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IskoriSéenje otpada iz prerade jagorcevine (Primula veris), rastavica
(Equisetum arvense) i hajducke trave (Achillea millefolium) za dobijanje bioloSki

aktivnih polifenola
REZIME

Predmet ove disertacije je iskoriS¢enje otpadnih sirovina koje su dobijene u
procesu prerade jagoréevine (Primula veris), rastavica (Equisetum arvense) 1 hajducke
trave (Achillea millefolium) za dobijanje bioloski aktivnih ekstrakata bogatih
polifenolima. Najve¢i prinosi ukupnih polifenola u ekstraktima su postignuti primenom
mikrotalasne ekstrakcije, a optimizacija procesa je izvedena primenom metode
planiranog eksperimenta i matematicko-statisticke obrade eksperimentalnih podataka,
konkretno metode odzivnih povrSina (RSM), variranjem vise procesnih promenljivih. U
procesu mikrotalasne ekstrakcije je koriS¢en vodeni rastvor etanola, ¢ime je omoguceno
dobijanje ekstrakata koji se mogu primeniti u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.
Primenom optimizovane mikrotalasne ekstrakcije najveci sadrzaj ukupnih polifenola je
dobijen iz hajducke trave (237,74 + 2,08 mg GAE/g suve materije ekstrakta), zatim iz
rastavica (161,57 = 1,24 mg GAE/g), a najmanji iz jagorcevine (130,73 + 3,51 mg
GAE/g). Ekstrakti su pokazali antioksidativnu aktivnost izrazenu preko inhibicije DPPH
radikala 1 redukcije gvozda, koja je bila u korelaciji sa sadrzajem ukupnih polifenola u
ekstraktima. Na osnovu sve tri optimizacije ekstrakcija moze da se zakljuci da se sadrzaj
ukupnih polifenola u ekstraktima povecavao kada je koriS¢ena niza mikrotalasna snaga
(170 W). Vreme trajanja ekstrakcija za dobijanje najveceg sadrzaja ukupnih polifenola za
sve tri biljke je bilo manje od dva minuta, a najmanje kod hajducke trave, 33 sekunde.
Optimalna koncentracija etanola u ekstrakciji polifenola iz jagorcevine je iznosila 49%,
dok je optimalan odnos rastvaraca prema uzorku bio 35 ml/g. Optimalna koncentracija
etanola u ekstrakciji polifenola iz hajducke trave je iznosila 70%, a optimalan odnos
rastvaraa prema uzorku je iznosio 40 ml/g. U optimizaciji ekstrakcije polifenola iz
rastavi¢a optimalna koncentracija etanola je iznosila 54,5%, dok je optimalan odnos
rastvaraca prema uzorku bio 45,5 ml/g.

Ispitana je i mogucnost uvecanja procesa u laboratorijskim uslovima i pokazano
je da se odrzavanjem konstantnog odnosa snage mikrotalasnog zracenja i1 zapremine

rastvaraca moze odrzati kvalitet dobijenog proizvoda.



Ispitane su i antimikrobna aktivnost dobijenih ekstrakata, kao i stimulacija rasta
probiotskih mikroorganizama i inhibicija enzima acetilholinesteraze. Interesantno je da
je ekstrakt hajducke trave stimulisao rast probiotskih mikroorganizama, kvasca
Saccharomyces boulardii 1 bakterije mleCno-kiselinskog vrenja Lactobacillus
rhamnosus, dok u istoj koncentraciji pokazao antimikrobnu aktivnost prema patogenim
bakterijama Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes i
Pseudomonas aeruginosa. Najveca stimulacija rasta S. boulardii je postignuta dodatkom
ekstrakta hajducke trave u hranljivu podlogu u koncentraciji od 0,5 miligrama suve
materije ekstrakta po mililitru hranljive podloge (9,62 + 0,04 prema 7,20 + 0,19 log
CFU/ml), dok je najveca stimulacija rasta L. rhamnosus postignuta kada je ekstrakt dodat
u hranljivu podlogu u koncentraciji od 1 mg/ml (9,10 £ 0,10 prema 8,29 + 0,05 log
CFU/ml). Stimulaciju rasta S. boulardii je pokazao i ekstrakt rastavi¢a, a najvece
povecanje broja celija je postignuto kada je ekstrakt dodat hranljivoj podlozi u
koncentraciji od 2,5 mg/ml (8,04 = 0,06 prema 6,85 + 0,07 log CFU/ml). Ekstrakt
rastavica je pokazao i1 antibakterijsku aktivnost prema svim testiranim Gram-pozitivnim
bakterijama. Ekstrakt jagorCevine nije pokazao antimikrobnu aktivnost prema testiranim
patogenim bakterijama 1 gljivici, a nije ni stimulisao rast probiotskih mikroorganizama.
On je pokazao najjbolju antifungalnu aktivnost medu testiranim ekstraktim 1 inhibirao je
rast Aspergillus niger, Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides 1 Fusarium
proliferatum, a najvecu inhibitornu aktivnost je pokazao prema F. verticillioides, koju je
u potpunosti inhibirao kada je u hranljivu podlogu dodat u kocentraciji od 1 mg/ml.
Slabiju inhibiciju rasta plesni je pokazao ekstrakt rastavica, koji je inhibirao rast svih
testiranih Fusarium vrsta, dok je ekstrakt hajducke trave inhibirao rast F. graminearum.

Najvecu inhibiciju aktivnosti acetilholinesteraze je pokazala jagor¢evina, zatim
hajducka trava, pa rastavi¢. Pri koncentraciji jagorcevine od 1 mg/ml inhibicija enzima je
iznosila 63,23 + 5,83%. Inhibicija aktivnosti nije bila u korelaciji sa koncentracijom
ukupnih polifenola u ekstraktima, s obzirom na to da je najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola
bio u ekstraktu hajducke trave, koji je pokazao najmanju inhibitornu aktivnost.

Na kraju je ispitan uticaj fermentacije polaznog biljnog materijala (hajducke
trave 1 rastavica) bakterijom L. rhamnosus 1 kvascem S. boulardii na sadrzaj ukupnih
polifenola u ekstraktima. Povecanje sadrzaja ukupnih polifenola, antioksidativne i

antimikrobne aktivnosti je postignuto fermentacijom hajducke trave primenom oba



mikroorganizma. Fermentacijom rastavica, povecanje sadrzaja ukupnih polifenola je
postignuto samo kada je koris¢en S. boulardii, ali je antioksidativna aktivnost poboljSana
1 kada je uzorak fermentisan koris¢enjem bakterije L. rhamnosus. Antimikrobna aktivnost
uzorka rastavica fermentisanim S. boulardii kvascem je ostala nepromenjena, dok je
povecana kada je uzorak fermentisan probiotskom bakterijom L. rhamnosus.

Naucni doprinos ove disertacije se ogleda u tome $to je pokazano da se otpad iz
prerade lekovitih biljaka moze iskoristiti za dobijanje ekstrakata sa razli¢itim bioloskim
svojstvima, uz potencijalno koriS¢enje biotehnoloskih postupaka za poboljSanje prinosa
polifenola. Kvalitet dobijenih ekstrakata nadmasSuje onaj koji se dobija koris¢enjem
standardnih metoda ekstrakcije dok je vreme potrebno za dobijenja ekstrakata znacajno
smanjeno. Pored potvrdenog antioksidativnog i antimikrobnog dejstva, utvrdeno je da
ekstrakti hajducke trave i rastaviéa mogu stimulisati rast probiotskih mikroorganizana.
Istovremeno, koncetracije ekstrakta koje su dovoljne za stimulaciju rasta probiotskih
mikroorganizama, deluju inhibitorno na rast nekih enteropatogena. Ovo svojstvo
ispitivanih biljnih ekstrakta se moze iskoristiti za razvoj dijetetskih fitopreparata za
ublazavanje gastrointestinalnih tegoba kod ljudi. Takode, ovi ekstrakti se mogu koristiti
kao biotici (stimulatori rasta) u procesima gajenja probiotskih kultura za povecanje
njihovog broja. Pored toga, iskazana antifungalna svojstva pojedinih ekstrakta, posebno
jagorc¢evine, daju mogucnost njihove primene u preparatima za zastitu biljnih kultura od
fitopatogena. Ekstrakt jagorCevine koji inhibira acetilholinesterazu bi se potencijalno
mogao da koristi 1 u tretmanu Alchajmerove bolesti. Optimizacijom mikrotalasne
ekstrakcije definisani su uslovi za brzu proizvodnju biljnih ekstrakata poboljSane bioloske
aktivnosti u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju. Niz prvi put opisanih karakteristika dobijenih
ekstrakata otvaraju mogucnosti za proSirenje palete ve¢ ustanovljene primene u
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Cinjenica da se kao polazna sirovina koristi
otpad dobijen tokom prerade lekovitog bilja ukazuje na to da se definisani procesi mogu

koristiti kao segment odrzive i ekoloski prihvatljive proizvodnje.

Kljuéne reci: Otpadne lekovite biljke, optimizacija, mikrotalasna ekstrakcija,
antioksidativna aktivnost, prebiotska aktivnost, antimikrobna aktivnost, inhibicija

acetilholinesteraze, fermentacija
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Preparation of biologically active polyphenols by utilising the primrose (Primula
veris), the horsetail (Equisetum arvense) and the yarrow (Achillea millefolium)

processing waste
ABSTRACT

The subject of this dissertation is the utilization of waste materials from the
processing of primrose (Primula veris), horsetail (Equisetum arvense) and yarrow
(Achillea millefolium) for obtaining biologically active and polyphenol-rich extracts. The
highest total polyphenol content in the extracts was achieved using the microwave-
assisted extraction, while the process optimization was carried out by applying the method
of the planned experiment and mathematical-statistical processing of the experimental
data - specifically the response surface methodology (RSM), by varying several process
variables. In the microwave-assisted extraction process, an aqueous solution of ethanol
was used which made possible to obtaine the extracts, that could be used in the
pharmaceutical and food industries. Using microwave-assisted extraction the highest total
polyphenol content was obtained from yarrow (237.74 + 2.08 mg GAE/g extract dry
matter), followed by horsetail (161.57 £ 1.24 mg GAE/g), and the lowest was obtained
from primrose (130.73 + 3.51 mg GAE/g). The extracts exhibited antioxidant activity
expressed through the inhibition of DPPH radicals and iron reduction which was in
correlation with the total polyphenol content in the extracts. Based on all three extraction
optimizations, it can be concluded that the total polyphenol content in extracts increased
when low microwave power was used (170W). The extraction period for obtaining the
highest total polyphenol content for all three plants lasted less than two minutes, while
the fastest extraction procedure was for yarrow (33 seconds). The optimal ethanol
concentration in the extraction of polyphenol from primrose was 49%, while the optimal
solvent to solid ratio was 35 ml/g. The optimal ethanol concentration in the extraction of
polyphenol from yarrow was 70%, while the optimal solvent to solid ratio was 40 ml/g.
In the optimization of polyphenol extraction from horsetail, the optimal ethanol
concentration was 54,5%, while the optimal solvent to solid ratio was 45,5 ml/g.

The possibility of process scale-up under laboratory conditions was also

examined and the resultes showed that by maintaining the constant ratio of the microwave



power and the solvent volume, it is possible to maintain the quality of the obtained
product.

The antimicrobial activity of the obtained extracts, as well as the stimulation of
probiotic microorganisms growth and the inhibition of the acetylcholinesterase enzyme,
were examined. It is interesting that the yarrow extract stimulated the growth of probiotic
microorganisms, the yeast Saccharomyces boulardii and the lactic acid bacteria,
Lactobacillus rhamnosus, while, at the same concentration, it showed antimicrobial
activity against the pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa. The greatest stimulation of S.
boulardii growth was achieved by adding the yarrow extract to the growth medium at the
concentration of 0.5 milligrams of extract dry matter per milliliter of the nutrient broth
(9.62 + 0.04 compared to 7.20 + 0.19 log CFU/ml), whereas the greatest stimulation of
the L. rhamnosus growth was obtained when the extract was added to the growth medium
at the concentration of 1 mg/ml (9.10 £ 0.10 compared to 8.29 + 0.05 log CFU/ml). The
horsetail extract also showed the stimulation of S. boulardii growth and the maximum
increase in the number of cells was achieved when the extract was added to the growth
medium at the concentration of 2.5 mg/ml (8.04 £ 0.06 compared to 6.85 = 0.07 log
CFU/ml). The same extract also exhibited antibacterial activity against all tested Gram-
positive bacteria. The primrose extract did not show any antimicrobial activity against the
tested pathogenic bacteria and yeast and it did not stimulate the growth of probiotic
microorganisms. The greatest antifungal activity of the tested extracts was shown by the
primrose extract and it inhibited the growth of Aspergillus niger, Fusarium graminearum,
Fusarium verticillioides and Fusarium proliferatum and the greatest inhibitory activity
was exhibited against F. verticillioides, which it fully inhibited when the extract was
added to the growth medium at the concentration of 1 mg/ml. A weaker inhibition of
fungi growth was exhibited by the horsetail extract which inhibited the growth of all
tested Fusarium types, while the yarrow extract inhibited the growth of F.graminearum.

The greatest inhibitory activity of acetylcholinesterase was exhibited by primrose,
followed by yarrow and horsetail, respectively. At the concentration of 1 mg/ml, the
primrose extract showed the greatest inhibition of the enzyme (63.23 + 5.83%). Inhibitory

activity was not correlated with the concentration of total polyphenols in extracts, given



that the highest total polyphenol content was in yarrow extract, which exhibited the lowest
inhibitory activity.

Moreover, the influence of the fermentation of the plant material (yarrow and
horsetail) with L. rhamnosus and S. boulardii on the total polyphenol content in extracts
was examined. The total polyphenol content ant the antioxidant and antimicrobial activity
were increased when yarrow was fermented with both microorganisms. The increase in
total polyphenol content, in the fermentation of horsetail, was achieved only when S.
boulardii was used, but the antioxidant activity was also improved when the sample was
fermented with L. rhamnosus. The antimicrobial activity of the sample fermented with S.
boulardii remained unchanged while it was increased when the sample was fermented
with the L. rhamnosus.

The scientific contribution of this thesis lies in the fact that it showed that the
waste of medical plants could be used for obtaining extracts with different biological
properties, with a potential use of biotechnological methods for improving the extraction
yields. The quality of the obtained extracts exceeded the quality of extracts obtained by
the standard extraction methods, while the time required for obtaining the extracts was
significantly reduced. In addition to the confirmed antioxidant and antimicrobial effect,
it was determined that yarrow and horsetail extracts can stimulate the growth of the
probiotic microorganisms. At the same time, the extract concentrations that are enough
for the growth stimulation of probiotic microorganisms inhibit the growth of some
enteropathogens. This property of the examined herbal extracts could be used for the
development of dietary phytoproducts for alleviating people’s gastrointestinal disorders.
Also, these extracts could be used as biotics (growth stimulators) in the processes of
growing probiotic cultures for increasing their number. In addition, the exhibited
antifungal properties of certain extracts, especially the primrose extracts, could be used
in the products for the protection of herbal cultures from phytopathogens. The primrose
extract which inhibits acetylcholinesterase could be potentially used for treating
Alzheimer's disease. Optimization of the microwave-assisted extraction defined the
conditions for rapid production of plant extracts of improved biological activity compared
to the classical method of extraction. A series of properties of the obtained extracts, which
were described for the first time, creates opportunities for expansion of the already

established application in the pharmaceutical and food industries. The fact that the waste



obtained from the processing of medical plants is used as a starting material indicates that
the defined processes could be used as a segment of sustainable and environmentally

friendly production.

Keywords: waste medical plants, optimization, microwave extraction, antioxidant
activity, prebiotic activity, antimicrobial activity, inhibition of acetylcholinesterase,

fermentation

Scientific area: Technological engineering

Scientific discipline: Biochemical engineering and biotechnology
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1 UVOD

Lecenje lekovitim biljem je staro koliko i samo Covecanstvo, §to potvrduju
brojna pisana dokumenta. Najstarija dokumenta datiraju od 5000 godina pre nove ere sa
podrucja danasnje Indije, iz grada Nagpura, a opisuju pripremu 12 preparata upotrebom
preko 250 lekovitih biljaka (Petrovska, 2012). Pozitivan uticaj lekovitih biljaka na
zdravlje Coveka se objasnjava prisustvom sekundarnih metabolita u biljkama, kao Sto su
polifenoli, koji mogu ispoljavati razli¢ite bioloske aktivnosti, kao $to su antioksidativna,
antimikrobna, i sli¢no (Folashade et al., 2012). Svetska zdravstvena organizacija, WHO
(eng. World Health Organization), procenjuje da od 65 do 80% svetske populacije koristi
lekovito bilje kao primarni oblik zdravstvene zastite (Palhares et al., 2015).

Preradom lekovitog bilja zaostaje otpad koji je bogat bioloski aktivnim
jedinjenjima 1 procenjuje se da se godisnje u Srbiji proizvede oko 100 tona ovakvog
otpada (Stefanovi¢, 2010). Ekonomski je isplativo iskoriS¢enje ovakvog otpada jer se on
modifikuje u druge vredne proizvode, pri cemu polazni materijal ima nisku cenu koStanja.
Jedna od tehnika kojom se valorizuje otpad od lekovitog bilja je ekstrakcija bioaktivnih
jedinjenja, polifenola, konvencionalnim ili modernim tehnikama ekstrakcije. Polifenoli
su sekundarni metaboliti prisutni u svim visim biljkama, koji pokazuju Sirok spektar
bioloskih aktivnosti, kao S§to su antioksidativna, antimikrobna, anti-inflamatorna,
antifungalna, anti-alergena 1 druge, a smatra se da konzumiranje hrane bogate
polifenolima moZe da smanji rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti, kancera 1
dijabetesa (Bravo, 1998). Jedan od razloga za ovakvo iskori§¢enje biljnog otpada je i to
Sto postoji povecana potraznja za prirodnim antioksidansima koji bi mogli da zamene
potencijalno Stetne sinteticke antioksidanse (kao S§to su butilhidroksitoluen 1
butilhidroksianizol). Sa druge strane velika potroSnja antibiotika je dovela do rezistencije
patogenih mikroorganizama, Sto je podstaklo ispitivanje antimikrobnog delovanja
razli¢itih biljnih ekstrakata u cilju pronalazenja novih antimikrobnih agenasa (Farooqui
et al., 2015; Mahesh & Satish, 2008).

Mikrotalasna ekstrakcija je u poslednje vreme dosta prouCavana tehnika
ekstrakcije polifenola iz razlicitih biljnih materijala. Primenom ove metode znacajno se
smanjuje vreme potrebno za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja i koli¢ina upotrebljenog
rastvaraCa, u poredenju sa klasicnim metodama ekstrakcije (Dahmoune et al., 2013;
Dahmoune et al., 2015; Veggi et al., 2012). Kao rastvara¢ je pogodno Kkoristiti vodeni
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rastvor etanola, ¢ije su prednosti dobra selektivnost polifenola i netoksi¢nost, odnosno to
je rastvara¢ koji ima GRAS (eng. Generally recognized as safe) status (FDA, 2012;
Herrero et al., 2005). Tako dobijene ekstrakte je moguce inkorporirati u hranu sa ciljem
povecanja stabilnosti 1 vrednosti ili se mogu koristiti u farmaceutskim formulacijama
(Herrero et al., 2005).

Biolosku aktivnost ekstrakata moguce je dodatno poboljsati fermentacijom
biljnog materijala, ¢ime se oslobadaju vezani polifenoli ili se konvertuju ili
depolimerizuju polifenolna jedinjenja velike molekulske mase. Takode, tokom
fermentacije glikozilovani polifenoli se prevode u odgovarajuce aglikone, koji imaju veci
antioksidativni potencijal (Hur et al., 2014; Wu et al., 2011). Stoga tehnoloski postupak
koji se bazira na mikrotalasnoj ekstrakciji prethodno fermentisanog otpadnog bioloskog
materijala ima potencijal da generiSe proizvode izuzetne bioloSke i1 potencijalno
komercijalne vrednosti.

Primula veris (jagorcevina), Equisetum arvense (rastavic) i Achilea millefolium
(hajducka trava) su deo nase i evropske tradicionalne medicine. U tradicionalnoj medicini
koren jagorCevine se najviSe koristi za razredenje gustog bronhijalnog sekreta i
olakSavanje iskasljavanja (Aslam et al., 2014). Cvet se koristi za leCenje bubreznih 1
mokraéno-urinarnih tegoba, migrene, nesanice, vrtoglavice, ubrzanog rada srca (Wichtl,
2004). U narodnoj medicini, rastavi¢ se koristi kod urinarnih infekcija i oboljenja prostate,
kod krvarenja nosa, &ira na Zelucu, rana, reumatizma i osteoporoze (Canadanovié¢-Brunet
et al., 2009; Sandhu et al., 2010). Hajducka trava se u narodnoj medicini koristi za lecenje
upalnih procesa, gastrointestinalnih poremecaja, za zarastanje rana i za lecCenje
glavobolje. Ulazi u sastav mnogih biljnih preparata koji se koriste za smanjenje povisenog
krvnog pritiska (Akram, 2013; Lakshmi et al., 2011). Zahvaljuju¢i prisustvu polifenola,
sve tri lekovite biljke poseduju brojne bioloske aktivnosti, kao Sto su antioksidativna,
antimikrobna, citotoksi¢na i anti-inflamatorna aktivnost (Basbiilbiil et al., 2008; Candan
etal., 2003; Demir et al., 2014; Dias et al., 2013; Garcia et al., 2011; Lakshmi et al., 2011;
Milovanovi¢ et al., 2007; Nagai et al., 2005; Radulovi¢ et al., 2006; Stojanovi¢ et al.,
2005).

Predmet rada ove doktorske disertacije je iskoriS¢enje otpadnog materijala iz
prerade jagorCevine, hajducke trave 1 rastavi¢a za dobijanje ekstrakata koji su bogati

polifenolima. Otpad koji je koriS¢en u ovom radu predstavlja prah koji je dobijen nakon



mehanicke prerade lekovitog bilja, odnosno usitnjavanja i prosejavanja. U prvom delu
rada su definisani optimalni uslovi za dobijanje ekstrakata sa visokim sadrzajem ukupnih
polifenola iz sve tri biljne vrste, primenom vodenih rastvora etanola i mikrotalasne
ekstrakcije. Sastav dobijenih ekstrakata je pracen odredivanjem sadrzaja ukupnih
polifenola i flavonoida, a efikasnost primenjene mikrotalasne ekstrakcije definisana je
poredenjem sa klasicnom ekstrakcijom. Nakon toga je odredena bioloska aktivnost
ekstrakata, antioksidativna aktivnost primenom DPPH i FRAP metode, antimikrobna
aktivnost, moguénost stimulacije rasta probiotskih mikroorganizama kao 1 inhibicija
enzima acetilholinesteraze.

U radu je ispitana moguénost dobijanja ekstrakata sa povecanim sadrzajem
ukupnih polifenola i pove¢anom bioloskom aktivno$c¢u, kada se otpadni materijal pre
ekstrakcije fermentiSe mikroorganizmima sa GRAS statusom 1 probiotskim
karakteristikama, bakterijom Lactobacillus rhamnosus 1 kvascem Saccharomyces
boulardii. U dobijenim ekstraktima je odreden sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida,
kao 1 antioksidativna, antimikrobna aktivnost i inhibicija acetilholinesteraze.

Za optimizaciju procesa ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja iz otpadnih lekovitih
biljaka koriS¢eni su statisticki planirani eksperimenti, konkretno metoda odzivnih

povrsina i metoda Zeljene funkcije u okviru Design Expert softvera.



2 TEORIJSKI DEO
2.1 Lekovito bilje
2.1.1 Upotreba lekovitog bilja

Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije u lekovito bilje spadaju biljne
vrste €iji jedan ili viSe biljnih delova sadrze bioloski aktivnu materiju koja se moze
koristiti u terapeutske svrhe ili u svrhu hemijsko-farmaceutske sinteze (Stankovi¢ &
Stanojei¢, 2014). Upotreba lekovitog bilja u lecenju razlicitih oboljenja stara je koliko 1
samo ¢ovecanstvo, Sto potvrduju brojna pisana dokumenta (Petrovska, 2012). Fitoterapija
je osnov tradicionalne (narodne) medicine svakog naroda, a oko 80% svetske populacije,
naroc€ito u zemljama u razvoju, upotrebljava lekovite biljke kao primarnu zdravstvenu
zaStitu (Folashade et al., 2012). Pozitivan uticaj lekovitog bilja se objasnjava prisustvom
bioaktivnih jedinjenja, sekundarnih metabolita u biljkama, koje mogu ispoljavati razlicite
bioloske aktivnosti, kao $to su antimikrobne, antioksidativne, anti-inflamatorne, i sli¢no.
Mnoga jedinjenja koja su ekstrahovana iz biljaka i dalje imaju primenu u medicini, ili
predstavljaju model za izradu velikog broja sintetickih lekova sa poboljSanim
farmakologkim dejstvom (Turudija Zivanovi¢, 2015). Primeri vaznih sinteti¢kih lekova
koji su dobijeni od prirodnih jedinjenja su morfin i kodein iz maka (Papaver somniferum),
digoksin i1z Digitalis spp., atropin iz velebilja (Atropa belladonna), vinblastin iz vinke
(Catharanthus roseus), 1 sli¢no. Procenjuje se da je oko 60% antitumorskih 1 anti-
inflamatornih lekova na trziStu dobijeno na osnovu jedinjenja koja vode poreklo iz biljaka
(Rates, 2001).

Najstariji pisani dokumenti o upotrebi lekovitog bilja u Srbiji su iz XVIII veka i
zabeleZio ih je Zaharije Orfelin u knjizi Veliki srpski travnik. Danas se u svetu
upotrebljava oko 10.000 razli¢itih biljnih vrsta, a u Srbiji postoji oko 700 vrsta sa
lekovitim svojstvima od kojih se za komercijalnu upotrebu sakuplja oko 280 (Folashade
et al.,, 2012; Radanovi¢ & Nastovski, 2002). Manji broj vrsta lekovog bilja se
organizovano proizvodi, dok se ostale nalaze samonikle u prirodi, a i1 jedne 1 druge se
koriste kao sirovina u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. Od biljnih
organa se koriste herba-nadzemni deo biljke u cvetu, folium—1list, flos-cvet, radix-koren,
rhizoma-rizom, cortex-kora, fructus-plod, semen-seme. Lekovito bilje se najcesce koristi

preventivno, za terapiju oboljenja u pocetnim fazama bolesti ili kod blazih oblika bolesti,

4



dok se kod razvijenijih faza bolesti koristi kao dopunska terapija. Kod hroni¢nih stanja
moze da ima blagotvorno dejstvo, dok mali broj biljnih droga ima efekta kod akutnih
stanja. Biljni lekovi deluju sporo 1 efekti su vidljivi posle 2 do 3 nedelje primene preparata

(Folashade et al., 2012; Turudija Zivanovi¢, 2015).
2.1.2 Postupak prerade lekovitog bilja i generisani otpad

Postupci prerade lekovitog bilja prema tehnoloSkim operacijama su: suSenje,
mehanicka prerada (koja obuhvata usitnjavanje, prosejavanje i odvejavanje), destilacija i
ekstrakcija razli¢itim rastvarac¢ima. Seckanjem i1 mlevenjem lekovitog bilja nastaje
poluproizvod koji se dalje koristi u procesu izrade ¢ajeva, ¢ajnih mesavina ili u procesu
ekstrakcije (slika 2.1) (Radanovié & Nastovski, 2002; Turudija Zivanovié, 2015). Nakon
ekstrakcije farmakoloski 1 bioloski aktivnih sastojaka iz biljnog materijala uz pomoc¢
selektivnih rastvaraa i primenom standardnih metoda dobijaju se tecni ekstrakti,
polucvrsti (meki ekstrakti i oleorezine) ili ekstrakti ¢vrste konzistencije (suvi ekstrakti)
(Vuleta et al., 2012).

Preradom lekovitog bilja zaostaje otpad koji je bogat bioloSki aktivnim
jedinjenjima. Procenjuje se da se godi$nje u Srbiji proizvede oko 100 tona otpada od
lekovitog bilja, od kojih su 20 tona proizvedene u Institutu za proucavanje lekovitog bilja
,Dr Josif Panci¢ (Stefanovi¢, 2010). Sa ekonomske strane, koriS¢enje ovakvog otpada
je opravdano jer on moze da se koristi kao jeftina sirovina za dobijanje drugih vrednih
proizvoda. Jedna od tehnika kojim se valorizuje biljni otpad je ekstrakcija bioaktivnih
jedinjenja klasi¢nim ili modernim tehnikama ekstrakcije i dobijanje proizvoda koja
pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti, kao Sto su antioksidativna 1 antimikrobna
aktivnost. Jedan od razloga za ovakvo iskoriS¢enje biljnog otpada je 1 taj Sto postoji
povecana potraznja za prirodnim antioksidansima koji bi mogli da zamene potencijalno
Stetne sinteticke antioksidanse (kao $to su butilhidroksitoluen i butilhidroksianizol). Osim
toga, antioksidansi Stite bioloske sisteme od slobodnih radikala, koji imaju ulogu u
razvoju kardiovaskularnih bolesti, kancera, Alchajmerove 1 Parkinsonove bolesti.
Istrazivanja su usmerena ka dobijanju proizvoda sa antikancerogenom aktivnos$cu, jer je
dokazano da jedinjenja koja se nalaze u biljkama, kao Sto su polifenoli, saponini, terpeni
1 glikoproteini, poseduju antikancerogena svojstva. Osim toga, otpad koji sadrzi

polifenole pokazuje 1 antimikrobna svojstva (Santana-M¢éridas et al., 2012).
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biljnih proizvoda kao i nagini upotrebe (preuzeto i modifikovano iz (Turudija Zivanovié,

2015))

Najveci deo otpada koji nastaje tokom prerade lekovitog bilja ¢ini neiskoriséeni
deo biljke, koji je razli¢it za svaku biljku 1 zavisi od lokalizacije bioaktivne komponte.
Ovakav otpad ima relativno malu moguénost iskori§¢enja u odnosu na otpad dobijen
prosejavanjem biljnog materijala nakon usitnjavanja, jer on predstavlja najfiniji prah dela
biljke koji je bogat bioloski aktivnim materijama. Otpadni prah nije pogodan za primenu
u ¢ajnim mesavinama jer prolazi kroz pore filter vrecica ili cediljki, ali po drugim
karakteristikama je identiCan lekovitom bilju koje nalazi primenu kod potrosaca. Ova
vrsta otpada predstavlja pogodnu polaznu sirovinu za ekstrakciju i moguénost njene
eksploatacije je ispitana u ovoj doktorskoj disertaciji. Posebnu vrstu otpada predstavlja
biljni ostatak nakon ekstrakcije. Ovaj vlazan materijal je siromaSan polazni materijal za
dobijenje bioloski aktivnih materija, ali takode moze naci primenu u biotehnologiji, na
primer usled prisustva lignoceluloznog materijala biljni materijal zaostao nakon
ekstrakcije je pogodna podloga za stimulaciju sinteze mikrobnih celulaza fermentacijom

na ¢vrstom supstratu (Mihajlovski, 2016).



2.1.3 Morfoloske i etnofarmakoloSke karakteristike odabranih biljnih vrsta
2.1.3.1 Jagorcevina (Primula veris)

Primula veris ili jagorCevina pripada porodici Primulaceae. Rod Primula
obuhvata oko 500 vrsta koje rastu u zapadnoj 1 centralnoj Aziji (najviSe na Himalajima) i
Evropi, na sunfanim livadama i ispod osuncanih Zbunova u brdskim i planinskim
krajevima. (Aslam et al., 2014; Wichtl, 2004). To je zeljasta, niska prole¢na biljka koja
raste do visine od 20 cm, a cveta karakteristicnim Zutim cvetovima tokom ranog proleca.
Iz kratkog, kosog rizoma izbija iznad same zemlje rozeta od nekoliko listova i dr§ka na
¢ijem se vrhu nalazi po nekoliko levkastih zutih cvetova (slika 2.2). Cvetna drska i nali¢je
lista su dlakavi. Rizom je mrk, potpuno je obrastao mnogobrojnim, dugackim, lomljivim,

tankim korenjem svetlije boje.

Jagorcevina je svrstana u sledece
taksonomske kategorije:
Carstvo: Plantae

Razdeo: Magnoliophyta

Klasa: Magnoliopsida

Red: Ericales

Porodica: Primulaceae

Rod: Primula

Vrsta: Primula veris L.

Slika 2.2. Izgled biljne vrste Primula veris L. (preuzeto 25.07.2016. sa
(http://www.pfaf.org))

Lekoviti deo biljke je osusen koren (Primulae radix) i cvet (Primulae flos)

(preuzeto 25.07.2016. sa (http://www.mocbilja.rs/)).



2.1.3.1.1 Hemijski sastav jagorcevine

o Koren jagorcevine sadrzi do 12% triterpenskih saponina (priverosaponin B-22
acetat, primulasaponin II i primulasaponin I), fenolne glikozide (primulaverin i
primverin). Fenolni glikozidi se u toku susenja enzimski razgraduju, $to biljnoj
drogi daje karakteristiénu aromu. Sadrzi i p-kumarinsku i ruzmarinsku kuselinu.

e Cvet sadrzi do 3% flavonoida (kvercetin, luteolin, kemferol, izoramnetin,
apigenin 1 glikozide kvercetina, kemferola, izoramnetina i limocitrina), ferulinsku,
p-kumarinsku 1 ruzmarinsku kiselinu i primulasaponin I i enzime;

e Sveze mlado lis¢e jagorcevine je bogato vitaminom C, a sadrzi i saponin
(primulasaponin I) (http://www.mocbilja.rs/; Karl et al., 1981; Morozowska &
Wesotowska, 2004; Miiller et al., 2006; Shostak et al., 2016; Wichtl, 2004).

2.1.3.1.2 Primena jagorcevine

U tradicionalnoj medicini koren jagorCevine se koristi za razredenje gustog
bronhijalnog sekreta i1 olakSavanje iskasljavanja. Primulasaponin I deluje kao
ekspektorans, iritirajuéi Zeludacnu sluznicu, Sto refleksno uzrokuje lucenje tecnosti u
bronhijalni sekret i dovodi do smanjenja viskoznosti bronhijalne sluzi (Aslam et al.,
2014). Takode, pojacava se motorika cilija bronhijalnog epitela, pa je ekstrakt jagoréevine
ujedno 1 sekretomotorik. Cvet jagorCevine se koristi za leCenje bubreznih i mokraéno-
urinarnih tegoba, jer deluje kao blag diuretik. Zatim se koristi za leCenje migrene,
nesanice, vrtoglavice, ubrzanog rada srca, kod nervoze i vaskularnih poremecaja, kao

sedativ 1 za tretiranje akni (Wichtl, 2004).
2.1.3.1.3 Bioloska aktivnost jagorcevine

Ekstrakti jagorCevine poseduju antimikrobnu aktivnost. Dietiletarski ekstrakt
inhibira rast Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens i Bacillus sphaericus, dok vodeni ekstrakti deluju na Serratia marcescens, ali
ne inhibiraju rast E. coli (Basbiilbiil et al., 2008).

Ekstrakt jagorCevine pokazuje 1 antioksidativnu aktivnost. On neutraliSe DPPH

radikal, vezuje superoksid anjon radikal i redukuje jone gvozda (Demir et al., 2014).



Kod osetljivih osoba moze da izazove alergijske reakcije ili otezano varenje
(Wichtl, 2004). U toku trudnoce i dojenja ne treba konzumirati jagorcevinu (Miiller et al.,

2006).
2.1.3.2 Rastavi¢ (Equisetum arvense)

Rastavi¢i su u karbonu bili dominantna grupa kopnenih biljaka. U to vreme
dominirale su drvenaste forme, koje su dostizale visinu i do 30 m. Danas je rod Equisetum
jedini zivi predstavnik klase Sphenopsida (Husby, 2013; Kevin, 2012).

Rod Equisetum obuhvata dva podroda, Equisetum 1 Hippochaete. Rastavici
pripadaju podrodu Equisetum, koji ima ukupno 8 vrsta, a podrod Hippochaete obuhvata
7 vrsta, medu kojima su i najvisi predstavnici roda Equisetum, E. giganteum i E .
myriochaetum (8m) (Husby, 2013). Visina ostalih predstavnika roda Equisetum je od 0,2
do 1,5 m (Kevin, 2012).

Eguisetum arvense, rastavi¢, je viSegodi$nja, korovska, zeljasta biljka koja raste
na severnoj Zemljinoj hemisferi (Evropi, Severnoj i Srednjoj Americi i Japanu) (Nagai et
al., 2005; Sandhu et al., 2010). Stari Grei su rastavi¢ koristili za leCenje rana, a Rimljani
su ga koristili u ishrani i kao lek (Sandhu et al., 2010). Ima snazno razvijen rizom koji
prodire duboko u zemlju (i preko 2m) gde se snabdeva vodom i hranljivim materijama 1
zahvaljujuc¢i njemu moze da prezivi pozar 1 suSu (Husby, 2013; Kevin, 2012). Rizom je
¢lankovit 1 veoma razgranat, a bogat je hranljivim materijama (Kevin, 2012). Iz rizoma
se razvijaju dve vrste stabljike, fertilna i sterilna (slika 2.3). Fertilna, plodna je braon boje,
izrasta u prolece 1 visine je od 10 do 25 cm, pre¢nika od 3 do 5 mm. Ove stabljike ne vrSe
fotosintezu. Na vrhu nose sporofilne klasove (strobilus), gde se nalaze sporangije u
kojima se razvijaju spore, pomocu kojih se biljka razmnozava (Kevin, 2012). Spore
rastavica su zelene, sferi¢ne 1 imaju tanke zidove. Oko spora se nalaze elateri, strukture
koje obmotavaju sporu kao kais, koje omogucavaju Sirenje i skupljanje spore u zavisnosti
od vlage. Spora zivi kratko 1 klija posle 24 sata od kad je oslobodena iz sporangija. Osim
preko spora, rastavic moze da se razmnoZzava i vegetativno (Husby, 2013). Nakon
rasejavanja spora, fertilne stabljike venu, a razvijaju se sterilne zelene stabljike, koje se
prsljenasto granaju (Kevin, 2012). Sterilne stabljike mogu da se sastoje od 20 segmenata
koji su medusobno spojeni, a svaki segment ima set od uspravno rasporedenih,

¢lankovitih grana. Listovi su jako mali, nalaze se uz samo stablo ili granu, na mestu



spajanja segmenata i zbog male veliCine listova fotosintezu obavlja stablo (Sandhu et al.,
2010). Sterilne stabljike su visine od 10 do 90 cm, pre¢nika od 2 do 5 mm (Kevin, 2012).

Rastavi¢ raste u vlaznoj, kiseloj zemlji (pH od 7 do 8) i za rast mu je neophodan
silicijum (Husby, 2013; Kevin, 2012). Silicijum se akumulira u epidermisu 1 ¢elijskom
zidu biljke, stvarajuc¢i mrezu sa polimerima ¢elijskog zida povecavajuéi njihovu krutost i
stabilnost. On Stiti rastavi¢ od napada insekata i od bolesti koje izazivaju plesni (Husby,

2013).

Rastavi¢ je svrstan u sledece
taksonomske kategorije:

Carstvo: Plantae

Razdeo: Equisetophyta

Klasa: Sphenopsida

Potklasa: Equisetidae

Red: Equisetales

Porodica: Equisetaceae

Rod: Equisetum

Vrsta: Equisetum. arvense L.

AKERFRAKEN cawiedT

Slika 2.3. Izgled biljne vrste Equisetum arvense L. (preuzeto 25.07.2016. sa
(http://www.pfaf.org))

Lekoviti  deo  rastavica je  nadzemni deo, sterilni  izdanak

(http://www.mocbilja.rs/; Sandhu et al., 2010).
2.1.3.2.1 Hemijski sastav rastavica

e (Od fenolnih kiselina sadrzi: hidroksicimetne kiseline (hlorogensku, ferulinsku,
kafeinsku, p-kumarinsku, cimetnu) i hidroksibenzoeve kiseline (vanilinsku, p-
hidroksibenzoevu, protokatahuinsku, siringinsku) (Canadanovi¢-Brunet et al.,
2009; Milovanovi¢ et al., 2007; Mimica-Dukic et al., 2008).

e Sterilne stabljike sadrze od 0,3 do 0,9% ukupnih flavonoida (Sandhu et al., 2010).

Od flavonoida rastavi¢ sadrzi:
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o Flavanon: naringenin;

o Flavone: apigenin, luteolin i njihove glukozide;

o Flavonole: kvercetin, kemferol i njihove glukozide, kao i dihidrokemferol
(aromadendrin) i dihidrokvercetin (taksifolin) (Canadanovié-Brunet et al.,
2009; Milovanovi¢ et al., 2007; Mimica-Dukic et al., 2008);

o Flavanol: epikatehin (Canadanovi¢-Brunet et al., 2009);

e Rastavi¢ sadrzi vitamine - karotene, vitamin B1, B2, B6, nikotinsku kiselinu,
folnu kiselinu, pantotensku kiselinu, vitamin C (33 mg/100 g biljke), vitamin E
(4,9 mg/100 g biljke) i vitamin K (Nagai et al., 2005);

e SadrZi makro i mikroelemente, Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Cu, Mn, Si, Sr, Ti.
Rastavi¢ sadrzi 1,8% kalijuma, koji je neophodan za regulisanje osmotskog
pritiska u ¢elijama. Bakar (0,22 mg/100 g biljke) i cink (1,1 mg/100 g jestivog
dela biljke) su neophodni za aktiviranje superoksid dismutaze, koja deluje protiv
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Nagai et al., 2005; Sandhu et al., 2010). Tokom rasta
rastavi¢ akumulira znacajne koli¢ine silicijuma, od 5 do 10 % (Bye et al., 2010).
On je znacajan za zastitu, strukturu i fiziologiju rastaviéa. Silicijum se uzima iz
zemljiSta u obliku silicijumove kiseline, koja predstavlja rastvorljiv i osnovni
oblik silicijuma koji koriste biljke. Kada je koncentracija silicijumove kiseline
veca od 100-200 mg/kg dolazi do polimerizacije monomera 1 nastajanja stabilnih
jezgara, koji rastu 1 dobijaju sferiCan oblik, a zatim dolazi do povezivanja tih
jezgara (slika 2.4). Silicijum prekriva celokupnu povrSinu celijskog zida
epidermisa i debljina mu zavisi od dela biljke, pa je debljina sloja silicijuma u

listovima od 0,2 do 1 um, a u izdancima od 3 do 7 um (Currie & Perry, 2007).

% Si(OH), Si(OH),
Si(OH), — . ~

Si(OH);0- —» Si(OH);0Si(OH),0- —»  Oligomer Cestice
—

Monomer Dimer

Slika 2.4. Polimerizacija monomera silicijumove kiseline (preuzeto i

modifikovano iz (Currie & Perry, 2007))
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e Sterilne stabljike rastavica sadrze sterole (holesterol, epiholestanol, 24-
metilenholesterol, B-sitosterol - 60%, kampasterol - 32,9% , izofukosterol - 5,9%)
(Do Monte et al., 2004; Mimica-Dukic et al., 2008).

e Sadrzi alkaloide: nikotin, palustrin, palustrinin (Sandhu et al., 2010);

e Sterilne stabljike sadrze saponin ekvisetonin (Sandhu et al., 2010).
2.1.3.2.2 Primena rastavica

U narodnoj medicini rastavi¢ se koristi kod urinarnih infekcija i oboljenja
prostate, kod krvarenja nosa, €ira na Zelucu, rana, reumatizma, osteoporoze, promrzlina,
prosirenih vena, gubitka kose, a sprecava i nagomilavanje masti na krvnim sudovima i
koristi se 1 za tretiranje krtih noktiju (Canadanovic’-Brunet et al., 2009; Sandhu et al.,
2010). Izaziva koagulaciju krvi, a zbog sadrzaja minerala se preporucuje anemicnim
osobama. Za lecenje rana se koristi zbog visokog sadrzaja silicijumove kiseline, koja jaca
i regenerise vezivno tkivo i1 stimuliSe iskori§¢enje kalcijuma u telu (Sandhu et al., 2010).
U kozmetici se ekstrakt rastavica koristi kao faktor protiv starenja koZze (,,anti-aging®),
kao sredstvo za hidrataciju, sredstvo protiv bora, protiv akni i kao antiperspirant. Koristi
se u tonicima, Samponima i sapunima (Sandhu et al., 2010). Zbog velikog sadrzaja
silicijuma mogao bi da se koristi 1 u kozmetickim preparatima koji stimuliSu sintezu
kolagena, jer silicijum i u malim koncentracijama (10 and 20 pM) stimuliSe sintezu
kolagena u ¢elijama fibroblasta (Reffitt et al., 2003). Deluje i1 kao blag diuretik, pa se
koristi za smanjenje metaboli¢kih 1 hormonskih edema u menopauzi. Poseduje ovu
aktivnost zahvaljuju¢i ekvisetoninu, kalijjumu, kalcijumu, magnezijumu, vitaminu C i
kafenoj kiselini (Sandhu et al., 2010).

Pozitivan uticaj na zdravlje Coveka (jacanje kostiju, noktiju, koZe) se pripisuje
velikom sadrZaju silicijuma. Bye 1 saradnici su ispitali odnos sadrzaja silicijuma nakon
pripremanja ¢aja i sadrZaja ukupnog silicijuma koji se nalazi u biljci. Tokom pripremanja
¢aja, sadrzaj silicijuma u rastvoru je bio od 5,9 do 10,2% od ukupnog sadrzaja silicijuma
u biljci, pa su ovi rezultati pokazali da je rastvorljivost silicijuma iz rastavi¢a jako mala.
Da bi se silicijum oslobodio iz biljke potrebno je biljku tretirati jakim kiselinama, pa sama
kljucala voda nije dovoljna. Takode su ispitali moguénost ekstrakcije silicijuma razli¢itim
organskim rastvaracima, ali su i ti rezultati pokazali da je rastvorljivost silicijuma iz

rastavica jako mala (Bye et al., 2010).
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Ukoliko se duze upotrebljava, rastavi¢ moze da bude 1 toksican. Silikati izazivaju
probleme sa varenjem, a alkaloidi, iako su prisutni u malim koncentracijama, usled duze
upotrebe se nagomilavaju u organizmu, $to moze da dovede do glavobolje, prevremenog

porodaja, gubitka apetita i nervnih poremecaja (Sandhu et al., 2010).
2.1.3.2.3 BioloSka aktivnost rastavica

Rastavi¢ se primenjuje kao antioksidans, istrazivanja su pokazala da vodeni i
etanolni ekstrakti fertilne stabljike rastavica poseduju veliku sposobnost hvatanja
superoksid anjona 1 hidroksil radikala (Nagai et al., 2005).

Rastavi¢ pokazuje i antimikrobnu aktivnost. Etilacetatni, n-butanolni i vodeni
ekstrakt rastavi¢a su inhibirali rast P. aeruginosa, S. aureus 1 B. cereus, ali nisu pokazali
antimikrobnu aktivnost prema E. coli. Medutim, u istom radu je pokazano da je
minimalna inhibitorna koncentracija ekstrakta rastavica dosta visoka i da iznosi 25 mg/ml
za S. autreus, 50 mg/ml za P. aeruginosa i 100 mg/ml za B. cereus (Canadanovié¢-Brunet
et al., 2009). Druga istrazivanja su pokazala da vodeno-etanolni ekstrakt i etarsko ulje
rastavica inhibiraju rast P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, S. enteritidis, K. pneumoniae,
Candida albicans 1 Aspergillus niger (Milovanovi¢ et al., 2007; Radulovi¢ et al., 2006).
Vodeno-etanolni ekstrakt rastavi¢a u koncentraciji 3% u potpunosti inhibira rast gljiva
Aspergillus carbonarius 1 Fusarium graminearum, pod svim uslovima temperature i
vlage koji odgovaraju uslovima skladiStenja poljoprivrednih proizvoda, dok pod
odredenim uslovima inhibira 1 rast Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus westerdijkiae 1 Fusarium verticillioides. Ove plesni mogu da kontaminiraju
poljoprivredne proizvode i proizvedu mikotoksine (aflatoksine B1, B2, Gl 1 G2,
ohratoksin A, fumonizin B1 1 B2, deoksinivalenol 1 zearalenon) (Garcia et al., 2011).

Ekstrakt rastavi¢a pokazuje i1 hepatoprotektivnu aktivnost, a najjacu aktivnost
pokazuje luteolin 1 onitin iz metanolnog ekstrakta rastavica (Oh et al., 2004).

