne smeSe aromatic¢nih, isparljivih komponenti koje se sintetiSu i skladiste
u specijalnim sekretornim strukturama biljaka (Bakkali et al., 2008). Pripadaju velikoj
familiji prirodnih jedinjenja-lipidima. Dominantna grupa jedinjenja etarskog ulja su
terpeni (mono-, seskvi- i diterpeni, kao i1 njihovi oksidovani produkti). Pored terpena, u
etarskim uljima mogu se naci i druga isparljiva jedinjenja: alifaticna (tipa dodekana,
tridekana, tetradekana, dekanola, metildodekanala, metiloleata i dr.), aromati¢na

(derivati benzoeve kiseline, fenilpropanoidi, kumarini, eugenol, safrol, miristicin,
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koniferilalkohol i apiol) i1 specificna jedinjenja koja sadrze sumpor (najcesée
izosulfocijanati i organski disulfidi) i azot (derivati indola ili alifati¢ni amini).
Biosinteza osnovnih klasa terpenoida odvija se prema tzv. ,,biogenetskom pravilu*
koje je ustanovio Ruzicka (1953. god.), Sto sugeriSe da se sve klase izoprenoida
sintetizuju 1z biohemijski ,aktivnog izoprena®“ (slika 12). Biohemijski aktivne
1zoprenske jedinice se identifikuju kao piro-fosfatni (difosfatni) estri 1 to kao dimetilalil

pirofosfat (DMAPP) i izopentenil pirofosfat (IPP).
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Slika 12. Biogenetsko izoprensko pravilo (Ruzicka i sar., 1953)

Etarska ulja su prirodni antioksidanti i nemaju dug vek trajanja. Moraju se ¢uvati
na hladnom mestu, u tamnim staklenim ili porculanskim bocama, sa brusenim staklenim
ili silikonskim poklopcima. Iz biljnih organa se etarska ulja mogu izolovati na vise
nacina. Koji ¢e se postupak primeniti, zavisi od primene ulja, biljne sirovine,
kvalitativnog 1 kvantitativnog efekta, ekonomije postupka i od same biljke. Cilj je da se
dobije maksimalna koli¢ina kvalitetnog etarskog ulja.

Na kvalitet etarskog ulja uticu karakteristike droge. Etarska ulja se u biljci nalaze u
zlezdama 1 sekretornim organima, pa ne postoji direktan kontakt ulja sa vodom ili
vodenom parom. Posledica toga je povecana potroSnja pare i duze vreme trajanja
destilacije, zbog Cega je priprema biljnog materijala od velikog znacaja. Da bi se

eliminisala molekulska difuzija, biljni materijal se usitnjava. Ukoliko je mlevenje finije,
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kontakt biljnog materijala i vodene pare je bolji, ali tom prilikom moZze do¢i do gubitaka
lakSe isparljivih komponenata, oksidacije, osmoljavanja i formiranja kompaktne mase
kroz koju para tesko prodire. Nasuprot tome, grubo sitnjenje produzava vreme
destilacije i dovodi do gubitka komponenata lakse rastvornih u vodi.

Dobijanje 1 koriS¢enje etarskih ulja poti¢e joS iz starog Egipta, Persije, Grcke i
Rima, kada su upotrebljavana u balsamovanju i1 konzerviranju hrane zbog svog
antimikrobnog dejstva (Burt, 2004), dok se od srednjeg veka koriste 1 kao lekovi za
smirenje, protiv upalnih procesa, kao spazmolitici, antiparazitici ili lokalni anestetici.
Do danasnjih dana, ove karakteristike se nisu bitno izmenile samo §to je proucen njihov
sastav 1 razjaSnjen mehanizam delovanja, pogotovo na mikroorganizmima (Bakkali et
al., 2008). Od oko 3000 poznatih etarskih ulja, trenutno oko 300 ima komercijalni
znacaj, bilo u farmaciji, bilo u kozmetici, prehrambenoj industriji, industriji parfema,
konzervanasa i aditiva u prehrambenoj industriji, industriji alkoholnih i bezalkoholnih
pic¢a (Kisgeci, 2008; Bakkali et al., 2008; Chemat et al., 2007).

Retko je primeéeno da etarska ulja ispoljavaju hroni¢nu toksi¢nost. Malo je
podataka o eventualnom mutagenom i kancerogenom delovanju etarskih ulja, odnosno
pojedinih komponenti etarskih ulja. Medutim, pojedine komponente u ve¢im koli¢inama
mogu ispoljiti toksi¢no dejstvo. Sve ovo ukazuje na potrebu da se izolovana etarska ulja
moraju pazljivo primenjivati, naro€ito u prehrambenoj industriji, aromoterapiji, danas
veoma popularnom nacinu le€enja, ali 1 prilikom drugih primena.

Tujon (C;oH;60) je bezbojna teCnost sa aromom mentola. To je keton i
monoterpen, i javlja se u dva oblika: a-tujon i B-tujon. Tujon je monoterpenoid
poreklom iz biljaka roda Arthemisia i Thuja. Ove biljne vrste se koriste pri izradi
brojnih alkoholnih pi¢a kao aromatici i sredstva koja poboljSavaju ukus. Codex
Alimentarius (2003), postavlja sledeCe maksimalno dozvoljene koli¢ine tujona: 0,5
mg/kg u hrani 1 picu sa izuzetkom od 5 mg/kg u alkoholnim pi¢ima sa ne viSe od 25%
zapremine alkohola; 10 mg/kg u alkoholnim pi¢ima sa viSe od 25% zapremine alkohola;
25 mg/kg u namirnicama koje sadrze preparate na bazi zalfije; 35 mg/kg u gorkim
pi¢ima.Tujon nije dozvoljen za upotrebu kao zacin u SAD.

Koris$¢enje Cistog etarskog ulja i alkoholnog ekstrakta S. officinalis ne preporucuje
se u trudno¢i. Tradicionalno se zna da sluzi kao abortifacientno sredstvo i da stimuliSe

menstrualni ciklus. Ulje sadrzi veliku koli¢inu cis- i trans-tujona (30-60 %), koji su
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poznati kao abortifacijenti i emenagogici, a spadaju u red toksi¢nih jedinjenja. Takode
se smatra da porfirija, bolest koja se karakteriSe poremecajima metabolizma porfirina i
njihovog krajnjeg proizvoda hema, moze biti posledica dugotrajne upotrebe pelina ili
likera ove biljke (Opinion of the Scientific Committee on Food on Thujone; Scientific
Committee on Food, 2003).

U komponente sli¢ne tujonu spadaju 1 timol 1 karkavol. Karvakrol (5-izopropil-2-
metilfenol) i timol (2-izopropil-5-metilfenol) su izomeri 1 predstavljaju monoterpenske
fenole sa jakim antiseptickim dejstvom. Zbog svog dejstva imaju visestruku primenu.
Prisutni su u etericnim uljima mnogih biljaka iz porodice Lamiaceae: Thymus vulgaris,
T. serphyllum, Origanum vulgare, Satureja thymbra, Thymbra capitata.

Kao osnovne sirovine biljnih droga za dobijanje karvakrola i timola koriste se
timijan i majkina duSica. Karvakrol i timol imaju sve vecu primenu kako u narodnoj
tako 1 u nauc¢noj medicini, zbog svog viSestrukog dejstva i veoma malo nezeljenih
efekata. Oni su predmet istraZzivanja poslednjih godina i mnoge klinicke studije su
dokazale njihovu upotrebu kod leCenja raznih oboljenja kao i primenu u profilaksi i
svakodnevnom zivotu. Druga komponenta koja se u literaturi navodi kao rizicna jeste
kamfor. Dostupni toksikoloski podaci za estragol ukazuju na njegovo moguce Stetno
dejstvo sli¢no safrolu (Public Statement on the Use of Herbal Medicinal Products
Containing Estragole; Committee on Herbal Medicinal Products, EMEA). Estragol je
komponenta mnogih biljaka i njihovih ulja: pelin (Artemisia dranunculus L.), jasenak
(Dictamnus albus L.), mora¢ (Foeniculum vulgare Mill.), izop (Hyssopus officinalis L.),
bosiljak (Ocimum basilicum L.), anis (Pimpinella anisum L.) 1 dr.

Prema dokumentu koji je izdala EFSA — European Food Safety Authority,
Compendium of botanicals that have been reported to contain toxic, addictive,
psychotropic or other substances of concern (2009), za mnoge biljke je poznato koje
supstance imaju toksican efekat.

Nasuprot tome uobicajene biljke kao S$to su cimet, beli luk, crni luk, korijander,
origano, kardamom i mint su jestivi, i samim tim i njihova ulja. To ne znaci da ova
jestiva ulja treba koristiti do neprijatnosti. Ba§ nasuprot, samo male do srednjih doza
takvih biljnih ulja su dokazano bezbedna i samo ona koja su postavljena na FDA-ovu
GRAS listu (Generalno vodi se kao bezbedno), mozemo koristiti. Ulje origana je jedno

takvo ulje.
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2.3.3. Uticaj proizvodnog postupka na bioloski aktivna
jedinjenja

Mnoge bioloski aktivne supstance su tokom prerade i stajanja nestabilne. Iste
podlezu mnogim poznatim reakcijama, kao §to su oksidacija, termic¢ka degradacija i
Maillard-ova reakcija, hidroliza, koje dovode do smanjenja njihove bioaktivnosti.
Prerada sa druge strane moze takode dovesti do nastanka novih bioaktivnih jedinjenja.
Neka od novonastalih jedinjenja, posebno iz belog luka, soje, ¢aja 1 mlecnih proizvoda
su se pokazala efikasnim u prevenciji i tretmanu razli¢itih oboljenja.