Vodeno-etanolni ekstrakt rastavica, u koncentracijama od 200 do 400 mg/kg,
deluje umirujuce 1 pokazuje antikonvulzivni efekat. U istraZivanju koje su Dos Santos i
saradnici sproveli na pacovima, pokazalo se da ekstrakt rastavi¢a produzava san (izazvan
barbituratima) kod Zivotinja za 46 do 74%, a smanjuje se i broj i tezina konvulzija, kao i

broj Zivotinja kod kojih su se razvijale konvulzije (Dos Santos et al., 2005).
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Ekstrakt rastavica je testiran i na ¢elijama leukemije misa L1210 i pokazao je da
inhibira njihov rast za 99% (Dos Santos et al., 2005). Takode je pokazao i citotoksi¢ni
efekat prema ljudskim celijama leukemije U937. Ekstrakt je izazivao apoptozu cCelija 1
sprecavao je njihovu proliferaciju (Sandhu et al., 2010). Takode su ekstrakti rastavica
imali antiproliferativnu aktivnost humanih ¢elijskih linija i to humanog kolorektalnog
karcinoma HT-29, adenokarcinoma dojke (MCF-7) i karcinoma grlica materice (HeLa)

(Cetojevié-Simin et al., 2010).
2.1.3.3 Hajducka trava (Achillea millefolium)

Achillea millefolium je Siroko rasprostranjena, izuzetno lekovita, biljka. U
narodu je poznata kao hajducka trava, hajducica ili stolisnik. Pripada porodici glavocika
(Asteraceae) koja obuhvata vise od 100 vrsta rasprostranjenih u Evropi, Severnoj
Americi, juznoj Australiji 1 severnoj Aziji (Lakshmi et al., 2011). Hajducka trava se
koristi u tradicionalnoj i zvani¢noj medicini, kozmetici i homeopatiji. Rod je dobio ime
po Ahilu, heroju Trojanskog rata koji je pomoc¢u ove biljke zaustavio krvarenje 1 iscelio
rane Heraklovom sinu Telefusu, dok je millefolium dobio od reci mille §to znaci hiljadu
1 folium S§to znaci list (Benedek & Kopp, 2007). Hajducka trava je viSegodiSnja
aromatic¢na zeljasta biljka, visine 20-100 cm, sa uspravnom ¢vrstom stabljikom. Listovi
su ravnomerno rasporedeni duz stabljike 1 perasto su deljeni, a mogu da budu veli¢ine od
5 do 20 cm. Glavice su u Stitolikim cvastima sa prljavo belim centralnim 1 belim obodnim
cvetovima (slika 2.5). Osim sa belim cvetovima, u planinskim krajevima moZe da se nade
hajducka trava i sa ruzicastim 1 svetlo ljubi¢astim cvetovima. Raste na toplim i sun¢anim
staniStima, na livadama, poljima, uz puteve i na suvim osun¢anim padinama. Aktivno
raste u prolece, a cveta od juna do septembra. Vrlo se brzo §iri 1 dobro podnosi susu, pa
moze da se koristi u borbi protiv erozije zemljiSta. Raste do nadmorske visine od 3500 m

(Lakshmi et al., 2011).
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Hajducka trava je svrstana u sledece
taksonomske kategorije:

Carstvo: Plantae

Razdeo: Magnoliophyta

Klasa: Magnoliopsida

Potklasa: Asteridae

Red: Asterales

Porodica: Asteraceae

Rod: Achillea

Vrsta: Achillea millefolium L.

Slika 2.5. Izgled biljne vrste Achillea millefolium L. (preuzeto 18.08.2017. sa

(http://www.mountpisgaharboretum.com))

Lekoviti delovi biljke je nadzemni deo (Millefolii herba) (preuzeto 18.08.2017.
sa (http://www.mocbilja.rs/)).

2.1.3.3.1 Hemijski sastav hajducke trave

Raznolikost i slozenost fitohemijskog sastava hajducke trave objasnjava njenu
Siroku primenu u fitoterapiji (Szymanski et al., 2014). U hajduckoj travi je zastupljeno
viSe vrsta bioaktivnih jedinjenja, a ispitivanjem Cetrdeset komercijalno dostupnih uzoraka
hajducke trave se pokazalo da je sadrzaj polifenola visok i da u proseku u hajduckoj travi
ima 0,60% flavonoida 1 1,48% fenolnih kiselina (Benedek & Kopp, 2007). Glavne grupe
hemijskih jedinjenja su:

e Fenolne kiseline, od kojih su najzastupljenije hlorogenska i 3,5-O-dikafeoilhinska
kiselina (eng. 3,5- dicaffeoylquinic acid 3,5-DCQA), a prisutni su i 1,3—DCQA,
1,4-DCQA, 3,4-DCQA;

e Flavonoidi, od kojih su najprisutniji apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-
glukozid 1 rutin. U manjim koncentracijama su prisutni apigenin, luteolin,
apigenin-4’-O-glukozid, luteolin-4’-O-glukozid (Benedek et al., 2007; Benetis et
al., 2008; Vitalini et al., 2011; Wojdyto et al., 2007).
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e Alkaloidi, betonicin, stahidrin i trigonelin;
e Kumarini, salicilna kiselina, seskviterpeni (ahilin i ahilicin), poliacetileni,

triterpeni, tanini 1 steroli (Lakshmi et al., 2011).
2.1.3.3.2 Primena hajducke trave

Hajducka trava se u narodnoj medicini koristi za leCenje upalnih procesa,
gastrointestinalnih poremecaja, za zarastanje rana i za leCenje glavobolje. Korisna je 1 u
poremecaju krvarenja, pa se koristi za smanjenje modrica, zarastanje rana, zaustavljanje
krvarenja iz nosa. Seskviterpen ahilin daje joj gorak ukus, pa se koristi za poboljSavanje
apetita. Ulazi u sastav mnogih biljnih preparata koji se koriste za smanjenje povisenog
krvnog pritiska. Pojacava proizvodnju Zuéi, pa se poboljSava emulgovanje masti,
apsorpcija masti i liposolubilnih vitamina u crevima. Takode je korisna kod stanja gripa
1 infekcija respiratornog trakta. Diuretik je 1 koristi se kod bubreznih oboljenja kao $to je
kamen u bubregu. Primenjuje se i kod reumatoidnog artritisa i osteoartritisa. Pojacava
delovanje drugih lekovitih biljaka i pomaze oslobadanju toksina iz organizma. Koristi se
1 za leCenje ekcema, psorijaze i kod menstrualnih tegoba (Akram, 2013; Lakshmi et al.,

2011).
2.1.3.3.3 Bioloska aktivnost hajducke trave

Candan i saradnici su pokazali da etarsko ulje 1 metanolni ekstrakt hajducke trave
poseduju antioksidativnu aktivnost. U etarskom ulju je identifikovano 36 aktivnih
komponenata, koje su pokazale jaku inhibiciju DPPH radikala, gde je ICso vrednost
(koncentracija ekstrakta koja je potrebna za neutralizaciju 50% pocetne koncentracije
DPPH radikala), iznosila 1,56 pg/ml, dok ICso vrednost vitamina C (askorbinske
kiseline), potentnog antioksidansa iznosi 3,9 pg/ml, Sto ukazuje da je etarsko ulje
hajducke trave jaci antioksidans. Metanolni ekstrakt je pokazao slabiju antioksidativnu
aktivnost (ICso je 45,6 pg/ml) (Candan et al., 2003).

Ekstrakt hajducke trave poseduje i1 antimikrobnu aktivnost. On deluje na
Staphylococcus aureus sa minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC) 10 mg/ml i
na Staphylococcus typhimurium sa MIC 10 pg/ml (Lakshmi et al., 2011). Ekstrakti
hajducke trave, dobijeni ekstrakcijom heksanom, etrom i1 metanolom (v:v:v=1:1:1),

deluju antimikrobno 1 na Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas
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aeruginosa 1 Salmonela enteritidis (Stojanovi¢ et al., 2005). Hajducka trava se koristi i
kod gastrointestinalnih poremecaja, pa je vazno napomenuti i da metanolni ekstrakt deluje
1 na Helicobacter pylori (MIC je 50 png/ml), koja moze da izazove gastritis 1 €ir na Zelucu
1 dvanaestopalacnom crevu (Applequist & Moerman, 2011).

Zahvaljujuéi flavonoidima i azulenu, hajducka trava poseduje anti-inflamatorno
dejstvo. Koristi se za leCenje posekotina i rana, reumatizma i bolova u misi¢ima (Lakshmi
et al., 2011). Deluje anti-inflamatorno inhibiranjem proteaza, uklju¢ujuéi neutrofilnu
elastazu i matriks metaloproteinazu (Applequist & Moerman, 2011).

Hajducka trava pokazuje i dobru antikancerogenu aktivnost. Zahvaljujuéi
flavonoidima i seskviterpenima efikasno inhibira proliferaciju ¢elija leukemije P388 misa
(Lakshmi et al., 2011). Jo§ jedna studija je pokazala da ekstrakt hajducke trave izaziva
antiproliferaciju humanih celijskih linija adenokarcinoma dojke (MCF-7), karcinoma
grli¢a materice (HeLa) i epidermoidnog karcinoma (A431) (Csupor-Loftler et al., 2009).
Citotoksi¢ni efekat je ispoljila 1 kada su koriS¢ene humane Celijske linije nesitnocelijskog
humanog karcinoma plu¢a (NCI-H460), kancera debelog creva (HCT-15), karcinoma
grli¢a materice (HeLa) i hepatoma c¢elije (HepG2) (Dias et al., 2013). Antiproliferativnu
aktivnost pokazuje i prema humanim celijama karcinoma prostate (PC-3) (Huo et al.,
2013).

Zbog prisustva kvercetina, luteolina 1 apigenina, hajducka trava ima 1
antispazmoliti¢ku aktivnost (Benedek & Kopp, 2007).

Uprkos brojnim lekovitim svojstvima, hajducka trava moze da izazove kontaktni
dermatitis kod nekih ljudi. Aktivno jedinjenje je alfa-peroksiahifolid, seskviterpenoid,
¢ija je koncentracija veca kod sveze biljke, u cvetovima je ima do 0,6%, a u listovima do
0,05%. Susenjem se koncentracija smanjuje usled razgradnje jedinjenja (Applequist &

Moerman, 2011).
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2.2 Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti prisutni u svim visim biljkama. Poznato je
oko 8.000 razli¢itih vrsta polifenola u biljkama (Bravo, 1998). Od njih potice boja,
senzorne karakteristike voc¢a i povrca, a ucestvuju 1 u rastu, reprodukciji 1 zastiti biljaka
od patogena. Pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti - antioksidativnu, antimikrobnu,
anti-inflamatornu, antifungalnu, anti-alergenu i druge, a smatra se da konzumiranje hrane
bogate polifenolima moze da smanji rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti, kancera,
dijabetesa (Bravo, 1998).

U svojoj strukturi imaju barem jedan fenol (aromatican prsten sa hidroksilnom
grupom) i prema broju fenolnih jedinica se dele na jednostavne fenole, u koje spadaju
fenolne kiseline 1 polifenole, koji se dele na flavonoide, koji imaju dve fenolne jedinice,
1 tanine, koji imaju tri 1 viSe fenolnih jedinica (Ajila et al., 2011). U fenolne kiseline
spadaju derivati hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline (slika 2.6) (Cuvelier et al.,

1992).

Hidroksibenzoeve kiseline
Benzoeva:Rl:RzinH

R] p-Hidroksibenzoeva: R,=OH, R =R =H
R O Vanilinska: R =OH, R, =OCH,, R =H
2 Siringinska : R,=OH, R =R,=OCH,
R: OH Protokatehinska : R,=R.=OH, R =H
3 Galna: R =R,=R,=OH

Hidroksicimetne kiseline

R1 Cimetna: R =R,=R,=H
p-Kumarinska: R =OH, R =R ,=H
R; \ O Ferulna: R,=OH, R,=OCH,, R =H
Sinapinska: R =R,=OCH,, R,=OH
R, OH Kafena: R,=R =OH, R =H

Slika 2.6. Hemijska struktura fenolnih kiselina (preuzeto i modifikovano od

(Cuvelier et al., 1992; El Gharras, 2009))

Uloga flavonoida u biljkama je dvojaka. Oni cvecu daju atraktivnu boju, koja
privlaci biljne opraSivace, a u listovima imaju ulogu zaStitnika od patogena 1 UV-B

zracenja (Cushnie & Lamb, 2005). Flavonoidi su jedinjenja male molekulske mase
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izgradeni od dva aromati¢na prstena (A i B) koji su povezani sa tri ugljenikova atoma

koji ¢ine heterocikli¢an prsten (C) (slika 2.7) (Balasundram et al., 2006).

Slika 2.7. Hemijska struktura flavonoida (preuzeto i modifikovano od

(Balasundram et al., 20006))

Razli¢itim derivatima na prstenu C nastaju osnovne klase flavonoida: flavonoli,
flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i flavanoli (slika 2.8). U okviru svake klase
flavonoida postoje razli¢ita jedinjenja koja se dobijaju supstitucijom na prstenu A i B. Te
supstitucije su najcesce alkilovanje, glikozilacija, sulfonovanje ili acilovanje

(Balasundram et al., 2006; Bravo, 1998).

Flavonoli Flavoni [zoflavoni
= Rl
Ho._~_O_I& LR,
\
OH O
Kvercetin: R =R,=OH, R,=H Apigenin: R =OH, R,=H Genistein: R =OH
Miricetin: R, =R,=R,=OH Luteolin: R =R,=OH Daizdein: Rll:H
Flavanoni Antocijanidini Flavanoli
R,
R,
HO O |
OH O
Hesperetin: R =OH, R,=OCH, Delfinidin:R =R,=OH Katehin: R =R =R ,=OH, R =H
Naringenin:R =H, R,=OH Cijanidin: R =OH, R,=H Epikatehin:R =R,=R,=OH, R =H

Slika 2.8. Hemijska struktura flavonoida (preuzeto i modifikovano od (Dai &

Mumper, 2010; El Gharras, 2009))
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Polifenoli u biljkama mogu da budu prisutni u dva oblika, kao slobodni i vezani
polifenoli. Slobodni polifenoli se nalaze u biljnim vakuolama, dok su vezani polifenoli
kovalentnim vezama povezani sa strukturnim komponentama c¢elijskog zida biljke (slika
2.9) (Acosta-Estrada et al., 2014; Huynh et al., 2014). Konzumiranjem hrane koja sadrzi
polifenole, kao Sto je voée i povrée, smanjuje se rizik od nastanka mnogih hroni¢nih
oboljenja. Medutim, zdravstvena korist polifenola zavisi od njihove apsorpcije i
metabolizma u organizmu, koji sa druge strane zavise od strukture, stepena glikozilacije,
molekulske mase i rastvorljivosti polifenola (Balasundram et al., 2006; Bravo, 1998).
Slobodni, jednostavni polifenoli, kao $to je kvercetin i fenolne kiseline se lakSe apsorbuju
u tankom crevu, za razliku od glikozida i vezanih polifenola, koji usled ve¢e molekulske
mase 1 kompleksnije strukture stizu do debelog creva gde podlezu metabolizmu crevne
mikrobiote i prevode se u jednostavnije molekule koji se kasnije apsorbuju (Huynh et al.,
2014). Vec¢im unosom vezanih polifenola smanjuje se rizik od nastanka raka debelog
creva, a konzumiranjem hrane koja je bogata slobodnim polifenolima se postize
zdravstveno povoljno delovanje na ceo organizam jer se, na primer, spre¢ava oksidacija

LDL holesterola i lipozoma (Acosta-Estrada et al., 2014).

Slika 2.9. Prikaz primarne strukture biljnog celijskog zida 1 veze izmedu
strukturnih komponenti 1 polifenola (preuzeto i modifikovano od (Acosta-Estrada et al.,
2014))

*(A) celuloza, (B) hemiceluloza, (C) strukturni protein, (D) pektin. (E) polifenoli, (F)

lignin
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2.2.1 Bioloska aktivnost polifenola
2.2.1.1 Antioksidativna aktivnost

2.2.1.1.1 Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u spoljasnjoj orbitali, zbog Cega su veoma nestabilni i visoko reaktivni prema
drugim molekulima. Slobodni radikali mogu da se spare sa drugim slobodnim radikalom
ili mogu da preuzmu ili daju svoj nespareni elektron drugom molekulu, koji tada postaje
slobodan radikal (Halliwell, 1989). Stvaraju¢i nove slobodne radikale, oni otpocinju
lanCanu reakciju, koja moze da se zaustavi kada se slobodni radikali neutraliSu
antioksidansima (Halliwell, 2006; Percival, 1998). Slobodni radikali se konstantno
proizvode u ¢elijama tokom normalnih fizioloskih aktivnosti. Oni nastaju kao posedica
odbrane organizma od virusa 1 bakterija, u procesu disanja u mitohondrijama i u procesu
detoksikacije organizma od otrovnih materija. Sa druge strane duvanski dim, zagadenja,
pesticidi, preterano vezbanje i izloZenost alergenima su spoljasnji faktori koji podsticu
prozvodnju slobodnih radikala u organizmu (Percival, 1998). Slobodni radikali oStecuju
lipide, nukleinske kiseline, proteine, Secere 1 enzime i tako oStecuju Celije, pa dolazi do
razvoja mnogih bolesti, kao §to su kardiovaskularne bolesti, kancer, Alchajmerova,
Parkinsonova bolest, inflamatorne bolesti, dijabetes, katarakta, multiplaskleroza,
pankreatitis, ateroskleroza, artritis 1 druge (Carocho & Ferreira, 2013; Fang et al., 2002;
Jacob, 1995; Percival, 1998).

2.2.1.1.1.1 Vrste slobodnih radikala

Slobodni radikali nastaju od kiseonika, azota, hlora 1 sumpora i tako nastaju
reaktivne kiseonicne vrste (eng. Reactive oxygen species ROS), reaktivne vrste azota
(eng. Reactive nitrogen species RNS), reaktivne vrste hlora (eng. Reactive chlorine
species RCS) 1 reaktivne vrste sumpora (eng. Reactive sulphur species RSS) (Fang et al.,
2002). Reaktivne kiseoni¢ne vrste predstavljaju najznacajniju klasu slobodnih radikalskih
vrsta u zivim sistemima i obuhvataju superoksid anjon (O;"), hidroksil radikal ("OH),
peroksil radikal (RO>"), alkoksil radikal (RO") i hidroperoksil radikal (HO;"), ali i
neradikalske kiseoni¢ne forme, kao Sto su hipohlorna kiselina, singletni kiseonik 1

vodonik peroksid (Carocho & Ferreira, 2013; Halliwell, 2006).
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Najreaktivniji slobodni radikali su hidroksil (vreme poluzivota 1 ns) i alkoksil
radikal (vreme poluzivota 1 ps) i oni veoma brzo napadaju molekule u okolnim ¢elijama
(Jacob, 1995). Od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, superoksid anjon se konstantno proizvodi
u telu, u mitohondrijama u toku procesa disanja, a najvise se proizvodi tokom vezbanja i
upalnih procesa. Od njega kasnije nastaju drugi slobodni radikali, kao $to su vodonik
peroksid i hidroksil radikal. Hidroksil radikal moze da prouzrokuje mnoga ostecenja u
¢elijama. On nastaje od vodonik peroksida u reakciji koja je katalizovana jonima metala
(gvozda ili bakra) i ova reakcija je poznata kao Fentonova reakcija (Nordberg & Arner,
2001). Vodonik peroksid nastaje redukcijom kiseonika acetilkoenzim-A oksidazom, a
takode moze da nastane u metabolizmu glicina ili konverzijom superoksid anjona

superoksid dismutazom (slika 2.10) (Fang et al., 2002).

HZO + 02

GPx/
Cu,Zn-SOD GVKBtalaza E%

0, > O —) H,0,

Fe/

MaSOD, SODD K}@

Peroksidacija I|p|c|a =

Ostecenje DNK molekula ili proteina 0*——_—
Slika 2.10. Nastajanje slobodnih radikala 1 njihova neutralizacija enzimskim

antioksidansima (preuzeto 1 modifikoviano od (Nordberg & Arner, 2001))

Osim reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, reaktivne azotove vrste su znacajne za
bioloske sisteme. Azotmonoksidni radikal jedan od najzastupljenijih signalnih molekula
u telu, sluzi kao neurotransmiter i kao posrednik u imunom odgovoru, kada ga aktiviraju
makrofagi, a ima i vaznu ulogu u kardiovaskularnom sistemu (Carocho & Ferreira, 2013;

Halliwell, 20006).
2.2.1.1.1.2 Delovanje slobodnih radikala

Da bi zastitilo ¢elije 1 organe od slobodnih radikala, ljudsko telo je razvilo visoko
sofisticirani, kompleksni sistem antioksidativne zasStite, koji ukljucuje antioksidanse
endogenog 1 egzogenog porekla (Percival, 1998). Kada se u organizmu narusi balans

izmedu proizvodnje 1 neutralizacije slobodnih radikala antioksidansima, dolazi do
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oksidativnog stresa i do osteCenja celija delovanjem slobodnih radikala na proteine,
nukleinske kiseline i lipide (Carocho & Ferreira, 2013).

Slobodni radikali oste¢uju DNK molekul cepanjem lanca DNK, modifikacijom
baza, umrezavanjem proteina i DNK molekula (Carocho & Ferreira, 2013). NajsSesc¢e do
ostecenja DNK dolazi delovanjem hidroksilnog radikala (Nordberg & Arner, 2001).
Promene u DNK molekulu su, izmedu ostalih, odgovorne za proces starenja, inflamatorne
bolesti, bolesti jetre 1 nastanak kancera (Gate et al., 1999).

Delovanjem slobodnih radikala na aminokiseline nastaju manje aktivni,
nefunkcionalni proteini ili denaturisani enzimi (Nordberg & Arner, 2001). Uzrok ovome
je oksidacija specificnih aminokiselina, cepanje peptida ili umrezavanje proteina zbog
reakcije sa proizvodima lipidne peroksidacije. Hidroksil radikal je najreaktivniji radikal
koji uzrokuje oksidativna oSte¢enja proteina (Carocho & Ferreira, 2013).

U mehanizmu lipidne peroksidacije slobodni radikali preuzimaju atom vodonika
iz nezasi¢ene masne kiseline. Polinezasi¢ene masne kiseline su osetljivije na delovanje
slobodnih radikala od zasi¢enih ili mononezasicenih, jer prisustvo viSe dvostrukih veza
olakSava preuzimanje vodonika iz masne kiseline (Carocho & Ferreira, 2013). Intenzivna
lipidna peroksidacija u bioloskim membranama dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja
vrednosti membranskoga potencijala, poveCanja permeabilnosti prema protonima i
drugim jonima, $to moze da dovede do pucanja ¢elije 1 do ispustanja njenog sadrzaja.
Povec¢ana lipidna peroksidacija povecava rizik za razvoj ateroskleroze i drugih upalnih
bolesti (Stefan et al., 2007). Hidroksil radikal je jedan od glavnih slobodnih radikala koji

1zazivaju lipidnu peroksidaciju (Carocho & Ferreira, 2013).
2.2.1.1.2 Antioksidansi

Po definiciji Halivela i Guteridga, antioksidans je svaka supstanca, koja u maloj
koncentraciji na supstratu, koji je sklon oksidaciji, odlaze ili spreava oksidaciju.
Antioksidansi su supstance koje neutraliSu slobodne radikale, ali u isto vreme ne postaju
nestabilni, tako da nisu skloni daljoj oksidaciji. Antioksidansi deluju na viSe nacina:
inhibiraju  nastajanje  slobodnih lipidnih radikala, prekidaju propagaciju u
autooksidativnim lan¢anim reakcijama, hvataju singletni kiseonik, deluju sinergisti¢ki sa

drugim antioksidansima, vezuju metale prevodec¢i metal prooksidanse (bakar 1 gvozde) u
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stabilna jedinjenja i na kraju deluju kao inhibitori prooksidativnih enzima (Carocho &

Ferreira, 2013).

2.2.1.1.2.1 Vrste antioksidanasa

Antioksidansi mogu biti endogenog 1 egzogenog porekla. U endogene
antioksidanse, koje ljudsko telo samo sintetiSe, spadaju enzimski i neenzimski
antioksidansi. Enzimski antioksidansi su podeljeni u dve grupe: enzime primarne i
sekundarne odbrane. U enzime primarne odbrane spadaju glutation peroksidaza (GPx),
katalaza (CAT) i superoksid dismutaza (SOD) (Carocho & Ferreira, 2013).

Superoksid dismutaza neutraliSe viSak superoksid anjona, pri cemu kao proizvod
reakcije nastaje vodonik peroksid, koji je supstrat glutation peroksidazi i katalazi.
Glutation peroksidaza, doniranjem dva elektrona, prevodi vodonik peroksid u vodu, dok
katalaza konvertuje vodonik peroksid u vodu i molekulski kiseonik (Nordberg & Arner,
2001).

Enzimi sekundarne odbrane su glutation reduktaza 1 glukozo-6-fosfat
dehidrogenaza. Oni ne ucestvuju direktno u hvatanju slobodnih radikala, ve¢ pomazu
drugim endogenim antioksidansima (Carocho & Ferreira, 2013).

Neenzimski endogeni antioksidansi su vitamin A, enzimski kofaktori (koenzim
Q10), glutation, urinska kiselina 1 proteini koji vezuju metale (albumin, ceruloplazmin,
metalotionein, feritin, mioglobin i transferin) (Jacob, 1995).

Uprkos svojoj izuzetnoj efikasnosti, endogeni sistem antioksidanasa nije
dovoljan za neutralisanje slobodnih radikala, pa ih je potrebno uzimati preko hrane
(egzogeni antioksidansi) (Carocho & Ferreira, 2013). U egzogene antioksidanse spadaju
vitamin C, vitamin E, karotenoidi i1 polifenoli. Antioksidansi mogu biti rastvorni u vodi,
kada §tite citoplazmu ili krvnu plazmu, ili rastvorni u mastima, kada Stite Celijsku
membranu od lipidne peroksidacije (Sies, 1997). Ovi antioksidansi su veoma bitni jer
mogu da neutraliSu hidroksil radikal, koji je veoma reaktivan i moze da oSteti sve vrste
molekula u organizmu, dovode¢i tako do razvoja mnogih bolesti. Za razliku od drugih
radikala, koje mogu da neutraliSu enzimi, hidroksil radikal elimini§u samo neenzimski

endogeni i egzogeni antioksidansi (Bozin et al., 2013)
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2.2.1.1.2.2 Antioksidativna aktivnost polifenola

Kao antioksidansi polifenoli deluju na slobodne radikale, doniranjem elektrona
ili vodonikovog atoma, heliranjem metala koji katalizuju reakcije lipidne peroksidacije
ili aktiviranjem antioksidativnih enzima. Princip delovanja polifenola je sledeci:
polifenoli (PPH) doniraju vodonikov atom slobodnom radikalu (ROO" ili RO") i pri tome
sami postaju radikali (fenoksil radikal PP"). Ovaj radikal je stabilan, pa se prekida lan¢ana

reakcija oksidacije.

ROO* + PPH - ROOH + PP*
RO®* + PPH —» ROH + PP*

Takode, fenoksi radikal moze da reaguje sa drugim radikalom i da ga na taj nacin

neutraliSe (Bravo, 1998).
RO® + PP* - ROPP

Antioksidativna efikasnost polifenola zavisi od njihove hemijske strukture, pa
tako antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja i polozaja hidroksilnih
grupa u odnosu na karboksilnu grupu. Monohidroksibenzoeve kiseline koje imaju
hidroksilnu grupu u orto 1 para poloZaju u odnosu na karboksilnu grupu ne pokazuju
antioksidativnu aktivnost, dok antioksidativna aktivnost postoji, kada je hidroksilna grupa
u meta polozaju u odnosu na karboksilnu. Povecanjem stepena hidroksilovanja
antioksidativna aktivnost se povecava, ali opet zavisi od polozaja hidroksilnih grupa u
odnosu na karboksilnu grupu. Ukoliko su hidroksilne grupe u orto i meta polozaju u
odnosu na karboksilnu grupu, antioksidativna aktivnost je ve¢a nego kada su hidroksilne
grupe u meta i para polozaju u odnosu na karboksilnu grupu (Rice-Evans et al., 1996).

U poredenju sa hidroksibenzoevim kiselinama, hidroksicimetne pokazuju vecu
antioksidativnu aktivnost, zbog prisustva dvostruke veze (CH=CH-COOH), pa se nakon
predaje vodonika slobodnom radikalu nastali fenoksil radikal lakSe stabilizuje
delokalizacijom elektrona. Kada se u hidroksicimetne kiseline uvede druga hidroksilna
grupa (kafena kiselina) povecava se antioksidativna aktivnost u odnosu na
monohidroksicimetnu kiselinu (p-kumarinska kiselina) (Rice-Evans et al., 1996). Takode
se antioksidativna aktivnost pove¢ava uvodenjem metoksi grupe u orto polozaju u odnosu
na hidroksilnu grupu, pa je sinapinska kiselina jac¢i antioksidans od ferulne, koja je jaci

antioksidans od p-kumarinske. Analogno je i kod hidroksibenzoevih kiselina, gde je
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siringinska ja¢i antioksidans od vanilinske, koja je ja¢i antiokisdans od p-
hidroksibenzoeve (Cuvelier et al., 1992).

Flavonoidi su najmocniji biljni antioksidansi i deluju kao redukujuéi agensi,
donatori vodonika, hvataci singletnog kiseonika, hidroksil i peroksil radikala ili kao
helatori metala, a mogu 1 da aktiviraju antioksidativne enzime i redukuju tokoferoksil
radikale.

Flavonoidi spadaju u najpotentnije biljne antioksidanse, a sledece strukturne
karakteristike su povezane sa antioksidativnom aktivnos$cu:

e stepen hidroksilovanja i1 polozaj hidroksilnih grupa, pa je antioksidativna
aktivnost veca kada su hidroksilne grupe u orto polozaju u prstenu B;

e prisustvom hidroksilne grupe u polozajima 3’, 4’, 5’ u B prstenu povecava se
antioksidativna aktivnost, mada u nekim slu¢ajevima takva jedinjenja mogu da
deluju i kao prooksidansi;

e dvostruka veza izmedu C2 i C3, konjugovana sa 4-okso grupom u C prstenu
pojacava antioksidativnu aktivnost;

e dvostruka veza izmedu C2 i C3 i hidroksilna grupa u polozaju 3 povecavaju
antioksidativnu aktivnost;

e supstitucijom hidroksilne grupe na B prstenu metoksilnom grupom se smanjuje
antioksidativna aktivnost flavonoida (Balasundram et al., 2006; Bravo, 1998;
Rice-Evans et al., 1996).

Takode, antioksidativna aktivnost zavisi od stepena hidroksilovanja i prisustva
SeCera, pa su aglikoni jaci antioksidansi od glikozida (Bravo, 1998)

2.2.1.1.2.3 Sinteticki antioksidansi

Nasuprot prirodnim antioksidansima, postoje sinteti¢ki antioksidansi koji se
primenjuju u prehrambenoj industriji da bi sprecili oksidaciju, koja najcesée nastaje
oksidacijom nezasi¢enih masnih kiselina 1 za posledicu ima neprijatan miris 1 ukus. U
prehrambenoj industriji se najceS¢e koriste BHT (butilhidroksitoluen), BHA
(butilhidroksianizol), PG (propilgalat) i TBHQ (tercijarni butilhidrohinon), c¢ijom
razgradnjom nastaju toksi¢ne i kancerogene materije, pa je povecano ispitivanje i
koriS¢enje prirodnih antioksidanasa (Giilgin, 2012). Prednost prirodnih antioksidanasa u

odnosu na sinteticke se ogleda u toleranciji, netoksi¢nosti i sigurnosti.
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2.2.1.1.2.4 Prooksidativna aktivnost antioksidanasa

Iako antioksidansi igraju vaznu ulogu u metabolickim putevima i iako Stite celije
od Stetnog delovanja slobodnih radikala, istrazivanja su pokazala da pojedini
antioksidansi mogu delovati i kao prooksidansi. Prooksidansi su definisani kao jedinjenja
koja indukuju oksidativni stres, preko inhibicije antioksidativnih sistema ili formiranjem
reaktivnih vrsta.

Vitamin C, u in vitro uslovima, ima prooksidativno dejstvo, redukujuci gvozde
ili bakar (od Fe*" do Fe** ili od Cu** do Cu"), koji dalje redukuju vodonik peroksid do
veoma reaktivnog hidroksil radikala. Medutim, pretpostavlja se da se u in vivo uslovima
ovo ne deSava, jer transportni proteini feritin i transferin uspesno vezuju ove metale
(Duarte & Lunec, 2005). Ukoliko se u organizmu nadu visoke koncentracije vitamina E
1 on moze delovati kao prooksidans. Kada reaguje sa slobodnim radikalima vitamin E se
transformiSe u tokoferoksil radikal koga regeneriSe vitamin C. Medutim, kada nema
dovoljno vitamina C, tokoferoksil radikal ¢e inicirati autooksidaciju linolne kiseline i na
taj nacin delovati kao prooksidans. Iako nema dovoljno podataka, moguce je i da su
karotenoidi potencijalni prooksidansi, koji ispoljavaju takvo dejstvo u prisustvu visokih
koncentracija hidroksil radikala (Carocho & Ferreira, 2013).

Polifenoli (PPH) takode mogu delovati kao prooksidansi i1 tada ne prekidaju
lanac oksidacije, ve¢ u prisustvu kiseonika, reagujuci sa drugim radikalima, proizvode
hinone 1 superoksid anjon radikal kako je predstavljeno u reakciji:

PP*+0,-P=0+0;"

Takode 1 joni prelaznih metala (gvozde 1 bakar) mogu da indukuju
prooksidativnu aktivnost fenolnih antioksidanasa, $to je prikazano u slede¢im reakcijama
(Dai & Mumper, 2010).

Cu?*ili Fe3* + PPH — Cu™ili Fe?** + PP* + H*
PP* + RH - PPH + R*
R*+ 0, - ROO*
ROO* + RH —» ROOH +R°
ROOH + Cutili Fe?t - Cu?*ili Fe3* + RO" + OH~

Uslovi koji uticu na autooksidaciju polifenola su visoka pH vrednost, visoka

koncentracija jona prelaznih metala i1 prisustvo molekula kiseonika (Bravo, 1998; Dai &

Mumper, 2010). Polifenoli male molekulske mase, koji se lako oksiduju, kao §to su
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kvercetin 1 galna kisleina, kao i flavonoli koji imaju slobodne hidroksilne grupe u
polozaju 5 i 7, poseduju prooksidativna svojstva, dok ih polifenoli velike molekulske

mase, kao $to su kondenzovani i hidrolizabilni tanini, nemaju (Dai & Mumper, 2010).
2.2.1.1.3 Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost uzorka (ekstrakta) zavisi od mnogih faktora, koji ne
mogu potpuno da se odrede jednom metodom, pa je preporuceno korisé¢enje vise metoda
kojima se u obzir uzimaju razli¢iti mehanizmi delovanja antioksidanasa (Li et al., 2008).
Za odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka se najc¢eSce koriste metode koje se
zasnivaju na kolorimetrijskim merenjima, a prema mehanizmu delovanja se dele na
metode koje se baziraju na neutralisanju razlicitih vrsta slobodnih radikala i na metode
koje se baziraju na redukciji jona prelaznih metala (najéesée Fe** ili Cu*"). U prvu grupu
metoda spadaju DPPH (eng. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (eng. 2,2 -azino-
bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid)), ORAC (eng. oxygen radical absorbance
capacity) i TEAC (eng. trolox equivalent antioxidant capacity), dok u drugu grupu
metoda spada FRAP (eng. ferric reducing/antioxidant power), CUPRAC (eng. Cupric
ion reducing antioxidant capacity). Osim ove podele, metode za odredivanja
antioksidativne aktivnosti se dele i prema mehanizmu reakcije na: HAT (eng. Hydrogen
atom transfer) 1 SET (eng. Single electron transfer) metode. HAT metode se zasnivaju na
sposobnosti antioksidanasa da neutraliSu slobodan radikal doniranjem vodonikovog
atoma 1 u ove reakcije spada ORAC metoda. SET metode se zasnivaju na prenosu
elektrona, kada dolazi do promene boje ukoliko dode do redukcije oksidansa, pri ¢emu je
koncentracija antioksidansa proporcionalna stepenu promene boje. U SET metode
spadaju ABTS, FRAP i CUPRAC (Dai & Mumper, 2010), dok se DPPH metoda moze
odigrati prema oba mehanizma.

U ovoj doktorskoj disertaciji su koriS¢ene dve metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti ekstrakata, DPPH i FRAP, koje su detaljnije objaSnjene u
odeljku Metode.

2.2.1.2 Antimikrobna aktivnost

Antibiotici su specificni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju visoku

fizioloSku aktivnost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plesni,
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protozoe, virusi). Pored prirodnih, dobijenih mikrobnom biosintezom, postoje sintetski i
polusintetski antibiotici koji su dobijeni hemijskom modifikacijom antibiotika koji su
dobijeni biohemijskim putem. Antibiotike proizvode mnogi organizmi, bakterije, gljive,
alge, liSajevi, biljke 1 zivotinje, a industrijski se proizvode pomocu mikroorganizama
(Makovec et al., 2014). Era antibiotika je pocela sa otkricem prvog antibiotika,
penicillina, 1928. godine. Od tada su antibiotici spasili milione Zivota, a uspesno su
koris¢eni 1 u leCenju i1 kontrolisanju Sirenja bakterijskih infekcija u Drugom svetskom
ratu. Medutim, ubrzo se doslo do saznanja da bakterije imaju genetsku sposobnost da
prenesu ili steknu otpornost na antibiotike, pa se vrlo brzo javila rezistencija na penicilin.
Tada su otkriveni i razvijeni novi beta laktamski antibiotici, ali su se ve¢ 1962. u Velikoj
Britaniji javlili prvi meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) koji su postale
rezistentne ne samo na penicilin, metacilin, ve¢ 1 na druge primenjene antibiotike
(Ventola, 2015). Efikasno reSenje za produzenje roka upotrebe antimikrobnih agenasa je
strukturna modifikacija jedinjenja, na koje su mikroorganizmi stekli otpornost. Strukturna
modifikacija se primenjuje kod antigljivicnih agenasa, kao S§to su azoli, antivirusnih
sredstava, kao S§to su nenukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze i1 razlicitih
antibakterijskih agenasa ukljucujuci beta laktamske antibiotike (Cushnie & Lamb, 2005).

Mehanizam delovanja antibiotika se ostvaruje na nekoliko nacina i to: inhibicijom
biosinteze Celijskog zida (penicilini, cefalosporini, bacitracin, cikloserin),
onemogucavanjem umrezavanja peptidoglukanskog sloja ¢elijskog zida $to dovodi do
smrti ¢elije, promenom permeabilnosti citoplazmatiéne membrane ili aktivnog transporta
kroz citoplazmaticnu membranu (nistatin, polimiksini, amfotericin B), inhibicijom
biosinteze proteina (hloramfenikol, streptomicin, eritromicini) ili putem inhibicije
biosinteze ili metabolizma nukleinskih kiselina (rifampicin, novobiocin) (Makovec et al.,
2014; Petrovi¢ et al., 2005). Najveci broj antibiotika proizvode mikroorganizmi. Od oko
12.000 otkrivenih antibiotika najviSe ih proizvode aktinomicete, medu kojima je samo iz
roda Streptomyces izolovano ¢ak 55% antibiotika.

S obzirom na to da reSenje poblema multirezistencije bakterija jo§ uvek nije
pronadeno, sprovodi se sve veci broj ispitivanja novih antibakterijskih agenasa, pa se sve
vise ispituju biljni ekstrakti koji bi mogli da budu izvor antimikrobnih jedinjenja, koja bi
naSla primenu u humanoj 1 veterinarskoj medicini (Farooqui et al., 2015; Mahesh &

Satish, 2008). Osim toga, jedinjenja prisutna u biljnim ekstraktima pored antimikrobne
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poseduju i antioksidativnu aktivnost, Sto ih ¢ini pogodnim za upotrebu u prehrambenoj
industriji u cilju produzetka trajanja namirnica, odnosno sprecavanja ili usporavanja
razvoja nezeljenih mikroorganizama (Gyawali & Ibrahim, 2012). UopSteno, biljni
ekstrakti pokazuju vece antimikrobno dejstvo prema Gram-pozitivhim nego Gram-
negativnim bakterijama, a aktivnost prema obe vrste bakterija moze biti pokazatelj
prisustva Sirokog spektra aktivnih jedinjenja u ekstraktu ili prisustva metabolickog
toksina (Hayek et al., 2013).

Antimikrobna aktivnost je dokazana za vise od 1.340 biljnih vrsta, dok je iz njih
izolovano preko 30.000 jedinjenja za koja je takode dokazano da poseduju antimikrobnu
aktivnost (Hayek et al., 2013). Biljni preparati, koji kao aktivnu supstancu sadrze
flavonoide, su vekovima koriS¢eni za leCenje razli€itih oboljenja. Hipokrat je koristio
propolis za leCenje rana i Cireva, a njegova antimikrobna svojstva se pripisuju visokom
sadrzaju flavonoida, a posebno galanginu i pinocembrinu. U Kini se biljka Scutellaria
biacalensis hiljadama godina koristila za leCenje inficiranih rana u ustima, a danas se zna
da je flavonoid baikalein odgovoran za njeno antimikrobno dejstvo (Cushnie & Lamb,
2005). Glavne grupe jedinjenja koje su odgovorne za antimikrobnu aktivnost biljaka su
sekundarni metaboliti, fenolne kiseline, flavonoidi, saponini, tanini, alkaloidi, terpeni,
alifati¢ni alkoholi, aldehidi, ketoni, kumarini 1 hinoni. U zavisnosti od njihove hemijske
strukture dolazi do varijacije u jacini antimikrobne aktivnosti (Hayek et al., 2013;
Nascimento et al., 2000). Takode, jacina antimikrobne aktivnosti prirodnih jedinjenja
zavisi od vremena branja biljke, faze razvoja i metode ekstrakcije aktivnih jedinjenja
(Hayek et al., 2013).

Aktivne komponente u biljnim ekstraktima cesto deluju sinergisticki, pa je
inhibitorna aktivnost ekstrakta ve¢a od aktivnosti izolovanih komponenata, §to moze biti
posledica razli¢itog mehanizma delovanja svake od aktivnih komponenata (Guil-

Guerrero et al., 2016; Hayek et al., 2013).
2.2.1.2.1 Veza antimikrobne aktivnosti i hemijske strukture polifenola

Broj i polozaj hidroksilnih grupa uti¢e na antimikrobnu aktivnost fenolnih
jedinjenja i povecava se kada je povecan broj hidroksilnih grupa (Cowan, 1999).
Prisustvo dve hidroksilne grupe u poloZajima 2’ 1 4’1li 2’ 1 6’ na prstenu B ili u polozaju

517 na prstenu A flavanona je veoma vazno za antibakterijsku aktivnost prema MRSA.
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Takode, aktivnost se povecava supstitucijom u polozaju 6 ili § alifaticnom grupom dugog
lanca, kao S$to je lavandulil (5-metil-2-(1-metilenetil)heks-4-enil) i geranil (trans-3,7-
dimetil-2,6-oktadienil). Dok prisustvo metoksi grupe znacajno smanjuje antimikrobnu
aktivnost flavonoida (Cushnie & Lamb, 2005). Ward i saradnici su ispitali antimikrobnu
aktivnost halogenih derivata 3-metilenflavanona i1 zakljucili da se supstitucijom na
prstenu B poveéava antimikrobna aktivnost, pa su 3’-hloro, 4’-hloro i 4’-bromo analozi
dva puta efikasniji prema S. aureus 1 4 puta efikasniji prema E. faecalis od 3-
metilenflavanona. S druge strane, supstitucijom na prstenu A se smanjuje antimikrobna

aktivnost (Ward et al., 1981).
2.2.1.2.2 Mahanizam antimikrobnog dejstva polifenola

Tac¢an mehanizam dejstva polifenolnih jedinjenja kao antimikrobnih agenasa
nije u potpunosti razjaSnjen. Jedno od mogucih objasnjenja bi bilo da polifenoli uti¢u na
propustljivost citoplazmaticne membrane celije, pa dolazi do gubitka molekula iz
unutrasnjosti ¢elije (Cushnie & Lamb, 2005; Hayek et al., 2013). Ispitivanjem uticaja
flavonola galangina na S. aureus, zaklju¢eno je da dolazi do gubitka kalijuma usled
ostecenja Celijske membrane, a kao posledica toga, broj ¢elija S. aureus se smanjio za
vise od 60 puta (Cushnie & Lamb, 2005).

Drugi mogué¢i mehanizam delovanja polifenolnih jedinjenja je interakcija sa
membranskim proteinima, pri ¢emu se narusava struktura 1 funkcionalnost ¢elije. Takode,
efekat polifenolnih jedinjenja zavisi od koncentracije, tako da pri malim koncentracijama
oni utiCu na aktivnost enzima, dok pri ve¢im koncentracijama izazivaju denaturaciju
proteina (Hayek et al., 2013). Pokazano je i1 da neki flavonoidi inhibiraju sintezu DNK
molekula, a jedno moguce objaSnjenje je bilo da je antibakterijsko dejtvo flavonoida
posledica njihove inhibicije enzima DNK giraze. Medutim, posto stepen antibakterijskog
delovanja nije uvek bio u korelaciji sa inhibicijom enzima, pretpostavlja se da su i drugi
mehanizmi delovanja odgovorni za antibakterijskog dejstvo (Cushnie & Lamb, 2005).

Proantocijanidini inhibiraju rast bakterija reagujuci sa ¢elijskom membranom,
¢inedi je propustljivom, inhibiraju¢i enzime ili vezujuci esencijalne mikronutrijente, kao
Sto su gvozde i cink (Guil-Guerrero et al., 2016).

Fenolne kiseline deluju razlicito na Gram-pozitivne, Gram-negativne bakterije 1

gljivice. Na primer, u radu Cueva i saradnika je pokazano da je C. albicans osetljiva samo
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na delovanje benzoeve i fenilpropionske kiseline, verovatno zbog grade celijskog zida,
koji je izgraden od glukana, hitina i proteina, i koji deluje kao barijera koja sprecava
difuziju fenolnih kiselina. Gram-pozitivne bakterije su osetljivije na delovanje fenolnih
kiselina, §to je objasnjeno narusavanjem potencijala celijske membrane, Cime se
povecava njena propustljivost usled disocijacije fenolnih kiselina. Takode, disocijacijom
fenolnih kiselina se povecava koncentracija H" jona, §to uti¢e na aktivnost ATPaze koja
ucestvuje u sintezi ATP molekula (Srikanta et al., 2007). Medutim, Gram-negativne
bakterije imaju spoljaSnju membranu koja onemogucava difuziju fenolnih kiselina, §to ih

¢ini otpornijim od Gram-pozitivnih bakterija (Cueva et al., 2010).
2.2.1.2.3 Metode za odredivanje antimikrobne aktivnosti

Najces¢e koris¢ene metode za odredivanje antimikrobne aktivnosti biljnih
ekstrakata ili Cistih jedinjenja su difuzione ili dilucione metode (Balouiri et al., 2016).

Od difuzionih metoda najCeSée se koriste metoda sa diskom i metoda sa
bunarc¢i¢em. Obe metode podrazumevaju difuziju ekstrakta ili testiranog jedinjenja kroz
¢vrstu podlogu koja je inokulisana ispitivanim mikroorganizmom. Stepen inhibicije se
odreduje na osnovu precnika zone inhibicije rasta ispitivanog mikroorganizma. Metoda
sa diskom podrazumeva postavljanje diska od filter papira (pre¢nika oko 6 mm) na agar
koji je inokulisan mikroorganizmom, pri ¢emu je disk natopljen testiranim ekstraktom u
poznatoj koncentraciji. Metoda sa bunarCi¢ima podrazumeva sipanje definisane
zapremine ekstrakta poznate koncentracije u formirane bunarcice (pre¢nika oko 6 mm) u
agar koji je inokulisan mikroorganizmom (Balouiri et al., 2016). Nedostatak obe metode
je Sto je moguce dobijanje lazno negativnih rezultata usled slabe difuzije polifenolnih
jedinjenja kroz agar (Cushnie & Lamb, 2005).

Dilucione metode mogu biti mikro- ili makro- dilucione, u tecnoj ili ¢vrstoj
hranljivoj podlozi. Agar diluciona metoda se Cesto koristi za ispitivanje antifungalne
aktivnosti, a podrazumeva meSanje razli¢itih koncentracija ispitivanih ekstrakata sa
istopljenim agarom, na koji se nakon ocvrS€avanja nanosi inokulum testiranog
mikroorganizma (Balouiri et al., 2016). Stepen inihibicije se odreduje poredenjem broja
formiranih kolonija mikroorganizma na podlogama sa i bez isipitivane supstance ili

ekstrakta.
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Mikrodilucione metode u mikrotitarskim plo¢ama se CcCesto koriste za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Ispitivani ekstrakt se doda tecnoj
hranljivoj podlozi i pravi se serija dvostrukih razblazenja, a zatim se inokuliSe
mikroorganizmom. MIC je najniza koncentracija ispitivanog ekstrakta, vidljiva golim
okom, koja je u potpunosti spreéila rast mikroorganizma. Cesto se u metodi koriste
indikatori  Celijskog rasta, kao Sto su MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum  bromid), XTT  (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolium-5-karboksanilid) i resazurin, koji menjaju boju u prisustvu ¢elija, Sto olakSava

ocitavanje rezultata (Balouiri et al., 2016).
2.2.1.3 Stimulacija rasta probiotskih mikroorganizama

Mikrobiota ljudskog gastrointestinalnog trakta (GIT) predstavlja izuzetno sloZen
ekosistem koji obuhvata oko 10'* bakterijskih éelija, od kojih je najveéi deo prisutan u
debelom crevu. Najprisutnije su vrste koje pripadaju rodovima Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus 1 Ruminococcus, a manje su
prisutni rodovi Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus i
Proteus (Hervert-Hernandez & Goiii, 2011). Osim bakterija, deo crevne mikrobiote su i
kvasci, koji ¢ine manje od 0,1% mikrobiote. Najprisutnija je Candida albicans, ali su
prisutni 1 Torulopsis glabratra 1 Candida tropicalis (Czerucka et al., 2007).