Povoljan efekat bioaktivnih jedinjenja u svakom slucaju, direktno zavisi od
primenjenog postupka prerade u proizvodnji namirnica. Boljim razumevanjem
mehanizama 1 kinetike reakcija bioaktivnih jedinjenja tokom primenjenog postupka
prerade, otvara se i mogucnost modifikovanja postupka u smislu smanjenja njegovog
nepovoljnog dejstva, kao i potenciranja pozitivnih efekata. Osim ovoga, najnovije
tehnologije u proizvodnji hrane (ne-termicki tretman) i cuvanja (modifikovana
atmosfera) postaju sve raznovrsnije i usloznjenije. Novi literaturni podaci jasno ukazuju
na vezu izmedu primenjenih postupaka prerade i bioaktivnih komponenti.

Uoceni znacaj antioksidanata dugo je inicirao potrebu da se i vestacki sintetiSu.
Naravno to je negativno sa nekog drugog stanoviSta pa se vra¢amo prirodi. Veliki
interes za prirodne antioksidante rezultat je svetskog trenda minimiziranja upotrebe ili
potpunog eliminisanja sintetickih prehrambenih aditiva zbog njihovog potencijalnog
Stetnog dejstva.

Medutim, i prirodni antioksidanti imaju nedostatke, na primer slaba otpornost
prema kiseoniku, svetlosti, visokim temperaturama i suSenju. Prema tome, 1
antioksidanti prisutni u hrani, kao i ostale komponente, se menjaju tokom procesa
prerade hrane. Promene u antioksidantnoj aktivnosti hrane rezultat su hemijskih
promena antioksidantnih jedinjenja prisutnih u proizvodu, a rezultat ovih promena moze

razli¢ito da uti¢e na krajnji antioksidantni status prehrambenog proizvoda.
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2.3.3.1. Uticaj nacina suSenja na aktivnost bioloSki aktivnih supstanci

Susenje je jedan od najstarijih i najlaksih nacina konzervisanja biljnog materijala.
Predstavlja najbolji nacin cCuvanja, jer se spreCava razvoj mikroorganizama i
zaustavljaju enzimski procesi. Naime, dovodenjem toplote se najvec¢i deo aktivne vode
iz namirnice udalji 1 enzimi mikroorganizama gube aktivnost. V1si se direktno na suncu
ili u hladu, na promajnom mestu, ili u termickim suSarama na tacno odredenoj
temperaturi. Zasniva se na principu kseroanabioze. Dovedena energija za isparavanje
vode delom sluzi i kao energija aktivacije za mnoge procese pri ¢emu se menjaju
nutritivna, ali 1 senzorna svojstva. Posebno je to znacajno kod lekovitog i1 zacinskog
bilja jer se njihova upotrebna vrednost zasniva na prisustvu razlicitih polifenola.

Etarska ulja su lokalizovana u razli¢itim delovima biljaka i uslovi suSenja se
propisuju za svaku drogu. Tako, temperatura susenja plodova biljaka familije Apiaceae
ne sme da bude visa od 45 °C, a za nadzemne organe biljaka familije Lamiaceae ne sme
da bude visa od 35 °C. Vlaga koja zaostaje u drogi posle suSenja oznaCava se kao
primarna, a ona koju droga naknadno upije usled nepropisnog cuvanja sekundarna.
Nedovoljno osuSena ili nepropisno Cuvana droga (naknadno je upila nedozvoljenu
koli¢inu vlage), veoma lako se kvari.

Susenje proizvoda smanjuje biohemijske i mikrobioloSke degradacije (Tarhan et
al., 2010). Od nacina suSenja u dobroj meri zavisi i kvalitet osusene biljne droge.
Neadekvatno susenje moze da prouzrokuje mikrobiolosko onecis¢enje, gubitak aktivnih
sastojaka, kao 1 nezeljenu promenu izgleda, §to dovodi do smanjenja kvaliteta sirovine.

Uslovi suSenja se odreduju prema strukturi biljnog materijala 1 hemijskoj prirodi
aktivnih lekovitih sastojaka (Kisgeci, 2008). Osnovni pokazatelj uspeha procesa susenja
je stepen nastalih promena sastojaka sirovine (izuzev vode) Cime se ustvari definiSe
njihov kvalitet. Iako termicki tretmani imaju za cilj poboljSanje senzorne vrednosti
hrane, kao posledica izlaganja visokim temperaturama mogu nastati i promene
konstituenata hrane, smanjenje njihove nutritivne vrednosti, promene teksture, ali i
hemijske promene antioksidanata. Sa povecanjem temperature susenja smanjuje se
prinos ekstraktivnih materija, sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, a samim tim i

antioksidantni potencijal ekstrakata. Znaci, smanjuje se kvalitet biljne sirovine u smislu
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lekovitog delovanja (Stanisavljevic et al., 2012). Niska temperatura suSenja, ispod 40°C,
ne ugrozava hlorofil kod bilja. Zato liS¢e i posle suSenja ostaje prirodno zeleno.

Propisno osuSen biljni materijal pakuje se u razli¢itu ambalazu (papirne, jutane ili
platnene vrece, odnosno sanduke i kutije od kartona, drveta, metala, plastike) zavisno od
koli¢ine 1 vrste biljnog materijala. Dobro zapakovan osuSeni biljni materijal se ¢uva na
suvom mestu, u provetrenim prostorijama zasti¢en od uticaja sunca. Relativna vlaznost
vazduha u skladiStima bi trebala da bude ispod 60%, a temperatura ne viSa od 25 °C
(Ph. Jug. V, 2000).

Tokom procesa susenja biljnog materijala smanjuje se sadrzaj vlage, ali se menja i
koli¢ina i sastav isparljivih jedinjenja (Moyler, 1994). Etarska ulja koja daju specifi¢nu
aromu 1 ukus zacinskom i lekovitom bilju, dve su najvaznije kvalitetne komponente
koje se u procesu suSenja moraju sacuvati u najve¢oj mogucoj meri. Rezim suSenja,
uglavnom najviSa dozvoljena temperatura vazduha, bitno utice na degradaciju ovih
materija. Na osnovu dosadasnjih saznanja, vrednosti maksimalne temperature vazduha
tokom procesa konvektivnog susenja su oko 45°C. Na¢in suSenja ima znalajan uticaj na
kvalitativni i kvantitativni sastav etarskih ulja aromati¢nih biljaka. Pojedine biljke se
neposredno posle branja podvrgavaju procesu destilacije (zbog isparavanja etarskih ulja
ili enzimskih transformacija), kao Sto je slucaj sa ruzom i lavandom, dok se neke (gorki
badem, slaCica) suSe duze vreme zbog enzimske hidrolize glikozidno vezanih
komponenata, od Cijeg sadrzaja zavisi aroma. U pojedinim slucajevima preporucuje se
odvajanje delova biljke i njihova posebna obrada, zbog razli¢itog sadrzaja ulja i

razli¢itog hemijskog sastava.

2.4. PREVENCIJA OKSIDATIVNOG STRESA ISHRANOM

U poslednje dve decenije mnogo paznje je posveceno prirodnim antioksidantima
zbog uoCene veze antioksidanata i slobodnoradikalskih mehanizama u ljudskom
organizmu. Naime, ishrana bogata snaznim antioksidantnim agensima, poput
askorbinske kiseline, vitamina E, karotenoida ili biljnih fenola, zahvaljuju¢i sposobnosti
ovih jedinjenja da smanjuju nivo slobodnoradikalskih vrsta, moze da utice na
prevenciju, ali 1 da ima terapeutsko dejstvo u slucaju bolesti povezanih sa oksidativnim

stresom. Polifenoli su najzastupljeniji antioksidanti u ishrani i njihov preporuceni
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dnevni unos iznosi od 20 mg do 1 g/dan, §to je mnogo vise nego za bilo koju drugu
klasu fitonutritijenta (deset puta viSe nego vitamina C i sto puta viSe nego vitamina E i
karotenoida) (Scalbert et al., 2005). Flavonoidna jedinjenja zastupljena su u gotovo
svim biljnim vrstama, pri ¢emu su flavonoidi u uzem smislu najrasprostranjeniji. Velika
razlika u preporu¢enim dnevnim dozama prema razli¢itim autorima, poti¢e od
nedostatka informacija o njihovoj apsorpciji, kasnijoj distribuciji, metabolizmu 1
ekskreciji kod ljudi. Na apsorpciju 1 metabolizam polifenola iz hrane primarno utice
njihova hemijska struktura, konjugacija sa drugim fenolima, molekulska masa,
rastvorljivost i1 stepen polimerizacije (Wollgast i Anklam, 2000). Sadrzaj polifenola u
biljnom materijalu kre¢e se od nekoliko miligrama do nekoliko stotina miligrama u 100
g svezeg biljnog materijala, $to je u pojedinim sluc¢ajevima i do sto puta vise od sadrzaja
vitamina sa antioksidantnim osobinama u biljnom materijalu (Fukushima et al., 2009).