Kroz Sirok spektar metabolickih 1 enzimskih aktivnosti crevna mikrobiota utice
na zdravlje 1 imuni sistem domacina. Mikrobiota GIT-a §titi domacina od patogenih
mikroorganizama, ucestvuje u modulaciji imunog odgovora, doprinosi varenju, sintetiSe
esencijalna jedinjenja poput vitamina 1 aminokiselina i svojom kompleksnom aktivnoscu
doprinose odrzanju zdravlja GIT-a ali 1 zdravlja uopste (Rajili¢-Stojanovi¢, 2013).
Povoljan sastav crevne mikrobiote je onaj u kom dominiraju ,,dobre* (Lactobacillus i
Bifidobacterium) u odnosu na ,lose“ (Fusobacterium, Clostridium 1 Eubacterium)
bakterije. Medutim, kao posledica razli¢itih spoljasnjih i1 unutraSnjih faktora, godina,
genetike, imunog sistema 1 nac¢ina ishrane, dolazi do varijacija u sastavu mikrobiote GIT-
a, odnosno naruSava se balans izmedu dobrih i loSih bakterija, $to za posledicu ima razvoj
razli¢itih oblika gastrointestinalnih, ali 1 sistemskih poremecaja (Hervert-Hernandez &

Gofii, 2011).
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Upotrebom probiotika, ,,dobrih* mikroorganizama, doprinosi se uspostavljanju
balansa mikrobiote GIT-a, jer oni imaju mogucnost inhibicije Sirokog spektra patogena i
pozitivne stimulacije imunog odgovora (Hervert-Hernandez & Gofii, 2011). Po definiciji,
probiotici su zivi mikroorganizmi, koji imaju povoljne efekte na zdravlje domacina kada
su konzumirani u adekvatnoj koli¢ini. Do sada je ustanovljeno da veéina probiotika
pripada rodovima Lactobacillus 1 Bifidobacterium, ali postoje 1 vrste koje pripadaju
drugim rodovima, ukljuCuju¢i  Saccharomyces,  Enterococcus, Bacillus i
Propionibacterium (Burns & Rowland, 2000).

Ishrana direktno utice na sastav i metabolizam crevne mikrobiote. Tako bakterije
kao supstrat koriste nesvarene komponente hrane, odnosno one komponente koje nisu
svarene delovanjem digestibilnih enzima i nisu apsorbovane u tankom crevu. Ovde u
najvecoj meri spadaju ugljeni hidrati, proteini, kao 1 fitohemikalije, uglavnom polifenoli
(Hervert-Hernandez & Goni, 2011). Ukoliko selektivno stimuli$u rast i/ili aktivnost jedne
ili viSe vrsta bakterija u debelom crevu koja ima potencijal da pobolj$a zdravlje domacéina,
nesvarene komponente hrane se definisu kao prebiotici (Burns & Rowland, 2000).

Da bi se procenio znacaj 1 uticaj polifenola na ljudsko zdravlje, vazno je 1 da se
definiSe dnevni unos polifenola, ali i da se uzme u obzir njihova bioloska raspolozivost.
Na primer, prose¢an unos polifenola u Spaniji je u opsegu od 2590 do 3016 mg/dan, od
kojih je 48% dostupno u tankom crevu, 42% polifenola je dostupno u debelom crevu, a
10% je nedostupno i ostaje vezano za biljni matriks i nakon celokupnog procesa varenja.
Polifenoli, koji nesvareni dospeju do debelog creva, podleZu metabolizmu crevne
mikrobiote, kojom mogu da se transformiSu u jedinjenja veceg antioksidativnog
potencijala ili da se produkuju metaboliti koji mogu da ostvare sistemski povoljan efekat
za zdravlje domacina (Hervert-Hernandez & Goiii, 2011).

U literaturi postoji veci broj primera pozititivnog uticaja polifenola na rast
probiotskih mikroorganizama. U radu Alberto 1 saradnika je pokazano da galna kiselina i
katehin prisutni u grozdu stimuliSu rast Lactobacillus hilagardii, a zakljuCeno je da je
povecan rast posledica moguénosti bakterije da koristi polifenolna jedinjenja kao supstrat
(Alberto et al., 2001). Takode, antocijanini prisutni u bobi¢astom vocu stimuliSu rast
probiotika, zahvaljuju¢i enzimu B-glukozidazi, kog poseduju Lactobacillus plantarum
IFPL722, Lactobacillus casei LC-01 1 Bifidobacterium lactis BB-12, kojim se

antocijanini prevode u jednostavnija polifenolna jedinjenja, koja imaju vecu aktivnost i

34



dostupnija su probioticima (Burns & Rowland, 2000). U radu Jaquet i saradnika je
pokazano da se broj Bifidobacterium spp povec¢ao kod zdravih volontera nakon
konzumiranja tri Soljice instant kafe dnevno u periodu od tri nedelje. Ovaj stimuliSuci
efekat je verovatno posledica prisustva polifenolnih jedinjenja (hlorogenske kiseline),
vlakana 1 alkaloida (Jaquet et al., 2009). U drugom radu je pokazano da vodeni ekstrakt
dobijen iz otpada nara (POMXx) znacajno stimuliSe rast Bifidobacterium breve NRRL B-
41408 1 Bifidobacterium infantis NRRL B- 41661. Zakljuceno je da se konzumiranjem
nara koji je bogat taninima uspostavlja ravnoteza izmedu ,,dobrih” i ,,loSih” bakterija u
intestinalnom traktu, pri ¢emu se poboljSava opste zdravstveno stanje coveka. Medutim,
autori su naglasili da je interakcija izmedu tanina i mikrobiote prisutne u crevima
kompleksna, da zavisi od bakterijskih vrsta prisutnih u domacinu, kao 1 od koncentracije
1 vrste drugih konzumiranih polifenolnih jedinjenja (Bialonska et al., 2009). StimuliSu¢i
efekat na rast Lactobacillus reuteri, L. rhamnosus i B. lactis, su pokazali i vodeni ekstrakti
banane, jabuke i pomorandze, zahvaljujuéi prisustvu Secera, polifenola i kiselina. Vodeni
ekstrakti belog luka 1 crnog bibera su u isto vreme stimulisali rast L. reuteri 1 inhibirali

rast E. coli (Sutherland et al., 2009).
2.2.1.3.1 Mehanizam delovanja

Mehanizam delovanja polifenola kojim se stimuliSe rast probiotskih
mikroorganizama je razliit. Sa jedne strane, neki mikroorganizmi mogu da koriste
polifenole kao supstrat za rast. Na primer, bakerije mlecno-kiselinskog vrenja imaju
sposobnost da razgradnjom taninske kiseline dobijaju energiju. Neki laktobacili, kao Sto
je L. plantarum mogu da razgrade komplekse galne kiseline 1 glukoze, delovanjem
enzima tanaze, a zatim se galna kiselina dekarboksiluje do pirogalola delovanjem enzima
galat dekarboksilaze. Takode, neki mikroorganizmi koriste i hidroksicimetne kiseline kao
supstrat. Prvo se redukcijom dvostruke veze hidroksicimetne kiseline prevode u
odgovaraju¢e hidroksifenilpropionske kiseline, koje se dalje dekarboksiluju do p-
etilfenola (Hervert-Hernandez & Goni, 2011). Takode, flavan-3-oli stimuliSu rast
Lactobacillus hilgarii, §to je najverovatnije posledica sposobnosti flavan-3-ola da vezuju
gvozde. Vezivanje gvozda najviSe uti¢e na rast aerobnih mikroorganizama, kojima je
gvozde neophodno za razliite procese, kao $to je formiranje hema 1 redukcija

ribonukleotid prekursora molekula DNK. Sa druge strane, gvozde nije presudno vazno za
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rast laktobacila, jer oni nemaju enzime kojima je kofaktor hem, a i ribonukleotid
reduktaza, kojoj je neophodno gvozde, je zamenjena enzimom koji kao kofaktor koristi
adenozilkobalamin (Chung et al., 1998; Hervert-Hernandez & Goiii, 2011). Takode, neki
polifenoli pospesuju iskoriS¢enje nutrijenata, na primer glukoze (Hervert-Hernandez &

Goiii, 2011).
2.2.1.4 Inhibicija acetilholinesteraze

Acetilholin (ACh) je neurotransmiter centralnog i perifernog nervnog sistema.
On deluje na dve vrste receptora, nikotinske i muskarinske. Tokom neurotransmisije ACh
se oslobada u sinapticku pukotinu i povezuje za holinergicki receptor na postsinaptickoj
membrani prenoseci signal iz neurona. Acetilholinesteraza (AChE) je enzim koji je
pri¢vri¢en uglavnom za sunderast sloj finog vezivnog tkiva, koji ispunjava sinapticki
prostor izmedu presinaptickog nervnog zavrSetka i postsinapticke membrane. Glavna
uloga ovog enzima je razgradnja ACh, pri ¢emu se zavrSava transmisija signala (slika
2.11). Dejstvom enzima osloboda se holin koji se ponovo preuzima od strane
presinaptickog neurona i koristi za ponovnu sintezu ACh kombinovanu sa acetil-CoA uz
pomo¢ enzima holin acetiltransferaze. AChE je jedan od najefikasnijih poznatih enzima
i jedan molekul acetilholinesteraze u toku jednog minuta moze da hidrolizuje 6 x 10°

molekula ACh (Pordevi¢ et al., 2014).

Acetilholin

/ \ Receptori

& o Acetilholinesteraza
Slika 2.11. (preuzeto 15.05.2017. 1 modifikovano sa

(http://peaknootropics.com))

Inhibitori AChE se koriste u tretmanu brojnih neuromuskulatornih bolesti 1
predstavljaju prvu generaciju lekova koji se koriste u tretmanu Alchajmerove bolesti (eng.

Alzheimer’s disease, AD). AD je najc¢esce neurodegenerativno oboljenje, koju karakteriSe
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klinicka slika progresivne demencije, sa intelektualnim padom, poremecajima memorije
1 kognitivnih funkcija. U patogenezi neurodegenerativnih bolesti prepli¢u se genetski
faktori i faktori spoljasnje sredine i sve viSe dokaza ukazuju na ulogu oksidativnog stresa,
mitohondrijalnu disfunkciju, aktivaciju mikroglije 1 rezistenciju na insulin u patogenezi
neurodegenerativnih bolesti, ukljuc¢ujuéi i AD (Jovanovi¢, 2012). Da bi efikasno ihibirali
AChE, aktivne komponente moraju reverzibilno da se vezuju za enzim, jer u slucaju
ireverzibilnog vezivanja mogu dovesti do smrti. Neki sinteticki lekovi koji se koriste za
tretman AD, kao Sto su fizostigmin, takrin 1 donepezil, imaju nezeljene efekte, kao $to su
ostecenje jetre ili izazivaju gastrointestinalne komplikacije. Zapravo, tesko je dobiti
jedinjenje koje ¢e inhibirati aktivnost enzima u mozgu, a koje nece imati nikakav uticaj
na druge organe ili na biohemijske procese u organizmu (Roseiro et al., 2012).

Tradicionalno se mnoge biljke koriste u leCenju demencije, iako nije potvrdeno
koje su aktivne komponente i kakav je njihov metabolizam. Prvo jedinjenje koje je
izolovano iz biljke, a koje uspesno inhibira AChE, je alkaloid galantamin. Uprkos tome
Sto se njegovom upotrebom javljaju i sporedni efekti on se i dalje uspesno koristi u le€enju
Achajmerove bolesti. Postoji veliki interes da se iz lekovitih biljaka izoluju nealkaloidna
jedinjenja, ukljucujuéi polifenole, koji bi se potencijalno primenjivala u tretmanu
Achajmerove bolesti. Medutim, nekada je inhibicija enzima posledica sinergistickog
delovanja aktivnih jedinjenja u ekstraktima, pa je aktivnost ekstrakta ve¢a nego aktivnost
pojedinacnih jedinjenja. Pored polifenola u biljnim ekstraktima, terpeni 1 alkaloidi mogu
inhibirati AChE (Roseiro et al., 2012).

Uriarte-Pueio 1 Calvo su predloZili da flavonoidi koji inhibiraju aktivnost AChE
mogu biti novi multipotentni lekovi za leCenje AD (Uriarte-Pueyo & I Calvo, 2011). Da
bi se dizajnirali novi lekovi, potrebno je da se zna struktura aktivnog centra AChE, kako
bi se razumeo mehanizam njihovog delovanja. Aktivni centar AChE se sastoji iz
estarskog (ES) 1 anjonskog (AS) vezujuc¢eg mesta. Estarsko mesto aktivnog centra se
sastoji od tri aminokiseline, i to serina (Ser?®), histidina (His*?) i glutamina (Glu**’). Za
anjonsko mesto aktivnog centra se vezuje holin, a on se sastoji od triptofana (Trp®*),
fenilalanina (Phe*°) i glutamina (Glu'®®). Pored ova dva vezuju¢a mesta, aktivni centar
se sastoji 1 od perifernog vezuju¢eg mesta za anjone (PAS), koje se nalazi na ulasku u
formirano udubljenje u kome je smesten aktivni centar enzima (slika 2.12) (Roseiro et al.,

2012).
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Slika 2.12. Raspored aminokiselina aktivnhog centra AChE (preuzeto i
modifikovano od (Roseiro et al., 2012))

Inhibicija aktivnosti AChE je posledica blokade aktivnog centra enzima
polifenolima (slika 2.13). Preko svojih OH grupa flavonoidi formiraju veze sa PAS
vezivnim mestom. Inhibicija zavisi od strukture flavonoida, pa prisustvo OH grupe u
poziciji C3 na C prstenu je jako vazna za povecanje inhibicije, dok se ona smanjuje ako
je flavonoid glikozilovan ili ukoliko nema OH grupe, kao $to je slucaj kod apigenina i
luteilina. Medutim, ono $to je vazno naglasiti je da se struktura polifenolnih jedinjenja u
organizmu menja (Roseiro et al., 2012). Aglikoni mogu da se apsorbuju u tankom crevu,
ali se glikozidi prvo hidrolizuju do odgovaraju¢ih aglikona i Secera delovanjem
bakterijskih B-glukozidaza. Putem krvi, aglikoni se transportuju do jetre, gde se

metaboliSu do sulfata, glukuronida i/ ili se metiluju (Bravo, 1998).

Slika 2.13. Inhibicija AChE kafenom kiselinom (preuzeto od (Roseiro et al.,
2012))
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2.3 Ekstrakcija polifenola iz lekovitih biljaka

Upotreba lekovitih biljaka u prevenciji i leCenju razliitih oboljenja stara je
koliko i samo Covecanstvo, a poslednjih godina je Sirom sveta poraslo interesovanje za
prirodnom medicinom (Mandal et al., 2007; Savi¢, 2014). Preradom biljnih droga
primenom ekstrakcije, destilacije, cedenja, preciS¢avanja, koncentrisanja ili fermentacije
dobijaju se biljni preparati. Najvazniju grupu biljnih preparata predstavljaju ekstrakti, koji
se dobijaju primenom razli¢itih metoda ekstrakcije, poc¢ev od jednostavnih do naprednih
tehnika. Ekstrakcija predstavlja izdvajanje 1 koncentrisanje odredenih sastojaka iz biljnih
1 zivotinjskih tkiva pomocu selektivnih rastvaraca primenom standardnih procedura
(Savi¢, 2014). Za razliku od sintetickih lekova, koji uglavnom sadrze jednu aktivnu
komponentu, biljni ekstrakti sadrze smeSu aktivnih jedinjenja. Ova aktivna jedinjenja
deluju sinergisticki 1 imaju minimalna ili nikakva neZeljena dejstva, dok upotreba
sintetickih lekova moze da izazove nezeljene sporedne efekte (Mandal et al., 2007).
Postoji Citav niz tradicionalnih metoda (maceracija, digestija, perkolacija) i novijih
postupaka koji se mogu primeniti za izradu ekstrakata iz lekovitog bilja. Izbor metode
zavisi od strukture biljne sirovine, osobina aktivne supstance i tehnoloskih moguénosti
(Savi¢, 2014). Tradicionalne tehnike ekstrakcije aktivnih jedinjenja iz biljnih materijala
se zasnivaju na pravilnom izboru rastvaraa, na mesSanju smese rastvaraca i uzorka, na
sobnoj ili povisenoj temperaturi. lako se tradicionalnim tehnikama ekstrakcije postizu
dobri prinosi polifenola, one obi¢no zahtevaju viSe vremena za ekstrakciju, Sto moZe da
dovede do razgradnje polifenola. Takode i1 prisustvo svetlosti i kiseonika tokom
ekstrakcije moZe da doprinese razgradnji ciljanih jedinjenja (Routray & Orsat, 2012).
Zbog svega navedenog je postojala potreba za razvojem novih, efikasijih metoda
ekstrakcije. Razvojem modernih metoda ekstrakcije smanjuje se vreme potrebno za
ekstrakciju aktivnih jedinjenja, koli¢ina potrebnog rastvaraca, a postize se bolji prinos i
kvalitet ekstrakta. NajCeS¢e koriS¢ene metode su superkriticna ekstrakcija (eng.
Supercritical fluid extraction, SFE), ekstrakcija rastvara¢ima na poviSenom pritisku (eng.
Accelerated solvent extraction, ASE), mikrotalasna ekstrakcija (eng. Microwave assisted
extraction, MAE), ultrazvucna ekstrakcija (eng. Ultrasound assisted extraction, UAE)
(Ajila et al., 2011).

Drugi nacin kojim bi mogao da se poveca sadrZzaj ili da se promeni sastav

polifenola u ekstraktima je fermentacija lekovitog bilja. Fermentacijom se poboljsava
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prinos polifenola uglavnom zbog oslobadanja vezanih polifenola, Sto je posledica
razgradnje celijskog zida pomocu mikrobioloskih enzima proizvedenih tokom
fermentacije. Delovanjem celijskog metabolizma polifenoli se transformiSu cepanjem
prstena, glikozilovanjem, deglikozilovanjem, metilovanjem, glukuronizacijom,
sulfokonjugacijom, $to zavisi od soja mikroorganizma i uzorka koji se koristi za

fementaciju (Huynh et al., 2014).
2.3.1 Mikrotalasna ekstrakcija polifenola
2.3.1.1 Mehanizam mikrotalasnog zagrevanja

Zagrevanje pomocu mikrotalasa se zasniva na sposobnosti nekih te¢nih i ¢vrstih
supstanci da prevode elektromagnetno zracenje u toplotu. U elektromagnetnom spektru,
oblast mikrotalasnog zracenja se nalazi izmedu infracrvenog i radiotalasnog podrucja, §to
odgovara talasnim duzinama od 1 mm do 1 m, odnosno frekvencijama izmedu 300 MHz
1 300 GHz (Lidstrom et al., 2001; Mandal et al., 2007). Vecinu frekvencija pokrivaju
telekomunikacioni i radarski uredaji, a industrijske, laboratorijske i kuéne mikrotalasne
pecénice rade na frekvenciji od 2,45 GHz (talasna duzina 12,25 cm) (Mijin & Petrovi¢,
2005). Mikrotalasi spadaju u nejonizujuce zracenje i oni ne izazivaju promene u strukturi
molekula ve¢ samo njihovu rotaciju (Mandal et al., 2007)

Za razliku od klasi¢nog zagrevanja, kada se zagrevanje odigrava kondukcijom 1
konvekcijom toplote 1 kada dolazi do gubitka energije, kod mikrotalasnog zagrevanja
nema gubitaka energije jer se elektromagnetno zracenje direktno prevodi u toplotu preko
molekulskih interakcija materijala sa elektromagnetnim poljem (Veggi et al., 2012).
Zagrevanje pomocu mikrotalasa se odigrava na dva nacina, koja se obi¢no odigravaju
istovremeno:

e Dipolarnim mehanizmom, tj. kretanjem dipola u elektriénom polju. Dipoli su
osetljivi na dejstvo spoljasnjeg elektri¢nog polja i pokusavaju da se usklade sa
oscilovanjem polja. Medutim, rotacija dipola nije uvek dovoljno brza, pa dolazi
do fazne razlike izmedu polja 1 dipola. Fazna razlika dovodi do gubitka energije
dipola usled trenja i sudaranja, $to rezultira zagrevanjem (Lidstrom et al., 2001).
Medutim, zagrevanje se deSava samo pri frekvenciji zracenja od 2,45 GHz. Pri
viSim frekvencijama polje osciluje velikom brzinom, pa dipoli ne mogu da isprate
te promene, ne dolazi do kretanja, pa nema ni zagrevanja. Ako je frekvencija niza
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od 2,45 GHz, dipoli idealno prate promene polja, pa opet nema zagrevanja
(Mandal et al., 2007).

e Kondukcionim mehanizmom, tj kretanjem jona u elektricnom polju. Delovanjem
elektri¢nog polja dolazi do kretanja jona i do gubitka energije usled sudaranja i
prevodenja kinetiCke energije u toplotu (Lidstrom et al., 2001). Kondukcioni
mehanizam ima veéi udeo u generisanju toplote od dipolarne rotacije pod
dejstvom mikrotalasa (Mijin & Petrovi¢, 2005).

Da bi doslo do zagrevanja, potrebno je da supstanca poseduje dipolni momenat
ili naelektrisanje, dok su nepolarni molekuli inertni prema mikrotalasima (Mandal et al.,
2007).

Sposobnost materijala da prevodi elektromagnetno zracenje u toplotu je
posledica njegovih dielektri¢nih svojstava i izrazava se tangensom (uglom) gubitka (tan
0). Tangens gubitka predstavlja odnos izmedu dielektriénog gubitka (g") 1 dielektri¢ne
konstante (¢') (jednaina 2.1). Dielektri¢ni gubitak predstavlja efikasnost kojom se
apsorbovana energija prevodi u toplotu, a dielektricna konstanta predstavlja stepen
polarizovanosti molekula u elektri¢cnom polju (tabela 2.1).

I

tan 6 = — (2.1.)

)

Interakcija rastavaraa sa mikrotalasanim zraenjem zavise od dielektri¢nih
svojstava rastvaraca, koja zavise od temperature rastvaraca i frekvencije primenjenog
polja, kao 1 od viskoznosti rastvaraca, koja je opet funkcija temperature (Mandal et al.,
2007). U tabeli 2.1 su prikazane vrednosti dielektri¢ne konstante za razlicite rastvarace.
Iako etanol i1 metanol imaju nize dielektricne konstante, njihovo zagrevanje
mikrotalasima ¢e biti vece usled veceg tangensa gubitka (Mandal et al., 2007). Efekat
zagrevanja mikrotalasima dosta zavisi 1 od prirode rastvaraca i biljnog matriksa. U slu¢aju
ekstrakcije termolabilnih jedinjenja koriste se nepolarni rastvaraci koji se ne greju
delovanjem mikrotalasa. Tada se greje samo biljni matriks, a bioaktivna supstranca se
oslobada u hladan rastvara¢ i na taj nacin se spreava termalna razgradnja jedinjenja

(Camel, 2000).
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Tabela 2.1. Tangens gubitka, dielektricna konstanta, temperatura kljucanja i

viskoznost nekih rastvaraca (Mandal et al., 2007; Veggi et al., 2012)

- - ~ . . —
Rastvarac Dielektri¢na Tangens gubitka Temperatura Viskoznost,

konstanta, ? (€") (tan §) x 10 kljucanja, ® (°C) (cP)
Aceton 20,7 5555 56 0,30
Acetonitril 37,5 82
Etanol 243 2500 78 0,69
Heksan 1,89 69 0,30
Metanol 32,6 6400 65 0,54
2-Propanol 19,9 6700 82 0,30
Voda 78,3 1570 100 0,89
Etilacetat 6,02 5316 77 0,43

2 utvrdeno na 20 °C
b utvrdeno na 101,4 kPA
¢ utvrdeno na 25 °C

Postoje dve vrste komercijalno dostupnih mikrotalasnih ekstraktora: zatvoreni 1
otvoreni sistem. Kod zatvorenog sistema, gde se ekstrakcija izvodi pod kontrolisanim
pritiskom 1 temperaturom, moguce je povecanjem pritiska sistema povisiti temperaturu
klju¢anja rastvaraca, a samim tim povecati efikasnost i brzinu ekstrakcije (Camel, 2000).
Ovakvi sistemi su konstruisani tako da se istovremeno vrsi ekstrakcija iz viSe uzoraka
(Meda et al., 2005). Kod otvorenih sistema se ekstrakcija izvodi na atmosferskom
pritisku, pa je maksimalna temperatura rastvaraca temperatura kljuanja na datom
pritisku (Camel, 2000; Mandal et al., 2007). U slucaju ekstrakcije termolabilnih jedinjenja
koriste se otvoreni sistemi, jer se u njima postize niza temperatura u poredenju sa
zatvorenim sistemima (Mandal et al., 2007). I pored postojanja otvorenih i zatvorenih
mikrotalasnih ekstraktora, Cesto se u laboratorijskim istraZivanjima koriste mikrotalasne

pecnice namenjene upotrebi u domacinstvu.
2.3.1.2 Mehanizam mikrotalasne ekstrakcije

Mikrotalasna ekstrakcija (MAE) se u osnovi razlikuje od klasi¢nih metoda
ekstrakcije jer se ekstrakcija javlja kao rezultat promena u strukturi biljnih ¢elija, koje su
uzrokovane elektromagnetnim talasima. Ubrzana ekstrakcija aktivnih jedinjenja 1 visok
prinos MAE moze biti rezultat sinergistickog delovanja prenosa mase i toplote koji deluju
u istom smeru (slika 2.14). S druge strane, kod klasi¢ne ekstrakcije se prenos mase

odigrava od unutraSnjosti ka spoljaSnjosti uzorka, a prenos toplote od spoljaSnjosti ka
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unutrasnjosti. Pri klasicnom zagrevanju materije energija se prenosi konvekcijom i
kondukcijom, dok se kod mikrotalasnog zagrevanja prenosi direktno kroz interakciju sa
elektromagnetnim poljem, pa se usled generisanja toplote kroz ¢itavu zapreminu uzorka

zagrevanje materijala odigrava uniformno i brzo (Veggi et al., 2012).

Klasi¢na ekstrakcija

Prenos loplote
,/
‘i I—‘rmoq masc
( \ Mlkmtalasna ekstrakcija
_ /
\¥> 4 Prenos toplote
. : L Prenos mase

1. Desorpeija
2. Unutra3nja difuzija
3. Spoljadnja difuzija

Slika 2.14. Mehanizam prenosa mase 1 toplote kod klasi¢ne ekstrakcije i MAE
(preuzeto i modifikovano iz (Giorgi et al., 2009))

U toku procesa ekstrakcije aktivnih jedinjenja deSava se niz koraka, koji
ukljuuju prodiranje rastvaraca u biljni matriks difuzijom, rastvaranje aktivnih
komponenata, njihov transport do povrSine biljnog matriksa i od povrSine biljnog
matriksa do rastvaraca i, na kraju, odvajanje rastvaraca od biljnog materijala (Veggi et
al., 2012).

lako su uzorci koji se koriste u MAE osuSeni biljni materijali, oni sadrZe sitne
mikrokopske tragove vode, koja usled delovanja mikrotalasnog zrafenja isparava i
proizvodi ogroman pritisak na celijski zid biljke, Sto izaziva pucanje zida i olakSava
ekstrakciju aktivnih jedinjenja. Ako se u ekstrakeiji koristi 1 rastvara¢ koji se brze zagreva
(veliki tangens gubitka), dolazi 1 do hidrolize celuloze u jako kratkom vremenskom
periodu (1 do 2 minuta), pa je olakSano prodiranje rastvaraca u biljnu ¢eliju i na taj nacin
olakSana i ubrzana ekstrakcija aktivnih jedinjenja (Mandal et al., 2007). Snimanje biljnog
materijala pre 1 nakon MAE skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) se cesto
koristi da bi se sagledao uticaj delovanja mikrotalasnog zracenja na morfologiju povrSine
biljnog materijala. Dahmoune i saradnici su snimili izgled sveZeg uzorka lista pistaca i
izgled uzorka nakon MAE, ultrazvucne i klasicne ekstrakcije rastvaratem (slika 2.15).
Kao §to se na slici moze videti, mikrotalasi su nakon 60 sekundi izazvali promenu

morfologije povrSine materijala, Sto su u manjoj meri ucinili i ultrazvucéni talasi nakon
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delovanja od 15 minuta, dok je klasi¢na ekstrakcija rastvara¢em izazvala par ruptura na
povrsini uzorka. PovrSina uzorka nakon MAE jasno ukazuje da su mikrotalasi odigrali
vaznu ulogu u razbijanju ¢elijskih zidova i na taj nacin olakSali 1 ubrzali ekstrakciju

aktivnih jedinjenja (Dahmoune et al., 2014).

Slika 2.15. Skenirajuéi elektronski mikrograf povrSine uzorka lista pistaca pre
ekstrakcije (A), nakon ultrazvucéne ekstrakcije (B), nakon klasi¢ne ekstrakcije

rastvaratem (C) i nakon MAE (D) (preuzeto iz (Dahmoune et al., 2014))
2.3.1.3 Faktori koji uticu na mikrotalasnu ekstrakciju

Kako bi MAE bila sto efikasnija potrebno je pravilno razmotriti faktore koji
uti¢u na proces ekstrakcije i na osnovu toga optimizovati uslove. Najznacajniji faktori
koji uti€u na proces ekstrakcije su tip rastvaraca i njegova zapremina, vreme ekstrakcije,
temperatura ekstrakcije, mikrotalasna snaga i1 veliina Cestice uzorka (Camel, 2000;

Veggi et al., 2012).
2.3.1.3.1 Izbor rastvaraca

Najvazniji faktor koji utice na efikasnost MAE je izbor odgovarajuceg rastvaraca
(Routray & Orsat, 2012; Veggi et al., 2012). Izbor rastvaraca zavisi, pre svega, od
rastvorljivosti zeljene komponente u rastvarau, od interakcije rastvaraca i1 biljnog
matriksa 1 od sposobnosti rastvaraca da apsorbuje mikrotalasnu energiju i da je prevede u
toplotu (Mandal et al., 2007). U principu, u MAE se koriste rastvaraci koji imaju visoku
selektivnost prema zeljenim jedinjenjima i koji imaju veliku sposobnost prevodenja
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elektromagnetnog zracenja u toplotu (visok tangens gubitka). Ipak, za ekstrakciju
termolabilnih jedinjenja se koriste rastvaraci koji imaju nizu dielektri¢nu konstantu, tako
da se osigura da ne dode do pregrevanja i1 razgradnje rastvorka u trenutku kada se on
oslobodi u rastvor. U MAE mogu da se koriste i polarni i nepolarni rastvaraci. U slu¢aju
polifenola, kojima u zavisnosti od strukture polarnost dosta varira, mogu da se koriste
manje ili viSe polarni rastvarai. Manje polarni rastvaraci se koriste za ekstrakciju
flavonoid aglikona, a viSe polarni za ekstrakciju flavonoid glikozida 1 antocijana. U praksi
se za MAE flavonoid aglikona i glikozida najc¢esce koriste smeSa vode i1 etanola i smeSa
vode i metanola (Routray & Orsat, 2012). Prisustvo vode u rastvaracu je bitno jer ¢ak i
male koli¢ine vode mogu lako da prodru u biljnu ¢eliju i da obezbede bolje zagrevanje
biljnog materijala i na taj nacin poboljSaju prenos mase i ekstrakciju Zeljenih jedinjenja
(Mandal et al., 2007). U literaturi ima veci broj podataka o koriS¢enju smese etanola i
vode u MAE polifenola iz razli¢itog biljnog materijala (Dahmoune et al., 2013;
Dahmoune et al., 2015; Dahmoune et al., 2014; Li et al., 2011; Simi¢ et al., 2016).
Primena rastvarac¢a sa GRAS statusom, kao S$to je etanol, je bitna jer omogucava
koriS¢enje dobijenih ekstrakata u prehrambenim proizvodima i farmaceutskim
formulacijama (FDA, 2012; Herrero et al., 2005).

Zapremina rastvaraca je drugi vaZzan faktor koji je potrebno optimizovati kod
primene MAE. Potrebno je usaglasiti teznju da se poveca prinos ekstrakcije Zeljenih
jedinjenja, a da se istovremeno smanji upotreba rastvaraca (Spigno & De Faveri, 2009).
Zapremina rastvaraca mora da bude dovoljna da obezbedi potpuno potapanje uzorka u
toku celog procesa ekstrakcije, §to je naroCito vazno kod uzoraka koji bubre u toku
ekstrakcije. U klasi¢nim ekstrakcijama se prinos ekstrakcije povecava kada sepovecava
zapremina rastvaraca, jer se povecava gradijent koncentracije, Sto nije slucaj i sa MAE
(Mandal et al., 2007; Spigno & De Faveri, 2009). Ukoliko je zapremina rastvaraca
prevelika, distribucija mikrotalasa nece biti ravnomerna, pa ¢e 1 prinos Zeljenih jedinjenja
biti manji. Zapremina rastvaraca, koja se koristi u MAE, zavisi od vrste biljnog materijala
iz koga se ekstrahuju aktivna jedinjenja. Prasad i saradnici su za dobijanje ekstrakta sa
maksimalnim sadrzajem polifenola koristili 31,8 ml rastvaraca po gramu uzorka (Prasad
et al., 2011). Dahmoune 1 saradnici su optimizovali ekstrakciju polifenola iz razlic¢itih

biljnih materijala, a optimalan odnos rastvaraca prema uzorku je bio 28,1 ml/g za uzorak
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listova pistaca, 28 ml/g za otpad od limuna i 32 ml/g za uzorak mirte (Dahmoune et al.,

2013; Dahmoune et al., 2015; Dahmoune et al., 2014).
2.3.1.3.2 Vreme ekstrakcije

Drugi faktor koji je vazno optimizovati je vieme MAE. DuZina trajanja MAE je
dosta kraca u poredenju sa duzinom trajanja klasi¢nih ekstrakcija i uglavnom varira od
nekoliko minuta do pola sata, mada je u literaturi zabelezeno i krace vreme potrebno za
maksimalnu ekstrakciju polifenola iz bljnog uzorka (Dahmoune et al., 2013; Dahmoune
et al., 2015; Veggi et al., 2012). Vrlo je vaZno optimizovati vreme ekstrakcije, jer ono
moze da varira i u zavisnosti od dela biljke koji se koristi kao uzorak, a zavisi i od
dielektricnih svojstava rastvaraca. Kada se koriste rastvaraci sa visokim dielektri¢nim
svojstvima, kao $to su metanol, etanol 1 voda, i ukoliko se produzi vreme ekstrakcije moze
do¢i do pregrevanja sistema i do razgradnje termolabilnih jedinjenja (Veggi et al., 2012).
U tom slucaju se ekstrakcija izvodi u kracem vremenskom periodu, ali u vise ciklusa i
svaki put se koristi svez rastvarac, a ciklusi se ponavljaju dok se ne iscrpi biljna matrica

(Veggi et al., 2012).
2.3.1.3.3 Mikrotalasna snaga i temperatura ekstrakcije

Mikrotalasna snaga i temperatura sistema su medusobno povezane jer visoka
mikrotalasna snaga dovodi do povecanja temperature sistema (Veggi et al., 2012).
Povecanjem temperature sistema se povecava prinos ekstrakcije, ali do odredenog nivoa,
dok se ne postigne optimalna temperatura ekstrakcije. Sa daljim pove¢anjem temperature
dolazi do smanjenja prinosa aktivnih jedinjenja usled njihove termalne razgradnje
(Routray & Orsat, 2012). Takode, na viSim temperaturama moZe da se dobije ekstrakt
loSijeg kvaliteta, jer se biljna matrica brze razgraduje, pa pored bioaktivnih jedinjenja
mogu da se ekstrahuju i necistoce. Povecanjem temperature sistema se menja i priroda
rastvaraca, odnosno smanjuje se njegova viskoznost 1 povrsinski napon, pa je olakSano
njegovo prodiranje u biljnu matricu 1 rastvaranje aktivnih jedinjenja (Veggi et al., 2012).

Mikrotalasna snaga deluje kao pokretacka snaga ekstrakcije, jer omogucava
lokalizovano zagrevanje u uzorku, razgradnju biljne matrice i olakSanu difuziju aktivnih
jedinjenja. Stoga, mikrotalasna snaga pozitivno deluje na povecanje prinosa i ubrzavanje

ekstrakcije. Sa druge strane mikrotalasna snaga moze da smanji prinos ekstrakcije usled
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razgradnje termolabilnih jedinjenja. Zbog svega navedenog je jako vazno pravilno
izabrati mikrotalasnu snagu, tako da se postigne zeljena temperatura za krace vreme, a da
se ne narusi kvalitet ekstrakta (Veggi et al., 2012).

U literaturi postoje podaci o primeni razliCite snage mikrotalasa kada se
polifenoli ekstrahuju iz razli¢itih biljnih materijala. Zhang i saradnici su optimizovali
ekstrakciju polifenola iz semena lotosa i maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktu
postigli kada su u ekstrakciji primenili mikrotalasnu snagu od 400 W (Zhang et al., 2012).
Dahmoune 1 saradnici su maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktu dobili primenom
mikrotalasne snage od 500 W, dok se sa daljim poveéanjem mikrotalasne snage prinos

polifenola smanjio (Dahmoune et al., 2014).
2.3.1.3.4 Velicina Cestice uzorka

Veli¢ina Cestica biljnog uzorka moze da ima znacajan uticaj na efikasnost MAE.
Kori$¢enjem sitnijih Cestica uzorka povecava se kontaktna povrsina izmedu rastvaraca i
biljnog uzorka, pa je omoguéeno dublje prodiranje mikrotalasa u uzorak, §to doprinosi
povecanju efikasnosti ekstrakcije. Sa druge strane, ukoliko su Cestice jako sitne nakon
ekstrakcije je oteZano razdvajanje rastvaraa i uzorka i u tom slucaju se najceSce
primenjuju filtracija 1 centrifugiranje (Mandal et al., 2007). Veli¢ina Cestice biljnog
uzorka koji se koristi u MAE je obi¢no u opsegu od 100 um do 2 mm (Mandal et al.,
2007; Veggi et al., 2012).

2.3.2 Fermentacija kao metod za poboljSanje bioloSkog dejstva ekstrakata
lekovitog bilja

Fermentacija se od davnina koristi za produzZenje trajnosti i poboljSanje
organoleptickih 1 nutritivnih svojstava hrane. Tokom fermentacije deSavaju se
biohemijske promene, koje za posledicu imaju lakSu svarljivost i bolju biolosku aktivnost
proizvoda (Shahidi & Yeo, 2016).

Fermentacija biljnog materijala moze da se koristi 1 za poboljSanje bioloske
aktivnosti biljnih ekstrakata. Tokom fermentacije dolazi do povecanja sadrzaja polifenola
1 antioksidativne aktivnosti ekstrakata, Sto moze da bude posledica dva mehanizma.
Prema prvom mehanizmu se tokom fermentacije razgraduje ¢elijski zid biljke i olakSava

se oslobadanje vezanih polifenola, dok se u drugom predlozenom mehanizmu konvertuju
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ili depolimerizuju polifenolna jedinjenja visoke molekulske mase (Hur et al., 2014;
Shahidi & Yeo, 2016). Tako se tokom fermentacije glikozilovani polifenoli prevode u
odgovarajuc¢e aglikone, pa se dobijaju ekstrakti koji pokazuju jacu antioksidativnu i
antimikrobnu aktivnost (Wu et al., 2011). Fermentacijom se mogu osloboditi vezani
polifenoli, koji takode, prema literaturi, pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost u
poredenju sa slobodnim polifenolima (Acosta-Estrada et al., 2014).

Faktori koji uticu na fermentaciju biljnog materijala su vrsta izabranog
mikroorganizma, vreme fermentacije, temperatura, pH, sadrzaj vode (Hur et al., 2014).

Tokom fermentacije mikroorganizmi proizvode enzime kojima razgraduju
ugljene hidrate, masti i proteine, tako da se makromolekuli u biljkama prevode u manje
jedinice, koje mikroorganizam moze da koristi kao izvor energije. Takode, proizvode se
1 enzimi kao S$to su celulaze, hemicelulaze, pektinaze, amilaze i glukanaze koji su vazni
za oslobadanje vezanih-nerastvornih polifenola. Proizvodnja enzima zavisi od soja
mikroorganizma koji se koristi u fermentacionom procesu. Najvazniji enzim je celulaza,
kojim se razgraduje celuloza, pa se olakSava ekstrakcija vezanih polifenola. Osim
celulaze, enzimi vazni za oslobadanje vezanih polifenola su hemicelulaze, pektinaze,
amilaze 1 glukanaze. Nakon razgradnje celijskog zida, esteraze oslobadaju vezane
polifenole tako Sto hidrolizuju estarsku vezu izmedu fenolnih kiselina 1 komponenata
¢elijskog zida. Njih proizvode Lactobacillus lactis, L. rhamnosus, A. niger, Cryptococcus
flavus (Shahidi & Yeo, 2016).

U literaturi postoje brojni podaci o upotrebi fermentacionih postupaka u cilju
povecanja sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima, Sto doprinosi povecanoj bioloskoj
aktivnosti ekstrakata. Fermentacijom Graptopetalum paraguayense bakterijom L.
plantarum BCRC 10357 znacajno se povecao sadrzaj polifenola i flavonoida, Sto je
uticalo i na povecanje antioksidativne aktivnosti fermentisanog uzorka, u poredenju sa
nefermentisanim. (Wu et al., 2011). Wang i saradnici su pokazali da se kofermentacijom
lis¢a guave kvascem Saccharomyces cerevisiae 1 plesnim Monascus anka znacajno
povecava sadrzaj polifenola, a poboljSava se i antioksidativna i antimikrobna aktivnost
(Wang et al., 2016). Fermentacijom bobica mirte bakterijom L. plantarum, tokom 48 ¢asa
na 30 °C, sadrzaj ukupnih polifenola se povecao sa 135,49 + 2.35 na 669,38 + 4,19 mg
GAE/g, dok se sadrzaj flavonoida povecao sa 20,39 + 3,40 na 113,30 + 2,60 mg RE/g.

Takode, autori su u radu pokazali da se fermentacijom postigla ve¢a inhibicija DPPH
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radikala u poredenju sa sintetickim antioksidansom BHT, koja je iznosila 81 + 3 u odnosu
na 76 + 1% (Curiel et al., 2015). Medutim, vazno je napomenuti da tokom fermentacije
moze da dode i do degradacije polifenola, pa se u krajnjem proizvodu smanjuje i njihov
sadrzaj 1 antioksidativna aktivnost. Tokom spontane i kontrolisane fermentacije crnih
maslina bakterijom L. plantarum, sadrzaj polifenola se smanjio. Kod spontane
fermentacije je smanjenje iznosilo 43%, dok je kod kontrolisane iznosilo 32%, Sto je

uticalo na smanjenje antioksidativne aktivnosti (Othman et al., 2009).
2.3.2.1 Bakterije roda Lactobacillus

Bakterije mlec¢no-kiselinskog vrenja su Gram-pozitivne, koke ili Stapiéi,
nesporogene, fakultativno anaerobne, katalaza negativne bakterije kojima je krajnji
produkt metabolizma ugljenih hidrata mle¢na kiselina (Halasz, 2009).

Medu bakterijama mle¢no-kiselinskog vrenja, rod Lactobacillus obuhvata veliki
broj sojeva koje je Americka agencija za hranu i lekove (FDA) oznacila kao bezbedne za
ljudsku upotrebu (GRAS) (Salvetti et al., 2012). Lactobacillus je jedan od najvaznijih
rodova koji se koristi kao starter kultura za fermentaciju prehrambenih proizvoda u
industrijskoj proizvodnji i domacinstvu (Konig & Frohlich, 2009). Ovaj rod doprinosi
konzervisanju proizvoda, jer se tokom metabolizma proizvodi mlecna kiselina koja je
dobar konzervans (Baras et al., 2000; Konig & Frohlich, 2009). Osim toga, koristi se 1
kao probiotik (Salvetti et al., 2012). Rod obuhvata 174 vrste Gram pozitivnih, nepokretnih
Stapica, koji obi¢no formiraju lance (Konig & Frohlich, 2009).

Lactobacillus vrste imaju velike zahteve za nutrijentima, kao S$to su
aminokiseline, peptidi, masne kiseline, vitamini, nukleinske kiseline, minerali, pa mogu
inicirati spontanu fermentaciju u kompleksnim organskim supstratima, kao $to su mle¢ni
proizvodi, proizvodi od ribe i mesa, u pivu, vinu, sokovima od voca i povréa. Osim toga,
normalna su mikrobiota u ustima, gastrointestinalnom i genitalnom traktu kod ljudi i
zivotinja. Rastu na temperaturama od 2 do 53 °C 1 na pH od 3 do 8, a optimalna
temperatura rasta im je od 30 do 40 °C i pH od 5,5 do 6,2. Tokom svog rasta proizvode
mlec¢nu kiselinu, koja snizava pH sredine i spreava razvoj nezeljenih, patogenih
mikroorganizama (Salvetti et al., 2012).

Rod Lactobacillus se deli na osnovu tipa fermentacije ugljenih hidrata, pa

postoje homofermentativni 1 heterofermentativni laktobacili. Homofermentativni

49



laktobacili razgraduju Secere u Embden-Meyerhof-Parnas putu (glikoliza), kada se 1 mol
heksoze konvertuje u 2 mola mle¢ne kiseline i pri tome nastaje minimalno 90% mlecne
kiseline, a ostali proizvodi metabolizma su etanol, sir¢etna, mravlja kiselinu 1 drugi, koji
uticu na aromu fermentisanih proizvoda. Heterofermentativni laktobacili razgraduju
glukozu fosfoketolaznim (pentoza-fosfatnim) putem, pri ¢emu nastaje smesa mlecne
kiseline, CO> i acetata ili etanola (Konig & Frohlich, 2009). Homofermentativni
laktobacili su L. acidophylus, L. delbruckii, L. helveticus, L. salivarius.
Heterofermentativni laktobacili su L. brevis, L. buchneri, L. fermentum, , L. reuteri, L.

casei, L. curvatus L. plantarum, L. sakei, L. rhamnosus (Axelsson, 1998).
2.3.2.1.1 Lactobacillus rhamnosus

Jedan od najproucavanijih probiotskih sojeva je Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103), koji je izolovan iz humane crevne mikrobiote. Za L. rhamnosus GG je
potvrdeno da stimuliSu imuni odgovor, sprecavaju atopijske bolesti kod dece 1 smanjuju
duzinu trajanja 1 ublazavaju simptome dijereje kod dece koja je izazvana rotavirusom
(Salminen et al., 2002). L. rhamnosus proizvodi enzime koji su vazni za razgradnju i
oslobadanje vezanih polifenola, kao Sto su: celulaze, B-glukozidaze, amilaze, esteraze

(Hur et al., 2014; Huynh et al., 2014).
2.3.2.2 Kvasci

Kvasci su eukariotski, jednocelijski, heterotrofni mikroorganizmi klasifikovani
u carstvo gljiva. Sa tehnoloskog aspekta, najvazniji rod kvasca je Saccharomyces, a
najznacajnija je vrsta Saccharomyces cerevisiae, koji ima $iroku primenu u industriji, u
proizvodnji testa, fermentaciji piva 1 vina. Kvasci su fakultativno anaerobni
mikroorganizmi, koji pod anaerobnim uslovima fermentiSu Secere do etanola i CO», pri
¢emu je rast ¢elija minimalan, dok u prisustvu kiseonika ne sintetisu alkohol, ve¢ svoju
biomasu. Efekat da se proizvodnja etanola zaustavlja u prisustvu kiseonika se naziva
Pasterov efekat. Medutim, ukoliko je koncentracija glukoze u hranljivoj podlozi veca od
3%, €ak 1 u prisustvu kiseonika, glukoza ¢e se fermentisati do etanola i ovaj efekat je
poznat kao negativan Pasterov efekat ili Krabtri efekat, koji se javlja kod skoro svih

kvasaca koji pripadaju rodu Saccharomyces (Walker, 1998)
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Kvasci se klasifikuju u dve grupe (po Loderovoj): askosporogeni ili ,,pravi‘
kvasci, u koje spadaju sa tehnoloskog aspekta najznacajniji kvasci Saccharomyces,
Hansenula, Pichia, Debaromyces i Schizosaccharomyces 1 anaskosporogeni, u koji spada
krmni kvasac Candida utilis ali 1 patogeni C. albicans 1 Cryptococcus neoformans

(Pordevi¢, 2013).
2.3.2.2.1 Saccharomyces boulardii

Najcesce koris¢eni mikroorganizmi kao pobiotici su bakterijske vrste koje
pripadaju rodovima Lactobacillus 1 Bifidobacterium. Medutim, kvasac Saccharomyces
boulardii (sinonim: S. cerevisiae var boulardii) se takode uspesno primenjuje kao
probiotik. Brojne klinicke studije su pokazale da je primena S. boulardii probiotika veoma
uspesna u tretmanu dijareja koje su izazvane upotrebom antibiotika, kod dijareja koje se
javljaju kod dece, kod lecenja crevnih infekcija koje su izazvane Clostridium difficile, E.
coli i C. albicans. Zatim se koristi i u tretmanu Kronove bolesti, ulceroznog kolitisa i
sindroma iritabilnog creva. Kao probiotik on stimuliS§e imuni odgovor, inhibira
bakterijske toksine, deluje protiv crevnih patogena, smanjuje upale (Zanello et al., 2009).
Postize stabilnu koncentraciju u debelom crevu nakon tri dana od pocetka upotrebe, a
nestaje posle 2-5 dana od prekida koriS¢enja (Czerucka et al., 2007)

S. boulardii je 1zolovao 1920. Henri Bulard iz voc¢a li¢i u Indokini, a kao lek
protiv dijareje se koristi od 1950. godine (Zanello et al., 2009). On je prvo izolovan kao
posebna vrsta u okviru roda Saccharomyces, ali je na osnovu komparativne genomske
hibridizacije 1 analize genoma utvrdeno da su S. boulardii i S. cerevisiae €lanovi iste vrste
(Edwards-Ingram et al., 2007). Medutim, genetski, metabolicki 1 fizioloSki se S. boulardii
znatno razlikuje od S. cerevisiae. Dok je za vecinu sojeva S. cerevisiae optimalna
temperatura rasta 30 °C, S. boulardii je termotolerantniji kvasac Cija je optimalna
temperatura rasta 37 °C, $to je ujedno i fizioloSka temperatura coveka. Takode, S.
boulardii je otporniji od S. cerevisiae, pa moze da raste u kiseloj sredini, odnosno
prezivljava simulirane uslove Zeluca, u kome je pH u opsegu od 1,5 do 3 (Czerucka et al.,
2007). Celijski zid S. boulardii je deblji od Celijskog zida S. cerevisiae, $to moze da
doprinese vecoj stabilnosti S. boulardii u razli¢itim stresnim uslovima u GIT-u (Hudson
et al., 2016). S. boulardii proizvodi enzime koji su vazni za razgradnju i1 oslobadanje

vezanih polifenola, kao Sto su: B-glukozidaze, amilaze, proteaze (Hur et al., 2014).