Epidemioloska ispitivanja potvrduju teoriju, da rani razvoj bolesti uzrokovanih
reaktivnim kiseoni¢nim vrstama mogu da spreCe prirodni antioksidanti. Zato, kada se
konzumira hrana bogata prirodnim antioksidantima (prirodni sokovi, voce, povrée, vino,
zitarice, cokolada, itd.) kao i1 preradena hrana obogadena istim, obezbeduje Zeljeni
antioksidantni status i pomaze prevenciji razvoja bolesti u kojima je oksidativni stres
glavni uzroCnik. Zdravstvena korist upotrebe hrane obogacene prirodnim
antioksidantima prikazana je na slici 13.

Veliki izazov koji se namece naucnicima na polju nutricionizma, hemije hrane i
fiziologije, je odredivanje optimalnog unosa prirodnih antioksidanata u funkcionalnu
hranu. Za to je potrebno dobro poznavanje metabolizma ovih supstanci, apsorpcije,
distribucije i bioloske raspolozivosti, njihovih mehanizama konjugacije u organizmu i
samog eliminisanja metabolita.

Sve vise se radi na pronalazenju novih antioksidanata visoke antioksidantne moc¢i,
niske toksi¢nosti, i dobre rastvorljivosti u vodenoj i lipidnoj fazi, u cilju proizvodnje
nove 1 raznovrsne funkcionalne hrane koja bi uticala na poboljSanje kvaliteta Zivota.
Utvrdeno je da je antioksidantna aktivnost jedne ¢ase crnog vina (150 ml) ekvivalentna
aktivnosti 12 caSa belog vina, dve Solje ¢aja, 3,5 ¢ase soka od borovnice ili piva, 4
jabuke, 5 glavica luka, 5,5 patlidzana, 7 ¢asa soka od pomorandze i 20 ¢aSa soka od

jabuke (Paganga et al., 1999).

53



Doktorska disertacija mr Dragana Stanisavljevic¢

Proizvodnja Uzgoj

ifili prerada
hrane PRIRODNI Zivotinja

ANTIOKSI-
DANTI

ifili prerada

Y i

FIFLANLA

PREVENCIJA

OKSIDATIVNOG
\ STRESA /

T —

ZDRAVSTVENA KORIST

Slika 13. Prirodni antioksidanti, funkcionalna hrana i zdravstvena korist

(Hardy, 2000)
2.4.1. Znacaj funkcionalne hrane

Prema FUFOSE, namirnica se moze smatrati funkcionalnom ukoliko sadrzi
sastojke (nutritivne ili nenutritivne) koji povoljno deluju na jednu ili vise funkcija u
organizmu i to izvan okvira nutritivnih efekata koji su uobicajeni i na nacin bitan za
odrzavanje dobrog opSteg zdravstvenog stanja organizma ili za smanjenje rizika od
bolesti (Diplock et al., 1999). Za specificno delovanje funkcionalnih namirnica
(nutraceutika) odgovorne su bioloski aktivne materije. Bioloski aktivne komponente
mogu da se dobijaju iz razli€itih sirovina i u tu svrhu najcesce se koriste biljni ekstrakti,
namirnice biljnog 1 Zivotinjskog porekla, proizvodi mikrobioloske fermentacije,
mikroorganizmi, mikronutrienti, makronutrienti ili nenutritivne = komponente
(Richardson, 1998).

Upotreba usitnjenog lekovitog 1 aromaticnog bilja kao 1 odgovarajucih izolata
(ekstrakti, tinkture, etarska ulja...) u novim prehrambenim proizvodima se svakodnevno
povecava, kao 1 odgovarajua saznanja potroSaca, a 1 sama prihvatljivost takvih

proizvoda. Lekovito i aromaticno bilje ima veliku primenu 1 na senzorne osobine
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prehrambenih namirnica, a njihovi izolati obezbeduju bolju svarljivost i iskoriS¢avanje
hrane, konzervisu i produzavaju njenu svezinu. Zbog svega napred navedenog ekstrakti
1 koncentrati se koriste u industriji alkoholnih i bezalkoholnih, osvezavaju¢ih napitaka
(Kovacevic, 2004).

Funkcionalne namirnice su razvijene u skoro svim kategorijama hrane. Potrosaci
stalno zahtevaju od hrane da pruzi ne samo senzorni kvalitet (na primer ukus), nego da
je korisna za zdravlje. Veliki broj studija ukazuje na to da se pove¢anim konzumiranjem
voca, povréa i aromati¢nih biljaka smanjuje rizik od pojave bolesti kao §to su kancer,
kardiovaskularne, neurodegerativne bolesti i dijabetes.

Hrana se smatra funkcionalnom ako sadrzi sastojak koji korisno deluje na jednu ili
vise ciljnih funkcija u organizmu i time poboljSava opste zdravstveno stanje ili smanjuje
rizik od oboljevanja. Takode moZe de bude aktivna fizioloSki 1 psiholoski za razliku od
tradicionalne hrane. Tako nauka o funkcionalnoj hrani postaje nova istrazivacka
disciplina. Medutim tvrdnja da je odredeni proizvod funkcionalna hrana ili hrana sa
posebno korisnim svojstvima mora da se temelji na nau¢nim saznanjima. U tom cilju bi
se identifikovali biomarkeri, sposobni za procenu aktivnih c¢inilaca koji imaju
modulatornu ulogu u ciljnim tkivima, kao 1 specifi¢ni bioloski odgovor koji je u
neposrednoj vezi ili sa rizikom za oboljevanje ili sa oéuvanjem zdravlja. Zivotinja ima
direktni uticaj na kvalitet mesa, mleka i jaja, bilo pozitivan ili negativan. Preko sastava
obroka za zivotinje moze se uticati na kvalitet proizvoda Zivotinjskog porekla i mogu se
posti¢i razli¢ite nutritivne, organolepticke, hemijske, fizicke i fizioloske karakteristike.
KoriS¢enje lekova u intenzivnom i ekstenzivhom stocarstvu je rizino po kvalitet
proizvoda i time na zdravlje ljudi. U organskom stoCarstvu nije dozvoljeno koriS¢enje
lekova. Zbog toga se intenzivno traze prirodna lekovita sredstva i resursi. U proizvodnji
stocne hrane, biljke obezbeduju realnu moguénost da se poveca vrednost hrane
koriS¢enjem razli¢itih funkcionalnih dodataka. Dodaci u hrani za Zivotinje mogu da
poboljSaju funkcionalnost u smislu fizioloskog efekta. U razvijenim evropskim
zemljama veoma je snazan trend zamene sintetickih antibioti¢kih preparata lekovitim
biljnim preparatima. Kao biljni aditivi u hrani mogu se koristiti lekovi (suSene lekovite
biljke kao sirovina), biljni ekstrakti ili biljni izolati (npr. esencijalna ulja). Potencijalne
biljne lekovite supstance koje imaju antibakterijsku aktivnost, antiinflamatornu

aktivnost, stimuliSu digestiju, laksativnu aktivnost, antidijaroi¢nu aktivnost, holereti¢nu,
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itd., 1 koje se ve¢ koriste u ljudskoj medicini mogu se dodati i u sto¢nu hranu u tretmanu
razli¢itih poremecaja zdravlja Zivotinja.

Siroku i raznovrsnu primenu u razli¢itim industrijama: hemijskoj, prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj ima lekovito bilje. Kada je u pitanju prehrambena, ono
predstavlja najvec¢i potencijal za proizvodnju funkcionalne hrane nutraceutika (Arsic,
2003). Potrosnja lekovitog 1 zacinskog bilja prema podacima Shukla-e (Shukla, 1998),
je iznosila 860 miliona libri na godiSnjem nivou samo u SAD. Sa stanovista razvoja
prehrambenih proizvoda sa funkcionalnim svojstvima pekarski proizvodi su veoma
interesantni zbog svoje nutritivne vrednosti i moguénosti da budu nosaci nutraceutika.
Ideja proizvodnje hleba sa dodatkom smeSe lekovitog bilja je i nastala u skladu sa ovim
trendom (Brki¢ et al., 2001). Do nedavno su se u proizvodnji hleba i peciva retko
koristili zacini i bilja kao dodaci direktno dodavani u testo, ve¢ vise kao dodaci za
posipanje u cilju korekcije ukusa proizvoda (Neumann, 1999). Medutim usled pada
kvaliteta pSeni¢nog braSna povecana je potreba za dodavanje aditiva za poboljSanje
tehnoloSkih osobina brasna. Literaturni podaci ukazuju na povoljni uticaj zalfije na
poboljsanje reoloSkih osobina testa (Davidovi¢ et al., 2004). Dodatkom ekstrakata
zalfije (Salvia oficinallis, S. glutinosa) kao aditiva, povecana je stabilnost testa, smanjen
je stepen omekSavanja testa i povecana vrednost kvalitetnog broja, ¢ime su poboljSane i
tehnoloske karakteristike.

Odrzivost kvaliteta keksa, krekera 1 biskvita zbog njihove Siroke upotrebe i
relativno dugog roka trajanja od velikog je interesa. Dokazano je da u biskvitima,
dodatak preciscenih ekstrakata mente, majorana i bosiljka efikasno spre¢ava oksidaciju
lipida u poredenju sa efektom BHA (Bassiouny et al, 1990). Smatra se da
antioksidantna svojstva variraju u zavisnosti od kompleksnih interakcija izmedu
razli¢itih faktora, ukljucuji¢i koncentraciju 1 tip aktivnih komponenti potencijalnog
antioksidanta 1 prirodu ispitivanog matriksa hrane (Schwarz et al., 2001).