51



2.4 Optimizacija procesnih promenljivih metodom odzivnih povrSina

Metoda odzivnih povrsina (eng. Response surface methodology, RSM) spada u
najcesce koris¢ene postupke za statisticko planiranje eksperimenata. Ona predstavlja skup
matematickih 1 statistiCkih tehnika koja se koristi za poboljSanje i optimizaciju sloZenih
procesa, na koje utice vise razli¢itih promenljivih (Bas & Boyaci, 2007). Boks i Vilson
(Box & Wilson, 1951) su je prvi opisali kao metodu koja omogucava procenu uticaja
nekoliko razli¢itih procesnih promenljivih (faktora, nezavisnih promenljivih) kao i uticaja
njihovih interakcija na izlaznu promenljivu (odziv). Planiranjem eksperimenta se
omogucava simultano variranje procesnih promenljivih i dobijanje velikog broja
informacija o ispitivanom procesu uz relativno mali broj eksperimentalnih pokusaja, Sto
je prednost RSM u odnosu na druge metode (Sljivi¢-Ivanovi¢ et al., 2013).

Osnovni koraci u primeni RSM kao tehnike optimizacije su:

e izbor procesnih promenljivih koje znacajno uticu na proces,

e izbor eksperimentalnog dizajna i sprovodenja eksperimenta,

e aproksimacija eksperimentalnih podataka matematickim modelom primenom
matematic¢ko-statistickih metoda,

e cvaluacija modela,

e odredivanje optimalnih vrednosti ispitivanih procesnih promenljivih 1 validacija
modela (Bezerra et al., 2008).

Identifikacija procesnih promenljivih koje znacajno uti€u na proces i
odredivanje njihovih opsega su znac¢ajni za optimizaciju, pa tako loSe odredeni opsezi u
okviru kojih se variraju vrednosti procesnih promenljivih dovode do loSe optimizacije
(Bas & Boyaci, 2007).

Postoji niz razli¢itih metoda planiranja eksperimenata, kao Sto su centralni
kompozitni dizajn (CCD), kompletan faktorijalni dizajn, Box-Behnken dizajn, i sli¢no
(slika 2.16).
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Slika 2.16. Eksperimentalni dizajn baziran na prac¢enju tri faktora u tri nivoa: a)
kompletan faktorijalni dizajn, b) Box-Behnken dizajn, ¢) centralni kompozitni dizajn (CCD)

(preuzeto 1 modifikovano iz (Bezerra et al., 2008))

Izbor odgovaraju¢eg modela zavisi od tipa istrazivanja. Kada se proces
aproksimira polinomom drugog reda najceS¢e se koristi centralni kompozitni dizajn
(CCD), kada se uklju€uju u model i tacke koje se nalaze van eksperimentalnog prostora
(kocke) koju formiraju ugaone tacke potpunog faktorijalnog dizajna sa tri promenljive
(Del Castillo, 2007). Centralni kompozitni dizajn se sastoji iz punog faktorijalnog dizajna
sa 2X eksperimenata, aksijalnog (zvezdastog) dizajna sa 2k eksperimenata i ponavljanja u

centralnoj tacki, gde je k broj procesnih promenljivih. Aksijalne tacke se nalaze na

rastojanju a (+a = +Vk) od centralne tadke. U CCD se procesne promenljive ispituju
na pet nivoa: -a, -1, 0, +1 1 +a (slika 2.17). Ponavljanjem centralne tatke omogucava se

procena Ciste eksperimentalne greske.
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Slika 2.17. Grafi¢ko predstavljanje CCD sa 2 procesne promenljive X; 1 X>
(0=1,41) i kodiranim tackama: () tacke faktorijalnog dizajna; (o) aksijalne tacke i (O0)

centralna tacka (preuzeto i modifikovano iz (Bezerra et al., 2008))

Ukupni broj eksperimentalnih ponavljanja kod CCD iznosi
N =2k + 2k +n,

gde je N ukupan broj eksperimenata, k je broj promenljivih, a no je broj
ponavljanja u centralnoj tacki.

Nakon izvedenih eksperimenata primenom RSM dobija se matematicki model
kojim se opisuje zavisnost izlaznih i1 ulaznih promenljivih. Polinomi drugog reda se
koriste za opisivanje odabranih odziva kada je cilj da se pronade optimalno reSenje:

Y = Bo + T 1 BiXi + B By XF + I8 B XiX; (2.2.)

Gde je Y odziv sistema, X; i X; su procesne promenljive, fy je regresioni
koeficijent za odsecak, f: je regresioni koeficijent za linearni efekat, fj; je regresioni
koeficijent za kvadratni efekat i B je regresioni koeficijent za interakcioni efekat (Bas &
Boyaci, 2007; Bezerra et al., 2008; Montgomery, 2008). Grafickim prikazivanjem
jednacina se dobijaju odzivne povrSine (trodimenzionalne) ili konturni dijagrami
(dvodimenzionalni). Ovakav nacin prikazivanja odziva sistema omogucava lakse
vizuelno uocavanje uticaja razli¢itih ulaznih promenljivih, kao i njihovih odnosa na
izlazne promenljive (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005). Kada se posmatra uticaj vise
procesnih promenljivih odzivne povrSine se prikazuju u zavisnosti od dve procesne

promenljive, dok ostale promenljive imaju konstantne vrednosti (Bezerra et al., 2008).
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Evaluacija modela se vr$i primenom analize varijanse i tada se ocenjuje
adekvatnost i statisticka znacajnost modela. Adekvatnost modela se tumaci na osnovu
koeficijenta determinacije, koeficijenta varijacije, nedostatka fitovanja i1 vrednosti
adekvatne preciznosti. Koeficijent determinacije je mera odstupanja odzivne funkcije od
eksperimentalno dobijenih rezultata i ukoliko se dobiju vrednosti bliske jedinici smatra
se da postoji dobra korelacija izmedu modelom predvidenih i eksperimentalno dobijenih
rezultata. Koeficijent varijacije definiSe reproduktivnost modela i ako je manji od 10%,
moze se smatrati da je model pouzdan i reproduktivan (Karazhiyan et al., 2011). Ukoliko
je vrednost adekvatne preciznosti modela veéa od 4 smatra se da je signal adekvatan
(Arasi et al., 2016). Nedostatak fitovanja (eng. Lack od Fit) poredi rezidualnu gresku
(gresku ostataka) sa ,,Cistom* eksperimentalnom greSkom izracunatom iz replikacija u
centralnoj tacki i znacajan nedostatak fitovanja ukazuje na neadekvatan model.

Za odredivanje optimalnih vrednosti ispitivanih procesnih promenljivih
primenjuje se metoda Zeljene funkcije (eng. Disarability function concept, D). S obzirom
na to da nemaju svi odzivi jednak znac¢aj u optimizaciji, svakom od njih se dodeljuje prioritet,
od kojeg ¢e zavisiti 1 optimalne vrednosti parametara. Najmanje znacajnom odzivu dodeljuje
se vrednost prioriteta 1, a najznacajnijem 5 (Costa et al., 2011). Nakon definisanja optimalnih
uslova izvodi se eksperiment, koji predstavlja validaciju modela i nakon validacije dobijeni
rezultati se porede sa vrednostima izlaznih promenljivih koje je predvideo Desegn expert sa

95% intervalom predvidanja.
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3 CILJEVI RADA

Cilj ovog rada je dobijanje bioaktivnih ekstrakata iz otpada dobijenog preradom

lekovitog bilja primenom mikrotalasne ekstrakcije.

Specificni ciljevi se mogu podeliti na pet grupa:
Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz otpadnog lekovitog bilja
(jagorCevine, hajducke trave 1 rastavica) pomocu metode planiranog
eksperimenta, odnosno statisticke metode odzivne povrsine, uz pomo¢ Design
Expert softvera. U dobijenim ekstraktima je odreden sadrzaj ukupnih polifenola,
flavonoida i pracena je antioksidativna aktivnost, primenom dve metode, DPPH 1
FRAP. Mikrotalasna ekstrakcija je poredena sa klasicnom ekstrakcijom, u smislu
vremena koje je potrebno za ekstrakciju, potroSnje rastvaraca i prinosa bioaktivnih
jedinjenja.
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata dobijenih iz otpadnih lekovitih
biljaka pod optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije.
Ispitivanje prebiotske aktivnosti ekstrakata dobijenih iz otpadnih lekovitih biljaka
pod optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije.
Ispitivanje inhibitorne aktivnosti enzima acetilholinesteraze ekstraktima
dobijenim iz otpadnih lekovitih biljaka pod optimalnim uslovima mikrotalasne
ekstrakcije.
Optimizacija fermentacije otpadnog lekovitog bilja (jagorcevine, hajducke trave i
rastavi¢a) pomocu metode planiranog eksperimenta, odnosno statisticke metode
odzivne povrsine, uz pomoc¢ Design Expert softvera sa ciljem povecanja bioloske
aktivnosti 1 sadrZaja ukupnih polifenola u ekstraktima u odnosu na ekstrakte
dobijene pod optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije. Fermentacija je
vrSena mikroorganizmima sa GRAS statusom. U okviru ispitivanja bioloSke
aktivnosti odreden je sadrZaj ukupnih polifenola, flavonoida, antioksidativna
aktivnost (odredjivanjem DPPH i1 FRAP) kao i antimikrobna aktivnost 1 inhibicija

acetilholinesteraze.
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4 EKSPERIMENTALNI DEO

4.1

Materijal i oprema

U eksperimentima je koriS¢en slede¢i materijal 1 oprema:

Materijal:
Otpad dobijen preradom nadzemnog dela biljke hajducke trave iz Instituta za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢”, Beograd, Srbija. Veli¢ina Cestica
je bila u opsegu od 0,3 do 1,0 mm. U radu je kori$¢en otpad dobijen preradom
biljke koja je brana 2013. godine.
Otpad dobijen preradom nadzemnog dela biljke (sterilni izdanak) rastavica iz
Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢”, Beograd, Srbija.
Velicina Cestica je bila u opsegu od 0,5 do 1,2 mm. U radu je koriS¢en otpad
dobijen preradom biljke koja je brana 2012. 1 2016. godine.
Otpad dobijen preradom korena biljke jagorcevine, Institut za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢”, Beograd, Srbija. Veli¢ina Cestica je bila u
opsegu od 1 do 5 mm. U radu je koriS¢en otpad dobijen preradom biljke koja je

brana 2012. godine.

Mikrobioloske podloge:

Agar, ,, Torlak*, Beograd, Srbija

Kazein hidrolizat, ,, Torlak*, Beograd, Srbija
Kvascev ekstrakt, ,,Torlak®, Beograd, Srbija

Mesni ekstrakt, ,, Torlak*, Beograd, Srbija

Pepton, ,, Torlak*, Beograd, Srbija

Tripton soja bujon (TSB), ,,Torlak*, Beograd, Srbija

Mikroorganizmi:

Plesni: Aspergillus niger, Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides i
Fusarium graminearum
Patogeni indikatorski mikroorganizmi: Staphilococcus aureus ATCC 25923,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833, Listeria monocytogenes IM 2000,
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Candida albicans ATCC 10259, Escherichia coli ATCC 25922 1 Enterococcus
faecalis ATCC 29812

e Probiotski mikroorganizmi: Lactobacillus rhamnosus A7l 1 Sacsharomyces

boulardii (Saccharomyces cerevisiae var. boulardii HANSEN CBS 5926)
Hemikalije i reagensi:

e 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, CisH12NsOg), ,,Sigma -Aldrich®, Stajnhajm,
Nemacka

o 2.4 6-tripiridil-s-triazin (TPTZ, CisHi2Ng), ,,Sigma -Aldrich®, Stajnhajm,
Nemacka

e 5,5'-ditio-bis- (2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB, Ci4HsN20sS2), ,,Sigma-
Aldrich®,St. Louis, SAD

e Aluminijum-hlorid (AICL), ,,Sigma -Aldrich“, Stajnhajm, Nemacka

e Acetiltioholin-jodid (C7H16sNOSI), ,,Sigma-Aldrich*,St. Louis, SAD

e Acetilholinesteraza (AChE), ,,Sigma-Aldrich“,St. Louis, SAD

e Acetonitril, HPLC (C;H3N), ,,Sigma-Aldrich®,St. Louis, SAD

e Etanol 96% (C2HsOH), ,, Zorka farma“, Sabac, Srbija

e Folin-Ciocalteus reagens, ,,Merck®, Darmstadt, Nemacka

e Fosforna kiselina, HPLC (H3POs) ,,Sigma-Aldrich®,St. Louis, SAD

¢ Galna kiselina (C7HsOs), ,,Sigma -Aldrich®, Stajnhajm, Nemacka

e Glukoza (C¢H120s), ,,Moss & Hemoss*, Beograd, Srbija

e Gvozde-hlorid heksahidrat (FeCl3 x 6H20), ,,Amalytika, LTD®, Prag, Ceska
Republika

e Dikalijum-hidrogenfosfat (K:HPOs), ,,Superlab®, Beograd, Srbija

e Dinatrijum-hidrogenfosfat heptahidrat (NaxHPO4 x 7H»0), ,,Chemicals VWR*,
Leuven, Belgija

e Hlorovodonic¢na kiselina (HCI), ,,Zorka farma“, Sabac, Srbija

e Kvercetin (C15sH1007), ,,Sigma -Aldrich®, Stajnhajm, Nemacka

e Magnezijum-sulfata heptahidrat (MgSO4 x 7H20), ,,Merck®, Darmstadt, Nemacka

e Mangan-sullfat tetrahidrat (MgSO4 x H»0), ,,Moss & Hemoss*, Beograd, Srbija

e Metanol (CH30H), ,,Lach-Ner“, Neratovice, Ceska Republika

e Natrijum-acetat trihidrat (CH;COONa x 3Hz0), ,,Zdravlje*, Leskovac, Srbija
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Natrijum-dodecilsulfat (CH3(CH2)11SOsNa), ,,Sigma-Aldrich®,St. Louis, SAD
Natrijum-karbonat (Na>CO3), ,,Lach-Ner*, Neratovice, Ceska Republika
Natrijum-hidrohenfosfat monohidrat (NaH,PO4 x H>0), Merck-Alcaloid, Skopje,
Makedonija

Siréetna kiselina (C2H40»), ,,Lachema®, Brno, Ceska Republika
Triamonijum-citrat ((NH4)3CsHs07), Chemicals VWR, Leuven, Belgija

Oprema:

Analiti¢ka vaga (AJ100), ,,Mettler Toledo®, Svajcarska

Autoklav, ,,Sutjeska®, Srbija

Automatska mikropipeta (20 - 200 pl), ,,Brand*, Nemacka

Automatska mikropipeta (100 - 1000 pl), ,,Huawei, Kina

Automatska mikropipeta (1000 — 5000 pl), ,,LLG*, Nemacka

Centrifuga, ,,Sigma-Aldrich®, Nemacka

HPLC, Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific, Waltham, USA

Magnetna mesalica (Heidolph MR 3001), ,,Sigma -Aldrich*, Nemacka
Mikroskop (Axio Imager Al), ,,Carl Zeiss Microlmaging GmbH. “, Nemacka
Mikrotalasna pe¢ (MC7849HS), ,,LG*, Juzna Koreja

Mikrotalasna pe¢ (MWD321/WH), ,,WHIRLPOOL*, Kina

pH metar, ,,InoLab pH 720%, Nemacka

Tehnicka vaga, ,,Mettler AJ100%, Svajcarska

Turbidimetar (DEN-1B), ,,Grant instruments*, Engleska

UV/Vis spektrofotometar ultrospec 3300 pro, ,,Amersharm Bioscience®,
Australija

Vakuum pumpa (V-700), ,,Biichi®, Svajcarska

Vakuum uparivac, ,,Biichi®, Svajcarska

Vazdusna tresilica (KS 4000 i control), ,,JKA*, Nemacka

Vlagomer, ,,Kern”, Nemacka

Vorteks, ,,IKA®“, Nemacka
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4.2 Metode
4.2.1 Priprema uzoraka
4.2.1.1 Priprema otpadnih lekovitih biljaka

Otpadne lekovite biljke (jagorcevina, hajducka trava i rastavi¢) su dobijene iz
proizvodnog pogona za preradu lekovitih biljaka iz Instituta za proucavanje lekovitog
bilja ,,Dr Josif Panci¢”, Beograd, Srbija. U biljnom materijalu je odreden sadrzaj vlage
pomocu vlagomera i materijal je ¢uvan u mraku, na sobnoj temperaturi u papirnim

kesama.
4.2.2 Ekstrakcija polifenola
4.2.2.1 Mikrotalasna ekstrakcija polifenola iz otpadnog lekovitog bilja

MAE bioaktivnih jedinjenja iz otpadnog lekovitog bilja je izvedena pomocu
mikrotalasne pe¢nice. U erlenmajer od 250 ml je odmereno 3 g uzorka, a zatim je dodata
1 definisana koli¢ina rastvaraca. Ekstrakcija je izvrSena prema planiranom eksperimentu
u kom su promenljive: vreme ekstrakcije, zapremina rastvaraca, koncentracija rastvaraca
1 snaga mikrotalasa. Nakon ekstrakcije je merena temperatura ekstrakta, a zatim je
ekstrakt odvojen od biljnog materijala filtriranjem pomoc¢u vakuum pumpe. Ekstrakt je

¢uvan u frizideru (4 °C) 1 koriS¢en za dalje analize.
4.2.2.2 Klasicna metoda ekstrakcije polifenola iz otpadnog lekovitog bilja

Klasi¢na ekstrakcija polifenola iz otpadnog lekovitog bilja je izvedena u cilju
poredenja sa MAE. U erlenmajer je izmereno 30 g otpada dobijenog od lekovitog bilja i
dodato 300 ml 70% vodenog rastvora etanola. Ekstrakcija je izvedena na sobnoj
temperaturi, tokom 2 h, uz konstantno mesanje. Nakon ekstrakcije izvrSeno je razdvajanje
ekstrakta od taloga (centrifugiranjem u toku 10 min, 4500 obrtaja/minut). Dobijeni
supernatant je odvojen, a talog je koriS¢en za reekstrakciju sa 150 ml 70% etanola, na
sobnoj temperaturi u toku 2 h (Yen et al., 2005). Nakon reekstrakcije, ponovljen je
postupak razdvajanja ekstrakta od taloga i dobijeni supernatant je dodat prethodnom.

Ekstrakt je cuvan u frizideru (4 °C) 1 koriS¢en za dalje analize.
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4.2.3 Fermentacija otpadne hajducke trave (A. millefolium) i rastaviéa (E.

arvense) mikroorganizmima L. rhamnosus i S. boulardii

Postupak priprema inokuluma za fermentaciju supstrata:

Kultura L. rhamnosus A71 je Cuvana na MRS plo¢i na 5 °C, a za potrebe
eksperimenta je aktivirana u MRS bujonu inkubacijom na 37 °C. Kultura S. boulardii
(Saccharomyces cerevisiae var. boulardii HANSEN CBS 5926) je ¢uvana na TSA ploci,
a aktivirana je u TSB hranljivoj podlozi inkubacijom na 37 °C. Prekono¢ne sveze kulture
su se koristile za inokulacije supstrata.

Postupak fermentacije supstrata:

U erlenmajere od 100 ml je odmereno 3 g uzorka otpadnog rastaviéa ili hajducke
trave, a zatim je dodata definisana zapremina smeSe hranljive podloge i vode (MRS
podloga je dodata za rast L. rhamnosus, a TSB zarast S. boulardii). Fermentacija je vrSena
prema planiranom eksperimentu u kome su promenljive bile: vreme fermentacije,
koncentracija inokuluma, koncentracije hranljive podloge i odnos te¢ne prema ¢vrstoj
fazi. Kada je u fermentaciji koriS¢ena bakterija L. rhamnosus, proces je izvoden na 37 °C,
a kada je koriS¢en kvasac S. boulardii na 30 °C. Nakon fermentacije polifenoli su
ekstrahovani prema optimalnim uslovima primenom MAE. Ekstrakt je odvojen
filtriranjem pomocu vakuum pumpe i ekstrakt je ¢uvan u frizideru (4 °C) 1 koriS¢en za

dalje analize.
4.2.4 Uparavanje ekstrakta

Da bi se dobili ekstrakti veée koncentracije, oni su uparavani u vakuum
uparivacu na temperaturi 60 °C 1 pritisku 150 mbar. Nakon uparavanja u dobijenim
koncentrovanim ekstraktima je odreden sadrzaj suve materije. Dobijeni ekstrakti su
koriS¢eni u ispitivanju stimulacije rasta probiotskih kultura i inhibicije rasta patogenih

kultura.
4.2.5 Karakterizacija ekstrakata
4.2.5.1 Prinos ekstrakcije

Prinos ekstrakcije je odreden u odnosu na sadrZaj suve materije u ekstraktima 1

sadrzaj suve materije pocetnog uzorka, prema slede¢oj formuli:
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, ..M sm
Prinos ekstrakcije ( gs'm'ek“mkta/gsmuzorka) ===

4.1)

smy,

smy — sadrzaj suve materije u poc¢etnom uzorku (g)

sme — sadrzaj suve materije u ekstraktu (mg).

Nakon odredivanja prinosa ekstrakcije, svi uzorci su standardizovani
razblazivanjem odgovaraju¢im rastvaraCem do 1 mg s.m. ekstrakta/ml i Cuvani su u

frizideru na 4 °C.
4.2.5.2 Sadriaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je odreden prema modifikovanoj
Folin-Ciocalteu metodi (Singleton & Rossi, 1965). Metoda se zasniva na redukovanju
Folin-Ciocalteu reagensa (smeSa fosfovolframove (H3PWi2040) 1 fosfomolibdenske
kiseline(H3PMo012040)) u blago alkalnim uslovima u prisustvu polifenolnih jedinjenja.
Tada nastaje smeSa volfram-oksida (Ws023) i molibden-oksida (MogO23), koja je
intenzivne plave boje, a intenzitet se odreduje spektrofotometrijski na 750 nm (Ajila et
al., 2011).

Reagensi:

o 15% NaxCOs: 15 g Na;CO:s je rastvoreno u 100 ml destilovane H2O;
¢ Folin-Ciocalteu reagens.

Postupak:

U 100 pl uzorka koncentracije 1 mg s.m./ml je dodato 500 pul Folin-Ciocalteu
reagensa 1 6 ml destilovane vode i smeSa je snazno promuckana 1 min. Nakon toga je
dodato 2 ml 15% rastvora Na;CO3, smesa je promuckana jos 30 s i rastvor je dopunjen
do 10 ml destilovanom vodom. Nakon 2 h inkubacije u mraku, apsorbancija je merena na
750 nm na spektrofotometru. Slepa proba je pripremana istovremeno sa uzorcima, a
umesto uzoraka je koriS¢en odgovarajuéi rastvarac. Rezultati su izraCunati pomocu
standardne prave i izraZeni su kao miligrami ekvivalenta galne kiseline (eng. Gallic acid
equivalents, GAE) po gramu suve materije ekstrakta.

Priprema standardne prave:

Za pripremu standardne prave koriS¢en je rastvor galne kiseline (od 1 do 1500
mg/l), koji je koris¢en umesto uzorka u opisanoj Folin-Ciocalteu metodi. 1z odredenih

ekstinkcionih vrednosti konstruisana je prava, pomocu softvera OriginPro® v8.0 (slika 4.1).
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Dobijena jednacina standardne prave

je:

Y =0,00115X 4.2)
R? = 0,9984

Y — apsorbancija uzorka (750nm)
X — koncentracija polifenola (mg

GAE/)

Apsorbancija, 750 nm

Koncentracija galne kiseline, mg/I

Slika 4.1. Standardna prava za odredivanje sadrZaja polifenola u ekstraktima
4.2.5.3 Sadriaj flavonoida u ekstraktima

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima je odreden koriS¢enjem prethodno opisane
metode (Meda et al., 2005). Za odredivanje sadrzaja flavonoida koristi se
spektrofotometrijska metoda koja se zasniva na formiranju stabilnog kompleksa koji
grade aluminijum hlorid (AICI3), C4 keto grupa i C3 ili C5 hidroksilna grupa flavona ili
flavonola (Chang et al., 2002).

Reagensi:

e 2% rastvor AICl;3 u CH30H: 2 g AlClsje rastvoreno u 100 ml CH30H.

Postupak:

U 1 ml ekstrakta koncentracije 1 mg s.m./ml je dodat 1 ml 2% rastvora AlICl3 u
metanolu 1 sadrzaj je promuckan. Nakon 10 min inkubacije u mraku apsorbancija je
merena na spektrofotometru na 415 nm uz slepu probu. Slepa proba je pripremljena
istovremeno sa uzorcima, a sadrzala je 1 ml ekstrakta i 1 ml metanola. Rezultati su
izraunati pomocu standardne prave i izraZeni su kao miligrami ekvivalenta kvercetina
(eng. Quercetin equivalents, QE) po gramu suve materije ekstrakta (mg QE/g)

Priprema standardne prave:

Za pripremu standardne prave je koriS¢en rastvor kvercetina (od 2,5 do 50 mg/1)
umesto uzoraka u opisanoj metodi za odredivanje flavonoida. Za konstruisanje
standardne prave iz ocitanih ekstinkcionih vrednosti je koris¢en softver OriginPro® v8.0

(slika 4.2).
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Dobijena jednacina standardne prave

je:

Y =0,0451X (4.3.)
R? =0,9971

Y — apsorbancija uzorka (415 nm)

X — koncentracija flavonoida (mg

QE/)

Apsorbancija, 415 nm
o O 0 0O O O 2 A a4 a a NN NN

Koncentracija kvercetina, mg/1

Slika 4.2. Standardna prava za odredivanje sadrzaja flavonoida u ekstraktima
4.2.5.4 Antioksidativna aktivnost

U ekstraktima je merena antioksidativna aktivnost koriS¢enjem dve metode:

ispitivanjem sposobnosti neutralizacije DPPH radikala i FRAP metodom.

4.2.5.4.1 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ispitivanjem sposobnosti neutralizacije

DPPH radikala

Sposobnost neutralizacije DPPH radikala je odredena po prethodno opisanoj
metodi (Lee et al., 1998). DPPH je stabilni azotni radikal, koji ima nesparen valentni
elektron na jednom azotovom atomu (Sharma & Bhat, 2009). DPPH radikal se prilikom
reakcije sa donorom vodonikovog atoma redukuje do DPPH-H $to dovodi do promene
boje iz ljubicaste u Zutu (slika 4.3). Intenzitet promene boje se odreduje
spektrofotometrijski na 517 nm. Rezultati u ovoj metodi se izraZzavaju kao procenat
inhibicije DPPH radikala, ili kao ICso, $to je koncentracija uzorka koja neutraliSe 50 %

DPPH radikala (Tirzitis & Bartosz, 2010).
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DPPH radikal redukovani DPPH

Slika 4.3. Redukcija DPPH stabilnog radikala sa donorom vodonikovog atoma
do DPPH-H (preuzeto 15.07.2016. i modifikovano sa (http://www.damocos.co.kr))

Reagensi:

e 0,2 mM DPPH: 0,0078 g DPPH (M=349,32 g/mol) je rastvoreno u 100 ml
CH;0H;

e CH3;0H.
Postupak:

U 50 pl ekstrakta, kome je podeSena koncentracija na 1 mg s.m./ml, dodato je
3,95 ml metanola i 1 ml 0,2 mM rastvora DPPH u metanolu. Sadrzaj epruvete je snazno
promuckan. Nakon 30 min inkubacije u mraku izmerena je apsorbancija na 517 nm uz
¢ist methanol kao slepu probu. Uporedo je pripremljen i kontrolni uzorak, koji je umesto
ekstrakta sadrzao odgovarajuci rastvarac.

Rezultati su izraZeni kao procenti inhibicije, odnosno neutralizacije slobodnih

DPPH radikala u odnosu na kontrolni uzorak i ra¢unati su prema slede¢oj jednacini:
Inhibicija = 2Z£=2Y % 100y (4.4)
Ak

gde su Ak — apsorbancija kontrolnog uzorka 1 Ay — apsorbancija uzorka.

Vrednosti ICso (koncentracije uzoraka koje su potrebne za inhibiciju 50%
pocetne koli¢ine DPPH radikala) su dobijene na osnovu dijagrama zavisnosti inhibicije
DPPH radikala od koncentracije suve materije u ekstraktu. U tim eksperimentima je
koncentracija suve materije u ekstraktu bila u rasponu od 0,1 do 20 mg/ml. ICso vrednosti

su potom izracunate koris¢enjem softvera OriginPro® v8.0.
4.2.5.4.1.1 FRAP (eng. ferric reducing antioxidant power) metoda
FRAP metoda je izvedena prema standardnoj proceduri uz manje modifikacije

(Szollost & Varga, 2002). FRAP metoda se zasniva na sposobnosti fenolnih supstanci

rastvorenih u vodi da redukuju Fe** do Fe?" u kiseloj sredini (pH 3,6). Redukcijom
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kompleksa  gvozde(Ill)-2.4,6-tripiridil-s-triazin ~ [Fe**-TPTZ] nastaje  kompleks
gvozde(I)-2,4,6-tripiridil-s-triazin [Fe**-TPTZ] koji je plavo obojen i &iji se apsorpcijski
maksimum oc¢itava na 593 nm.

Reagensi:

e Radni FRAP rastvor se sastojao od 300 mM acetatnog pufera (pH 3,6), 10 mM
rastvora TPTZ u 40 mM HCI i 20 mM rastvora FeCls x 6H20, u odnosu 10:1:1
(V/IVIV);

e 300 mM acetatni pufer (pH 3,6): 3,1 g CH3:COONa x 3H»O 3,1 g natrijum-acetata
trihidrata 1 16 ml glacijalne siréetne kiseline (CH3COOH) je dopunjeno
destilovanom vodom do 11;

e 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin): 0,031 g TPTZ je rastvoreno u 10 ml 40
mM HCI;

e 40 mM HCI: 3.31 ml koncentrovane HCI dopunjeno je destilovanom vodom do 1
L;

e 20 mM FeCls x 6H20: 0,054 g FeCI3 x 6H>0 rastvoreno je u 10 ml destilovane
vode.

Postupak:

U 150 pl ekstrakta, kome je podesSena koncentracija na 1 mg s.m./ml, dodato je
4,5 ml radnog FRAP rastvora (koji je uvek pripreman svez). Kao slepa proba koris¢en je
FRAP rastvor. Nakon 5 min inkubacije u mraku apsorbancija je merena na 593 nm.
Rezultati su raunati pomocu standardne prave i izrazavani kao koncentracija Fe**
mmol/l.

Priprema standardne prave:

Za pripremu standardne prave kori$¢en je rastvor gvozde(Il)-sulfata (FeSO4 od
0,2 do 1 mmol/l), koji je u opisanoj metodi koris¢en umesto uzorka. Na osnovu
ekstinkcionih vrednosti konstruisan je grafik pomocu softvera OriginPro® v8.0 (slika
4.4).
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Slika 4.4. Standardna prava za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakta

koris¢enjem FRAP metode
4.2.5.5 Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata je odredivana metodom difuzije u
bunar¢i¢ima, a minimalna inhibitorna koncentracija je odredena mikrodilucionom
tehnikom sa resazurinom, kao indikatorom celijskog rasta. Antifungalana aktivnost

biljnih ekstrakata je odredivana metodom dilucije u agaru.
4.2.5.5.1 Metoda difuzije u bunarcic¢ima

Antimikrobna aktivnost ekstrakata iz otpadnog lekovitog bilja je radena sa
patogenim sojevima iz mikrobioloSke laboratorije TehnoloSko-metalur§kog fakulteta u
Beogradu: Staphilococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833,
Listeria monocytogenes IM 2000, Candida albicans ATCC 10259, Escherichia coli
ATCC 25922 i Enterococcus faecalis ATCC 29812.

Reagensi:

TSA hranljiva podloga: 30 g gotove tripton soja podloge se rastvori u 1 1
destilovane vode, doda se 6 g kvas€evog ekstrakta (tako da krajnja koncentracija bude
0,6%) 1 16 g agara. Podloga je kuvana 15 min, a zatim je sterilisana u autoklavu 30 min
na 120 °C.

Soft TSA: 30 g gotove podloge se rastvori u 1 1 destilovane vode, doda se 6 g
kvascevog ekstrakta (tako da krajnja koncentracija bude 0,6%) i 6 g agara. Podloga je

kuvana 15 min, a zatim je sterilisana u autoklavu 30 min na 120 °C.
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Postupak:

Prekonoéne kulture testiranih mikroorganizama se razblaze do 10% CFU/ml
(turbidimetrijskom metodom je broj celija standardizovan na 0,5 McFarlanda, Sto
odgovara broju 1,5 x 103 CFU/ml ) i 0,2 ml razblaZenog inokuluma se doda u 6 ml soft
agara. Ovim se prelije sterilna tripton soja agarna podloga (TSA) na koju su postavljeni
prstenovi preénika 6 mm. Nakon stezanja soft agara izvade se prstenovi i u formirane
bunarcic¢e se sipa 50 pul ekstrakta koncetracije 100 mg/ml. PloCe se ostave na sobnoj
temperaturi 30 min da bi se omogucilo difundovanje ekstrakta, nakon ¢ega se inkubiraju
24 h na 37 °C. Antimikrobna aktivnost se izrazava kao prec¢nik zone inhibicije, koji se

meri u milimetrima, ukljucujuéi i precnik bunarcica.

4.2.5.5.2 Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije mikrodilucionom metodom

sa resazurinom kao indikatorom

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) biljnih ekstrakata
koriSéena je mikrodiluciona metoda, sa resazurinom kao indikatorom ¢elijskog rasta.
Metoda se zasniva na promeni boje iz ljubicaste u roze ili bezbojnu. Promena boje se
desava jer resazurin, koji je ljubicasto obojen, redukuju ¢elije do resorufina, koji je roze
boje. Dalje se resorufin moZe da redukuje do hidroresorufina koji je bezbojan. Svaka
promena boje iz ljubicaste u roze ili bezbojnu ocenjuje se kao pozitivna 1 indikacija je
postojanja mikrobnog rasta. Najniza koncentracija pri kojoj nije doslo do promene boje
se uzima za MIC vrednost (Gahlaut & Chhillar, 2013; Sarker et al., 2007).

Reagensi:

e Resazurin rastvor: 270 mg resazurina se rastvori u 40 ml destilovane vode i
profiltrira kroz 0,45 um membranski filter;

e TSB hranljiva podloga: 30 g gotove podloge se rastvori u 1 1 destilovane vode,
doda se 6 g kvascevog ekstrakta (tako da krajnja koncentracija bude 0,6%).
Ukoliko se pravi agar, podlozi se doda 16 g agara. Podloga je kuvana 15 min, a
zatim je sterilisana u autoklavu 30 min na 120 °C.

Postupak:

U sve bunarcic¢e mikrotitarske ploce je sipano 100 pl hranljive podloge (TSB), a
nakon toga je u prvu kolonu dodato 100 pl biljnog ekstrakta koncentracije 20 mg s.m./ml.

Serija dvostrukih razblazenja je postignuta prenosenjem 100 pl smese podloge i ekstrakta
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u sledecu kolonu, tako da krajnja zapremina u svakom bunar¢i¢u bude 100 pl.
Napravljeno je 8 serija razblazenja tako da je koncentracija biljnog ekstrakta varirala u
opsegu od 0,16 do 20 mg s.m./ml. Nakon toga je dodato 10 pl bakterijske suspenzije, tako
da krajnja koncentracija bude 5 x 10° CFU/ml. Od prekono¢nih kultura ispitivanih sojeva
bakterija uzgajanih na hranljivoj podlozi, napravljene su bakterijske suspenzije i
turbidimetrijskom metodom je broj celija standardizovan na 0,5 McFarlanda, Sto
odgovara broju 1,5 x 10® CFU/ml. Nakon toga je dodato 10 pl rastvora resazurina.
Paralelno sa uzorcima su pripremane i kontrole. Pozitivna kontrola sadrzala je 100 pl
TSB podloge, 10 ul resazurina i 10 pl bakterijske suspenzije, a negativna kontrola je
sadrzala 50 ul TSB podloge, 50 ul ekstrakta, 10 ul resazurinai 10 ul TSB podloge, umesto
bakterijske suspenzije. Mikrotitarske ploce su inkubirane 24 h na 37 °C. Nakon zavrSene
inkubacije utvrdena je minimalna inhibitorna koncentracija, vizuelno na osnovu boje.
Svaka promena boje iz ljubi€aste u roze ili bezbojnu ocenjena je kao pozitivna. NajniZa

koncentracija pri kojoj nije doslo do promene boje je uzeta za MIC vrednost.
4.2.5.5.3 Antifungalna aktivnost

Antifungalna aktivnost biljnih ekstrakata je ispitivana na fitopatogenim plesnima
Aspergillus niger 1 tri vrste iz roda Fusarium: F. proliferatum, F. verticillioides i F.
graminearum. KoriS¢ena je metoda dilucije u agaru, a antifungalna aktivnost je
odredivana na osnovu zone inhibicije, u odnosu na kontrolni netretirani uzorak (Sanit,
2016).

Reagensi:

e ISP hranljiva podloga: 5 g hidrolizata kazeina i 3 g kvaScevog ekstrakta je
rastvoreno u 1 I destilovane vode i dodato je 16 g agara. Podloga je prvo kuvana
15 min, a zatim je sterilisana u autoklavu 30 min na 120 °C.

Postupak:

U sterilisan i otopljeni ISP agar dodate su razliite zapremine ispitivanih
ekstrakata, da bi se postigle finalne koncentracije u agaru u opsegu od 0,25 do 5,0 mg
s.m./ml. Nakon homogenizacije i ocvrS€avanja podloge naneto je 5 pL suspenzije
ispitivanih spora plesni u koncentraciji od 10° spora/ml (u fiziolo§kom rastvoru). Broj

spora je odreden brojanjem spora na mikroskopu u Neubaerovoj komori za brojanje spora.
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Nakon inkubacije na temperaturi od 28°C, 48 h, odredivana je inhibicija rasta na osnovu

merenja zone rasta plesni u odnosu na kontrolni uzorak (bez inhibitora) prema formuli:
Inhibicija = 2E~U % 100y (4.6.)
Rk

Gde je R precnik zone rasta izraslih plesni na kontrolnoj Petri Solji i Ry pre¢nik

zone rasta izraslih plesni na Petri Solji sa ispitivanim ekstraktom.
4.2.5.6 Odredivanje prebiotske aktivnosti biljnih ekstrakata

Uticaj dodatka biljnih ekstrakata na rast probiotskih mikroorganizama L.
rhamnosus 1 S. boulardii je ispitan u te¢noj hranljivoj podlozi. Prebiotska aktivnost je
odredena na osnovu razlike u broju izraslih kolonija na Petri Soljama koje su sadrzale
biljni ekstrakt i kontrolnim, koje su sadrzale samo odgovarajucu hranljivu podlogu.

Reagensi:

e MRS hranljiva podloga: U 1 1 destilovane vode se rastvori 10 g peptona, 10 g
mesnog ckstrakta, 5 g kvaScevog ekstrakta, 20 g glukoze, 2 g KoHPO4, 5 g
CH3COONa, 2 g (NH4)3CsHsO7 1 5 ml rastvora soli. Rastvor soli se priprema
rastvaranjem 5,75 g MgSO4 x 7TH20 1 1,06 g MnSO4 x H20 u 50 ml destilovane
vode. Ukoliko se pravi agar, na 1 1 podloge se doda 16 g agara. Podloga je kuvana
15 min, a zatim je sterilisana u autoklavu 30 min na 120 °C.

e TSB hranljiva podloga: 30 g gotove podloge se rastvori u 1 I destilovane vode,
doda se 6 g kvaSCevog ekstrakta (tako da krajnja koncentracija bude 0,6%).
Ukoliko se pravi agar, podlozi se doda 16 g agara. Podloga je kuvana 15 min, a
zatim je sterilisana u autoklavu 30 min na 120 °C.

Postupak:

U 2 ml sveZe 1 sterilisane MRS 1 TSB hranljive podloge su dodati ekstrakti
lekovitih biljaka, tako da njihova krajnja koncentracija bude u opsegu od 0,5 do 5 mg/ml.
Prekonoéne kulture testiranih mikroorganizama su razblazene do 10% CFU/ml
(turbidimetrijskom metodom je broj celija standardizovan na 0,5 McFarlanda, Sto
odgovara broju 1,5 x 10® CFU/ml i ) i podloge su inokulisane tako da krajnja
koncentracija bude 5 x 10° CFU/ml. Uzorci su inkubirani 24 h na 37 °C. Paralelno sa
uzorcima je inkubirana i kontrola, koja nije sadrzala biljni ekstrakt. Nakon inkubacije je
napravljena serija razblaZzenja i u sterilnu Petri Solju je otpipetiran 1 ml odgovarajuceg

razblaZenja koji je preliven sa 10 ml sterilisane 1 otopljene MRS podloge za L. rhamnosus
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i TSA podloge za S. boulardii. Solje su inkubirane na 37 °C, 24 h, nakon &ega je odredivan
uticaj biljnih ekstrakata na rast oba mikroorganizma brojanjem izraslih kolonija na
uzrcima koji su sadrzali biljni ekstrakt u odnosu na kontrolni uzorak bez ekstrakta. Svi

eksperimenti su uradeni u triplikatu.
4.2.5.7 Inhibicija acetilholinesteraze

Inhibicija acetilholinesteraze (AChE) je odredena na osnovu prethodno opisane
Elmanove procedure (Ellman et al., 1961).
Reagensi:

50 mM fosfatni pufer, pH 8: 0,40 g NaH,PO4xH>0 1 12,61 g Na2HPO4x7H>O se

rastvori u 1 1 destilovane vode;

e Acetiltioholin-jodid: 217 mg je rastvoreno u 10 ml destilovane vode;

e DTNB (5,5'-ditio-bis- (2-nitrobenzoeva kiselina)): 39,6 mg DTNB i 15 mg
NaHCO:3 je rastvoreno u 10 ml 50 mM fosfatnog pufera pH §;

e 10 mM SDS (natrijum-dodecilsulfat CH3(CH2)1:1SO4Na): 28,8 mg SDS je
rastvoreno u 10 ml destilovane vode;

e Enzim AChE aktivnosti od 2 do 2,5 [U/ml: 1,17 mg enzima AChE ukupne
aktivnosti 425,94 IU/mg je rastvoreno dejonizovanom vodom.

Postupak:

U 545 pl 50 mM fosfatnog pufera pH 8 je dodato 65 pl ispitivanog biljnog
ekstrakta tako da krajnja koncentracija bude 10, 100, 500 i 1000 pg/ml i tome je dodato
10 pl enzima (aktivnosti od 2 do 2,5 IU/ml), tako da je krajnja koncentracija enzima bude
0,03 — 0,038 IU/ml. Smesa je inkubirana na 37 °C 20 min. Nakon toga je dodato 20 pl
DTNB 1 10 pl supstrata (acetiltioholin-jodida) i smesa je inkubirana jo$§ 8 min. Reakcija
je zaustavljena dodatkom 50 pl 10 mM SDS.

Smesa supstrata (acetiltioholin-jodida) i reagensa za bojenje 5,5'-ditio-bis- (2-
nitrobenzoeva kiselina, DTNB se dodaje enzimu, nakon Cega nastaje zuto obojeni
proizvod 5-tio-2-nitrobenzoata, koji je formiran u reakciji tioholina (proizvod enzimske
hidrolize acetiltioholin-jodida) i DTNB, ¢ija se apsorbancija meri spekrofotometrijski na

412 nm. Procenat inhibicije AChE se izracunava prema slede¢oj jednacini:

L Ag-A
Inhibicija = AKK_—AZ X 1000 (4.7.)
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Gde su Ak apsorbancija kontrole, Ay apsorbancija uzorka i As apsorbancija slepe
probe. Slepa proba je pripremljena prema istoj proceduri kao i uzorak od 620 pl fosfatnog
pufera, 20 ul DTNB i1 10 pl acetiltioholin-jodida, dok je kontrola sadrzala 610 pnl
fosfatnog pufera, 10 ul enzima AChE 1 20 ul acetiltioholin-jodida, takode prema istoj

proceduri. Svi eksperimenti su uradeni u triplikatu.
4.2.5.8 HPLC analiza biljnih ekstrakata

Analiza biljnih ekstrakata, dobijenih nakon klasi¢ne i MAE, je izvrSena teCnom
hromatografijom pod visokim pritiskom (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), po metodi Vitalini i saradnika (Vitalini et al., 2016). Svi uzorci
su pre analize profiltrirani kroz 0,22 pm membranski filter. Za hromatografsko
razdvajanje je koriS¢ena Hypersil gold C18 kolona, 150 mm x 4,6 mm, 5 um. Injektirano
je 20 pul, a hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 310 1 350 nm. Kao mobilna
faza kori$c¢en je sistem rastvaraca: A — 0,1% fosforna kiselina u vodi i B — 0,1% fosforna
kiselina u acetonitrilu, pri protoku od 1 ml/min. Linearni gradijent je zapocet sa 10% B

do 60% B u 60. min.

4.2.6 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola sa antioksidativnom

aktivnoséu iz otpadne jagorcevine (P. veris).

Za optimizaciju ekstrakcije polifenola iz otpadne jagorcevine koriS¢en je
centralni kompozitni dizajn (CCD). Pregledom literature su izabrani parametri koji uti¢u
na MAE polifenola iz otpadne jagorcevine (Dahmoune et al., 2013). Izabrane procesne
promenljive su bile: vreme ekstrakcije (A), koncentracija etanola (B), odnos rastvaraca i
suve materije uzorka (odnos rastvara¢/Cvrsta faza) (C) i snaga mikrotalasa (D) (tabela
4.1). Ispitan je njihov uticaj na dva izlaza: prinos ekstrakcije (Y1) i1 sadrzaj ukupnih
polifenola u ekstraktu (Y2). Procesne promenljive vreme ekstrakcije, koncentracija
etanola 1 odnos rastvara¢/Cvrsta faza su bile definisane kao kontinualne promenljive sa
pet vrednosti, dok je snaga mikrotalasa bila definisana kao diskretna promenljiva sa dve
vrednosti. Planirani eksperiment se sastojao od 34 eksperimentalne tacke (16

faktorijalnih, 12 aksijalnih 1 6 centralnih) (tabela P-1.1).

72



Tabela 4.1. Stvarne i kodirane vrednosti procesnih promenljivih

Grani¢ne vrednosti
-1 0 +1  Aksijalne (-a) Aksijalne (+a)

Procesna promenljiva

A: Vreme ekstrakcije (s) 60 120 180 19 221
B: Koncentracija etanola (%) 20 45 70 3 ]7
C: Odnos rastvarac/¢vrsta 20 35 50 10 60
faza (ml/g)

D: Snaga mikrotalasa (W) 170 340

Dobijeni rezultati su analizirani pomocu softvera Design expert i modelovani su
jednacinom drugog reda

Y =ap+ Xig ay X7+ Xy Bei i XiXyj (4.8.)

Gde je Y zavisna promenljiva, odnosno izlaz, oo konstanta, o; linearni
koeficijent, aii kvadratni koeficijent i aij koeficijent interakcije, a X; i Xj su procesne
promenljive. Iz dobijene jednacine su eliminisani ¢lanovi koji statisticki nisu bili znacajni

(p = 0,050) 1 dobijen je redukovani oblik jednacine.

4.2.7 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola, flavonoida sa
antioksidativnom aktivno§éu iz otpadne hajducke trave (A.

millefolium)
4.2.7.1 Odredivanje opsega vrednosti procesnih promenljivih

Da bi se definisali opsezi u okviru kojih su varirane vrednosti procesnih
promenljivih, koji su dalje koriS¢eni za optimizaciju procesa ekstrakcije polifenola iz
otpadne hajducke trave, izvedeni su eksperimenti u kojima se ispitivao uticaj jednog
faktora na sadrZaj polifenola u ekstraktu, vrednosti tog parametra su varirane, dok su
vrednosti ostalih faktora bile konstantne. Te konstantne vrednosti za vreme ekstrakcije,
koncentraciju etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza i1 snagu mikrotalasa, su iznosile 60 s,

50%, 30 ml/g i 170 W.

4.2.7.2 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola i flavonoida sa

antioksidativnom aktivno$cu iz otpadne hajducke trave (A. millefolium)

Za optimizaciju ekstrakcije polifenola i flavonoida iz otpadne hajducke trave

koriSéen je centralni kompozitni dizajn (CCD). Na osnovu rezultata eksperimenta u kom
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su pojedinac¢no varirane promenljive izabrani su opsezi procesnih promenljivih (tabela
4.2): vreme ekstrakcije (A), koncentracija etanola (B), odnos rastvaraca i suve materije
uzorka (odnos rastvarac/Cvrsta faza) (C) i snaga mikrotalasa (D). Ispitan je njihov uticaj
na pet izlaza: prinos ekstrakcije (Y1), sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (Y>), sadrzaj
flavonoida u ekstraktu (Y3), neutralizacija DPPH radikala (Y4) i FRAP aktivnost ekstrakta
(Ys). Procesne promenljive vreme ekstrakcije, koncentracija etanola i1 odnos
rastvarac/Cvrsta faza su bile definisane kao kontinualne promenljive sa pet vrednosti, dok
je snaga mikrotalasa bila definisana kao diskretna promenljiva sa dve vrednosti. Planirani
eksperiment se sastojao od 34 eksperimentalne tacke (16 faktorijalnih, 12 aksijalnih 1 6

centralnih) (tabela P-1.2).

Tabela 4.2. Stvarne i1 kodirane vrednosti procesnih promenljivih

Grani¢ne vrednosti
-1 0 +1  Aksijalne (-a) Aksijalne (+a)

Procesna promenljiva

A: Vreme ekstrakcije (s) 20 30 40 13 47
B: Koncentracija etanola (%) 60 70 80 53 87
C: Odnos rastvarac¢/¢vrsta 20 30 40 13 47
faza (ml/g)

D: Snaga mikrotalasa (W) 170 340

Dobijeni rezultati su analizirani pomocu softvera Design expert 1 modelovani su
jednacinom drugog reda:

Y =g+ Xl XP + X, Xici @i XX (4.9.)

gde je Y zavisna promenljiva, odnosno izlaz, oo konstanta, a; linearni koeficijent,
aii kvadratni koeficijent 1 ajj koeficijent interakcije, a Xi 1 Xj su procesne promenljive. 1z
dobijene jednacine su eliminisani ¢lanovi koji statisticki nisu bili znacajni (p > 0,050) i

dobijen je redukovani oblik jednacine.

4.2.8 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola sa antioksidativnom

aktivno$¢u iz otpadnog rastavica (E. arvense)
4.2.8.1 Odredivanje opsega vrednosti procesnih promenljivih

Kao 1 kod optimizacije ekstrakcije polifenola iz otpadne hajducke trave, 1 u ovom

delu eksperimenta, pre optimizacije ekstrakcije polifenola iz otpadnog rastavica, izvedeni

74



su eksperimenti €iji je cilj bio odredivanje opsega vrednosti procesnih promenljivih. Ti
opsezi su naknadno kori$¢eni za optimizaciju ekstrakcije polifenola i dobijanje ekstrakta
sa maksimalnim sadrzajem polifenola, koji pokazuje maksimalnu antioksidativnu
aktivnost. Varirane su vrednosti jednog faktora, dok su ostali faktori imali konstantnu
vrednost. Pradena je koncentracija polifenola u ekstraktima. Konstantne vrednosti
vremena ekstrakcije, koncentracije etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza i snage

mikrotalasa su iznosile 60 s, 50%, 30 ml/gi 170 W.

4.2.8.2 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola sa antioksidativnom

aktivnos$c¢u iz otpadnog rastaviéa (E. arvense)

Za optimizaciju ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja iz otpadnog rastaviéa koriscen
je centralni kompozitni dizajn (CCD). Na osnovu preliminarnih eksperimenata izabrani
su opsezi procesnih promenljivih (tabela 4.3): vreme ekstrakcije (A), koncentracija
etanola (B), odnos rastvaraca i suve materije uzorka (odnos rastvara¢/¢vrsta faza) (C) i
snaga mikrotalasa (D). Ispitan je njihov uticaj na Cetiri izlaza: prinos ekstrakcije (Y1),
sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (Y>), neutralizacija DPPH radikala (Y3) i FRAP
aktivnost ekstrakta (Y4). Procesne promenljive vreme ekstrakcije, koncentracija etanola i
odnos rastvarac/Cvrsta faza su bile definisane kao kontinualne promenljive sa pet
vrednosti, dok je snaga mikrotalasa bila definisana kao diskretna promenljiva sa dve
vrednosti. Planirani eksperiment se sastojao od 34 eksperimentalne tacke (16

faktorijalnih, 12 aksijalnih i 6 centralnih) (tabela P-1.3).
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Tabela 4.3. Stvarne i kodirane vrednosti procesnih promenljivih

Granicéne vrednosti
-1 0 +1  Aksijalne (-a) Aksijalne (+a)

Procesna promenljiva

A: Vreme ekstrakcije (s) 60 90 120 40 140
B: Koncentracija etanola (%) 50 60 70 43 77
C: Odnos rastvara¢/¢vrsta 30 40 50 73 57
faza (ml/g)

D: Snaga mikrotalasa (W) 170 340

Dobijeni rezultati su analizirani pomocu softvera Design expert i modelovani su
jednacinom drugog reda:

Y = ag+ Nig ay X7+ Xy Nei @ XiXyj (4.10.)

gde je Y zavisna promenljiva, odnosno izlaz, oo konstanta, a; linearni koeficijent,
aii kvadratni koeficijent 1 oj; koeficijent interakcije, a X; i Xj su procesne promenljive. 1z
dobijene jednacine su eliminisani ¢lanovi koji statisticki nisu bili znacajni (p > 0,050) i

dobijen je redukovani oblik jednacine.

4.2.9 Optimizacija uslova fermentacije otpadne hajducke trave (A.
millefolium) i rastavi¢a (E. arvense) mikroorganizmima L. rhamnosus

1 S. boulardii

Za optimizaciju uslova fermentacije otpadne hajducke trave i otpadnog rastavica
koriS¢en je centralni kompozitni dizajn (CCD). Na osnovu preliminarnih eksperimenata
izabrani su opsezi procesnih promenljivih (tabela 4.4): vremena fermentacije (A),
koncentracije inokuluma (B), koncentracije podloge (C) i odnosa tecne i ¢vrste faze (D).
Ispitan je njihov uticaj na jedan izlaz: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (Y1). Sve
procesne promenljive su bile definisane kao kontinualne promenljive sa pet vrednosti.
Planirani eksperiment se sastojao od 19 eksperimentalnih tac¢aka (8 faktorijalnih, 8

aksijalnih i1 3 centralne) (tabela P-1.3).
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Tabela 4.4. Stvarne i kodirane vrednosti procesnih promenljivih

Graniéne vrednosti

Procesna promenljiva

-1 0 +1  Aksijalne (-a)  Aksijalne (+a)
A: Vreme fermentacije (h) 22 48 74 4,3 91,7
B: Koncentracija inokuluma 5 75 10 33 11,7
(%)
C: Koncentracija podloge (%) 20 50 80 0 100
D: Odnos tecne i Cvrste faze 10 15 20 0.7 23
(ml/g)

Dobijeni rezultati su analizirani pomocu softvera Design expert i modelovani su
jednacinom drugog reda:

Y =ag+ Xig ay X7+ Xy Bei @ XiXyj (4.11.)

gde je Y zavisna promenljiva, odnosno izlaz, oo konstanta, a; linearni koeficijent,
aii kvadratni koeficijent 1 oj; koeficijent interakcije, a Xj 1 Xj su procesne promenljive. [z
dobijene jednacine su eliminisani ¢lanovi koji statisti¢ki nisu bili znacajni (p > 0,050) i

dobijen je redukovani oblik jednacine.
4.2.10 Ispitivanje mogucnosti uvecanja procesa

Prilikom uvecanja procesa za svaku otpadnu lekovitu biljku konstantnim je
odrZavano vreme ekstrakcije, odnos rastvara¢/¢vrsta faza i odnos snage mikrotalasnog
zraCenja prema zapremini rastvaraca, koji su dobijeni nakon optimizacije procesa
mikrotalsne ekstrakcije (Petigny et al., 2014). U eksperimentu je povefavana snaga
mikrotalsnog zracenja, zapremina upotrebljenog rastvaraa i pocetna masa uzorka.
Ispitivane su tri mikrotalasne snage, 1 to 160, 350 1 500 W. Nakon ekstrakcije ekstrakt je
odvajan od lekovite biljke filtracijom. U ekstraktima rastavica i1 hajducke trave, koji su
dobijeni na razli€itim mikrotalasnim snagama, su odredivani sadrZaj ukupnih polifenola,
flavonoida 1 antioksidativna aktivnost, dok je u ekstraktu jagorcevine odreden sadrzaj

ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost.
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5 REZULTATI I DISKUSIJA
5.1 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz otpadnih lekovitih biljaka

5.1.1 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz otpadne

jagorcevine (P. veris)

Na osnovu pregleda literature ustanovljeno je da je za ekstrakciju polifenola iz
otpadne jagorcevine MAE efikasnija od klasi¢nih metoda ekstrakcije (Ballard et al., 2010;
Bouras et al., 2015; Du et al., 2009).

Da bi se utvrdili optimalni uslovi za izvodenje MAE 1 dobijanje ekstrakta sa
maksimalnim sadrzajem polifenola i antioksidativnom aktivnoséu iz otpadne jagoréevine,
kori$éena je metoda odzivnih povrSina (RSM) i centralni kompozitni dizajn (CCD). Na
osnovu literaturnih podataka izabrane su Cetiri procesne promenljive koje uti¢u na MAE
polifenola iz otpadnih biljaka (Ahmad & Langrish, 2012; Li et al., 2012; Wuet al., 2012).
To su: vreme ekstrakcije (A), koncentracija etanola (B), odnos rastvarac/Cvrsta faza
uzorka (C) i snaga mikrotalasa (D). Praceni su sledec¢i odzivi sistema: prinos ekstrakcije
(Y1) 1 sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima (Y2) (tabela P-1.1).

Analizom varijanse (ANOVA) je ocenjena adekvatnost i statistiCka znacajnost
modela (tabela 5.1). Adekvatnost modela se tumaci na osnovu koeficijenta determinacije
(R?), koji je mera odstupanja odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata.
Vrednost koeficijenta determinacije za matematicki model prinosa ekstrakcije je iznosio
0,976, a za jednacinu kojom je modelovan sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima
0,943, sto pokazuje da postoji dobra korelacija izmedu modelom predvidenih i
eksperimentalno dobijenih rezultata (tabela 5.1, slika 5.1). Koeficijent varijacije definiSe
reproduktivnost modela i1 ako je manji od 10%, moze se smatrati da je model pouzdan 1
reproduktivan (Karazhiyan et al., 2011). Koeficijent varijacije oba modela je manji od
10% $to ukazuje da su modeli pouzdani i precizni. Vrednost adekvatne preciznosti modela
je veca od 4, Sto ukazuje da je signal adekvatan (Arasi et al., 2016). Nedostatak fitovanja
(eng. Lack od Fit) poredi rezidualnu gresku (greSku ostataka) sa ,,Cistom*
eksperimentalnom greSkom izraCunatom iz replikacija u centralnoj tacki. Znacajan
nedostatak fitovanja ukazuje na neadekvatan model, a u ovom slucaju nedostatak

fitovanja nije znacajan za oba modela tako da se oni mogu smatrati adekvatnim.
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Tabela 5.1. Analiza varijanse (ANOVA) modela dobijenih primenom visestruke

regresione analize

Koeficijent p-vrednost

Odziv R? P - varijacije  nedostatka Adekvatna
vrednost  vrednost 5 . preciznost
(%) fitovanja
Y 0,976 <0,0001 180,99 4,57 0,2508 49,50
Y> 0,943 <0,0001 44,12 7,92 0,2976 22,61

Yi: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);
Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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Slika 5.1. Slaganje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti
odziva u eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadne jagorcevine: prinos

ekstrakcje (a), sadrzaj ukupnih polifenola (b).

Ocena znacajnosti uticaja procesnih promenljivih (vremena ekstrakcije,
koncentracije etanola, odnosa rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snage mikrotalasa) u
kvadratnom 1 linearnom obliku 1 njihove interakcije na odzive, na osnovu ANOVA
statistike, data je u tabeli 5.2, a efekat odgovarajucih faktora je prikazan u daljem tekstu
prilikom analize ponaSanja svakog od odziva redom. Vazno je napomenuti da je prilikom
analize koriS¢ena ,,backward“ regresija, pomocu koje su iz modela eliminisani ¢lanovi

koji nisu znacajno uticali na odziv (p > 0,0500).
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Tabela 5.2. p vrednosti dobijene analizom varijanse (ANOVA) procesnih

promenljivih u eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadne jagorcevine

p’ -vrednost Prob > F

Faktor Y, Y,
A <0,0001 <0,0001
B <0,0001
C 0,0009
D <0,0001 <0,0001
AB 0,0346
AC <0,0001 0,0296
AD
BC 0,0003 <0,0001
BD
CD
A? <0,0001
B? <0,0001 <0,0001
C? 0,0001

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvarac/¢vrsta faza uzorka (ml/g);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);

" p <0,01 veoma znacajno; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno

5.1.1.1.1 Uticaj procesnih parametara na prinos ekstrakcije

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu prinosa
ekstrakcije 1 Cetiri nezavsne promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola, odnos
rastvarac¢/Cvrsta faza uzorka 1 snaga mikrotalasa), koja se mogu aproksimirati polinomom
drugog reda:
Y, = 100,73 + 19,914 — 3,89C + 12,41D — 10,69AC + 5,56BC + 22,45B% (5.1,

gde je Y1 (prinos ekstrakcije) odziv, a procesne promenljive su A (vreme
ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka) i D (snaga
mikrotalasa).

Prinos ekstrakcije je u eksperimentima varirao u opsegu od 64 do 180 mg
s.m.ekstrakta/g s.m. uzorka (tabela P-1.1). ViSestruka regresiona analiza podataka
ukazuje na to da su tri linearna ¢lana (vreme ekstrakcije, odnos rastvaraca/Cvrsta faza 1
snaga mikrotalasa), dva interaktivna ¢lana (AC i BC) i jedan kvadratni ¢lan (B?) statisticki

znacajno uticali na prinos ekstrakcije (p < 0,05, tabela 5.2). Prema jednacini zavisnosti
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prinosa ekstrakcije od procesnih promenljivih (jednacina 5.1), negativan uticaj na prinos
ekstrakcije su imali odnos rastvara¢/Cvrsta faza, dok su vreme ekstrakcije i mikrotalasna
snaga imali pozitivan uticaj na prinos ekstrakcije. Pozitivan predznak kvadratnog ¢lana
koncentracije etanola ukazuje na postojanje minimuma funkcije.

Prinos ekstrakcije se povecavao kada je pove¢avana mikrotalasna snaga i vreme
ekstrakcije i kada je smanjivana zapremine upotrebljenog rastvara¢a i koncentracija

etanola (slika 5.2).
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Slika 5.2. Odzivne povrsine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i odnosa
rastvarac¢/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 45% (a), koncentracije etanola i
odnosa rastvara¢/Cvrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 120 s (b) na prinos

ekstrakcije (Y1). Snaga mikrotalasa je 340 W.

Maksimalan prinos ekstrakcije je postignut kada se uzorak duze izlagao
delovanju mikrotalasnog zracenja vece snage uz primenu manje zapremine upotrebljenog
rastvaraca. Tako je maksimalan prinos ekstrakcije u izvedenom setu eksperimenata
postignut za 220 s ekstrakcije pri mikrotalasnoj snazi od 340 W i odnosu rastvara¢/¢vrsta
faza uzorka od 10 ml/g. Ovakav uticaj procesnih promenljivih na prinos ekstrakcije se
mozZe objasniti na slede¢i nac¢in: Tokom MAE rastvaraci apsorbuju mikrotalasnu energiju
i transformisu je u toplotnu. Ova transformacija je posledica dipolarne polarizacije i

kondukcije (Mijin & Petrovié, 2005). Takode, delovanjem elektromagnetnih talasa dolazi
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do promena u ¢elijskom zidu biljaka, jer usled isparavanja vode u biljnoj ¢eliji dolazi do
naglog povecanja temperature i pritiska i do pucanja ¢elijskih zidova. Tada se olaksava
prodiranje rastvaraCa u unutraSnjost biljnog matriksa 1 na taj nadin se poboljSava
ekstrakcija (Mandal et al., 2007). Takode, sa pove¢anjem mikrotalasne snage povecava
se 1 temperatura rastvaraca, $to dovodi do poveéanja njegove difuzivnosti i smanjenja
viskoznosti, $to sve pozitivno uti¢e na ekstrakciju (Hemwimon et al., 2007). Primenom
vece snage mikrotalasnog zracenja se povecava prinos ekstrakcije, Sto je u skladu sa
literaturnim podacima (Karabegovi¢ et al., 2013; Pavlovi¢ et al., 2013). Takode, moze se
primetiti i da se povecanjem zapremine rastvaraca u odnosu na masu uzorka smanjio
prinos ekstrakcije. Generalno u klasi¢nim ekstrakcijama se prinos ekstrakcije povecava
kada se povecava zapremina rastvaraca, Sto nije sluaj sa MAE. Veca zapremina
rastvara¢a moze viSe da apsorbuje mikrotalasnu energiju, tako da u manjoj meri dode do
bubrenja i pucanja biljnih ¢elija, $to sve dovodi do smanjenja prinosa ekstrakcije (Dhobi

et al., 2009).
5.1.1.1.2 Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktima 1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije,
koncentracija etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka 1 snaga mikrotalasa), koja se
moze aproksimirati polinomom drugog reda:

Y, =109,89 — 13,164 + 7,63B — 15,13D — 3,93AB + 4,06AC + 9,21BC —

10,714% — 9,13B% — 6,67C? (5.2)

gde je Y2 (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu) odziv, a promenljive su A
(vreme ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka) 1 D
(snaga mikrotalasa).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima, koji su dobijeni pod razli¢itim
eksperimentalnim uslovima, se kretao u opsegu od 42,50 do 128,84 mg GAE/g g s.m.
ekstrakta (tabela P-1.1). ViSestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su tri
linerna ¢lana (A, B i D), tri kvadratna ¢lana (A%, B? i C?) i tri interaktivna ¢lana (AB, AC
1 BC) bili statisticki znacajni (p < 0,05, tabela 5.2). Prema jednacini zavisnosti sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktima od promenljivih (jednacina 5.2), negativan uticaj na

odziv su imali vreme ekstrakcije 1 snaga mikrotalasa, dok je koncentracija etanola imala
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pozitivan uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima. Negativan predznak

kvadratnih ¢lanova A2, B? i C? ukazuju na postojanje maksimuma funkcije. Sadrzaj

ukupnih polifenola u ekstraktima je rastao kada je vreme ekstrakcije pove¢avano do 80 s,

koncentracija etanola do 60% 1 odnos rastvara¢/¢vrsta faza do 41 ml/g (slika 5.3).
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Slika 5.3. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i

koncentracije etanola (AB) pri odnosu ratvaraca i ¢vste faze od 35 ml/g (a), vremena

ekstrakcije 1 odnosa rastvara¢/¢vrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 45% (b),

koncentracije etanola i odnosa rastvarac/¢vrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 120

s (c), na sarzaj ukupnih polifenola (Y2). Snaga mikrotalasa je 170 W.
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Znacajan uticaj na sadrzaj polifenola u ekstraktu je imala mikrotalasna snaga (p
<0,0001). Maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktu je postignut kada je u ekstrakciji
koris¢ena manja snaga (170 W). Povecanjem mikrotalasne snage povecava se i
temperatura sistema, tako da se povecava i difuzivnost rastvaraca, a smanjuje se njegova
viskoznost. Ovo za posledicu ima povecanu ekstrakciju drugih jedinjenja iz otpadne
jagorcevine, zbog Cega se relativan sadrzaj polifenola u ekstraktu smanjuje. Vazno je
napomenuti da je izmerena koli¢ina polifenola u ekstraktima izrazena po gramu suve
materije ekstrakta i da su optimizovani uslovi MAE za dobijanje ekstrakata koji su
pretezno sastavljeni od polifenola.

Vreme potrebno za ekstrakciju polifenola, se znacajno smanjuje primenom
MAE, u poredenju sa klasi¢nim metodama. Prema rezultatima, vreme koje je potrebno da
bi se postigao maksimalan sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu je samo 80 s (slika 5.3a,
b). Duzim izlaganjem uzorka mikrotalasnom zracenju, sadrzaj polifenola u ekstraktima
se smanjivao, najverovatnije zato $to je na ovaj nacin stimulisana ekstrakcija i ostalih
komponenata iz jagorcevine i1 tako smanjen relativan sadrzaj polifenola u ekstraktima, $to
je u skladu sa literaturnim podacima (Rami¢ et al., 2014).

Koncentracija etanola je, takode, imala statistiCki znacajan uticaj na ekstrakciju
polifenola iz otpadne jagorcevine (p < 0,0001). Polifenoli su polarna jedinjenja dobro
rastvorljiva u polarnim rasvaracima. Prednost etanola u odnosu na druge polarne rastvrace
je njegova netoksi¢nost u malim koncentracijama, tj. ¢injenica da ima GRAS status, zbog
¢ega je moguce etanolne ekstrakte dalje primenjivati u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji (Wang & Weller, 2006). Prinos polifenola u ekstraktu se moZe povecati
povecanjem polarnosti rastvaraca, Sto se postize dodatkom vode. U prisustvu vode dolazi
do bubrenja biljnih ¢elija, pa je ekstrakcija olakSana i povecava se apsorpcija energije, jer
se dodatkom vode povecava dielektricna konstanta rastvaraca. Sa druge strane dodatak
vode smanjuje tangens gubitka, koji predstavlja sposobnost rastvaraca da prevodi
elektromagnetnu energiju u toplotu, pa to moze negativno da utice na ekstrakciju
polifenola (Hemwimon et al., 2007). Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuciti da
postoji optimalna koncentracija etanola za MAE polifenola. Rezultati eksperimenta
pokazuju da je povecanjem koncentracije etanola do 60% sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktima rastao, dok je daljim povecanjem koncentracije etanola doSlo do pada

sadrzaja polifenola (slika 5.3a, ¢). Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima
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za MAE polifenola iz drugih biljnih vrsta (Ilaiyaraja et al., 2015; Prasad et al., 2011; Wu
etal., 2012).

Sto se ti¢e uticaja odnosa rastvara¢/¢vrsta faza na sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktu, linearni ¢lan nije imao statisticki znaCajan uticaj, ali su kvadratni ¢lan i
interakcija sa vremenom ekstrakcije i koncentracijom etanola bili statisticki znacajni (p <
0,05). Povecanjem zapremine rastvara¢a prema masi uzorka do 41 ml/g, sadrzaj
polifenola je rastao, dok je daljim povecanjem ovog faktora doslo do smanjenja sadrzaja
polifenola u ekstraktu (slika 5.3b, ¢). Veca zapremina rastvarata moze da dovede do
veceg bubrenja biljnih ¢elija 1 do efikasnije ekstrakcije polifenola, medutim, prevelika
zapremina rastvarac¢a apsorbuje mikrotalasnu energiju, tako da se smanjuje apsorpcija
energije od strane biljnog materijala, Sto dovodi do smanjene ekstrakcije polifenola
(Prakash Maran et al., 2013).

Interesantno je da je sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima obrnuto srazmeran
prinosu ekstrakcije (slika 5.4), Sto ukazuje na to da su uslovi koji favorizuju dobijanje
ekstrakta sa visokim prinosom neselektivni za polifenole, odnosno da se maksimalni
sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu dobija primenom uslova ekstrakcije kojima se
postize manji prinos ekstrakcije. Dobijanje Sto Cistijeg ekstrakta je vazno sa komercijalne
tacke gledista, jer veca Cistoca ekstrakta daje vecu vrednost proizvodu (Spigno & De

Faveri, 2009).
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Slika 5.4. Korelacija izmedu sadrZaja ukupnih polifenola i prinosa ekstrakcije.
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5.1.1.1.3 Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije (eng. Desirability function) definisani su
optimalni uslovi ekstrakcije za dobijanje ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem ukupnih
polifenola u ekstraktu. Postupkom numericke optimizacije dobijeni su slede¢i uslovi
MAE: vreme trajanja ekstrakcije je 80 s, koncentracija rastvaraca je 49%, a odnos
rastvarac/Cvrsta faza je 35 ml/g i mikrotalasna snaga je 170 W. Pri navedenim uslovima
Design expert je predvideo vrednosti izlaznih promenljivih. Predvideni prinos ekstrakcije
je iznosio 66,72 mg/g, a 95% interval predvidanja (PI) je od 60,05 do 73,39 mg/g.
Predvideni sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu je 129,42 mg GAE/g, a 95% interval
predvidanja (PI) je od 116,48 do 142,36 mg GAE/g. Izvodenjem ekstrakcije pod
optimalnim uslovima dobijene su sledece vrednosti izlaznih promenljivih: prinos
ekstrakcije je 73,0 £ 1,73 mg/g, sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu je 130,73 + 3,51
mg GAE/g. Dobijene vrednosti izlaznih promenljivih se uklapaju u 95% interval

predvidanja, pa se moze zakljuciti da su modeli adekvatni i pouzdani.
5.1.1.1.4 Poredenje mikrotalasne i klasicne ekstrakcije

Cilj primene novih metoda ekstrakcije, kao Sto je MAE, je povecanje efikasnosti
ekstrakcije Zeljenih jedinjenja. U poredenju dve ekstrakcione tehnike, efikasnijom se
smatra ona tehnika koja omoguéava smanjenu koli¢inu upotrebljenog rastvaraca,
smanjeno vreme ekstrakcije, manje troSkove koji su potrebni za dobijanja ekstrakta i
povecanje prinosa bioaktivnog jedinjenja. Primenom MAE se smanjuje zagadenje Zivotne
sredine, jer se smanjuje potro$nja energije i do 70%, a i sami sistemi za MAE su
kompaktniji 1 ¢ine oko 20% od veliCine klasi¢nih sistema za ekstrakciju (Veggi et al.,
2012). U radu Filly 1 saradnika je pokazano da se mikrotalasnom ekstrakcijom etarskih
ulja smanjuje potrosnja energije sa 4,5 kWh po gramu etarskog ulja, koliko se potrosi u
procesu hidrodestilacije, na 0,25 kWh/g etarskog ulja. Autori su pokazali i da se smanjuje
1 produkcija ugljen-dioksida koji se oslobada u atmosferu sa 3600 g CO»/g etarskog ulja,
koliko se potrosi u procesu hidrodestilacije, na 200 g CO,/g etarskog ulja (Filly et al.,
2014). Vazno je uzeti u obzir i nedostatke MAE, a to su moguénost pregrevanja sistema
1 razgradnje termolabilnih jedinjenja (Veggi et al., 2012). Klasi¢na ekstrakcija, ukoliko
se izvodi na sobnoj temperaturi, nije povezana sa sli¢nim gubicima energije kao u procesu

hidrodestilacije etarskih ulja. Ipak treba imati u vidu 1 ostale parametre poput vremena
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ekstrakcije 1 utroska rastvaraca dok primat svakako treba dati kvalitetu dobijenog
ekstrakta.

Klasi¢na ekstrakcija izvedena je u 70% etanolu pri odnosu 15 ml/g na sobnoj
temperaturi u trajanju od 4h uz konstantno meSanje. Rezultati pokazuju slicnu, iako
neznatno vecu koli¢inu ukupnih polifenola u MAE u poredenju sa ekstraktom dobijenim
klasicnom ekstrakcijom. Medutim, antioksidativna aktivnost ekstrakta dobijenog
klasicnom ekstrakcijom je bila nesto veca od antioksidativne aktivnosti MAE ekstrakta
(tabela 5.3), Sto je najverovatnije posledica ekstrakcije razli¢itih vrsta polifenolnih
jedinjenja primenom razli¢itih metoda ekstrakcije.

Sto se ti¢e uslova pod kojim se izvodi ekstrakcija, niza koncentracija etanola
naizgled ukazuje na prednost MAE u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju. Ipak treba imati u
vidu da je za MAE potrebno relativno viSe rastvaraca (odnos rastvarac/Cvrsto je 35 ml/g
za MAE naspram 15 ml/g za klasi¢nu ekstrakciju). Ovo ukazuje da je sa ekoloske i
ekonomske strane povoljnija klasi¢na ekstrakcija u odnosu na MAE. lako MAE zahteva
cetiri puta vecu zapreminu rastvaraca, treba imati na umu da ovaj problem moze da se
prevazide ponovnom upotrebom rastvaraca nakon ekstrakcije. Naime, nakon ekstrakcije
je moguce upariti rastvarac, ¢ime bi se koncentrovao ekstrakt, a rastvara¢ ponovo mogao
da koristi za ekstrakciju polifenola iz otpadne jagorcevine (John et al., 2006; Khiari et al.,
2009). U ovom radu utvrdeno je da se koncentracisanjem uzoraka do konstantne
koncentracije od 33 mg/ml dobija otpareni rastvara¢ koji sadrzi 53,4% etanola. Ovo
ukazuje da se otpareni rastvara¢ uz malo razblaZenje moZe koristitii u selede¢em cikulusu
MAE. Ipak treba imati u vidu da je prednost MAE znacajno krace vreme koje je potrebno
za dobijanje ekstrakta sa slicnim sadrzajem ukupnih polifenola i antioksidativnom

aktivno$¢u kao u ekstraktu dobijenom klasi¢énom ekstrakcijom.
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Tabela 5.3. Poredenje MAE sa klasi¢nom ekstrakcijom
Metoda

.. B C D Y1 Y> Y3 Y4
ekstrakcije
730+ 130,73 2845+ 0,895+
MAE 8049 35 170 1,73 +£3,51° 2,122 0,037°
Klasi¢na 231,5+ 123.07 3241+ 0,987+
ekstrakcija 1440070 15 - 2,3 +5.86 2,30° 0,007*

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvarac/Cvrsta faza (ml/g);

D: mikrotalasna snaga (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);

Y3: inhibicija DPPH radikala (%);

Y4: FRAP (mmol Fe?*/1).

* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Dobijeni rezultati su u skladu sa drugim radovima koji porede MAE u odnosu
na klasi¢ne tehnike, pri ekstrakciji polifenola i drugih bioaktivnih jedinjenja iz biljaka
(Krishnan & Rajan, 2016; Li et al., 2012; Shang et al., 2016). Svarc-Gajié¢ i saradnici su
optimizovali MAE polifenola iz ruzmarina, a zatim su poredili efikasnost ekstrakcije sa
ultrazvuénom ekstrakcijom 1 ekstrakcijom po Soxhlet-u. Ekstrakti dobijeni
mikrotalasnom ekstrakcijom 1 ekstrakcijom po Soxhlet-u su imali slican prinos
polifenola, dok je ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom imao skoro duplo manji
prinos. Uzimaju¢i u obzir potro$nju rastvaraca, duzinu trajanja procesa ekstrakcije i
sadrzaj polifenola u ekstraktima prednost su dali MAE (Svarc-Gaji¢ et al., 2013).
Dahmoune 1 saradnici su optimizovali MAE polifenola iz otpada od limuna, otpada od
pistaca 1 mirte 1 poredili su dobijene prinose polifenola u ekstraktima sa prinosima
polifenola u ekstraktima koji su dobijeni klasi¢nom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom. Dobijen
prinos polifenola u ekstraktima koji su dobijeni razli¢itim ekstrakcionim tehnikama se
statisti¢ki nije razlikovao, medutim, vreme ekstrakcije i koli¢ina rastvaraca je bila niza u
MAE, pa se ona smatra efikasnijom (Dahmoune et al., 2013; Dahmoune et al., 2015;
Dahmoune et al., 2014).

U literaturi postoji jako malo podataka o ekstrakciji polifenola iz jagorcevine,
dok ne postoje podaci o izolovanju polifenola primenom MAE. Demir i saradnici su
ekstrahovali polifenole iz Primula vulgaris 1 kao rastvarace su koristili vodu 1 50% vodeni

rastvor etanola. Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je bio 89,6 mg GAE/g ekstrakta
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kada je u ekstrakciji koriS¢ena voda kao rastvarac i 122,8 mg GAE/g ekstrakta kada je u
ekstrakciji koris¢en 50% rastvor etanola. Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata,
izrazena preko inhibicije DPPH radikala (u koncentraciji ekstrakta od 45 pg/ml) je
iznosila 43,0 za vodeni 1 39,4, za etanolni ekstrakt (Demir et al., 2014). Tunde i saradnici
su ekstrahovali polifenole 70% etanolom iz cvetova jagorCevine. Sadrzaj ukupnih
polifenola je iznosio 5,35 mg GAE/g uzorka kada je odnos rastvaraca prema masi uzorka
bio 10:1 1 6,13 mg GAE/g uzorka kada je odnos rastvara¢a prema masi uzorka bio 20:1.
Kada se sadrzaj ukupnih polifenola u MAE ekstraktu koji je dobijen u ovom radu izrazi
tako da se dobije sadrzaj ukupnih polifenola po gramu uzorka, on iznosi 9,55 + 0,47 mg
GAE/g s.m. uzorka, $to takode potvrduje da je MAE efikasnija od prethodno navedene
ekstrakcije (Tiinde; et al., 2015).

5.1.2 Optimizacija ekstrakcije polifenola i flavonoda sa antioksidativnom

aktivnos$c¢u iz otpadne hajducke trave (A. millefolium)
5.1.2.1 Odredivanje opsega procesnih promenljivih

Pre optimizacije ekstrakcije polifenola iz otpadne hajducke trave odreden je
opseg u okviru kojih su varirane vrednosti procesnih promenljivih koje uticu na MAE
polifenola (tabela 5.4). Pravilno izabran opseg promenljivih je jako vaZan za uspeSnu
optimizaciju procesa.

Tabela 5.4. Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj ukupnih polifenola u

ekstraktima dobijenim iz otpadne hajducke trave

Koncentra Vreme Odnos
cija SUP ckstrak SUP ragtvaraé/ SUP Snaga SUP
etanola ! (mg cije? (mg cvrst3a (mg mlljrotal (mg
(%) GAE/g) (s) GAE/g) faza GAE/g) asa® (W) GAE/g)
(ml/g)
0 139,67 30 204,44 10 178,60 170 202,48
20 170,25 60 200,17 20 182,42 340 190,21
50 199,12 90 181,82 30 202,96 510 154,55
70 206,69 120 171,91 40 191,74
96 102,48 180 163,64 50 182,64
60 180,99

'vreme ekstrakcije 60 s, odnos rastvarad/Gvrsta faza 30 ml/g, mikrotalasna snaga 170 W
koncentracija etanola 50%, odnos rastvara¢/¢vrsta faza 30 ml/g i mikrotalasna snaga 170 W
3vreme ekstrakcije 60 s, koncentracija etanola 50%, mikrotalasna snaga 170 W
“vreme ekstrakcije 60 s, koncentracija etanola 50%, odnos rastvara¢/Gvrsta faza 30 ml/g
SUP: sadrzaj ukupnih polifenola
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Na osnovu dobijenih vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima
izabrani su opsezi procesnih promenljivih koji su koriS¢eni za optimizaciju ekstrakcije
polifenola iz otpadne hajducke trave. Imajuci u vidu da je sadrzaj polifenola u ekstraktima
bio najve¢i u delu testiranih opsega odabrani su opsezi u okviru kojih ¢e se detaljno
ispitati uticaj svakog od pojedina¢nih parametara, ali i njihove medusobne interakcije na
kvalitet ektrakta. Odabrane vrednosti opsega su iznosile za vreme ekstrakcije 20 do 40 s,
za koncentraciju etanola 60 do 80% 1 za odnos rastvarac/Cvrsta faza 20 do 40 ml/g.
Vrednosti ove tri promenljive su bile kontinualne, dok je snaga mikrotalasna imala dve

diskretne vrednosti, 1701 340 W.

5.1.2.2 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola i flavonoida sa

antioksidativnom aktivno$éu iz otpadne hajducke trave (A. millefolium)

Da bi se utvrdili optimalni uslovi za izodenje MAE 1 dobijanje ekstrakta sa
maksimalnim sadrzajem polifenola i antioksidativhom aktivnos¢u iz otpadne hajducke
trave, koriS¢ena je metoda odzivnih povrsina (RSM) i centralni kompozitni dizajn (CCD).
Pracen je uticaj Cetiri procesne promenljive (vreme ekstrakcije (A), koncentracija etanola
(B), odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka (C), snaga mikrotalasa (D)) na pet odziva sistema
(prinos ekstrakcije (Y1), sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima (Y?2), sadrzaj flavonoida
u ekstraktima (Y3), inhibicija DPPH radikala (Y4) 1 FRAP (Y5s) (tabela P-1.2).

Analizom varijanse (ANOVA) je ocenjena adekvatnost 1 statistiCka znacajnost
svih modela (tabela 5.5). Vrednost koeficijenta determinacije (R”) za matematicki model
prinosa ekstrakcije je iznosio 0,913, za jednacinu kojom je modelovan sadrZaj ukupnih
polifenola 0,908, za model sadrzaja flavonoida 0,906, za model neutralizacije DPPH
0,892 1 za matemati¢ki model FRAP aktivnosti ekstrakta 0,903. Koeficijent determinacije
predstavlja meru odstupanja odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata, pa
stoga moze da se zakljuci da postoji dobra korelacija izmedu eksperimentalno dobijenih
1 predvidenih rezultata (tabela 5.5, slika 5.5). Koeficijent varijacije svih modela je manji
od 10% Sto ukazuje da su modeli pouzdani 1 precizni. Vrednost adekvatne preciznosti
svih modela je veéa od 4, Sto ukazuje da je signal adekvatan. Nedostatak fitovanja (eng.
Lack od Fit) poredi rezidualnu gresku (gresku ostataka) sa ,,Cistom* eksperimentalnom

greskom izraCunatom iz replikacija u centralnoj tacki. Znacajan nedostatak fitovanja
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ukazuje na neadekvatan model, a posto nedostatak fitovanja nije znacajan za sve modele,

modeli se mogu smatrati adekvatnim.

Tabela 5.5. Analiza varijanse (ANOVA) modela dobijenih primenom viSestruke

regresione analize

Koeficijent p-vrednost

Odziv R’ P - varijacije  nedostatka Adekvatna
vrednost  vrednost o . preciznost
(%) fitovanja
Y 0,913 <0,0001 27,97 9,75 0,2154 21,74
Y2 0,908 <0,0001 19,80 3,78 0,1109 19,32
Y; 0,906 <0,0001 22,26 4,59 0,1970 16,01
Y4 0,892 <0,0001 30,75 5,43 0,2647 21,72
Ys 0,903 <0,0001 29,13 5,87 0,0705 21,27
Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);

Yoa:
: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);
Y
Ys:

Predvidene vrédnosti

sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);

inhibicija DPPH radikala (%);
FRAP (mmol Fe?*/1).

170.00 —

(a)

Color points by value of
Prinos ekstrakcije

Prinos ekstrakcije (mg/g)

168.00

7041 102.94 13547
Eksperimentalne vrednosti

Predvidene vrednosti

:::::

20535

(b)

Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)

¢ Color points by value of
Sadrzaj ukupnih polifenola -

227.27
-
137.19

zzzzzzzzzz

91



(c) (d)
Sadrzaj flavonoida (mg QE/g) Inhibicija DPPH radikala (%)
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Slika 5.5. Slaganje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti
odziva u eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadne hajducke trave:
prinos ekstrakcje (a), sadrzaj ukupnih polifenola (b), sadrzaj flavonoida (c), DPPH (d),
FRAP (e).

Ocena znacCajnosti uticaja procesnih promenljivih (vremena ekstrakcije,
koncentracije etanola, odnosa rastvara¢/¢vrsta faza uzorka i snage mikrotalasa) na odzive,
na osnovu ANOVA statistike, data je u tabeli 5.6, a efekat odgovarajucih faktora je
prikazan u daljem tekstu prilikom analize ponaSanja svakog od odziva redom. Vazno je
napomenuti da je prilikom analize koriS¢ena ,,backward*“ regresija, pomocu koje su iz

modela eliminisani ¢lanovi koji nisu statisti¢ki znacajno uticali na odziv (p > 0,0500).
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Tabela 5.6. p vrednosti dobijene analizom varijanse (ANOVA) procesnih

promenljivih u eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadne hajducke trave

p’-vrednost Prob > F

Faktor Y, Y, Ya Y, Ye
A <0,0001 0,0312 0,0330
B <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C 0,0044 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001
D 0,0003 <0,0001 0,0101 <0,0001
AB 0,0097 0,0006
AC 0,0067 0,0379
AD 0,0306 0,0007
BC 0,0012 0,0044 <0,0001 0,0034
BD 0,0005 0,0014 0,0002 <0,0001
CD 0,0196
A? 0,0148 <0,0001 <0,0001 0,0035 0,0412
B? 0,0015 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C? 0,0116 0,0123 0,0460

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvarac/¢vrsta faza uzorka (ml/g);

D: snaga mikrotalasa (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg/g);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);

Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);

Y4: inhibicija DPPH radikala (%);

Ys: FRAP (mmol Fe**/1).

" p <0,01 veoma znacajno; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno.

5.1.2.2.1 Uticaj procesnih parametara na prinos ekstrakcije

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu prinosa
ekstrakcije 1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola,
odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koje se mogu aproksimirati
polinomom drugog reda:

Y, = 123,22 + 13,454 — 24,32B — 6,58C + 8,00D — 8,13AC + 8,38BD —
5,24CD — 5,784% — 7,90B? (5.3)

gde je Y1 (prinos ekstrakcije) odziv, a promenljive su A (vreme ekstrakcije), B
(koncentracija etanola), C (odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka) i D (snaga mikrotalasa).

Prinos ekstrakcije je bio u opsegu od 48 do 168 mg/g (tabela P-1.2). Visestruka
regresiona analiza podataka ukazuje na to da su svi linearni ¢lanovi bili statisticki znacajni

(p <0,05), a medu njima najveci uticaj na prinos ekstrakcije su imali vreme ekstrakcije 1
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koncentracija etanola (p <0,0001). Takode, uticaj interakcija AC, BD, CD, kao i
kvadratnih ¢lanova A2 i B? je bio statisti¢ki znacajan (p < 0,05, tabela 5.6). Prema
jednacini zavisnosti prinosa ekstrakcije od promenljivih (jednacina 5.3), negativan uticaj
na prinos ekstrakcije su imali koncentracija etanola i odnos rastvaraca prema c¢vrstoj fazi
uzorka, dok su pozitivan efekat imali vreme ekstrakcije i mikrotalasna snaga. Negativan
predznak kvadratnih ¢lanova A% i B? ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.
Medusobni uticaj vremena ekstrakcije i odnosa rastvara¢/¢vrsta faza je prikazan na slici
5.6, sa koje se vidi da se maksimalni prinos ekstrakcije postize povecanjem vremena
ekstrakcije pri najnizoj vrednosti odnosa rastvaraca prema cvrstoj fazi uzorka. Tako je
maksimalni prinos ekstrakcije postignut za 47 s ekstrakcije na 340 W, pri odnosu

rastvaraca/Cvrsta faza uzorka od 13 ml/g.
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Slika 5.6. Odzivna povrSina medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije 1 odnosa
rastvarac/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 70% na prinos ekstrakcije (Y1).

Snaga mikrotalasa je 340 W.

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima koji su dobijeni u optimizaciji
ekstrakcije polifenola iz otpadne jagorcevine. U principu, primena veée snage mikrotalasa
u toku duzeg vremena doprinosi ve¢em prinosu ekstrakcije. Takode, kada se koristi vec¢a
snaga, sistem se brze zagreva. Temperatura sistema u eksperimentima se kretala u opsegu

od 29 do 40 °C kada je mikrotalasna snaga od 170 W primenjena u ekstrakciji, dok je bila
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od 32 do 55 °C, kada je u ekperimentima koriS¢ena snaga od 340 W. Zagrevanjem
sistema, a samim tim i rastvaraca, smanjuje se njegova viskoznost i povecava difuzivnost,
pa je prodiranje rastvaraca u biljni materijal olakSano i ekstrakcija je efikasnija. Osim
toga, kada se biljni materijal zagreva, voda u ¢elijama isparava, stvara se veliki pritisak 1
¢elije pucaju, pa je i na taj nacin stimulisana ekstrakcija. Prinos ekstrakcije se povecavao
1 smanjenjem odnosa rastvara¢/Cvrsta faza. Generalno u klasi¢nim ekstrakcijama se
prinos ekstrakcije povecava povecanjem zapremine rastvaraca, Sto nije sluc¢aj sa MAE.
Veca zapremina rastvaraca moze vise da apsorbuje elektromagnetnu energiju, smanjuje
se apsorpcija od strane biljnog materijala, tako da ne dolazi do bubrenja i pucanja biljnih

¢elija, Sto sve doprinosi smanjenju prinosa ekstrakcije (Dhobi et al., 2009).
5.1.2.2.2 Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktima i Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije,
koncentracija etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koja se
moze aproksimirati polinomom drugog reda:

Y, =212,11—-7,23B +9,48C — 7,15D — 5,15AB + 4,02AC — 3,22AD +
6,76BC — 5,10BD — 9,47A? — 10,51B% — 4,21C? (5.4.)

gde je Y2 (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu) odziv, a promenljive su A
(vreme ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka) 1 D
(snaga mikrotalasa).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je bio u opsegu od 137,19 do 227,27
mg GAE/g s.m. ekstrakta (tabela P-1.2). Statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) na sadrzaj
polifenola u ekstraktima su imali tri linearna faktora (B, C, D), tri kvadratna (A2, B?, C?)
1 pet interaktivnih faktora (AB, AC, AD, BC, BD) (tabela 5.6). Prema jednacini zavisnosti
sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima i procesnih promenljivih (jednacina 5.4),
negativan uticaj na odziv su imali mikrotalasna snaga i koncentracija etanola, dok je
odnos rastvara¢/Cvrsta faza imalo pozitivan uticaj. Negativan predznak kvadratnih
¢lanova A2, B2, C? ukazuje na postojanje maksimuma funkcije. Sadrzaj ukupnih
polifenola se povecavao kada je vreme ekstrakcije povecavano do 36 s, koncentracija
etanola do 73% 1 odnos rastvara¢/¢vrsta faza do 44 ml/g, pri koriS¢enju nize mikrotalasne

snage (slika 5.7).
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Najveci uticaj na sadrzaj polifenola u ekstraktu je imao odnos rastvara¢/Cvrsta
faza (p <0,0001). Pove¢anjem zapremine rastvaraca prema masi uzorka do 44 ml/g,
sadrzaj polifenola je rastao, dok je daljim povecanjem ovog faktora doslo do smanjenja
sadrzaja polifenola u ekstraktu (slika 5.7a, b). Kada se u MAE koristi ve¢a zapremina
rastvaraca, ona moze da dovede do bubrenja ¢elija i do efikasnije ekstrakcije. Medutim,
ukoliko se zapremina rastvaraca toliko poveca da elektromagnetno zra¢enje vecim delom
apsorbuje rastvarac, a apsorpcija od strane biljnog materijala je zanemarljiva, biljna
matrica se ne zagreva, pa se smanjuje efikasnost ekstrakcije polifenola.

Statisticki znacajan uticaj na ekstrakciju polifenola iz otpadne hajducke trave je
imala 1 mikrotalasna snaga (p < 0,0001). Maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktu je
postignut kada je u ekstrakciji koriS¢ena niza mikroatalsna snaga (170 W) (tabela P-1.2).
Kao Sto je zakljuceno kod optimizacije ekstrakcije polifenola iz otpadne jagorcevine,
primenom vise snage mikrotalasnog zagrevanja se povecava temperatura sistema, $to
pozitivno uti¢e na ekstrakciju i drugih jedinjenja iz otpadne hajducke trave, osim
polifenola, pa se na taj nacin smanjuje relativan sadrzaj polifenola u ekstraktima.

Koncentracija etanola je imala statisticki znaCajan uticaj na ekstrakciju
polifenola iz otpadne hajducke trave (p < 0,0001). Rezultati eksperimenta pokazuju da je
optimalna koncentracije etanola 73% (slika 5.7b, c). Kao $to je ranije zakljueno (odeljak
5.1.1.1.2), polifenoli su polarna jedinjenja za ¢iju ekstrakciju se najcesce koristi etanol u
razli¢itom odnosu sa vodom. Voda je polarnija od etanola, pa se polarnost smese
povecava njenim dodatkom, a takode se podsti¢e i bubrenje biljnih Celija. Medutim,
dodatkom vode se smanjuje tangens gubitka rastvaraca, odnosno smanjuje se sposobnost
rastvaraCa da elektromagnetnu energiju prevodi u toplotu, pa se smanjuje temperatura
smesSe ¢ime se smanjuje i rastvorljivost polifenola i difuzivnost rastvaraca, §to dovodi do
smanjenja sadrzaja polifenola u ekstraktima. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim
podacima. Na primer, Zhao 1 saradnici su maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktima,
primenom MAE 1z Pyracantha fortuneana, postigli kada su u ekstrakeiji koristili 71%
etanol (Zhao et al., 2013), dok su Prasad i saradnici maksimalno polifenola ekstrahovali

1z Mangifera pajang koris¢enjem 68% etanola (Prasad et al., 2011).
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Slika 5.7. Odzivne povrsine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i odnosa
rastvara¢/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola 70% (a), koncentracije etanola i
odnosa rastvarac¢/¢vrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije 30 s (b) i vremena ekstrakcije
i koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvara¢/Cvrsta faza 30 ml/g (c) na sadrzaj

ukupnih polifenola u ekstraktu (Y2). Mikrotalasna snaga je iznosila 170 W.

Vreme koje je potrebno za ekstrakciju polifenola se znacajno smanjuje
primenom MAE, u poredenju sa klasicnim metodama. Prema dobijenim rezultatima
vreme koje je potrebno da bi se postigao maksimalan sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktu je samo 36 s, a nakon tog vremena dolazi do smanjenja sadrzaja polifenola u
ekstraktima (slika 5.7a, c). Sa duzom MAE se povetava temperatura sistema, pa se

povecava oslobadanje 1 rastvorljivost polifenola, odnosno ubrzava se ekstrakcija.
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Medutim, posle nekog vremena dolazi do relativno brze ekstrakcije drugih jedinjenja iz
otpadne hajducke trave, Sto utiCe na smanjenje relativnog sadrzaja polifenola u
ekstraktima. Dahmoune 1 saradnici su zakljucili da se duzom ekstrakcijom, usled
povecanja temperature sistema, razgraduju polifenolna jedinjenja (Dahmoune et al.,
2015). Medutim, u ovom eksperimentu je najvisa temperatura nakon ekstrakcije iznosila
55 °C, pa se ne moze pretpostaviti da je termalna degradacija polifenola razlog njihovog
smanjenja u ekstraktima jer su ekstrakti na ovoj temperature stabilni (Larrauri et al.,
1997). Takode, treba imati u vidu da sa duzom ekstrakcijom usled veceg zagrevanja
sistema, moze da dode do isparavanja rastvaraca i smanjenja efikasnosti ekstrakcije

polifenola (Medouni-Adrar et al., 2015).
5.1.2.2.3 Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj flavonoida u ekstraktima

Zavisnost izmedu sadrzaja flavonoida u ekstraktima 1 cetiri nezavisne
promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola, odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka
i snaga mikrotalasa) je dobijena pomocu viSestruke regresione analize i moze se
aproksimirati polinomom drugog reda:

Y; =41,89+ 0,744 — 2,43B + 1,44C — 0,81D — 1,67AB — 1,26AD +
1,33BC — 3,054% — 2,35B% — 0,97C? (5.5.)

gde je Y3 (sadrzaj flavonoida u ekstraktu) odziv, a promenljive su A (vreme
ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka) i D (snaga
mikrotalasa).