Tokom dugog perioda pravljenja sira usavrSavali su se postupci proizvodnje i
poboljsavale senzorne karaktertistike, ali 1 nutritivna i funkcionalna svojstva primenom
razli¢itih dodataka: zacCina, lekovitog bilja, voca 1 povréa, pecurki, mesnih preradevina,
ribe, mikroorganizama. Osnovna funkcija zac¢ina u proizvodnji sireva je da se postignu
specifiCan miris i ukus, koji nastaju kao kombinacija izvorne arome mleka/sira i

aromati¢nih jedinjenja zacina. Pored prijatnog ukusa i mirisa, koji daju hrani, zacini su
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veoma bogati vitaminima i mineralima i imaju brojne lekovite sastojke, tako da
stimuliSu lucenje sokova za varenje i ublazavaju odredene tegobe u organizmu.

Lekovito bilje i zacini nisu i ne treba ih smatrati samo kao artikle koji uti¢u na ukus
1 miris. Veoma je znacajno njihovo korisno delovanje u naSem telu i njihov efekat na
poboljsanje zdravlja. Lekovito 1 aromati¢no bilje sadrzi etarska ulja kao i druge aktivne
supstance (smole, organske kiseline, sluzaste i taninske supstance, enzime 1 dr.) koje
daju ukus 1 aromu, a 1 povecavaju nutritivhu vrednost proizvoda sa vitaminima i
mineralnim sastojcima (Willbrandt, 1989). ZacCini sadrze nutritivno vredne komponente.
To su mineralne materije 1 vitamini. Minerali su elementi, koji ¢ine oko 5%-tni deo
hrane, a imaju bazi¢nu funkciju u ¢ovekovom metabolizmu. Vitamini su esencijalni
katalizatori u metabolizmu ¢oveka. Analiti¢kim istraZivanjima mnogih autora utvrdeno
je da su mineralne materije zaCina: kalcijum, gvozde, magnezijum, fosfor, kalijum,
natrijum, cink, bakar, mangan, selen, sumpor. Pojedini se za¢ini odlikuju znacajnom
koncentracijom vitamina, a vecina sadrZi sledece vitamine: A, C, tiamin-B,, riboflavin-
B, niacin-B3, pantotensku kiselinu-Bs, piridoksin-Bg.

Etarska ulja se primenjuju u medicini, farmaciji, prehrambenoj, kozmetickoj
industriji, zatim industriji alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a, kao i u industriji boja i
lakova. MikrobioloSka ispravnost, poboljsane fizicko hemijske 1 senzorne osobine
proizvoda od etarskih ulja ¢ine ih prihvatljivim, organizam ih usvaja, bez neZeljenih
posledica, §to nije slucaj sa nekim prehrambenim proizvodima koji Cesto u sebi sadrze
sintetiCkim putem proizvedena mirisna i antioksidantna jedinjenja. Zbog toga etarska
ulja se najvise koriste u proizvodnji izuzetno cenjenih i vrednih bioloski zdravih
proizvoda. Ulje zalfije se koristi za aromatizovanje namirnica. Kada se dodaje kao
aditiv koncentracije su drugacije: alkoholna pi¢a (10 mg/kg), gorki likeri (35 mg/kg),
hrana koja sadrzi zalfiju (25 mg/kg), zacini od Zalfije (250 mg/kg), bezalkoholna pic¢a
(300 ppm), peciva (170 ppm), meso (1500 ppm), sladoled (16 ppm), slatkisi (11 ppm),
zvakace gume (30 ppm) (Jirovetz et al., 2006).

Bezalkoholna pi¢a se aromatizuju esencijalnim uljem mente ili cimeta. Veliki broj
»italijanskih® soseva su aromatizovani uljem majorana i/ili uljem origana. Mnogim
industrijskim namirnicama se dodaju ulja crnog i belog luka kao i ulje ljutih paprika.

Ulje mirodije se koristi kod bezalkoholnih pica kao 1 kod alkoholnih. Poznata francuska
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biljka Chervil (Trstika), odnosno njeno esencijalno ulje je uobicajen aditiv u proizvodnji
mesa, alkoholnih pi¢a kao i bezalkoholnih.

Plodovi Juniperus communis 1 J. virginiana podvrgnuti su klasi¢noj hidrodestilaciji
1 ekstrakciji, a njihovi produkti nakon izvrSenih analiza koris¢eni u pripremi proizvoda
od votke. Ekstrakti su koriS¢eni u pripremi proizvoda od votke, a antioksidantna
aktivnost krajnjih proizvoda takode je vrednovana i utvrdena najbolja receptura za
proizvodnju ovog veoma ¢esto konzumiranog pica (Plesa et al., 2010).

Sastojci etarskog ulja 1 seskviterpenska jedinjenja prisutna u herbi pelina su gorkog
ukusa, zbog Cega etarsko ulje i1 ekstrakti pomenute herbe nalaze primenu u industriji
pica za izradu gorkih likera i rakija (aperitiva) (Kovacevi¢, 2004).

U pripremi gotovog proizvoda sa zeljenim bioloSkim svojstvima, osnovnim
sirovinama se u odgovaraju¢oj koli¢ini i oblicima dodaju lekovite i aromaticne biljne
sirovine. Ovim obogacivanjem sastava, gotov proizvod pored svoje nutritivne vrednosti
pokazuje 1 jednu novu dimenziju pozitivne uloge na zdravlje ljudi. Kako je hemijski
sastav lekovite biljne komponente veoma razliit, odgovarajuéim odabirom biljaka
moguce je posti¢i razli¢ito delovanje na fizioloske funkcije organizma.

Literaturni podaci govore o primeni biljnih izolata u proizvodnji pic¢a u svetu i kod
nas. Na trziStu se nalaze biljni ekstrakti napravljeni od velikog broja biljaka. Dodatak
medicinske gljive Ganoderma lucidum, biljnom ekstraktu od 54 lekovitih i aromati¢nih
biljaka, predstavlja dobro reSenje. Ekstrakcijom gljive Ganoderma (Ganoderma
lucidum) zajedno sa lekovitim i aromati¢nim biljem, zadrzavaju se sve aktivne vrednosti
biljaka, uz postizanje dodatnih lekovitih svojstava gljive. Ovakav proizvod, na bazi
ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja, voca i gljive Ganoderma, je interesantan sa
aspekta mogucih lekovitih svojstava. On moze biti deklarisan ili kao gorki biljni liker u
komercijalnoj prodaji ili ¢ak kao dijetetski suplement za prodaju u apotekama. Takav
proizvod u svakom slucaju predstavlja, kako zdravstveno tako i nutritivno, bolje reSenje
od drugih alkoholnih pi¢a (Vukosavljevi¢ ef al., 2009). Fenolna jedinjenja su supstance
zastupljene u biljkama, vocu, povrcu, orasima, semenkama i cvecu, a koji su sastavni
deo ljudske ishrane. Najznacajniji izvori polifenolnih jedinjenja su razni napitci (Cajevi,
crno vino, pivo, kafa i voéni sokovi), voce, povrée, cokolada itd. (Scalbert 1 Williamson,

2000). Epidemioloske studije su pokazale da konzumiranje pi¢a bogatim fenolom, kao
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Sto su gorki biljni likeri, ¢ajevi, vina koreliSe sa smanjenom smrtno$¢u od koronarnih

bolesti (Katalini¢ et al., 2004).

2.4.2. Primena osveZavajucih pica

Mozda zivot na Zemlji 1 nije nastao u vodi kao $to tvrdi Oparinova teorija, ali je
svakako prilagoden uslovima sa velikom kolicinom ove dragocene te¢nosti. Svaka Ziva
¢elija ima viSe od 60% vode. Iako voda nije reaktant (ne ulazi u hemijske reakcije) ona
je osnova sredine u kojoj se metabolizam odvija. U njoj se rastvaraju (raspodeljuju)
mnoge ¢vrste supstance koji su vazni nutrijenti ili metaboliti. Svojim termodinamickim
karakteristikama se izdvaja od svih drugih te¢nih supstanci. Zato je i preuzela znacajnu
fizioloSku ulogu u metabolizmu (zivotu).

S’ obzirom na fiziolosku ulogu koju ima u organizmu, neophodno je da se
svakodnevno unosi putem ishrane. U slu¢aju smanjenog unosa vode raste koncentracija
¢vrstih supstanci pri ¢emu raste osmotski pritisak sredine. Tako se znacajno menjaju
uslovi i metabolizam je ugroZen. To se manifestuje kroz rad misica, ali i nervnog
sistema. Zbog svega toga, covek bez hrane moze da zivi i desetak dana (Cak 1 mesec
dana), ali bez vode svega nekoliko dana.

Zbog znacaja koju ima na metabolizam definisana je i piramida unosa vode (slika
14). U osnovi piramide je voda za pice. Zatim su kuvana jela i supe (Corbe), a na vrhu
piramide su pica za osveZavanje 1 uZivanje.

Pravilna i zdrava ishrana postala je jedan od najvaznijih problema savremenog
¢oveka. Piramide ishrane su jedan od najces¢ih metoda za ilustrovanje pravilnog nacina
ishrane. Prema njima uravnotezenu ishranu predstavlja pravilan balans 5 osnovnih
grupa namirnica (proteini, ugljeni hidrati, masti, vitamini i minerali). Koncept ishrane

znacajno se menja u savremenom drustvu.
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Slika 14. Piramida unosa vode

Ishranom se osim supstanci koje imaju hranljivu vrednost, unose i sredstva za
osvezenje ili uzivanje — pre svega kao napitci: alkoholna i bezalkoholna pica, Cajevi,
kafa 1 sl. Ova pic¢a 1 napitci sadrze razli¢ite fizioloski aktivne supstance. Tako je Caj
znacajan izvor taninskih materijja (sadrzi 15-30%), medu kojima ima viSe od 30
polifenolnih jedinjenja. Potvrdeno je da ith mnogo viSe ima u zelenom ¢aju nego u
crnom, a posebno su bogati indijski i cejlonski zeleni Cajevi (Zlatkovi¢, Bukvié¢, 2000).
Dodaci u pi¢ima za osvezenje ili uZivanje mogu da poboljSaju funkcionalnost u smislu
fizioloskog efekta. Specifi¢ni proizvodi biljnog porekla (susene lekovite biljke kao
sirovina, biljni ekstrakti ili biljni izolati (npr. esencijalna ulja), koji se dobijaju od
odredenih lekovitih i aromati¢nih biljaka, koriste se kao dodaci hrani i1 picu, radi
poboljsavanja njihovog ukusa ili boje, kao i povecavanja nutritivnih i lekovitih
vrednosti. Pored pomenutih pozitivnih aktivnosti, biljne supstance koje se unose u
organizam sadrZe znacajne mikroelemente 1 vitamine, presudne za metabolizam ljudi.
Svesni stvarne vrednosti pi¢a za osvezenje i uzivanje prilikom konzumiranja, a imajuci
u vidu 1 Cinjenicu da ista moraju da opstanu na nasoj trpezi jer su usla na ,,velika vrata*
dodatkom biljnih aditiva kao fizioloSki vrednih supstanci dobijamo proizvod koji pored
svoje nutritivne vrednosti sadrzZi sastojke koji imaju pozitivnu ulogu na zdravlje ljudi i

njihovo psiho-fizicko stanje.
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Prema pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za osvezavajuca bezalkoholna
pica (,SI. list SCG“, br. 18/2006), (Clan 5) osvezavajuéa bezalkoholna pi¢a su
proizvodi dobijeni posebnim tehnoloskim postupkom od vode za pice ili prirodne
mineralne vode ili prirodne izvorske vode, kojima se mogu dodavati: arome, Seceri,
hidrolizati skroba, vo¢ni sok, koncentrisani vo¢ni sok, sok od povr¢a, Zita 1 proizvodi od
Zita, soja 1 proizvodi od soje, hmelj i proizvodi od hmelja, surutka i druge namirnice, sa
ili bez dodatka ugljen-dioksida, mineralnih soli i vitamina.

Prema pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za osvezavajuca bezalkoholna
pica (,,S1. list SCG*, br. 18/2006), (Clan 9), osvezavajuéa bezalkoholna piéa mogu se
proizvoditi i stavljati u promet pod slede¢im nazivom: osvezavajuce bezalkoholno pice,
osvezavajuce bezalkoholno pice sa voénim sokom, voda sa aromom, soda voda, sirup za
osvezavajuce bezalkoholno pice, praSak za osvezavajuée bezalkoholno pice, tableta za
osvezavajuce bezalkoholno pice, energetsko pice, osvezavajuce bezalkoholno pice sa
mineralnim solima.

Osvezavajuca bezalkoholna pi¢a prema vazeéem Pravilniku moraju ispunjavati
slede¢e zahteve kvaliteta:

1. da senzorna svojstva odgovaraju vrsti deklarisanog pica
2. da sadrZe najmanje 7% suve materije (mereno refraktometrom na 20°C), osim za
osvezavajuca bezalkoholna pica sa niZzom energetskom vrednoscéu

3. da sadrze najviSe 0,5% v/v etanola

Prema pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za osvezavajuca bezalkoholna
pica (,S1. list SCG*, br. 18/2006), (Clan 14) sirup za osvezavajuée bezalkoholno piée je
proizvod viskozne strukture dobijen po odgovaraju¢em tehnoloskom postupku od
sastojaka navedenih u ¢lanu 5. ovog pravilnika.

Sirup za osvezavajuca bezalkoholna pica, koji se stavlja u promet, mora ispunjavati
sledece zahteve kvaliteta:

1. daima ujednacenu sirupastu konzistenciju bez pojave raslojavanja;
2. dakoli¢ina ukupne suve materije mora biti najmanje 60% (mereno refraktometrom
na 20°C), osim sirupa namenjenih za upotrebu u post-mix aparatima u kojima

koli¢ina suve materije mora biti najmanje 40%;
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3. da razblaZzen vodom, prema uputstvu proizvodaca, ispunjava zahteve kvaliteta

propisane ovim pravilnikom.

Osvezavajuca bezalkoholna pi¢a od baza podrazumevaju bistre ili mutne tecne
proizvode dobijene od vode ili mineralne vode, Secera i citrus baza, tj, vo¢nih baza, uz
dodatak ugljen dioksida 1 drugih dozvoljenih aditiva. Pod bazama se smatraju proizvodi
dobijeni mesanjem koncentrisanog soka odgovarajuée vrste voca i homogenizovanog
¢vrstog ostatka (kora 1 pulpa). Citrus baze se najcesce koriste u proizvodnji raznovrsnih
osvezavajucih bezalkoholnih pica.

Ova pica se Cesto pogresno poistovecuju sa voénim sokovima od citrus voca,
narocito od pomorandze. U svom sastavu imaju sasvim malo vo¢nog soka, ima ga u
tragovima ili ga uopsSte nema. Niska bioloska vrednost ovih napitaka i1 Cinjenica da
sadrze i Stetne sastojke (npr. pesticide) 1 konzervanse iskljuuje njihovu primenu u
dijetama jer deluju nadrazajno na sluzokozu gastrointestinalnog trakta, a imaju 1 manju
nutritivnu i biolosku vrednost. Ishrana je pravilna ako organizmu hranom obezbeduje
sve nutrijente u dovoljnim (potrebnim) koli¢inama. Ne treba zaboraviti da osim
nutrijenata koji su neophodni kao donosioci energije (energetske materije — pre svega
skrob) treba unositi 1 niz drugih koji su vazni za njeno izdvajanje u celiji: tiamin,
riboflavin, nikotinamid, pantoteinska kiselina... ali i1 za zaStitu organizma od posledica
oksidacije-antioksidanti. Pod zdravstvenom bezbednoS¢u hrane se stoga ne
podrazumeva samo unos povecanih koli€ina toksina i antinutrijenata, jer rizik po
zdravlje predstavlja i nedovoljan unos nutrijenata koji su na bilo koji na¢in odgovorni za
kontrolu i regulaciju metabolizma (Stanisavljevic¢ et al., 2010).

Osvezavajuca bezalkoholna pi¢a od biljnih ekstrakata podrazumevaju bistre ili
mutne tecne proizvode dobijene od vode ili mineralne vode, Secera i biljnih ekstrakata
uz dodatak ugljen dioksida i drugih aditiva. Biljni ekstrakti namenjeni za proizvodnju
osvezavajuc¢ih bezalkoholnih pi¢a su aromati¢ni ekstrakti iskljuc¢ivo biljnog porekla, a
mogu poticati od jedne ili vise biljaka. Biljni ekstrakti sadrze etarska ulja, organske
kiseline, boje, mineralne materije 1 druge komponente, koje mogu da imaju vrlo
povoljno dejstvo na organizam. Od napitaka iz ove grupe poznat je napitak na bazi

ekstrakta alpskih trava kao i nekih lekovitih (npr. nana, kopriva, bokvica).
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Prema pravilniku o kvalitetu caja, biljnog caja i njihovih proizvoda (,,S1. glasnik
RS“, br. 4/2012), (Clan 4), pod nazivom &aj, u smislu ovog pravilnika, podrazumevaju
se lisni pupoljci i mladi izdanci varijeteta biljne vrste Camellia sinensis L. (sinonim
Thea sinensis L), familija Theaceae, tretirani odgovarajuéim postupcima (maceracija,
aeracija, suSenje), od kojih se na uobicajen nacin moze pripremiti napitak.

Caj je drugi po vaznosti napitak. U mnogim zemljama &aj se pije umesto kafe.
Aktivne materije u ¢aju su alkaloidi kofein (2-4%) 1 tein, kao i neke vrste eteri¢nih ulja.
Fiziolosko delovanje ¢aja sli¢no je delovanju kafe.

Caj (Tea) je veoma zdrav biljni napitak koji sluzi kao hrana i lek. Predstavlja vazan
izvor hranljivih i lekovitih supstanci za ocuvanje i osvezavanje organizma. Predstavnici
antioksidanata su flavonoidi (zeleni ¢aj, crni ¢aj, ruski ¢aj i sl.). Nutritivna vrednost ¢aja
je promenljiva u zavisnosti od vrste biljaka i nadina pripreme ¢aja. Caj gotovo da nema
nikakvu energetsku vrednost, ukoliko se ne dodaje Secer. Nutritivna vrednost Caja je
promenljiva u zavisnosti od vrste biljaka 1 nacina pripreme caja. Kofein stimulativno
deluje na organizam, tanin ¢aju daje boju i volumen, a esencijalna ulja daju ukus i
aromu.