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima je bio u opsegu od 28,82 do 44,79 mg QE/ g
s.m. ekstrakta (tabela P-1.2). Statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) na sadrzaj flavonoida
u ekstraktima su imali Cetiri linearna faktora (A, B, C, D), tri kvadratna (A2, B, C?) i tri
interaktivna faktora (AB, AD, BC) (tabela 5.6). Statisticki najve¢i uticaj je imala
koncentracija etanola (p <0,0001) (tabela 5.6). Prema jednacini zavisnosti sadrzaja
flavonoida u ekstraktima 1 procesnih promenljivih (jednacina 5.5), negativan uticaj na
odziv imali mikrotalasna snaga 1 koncentracija etanola, dok su odnos rastvara¢/¢vrsta faza
1 vreme ekstrakcije imalo pozitivan uticaj. Svi kvadratni ¢lanovi su imali negativan

predznak, ukazujuéi na postojanje maksimuma funkcije.
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Sadrzaj flavonoida se povecavao kada je vreme ekstrakcije povecavano do 35 s,

koncentracija etanola do 66% i odnos rastvara¢/¢vrsta faza do 35 ml/g, pri koris¢enju nize

mikrotalasne snage u ekstrakciji (slika 5.8).

Sadrzaj flavonoida (mg QE/g)
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Slika 5.8. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije 1

koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvarac/¢vrsta faza od 30 ml/g (a), koncentracije

etanola i odnosa rastvara¢/¢vrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 30 s (b) na sadrzaj

flavonoida u ekstraktu (Y3). Mikrotalasna snaga je imala vrednost 170 W.

Ulazne promenljive na sli¢an nacin uticu na sadrzaj polifenola i flavonoida u

ekstraktima (jednacine 5.4 i 5.5). Ovakvo ponasSanje je i o¢ekivano, s obzirom na to da

flavonoidi predstavljaju podgrupu polifenola (Rami¢ et al., 2014), a to je potvrdeno i

jakom linearnom korelacijom izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i sadrzaja flavonoida

u ekstraktima (R = 0,868, p <0,01) (slika 5.9).
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Slika 5.9. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i sadrzaja flavonoida u

ekstraktima.

5.1.2.2.4 Uticaj procesnih promenljivih na antioksidativau aktivnost ekstrakata

DPPH test je jedan od najceS¢e primenjivanih in vitro testova za odredivanje
antioksidativne aktivnosti ekstrakata, koji se zasniva na sposobnosti ekstrakta da
neutraliSe slobodan DPPH radikal.

Pomocu visestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu inhibicije
DPPH radikala i Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola,
odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koja se moZe aproksimirati
polinomom drugog reda:

Y, = 68,82 — 1,464 — 3,58B + 4,94C + 4,37BC — 2,86BD — 2,194% —
5,84B2 (5.6.)

gde je Y4 (inhibicija DPPH radikala) odziv, a promenljive su A (vreme
ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/cvrsta faza uzorka) i D (snaga
mikrotalasa).

Procenat neutralizacije DPPH radikala ekstraktima koji su dobijeni pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima se kretao u opsegu od 37,61 do 76,11% (tabela P-
1.2). Na procenat inhibicije DPPH radikala statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) su imala
tri linearna (A, B, C), dva interaktivna (BC, BD) i dva kvadratna faktora (A2, B?) (tabela
5.6). Prema jednalini zavisnosti inhibicije DPPH radikala od ulaznih promenljivih

(Jednacina 5.6), negativan uticaj na odziv su imali vreme ekstrakcije 1 koncentracija
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etanola, dok je odnos rastvara¢/Cvrsta faza imao pozitivan uticaj. Negativan predznak
kvadratnih ¢lanova ukazuje na postojanje maksimuma funksije. Povecanjem
koncentracije etanola do 76%, odnosa rastvaraca i uzorka do 47 ml/g 1 vremena
ekstrakcije do 30 s, inhibicija DPPH radikala se povecavala (slika 5.10).
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Slika 5.10. Odzivna povrSina medusobnih uticaja koncentracije etanola i odnosa

rastvara¢/Cvrsta faza (BC) na inhibiciju DPPH radikala (Y4). Snaga mikrotalasa je 170

W, a vreme ekstrakcije 30 s.

FRAP test se primenjuje kao in vitro test za odredivanje redukcione sposobnosti
ekstrakta. Zavisnost izmedu FRAP 1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije,
koncentracija etanola, odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa) je dobijena
pomocu visestruke regresione analize i moZe se aproksimirati polinomom drugog reda:

Y = 1,80 — 0,16B + 0,13C — 0,10D + 0,078BC — 0,097BD — 0,044A? —

0,11B2 — 0,043C? (5.7)

gde je Ys (FRAP) odziv, a promenljive su A (vreme ekstrakcije), B
(koncentracija etanola), odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka (C) i snaga mikrotalasa (D).

FRAP vrednosti ekstrakata su bile u opsegu od 0,879 do 1,984 mmol/I (tabela P-
1.2). Statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) na FRAP vrednosti su imali tri linearna (B, C,
D), dva interaktivna (BC i BD) i tri kvadratna faktora (A%, B2, C?) (tabela 5.6). Negativan

uticaj na FRAP vrednosti ekstrakata su imali koncentracija etanola i mikrotalasna snaga,
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dok je odnos rastvarac/Cvrsta faza imao pozitivan uticaj. Takode, svi kvadratni ¢lanovi su
imali negativan predznak, $to ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.

Povecanjem vremena ekstrakcije do 37 s, koncentracije etanola do 73% 1 odnosa
rastvaraca i1 uzorka do 47 ml/g, redukciona sposobnost ekstrakata je dostigla svoju
maksimalnu vrednost, a slabija mikrotalasna snaga je povoljnije uticala na FRAP

vrednost (slika 5.11).
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Slika 5.11. Odzivna povrSina medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije 1 odnosa
rastvarac/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 70% (a), koncentracije etanola i
odnosa rastvarac/¢vrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 30 s (b) na FRAP (Y5).

Mikrotalasna snaga je imala vrednost 170 W.

Prema rezultatima eksperimenata, inhibicija DPPH radikala i FRAP redukciona
mo¢ ekstrakata je bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem ukupnih
polifenola u ekstraktima (R = 0,831 1 R = 0,837, p < 0,01, slika 5.12), §to ukazuje da su
zapravo polifenoli jedinjenja u ekstraktima koji su nosioci antioksidativne aktivnosti i da
porastom sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima raste i antioksidativna aktivnost. Ovo
je u skladu sa ocekivanim, jer je poznato da su polifenoli jedinjenja sa izrazenim
antioksidativnim svojsvima. Ipak ¢injenica da stepen korelacije odsutupa u ve¢oj meri od
1,00 ukazuje da sadrzaj polfenola kao takav nije direktna mera antioksidativne aktivnosti.
Na antioksidativnu aktivnost uticaj ima i hemijska priroda polifenola 1 rezultati ukazuju

na izvesne razlike u sastavu polifenola dobijenih ekstrakcijom pod razli¢itim uslovima.
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Ovo moze biti posledica razlicite brzine ekstrakcije strukturno drugacijih polifenola, ali i
njihove delimi¢ne degradacije pod odredenim uslovima. Ovi rezultati su slicni onim
raportiranim u literaturi (Ilaiyaraja et al., 2015; Kiselova et al., 2006; Ranic et al., 2014;
Thaipong et al., 2006). Korelacija izmedu sadrzaja flavonoida i antioksidativne aktivnosti
ekstrakata, izrazene preko inhibicije DPPH radikala i redukcionog kapaciteta ekstrakata
je bila nesto niza, iako i dalje statisti¢ki znacajna (R = 0,694 i R = 0,674, p < 0,01, slika
5.13). Prema rezultatima Dias i saradnika, ve¢i udeo u ukupnim polifenolima ekstrakata
dobijenih iz hajducke trave ¢ine fenolne kiseline (oko 70%) (Dias et al., 2013). Bez obzira
na to koji rastvarac i koja tehnika ekstrakcije je koriS¢ena u njihovom radu, najveéi udeo
u ukupnim polifenolima u ekstraktima su imale sledeée fenolne kiseline: 5-O-
kafeoilhinska kiselina (neohlorogenska) i cis i trans izomeri 3,5-O-dikafeoilhinske
kiseline. Na osnovu ovoga se moze pretpostaviti da su zapravo fenolne kiseline glavni
nosioci antioksidativne aktivnosti MAE ekstrakta, a da flavonoidi u manjoj meri

doprinose antioksidativnim svojstvima ekstraktata hajducke trave.
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Slika 5.12. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i inhibicije DPPH
radikala (a) 1 FRAP redukcione mo¢i (b).
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Slika 5.13. Korelacija izmedu sadrzaja flavonoida i inhibicije DPPH radikala (a)
1 FRAP redukcione mo¢i (b).

5.1.2.2.5 Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije definisani su optimalni uslovi ekstrakcije za
dobijanje ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem polifenola, flavonoida i antioksidativnom
aktivnoSc¢u. Postupkom numericke optimizacije dobijeni su slede¢i uslovi MAE: vreme
trajanja ekstrakcije je 33 s, odnos rastvarac/Cvrsta faza je 40 ml/g, koncentracija
rastvaraca je 70% 1 mikrotalasna snaga je 170 W. Pri navedenim uslovima Design expert
je predvideo vrednosti izlaznih promenljivih koje su prikazane u tabeli 5.7. Izvodenjem
ekstrakcije pod optimalnim uslovima dobijene su vrednosti koje se uklapaju u 95%

interval predvidanja, pa se moZze zakljuciti da su modeli adekvatni i pouzdani (tabela 5.7).

Tabela 5.7. Predvidene i validirane vrednosti

Odziv Predvidene vrednosti Validiranfe
95% PI vrednosti
Prinos ekstrakcije (mg/g) 113,7 89,06 - 134,49 113,33 +2.31
Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g) 226,46 211,05-242,03 237,74 +2,08
Sadrzaj flavonoida (mg QE/g) 43,44 39,67 - 47,20 42,95+ 1,32
DPPH (%) 74,34 67,05 - 81,53 71,72 +£2,12
FRAP (mmol/l) 1,999 1,770 -2,200 2,023 + 0,015
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5.1.2.2.6 Poredenje mikrotalasne i klasicne ekstrakcije

Kao i za MAE polifenola iz otpadne jagorcevine i za otpadnu hajducku travu
uporedena je efikasnost primenjene tehnike ekstrakcije poredenjem sa klasi¢nom
ekstrakcijom. Rezultati ukazuju na to da se primenom MAE, za samo 33 s, ekstrahuje
48% vise ukupnih polifenola, 33% vise flavonoida, pri cemu MAE ekstrakt pokazuje ve¢u
antioksidativnu aktivnost (tabela 5.8). Ovo ukazuje na znacajno bolji kvalitet MAE
ekstrakta, medutim, kao i kod ekstrakcije polifenola iz otpadne jagorCevine, prednost
klasi¢ne ekstrakcije je potro$nja manje koli¢ine rastvaraca. Rastvarac je u slucaju optadne
hajducke trave imao isti udeo etanola i za MAE i klasi¢nu ektrakciju. U ovom radu
utvrdeno je da se koncentrisanjem uzoraka do konstantne koncentracije od 90 mg/ml
dobija otpareni rastvarac koji sadrzi 72,3% etanola. Ovo ukazuje da se otpareni rastvarac
uz malo razblaZenje moze koristitii u selede¢em ciklusu MAE. MAE i klasi¢nom
ekstrakcijom se ekstrahuju razlicite vrste polifenolnih jedinjenja, na $ta ukazuje HPLC

hromatogram (slika 5.14).
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@ =
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Slika 5.14. HPLC hromatogram ekstrakta hajducke trave dobijenog klasi¢cnom
ekstrakcijom (a) i MAE ekstrakta hajducke trave (b).

Sli¢no je zabeleZeno 1 u literaturi prilikom mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz
origana (Hithamani & Ramalakshmi, 2013). U literaturi postoje brojni podaci koji su
pokazali da je MAE efikasnija tehnika ekstrakcije polifenola od klasi¢nih metoda u
pogledu smanjenja potrebnog vremena za izolovanje bioaktivnih jedinjenja (Dahmoune
et al., 2015; Pan et al., 2003). Pored jasnih tehnickih prednosti usled smanjenja vremena
ekstrakcije, ovim se smanjuje 1 mogucénost degradacije bioloski aktivnih jedinjenja
(Medouni-Adrar et al., 2015), Sto je dodatna prednost MAE u odnosu na klasi¢nu

ekstrakciju.
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Tabela 5.8. Poredenje MAE sa klasi¢nom ekstrakcijom
Metoda

.. B C D Y1 Y2 Y3 Y4 Ys
ekstrakcije

113,33 237,74 4295 71,72 2,023

MAE 337040170 £231°  +2,08 £1,32° £2,12° =+0,015°

Klasi¢na 247,50 160,38 32,30 54,29 1,270+

ekstrakcija 1440070 15 - +£1,18°  £3,12° +224° +257° 0,010°

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvara¢/¢vrsta faza (ml/g);

D: mikrotalasna snaga (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);
Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);

Y4: inhibicija DPPH radikala (%);

Ys: FRAP (mmol Fe?*/l).

* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Dodatni parametar koji se koristi za kvantifikaciju antioksidativnih svojstava je
ICso, koji predstavlja koncentraciju ekstrakta koja inhibira 50% pocetne koncentracije
DPPH radikala i niska ICso vrednost ukazuje na jaku antioksidativnu aktivnost ekstrakta.
Za MAE ekstrakt ICso vrednost je iznosila 6,97 + 0,21 pg/ml, dok je za ekstrakt dobijen
klasicnom ekstrakcijom iznosila 9,22 + 0,44 pg/ml, Sto pokazuje da je MAE ekstrakt
potentniji antioksidans. Smanjena antioksidativna aktivnost ekstrakta dobijenog
primenom klasi¢ne ekstrakcije moze biti posledica manje koncentracije ekstrahovanih
polifenola (Sto je jasno uocivo iz dobijenih rezultata, tabela 5.8), ali i razliite aktivnosti
izolovanih jedinjenja, jer je na HPLC hromatogramu (Slika 5.14) uocljivo da se
primenom ove dve ekstrakcione tehnike izoluju jedinjenja razliCite strukture. Takode, u
toku klasi¢ne ekstrakcije je ekstrakt duze izlozen nepovoljnim uslovima, kao Sto su
svetlost 1 kiseonik, koji su pored visoke temperature najvazniji faktori koji doprinose
razgradnji polifenola (Medouni-Adrar et al., 2015).

ICso vrednost MAE ekstrakta je neSto viSa od ICso vrednosti komercijalnih
antioksidanasa, kao §to su vitamin C (5,97 + 0,08 pg/ml) i butilhidroksitoluen (BHT)
(3,03 £ 0,03 pg/ml) (Milutinovic et al., 2013). Antioksidativna aktivnost MAE ekstrakta
je veca od, do sada u literaturi zabelezenih, antioksidativnih aktivnosti ekstrakata koji su
dobijeni iz hajducke trave (Dias et al., 2013; Diisman et al., 2013; Nickavar et al., 2006;

Potrich et al., 2010). Jedino je antioksidativna aktivnost etarskog ulja dobijenog iz
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hajducke trave (ICso 1,56 png/ml) veca od antioksidativne aktivnosti MAE ekstrakta
(Candan et al., 2003). Medutim, iako je etarsko ulje hajducke trave pokazalo vecu
antioksidativnu aktivnost, prinos etarskog ulja je niska (0,6% v/w), a hidrodestilacija,
kojom se dobija etarsko ulje, duze traje (3 sata) i sam proces je tehniCki i energetski
zahtevniji od MAE. Veca antioksidativna aktivhost MAE ekstrakta u poredenju sa
literaturnim podacima bi mogla da bude posledica razli¢itih faktora. Jedan od faktora koji
utiCe na efikasnost ekstrakcije polifenola je 1 veliCina Cestice uzorka. Uzorak, koji je
koris¢en za dobijanje MAE ekstrakta, je bio sitan prah, dobijen prosejavanjem biljnog
materijala nakon usitnjavanja. Ovakav otpadni prah nije pogodan za primenu u ¢ajnim
meSavinama jer prolazi kroz pore filter vrecica ili cediljki, ali je po drugim
karakteristikama identi¢an lekovitom bilju koje nalazi primenu kod potroSaca nakon
prerade lekovitog bilja. U drugim radovima veli€ina Cestice ili nije zabeleZena ili je veca
od veli¢ine Cestica uzorka koris¢enih za dobijanje MAE ekstrakta u ovom radu. Prethodne
studije su pokazale da se koriS¢enjem sitnijih Cestica povecava kontaktna povrSina
izmedu rastvaraca i uzorka, pa se povecava i prinos polifenola (Chupin et al., 2015; Silva
et al., 2007; Stamatopoulos et al., 2013). Drugi faktor, koji bi mogao da uti¢e na drugaciji
sadrzaj polifenola u ekstraktima je 1 drugaciji sadrzaj polifenola u samoj biljci, koji je
posledica uticaja razliCitih faktora Zivotne sredine, vrste zemljista, klimatskih uslova,
nacina skladiStenja 1 tehnoloSkog tretmana biljke (Dias et al., 2013; Giorgi et al., 2007;
Giorgi et al., 2009). Takode, kvalitet dobijenog ektrakta moZe biti 1 diretna posledica
primene MAE sa svojim specificnim mehanizmom ekstrakcije, jer dobijeni rezultati
ukazuju da se iz istog materijala primenom MAE dobija gotovo 50% visSe polifenola sa
izrazenim antioksidativnim svojstvima. Takode, treba naglasiti da prilikom MAE
temperatura sistema u svim eksperimentima je bila niza od 55 °C, tako da nije doSlo do
termalne degradacije polifenola, §to je doprinelo ouvanju kvaliteta ekstrakta (Solyom et
al., 2014; Volfet al., 2014).

Najveci deo otpada koji nastaje tokom prerade lekovitog bilja ¢ini neiskoris¢eni
deo biljke, koji je razli¢it za svaku biljku i zavisi od lokalizacije bioaktivne komponte.
Ovakav otpad ima relativno malu moguénost iskoriS¢enja u odnosu na otpad dobijen
prosejavanjem biljnog materijala nakon usitnjavanja, jer on predstavlja najfiniji prah dela
biljke koji je bogat bioloski aktivnim materijama. Otpadni prah nije pogodan za primenu

u ¢ajnim meSavinama jer prolazi kroz pore filter vrecica ili cediljki, ali po drugim
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karakteristikama je identi¢an lekovitom bilju koje nalazi primenu kod potrosaca. Ova
vrsta otpada predstavlja pogodnu polaznu sirovinu za ekstrakciju i moguénost njene
eksploatacije je ispitana u ovoj doktorskoj disertaciji. Posebnu vrstu otpada predstavlja

biljni ostatak nakon ekstrakcije.

5.1.3 Optimizacija ekstrakcije polifenola i flavonoida iz otpadnog rastavica

(E. arvense)
5.1.3.1 Odredivanje opsega procesnih promenljivih

Kao 1 kod optimizacije MAE polifenola i flavonoida iz otpadne hajducke trave,
pre optimizacije ekstrakcije polifenola i flavonoida iz otpadnog rastavica odreden je
opseg u okviru kog su varirane vrednosti procesnih promenljivih koje uticu na MAE
polifenola (tabela 5.9).

Tabela 5.9. Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj ukupnih polifenola u

ekstraktima dobijenim iz otpadnog rastavica

Koncentra Vreme Odnos
cija SUP ekstrak SUP rastvaraé/ SUP Snaga SUP
etanola ! (mg i o2 (mg cvrst3a (mg mﬂjrotal (mg
(%) GAE/g) s) GAE/g) faza GAE/g) asa®* (W) GAE/g)
(ml/g)
0 70,38 30 109,09 10 75,95 170 123,21
20 83,47 60 121,52 20 87,69 340 119,27
50 122,10 90 150,00 30 123,21 510 85,47
60 137,36 120 134,21 40 155,54
80 90,91 180 89,26 50 151,35
96 70,91 60 56,21

!'vreme ekstrakcije 60 s, odnos rastvara¢/cvrsta faza 30 ml/g, mikrotalasna snaga 170 W
2 koncentracija etanola 50%, odnos rastvara¢/¢vrsta faza 30 ml/g, mikrotalasna snaga
170 W

3 vreme ekstrakcije 60 s, koncentracija etanola 50%, mikrotalasna snaga 170 W

*vreme ekstrakcije 60 s, koncentracija etanola 50%, odnos rastvara¢/¢vrsta faza 30 ml/g
SUP: sadrzaj ukupnih polifenola

Na osnovu dobijenih vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima
izabrani su opsezi procesnih promenljivih koji favorizuju dobijenje ekstrakata sa visokim
sadrzajem polifenola i sledeci opsezi su kori§¢eni za optimizaciju ekstrakcije polifenola,

odnosno antioksidanasa iz otpadnog rastavica metodom statistickog planiranja
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eksperimenta. Vrednosti opsega za vreme ekstrakcije je bilo od 60 do 120 s, za
koncentraciju etanola od 50 do 70%, a za odnos rastvara¢/¢vrsta faza od 30 do 50 ml/g.
Vrednosti ove tri promenljive su bile kontinualne, dok je snaga mikrotalasa imala

diskretne vrednosti, 1701 340 W.

5.1.3.2 Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije polifenola i flavonoida sa

antioksidativnom aktivno$éu iz otpadnog rastaviéa (E. arvense)

Za utvrdivanje optimalnih uslova za izvodenje MAE i dobijanje ekstrakta sa
maksimalnim sadrZzajem ukupnih polifenola 1 maksimalnom antioksidativnom
aktivnos$cu, koriS¢ena je metoda odzivnih povrSina (RSM) i centralni kompozitni dizajn
(CCD). Pracen je uticaj Cetiri procesne promenljive (vreme ekstrakcije (A), koncentracija
etanola (B), odnos rastvarac¢/Cvrsta faza uzorka (C), snaga mikrotalasa (D)) na pet odziva
sistema (prinos ekstrakcije (Y1), sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima (Y2), sadrzaj
flavonoida u ekstraktima (Y3), inhibicija DPPH radikala (Y4) i FRAP (Y5)) (tabela P-1.3).

Analizom varijanse (ANOVA) je ocenjena adekvatnost i statisticka znacajnost
svih modela (tabela 5.10). Vrednost koeficijenta determinacije (R°) za matematic¢ki model
prinosa ekstrakcije je iznosio 0,942, za model sadrzaja ukupnih polifenola 0,885, za
model sadrzaja flavonoida 0,930, za jednacinu koja opisuje neutralizaciju DPPH 0,959 1
za model FRAP redukcione mo¢i 0,932, pa se moze zakljuciti da postoji dobra korelacija
izmedu predvidenih 1 eksperimentalno dobijenih rezultata (tabela 5.10, slika 5.15).
Koeficijent varijacije svih modela je manji od 10% S$to ukazuje da su modeli pouzdani 1
precizni. Vrednost adekvatne preciznosti svih modela je veca od 4, Sto ukazuje da je
signal adekvatan (tabela 5.10) (Arasi et al., 2016). Zna¢ajan nedostatak fitovanja ukazuje
na neadekvatan model, a kako nedostatak fitovanja nije znacajan za sve modele, modeli

se mogu smatrati adekvatnim.
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Tabela 5.10. Analiza varijanse (ANOVA) modela dobijenih primenom

viSestruke regresione analize

Koeficijent p-vrednost

Odziv R’ P - varijacije  nedostatka Adekvatna
vrednost  vrednost 5 . preciznost
(%) fitovanja
Y 0,942 <0,0001 73,61 7,64 0,1821 27,45
Y2 0,885 <0,0001 23,99 9,47 0,1393 16,46
Y; 0,930 <0,0001 35,55 8,05 0,5165 18,09
Y4 0,959 <0,0001 54,05 9,59 0,6134 25,02
Ys 0,932 <0,0001 31,36 9,15 0,2371 19,89
Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);
Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);
Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);
Y4: inhibicija DPPH radikala (%);
Ys: FRAP (mmol Fe?*/l).
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(e)

FRAP (mmol/l)

Predvidene vrednosti

Colar points by valie of
FRAP

0230878
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Slika 5.15. Slaganje eksperimentalno dobijenih 1 modelom predvidenih
vrednosti odziva u eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadnog rastavica:
prinos ekstrakcje (a), sadrzaj ukupnih polifenola (b), sadrzaj flavonoida (c¢), DPPH (d),
FRAP (e).

Ocena znacajnosti uticaja procesnih promenljivih (vremena ekstrakcije,
koncentracije etanola, odnosa rastvara¢/¢vrsta faza uzorka i snage mikrotalasa) na odzive,
na osnovu ANOVA statistike, data je u tabeli 5.11, a efekat odgovarajuc¢ih faktora je
prikazan u daljem tekstu prilikom analize ponaSanja svakog od odziva redom. Kao i kod
otpadne jagorcevine 1 hajducke trave, prilikom analize koriS¢ena ,,backward regresija,
pomocu koje su iz modela eliminisani ¢lanovi koji nisu znacajno uticali na odziv (p >

0,0500).
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Tabela 5.11. p vrednosti analize varijanse (ANOVA) procesnih promenljivih u

eksperimentalnom dizajnu MAE antioksidanasa iz otpadnog rastavic¢a

p’-vrednost Prob > F

Faktor Y, Y, Ya Y, Ye
A
B <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C <0,0001 0,0047 <0,0001 0,0001 0,0057
D <0,0001 0,0396 0,0091
AB 0,0210 0,0275 0,0001 0,0445
AC 0,0088 0,0371 <0,0001 0,0249
AD 0,0221 <0,0001 <0,0001 0,0002
BC 0,0493 0,0012 0,0114 <0,0001 0,0003
BD
CD
A? 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
B? <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C? <0,0001 0,0011 <0,0001 <0,0001 <0,0001

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvarac/¢vrsta faza uzorka (ml/g);

D: snaga mikrotalasa (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta /g s.m. uzorka);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);

Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);

Y4: inhibicija DPPH radikala (%);

Ys: FRAP (mmol Fe**/1).

" p <0,01 veoma znacajno; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno,

5.1.3.2.1 Uticaj procesnih parametara na prinos ekstrakcije

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu prinosa
ekstrakcije 1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola,
odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koje se mogu aproksimirati
polinomom drugog reda:

Y, = 62,67 —5,58C + 16,40D — 3,914B + 3,29BC + 16,53B? + 9,49(C* (5.8.)

gde je Y1 (prinos ekstrakcije) odziv, a promenljive su A (vreme ekstrakcije), B
(koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka) i D (snaga mikrotalasa).

Prinos ekstrakcije je bio u opsegu od 40,3 do 126,7 mg s.m. ekstrakta/g
s.m.uzorka (tabela P-1.3). ViSestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su dva
linearna ¢lana (odnos rastvaraca/Cvrsta faza i mikrotalasna snaga) i dva kvadratna ¢lana

(B? i C?) bila statisti¢ki zna¢ajna (p < 0,05, tabela 5.11). Od njih statisti¢ki najveéi uticaj
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je imala mikrotalasna snaga (p < 0,0001). Prema jednacini zavisnosti prinosa ekstrakcije
od promenljivih (jednacina 5.8), negativan uticaj na prinos ekstrakcije je imao odnos
rastvarac/Cvrsta faza dok je mikrotalasna snaga imala pozitivan uticaj. Pozitivan predznak
kvadratnih ¢lanova B? i C? ukazao na postojanje minimuma funkcije. Prinos ekstrakcije
se povecavao kada je povecavana mikrotalasna snaga i vreme ekstrakcije 1 kada je

smanjivana koncentracija etanola i zapremina rastvaraca (slika 5.16).
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Slika 5.16. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i
koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvara¢/Cvrsta faza od 40 ml/g (a), koncentracije
etanola 1 odnosa rastvara¢/Cvrsta faza pri vremenu ekstrakcije od 90 s (BC) (b) na prinos

ekstrakcije (Y1). Snaga mikrotalasa je imala vrednost 340 W.

Maksimalni prinos ekstrakcije je postignut kada je uzorak duZe izlagan
delovanju mikrotalasnog zracenja vece snage, dok je zapremina rastvaraca i koncentracija
etanola smanjivana (slika 5.16). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim
prilikom ekstrakcije polifenola iz otpadne hajducke trave i otpadne jagorcevine, pa se
generalno moZze zakljuciti da se veci prinos ekstrakcije MAE postiZze duZzom ekstrakcijom,
primenom vece mikrotalasne snage i pri upotrebi manje koli¢ine rastvaraca. Kao §to je
objasnjeno 1 kod prinosa ekstrakcije kada su kao uzorak koriS¢eni otpadna jagorcevina 1
hajducka trava, primenom mikrotalasne ekstrakcije dolazi do bubrenja i pucanja Celija

biljnog materijala usled povecanja pritiska u njihovoj unutrasnjosti, pa je tako olakSana
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ekstrakcija. Kada se uzorak duze izlozi delovanju mikrotalsnog zracenja vece snage, znaci
da se biljni materijal viSe zagreva, rastvaracu se smanjuje viskoznost i olakSano mu je
prodiranje u biljni matriks, dok je u isto vreme povecana rastvorljivost biljnih
komponenata. Temperatura sistema je bila veca kada je u ekstrakciji kori¢ena visa snaga
ibila je u opsegu od 45 do 78 °C, dok je bila u opsegu od 30 do 41 °C kada je u ekstrakciji
primenjena mikrotalasna snaga od 170 W. Sa druge strane, da bi se povecao prinos
ekstrakcije, potrebno je smanjiti zapreminu rastvaraca. U slucaju kada se koristi veca
koli¢ina rastvaraca tada ona apsorbuje mikrotalasnu energiju, tako da se manje sistem
zagreva, a i relativni odnos izmedu ekstrahovane suve materije i rastvaraca se smanjuje

zbog vece koriS¢ene zapremine rastvaraca.
5.1.3.2.2 Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktima i1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije,
koncentracija etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koja se
moze aproksimirati polinomom drugog reda:

Y, = 149,99 — 14,99B + 6,52C + 7,80AC + 5,12AD — 9,98BC —

10,6342 — 23,22B% — 8,52(C* (5.9)

gde je Y2 (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu) odziv, a promenljive su A
(vreme ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka) 1 D
(snaga mikrotalasa).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je bio upsegu od 49,59 do 166,33 mg
GAE/ g s.m. ekstrakta (tabela P-1.3). ViSestruka regresiona analiza podataka ukazuje na
to da su dva linerna ¢lana (B i C), tri kvadratna ¢lana (A%, B? i C?) i tri interaktivna ¢lana
(AC, AD1BC) bila statisticki znacajna (p < 0,05, tabela 5.11). Prema jednacini zavisnosti
sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima od promenljivih (jednacina 5.9), negativan
uticaj na odziv imala je koncentracija etanola, dok je odnos rastvaraca prema cvrstoj fazi
uzorka imao pozitivan uticaj na odziv. Takode, negativan predznak kvadratnih ¢lanova
ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je rastao produzenjem vremena
ekstrakcije do 80 s, povecanjem koncentracije etanola do 55% 1 odnosa rastvarac/Cvrsta

faza do 44 ml/g (slika 5.17).
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Slika 5.17. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: koncentracije etanola i odnosa
rastvara¢/Cvrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 90 s (a), vremena ekstrakcije i
odnosa rastvarac/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 40% (b) na sadrzaj ukupnih

polifenola (Y2). Snaga mikrotalasa je imala vrednost 170 W.

Najveci uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je imala koncentracija
etanola (p < 0,0001). Povecanjem koncentracije etanola do 55% rastao je i sadrzaj
ukupnih polifenola, dok je daljim porastom koncentracije etanola sadrzaj ukupnih
polifenola u ekstraktima opadao (slika 5.17a). Kao §to je 1 u prethodnim optimizacijama
zakljuceno, za ekstrakciju polifenola postoji optimalan odnos vode i etanola u zavisnosti
od biljnog uzoka koji se koristi u ekstrakciji (Hemwimon et al., 2007). Statisti¢ki znacajan
uticaj na sadrzaj polifenola u ekstraktima je imao odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka (p <
0,05). Povecanjem zapremine rastvara¢a prema masi uzorka do 44 ml/g, sadrzaj
polifenola u ekstraktima je rastao, dok je daljim povecanjem ovog faktora doslo do
smanjenja sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima (slika 5.17). Sto se ti¢e uticaja
vremena ekstrakcije na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu, linearni ¢lan nije imao
statisticki znacajan uticaj, ali su kvadratni ¢lan 1 interakcija sa snagom mikrotalasa 1
odnosom rastvarac¢/Cvrsta faza bili statisticki znacajni. Po pravilu, vreme koje je potrebno
za ekstrakciju polifenola se znacajno smanjuje primenom MAE, u poredenju sa klasicnim
metodama ekstrakcije. Prema rezultatima, vreme koje je potrebno da bi se postigao
maksimalan sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu je samo 80 s (slika 5.17b).

Produzenjem vremena ekstrakcije se verovatno ekstrahuju i druga jedinjenja iz otpadnog
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rastavica, pa se relativan sadrzaj polifenola u ekstraktu smanjuje, $to nije bio cilj rada, jer
su optimizovani uslovi ekstrakcije za dobijanje ekstrakta koji ima maksimalan sadrzaj
polifenola. Maksimalan sadrzaj polifenola u ekstraktu je postignut kada je u ekstrakciji
koris¢ena niza snaga mikrotalasa (170 W). Pove¢anjem mikrotalasne snage favorizuje
ekstrakciju 1 drugih jedinjenja iz otpadnog rastavica, zbog Cega je relativan sadrzaj

ukupnih polifenola u ekstraktima dobijenim sa ve¢om mikrotalasnom snagom smanjen.
5.1.3.2.3 Uticaj procesnih promenljivih na sadrzaj flavonoida u ekstraktima

Zavisnost izmedu sadrzaja flavonoida u ekstraktima i Cetiri promenljive (vreme
ekstrakcije, koncentracija etanola, odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa)
se moze aproksimirati polinomom drugog reda. Dobija se sledeéa jednacina:

Y; = 30,08 — 2,92B + 2,09C + 1,064B + 1,00AC + 1,91AD — 1,24BC —
1,954% — 4,53B2 — 3,03C*? (5.10.)

gde je Y3 (sadrzaj flavonoida u ekstraktu) odziv, a promenljive su A (vreme
ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvara¢/cvrsta faza uzorka) i D (snaga
mikrotalasa).

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima je bio upsegu od 10,35 do 33,27 mg QE/ g s.m.
ekstrakta (tabela P-1.3). ViSestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su dva
linearna ¢lana (B i C), tri kvadratna ¢lana (A2, B? i C?) i Cetiri interaktivna ¢lana (AB,
AC, AD 1 BC) bila statisticki zna¢ajna za prinos flavonoida (p < 0,05, tabela 5.11). Od
svih parametara najveci uticaj na ekstrakciju flavonoida su imali koncentracija etanola 1
odnos rastvarac¢/¢vrsta faza (p < 0,0001). Prema jednacini zavisnosti sadrZaja flavonoida
u ekstraktu od promenljivih (jednacina 5.10), negativan uticaj na odziv ima koncentracija
etanola, dok pozitivan uticaj ima odnos rastvarac/Cvrsta faza. Negativan predznak sva tri
kvadratna ¢lana ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima je rastao kada je vreme ekstrakcije pove¢avano
do 72 s, koncentracija etanola do 56% 1 odnos rastvara¢/Cvrsta faza do 44 ml/g (slika
5.18).

Ulazne promenljive na sli¢an nacin uticu na sadrzaj polifenola i flavonoida u
ekstraktima (jednacine 5.9 i 5.10), Sto je potvrdeno jakom statisticki znacajnom
linearanom korelacijom izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i sadrzaja flanoida u

ekstraktima (R = 0,932, p < 0,01, slika 5.19). Ovde je zakljuceno, kao i kod ekstrakcije
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flavonoida iz hajducke trave, da su uslovi ektrakcije koji favorizuju ekstrakciju ukupnih

polifenola sli¢ni uslovima koji favorizuju ekstrakciju flavonoida iz rastavica, Sto je

prirodna posledica ¢injenice da su flavonoidi podgrupa polifenola.

Sadrzaj flavonoida (mg QE/g)
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Slika 5.18. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i

koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvara¢/¢vrsta faza od 40 ml/g (a), vremena

ekstrakcije 1 odnosa rastvara¢/¢vrsta faza pri koncentraciji etanola od 60% (AC) (b),

koncentracije etanola 1 odnosa rastvara¢/Cvrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 90 s

(c) na sadrzaj flavonoida u ekstraktu (Y3). Snaga mikrotalasa je iznosila 170 W.
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Slika 5.19. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i sadrZaja flavonoida

u ekstraktima.
5.1.3.2.4 Uticaj procesnih promenljivih na antioksidativnu aktivnost ekstrakata

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu inhibicije
DPPH radikala i Cetiri nezavisne promenljive (vreme ekstrakcije, koncentracija etanola,
odnos rastvara¢/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa), koja se moZe aproksimirati
polinomom drugog reda:

Y, =29,56 —5,58B +1,87C — 0,77D + 2,42AB + 3,42AC + 2,70AD —
2,96BC — 2,284% — 5,54B% — 2,23(C? (5.11)

gde je Y4 (inhibicija DPPH radikala) odziv, a promenljive su A (vreme
ekstrakcije), B (koncentracija etanola), C (odnos rastvara¢/cvrsta faza uzorka) i D (snaga
mikrotalasa).

Procenat neutralizacije DPPH radikala ekstraktima, koji su dobijeni pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima, se kretao u opsegu od 4,94 do 33,54% (tabela P-
1.3). Na procenat inhibicije DPPH radikala statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) su imala
tri linearna (B, C i D), &etiri interaktivna (AB, AC, AD i BC) i tri kvadratna faktora (A?,
B2 i C?) (tabela 5.11). Prema jednacini zavisnosti inhibicije DPPH radikala od ulaznih
promenljivih (jednacina 5.11), negativan uticaj na odziv su imali koncentracija etanola i
mikrotalasna snaga, dok je odnos rastvarac¢/Cvrsta faza imao pozitivan uticaj. Negativan

predznak svih kvadratnih ¢lanova ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.
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Produzenjem vremena ekstrakcije do 70 s, povec¢anjem koncentracije etanola do

55% 1 odnosa rastvaraca i ¢vrste faze uzorka do 45 ml/g inhibicija DPPH radikala se

povecavala (slika 5.20).
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Slika 5.20. Odzivna povrSina medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije

koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvara¢/Cvrsta faza od 40 ml/g (a), vremena

ekstrakcije 1 odnosa rastvara¢/Cvrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 60% (b) i

koncentracije etanola i odnosa rastvarac/Cvrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 90 s

(c) na inhibiciju DPPH radikala (Y4). Snaga mikrotalasa je imala vrednost 170 W.

Vrlo sli¢ne vrednosti inhibicije DPPH radikala su postignute kada je u ekstrakciji

primenjena niza i viSa mikrotalasna snaga (proba 23 i 27, tabela P-1.3). Kada je u
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eksperimentu koriS¢ena snaga mikrotalasa od 170 W, maksimalna inhibicija DPPH
radikala je iznosila 33,54%, a ostali uslovi procesa ekstrakcije su: vreme ekstrakcije 60 s,
rastvarac je 50% etanol, odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka je 50 ml/g. Sa druge strane,
primenom snage od 340 W postignuta je inhibicija od 30,52% za 120 s, sa 50% etanolom
1 odnosom rastvarac/Cvrsta faza 50 ml/g. Primecuje se da se uslovi u ova dva eksperimenta
razlikuju samo po vremenu trajanja ekstrakcije i mikrotalasnoj snazi, dok koncentracija
etanola i odnos rastvarac¢/Cvrsta faza imaju iste vrednosti. S obzirom na to da se skoro ista
antioksidativna aktivnost postize primenom manje mikrotalasne snage u kombinaciji sa
kra¢im vremenom, primena vece mikrotalasne snage u kombinaciji sa duzim vremenom
ekstrakcije nije opravdana jer je veca potrosnja energije.

Zavisnost izmedu FRAP redukcione mo¢i i Cetiri nezavsne promenljive (vreme
ekstrakcije, koncentracija etanola, odnos rastvarac/Cvrsta faza uzorka i snaga mikrotalasa)

je dobijena pomocu visestruke regresione analize i moze se aproksimirati polinomom

drugog reda:
Y: =0,81—-0,10B + 0,032C — 0,027D + 0,0294B + 0,033AC +
0,047AD — 0,059BC — 0,0614% — 0,14B% — 0,057C? (5.12.)

gde je Ys (FRAP) odziv, a promenljive su A (vreme ekstrakcije), B
(koncentracija etanola), C (odnos rastvara¢/¢vrsta faza uzorka) i D (snaga mikrotalasa).

FRAP vrednosti ekstrakata su bile u opsegu od 0,231 do 0,900 mmol/I (tabela P-
1.3). Statisticki znacajan uticaj na FRAP vrednosti su imali tri linearna (B, C, D), Cetiri
interaktivna (AB, AC, AD i BC) i tri kvadratna ¢lana (A2, B, C?) (p < 0,05, tabela 5.11).
Negativan uticaj na FRAP vrednosti ekstrakata su imali koncentracija etanola 1
mikrotalasna snaga, dok je odnos rastvarac¢/Cvrsta faza imao pozitivan uticaj. Takode
predznak svih kvadratnih ¢lanova ukazuje na postojanje maksimuma funkcije.

ProduzZenjem vremena ekstrakcije do 80 s i pove¢anjem koncentracije etanola do
55% 1 odnosa rastvaraca i uzorka do 45 ml/g, redukciona sposobnost ekstrakata je dostigla

svoju maksimalnu vrednost (slika 5.21).
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Slika 5.21. Odzivna povrSina medusobnih uticaja: vremena ekstrakcije i
koncentracije etanola (AB) pri odnosu rastvara¢/¢vrsta faza od 40 ml/g (a), vremena
ekstrakcije 1 odnosa rastvara¢/¢vrsta faza (AC) pri koncentraciji etanola od 60% (b),
koncentracije etanola 1 odnosa rastvara¢/Cvrsta faza (BC) pri vremenu ekstrakcije od 90 s

(b) na FRAP redukcionu mo¢ (Y's). Mikrotalasna snaga je imala vrednost 170 W.

Prema rezultatima eksperimenata, inhibicija DPPH radikala i FRAP redukciona
moc¢ ekstrakata je bila u pozitivnoj i stastisticki znacajnoj korelaciji sa sadrzajem ukupnih
polifenola u ekstraktima (R = 0,945 1 R = 0,966, p < 0,01, slika 5.22) 1 sadrzajem
flavonoida u ekstraktima (R = 0,922 1 R = 0,938, p < 0,01, slika 5.23), §to ukazuje da su
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polifenoli, i to po hemijskom sastavu uglavnom iz grupe flavonoida, jedinjenja u

ekstraktima koji su nosioci antioksidativne aktivnosti.

Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)
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Slika 5.22. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima i

inhibicije DPPH radikala (a) i FRAP redukcione mo¢i (b).
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Slika 5.23. Korelacija izmedu sadrzaja flavonoida u ekstraktima i inhibicije

DPPH radikala (a) i FRAP redukcione moc¢i (b).
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5.1.3.2.5 Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije definisani su optimalni uslovi ekstrakcije za
dobijanje ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem polifenola, flavonoida i antioksidativnom
aktivnos¢u po obe metode ispitivanja (DPPH i1 FRAP). Postupkom numericke
optimizacije dobijeni su sledec¢i uslovi MAE: vreme trajanja ekstrakcije je 81 s, odnos
rastvarac/Cvrsta faza je 45,4 ml/g, koncentracija rastvaraca je 54,5% i mikrotalasna snaga
je 170 W. Pri navedenim uslovima Design expert je predvideo vrednosti izlaznih
promenljivih koje su prikazane u tabeli 5.12. Izvodenjem ekstrakcije pod optimalnim
uslovima dobijene su vrednosti koje se uklapaju u 95% interval predvidanja, pa se moze

zakljuciti da su modeli adekvatni i pouzdani (tabela 5.12).

Tabela 5.12. Predvidene 1 validirane vrednosti

Odziv Predvidene vrednosti Validiranf:
95% PI vrednosti
Prinos ekstrakcije (mg/g) 50,9 45,8 - 56,0 54,70 + 1,57
Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g) 154,61 139,14-170,06 161,57+ 1,24
Sadrzaj flavonoida (mg QE/g) 31,48 28,33 - 34,63 33,55 +1,28
DPPH (%) 33,37 30,03 - 36,71 33,33 +0,43
FRAP (mmol/l) 0,875 0,787 -0,962 0,918 + 0,007

5.1.3.2.6 Poredenje mikrotalasne i klasicne ekstrakcije

Izbor ekstrakcione metode zavisi od prinosa Zeljenih jedinjenja, od sloZenosti
procesa, ekoloske prihvatljivosti i troSkova proizvodnje (Dahmoune et al., 2013). U ovom
radu je poredena antioksidativna aktivnost, sadrzaj ukupnih polifenola i1 sadrzaj
flavonoida u ekstraktima dobijenim pomoéu MAE 1 pomocu klasicne ekstrakcije
polifenola iz rastavica. Rezultati pokazuju da se primenom MAE ekstrahuje vise
polifenola, dok je sadrzaj flavonoida gotovo isti, ali je antioksidativna mo¢ MAE

ekstrakta gotovo 100% uvecana (tabela 5.13).
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Tabela 5.13. Poredenje MAE sa klasi¢nom ekstrakcijom
Metoda

.. B C D Y1 Y2 Y3 Y4 Ys
ekstrakcije

54,70+ 161,57 33,55 33,33 00918

MAE 81545 454 170 1,57 £1,24* £1,28° +0,43* +0,007°

Klasi¢na 125,57 120,27 30,61+ 18,19 0,477+

ekstrakcija 144007015 - +£1,49° +2,14° 225¢ +0,18° 0,022°

A: vreme ekstrakcije (s);

B: koncentracija etanola (%);

C: odnos rastvarac/Cvrsta faza (ml/g);

D: mikrotalasna snaga (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka);

Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta);
Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m. ekstrakta);

Y4: inhibicija DPPH radikala (%);

Ys: FRAP (mmol Fe?*/l).

* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b, ¢) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Na osnovu HPLC hromatograma se vidi da se primenom MAE i klasi¢ne

ekstrakcije ekstrahuju polifenolna jedinjenja razlicite strukture (slika 5.24).
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Slika 5.24. HPLC hromatogram ekstrakta rastavica dobijenog klasi¢nom
ekstrakcijom (a) i MAE ekstrakta rastavica (b).

Cinjenica da MAE §tedi vreme u poredenju sa klasiénom metodom ekstrakcije
je njena glavna prednost, konkretno iz otpadnog rastavi¢a su za samo 81 s dobijeni
kvalitetiniji ekstrakti u poredenju sa klasicnom ekstrakcijom, koja je trajala 4 h. Treba
istati da MAE =zahteva tri puta vefu zapreminu rastvaraca u odnosu na klasicnu

ekstrakciju iako sa neSto manjim procentom etanola. I pored ovog nedostatka, treba istaci
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da postoji mogucnost recirkulacije rastvaraca uparavanjem ekstrakta do zeljene
koncentracije. U radu je utvrdeno da se koncentrisanjem uzoraka do konstantne
koncentracije od 48 mg/ml dobija otpareni rastvara¢ koji sadrzi 53,2% etanola, $to
ukazuje da se otpareni rastvarac¢ uz malo razblazenje moze koristitii u selede¢em cikulusu
MAE. Gledano iz viSe aspekata, s obzirom na to da je uz MAE usteda vremena znacajna,
pri ¢emu se dobija ekstrakt koji sadrzi vecu koli¢inu polifenola i koji pokazuje veci
kapacitet redukcije jona gvozda i hvatanja DPPH radikala, smatra se da je MAE efikasnija
metoda ekstrakcije.

U poredenju sa literaturnim podacima, sadrzaj polifenola u MAE ekstraktu je
bio veéi nego u n-butanolnom (96,4 mg GAE/g ekstrakta), etail-acetatnom (26,4 mg
GAE/g ekstrakta) i vodenom ekstraktu (15,4 mg GAE/g ekstrakta) (Canadanovié¢-Brunet
et al., 2009). Sa druge strane, Milovanovi¢ i saradnici su ekstrakcijom 80% etanolom
postigli veci prinos polifenola u ekstraktu (1070 uM GAE/g ekstrakta, odnosno 181 mg
GAE/g ekstrakta) (Milovanovi¢ et al., 2007). U drugom radu je pod optimizovanim
uslovima, klasi¢nom ekstrakcijom i primenom 70% etanola za 12 h dobijen ekstrakt koji
je sadrzao 123 mg GAE/g ekstrakta (Uslu et al., 2013). Razli¢it sadrzaj polifenola u
ekstraktima moZe da bude posledica razli€itih faktora. On moze da zavisi od sadrzaja
polifenola u samoj biljci koja je koriS¢ena za dobijanje ekstrakta, a na nju uticu razliciti
faktori Zivotne sredine, kao S$to su vrsta zemljiSta, klimatski uslovi, kao 1 nacin
skladiStenja 1 tehnoloskog tretmana biljke (Bozin et al., 2013; Dias et al., 2013; Giorgi et
al., 2007; Giorgi et al., 2009). Takode, zavisi i od veli¢ine Cestica uzorka, od vrste
rastvaraca i ekstrakcione tehnike koja je koriS¢ena za dobijanje ekstrakta.