Kod nas se biljni ,,Cajevi uglavnom pripremaju od aromati¢nih biljnih vrsta. One
sadrze etarska ulja, koja, osim $to su lekovita, imaju prijatan ukus i miris. Biljni ¢ajevi
se proizvode od cvetova, kore 1 semenja, a i od raznovrsnog voca. U svom sastavu
nemaju kofein pa su pogodni za decu. Ovo je druga velika grupa ¢ajeva koja nema
mnogo zajednickih osobina sa pravim ¢ajevima. U naSem narodu re¢ ¢aj podrazumeva
lekoviti biljni ¢aj, i on se neuporedivo vise koristi od crnog ili zelenog ¢aja. Glavni
lekoviti sastojci ¢aja su kofein, tein, teobromin, teofilin, adenin, rutin, etarska ulja, ima
jos ali u manjim koli¢inama 1 dekstrina, masti, voska, belancevina, tanina...

Predstavnici antioksidanata u ¢ajevima su flavonoidi, a s nutricionisti¢kog gledista
,pravi‘ se Cajevi uglavnom smatraju predstavnicima ovakvih svojstava. Flavonoidna
sposobnost antioksidacije je vrlo velika, smatra se da je aktivnost pojedinih biljnih
polifenola veca od aktivnosti ve¢ dobro poznatih antioksidantnih supstanci - vitamina C
1 E. Flavonoidi pre svega pozitivno deluju na funkciju srca, ali i spre¢avaju razvoj
pojedinih vrsta raka. Osim navedenog, flavonoidi inhibiraju metabolicke reakcije nekih
mikroorganizama kao S§to su npr. Salmonella typhi, Campilobacter jejuni,

Campilobacter coli, Helicobacter pylori, Shigella, Clostridium, Pseudomonas, Candida
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1 ostali. Najnovija istrazivanja objavljena u americkom casopisu za klini¢ku ishranu
(American Journal of Clinical Nutrition) ukazuju da ekstrakti iz pravog ¢aja mogu
pomo¢i pri mrSavljenju time S$to ubrzavaju oksidaciju masti.

Caj vodi poreklo iz Azije. Veé nekoliko hiljada godina gaji se u Kini, a mnogo
kasnije poceo je da se gaji 1 u drugim delovima sveta. U Evropu prvi ¢aj stize 1610.
godine brodovima jedne holandske kompanije. U Moskvi pocinju da ga upoznaju 1618.
godine, kada je posluzen caru Alekseju u kineskoj ambasadi. Do kraja XVIII veka
postaje dostupan skoro svima.

Caj kao izbor napitka za vrele letnje dane ne zvuéi kao idealno resenje, ali kada se
radi o ledenom caju, onda je prijatno osvezenje koje nam ovaj osvezavaju¢i napitak
moze doneti pravo savrSenstvo. Ledeni ¢aj sadrzi mnogo vode, vitamina i minerala,
podize energiju i vitalnost, a neke vrste ledenog c¢aja pomazu i u prevenciji i
ublazavanju raznih zdravstvenih problema. Moze se praviti skoro od svih vrsta ¢aja koje
se 1nace piju vruce. Po nekim izvorima, naziv ledeni ¢aj se pojavio prvi put u novinama
u americ¢koj drzavi Nevada 1890. godine, kada je objavljen izvestaj sa godiSnjeg skupa
veterana, u kome se, pored pominjanja ogromnih koli¢ina utroSene hrane i pi¢a, navodi i
da je na ovoj sveCanosti popijeno 880 galona ledenog caja. Medutim,
najrasprostranjenija verzija price o nastanku ovog napitka vezuje se za sam pocetak
dvadesetog veka. Otkako je uSao u masovnu proizvodnju, ledeni ¢aj se moze pronaci na
policama prodavnica Sirom sveta.

Prema Pravilniku o kategorijama, kvalitetu i deklarisanju rakije i drugih
alkoholnih pica (,,S1. list RS®, br.73/10) liker se proizvodi zasladivanjem i
aromatizovanjem rafinisanog etil alkohola. U proizvodnji likera mogu da se dodaju
aromati¢ne biljke ili delovi aromati¢nih biljaka, prirodne arome, prirodno identi¢ne
arome 1 aromati¢ni preparati.

Prema Pravilniku o kategorijama, kvalitetu i deklarisanju rakije i drugih
alkoholnih pica (,,S1.1ist RS*, br.73/10) liker sadrzi:

1. Secer izrazen kao invertni Secer — minimalno 100 g/I;

2. etanol- minimalno 15 % v/v.

Prema Pravilniku o kategorijama, kvalitetu i deklarisanju rakije i drugih

alkoholnih pica (,,SlLlist RS*, br.73/10) alkoholno pic¢e gorkog ukusa (bitter) se
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proizvodi aromatizovanjem rafinisanog etil alkohola prirodnim aromama, prirodno
identi¢nim aromama i aromati¢nim preparatima i u njemu preovladuje gorki ukus.

Prema Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za alkoholna pica (,, Sl.list SCG”,
br.24/2004) gorki likeri su kvalitetna alkoholna pica, dobijena od rafinisanog etanola
poljoprivrednog porekla, Secera 1 vode uz dodatak aromati¢nog ekstrakta i gorkog
ekstrakta.

Likeri, u zavisnosti od ukusa i sadrzaja dodatih sirovina, stavljaju se u promet kao:
slatki likeri, gorki likeri, specijalni likeri i1 desertna likerska pica. Gorki likeri (Pravilnik
o kvalitetu i drugim zahtevima za alkoholna piéa (,,Sl. list SCG", br.24/2004) koji se
stavljaju u promet moraju ispunjavati slede¢e zahteve:

1. da sadrzaj ekstrakta iznosi najmanje 10 g/I;
2. da sadrzaj etanola iznosi najmanje 25% v/v;

3. daimaju slabo gorak do gorak ukus karakteristi¢an za gorke likere.

Senzorna analiza predstavlja svesni pokusaj da se identifikuju (otkriju) i procene
razli¢ite karakteristike nekog proizvoda, bilo da je re¢ o hrani, osvezavaju¢em picu ili
dr. Postoje 1 druge definicije senzorne analize, ali Cini se ipak najprikladnijom ona koju
prezentira Internacionalni standard 1SO 5492, po kojem je senzorna analiza
»ispitivanje organoleptickih osobina proizvoda pomocu culnih organa®“. Kada je re¢ o
bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima, pod senzorikom se podrazumeva opisivanje ili
ocenjivanje njihovih osobina Culima. Zasniva se na culnim percepcijama i to: vida
(opticka), mirisa (olfaktivna), ukusa (gustativna) i dodira (taktilna).

Proizvodi na bazi ekstrakata lekovitog bilja (bitteri iz apoteka, gorki biljni likeri),
predstavljaju proizvode veoma zastupljene na trziStu. Razlog njihove upotrebe u prvom
redu je zdravstvene prirode (smanjenje stresa, umora i iscrpljenosti, regulacija varenja,
stimulacija imunog sistema, normalizacija metabolizma 1 dr.), a u drugom, prijatna
specificna aroma i ukus. Aktivni sastojci lekovitog bilja, koje se dodaje ovim
alkoholnim pi¢ima su gorki seskviterpeni, flavonoidi, tanini. U svakom slucaju gorki
biljni likeri tipa Gorki liker mogu predstavljati kompromisno reSenje izmedu bittera iz
apoteka 1 gorkih biljnih likera kao komercijalnih pi¢a. Likeri na bazi ekstrakata
lekovitog 1 aromati¢nog bilja interesantni su ne samo sa aspekta bezbedne hrane, ve¢ i

mogucih lekovitih svojstava jer predstavljaju bolje reSenje od drugih alkoholnih pica.
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Uces¢e biljnog ekstrakta obezbeduje unosenje bioloski vrednih sastojaka, a dodatak
Secera i alkohola povoljan senzorni i osvezavajuci efekat.

Kompozicija biljaka u gorkom likeru omogucava nutritivno i1 zdravstveno dobro
reSenje u odnosu na druga jaka alkoholna pica, pa se i iz tog razloga na trziStu mogu
naci gorki biljni likeri (Bitteri) od 28, 32 pa 1 54, 56 lekovitih i aromati¢nih biljaka 1
voca (Vukosavljevi¢ et al., 2008; Vukosavljevi¢ et al., 2009). Njegova proizvodnja je
ekonomski potpuno opravdana, uz postizanje zaStite domace proizvodnje i domaceg
trziSta zbog prisustva velikog broja uvoznih ekstrakata, aroma i aditiva. Na taj nacin se
degustiraju vrlo prijatna, pa ¢ak i osvezavajuéa pica ako se serviraju sa ledom i
limunom. Od ovakve vrste pi¢a moze se ocekivati efekat slican onom koji se pripisuje
crvenim vinima, a koji je poznat pod nazivom ,,Francuski paradoks“. Naravno tome su
poslednjih godina doprinela 1 mnoga nauc¢na istrazivanja usmerena ka ispitivanjima
uticaja alkohola na ljudski organizam, a sa kojima je uklonjena negativna slika sa

unosenja malih koli¢ina alkohola u organizam (jedno do dva ,, pi¢a“ na dan).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo doktorske disertacije uraden je u laboratorijama:

e Visoke poljoprivredno-prehrambene Skole strukovnih studija u Prokuplju

e Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢* u Beogradu

e Katedre za prehrambeno-biotehnoloske nauke, Tehnoloskog fakulteta u
Leskovcu, Univerziteta u NiSu i

e Katedre za mikrobiologiju i imunologiju, Farmaceutskog fakulteta u Beogradu,

Univerziteta u Beogradu.

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Biljni materijal

Biljni materijal predstavljaju nadzemni delovi biljnih vrsta koji su sakupljeni 2009.

godine u fenoloskoj fazi cvetanja u prepodnevnim satima po suvom vremenu, na

podrucju juzne i jugoistocne Srbije:

1.

S A A o

Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff., Lamiaceae, ¢ubar
Origanum vulgare L., Lamiaceae, vranilova trava
Artemisia alba Turra, Asteraceae, rudinski pelin

Nepeta nuda L., Lamiaceae, macina trava glatka

Thymus serpyllum L., Lamiaceae, majkina dusica

Mentha longifolia (L.) Hudson, Lamiaceae, dugolisna nana

Hyssopusofficinalis L., Lamiaceae, izop

Primerci svih ispitivanih biljnih vrsta deponovani su u Herbarijumu Instituta za

botaniku 1 Botanicke baste ,,Jevremovac* Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

BEOU -pod odgovaraju¢im brojem vaucera.

Satureja kitaibelii i Origanum vulgare prikupljeni su u jugoisto¢noj Srbiji avgusta

2009

. godine, sa pasnjaka Suve planine (Devojacki grob) na oko 1317 m nadmorske

visine (vaucer primerak No 16471 i 16472, respektivno) (slika 15).
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Artemisia alba sakupljana je avgusta 2009. godine na podrucju ops$tine KnjaZevac
(Golemi kamen) sa suvih pasnjaka na oko 524 m nadmorske visine (slika 16) (vaucer
primerak No 16474).

Hyssopus officinalis prikupljen je u septembru 2009. godine na podrucju opstine
Knjazevac (Golemi kamen) sa suvih pasnjaka na oko 524 m nadmorske visine (slika 16)
(vaucer primerak No 16470).

Nepeta nuda prikupljena je jula 2009. godine sa livada i pasnjaka Goleske
visoravni (podrucje opstine Bosilegrad), na nadmorskoj visini od oko 1318 m (slika 17)
(vaucer primerak No 16473).

Thymus serpyllum je prikupljen juna 2009. godine na podrucju opstine Prokuplje
(brdo Guba), sa pasnjaka na oko 339 m nadmorske visine (slika 18) (vaucer primerak

No 16475).
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Slika 17. Goleska visoravan, Bosilegrad Slika 18. Lokalitet Guba, Prokuplje
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Mentha longifolia sakupljana je jula 2009. godine sa vlaznih livada podrucja

opstine Prokuplje (mesto Rastovnica, planina Pasjaca) na oko 400 m nadmorske visine

(slika 19) (vaucer primerak No 16469).

%‘5 A\ . SN |
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Slika 19. Lokalitet Rastovnica, Prokuplje

3.1.2. Hemikalije i reagensi

Sve hemikalije upotrebljene u eksperimentalnom radu su analiti¢ke Cistoce:

Folin-Ciocalteau (FC) reagens, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), Galna
kiselina, Rutin 1 DMSO (dimetil sulfoksid) (Sigma Chemical Company, SAD)
TPTZ reagens (2,4,6-tripiridil-S-triazin) (TCI Europe, Belgija)

Natrijum karbonat, Kalijum acetat, Aluminijum(IIl)-hlorid, Natrijum acetat
trihidrat (Alkaloid, Skoplje)

Etanol (Zorka-Pharma, Sabac, Srbija)

Hlorovodoni¢na kiselina, Vitamin C, Gvozde(Ill)-hlorid heksahidrat,
Gvozde(II)-sulfat heptahidrat (VWR Prolabo, Belgija)

Glacijalna sir¢etna kiselina (NRK inzenjering, Beograd)

Metanol (Merck, Darmstadt, Germany)

Standardne supstance za HPLC (St. Louis, MO, USA)

Miiller-Hinton agar (za bakterije) i Sabouraud agar (za gljivice), Ampicilin,

Amikacin, Nistatin (Institut za imunologiju i virusologiju Torlak iz Beograda).
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3.1.3. Opis eksperimenta (opSta Sema)

Dizajn eksperimentalnog rada koji prikazuje sva ispitivanja sprovedena u okviru
ove disertacije, prikazan je na slici 20.

Uticaj razli€itih tehnika suSenja na hemijski sastav i bioloSke aktivnosti biljnih

izolata, pokazan je samo na primeru herbe Mentha longifolia.

Jedan deo osusenog biljnog materijala je upotrebljen za dobijanje suvih ekstrakata
(upotrebljeni ekstragens: 70% etanol; metoda ekstrakcije: jednostruka perkolacija,
odnos biljni materijal: dobijeni te¢ni ekstrakt 1:2; prevodenje te¢nog ekstrakta u suvi
ekstrakt: uparavanjem ekstragensa iz te¢nog ekstrakta pod snizenim pritiskom na 50°C).

Neisparljiva frakcija ekstrakata analizirana je visokoperformansnom tecnom
hromatografijom HPLC, isparljiva frakcija ekstrakata gasnom hromatografijom GC-FID
sa  plameno-jonizuju¢im  detektorom 1 gasnom  hromatografijom/masenom
spektrometrijom GC-MS, a kvantifikovani su i u pogledu sadrzaja fenola i1 flavonoida
spektrofotometrijskom metodom.

Ekstrakti su analizirani in vitro sa aspekta bioloske aktivnosti (antioksidantna i
antimikrobna aktivnost). Antioksidantna aktivnost, procenjena je na osnovu FRAP i
DPPH testova, a antimikrobna aktivnost koris¢enjem difuzionog i mikrodilucionog testa
na 9 sojeva bakterija i 2 soja gljivica, poredenjem sa antibioticima i antimikotikom kao
pozitivnom kontrolom.

Drugi deo osuSenog biljnog materijala iskoriS¢en je za izolovanje etarskih ulja
(hidrodestilacijom u aparatu po Klevendzeru), koja su analizirana sa aspekta
kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava GC-FID 1 GC-MS tehnikama. Njihov

antioksidantni i antimikrobni potencijal procenjen je na osnovu gore pomenutih testova.

Na osnovu rezultata hemijskih 1 bioloskih ispitivanja ekstrakata i etarskih ulja,
odabrani su najkvalitetniji izolati za mogucu primenu u izradi bezalkoholnih i

alkoholnih pi¢a. Kod formulisanih gotovih proizvoda izvrSeno je ispitivanje senzornih

karakteristika 1 antioksidantne aktivnosti.
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Biljni
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longifolia
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3.2. METODE ISPITIVANJA

3.2.1. SuSenje biljnog materijala

Prikupljeni biljni materijal suSen je prirodnim putem (PS) u hladu na promajnom
mestu. Da bi se utvrdio uticaj suSenja na kvalitet biljnih izolata, nadzemni deo u cvetu
dugolisne nane M. longifolia, suSen je jos na dva nacina: u laboratorijskoj suSnici (LS) i

u niskotemperaturnoj kondenzacionoj susari (NTKS).

Prirodno suSenje
Jedan deo sirove herbe dugolisne nane susen je 15 dana u hladu na promajnom

mestu, spakovan u papirnate kese i cuvan na suvom i hladnom mestu do analiziranja.

Susenje u laboratorijskoj suSnici
Drugi deo sirove herbe M. longifolia susen je u laboratorijskoj susnici,,Stockli®,
Svajcarska na temperaturi od 45°C dva dana. Ova su$nica je namenjena za susenje voéa,

povréa, lekovitog bilja i pecuraka.

SuSenje u absorbcionoj susari
Tre¢i deo sirove herbe dugolisne nane suSen je dva dana u absorbcionoj
niskotemperaturnoj kondenzacionoj susari za voce, povrce 1 lekovito bilje ,,NT-KS/60S*

proizvodaca FREON EKO - Kragujevac, na temperaturi od 35°C.

3.2.2. Osnovna hemijska ispitivanja
Osnovnim hemijskim (gravimetrijskim) ispitivanjima biljnih sirovina, dobijaju se

podaci o nekim parametrima koji definiSu njihov opsti kvalitet. U osnovna hemijska
ispitivanja ubrajaju se: odredivanje gubitka suSenjem i vode, odredivanje ostatka posle
zarenja (ukupnog pepela), odredivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO;) i
odredivanje vodenog ekstrakta. U ovom radu odredivan je:

- odredivanje gubitka suSenjem i vode

- odredivanje ostatka posle Zarenja (ukupni pepeo)

- odredivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO)
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Za naznacena odredivanja koris¢ene su standardne farmakopejske metode (Ph. Jug.

IV, 1984; Ph. Jug. V, 2000). Odredivanja su radena u triplikatu.

3.2.3. Priprema ekstrakata

OsusSeni 1 usitnjeni biljni materijal ekstrahovan je modifikovanim farmakopejskim

postupkom jednostruke perkolacije pomocu 70% etanola v/v kao rastvaraca-ekstragensa
(Ph. Jug. IV).
Postupak: 50 g usitnjenog biljnog materijala, u erlenmajeru, preliveno je sa 25 ml 70%
etanola 1 ostavljeno 2 h, da herba upije ekstragens 1 da nabubri. Vlazan biljni materijal
prebacen je u perkolatore, preliven odredenom koli¢inom istog ekstragensa 1 ostavljen
na sobnoj temperaturi 24 h da se maceruje. Koliina ekstragensa utvrdena je
preliminarnom ekstrakcijom. Ekstrakt iz perkolatora ispustan je u prihvatni sud
propisanom brzinom. Ovim postupkom jednostruke perkolacije, dobijena koliCina
te¢nog ekstrakta u odnosu na pocetnu koli¢inu biljne sirovine, iznosila je 2:1.