Drugi parametar koji se koristi za kvantifikaciju antioksidativnih svojstava je
ICso, ¢ija niska vrednost ukazuje na jaku antioksidativnu aktivnost ekstrakta. Za MAE
ekstrakt dobijena ICso vrednost je iznosila 24,7 pg/ml, dok je za ekstrakt dobijen
klasicnom ekstrakcijom iznosila 48,0 pg/ml, ukazujuéi da je MAE ekstrakt potentniji
antioksidans. Antioksidativna aktivnost MAE ekstrakta je vec¢a od antioksidativne
aktivnosti koja je zabeleZena u radovima Canadinovi¢-Brunet i saradnika i Stajner i
saradnika, ali je niZa nego u radovima Mimica-Duki¢ i1 saradnika i Kukri¢ i saradnika
(Canadanovic’-Brunet et al., 2009; Kukri¢ et al., 2013; Mimica-Dukic et al., 2008; Stajner
et al., 2006). Medutim, vazno je napomenuti da je veoma teSko porediti ICso sa

literaturnim podacima, s obzirom na to da autori koriste razlicite protokole za odredivanje
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stepena neutralizacije DPPH radikala (razliite su pocetne koncentracije DPPH radikala,
vreme inkubacije i reakcioni medujum), pa se samim tim dobijaju rezultati koji se tesko
porede (Sharma & Bhat, 2009). U radu Mimica-Duki¢ 1 saradnika je postignuta
izvanredna antioksidativna aktivnost ekstrakta rastavica (2,37 pg/ml), ali kada se uporede
uslovi pod kojima se izvodi DPPH analiza, autori koriste pocetnu koncentraciju DPPH
radikala od 22,5 uM, dok se u u ovom radu koristi koncentracija od 40 uM, §to moze da
objasni razli¢itu antioksidativnu aktivnost ekstrakta. S obzirom na to da je sadrzaj
flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu skoro duplo nizi nego u MAE ekstraktu (17,47
prema 33,55 + 1,28 mg/g), moguce je da su ekstrahovani polifenoli drugacije strukture,
tako da su jaci antioksidansi, jer su autori u ekstrakciji koristili i polarni i nepolarni
rastvara¢, a oni imaju drugaciju selektivnost prema polifenolima od etanola koji je
koris¢éen u MAE procesu (Mimica-Dukic et al., 2008). Medutim, u radu Kukri¢ i
saradnika je postignut znatno veéi sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu i vecéa
antioksidativna aktivnost u poredenju sa MAE ekstraktom. Dobijeno je da je sadrzaj
ukupnih polifenola u ekstraktu 355,80 + 17,8 mg GAE/g, a ICso 13,5 £ 0,6 pg/ml, pri
¢emu su autori u radu koristili viSu pocetnu koncentraciju DPPH radikala 67,5 pg/ml
(Kukri¢ et al., 2013). Razlika u sadrzaju polifenola u ekstraktu najverovatnije je posledica
razli¢itog sadrzaja polifenola u biljci, kvaliteta 1 porekla biljke, kao 1 uslova skladiStenja

1 na¢ina obrade.

5.1.3.3 Poredenje sadraja bioloSki aktivnih jedinjenja i antioksidativne aktivnost dve

SarZe otpadnog rastaviéa

Sa ciljem da se utvrdi uticaj same biljke na kvalitet ekstrakata iz otpadnog
lekovitog bilja koriS¢ene su dve Sarze otpadnog rastavica. Dodatna Sarze je dobijena
berbom iz 2016., dok je prethodno ispitana SarZa otpadnog rastavi¢a brana 2012. godine.
Ekstrakcija polifenola iz oba uzorka je izvodena pod istim, optimalnim uslovima za
ekstrakciju polifenola iz otpadnog rastavica, sa ciljem poredenja sadrzaja ukupnih

polifenola, flavonoida i1 antioksidativne aktivnosti dva uzorka.
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Sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost ekstrakata se
znacajno razlikovala (tabela 5.14), Sto ukazuje da sadrzaj polifenola u ekstraktima veoma
zavisi od sadrzaja polifenola u biljci, ¢iji sadrzaj zavisi od razli¢itih klimatskih uslova,
nacina skladiStenja, i sli¢no. Sli¢no je zabeleZeno i u radu Stracke i saradnika, u kom su
autori pratili sadrzaj ukupnih polifenola, flavonola, flavanola i antioksidativne aktivnosti
u periodu od tri godine (2004.-2006.) u organskim i klasicno gajenim jabukama. Autori
su zabelezili kod jedne vrste organskih jabuka da je sadrzaj flavanola iznosio 89,5 + 8,5
ng/g kada su one brane 2005. godine 1 234,7 + 38,6 nug/g kada su brane 2006. godine.
Takode, sadrzaj ukupnih polifenola je iznosio 270,8 £ 39,5 ug/g u jabukama koje su brane
2005. godine 1 495,5 + 77,7 ng/g u jabukama koje su brane 2006. godine. Autori su ovu
razliku objasnili razli¢itim klimatskim uslovima i koli¢inom padavina, koje su 2005.
godine bile vece u poredenju sa 2006. godinom (Stracke et al., 2009). U drugom radu je
pokazano da se koncentracija ukupnih polifenola izolovanih iz paradajza takode menja
tokom godina. Na primer, sadrzaj ukupnih polifenola je iznosio 44,0 £ 7,5 mg/100 g
svezeg uzorka iz 2004. godine, 36,7 +2,1 mg/100 g svezeg uzorka iz 2005. godine 11 33,1
+ 7,6 mg/100 g svezeg uzorka iz 2006. godine (Chassy et al., 2006). Ovo ukazuje da
godina berbe znacajno utice na kvalitet dobijenog ekstrakta 1 da ovaj faktor treba imati u
vidu pri poredenju rezultata razli¢itih istraZzivanja. Treba naglasiti da su primenom MAE
pod optimalnim uslovima tokom perioda od 3 godine tokom kojih je Cuvan 1 ispitivan
otpadni rastavi¢ iz 2012. dobijani ekstrakti vrlo sli¢nih karakteristika (standardna
devijacija rezultata je u okviru standardne devijacije tehnickog ponavaljanja

eksperimenta).

Tabela 5.14. Poredenje sadrZaja bioaktivnih jedinjenja ekstrakata dobijenih pod

optimalnim uslovima MAE otpadnog rastavica iz dve SarZe — brane 2012. 1 2016. godine

Sadrigj Sadrzaj
Uzorak gkupmh flavonoida (mg DPPH (%) FRAP
polifenola (mg QE/g) (mmol/T)
GAE/g) &
2012 161,57 £1,24* 33,55+ 1,28 33,33+ 0,43* 0,918 £0,007*
2016 96,16 £4,02° 15,06+ 1,56° 22,56+0,78° 0,583 + 0,006

* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).
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5.1.3.4 Ispitivanje mogucnosti uveéanja procesa

Dalje je u radu ispitana moguénost uvecanja procesa mikrotalasne ekstrakcije
polifenola u laboratorijskim uslovima (ku¢na mikrotalasna pecnica). Problem kod
uvecanja mikrotalasne ekstrakcije je ograni¢ena dubina prodiranja mikrotalasnog
zracenja, Sto znaci da se u velikim sistemima unutras$njost zagreva konvekcijom, a ne
dipolarnim i kondukcionim mehanizmom, koji se kod mikrotalasnog zagrevanja
simultano odigravaju (Diaz-Ortiz et al., 2011; Veggi et al., 2012). Na osnovu pregledane
literature konstantnim je odrzavano vreme ekstrakcije, odnos rastvara¢/¢vrsta faza i odnos
snage mikrotalasnog zraCenja prema zapremini rastvaraca (Petigny et al., 2014). Kod
optimizovane ekstrakcije polifenola iz hajducke trave odnos snage mikrotalasnog
zrac¢enja prema zapremini rastvaraca je iznosio 1,417 W/ml, kod rastavic¢a je odnos snage
mikrotalasnog zraenja prema zapremini rastvaraa iznosio 1,259 W/ml, a kod
jagorcevine 1,619 W/ml. U eksperimentu je povecavana masa uzorka lekovitih biljaka i
snaga mikrotalasnog zraCenja. Ispitivane su tri mikrotalasne snage, i to 160, 3501 500 W.
U ekstraktima rastavica i1 hajducke trave, koji su dobijeni na razli¢itim mikrotalasnim
snagama, a sa konstantnim odnosom snage mikrotalasnog zrafenja i1 zapremine
rastvaraCa, su odredivani sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i1 antioksidativna
aktivnost, dok je u ekstraktu jagorCevine odreden sadrZzaj ukupnih polifenola i

antioksidativna aktivnost (tabele 5.15, 5.16 1 5.17).

Tabela 5.15. Poredenje sastava i antioksidativne aktivnosti ekstrakta jagorevine

dobijenim primenom razli¢ite snage mikrotalasnog zracenja

Sadrzaj ukupnih

UaZl? f yslrlf;;;a?\l;)l igpzrenn]l)l polifenola (mg DPPH (%) FR?EZS?)mOI
’ GAE/g)

1 160 99 130,73 £3,51* 28,45+2,12* 0,895+0,037*

2 350 216 125,16 £ 1,16* 29,03 +1,20* 0,856 +0,024*

3 500 309 132,26 £3,69*  29,03+0,76* 0,944 +0,074*

* Vrednosti oznaCene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).
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Tabela 5.16. Poredenje sastava i antioksidativne aktivnosti ekstrakta hajducke

trave dobijenim primenom razli¢ite snage mikrotalasnog zracenja

Sadrzaj
Mikrotalasna Zapremina, uk}l pnih Sadrzg] DPPH FRAP
Uzorak snaga (W) (ml) polifenola  flavonoida (%) (mmol
8 (mg  (mgQE/g) Y R
GAE/g)
23467+ 4240+ 7130+ 1973+
1 160 13 4510 0.36° 147°  0.015°
23120+ 41,70+ 6930+ 1,970+
2 350 247 2.67° 0.61° 3150 0,040°
241,75+ 4417+ 71,63+ 2113+
3 >00 353 3.63¢ 1.05° 4150 0,071°

* Vrednosti oznaCene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Tabela 5.17. Poredenje sastava i antioksidativne aktivnosti ekstrakta rastavica

dobijenim primenom razli¢ite snage mikrotalasnog zracenja

Sadrzaj
Mikrotalasna Zapremina, uk}l pnih Sadrzep DPPH FRAP
Uzorak snaga (W) (ml) polifenola  flavonoida (%) (mmol
8 (mg  (mgQEg) 7 Fe&
GAE/g)
96,16 + 15,06+ 2256+ 0,583 +
! 160 127 4,022 1,56% 0,78% 0,006?
92,87 + 16,48+ 24,07+ 0,639+
2 350 278 5,81% 0,05% 1,95% 0,002?
99,38 + 18,10+ 25,78+ 0,665+
3 500 397 3,85% 0,21* 0,57% 0,004?

* Vrednosti oznaCene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Na osnovu rezultata se vidi da se da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu
sadrzaja ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidativne aktivnosti ekstrakata koji su
dobijeni primenom tri snage mikrotalasnog zracenja u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja
iz sve tri otpadne biljke. Medutim, uvecanje mikrotalasne ekstrakcije je samo 3,1 put, pa
se ne moze sa sigurnoS¢u tvrditi da bi se isti prinosi bioaktivnih jedinjenja dobili i
koris¢enjem industrijskih mikrotalasnih peénica. U literaturi postoji malo radova u
kojima je ispitivano uvecanje procesa mikrotalasne ekstrakcije. Petigny 1 saradnici su u
laboratorijskim uslovima optimizovali ekstrakciju etarskih ulja iz liS¢a Peumus boldus i

pod optimalnim uslovima dobili prinos od 1,4%. Pod optimizovanim uslovima je odnos

129



snage mikrotalasnog zracenja i zapremine vode bio 1 W/ml. Kori§¢enjem istog odnosa i
industrijske mikrotalasne pe¢nice MAC-75, ¢ija je maksimalna snaga iznosila 6000 W i
pri povecanju mase uzorka na 1,125 kg (tako da je ukupno uvecanje 30 puta) postigli su

isti prinos etarskih ulja (Petigny et al., 2014).
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5.2 Bioloska aktivnost ekstrakata jagorcevine, hajducke trave i rastavica
5.2.1 Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost ekstrakata lekovitih biljaka je testirana na 11 patogenih
mikroorganizama, dve Gram-negativne bakterije (P. aeruginosa 1 E. coli), tri Gram-
pozitivne bakterije (E. faecalis, S. aureus 1 L. monocytogenes), jednom kvascu (C.
albicans) 1 5 fitopatogenih plesni A. niger, A. flavus, F. graminearum, F. verticillioides i
F. proliferatum.

Ekstrakt jagorcevine nije pokazao antimikrobno dejstvo na testirane patogene
bakterije i kvasac, ali je inhibirao rast Cetiri plesni A. niger, F. graminearum, F.
verticillioides 1 F. proliferatum.

Ekstrakt hajducke trave je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih
bakterija 1 jedne testirane Gram-negativne bakterije (P. aeruginosa), ali nije pokazao
antimikrobno delovanje na E. coli i C. albicans. Od ispitanih plesni, inhibirao je rast samo
F. graminearum.

Ekstrakt rastavica je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih, ali nije
pokazao antimikrobno delovanje na Gram-negativne bakterije i C. albicans. Od ispitanih

plesni, nije inhibirao rast samo A. flavus.
5.2.1.1 Antimikrobna aktivnost ekstrakta jagorcevine

Od svih testiranih mikroorganizama, ekstrakt jagor€evine je inhibirao rast Cetiri

plesni, A. niger, F. graminearum, F. verticillioides 1 F. proliferatum (tabela 5.18).

Tabela 5.18. Inhibicija rasta plesni dodatkom ekstrakta jagorcevine u hranljivu

podlogu
Koncentracija Inhibicija rasta, %
ekstrakta, A niger A flavus F. F. F.

mg/ml - ME ' graminearum proliferatum verticillioides
0,25 2,00 - 30,00 27,78 40,48
0,50 5,00 - 34,00 33,33 61,90
1,00 50,00 - 36,00 44,44 100,00
2,50 80,00 - 56,00 47,22 100,00
5,00 90,00 - 60,00 55,56 100,00
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Najjacu inhibitornu aktivnost je pokazao prema F. verticillioides, koju je u
potpunosti inhibirao pri koncentracijama visim od 1 mg/ml. Takode, od svih testiranih
ekstrakata lekovitih biljka, ekstrakt jagorCevine je jedini inhibirao rast A. niger. Pri tome,
najvecu inhibiciju od 90% ekstrakt je pokazao kada je krajnja koncentracija u podlozi bila
5 mg/ml (slika 5.25). U poredenju sa druga dva ispitivana ekstrakta, ovaj ekstrakt je

pokazao i najjacu inhibitornu aktivnost prema F. graminearum (slika 5.26).

0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 1,0 mg/ml 2,5 mg/ml 5,0 mg/ml

Slika 5.25. Rast A. niger na ISP podlozi u koju je dodat ekstrakt jagorCevine u

navedenim koncentracijama.

0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 1,0 mg/ml 2,5 mg/ml 5,0 mg/ml

Slika 5.26. Rast F. graminearum na ISP podlozi u koju je dodat ekstrakt

jagorcevine u navedenim koncentracijama.

U literaturi ne postoje podaci o antifungalnoj aktivnosti vrste P. veris. Medutim,
pokazano je da druga vrsta iz istog roda, P. macrophylla, inhibira rast Trichophyton
longifusus, A. flavus, Microspoum canis, C. albicans 1 Candida glaberata (Najmus-Saqib
et al., 2009).

S obzirom na to da je ekstrakt jagorcevine imao najmanje polifenolnih jedinjenja
u poredenju sa druga dva ekstrakta, a pokazao je jacu antifungalnu aktivnost, moze se
pretpostaviti da su za nju odgovorni drugi konstituenti ekstrakta jagorcevine. Koren
jagorCevine sadrzi do 12% triterpenskih saponina (priverosaponin B-22 acetat,

primulasaponin II i primulasaponin I) i fenolne glikozide (primulaverin i primverin), koji
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se tokom susenja razgraduju. Saponini pokazuju visoku toksi¢nost prema plesnima. Na
primer, asparagus saponin-1 izolovan iz listova Asparagus officinalis pokazuje
antifungalnu aktivnost pri ¢emu su minimalne inhibitorne koncenracije u rasponu od 0,5
do 20,0 pg/ml u zavisnosti od testiranog mikroorganizma (Shimoyamada et al., 1990).
Saponini izolovani iz Allium minutiflorum su takode pokazali jaku antifungalnu aktivnost
(Barile et al., 2007). Mehanizam antifungalnog delovanja saponina se zasniva na njihovoj
intearakciji sa ergosterolom iz membrane, §to membranu Cini propustljivom, gubi se
njena funkcija i dolazi do odumiranja ¢elija (Francis et al., 2002).

Vrste koje pripadaju rodu Fusarium su veoma Cesti kontaminanti Zitarica i
drugih namirnica koje se koriste u ljudskoj i zivotinjskoj ishrani. Tokom svog rasta oni
proizvode mikotoksine, sekundarne metabolite koji su povezani sa razvojem nekih od
oboljenja ljudi i zivotinja. Naj¢es¢i mikotoksini koje proizvode vrste roda Fusarium su
trihotecen, fumonizin, zearalenon i1 moniliformin. Pored Fusariuma, mikotoksine
proizvode 1 Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Claviceps (Gutleb et al., 2002).
Sprecavanje rasta neZeljenih mikroorganizama se u industriji hrane i poljoprivredi postiZe
upotrebom sintetickih konzervanasa, ali danas postoji sve veca teznja da se sinteticki
konzervansi zamene prirodnim, koji bi imali minimalan negativan uticaj na
organolepticka svojstva proizvoda, a koji bi svojim antimikrobnim delovanjem sprecili
razvoj patogenih mikroorganizama. Takvi konzervansi bi mogli da budu ekstrakti
lekovitog bilja, etarska ulja dobijena iz, na primer, bosiljka, maj¢ine duSice, origana,
cimeta, belog luka i ruzmarina, enzimi Zivotinjskog porekla (lizozim, laktoferin),
bakteriocini mikrobioloSkog porekla (nisin, nitamicin), organske kiseline 1 prirodni
polimeri (hitozan) (Lucera et al., 2012). U literaturi je opisana antifungalna aktivnost
etarskih ulja karanfilica, cimeta, origana, palmarose i limunove trave prema F.
proliferatum i F. graminearum, (Velluti et al., 2003; Velluti et al., 2004). Takode, rast
plesni F. graminearum i proizvodnju toksina inhibira i1 polifenolni ekstrakt dobijen iz
Spirulina sp. (Pagnussatt et al., 2013). U radu Bobbarala, ekstrakt biljke Grewia arborea
je najviSe inhibirao rast A. niger, €ak 1 pri niskim koncentracijama, bliskim
koncentracijama standarnog antifungalnog agensa (Bobbarala et al., 2009). Dok je u
drugom radu pokazano da vodeni ekstrakti belog luka inhibiraju rast 4. niger 1 A. flavus
(Yin & Cheng, 1998). Ovo ukazuje na potencijalnu primenu preparata dobijenih iz

razli¢itih biljnih vrsta za antifungalni tretman, a prvi put je takva potencijalna namena
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definisana za ekstrakt jagorcevine. Imajuci u vidu da je ekstrakcija optimizovana za
maksimalan prinos polifenola, koji najverovatnije nisu odgovorni za antifungalnu
aktivnost ekstrakta jagorCevine, moguce je pretpostaviti da bi se ova sposobnost ekstrakta
jagorCevine mogla dalje unaprediti optimizacijom ekstrakcije za maksimalan prinos

saponina.
5.2.1.2 Antimikrobna aktivnost ekstrakta hajducke trave

Ekstrakt hajducke trave je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih
bakterija 1 jedne testirane Gram-negativne bakterije (P. aeruginosa), ali nije pokazao
antimikrobno delovanje na E. coli i C. albicans (tabela 5.19). Najvecu antimikrobnu
aktivnost ekstrakt hajducke trave je pokazao na L. monocytogenes. Antifungalnu

aktivnost je ispoljio samo prema F. graminearum.

Tabela 5.19. Antimikrobna aktivnost ekstrakta hajducke trave

Mikroorganizam Precnik zone inhibicije * (mm) MIC (mg/ml)
E. faecalis 11,33 £0,58 5,0

S. aureus 11,00 £ 1,00 5,0

L. monocytogenes 12,67 £ 0,58 1,25

P. aeruginosa 12,33 £ 0,58 2,5

E. coli -

C. albicans -

# Vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost + standardna devijacija, n =3

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) ekstrakta hajducke trave
na testiranim patogenima je bio u opsegu od 1,25 do 5 mg/ml (tabela 5.19). Ekstrakt
hajducke trave zadovoljava kriterijum Fabry i saradnika, prema kom se smatra da biljni
ekstrakti imaju zna€ajnu antimikrobnu aktivnost, ako su im MIC vrednosti manje od 8
mg/ml (Fabry et al., 1998). Osim toga, dobijene MIC vrednosti su manje od do sada
objavljenih MIC vrednosti za ekstrakte i etarska ulja hajducke trave, koje su u drugim
radovima u rasponu od 4,5 do 72 mg/ml (Candan et al., 2003; Frey & Meyers, 2010;
Kokoska et al., 2002). Veca antimikrobna aktivnost MAE ekstrakta hajducke trave moze
da bude posledica razli¢itih faktora. Jedan od njih je veéi sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktu, ali moze da bude i posledica veceg sadrzaja polifenola u samoj biljci, koji je

posledica uticaja razli¢itih faktora Zivotne sredine, vrste zemljiSta, klimatskih uslova,
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nacina skladistenja, tehnoloskog tretmana biljke (Dias et al., 2013; Giorgi et al., 2007;
Giorgi et al., 2009).

Prema literaturnim podacima, a kao §to je dobijeno i ispitivanjem MAE ekstrakta
hajducke trave, ekstrakt i etarska ulja hajducke trave ne pokazuju antimikrobno delovanje
na E. coli, osim ekstrakta koji je dobijen maceracijom primenom rastvarac¢a koji je
pripremljen meSanjem jednakih zapremina dietil-etra, heksana i metanola (Candan et al.,
2003; Kokoska et al., 2002; Nascimento et al., 2000; Stojanovi¢ et al., 2005). U ranijim
radovima je pokazano da su Gram-pozitivne bakterije osetljivije na delovanje
antimikrobnih agenasa u poredenju sa Gram-negativnim bakterijama, koje imaju
spoljasnju membranu izgradenu od lipopolisaharida, koja je relativno neporopusna za
polifenole (Gyawali & Ibrahim, 2012).

Ta¢an mehanizam antimikrobnog delovanja polifenola jo$ nije u potpunosti
razjasnjen. Postoji veliki broj predlozenih mehanizama. Polifenoli mogu da reaguju sa
celijskom membranom, i mogu da inaktiviraju celijske enzime ili antimikrobna aktivnost
polifenola moze biti rezultat kombinacije dejstva ova dva mehanizma. Takode, pokazano
je da mehanizam delovanja zavisi od koncentracije polifenola, pa tako polifenoli u nizim
koncentracijama deluju na aktivnost enzima, dok u viSim koncentracijama izazivaju
denaturaciju proteina. Flavonoidi koji pokazuju antimikrobnu aktivnost mogu da
formiraju komplekse sa proteinima formiranjem vodoni¢nih ili kovalentnih veza.
Lipofilni flavonoidi mogu ostetiti ¢elijsku membranu, tako da do smrti ¢elije dolazi usled
gubitka makromolekula (Cowan, 1999; Gyawali & Ibrahim, 2012; Kumar & Pandey,
2013).

Ekstrakt hajducke trave je pokazao slabo antifungalno dejstvo samo prema
plesni F. graminearum, dok nije inhibirao rast ostalih testiranih plesni. Najvecu inhibicija
od 16% je postignuta pri najvecoj testiranoj koncentraciji ekstrakta (5 mg/ml). U literaturi
postoji malo podataka o antifungalnoj aktivnosti hajducke trave. Pokazano je da etarsko
ulje deluje na Trichoderma aggressivum f. europaeum, sa MIC vrednos¢u 0,64 ul/ml, dok
u radu Woods-Panzaru i1 saradnika vodeni ekstrakt hajducke trave nije delovao na 34
testirana mikroorganizma, od kojih su 24 bakterije 1 10 plesni (Purovi¢-Pejéev et al.,
2014; Woods-Panzaru et al., 2009). Medutim, u drugom radu je pokazano da vodeno-
etanolni ekstrakt i1 etarsko ulje hajducke trave efikasno inhibiraju rast 4. niger i1

Penicillium hirsutum (Fierascu et al., 2015). Razli¢ita aktivnost ekstrakata ocigledno
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zavisi od rastvaraca koji je koris¢en u ekstrakciji, ali zavisi 1 od sastava, porekla, kvaliteta

biljke, uslova skladiStenja i nacina obrade.
5.2.1.3 Antimikrobna aktivnost ekstrakta rastaviéa

Ekstrakt rastavica je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih bakterija, ali
nije pokazao antimikrobno delovanje na Gram-negativne bakterije (P. aeruginosa i E.
coli) i C. albicans (tabela 5.20). Antifungalnu aktivnost je ispoljio prema sve tri testirane

vrste roda Fusarium.

Tabela 5.20. Antimikrobna aktivnost ekstrakta rastavica

Mikroorganizam Precnik zone inhibicije* (mm) MIC (mg/ml)
E. faecalis 10,33 £ 0,58 10,0

S. aureus 10,67 £ 0,58 5,0

L. monocytogenes 11,67 £ 0,58 1,25

P. aeruginosa - -

E. coli - -

C. albicans - -

# Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija, n =3

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) ekstrakta rastavica na
testiranim patogenima je bio u opsegu od 1,25 do 10 mg/ml (tabela 5.20). U literaturi
postoje podaci o antimikrobnoj aktivnosti ektrakata rastavic¢a, medutim, MIC su veoma
visoke 1 za etil acetatini ekstrakt iznose 25 mg/ml za S. autreus, 50 mg/ml za P.
aeruginosa i 100 mg/ml za B. cereus (Canadanovi¢-Brunet et al., 2009). U radu Kukrié i
saradnika vodeno-etanolni ekstrakt rastavi¢a je inhibirao rast E. coli, S. aureus i B. cereus.
MIC vrednost za E. coli je iznosila 44,50 mg/ml, za S. aureus 11,14 mg/ml 1 za B. cereus
89,10 mg/ml (Kukri¢ et al., 2013). U drugim radovima je potvrdena antimikrobna
aktivnost vodeno-etanolnog ekstrakta i etarskog ulja rastaviéa prema P. aeruginosa, S.
aureus, E. coli, ali je pokazano i da inhibira rast S. enteritidis, K. pneumoniae, C. albicans
1 A. niger (Milovanovi¢ et al., 2007; Radulovi¢ et al., 2006).

Ekstrakt rastavi¢a dobijen u ovom radu nije inhibirao rast E. coli, kao §to je
pokazano u literaturi, Sto moze da se objasni razli¢itim sojevima E. coli koji su koriS¢eni
u eksperimentima. U ovom radu je antimikrobna aktivnost ispitivana na soju E. coli

ATCC 25922, dok je u radu Kukri¢ i saradnika ispitivana antimikrobna aktivnost prema
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E. coli koja je izolovana iz namirnica, a u radu Milovanovi¢ i saradnika koriS¢ena E. coli
9s.

Ekstrakt rastavica je delovao na sve tri testirane Fusarium plesni, pri cemu je
najvecu inhibiciju ispoljio prema F. verticillioides, pri najvecoj testiranoj koncentraciji,

dok nije inhibirao rast Apergillus vrsta (tabela 5.21).

Tabela 5.21. Inhibicija rasta plesni dodatkom ekstrakta rastavica u hranljivu

podlogu
Koncentracija Inhibicija rasta, %
ekstrakta, A niger A flavus F. F. F.
mg/ml - 18 ' graminearum proliferatum verticillioides
0,25 - - 10,00 - 11,90
0,50 - - 16,00 - 14,29
1,00 - - 17,00 2,78 16,67
2,50 - - 18,00 10,56 19,05
5,00 - - 20,00 27,78 33,33

U literaturi je pronadeno da vodeno-etanolni ekstrakt rastavica u koncentraciji
3% u potpunosti inhibira rast plesni Aspergillus carbonarius i F. graminearum, pri svim
ispitivanim uslovima temperature 1 vlage, a koji odgovaraju uslovima skladiStenja
poljoprivrednih proizvoda, dok pod odredenim uslovima inhibira 1 rast 4. flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus westerdijkiae 1 F. verticillioides. Ove plesni mogu da
kontaminiraju poljoprivredne proizvode i da proizvode mikotoksine (aflatoksine B1, B2,
Gl 1 G2, ohratoksin A, fumonizin B1 i B2, deoksinivalenol i zearalenon), pa se
konzumiranjem takvih proizvoda narusava zdravlje 1 Zivotinja i ljudi (Garcia et al., 2011).
Rezulatati ukazju na potencijalnu primenu rastavica kao ekoloski prihvatljivog

antifungalnog agensa za suzbijanje Fusarium vrsta u ograni¢enoj meri.

5.2.2 Stimulacija rasta probiotskih mikroorganizama (L. rhamnosus i S.

boulardii) dodatkom biljnih ekstrakata u tecne hranljive podloge

Ispitan je uticaj dodatka MAE ekstrakata sve tri lekovite biljke u te¢nu hranljivu
podlogu na rast probiotskih mikroorganizama (L. rhamnosus i S. boulardii). Ekstrakt
hajducke trave je stimulisao rast oba testirana mikroorganizma, ekstrakt rastavica je

stimulisao rast S. boulardii, dok ekstrakt jagorCevine nije stimulisao rast nijednog
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testiranog probiotskog mikroorganizma. U daljem tekstu je prikazan uticaj ekstrakta

hajduke trave i rastavica na rast L. rhamnosus 1 S. boulardii.

5.2.2.1 Uticaj ekstrakta hajducke trave i rastavica na rast probiotskih

mikroorganizama (L. rhamnosus i S. boulardii)

Da bi se ispitao uticaj ekstrakata hajducke trave i rastavica na rast probiotskih
mikroorganizama, L. rhamnosus 1 S. boulardii, sproveden je eksperiment kojim se prati
razlika u broju izraslih kolonija na Petri Soljama u uzorcima kojima je u hranljivu podlogu
dodat ekstrakt lekovite biljke u odnosu na broj izraslih kolonija na kontrolnim Petri
Soljama, gde nije dodat ekstrakt. Nakon inkubacije u trajanju od 24 h dodatak ekstrakta
hajducke trave, u krajnjim koncentracijama od 0,5 do 5,0 mg/ml, je statisticki znacajno
(p < 0,005) uticao na porast broja izraslih kolonija probiotskih mikroorganizama, L.
rhamnosus 1 S. boulardii u poredenju sa brojem izraslih kolonija na kontrolnim Petri
Soljama (tabela 5.22). Dodatak ekstrakta rastavi¢a, u krajnjim koncentracijama od 0,5 do
5,0 mg/ml, je statisticki znacajno (p < 0,005) uticao na porast broja izraslih kolonija S.
boulardii u poredenju sa brojem izraslih kolonija na kontrolnim Petri Soljama (tabela
5.22).

Tabela 5.22. Uticaj ekstrakta hajducke trave i rastavi¢a na rast probiotskih

mikroorganizama L. rhamnosus 1 S. boulardii

Koncentracija ekstrakta Hajducka trava Rastavi¢

mg/ml ’ L. rhamnosus S. boulardii S. boulardii
Log CFU/ml Log CFU/ml Log CFU/ml

0,5 8,68 £0,042 9,62 +£0,04¢ 7,87 £ 0,04+

1 9,10+ 0,10 8,85 +0,04 7,72 +0,09:

2,5 9,01 £0,01¢ 8,60 +0,02¢ 8,04 £ 0,06

5 8,89 £0,012 7,55+0,10° 7,95 +£0,07¢

Kontrola, log CFU/ml 8,29 + 0,05 7,20+ 0,19 6,85+ 0,07

4 p <0,005 (u poredenju sa kontrolom)

Analiza varijanse (ANOVA) i Tuki test za poredenje srednjih vrednosti su kori§¢eni za
procenu znacajne razlike izmedu broja izraslih kolonija na Petri Soljama sa 1 bez
dodatog ekstrakta, sa kriterijjumom p = 0,005

Broj izraslih kolonija L. rhamnosus se najvise povecao kada je krajnja
koncentracija hajducke trave u te¢noj hranljivoj podlozi bila 1 mg/ml (9,10 = 0,10 log
CFU/ml), dok je sa daljim povecanjem koncentracije dodatog ekstrakta dolazilo do

smanjenja broja izraslih kolonija. Ipak, u poredenju sa brojem izraslih kolonija na
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kontrolnoj Petri Solji (8,29 + 0,5 log CFU/ml), zakljuCuje se da u primenjenim
koncentracijma ekstrakt hajducke trave i dalje statisticki znacajno (p < 0,005) stimuliSe
rast probiotika L. rhamnosus (tabela 5.22).

Kada je ekstrakt hajducke trave testiran kao stimulator rasta S. boulardii, najveci
porast broja izraslih kolonija na Petri Soljama je primecen kada je krajnja koncentracija
ekstrakta u te¢noj hranljivoj podlozi bila 0,5 mg/ml (9,62 + 0,04 log CFU/ml). Sli¢no kao
1 kod L. rhamnosus, sa daljim pove¢anjem koncentracije dodatog ekstrakta, broj izraslih
kolonija se smanjivao, ali je i dalje bio statisticki znacajno veci (p < 0,005) u poredenju
sa brojem izraslih kolonija na kontrolnoj Petri $olji (7,20 + 0,19 log CFU/ml), pa se i ovde
moze zakljuciti da dodatak ekstrakta hajducke trave, u testiranim koncentracijama,
statisticki znacajno stimuliSe rast probiotika S. boulardii (tabela 5.22). Ovako znacajna
stimulacija rasta L. rhamnosus je ranije je u literaturi raportirana za borovnicu i zeleni
¢aj, a ovo je prvi takav raport za ekstrakt hajducke trave (Molan et al., 2009a; Molan et
al., 2009b). Treba napomenuti da je S. boulardii nakon dodatka hajducke trave rastao do
250 puta viSe nego u kontrolnoj hranljivoj podlozi. Ovako znacajna stimulacija rasta
probiotskog kvasca do sada nije zabelezena u literaturi.

S druge strane, najveca stimulacija rasta kvasca S. boulardii ekstraktom rastavica
je postignuta kada je ekstrakt dodat u pet puta vecoj koncentraciji u poredenju sa
ekstraktom hajducke trave. Broj izraslih kolonija S. boulardii se najviSe povecao kada je
krajnja koncentracija rastavica u tecnoj hranljivoj podlozi bila 2,5 mg/ml (8,04 + 0,06 log
CFU/ml), dok se sa daljim povecanjem koncentracije dodatog ekstrakta smanjio broja
izraslih kolonija, ali je 1 dalje bio statisticki znacajno (p < 0,005) veci od broja izraslih
kolonija na kontrolnoj Petri Solji (6,85 + 0,07 log CFU/ml) (tabela 5.22). Ipak stimulacija
rasta je relativno manja (15 puta u odnosu na 250 puta) u poredenju sa efektom hajducke
trave.

Ovde je vazno napomenuti da pri poredenju uticaja ekstrakta hajducke trave na
patogene 1 probiotske mikroorganizme 1 pri najve¢oj MIC za testirane patogene
mikroorganizme, koja iznosi 5,0 mg/ml (tabela 5.19), ekstrakt hajducke i dalje stimuliSe
rast probiotskih mikroorganizama, L. rhamnosus i S. boulardii. Tac¢an mehanizam
delovanja polifenolnih jedinjenja na rast probiotskih mikroorganizama je nepoznat. Jedno
moguce objasnjenje ovakvog ponaSanja je da neka polifenolna jedinjenja imaju

mogucénost vezivanja gvozda. Gvozde je vazno kod aerobnih mikroorganizama jer

139



ucestvuje u izgradnji hema i redukciji ribonukleotida prekursora molekula DNK.
Medutim, laktobacilusima ne treba gvozde jer za redukciju ribonukleotida koriste enzim
kome je kofaktor adenozilkobalamin (Hervert-Hernandez & Goni, 2011). Stoga bi
kompleksiranje gvozda omelo rast samo nekih i to primarno aerobnih mikroorganizama.
Molan i saradnici su pretpostavili da polifenoli, kao antioksidansi, mogu da smanjuju
oksidativni stres u tecnoj podlozi koji se stvara kao posledica metabolickih aktivnosti
mikroorganizma i time obezbeduju bolje okruzenje za rast probiotskih mikroorganizama
(Molan et al., 2009b). Uz ove mehanizme moguce je da mikroorganizmi tokom rasta
koriste dodate polifenole kao supstrat. 1 bakterije i kvasci tokom rasta proizvode
hidroliticke enzime kojima se odredeni flavonoid glikozidi mogu hidrolizovati u
odgovarajuce Secere 1 aglikone, koje kasnije mogu da koriste kao izvor energije (China et
al., 2012; Rodriguez et al., 2009).

HPLC analizom polifenola u hranljivoj podlozi, pre i nakon rasta L. rhamnosus
(koncentracija ekstrakta hajducke trave je 1 mg/ml), je primeéeno da dolazi do malog
smanjenja u sadrzaju nekih polifenolnih jedinjenja, dok se povecao sadrzaj drugih
polifenola §to ukazuje na to da L. rhamnosus koristi polifenole za rast, ali samo delimi¢no
tako da kao rezultat bakterijskog metabolizma zaostaju polifenolna jedinjenja promenjene

hemijske strukture (slika 5.27).
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Slika 5.27. HPLC hromatogram hranljive podloge pre (a) i posle rasta L.
rhamnosus (b) kada je u hranljivu MRS podlogu dodato 1,0 mg/ml ekstrakta hajducke

trave.
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HPLC analizom polifenolnih jedinjenja, pre i nakon rasta S. boulardii
(koncentracija ekstrakta hajducke trave je 0,5 mg/ml), primeéeno da je kvasac u
potpunosti iskoristio jedno polifenolno jedinjenje za svoj rast. Ovo jedinjenje je na
osnovu retencionog vremena identifikovano kao 5-O-kafeoilhinska kiselina (Vitalini et
al., 2016) sto ukazuje na Cinjenicu da oba mikroorganizma mogu da koriste ekstrakt
hajducke trave kao izvor hranljivih materija (slika 5.28), s tim S§to je S. boulardii

selektivan prema jednom jedinjenju.
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Slika 5.28. HPLC hromatogram hranljive podloge pre (a) i posle rasta S.
boulardii (b) kada je u hranljivu TSB podlogu dodato 0,5 mg/ml ekstrakta hajducke trave.

Dobijeni rezultati su sli¢ni prethodno objavljenim rezultatima. China i saradnici
su testitrali uticaj polifenolnog ekstrakta biljke Sesbania grandiflora na rast probiotskog
mikroorganizma Lactobacillus acidophilus. Sadrzaj ukupnih polifenola u te¢noj
hranljivoj podlozi se za 24 h smanjio sa 0,03 na 0,017 mg polifenola, dok je broj izraslih
kolonija porastao sa 3,00 x 10° (na kontrolnoj Petri $olji) na 5,53 x 10°. Takode su
pokazali da se nakon rasta L. acidophilus smanjio sadrzaj rutina, koji je glavna
polifenolna komponenta ekstrakta S. grandiflora, pa su zakljucili da L. acidophilus koristi
rutin kao nutrijent tokom svog rasta (China et al., 2012). Molan 1 saradnici su u dva rada
pokazali da ekstrakt borovnice i zeleni ¢aj obogacen selenom stimuliSu rast L. rhamnosus.
U prvom radu su testirali ekstrakt borovnice 1 pokazali da se broj izraslih kolonija nakon

24 h inkubacije povecao sa 8,79 + 0,034 na 8,93 £ 0,09 log CFU/ml, dok je znacajnije
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povecanje broja izraslih kolonija zabelezeno nakon 72 h inkubacije, sa 6,75 + 0,02 na
9,60 + 0,03 log CFU/ml. Oni su potvrdili da L. rhamnosus moze da koristi konstituente
ekstrakta borovnice kao izvor hranljivih materija koje koristi za svoj rast (Molan et al.,
2009b). U drugom radu su pokazali da zeleni ¢aj obogacen selenom statisticki znac¢ajno
(p < 0,0001) stimiliSe rast L. rhamnosus nakon 24 h inkubacije (Molan et al., 2009a).
Treba primetiti da je stimulacija pomocu hajducke trave bila izrazenija u odnosu na
borovnicu i zeleni ¢aj za isti period inkubacije. Stimulacija S. boulardii pomocu biljnih
ekstrakata do sada nije zabelezena u literaturi.

Prema prikazanim rezultatima moze se zakljuciti da ekstrakt hajducke trave
poseduje prebiotsku aktivnost, jer u testiranim koncentracijama stimuliSe rast L.
rhamnosus 1 S. boulardii, $to je sa zdravstvenog aspekta vazno zbog koristi koja se dobija
povecanjem broja probiotskih bakterija i kvasaca u gastrointestinalnom traktu. Izmedu
ostalog je pokazano da se poveéanjem broja laktobacilusa u debelom crevu smanjuje
formiranje amonijaka, skatola, amina i drugih jedinjenja koja mogu da dovedu do razvoja
raka debelog creva (Burns & Rowland, 2000). Ovo je prvi put da su ekstrakti hajducke

trave 1 rastavica kori$¢eni za stimulaciju rasta probiotskih mikroorganizama.
5.2.3 Inhibicija aktivnosti acetilholinesteraze

Poslednje dve decenije inhibicija acetilholinesteraze (AChE) je najceSce
koriS¢en pristup u klinickom lecenju Alchajmerove bolesti. Razli¢ite biljke 1 njihovi
konstituenti su pokazali inhibiciju AChE, pa su Uriarte-Pueio 1 Calvo predlozili da
flavonoidi koji inhibiraju aktivnost AChE mogu biti novi multipotentni lekovi za le¢enje
AD (Uriarte-Pueyo & 1 Calvo, 2011; Vladimir-Knezevi¢ et al., 2014). Kao Sto je reCeno
u uvodnom delu, inhibicije aktivnosti AChE je posledica blokade aktivnog centra enzima
flavonoidima. Inhibicija zavisi od strukture flavonoida, pa, na primer, prisustvo OH grupe
u poziciji C3 na C prstenu je jako vazno za povecanje inhibicije, dok se ona smanjuje ako
je flavonoid glikozilovan ili ukoliko nema OH grupe (Roseiro et al., 2012).

U ovom radu je inhibicija aktivnosti AChE je ispitana koriS¢enjem MAE
ekstrakta jagorcevine, hajducke trave i rastavi¢a u rasponu koncentracija od 10 do 1000
ng/ml. Najjacu inhibiciju aktivnosti enzima je pokazala jagorcevina, zatim hajducka trava
1 na kraju rastavi¢ (tabela 5.23). Najveca inhibicija od 63,23 + 5,83% je postignuta pri

najvisoj testiranoj koncentraciji ekstrakta jagorcevine. Iz rezultata se moze zakljuciti da
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je inhibicija aktivnosti rasla kada je povecavana koncentracija ekstrakta, ali da nije u
direktnoj korelaciji sa koncentracijom ukupnih polifenola u ekstraktima, s obzirom na to
da je maksimalan sadrzaj ukupnih polifenola bio u ekstraktu hajducke trave, koji je

pokazao manju inhibitornu aktivnost od jagorcevine.

Tabela 5.23. Inhibicija aktivnosti AChE

Koncentracija Inhibicija aktivnosti AChE?, %
ekstrakta, pg/ml JagorCevina Rastavic¢ Hajducka trava
10 10,16 +2,38 - -
100 24,86 + 1,61 3,37 £0,91 1,71 £0,52
500 37,67+2,70 5,20 + 0,52 9,36 +£2,02
1000 63,23 +5,83 16,75 £+ 5,96 29,92 + 3,63

# Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3

Roseiro 1 saradnici su naglasili da je pored in vitro eksperimenata u kojima se
pokazuje inhibicija AChE, potrebno izolovati aktivne komponente iz ekstrakata i pokazati
kakav je njihov metabolizam i apsorpcija u organizmu, odnosno da li te komponente u
organizmu stizu do mozga gde bi mogle direktno da uti¢u na aktivnost AChE. Takode
potrebno je uzeti u obzir i1 da, osim toga Sto polifenoli inhibiraju AChE, oni deluju
neuroprotektivno, a  zahvaljujuéi  anti-inflamatornom  dejstvu,  inhibiraju
monoaminooksidazu-B, koja se inhibira u lecenju Parkinsonove bolesti, a vazni su i u
meducelijskoj komunikaciji (Roseiro et al., 2012).

U literaturi postoje podaci o uticaju ekstrakata hajducke trave 1 rastavica na
aktivnost AChE, ali ne postoje podaci o uticaju ekstrakta jagoréevine. Sto se ti¢e hajducke
trave, Sevindik 1 saradnici su pokazali da n-butanolna frakcija ekstrakta hajducke trave
pokazuje vecu inhibiciju aktivnosti AChE (51,3 + 0,11%) pri koncentraciji od 25 pg/ml,
dok prema radu Sigurdsson i Gudbjarnason ekstrakt hajducke trave ne pokazuje
inhibitornu aktivnost AChE (Sigurdsson & Gudbjarnason, 2007). Sevindik i saradnici su
pokazali i da od flavonoida, koji su prisutni u ekstraktu hajducke trave, najvecu
inhibitornu aktivnost imaju luteolin-7-O-glukozid sa ICso vredno$¢u 1,67 = 0,302 uM 1
6-hidroksi-luteolin-7-O-glukozid sa ICso vrednos¢éu 1,65 + 0,122 uM (Sevindik et al.,
2015). Kada je re¢ o ekstraktima drugih biljaka koji pripadaju rodu Achillea, pokazano je
da A. phillea, A. wilhelmsii slabo inhibiraju aktivnost AChE (91 0,1%) dok A. eriophora
ne pokazuje nikakvu inhibiciju aktivnosti AChE (Dhivya et al., 2014). U radu Miquel i

saradnika je pokazano da je koncentracija ekstrakta rastavica, pri kojoj se inhibira 50%
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aktivnosti AChE iznosi 3,134 + 0,080 mg/ml, a zakljuceno je i da flavonoidi imaju vaznu
ulogu u inhibiciji aktivnosti AChE, s obzirom na to da je koncentracija flavonoida bila u

negativnoj korelaciji sa ICso vrednostima inhibicije AChE (Miguel et al., 2014).
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5.3 Optimizacija uslova fermentacije otpadne hajducke trave i rastaviéa

5.3.1 Optimizacija uslova fermentacije hajducke trave bakterijom L.

rhamnosus i kvascem S. boulardii

Da bi se utvrdili optimalni uslovi fermentacije otpadne hajducke trave
mikroorganizmima L. rhamnosus i S. boulardii sa ciljem dobijanja ekstrakta sa
povecanim sadrzajem ukupnih polifenola, $to bi doprinelo povecanju bioloske aktivnosti
ekstrakta, korisS¢ena je metoda odzivnih povrSina (RSM) 1 centralni kompozitni dizajn
(CCD). Na osnovu preliminarnih ispitivanja izabrane su Cetiri procesne promenljive koje
mogu uticati na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu. Ekstrakt je nakon fermentacije
dobijen primenom optimalnih MAE uslova, a to su snaga mikrotalasnog zagrevanja 170
W, vreme ekstrakcije 33 s, odnos tecne i ¢vrste faze 40 ml/g i1 krajnja koncentracija
etanola 70 %. Izabrane Cetiri procesne promenljive su: vreme fermentacije (A), procenat
inokuluma (B), koncentracija podloge (C) i odnos tecne i ¢vrste faze (D). Pracen odziv
sistema je bio sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima (Y) (tabela P-1.4).

Analizom varijanse (ANOVA) je ocenjena adekvatnost 1 statisticka znacajnost
oba modela. Vrednost koeficijenta determinacije (R’) za matematicki model sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktu, kada je u fermentaciji koris€en L. rhamnosus, je 1znosio
0,999 1 kada je u fermentaciji koriS¢en S. boulardii 0,998, $to ukazuje na to da postoji
dobra korelacija izmedu ekperimentalnih 1 modelom predvidenih vrednosti (tabela 5.24,
slika 5.29). Takode, u oba modela nedostatak fitovanja nije bio znacajan, koeficijent
varijacije je bio manji od 10%, a vrednost adekvatne preciznosti je bila veca od 4, §to
ukazuje da su modeli pouzdani i precizni.