Tecni ekstrakt uparavan je u rotacionom vakuum-uparivacu IKA-WERKE, GMBH
&CO.KG, D-79219 Staufen, Nemacka, na 50°C. Dobijeni sirovi suvi ekstrakti su,
suSeni u vakuum-susnici na 50°C do konstantne mase, usitnjeni u fini prah i ¢uvani u
dobro zatvorenim staklenim posudama, na suvom, hladnom i tamnom mestu.

Prinos ekstraktivnih materija odredivan je gravimetrijski (Ph. Jug. IV, 1984).

3.2.4. Izolovanje etarskih ulja

Etarska ulja su dobijena hidrodestilacijom u aparaturi po Klevendzeru po postupku
koji propisuje Ph. Jug. IV. Cista etarska ulja su ¢uvana u tamnim staklenim ampulama
na +4 °C do momenta analiziranja. Rezultati odredivanja sadrzaja etarskih ulja u

herbama ispitivanih uzoraka predstavljaju srednju vrednost tri uporedne analize.

3.2.5. Hemijska analiza izolata

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza isparljivih frakcija ekstrakata i etarskih ulja
ispitivanog biljnog materijala sprovedena je GC-FID 1 GC-MS tehnikama.

Osnovni eksperimentalni uslovi analize isparljivih frakcija ekstrakata i etarskih ulja

prikazani su u tabeli 1.
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3.2.5.1. GC-FID analiza

GC-FID analiza ekstrakata i etarskih ulja uradena je na gasnom hromatografu
Hewlett Packard, model 5890 II, opremljenom split/splitless injektorom, HP-5
kapilarnom kolonom (25 m X 0,32 mm, debljine filma 0,52 wm) i plameno-jonizuju¢im
detektorom (FID). Temperatura injektora iznosila je 250°C, temperatura detektora
280°C, dok je hromatografisanje vrSeno u rezimu linearnog temperaturnog
programiranja od 40-280 °C (4°C/min). Kao nose¢i gas koris¢en je vodonik (1 ml/min).
Tec¢ni ekstrakti pri splitless modu 1 razblazeni rastvori uzoraka etarskih ulja u
apsolutnom etanolu (10 pl/ml) pri split odnosu 1:30 injektirani su pomocu autoinjektora
(1 pl). Kvantifikacija komponenata u dobijenim hromatogramima vrSena je metodom

normalizacije (eliminisanjem pika rastvaraca iz obracuna).

3.2.5.2. GC-MS analiza

GC-MS analiza ekstrakata i etarskih ulja izvrSena je na gasnom hromatografu
Hewlett Packard, GCD serije II, model HP G1800C, opremljenom split/splitless
injektorom, HP-5MS kapilarnom kolonom (30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 um) i
masenospektrometrijski selektivnim detektorom (MSD). Temperaturni rezimi prilikom

hromatografisanja bili su identi¢ni onima kod GC-FID analize.

Tabela 1. Eksperimentalni uslovi analize isparljivih frakcija ekstrakata i etarskih ulja

GC-FID GC-MS

Aparat Gasni hromatograf (Gas ChromatograptMaseni spektrometar (Gas Chromatograph
Electron Ionization Detector, Hewlett Electron Ionization Detector, Hewlett Packard,
Packard, GCD System, GCD Series II) G 1800 C, GCD System, GCD Series II)

Kolona HP-5, 25 m x 320 um % 0,52 um HP-5,30 m x 250 pm % 0,25 um

Detektor FID MS

Split odnos 1:30 1:30

Protok gasa, ml/min1 (H,) 1 (He)

Temp. injektora, °C 250 250

Temp. detektora, °C280 280

Konc. uzorka Ekstrakt: direktno “splitless mode” Ekstrakt: direktno “splitless mode”
Etarsko ulje: 1 % u EtOH “split mode” Etarsko ulje: 1 % u EtOH “split mode”

Injektirana zapr. pl 1 1

Mikrolitarski Spric  Agilent Agilent

En. jonizacije, eV 70

Opseg masa 40-450

Temp. slovi 40°c _A°C/min. a4 o0
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Kao nosec¢i gas koris¢en je helijum (1 ml/min). Tecni ekstrakti pri splitless modu 1
razblaZeni rastvori uzoraka etarskih ulja u apsolutnom etanolu (10 pl/ml) pri split
odnosu 1:30 injektirani su pomoc¢u autoinjektora (1 pl). Maseni spektri su snimani u EI
modu (70 eV), za opseg masa od 40-450.

Sadrzaj komponenata u procentima dobijenje metodom normalizacije GC-
hromatograma, odbacivanjem povrSine pika rastvaraca. Komponente su identifikovane
poredenjem njihovih masenih spektara sa spektrima baza Wiley 275, NIST 05 i Adams
2007, upotrebom pretrazivaca PBM, NIST 2.0, kao i kalibrisanim AMDIS (ver. 2.64)

programom za determinaciju i poredenje retencionih indeksa (Adams, 2007).

3.2.5.3. HPLC analiza

Analiza fenolnih jedinjenja u ekstraktima izvrSena je tecnom hromatografijom pod
visokim pritiskom (High Perfomance Liquid Chromatography), na Agilent 1100 Series i
UV-DAD (UV-Diode Array Detector) detektorom, po originalnoj metodi (tabela 2)
(Veit et al., 1995). Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Agilent Eclipse XDB-
C18 kolona,5 um, 150x4,6 mm, 80 A. Injektirano je 15 pl ekstrakata koncentracije 10
mg/ml, a hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 350 nm. Kao mobilna faza za
hromatografsko razdvajanje koriS¢en je sistem rastvaraca: A-0,15 % fosforna kiselina u
smesi voda:metanol (77:23, pH=2) i B-metanol, pri protoku od 1 ml/min, temperaturi
15°C i primenom sledeceg elucionog profila: 0-3,6 min 100 % A; 3,6-24 min 80,5 % A;
24-30 min izokratski, 30-60 min. linearno 51,8 % A, 60-67,2 min 100 % B.

Tabela 2. Uslovi identifikacije i odredivanja sadrzaja flavonoida u ekstraktima

HPLC
Aparat Tec¢ni hromatograf Agilent 1100 Series i UV-DAD, Agilent
Eclipse XDB-C18 kolona
Stacionarna faza /Kolona XDB-C18 5 pum, 150 x 4,6 mm, 80 A
Talasna duzina detekcije /(nm) 350
Reagens za detekciju A - 0,15 % fosforna kiselina u smesi voda:metanol (77:23, pH=2)
Mobilna faza B - metanol
Protok mobilne faze (cm®/min) 1
Temperatura (°C) 15
Koncentracija uzorka 10 mg/ml (suvi ekstrakti dobijeni perkolacijom)
Injektirana zapremina () 15

Filter papir za filtriranje mobilne 0,45 (Sartorius AG, Germany)
faze, rastvora uzorka i standarda

(hm)

Mikrolitarski Spric Agilent
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Fenolne komponente prisutne u uzorcima identifikovane su poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku

komponentu.

3.2.5.4. Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja
Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u ekstraktima sprovedeno je kroz

analize odredivanja ukupnih fenola 1 flavonoida.

3.2.5.4.1. Odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima (FC metoda)
Sadrzaj ukupnih fenola odredivan je u prethodno dobijenim suvim ekstraktima koji

su rastvarani u 70 % etanolu, po metodi sa Folin-Ciocalteau reagensom (Singleton i
Rossi, 1965). Metoda po Folin-Ciocalteau je zasnovana na merenju redukujuéeg
kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni anjon.
Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteau reagens do plavo obojenog jona
(Fenol -MoW;040)":

Na,W0O4/Na;MoO,4 + Fenol — (Fenol — M0W11040)‘F

Mo(VI) (zuto obojen) + e— — Mo(V) (plavo obojen)
Postupak: Po 0,2 ml rastvora suvih ekstrakta u 70% etanolu koncentracije 1 mg/ml, 0,2
ml te¢nih uzoraka gotovih proizvoda koncentracije 0,2 ml pi¢a/ml rastvora meSano je sa
po 1 ml Folin-Ciocalteau reagensa i 0,8 ml 7,5 %-tnog vodenog rastvora Na,COsj.
Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi i na tamnom mestu u trajanju od 30 minuta,
merena je absorbancija reakcione smeSe na 765 nm na spektrofotometru ,,VARIAN
Cary-100*. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja izracunat je pomocu jednacine
standardne prave (R*=0,9919) koriste¢i galnu kiselinu kao standard i izrazen kao mg
galne kiseline/g suvog ekstrakta, odnosno kao mg galne kiseline/ml pica.

Absorbanca =7,2328 ¢ gaina kiselina (g ml™) — 0,2286
g

Pre odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima izvrSena je kalibracija i
kalibraciona kriva je data u prilogu rada. Kalibracija je izvrSena sa standardnim
rastvorima galne kiseline. Na osnovu kalibr