Tabela 5.24. Analiza varijanse (ANOVA) modela dobijenih primenom

viSestruke regresione analize

Koeficijent p-vrednost

Odziv R’ P r- varijacije  nedostatka Adekvatna
vrednost  vrednost 5 : preciznost
(%) fitovanja
Y 0,999  <0,0001 500,70 2,11 0,6712 85,84
Y2 0,998  <0,0001 186,18 2,59 0,4167 53,72

Y1: sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan bakterijom L. rhamnosus
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);
Y2: sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan kvascem S. boulardii
(mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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Slika 5.29. Slaganje eksperimentalno dobijenih 1 predvidenih vrednosti sadrzaja

ukupnih polifenola u eksperimentalnom dizajnu fermentacije otpadne hajducke trave

bakterijom L. rhamnosus (a) i kvascem S. boulardii (b)

Ocena znafajnosti uticaja procesnih promenljivih (vremena fermentacije,

procenta inokuluma, koncentracije podloge 1 odnosa te¢ne 1 ¢vrste faze) na odziv sistema,

na osnovu ANOVA statistike je data u tabeli 5.25, a efekat odgovarajuc¢ih faktora je

prikazan u daljem tekstu. Prilikom analize kori$¢ena ,,backward* regresija, pomocu koje

su iz modela eliminisani ¢lanovi koji nisu zna¢ajno uticali na odziv (p > 0,0500).
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Tabela 5.25. p vrednosti dobijene analizom varijanse (ANOVA) procesnih
promenljivih u eksperimentalnom dizajnu fermentacije otpadne hajducke trave

bakterijom L. rhamnosus 1 kvascem S. boulardii

p’-vrednost Prob > F

Faktor Y, Ys
A 0,0206 0,0004
B 0,0069 <0,0001
C <0,0001 <0,0001
D <0,0001 <0,0001

AB <0,0001 0,0011
AC <0,0001 0,0041
AD 0,0029 <0,0001
BC <0,0001

BD <0,0001 0,0025
CD <0,0001 0,0034
A? <0,0001 <0,0001
B? 0,0151 0,0013
C? <0,0001 <0,0001
D? 0,0210

A: vreme fermentacije (h);

B: koncentracija inokuluma (%);

C: koncentracija podloge (%);

D: odnos te¢no/Cvrsto (ml/g);

Y 1: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan bakterijom L. rhamnosus
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);

Y2: sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan kvascem S. boulardii
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);

" p <0,01 veoma znacajno; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno.

5.3.1.1.1 Uticaj procesnih parametara na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu sadrZaja
ukupnih polifenola 1 cetiri nezavisne promenljive (vreme fermentacije, procenat
inokuluma, procenat podloge i odnos te¢ne 1 Cvrste faze), koja se moze aproksimirati
polinomom drugog reda:

Y, =171,86 — 5,034 + 6,92B + 37,01C — 25,69D — 45,37AB —
45,37AC + 10,60AD + 22,20BC + 51,99BD — 21,35CD — 11,9342 — 3,65B% +
22,86(C% (5.13)
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Y, =192,02 — 13,874 — 36,33B — 14,29C — 31,98D — 14,484B —

6,97AC — 45,38AD — 12,37BD — 7,48CD — 24,46A% + 7,21B* — 27,89C?% — 3,69D?
(5.14.)

gde su Y (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu hajducke trave fermentisanom
bakterijom L. rhamnosus) 1 Y2 (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu hajducke trave
fermentisanom kvascem S. boulardii) odzivi, a promenljive su A (vreme fermentacije), B
(koncentracija inokuluma), C (koncentracija podloge) i D (odnos te¢ne i ¢vrste faze).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima, nakon fermentacije bakterijom L.
rhamnosus 1 MAE, je varirao u opsegu od 64,13 do 337,2 mg GAE/g (tabela P-1.4).
Visestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su sva Cetiri linearna ¢lana, svih
Sest interaktivnih ¢lanova i tri kvadratna ¢lana (A%, B?, C?) bila statisticki znacajna (p
< 0,05, tabela 5.25). Prema jednacini zavisnosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima
od promenljivih (jednacina 5.13), negativan uticaj na odziv imali su vreme fermentacije
i odnos teCna/Cvrsta faza, dok su pozitivan uticaj imali koncentracija inokuluma i
koncentracija podloge. Pozitivan predznak kvadratnog ¢lana C? ukazuje na postojanje
minimuma funkcije, dok negativan predznak kvadratnih ¢lanova A? i B? ukazuje na
postojanje maksimuma funkcije. Takode, maksimalne vrednosti sadrzaja ukupnih
polifenola u ekstraktima su vise od pet puta ve¢i od minimalnih koncentracija ukupnih
polifenola, $to ukazuje na to da ispitivane procesne promenljive imaju veliki uticaj na
sadrZaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima, nakon fermentacije i MAE.

Najveci uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je imala koncentracija
MRS podloge koja je dodata hajduckoj travi pre inokulisanja bakterijom L. rhamnosus (p
<0,0001, tabela 5.25), a povec¢anje sadrzaja ukupnih polifenola se postizalo povecanjem
koncentracije podloge (slika 5.30a, b i ¢). Maksimalna koncentracija ukupnih polifenola
u ekstraktu je postignuta kada je u hajducku travu dodata 80% MRS podloga (tabela P-
1.4. proba 2.). Curiel 1 saradnici su slicno zakljucili nakon fermentacije bobica mirte
bakterijom L. plantarum, pa je dodatak ekstrakta kvasca u koncentraciji 0,4% omogucio
bolji rast bakterije nakon 24 h, dok je slab rast primecen ukoliko je u bobice mirte bila
dodata samo destilovana voda (Curiel et al., 2015). U drugom radu u kom je pomocu L.
plantarum fermentisano mleko, dobijeno od soje i mungo pasulja, je dodato 2% glukoze
kao izvor energije za rast bakterije (Gan et al., 2016). Dodatak hranljive podloge

omogucava bolji rast bakterije, koja nakon toga sintetiSe enzime (kao $to su celulaze, -
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glukozidaze, hemicelulaze, esteraze), kojima se razgraduje celijski zid biljke 1 raskidaju
estarske veze kojima su polifenoli vezani za strukturne komponente biljnog matriksa. Na
primer, B-glukozidaza katalizuje hidrolizu glukozidne veze u alkil i aril- B-D
glukozidima, oslobadaju¢i polifenolne aglikone (Hur et al., 2014; Huynh et al., 2014).

Drugi faktor koji statistiCki znacajno uti¢e na povecanje sadrzaja ukupnih
polifenola u ekstraktu, nakon fermentacije i MAE, je odnos te¢no/Cvrsto (p < 0,0001,
tabela 5.25). Povecanje sadrzaja ukupnih polifenola se postize smanjenjem odnosa tecne
1 ¢vrste faze (slika 5.30c, d i €) 1 maksimalan prinos polifenola je dobijen kada je odnosa
teCne 1 Cvrste faze bio 2,0 ml/g. Verovatno se pod ovakvim uslovima povecava
proizvodnja enzima kojima bakterija razlaze Celijski zid, pa je olakSano oslobadanje
polifenola $to dovodi do povecanja sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu nakon MAE.
U radu Sabu i saradnika je pokazano da odnos tecne prema Cvrstoj fazi prilikom
fermentacije na ¢vrstoj podlozi uti¢e na produkciju enzima tanaze. Enzim je produkovan
pomocu y Lactobacillus sp. ASR-S1 na razli¢itim podlogama, a najve¢a produkcija
enzima je postignuta na ljusci od kafe sa 50% sadrZajem vlage, na 33 °© C u toku 72 h
(Sabu et al., 2006).

Koncentracija dodatog inokuluma takode statisticki znacajno (p < 0,05) utice na
sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu (tabela 5.25) i povecanje se postize povecanjem
koncentracije dodatog inokuluma (slika 5.30b, e 1 f), pri ¢emu se maksimum postize
ukoliko se u uzorak doda 10% inokuluma (tabela P-1.4.). NiZa koncentracija inokuluma
ne obezbeduje dovoljan broj ¢elija, §to za posledicu ima manju produkciju enzima koji su
vazni za oslobadanje polifenola ili razgradnju ¢elijskog zida. Sa druge strane, povecanjem
koncentracije inokuluma posle odredenog nivoa moze da se smanji proizvodnja enzima
usled iscrpljivanja hranljivih materija zbog porasta celijske biomase Sto rezultira
smanjenjem metabolicke aktivnosti bakterija, Sto opet vodi do smanjene proizvodnje
enzima (Sabu et al., 2006). Takode, intenzivniji rast utice na to da bakterije koriste
alternativne izvore energije, Sto moze da dovede do delimicnog trosenja polifenola, jer je
pokazano da obe probiotske kulture mogu koristiti polifenole hajducke trave kao izvor
ugljenika. Prilikom proizvodnje enzima tanaze na ljusci od kafe koncentracija dodatog
inokuluma, pri kojoj je postignuta najveca proizvodnja enzima, je bila 20%. U drugim
radovima su zabelezene nize koncentracije dodatog inokuluma, pa je na primer, u cilju

povecanja antioksidativnog potencijala i koncentracije aglikona sojinog mleka
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koncentracija dodatog inokuluma L. rhamnosus bila 4% (Marazza et al., 2009; Marazza
et al., 2012), dok je u fermentaciji razliCitih zitarica koncentracija inokuluma L.
rhamnosus bila 5% (Pordevi¢ et al., 2010).

ProduZenjem vremena fermentacije se smanjuje sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktu (slika 5.30a, d i f), a maksimalni sadrzaj ukupnih polifenola se postize kada se
uzorak fermentiSe 24 h. Nakon tog vremena, bakterije verovatno koriste i polifenole kao

supstrat $to dovodi do njihovog smanjenja u ekstraktima nakon MAE.
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Slika 5.30. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena fermentacije i
koncentracije podloge (AC) pri koncentraciji inokuluma od 7,5% i1 odnosu te¢no/¢vrsto
1,5 ml/g (a), koncentracije inokuluma i koncentracije podloge (BC) pri vremenu
fermentacije od 48 h i odnosu te¢no/¢vrsto 1,5 ml/g (b), koncentracije podloge i odnosa
te¢no/Cvrsto (CD) pri vremenu fermentacije od 48 h i koncentraciji inokuluma od 7,5%
(c), vremena fermentacije 1 odnosa te¢no/Cvrsto (AD) pri koncentraciji inokuluma od
7,5% 1 koncentraciji podloge od 50% (d), koncentracije inokuluma i odnosa te¢no/¢vrsto
(BD) pri vremenu fermentacije od 48 h i koncentraciji podloge od 50% (e), vremena
fermentacije 1 koncentracije inokuluma (AB) pri koncentraciji podloge od 50% i odnosu
te¢no/Cvrsto 1,5 ml/g (f) na sarzaj ukupnih polifenola u ekstraktu nakon fermentacije

otpadne hajducke trave bakterijom L. rhamnosus (Y1).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima, nakon fermentacije kvascem S.
boulardii 1 MAE, je varirao u opsegu od 84,20 do 274,98 mg GAE/g (tabela P-1.4).
Visestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su sva Cetiri linearna ¢lana, pet
interaktivnih ¢lanova (AB, AC, AD, BD i BC) i sva Cetiri kvadratna ¢lana bila statistic¢ki
znacajna (p < 0,05, tabela 5.25). Prema jednacini zavisnosti sadrzaja ukupnih polifenola
u ekstraktima od promenljivih (jednadina 5.14) povecanje se postize smanjenjem
vremena fermentacije, koncentracije inokuluma, koncentracije hranljive podloge i odnosa
te¢ne prema &vrstoj fazi uzorka. Negativan predznak kvadratnih ¢lanova A% i C? ukazuje

na postojanje maksimuma funkcije, dok pozitivan predznak ¢&lana B? ukazuje na
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postojanje minimuma funkcije. Najve¢i uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u

ekstraktima je imala koncentracija dodatog inokuluma, pa zatim odnos te¢ne i ¢vrste faze,

koncentracija dodate podloge i na kraju, vreme fermentacije (slika 5.31). Maksimalne

vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima su viSe od tri puta vece od

minimalnih koncentracija ukupnih polifenola, ukazujuéi na to da ispitivane procesne

promenljive imaju veliki uticaj na sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima, nakon

fermentacije kvascem S. boulardii i MAE.
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Slika 5.31. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena fermentacije i
koncentracije inokuluma (AB) pri koncentraciji podloge od 50% i odnosu te¢no/Cvrsto
1,5 ml/g (a), vremena fermentacije i koncentracije podloge (AC) pri koncentraciji
inokuluma od 7,5% 1 odnosu te¢no/¢vrsto 1,5 ml/g (b), vremena fermentacije i odnosa
te€no/Cvrsto (AD) pri koncentraciji inokuluma od 7,5% 1 koncentraciji podloge od 50%
(¢), koncentracije inokuluma 1 odnosa te¢no/¢vrsto (BD) pri vremenu fermentacije od 48
h 1 koncentraciji podloge od 50% (d), koncentracije podloge i odnosa te¢no/¢vrsto (CD)
pri vremenu fermentacije od 48 h i koncentraciji inokuluma od 7,5% (e) na sarzaj ukupnih
polifenola u ekstraktu nakon fermentacije otpadne hajducke trave kvascem S. boulardii

(Y2).
5.3.1.1.2 Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije definisani su optimalni uslovi fermentacije
za dobijanje ekstrakta sa maksimalnim sadrZzajem ukupnih polifenola. Postupkom
numericke optimizacije dobijeni su slede¢i uslovi fermentacije otpadne hajducke trave
bakterijom L. rhamnosus: vreme trajanja fermentacije je 24 h, koncentracija inokuluma
je 10%, koncentracija podloge je 80%, a odnos te¢ne prema ¢vrstoj fazi je 1,99 ml/g. Pri
navedenim uslovima Design expert je predvideo vrednost izlazne promenljive 334,32 mg
GAE/g, a95% P1321,31 do 347,34 mg GAE/g. Izvodenjem fermentacije pod optimalnim
uslovima dobijeno je 332,30 + 6,96 mg GAE/g ukupnih polifenola u ekstraktu. S obzirom
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na to da se dobijena vrednost izlazne promenljive uklapa u 95% interval predvidanja moze
se zakljuciti da je model adekvatan i pouzdan.

Postupkom numeri¢ke optimizacije dobijene su slede¢i uslovi fermentacije
otpadne hajducke trave kvascem S. boulardiis: vreme trajanja fermentacije je 49,3 h,
koncentracija inokuluma je 3,3%, koncentracija podloge je 40%, a odnos te¢ne prema
¢vrstoj fazi je 1,00 ml/g. Pri navedenim uslovima Design expert je predvideo vrednost
izlazne promenljive 277,31 mg GAE/g, a 95% PI 263,70 do 301,72 mg GAE/g.
Izvodenjem fermentacije pod optimalnim uslovima dobijeno je 289,50 + 7,13 mg GAE/g
ukupnih polifenola u ekstraktu. S obzirom na to da je dobijena vrednost izlazne
promenljive uklapa u 95% interval predvidanja moze se zakljuciti da je model adekvatan
1 pouzdan.

Bakterije mle¢no-kiselinskog vrenja su i ranije koriS¢ene za povecanje prinosa
polifenola u ekstraktima, kao i za poveéanje antioksidativne aktivnosti fermentacijom
soje, jabuka i zitarica (Huynh et al., 2014). Fermentacijom jeCcmenog i zobenog brasna
bakterijama L. johnsonii, L. reuteri i L. acidophilus, sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina
se povecao 20 puta u poredenju sa nefermentisanom kontrolom, pri ¢emu je L.
johnsonii, pokazao vecu aktivnost od ostalih sojeva (Hole et al., 2012). U radu Pordevi¢
1 saradnika L. rhamnosus je koriS¢ena u fermentaciji heljde, jeCma, pSenice 1 razi, pri
¢emu se sadrzaj polifenola nakon ekstrakcije povecao od 18 do 38%, u poredenju sa
nefermentisanim uzorcima (Pordevi¢ et al., 2010). L. plantarum je koriS¢en u
fermentaciji bobica mirte 1 nakon fermentacije se sadrZaj ukupnih polifenola povecao sa
135 + 2,35 na 669,38 + 4,19 mg GAE/g, §to je uticalo na povecanje antioksidativne
aktivnosti fermentisanih ekstrakata u odnosu na nefermentisane (Curiel et al., 2015). U
ovom radu, nakon fermentacije hajducke trave bakterijom L. rhamnosus u poredenju sa
MAE ekstraktom sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu je povecan za 34,2%, Sto je
slli¢no rezultatima koji su objavljeni u radu Dordevi¢ 1 saradnika (Pordevic¢ et al., 2010).

U literaturi postoje podaci o upotrebi kvasca S. cerevisiae u fermentacionim
procesima, dok S. boulardii nije ispitivan. U ovom radu, nakon fermentacije hajducke
trave kvascem S. boulardii u poredenju sa MAE ekstraktom sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktu je povecan za 17,0%. Znatno vece povecanje sadrzaja polifenola je postignuto
kada je S. cerevisiae koris€en u fermentaciji pSenicnih mekinja sa ciljem povecanja

prinosa slobodnih polifenola. Fermentacijom se prinos p-kumarinske kiseline povecao za
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48%, ferulinske kiselina za 51% 1 siringinske kiseline za 333%, u poredenju sa
kontrolnim, nefermentisanim uzorkom. S druge strane sadrzaj slobodne vanilinske kisline
se smanjio, verovatno kao posledica njegove konverzije u druge metabolite (Moore et al.,
2007). Takode, kada se uporedi povecanje prinosa ukupnih polifenola nakon fermentacije
hajducke trave bakterijom L. rhamnosus 1 kvascem S. boulardii, zakljuCuje se da se
znatno vece povecanje postize kada se hajducka trava fermentiSe bakterijom L.
rhamnosus. Razlog ovakvom ponasanju mogu da budu razli¢iti enzimi koje proizvode
ova dva mikroorganizna tokom rasta na otpadnoj hajduckoj travi, ali i Cinjenica da S.
boulardii moze koristi neka polifenolna jedinjenja u svom metabolizmu, $to utice na

smanjenje njihovog sadrzaja u ekstraktu.
5.3.1.1.3 Poredenje bioloske aktivnosti fermentisanog i nefermentisanog ekstrakta

Nakon ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz fermentisanih uzoraka hajducke
trave, poredena je njihova bioloska aktivnost sa uzorkom koji je dobijen na identi¢an
nacin, ali nije inokulisan mikroorganizmima. Iz rezultata se moze videti da se sadrzaj
ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih nakon
fermentacije koriS¢enjem oba mikroorganizma statisticki znacajno povecala (p < 0,01,
tabela 5.26). ICso vrednost za uzorak fermentisan bakterijom L. rhamnosus je iznosila
6,23 + 0,05 pg/ml, za uzorak fermentisan kvascem S. boulardii 6,52 + 0,05 pg/ml i za
nefermentisan uzorak 6,76 £ 0,06 pg/ml. Dobijene vrednosti ukazuju na to da su
fermentisani ekstrakti pokazuju veoma visoku anioksidativnu vrednost koja je neSto niza
od antioksidativne aktivnosti vitamina C (5,97 + 0,08 nug/ml), ali je 1 dalje niza od

antioksidativne aktivnost BHT (3,03 £+ 0,03 pg/ml) (Milutinovi¢ et al., 2013).
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Tabela 5.26. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja i antioksidativna aktivnost ekstrakta
nefermentisane hajducke trave i ekstrakata hajducke trave fermenisane bakterijom L.

rhamnosus 1 kvascem S. boulardii

fﬁfrﬁ Sadrzaj Inhibicija
Uzorak poli fengla meg flavonoida, mg DPPH FRAP, mM
) : 0
GAE/g QE/g radikala, %
Fermentisan - 335 30, 696 51674087 8030 +£061° 2,848 + 0,021
L. rhamnosus
Fermentisan -

.. 289,50+ 7,13 4758 +0,92° 76,63 +0,55° 2,161 +0,007°
S. boulardii

Nefermentisan 231,26 +4,07° 41,72 +0,70° 73,95+ 0,70° 2,000 + 0,008*
* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Iz HPLC hromatograma se vidi da se profili ekstrahovanih polifenola nakon
fermentacije probiotskim mikroorganizmima L .rhamnosus i S. boulardii razlikuju od

profila nefermentisanog uzorka (slika 5.32).
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Mo Miubinovic &1T HT 10 mgirml, koniroie, 1E20MT. LR 15 2 WL 250 nm

| maa

Slika 5.32. HPLC hromatogram MAE ekstrakata dobijenih nakon fermentacije
hajducke trave kvascem S. boulardii (a) 1 bakterijom L. rhamnosus (b) i nefermentisan

ekstrakt hajducke trave (c).

Zapravo, mikroorganizmi dok rastu na nekom supstratu proizvode enzime, kao
Sto su celulaze, hemicelulaze, pektinaze, amilaze 1 glukanaze, kojima se oslobadaju
vezani polifenoli, Sto moze da objasni povecanje prinosa nekog polifenolnog jedinjenja
nakon fermentacije (Shahidi & Yeo, 2016). Sa druge strane, mikroorganizmi proizvode i
B-glukozidaze, kojima se glukozidi prevode u odgovarajuce aglikone, pri ¢emu mogu da
koriste SeCer za svoj rast, pa takvi ekstrakti mogu da sadrze iste koncentracije polifenola,
ali da pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost, jer su aglikoni ja¢i antioksidansi od
glukozida (Heim et al., 2002; Marazza et al., 2012). Takode, tokom fermentacije moze da
dode 1 do smanjenja sadrzaja ukupnih polifenola, ukoliko ih mikroorganizmi koriste kao
supstrat za rast, pa 1 krajnji ekstrakt moZe da pokazuje manji sadrzaj ukupnih polifenola
1 manju antioksidativnu aktivnost (Othman et al., 2009). Treba primetiti da su se FRAP
redukciona mo¢ i inhibicija DPPH radikala povecali nakon fermentacije, ali u razli¢itoj
meri. Ovo ukazuje na to da je hemijska transformacija polifenola u ve¢oj meri uticala na
sposobnost redukovanja jona gvozda, Sto je verovatno od velikog znacaja za inhibiciju
mikroorganizama, koja je takode povecana nakon fermentacije.

Antimikrobna aktivnost ekstrakta hajducke trave, koji je prethodno fermentisan
bakterijom L. rhamnosus se povecala prema svim Gram-pozitivnim bakterijama, dok je
ostala nepromenjena prema Gram-negativnoj bakteriji P. aeruginosa, u odnosu na MAE
ekstrakt hajducke trave. Za fermentisan ekstrakt MIC vrednost za S. aureus je iznosila

0,31 mg/ml, za E. faecalis 2,5 mg/ml i za L. monocytogenes 0,62 mg/ml. Za MAE ekstrakt
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MIC vrednost za S. aureus je iznosila 5,0 mg/ml, za E. faecalis 5,0 mg/ml i za L.
monocytogenes 1,25 mg/ml.

Ekstrakt koji je dobijen nakon fermentacije kvascem S. boulardii je pokazao jacu
antimikrobnu aktivnost prema S. aureus, L. monocytogenes 1 P. aeruginosa, u poredenju
sa MAE ekstraktom. MIC vrednosti za S. aureus je iznosila 0,31 mg/ml, za L.
monocytogenes 0,62 mg/ml i za P. aeruginosa 0,31 mg/ml, za fermentisani ekstrakt. MIC
vrednost MAE ekstrakta bez fermentacije za S. aureus je iznosila 5,0 mg/ml, za za L.
monocytogenes 1,25 mg/ml i za P. aeruginosa je iznosila 2,5 mg/ml..

U radu Rizzello i saradnika je pokazano da je znacajno povecanje antimikrobne
aktivnosti postignuto kada je ehinacea (Echinacea purpurea) fermentisana bakterijom L.
plantarum. Kontrolni ekstrakt, koji nije bio fermentisan, nije pokaziovao antimikrobnu
aktivnost, dok je fermentisan ekstrakt imao znacajnu antimikrobnu aktivnost prema
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama (Rizzello et al., 2013).

Ekstrakti koji su dobijeni fermentacijom hajducke trave bakterijom L.
rhamnosus 1 kvascem S. boulardii, su pokazali i vecu inhibiciju enzima AChE u
poredenju sa MAE ekstrakom nefermentisanog uzorka. Pri koncentraciji ekstrakta od 500
pg/ml, inhibicija aktivnosti AChE uzorka fermentisanog bakterijom L. rhamnosus je
1znosila 42,57%, kvascem S. boulardii 43,11%, dok je za nefermentisan uzorak iznosila
31,72%. Povecanje aktivnosti moze da bude posledica povecanja sadrzaja ukupnih
polifenola 1 flavonoida, ali i1 razli¢ite strukture ekstrahovanih polifenolnih jedinjenja,

nakon fermentacije mikroorganizmima.

5.3.2 Optimizacija uslova fermentacije rastavica mikroorganizmima L.

rhamnosus i S. boulardii

U ovom delu rada su optimizovani uslovi za izvodenje procesa fermentacije
otpadnog rastavi¢a mikroorganizmima S. boulardii 1 L. rhamnosus sa ciljem dobijanja
ekstrakata sa povec¢anim sadrzajem polifenola, $to bi u krajnjem cilju doprinelo povecanju
bioloSke aktivnosti ekstrakta. Za optimizaciju je koriS¢ena metoda odzivnih povrSina
(RSM) 1 centralni kompozitni dizajn (CCD). Na osnovu preliminarnih ispitivanja
izabrane su Cetiri procesne promenljive koje mogu uticati na sadrzaj ukupnih polifenola
u ekstraktu, a to su: vreme fermentacije (A), procenat inokuluma (B), procenat podloge

(C) 1 odnos tecne 1 ¢vrste faze (D). Ekstrakt je nakon fermentacije dobijen primenom
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optimalnih MAE uslova, a to su snaga mikrotalasnog zagrevanja 170 W, vreme
ekstrakcije 81 s, odnos tecne i ¢vrste faze 45,4 ml/g i krajnja koncentracija etanola 54,5%.
Pracen odziv sistema je bio sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima (Y) (tabela P-1.5).
Analizom varijanse (ANOVA) je ocenjena adekvatnost 1 statistiCka znacajnost
modela. Vrednost koeficijenta determinacije (R’) za matematicki model sadrzaja ukupnih
polifenola u ekstraktu koji je dobijen kada je u fermentaciji koriS¢en L. rhamnosus je
iznosio 0,984 i kada je u fermentaciji koris¢en S. boulardii je iznosio 0,938, Sto ukazuje
da postoji dobra korelacija izmedu ekperimentalnih i modelom predvidenih vrednosti
(tabela 5.27, slika 5.33). Takode, u oba modela nedostatak fitovanja nije bio znacajan,
koeficijent varijacije je bio manji od 10%, a vrednost adekvatne preciznosti je bila veca

od 4, $to ukazuje da su modeli pouzdani i precizni.

Tabela 5.27. Analiza varijanse (ANOVA) modela dobijenih primenom

viSestruke regresione analize

Koeficijent p-vrednost

Odziv R’ p- - varijacije  nedostatka Adekvatna
vrednost  vrednost o . preciznost
(%) fitovanja
Y 0,984  <0,0001 38,44 4,66 0,4821 21,09
Y2 0,938  <0,0001 23,89 9,77 0,3128 13,46

Y 1: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan bakterijom L. rhamnosus
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);
Y2: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan kvascem S. boulardii
(mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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Slika 5.33. Slaganje eksperimentalno dobijenih i1 predvidenih vrednosti sadrzaja

ukupnih polifenola u eksperimentalnom dizajnu fermentacije otpadnog rastavica

bakterijom L. rhamnosus (a) i kvascem S. boulardii (b)

Ocena znafajnosti uticaja procesnih promenljivih (vremena fermentacije,

koncentracije inokuluma, koncentracije podloge i odnosa tecne i ¢vrste faze) na odziv

sistema, na osnovu ANOVA statistike, data je u tabeli 5.28, a efekat odgovarajucih

faktora je prikazan u daljem tekstu. Prilikom analize koriS¢ena ,,backward* regresija,

pomocu koje su iz modela eliminisani ¢lanovi koji nisu znacajno uticali na odziv (p >

0,0500).
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Tabela 5.28. p vrednosti dobijene analizom varijanse (ANOVA) procesnih
promenljivih u eksperimentalnom dizajnu fermentacije otpadnog rastavi¢a bakterijom L.

rhamnosus 1 kvascem S. boulardii

p’-vrednost Prob > F

Faktor Y, Ys

A <0,0001
B 0,0122 0,0037
C 0,0002 <0,0001
D

AB

AC 0,0004

AD 0,0073 0,0318

BC 0,0083

BD 0,0020

CD

A? 0,0010 <0,0001
B? 0,0088 0,0172
C? <0,0001 0,0223
D? 0,0003 0,0002

A: vreme fermentacije (h);

B: koncentracija inokuluma (%);

C: koncentracija podloge (%);

D: odnos te¢no/Cvrsto (ml/g);

Y 1: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan bakterijom L. rhamnosus
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);

Y2: sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu koji je fermentisan kvascem S. boulardii
(mg GAE/g s.m. ekstrakta);

" p <0,01 veoma znacajno; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno.

5.3.2.1.1 Uticaj procesnih parametara na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima

Primenom viSestruke regresione analize dobijena je zavisnost izmedu sadrZaja
ukupnih polifenola u oba modela 1 Cetiri nezavisne promenljive (vreme fermentacije,
procenat inokuluma, procenat podloge i odnos te¢ne 1 Cvrste faze), koja se moze
aproksimirati polinomima drugog reda:

Y; = 31,97 + 6,184 — 2,38B + 3,36C + 3,74AC — 3,46AD — 2,17BC +

4,44BD + +2,52A% + 1,67B? + 4,84C? — 3,15D? (5.15)
Y, = 29,18 + 7,27B + 8,75C + 6,36AD + 12,314% + 3,62B% + 3,44C? +
7,08D? (5.16.)
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gde su Y: (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu rastavica fermentisanim
bakterijom L. rhamnosus) 1 Y2 (sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu rastavi¢a fermentisanim
kvascem S. boulardii) odzivi, a promenljive su A (vreme fermentacije), B (procenat
inokuluma), C (procenat podloge) i D (odnos tec¢ne 1 Cvrste faze).

U slucaju fermentacije otpadnog rastavica bakterijom L. rhamnosus, sadrzaj
polifenola je u ekstraktima, nakon fermentacije i MAE ekstrakcije u zavisnosti od
fermentacionih uslova, bio u opsegu od 22,95 do 51,70 mg GAE/g s.m. ekstrakta (tabela
P-1.5). Visestruka regresiona analiza podataka ukazuje na to da su tri linearna ¢lana (A,
B i C), Cetiri interaktivna ¢lana (AC, AD, BC i BD) i sva Cetiri kvadratna ¢lana bila
statisticki znacajna (p < 0,05, tabela 5.28). Prema jednacini zavisnosti sadrzaja ukupnih
polifenola u ekstraktima od promenljivih (jednacina 5.15), negativan uticaj na odziv su
imali koncentracija inokuluma, dok su vreme fermentacije i koncentracija podloge imali
pozitivan uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu, nakon fermentacije i MAE.
Takode, maksimalne vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima su vise od dva
puta ve¢i od minimalnih koncentracija ukupnih polifenola, ukazujuéi na to da ispitivane
procesne promenljive imaju veliki uticaj na sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima,
nakon fermentacije i MAE. Pozitivan predznak kvadratnih ¢lanova A% B? i C? ukazuju
na postojanje minimuma funkcije, dok negativan predznak ¢lana D? ukazuje na postojanje
maksimuma funkcije. Najve¢i uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima je imalo
vreme fermentacije (p < 0,0001), pri ¢emu se prinos polifenola povecavao kada je
povecavano vreme fermentacije (slika 5.34a 1 b). Koncentracija dodate MRS podloge je
takode imala statisticki znac¢ajan uticaj (p < 0,05) 1 kao 1 kod fermentacije hajducke trave
bakterijom L. rhamnosus, poveCanjem koncentracije dodate podloge, povecavao se
sadrzaj polifenola (slika 5.34a i ¢). Koncentracija dodatog inokuluma takode statisticki
znacajno (p < 0,05) uti¢e na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu i povecanje se
postizalo smanjenjem koncentracije dodatog inokuluma (slika 5.34c 1 d), §to je suprotno
od rezultata dobijenih prilikom fermentacije hajducke trave, ukazujuc¢i na znacaj vrste
supstrata tokom optimizacije uslova fermetnacije. Linearan ¢lan odnos tecne prema
¢vrstoj fazi nije imao statisticki znacajan uticaj na sadrzaj ukupnih polifenola u
ekstraktima, ali je njegov kvadratni efekat 1 interakcija sa vremenom fermentacije i sa

koncentracijom dodatog inokuluma bila statisticki znacajna (p < 0,05). Povecanje
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sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu se postizalo smanjenjem odnosa tecne prema

¢vrstoj fazi (slika 5.34b 1 d).

(a) (b)

Actual Factors Actual Factors
B: Koncentracija inokuluma = 7,5 B: Koncentracija inokuluma = 7,5
D: Odnos teéno/Cvrsto = 1,5

C: Koncentracija podloge = 50

oot
L RETIAIRL?
bt ar iy ay ey ty, s b
A
Y
ettty
rtatrte

50
S

Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)
Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)

(c) (d)

Actuals factors Actuals factors
A: Vreme fermentacije = 48 A: Vreme fermentacije = 48
D: Odnos teéno/vrsto = 1,5 C: Koncentracija podloge = 50

Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)
Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)

Slika 5.34. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena fermentacije i
koncentracije podloge (AC) pri koncentraciji inokuluma od 7,5% 1 odnosu te¢no/Cvrsto
1,5 ml/g (a), vremena fermentacije i odnosa tecno/Cvrsto (AD) pri koncentraciji
inokuluma od 7,5% 1 koncentraciji podloge od 50% (b), koncentracije inokuluma 1
koncentracije podloge (BC) pri vremenu fermentacije od 48 h 11 odnosu te¢no/€vrsto 1,5
ml/g (c¢) 1 koncentracije inokuluma i odnosa te¢no/¢vrsto (BD) pri vremenu fermentacije
od 48 h 1 koncentraciji podloge od 50% (d) na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu

nakon fermentacije otpadnog rastavica bakterijom L. rhamnosus (Y1).
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Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima, nakon fermentacije kvascem .
boulardii i MAE, je bio ve¢i nego kada je u fermentaciji koriS¢en L. rhamnosus 1 varirao
je u opsegu od 26,07 do 70,18 mg GAE/g (tabela P-1.5). Visestruka regresiona analiza
podataka ukazuje na to da su dva linearna Clana (B 1 C), jedan interaktivni ¢lan (AD) i
sva Cetiri kvadratna clana bila statisticki znacajna (p <0,05) (tabela 5.28). Prema
jednacini zavisnosti sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima od promenljivih
(jednacina 5.16), svi faktori imaju pozitivan uticaj na na odziv. Pozitivan predzak svih
kvadratnih Clanova ukazuje na postojanje minimuma funkcije. Slicno kao i kod
fermentacije rastavica bakterijom L. rhamnosus, maksimalne vrednosti sadrzaja ukupnih
polifenola u ekstraktima su vise od dva i po puta ve¢i od minimalnih koncentracija
ukupnih polifenola, Sto znaci da ispitivane procesne promenljive imaju veliki uticaj na
sadrZaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima, nakon fermentacije i MAE. Sa slike 5.35 se
vidi da se maksimalan sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima moze posti¢i ukuliko se
fermentacija izvodi kraéi vremenski period pri ¢emu je manji odnos te¢ne prema ¢vrstoj
fazi ili ukoliko se fermentacija izvodi duzi vremenski period, pri cemu je vec¢i odnos tecne

prema ¢vrstoj fazi.

Actual Factors

B: Koncentracija inokuluma = 7.5
~_ C: Koncentracija pedloge = 50

N
]

898" —— ' _
480"

2627

A Vi =
m <
e f I?nemacije (h)

Sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g)

43" 237

Slika 5.35. Odzivne povrSine medusobnih uticaja: vremena fermentacije i
odnosa te¢no/Cvrsto (AD) pri koncentraciji inokuluma od 7,5% i koncentraciji podloge
od 50% na sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu nakon fermentacije otpadnog rastavica

kvascem S. boulardii (Y>).
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5.3.2.1.2 Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije definisani su optimalni uslovi fermentacije
za dobijanje ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem ukupnih polifenola. Postupkom
numeriCke optimizacije dobijeni su slede¢i uslovi fermentacije otpadnog rastavica
bakterijom L. rhamnosus: vreme trajanja fermentacije je 71,6 h, koncentracija inokuluma
je 5,4%, koncentracija dodate MRS podloge je 71%, a odnos te¢ne prema ¢vrstoj fazi je
1,17 ml/g. Pri navedenim uslovima Design expert je predvideo da je sadrzaj ukupnih
polifenola u ekstraktu 54,04 mg GAE/g, a 95% P149,14 do 58,93 mg GAE/g. Izvodenjem
fermentacije pod optimalnim uslovima dobijeno je 56,3 + 8,66 mg GAE/g ukupnih
polifenola u ekstraktu. S obzirom na to da je dobijena vrednost izlazne promenljive uklapa
u 95% interval predvidanja moZe se zakljuciti da je model adekvatan i pouzdan.

Numeri¢kom analizom su dobijeni i optimalni uslovi i za izvodenje fermentacije
otpadnog rastavica kvascem S. boulardii. Pri tome je program predvideo da se
maksimalan sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima moze posti¢i primenom dva nacina
fermentacije. U prvom je vreme fermentacije iznosilo 22,2 h, koncentracija inokuluma
9,9%, koncentracija dodate podloge 75% 1 odnos te¢ne prema ¢vrstoj fazi 1,08 ml/g. I pri
ovim uslovima je program predvideo da ¢e nakon fermentacije i1 ekstrakcije da se dobije
71,23 mg GAE/g. U drugom predloZenom modelu fermentacije, vreme trajanja
fermentacije je 73,5 h, koncentracija inokuluma je 8,9%, koncentracija dodate TSB
podloge 79% 1 odnos te¢no/¢vrsto 1,97 ml/g. Program je predvideo da je vrednost izlaza
70,20 mg GAE/g. S obzirom na to da se dva predloZzena modela izvodenja fermentacije
razlikuju u vremenu 1 odnosu te¢no/Cvrsto, izabran je prvi model, u kom je fermentacija
trajala 22,2 h 1 odnos tecno/Cvrsto bilo 1,08 ml/g. Izvodenjem fermentacije pod
optimalnim uslovima dobijeno je 79,87 + 0,97 mg GAE/g ukupnih polifenola u ekstraktu,
a kako se dobijena vrednost izlazne promenljive uklapa u 95% interval predvidanja (od

56,95 do 83,95 mg GAE/g) moze se zakljuciti da je model adekvatan i1 pouzdan.
5.3.2.1.3 Poredenje bioloske aktivnosti fermentisanog i nefermentisanog ekstrakta

Dalje se u radu poredila bioloska aktivnost fermentisanih ekstrakata i
nefermentisanog ekstrakta, koji je dobijen pod identicnim uslovima, s tim $to nije

inokulisan mikroorganizmima.

165



Sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidativna aktivnost, izrazena i
preko inhibicije DPPH radikala i redukcije gvozda je prikazan u tabeli 5.29. Iz rezultata
se jasno moze videti da se sadrzaj ukupnih polifenola statisticki znac¢ajno povecao samo
kada je rastavi¢ fermentisan kvascem S. boulardii, dok se ¢ak malo smanjio kada je u
fermentaciji koriS¢ena bakterija L. rhamnosus. Sadrzaj flavonoida se malo povecéao
fermentacijom bakterijom L. rhamnosus, dok se znafajno povecao kada je rastavié
fermentisan kvascem S. boulardii. Medutim, Sto se tiCe antioksidativne aktivnost
ekstrakata, znac¢ajno povecanje je postignuto u ekstraktima koji su dobijeni kada su u
fermentaciji kori§¢ena oba mikroorganizma, pri ¢emu je ve¢e povecanje postignuto kada
je kao mikroorganizam koris¢en S. boulardii. 1Cso vrednost za uzorak koji je dobijen
nakon fermentacije bakterijom L. rhamnosus je iznosila 19,32 + 0,05%, za uzorak koji je
dobijen nakon fermentacije kvascem S. boulardii 16,03 + 0,27% dok je za nefermentisan
uzorak iznosila 23,58 £+ 0,15 pg/ml. Iz HPLC hromatograma se vidi da se profili
ekstrahovanih polifenola nakon fermentacije bakterijom L. rhamnosus razlikuje od
profila nefermentisanog ekstrakta, dok je profil ekstrakta koji je fermentisan S. boulardii
isti kao 1 profil nefermentisanog ekstrakta, ali je koncentracija ekstrahovanih jedinjenja

povecana (slika 5.36).
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= ]
AAJ_.;_LML..‘ . - 1 o
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Slika 5.36. HPLC hromatogram MAE ekstrakata dobijenih nakon fermentacije
rastavi¢a kvascem S. boulardii (a) i bakterijom L. rhamnosus (b) i nefermentisan ekstrakt
rastavica (c)

Ovo ukazuje da se fermentacijom samo pomocu L. rhamnozus dobijaju razli¢iti
polifenoli, koji ocigledno imaju drugacije bioloSke aktivnosti, dok je dostupnost

polifenola povecana fermentacijom pomocu kvasca S. boulardii.
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Tabela 5.29. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja i antioksidativna aktivnost ekstrakta
nefermentisanog rastavicéa i ekstrakata rastavi¢a fermenisanog bakterijom L. rhamnosus i

kvascem S. boulardii

Sadrzaj

ukupnih Sadrzaj Inhibicija
Uzorak poli fenI())la mg flavonoida, mg DPPH FRAP, mM
) 5 0
GAE/g QE/g radikala, %
Fermentisan - 50 30, ¢ 66+ 6,55+40022° 2588 +017° 0,577+ 0,05
L. rhamnosus
Fermentisan -

.. 79,87 +0,97° 10,39 + 0,72° 31,18+ 0,29° 0,630 +0,05°
S. boulardii

Nefermentisan 58,69 + 3,08° 5,42 +0,70% 21,22+0,77* 0,377 £0,05°
* Vrednosti oznacene razli¢itom slovnom oznakom (a, b) unutar pojedinih kolona se
znacajno razlikuju (p = 0,01).

Fermentacija rastavi¢a nije znac¢ajno promenila antimikrobnu aktivnost koja se
povecala samo kod ekstrakta koji je dobijen fermentacijom bakterijom L. rhamnosus
prema bakteriji E. faecalis. MIC vrednost je smanjena sa 10 na 5 mg/ml. Sa druge strane,
fermentacijom rastavi¢a kvascem S. boulardii se nije postiglo poboljSanje antimikrobne
aktivnosti. Wen 1 saradnici su dobili sli¢ne rezultate, i to prilikom fermentacije otpada
koji je dobijen nakon pripreme caja od lekovitih biljaka Magnolia officinalis 1
Glycyrrhizae radix, a mikroorganizam koji je koriS¢en u fermentaciji je Aspergillus
oryzae. Nakon fermentacije se sadrzaj polifenola povecao kod M. officinalis dok se kod
G. radix malo smanjio. Medutim, ispitivanjem antimikrobne aktivnosti je utvrdeno da se
aktivnost uzorka M. officinalis dobijenog nakon fermentacije smanjila u poredenju sa
nefermentisanim uzorkom M. officinalis prema L. monocytogenes BCRC 14848 1 S.
aureus BCRC 15211. S druge strane kod uzorka G. radix, koji je dobijen nakon
fermentacije, antimikrobna aktivnost se povecala prema S. aureus BCRC 12154 1 S.
enterica BCRC 12948, u odnosu na nefermentisan uzorak G. radix, iako je krajnja
koncentracija polifenola bila manja, Sto ukazuje na to da antimikrobna aktivnost zavisi
od strukture ekstrahovanih polifenolnih jedinjenja, a ne samo od koncentracije polifenola

(Wen et al., 2013).
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6 ZAKLJUCAK

Na osnovu analize svih dobijenih rezultata, koji su prikazani u prethodnom poglavlju,

izvedeni su slede¢i zakljucci:

Razvijena je metoda mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz otpadne jagorcevine,
kojom se za krace vreme postize skoro isti prinos polifenolnih jedinjenja kao u
ekstraktu koji je dobijen klasicnom metodom ekstrakcije.

Razvijene su metode mikrotalasne ekstrakcije polifenola iz otpadne hajducke
trave i rastavica, kojima se postize zna€ajno veci prinos polifenola za krac¢e vreme
u odnosu na metodu klasi¢ne ekstrakcije.

Optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije za dobijanje maksimalnog sadrZaja
ukupnih polifenola u ekstraktu iz otpadne jagorevine su: vreme trajanja
ekstrakcije 80 s, koncentracija etanola 49%, odnos rastvarac¢/¢vrsta faza 35 ml/g i
mikrotalasna snaga 170 W.

Pod optimalnim uslovima iz otpadne jagorcevine je ekstrahovano 130,73 + 3,51
mg GAE/g ukupnih polifenola. Antioksidativna aktivnost, izrazena preko
inhibicije DPPH radikala je iznosila 28,45 + 2,12% 1 izraZena preko redukcije
gvozda 0,895 + 0,037 mmol/l.

Optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije za dobijanje maksimalnog sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktu sa maksimalnom antioksidativnom aktivnoscu iz
otpadne hajducke trave su: vreme trajanja ekstrakcije 33 s, koncentracija etanola
70%, odnos rastvarac/Cvrsta faza 40 ml/g i mikrotalasna snaga 170 W.

Pod optimalnim uslovima iz otpadne hajducke trave je ekstrahovano 237,74 +
2,08 mg GAE/g ukupnih polifenola 1 42,95 + 1,32 mg QE/g flavonoida.
Antioksidativna aktivnost, izraZzena preko inhibicije DPPH radikala je iznosila
71,72 +2,12% i izraZena preko redukcije gvozda 2,023 + 0,015 mmol/l.
Optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije za dobijanje maksimalnog sadrzaja
ukupnih polifenola u ekstraktu sa maksimalnom antioksidativnom aktivnoséu iz
otpadnog rastavi¢a su: vreme trajanja ekstrakcije 81 s, koncentracija etanola
54,5%, odnos rastvara¢/¢vrsta faza 45,4 ml/g i mikrotalasna snaga 170 W.

Pod optimalnim uslovima iz otpadnog rastavica je ekstrahovano 161,57 + 1,24 mg

GAE/g ukupnih polifenola 1 33,55 + 1,28 mg QE/g flavonoida. Antioksidativna
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aktivnost, izrazena preko inhibicije DPPH radikala je iznosila 33,33 + 0,43% i
izrazena preko redukcije gvozda 0,918 + 0,007 mmol/I.

Svi dobijeni ekstrakti su pokazali antimikrobnu aktivnost, pri ¢emu je najvecu
antimikrobnu aktivnost prema plesnima pokazao ekstrakt jagorcevine. Prvi put je
pokazano da ekstrakt jagorCevine inhibira rast A. niger, F. graminearum, F.
verticillioides 1 F. proliferatum. Pri najvecoj testiranoj koncentraciji ekstrakta
jagorcevine (5 mg/ml) inhibicija rasta plesni 4. niger je iznosila 90,00%, F.
graminearum 60,00%, F. verticillioides 100% 1 F. proliferatum 55,56%.
Ekstrakt hajducke trave je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih bakterija
(E. faecalis, S. aureus 1 L. monocytogenes) i jedne testirane Gram-negativne
bakterije (P. aeruginosa). Od ispitanih plesni je inhibirao rast samo F.
graminearum. MIC vrednosti ekstrakta hajducke trave za E. faecalis je iznosila
5,0 mg/ml, za S. aureus 5,0 mg/ml, za L. monocytogenes 1,25 mg/ml i za P.
aeruginosa 2,5 mg/ml. Pri najvecoj testiranoj koncentraciji ekstrakta hajducke
trave (5 mg/ml) inhibicija rasta plesni F. graminearum je iznosila 16,00%.
Ekstrakt rastavica je inhibirao rast svih testiranih Gram-pozitivnih bakterija (E.
faecalis, S. aureus 1 L. monocytogenes). Od ispitanih plesni je inhibirao rast A.
niger, F. graminearum, F. verticillioides 1 F. proliferatum. MIC vrednosti
ekstrakta rastavica za E. faecalis je iznosila 10,0 mg/ml, za S. aureus 5,0 mg/ml 1
za L. monocytogenes 1,25 mg/ml. Pri najvecoj testiranoj koncentraciji ekstrakta
rastavi¢a (5 mg/ml) inhibicija rasta plesni F. graminearum je iznosila 20,00%, F.
verticillioides 33,33% 1 F. proliferatum 27,78%.

Ekstrakt hajducke trave je stimulisao rast probiotskih mikroorganizama L.
rhamnosus 1 S. boulardii, pri ¢emu je najveca stimulacija rasta postignuta kada je
ekstrakt dodat hranljivoj podlozi u krajnjoj koncentraciji 1 mg/ml za L. rhamnosus
11 0,5 mg/ml za S. boulardii.

Ekstrakt rastavica je stimulisao rast S. boulardii, a najveca stimulacija rasta je
postignuta pri koncentraciji ekstrakta 2,5 mg/ml.

Svi ekstrakti su inhibirali aktivnost enzima acetilholinesteraze, a najvecu
inhibitornu aktivnost je pokazao ekstrakt jagorCevine. Pri najvecoj testiranoj

koncnetraciji od 1 mg/ml inhibicija je iznosila 63,23 + 5,83%.
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Fermentacijom otpadne hajducke trave probiotskim mikroorganizmima L.
rhamnosus 1 S. boulardii je povecan sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u
ekstraktima, a dobijeni ekstrakti su imali vecu antioksidativnu i antimikrobnu
aktivnost u poredenju sa nefermentisanim uzorkom.

Optimalni uslovi fermentacije otpadne hajducke trave bakterijom L. rhamnosus
za dobijanje maksimalnog sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu su: vreme
trajanja fermentacije 24 h, koncentracija inokuluma je 10%, koncentracija
podloge je 80%, a odnos tecne prema ¢vrstoj fazi je 1,99 ml/g. Pod optimalnim
uslovima, nakon fermentacije i ekstrakcije, je dobijeno 332,30 + 6,96 mg GAE/g.
Dobijeni ekstrakt je pokazivao vecu antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost u
poredenju sa nefermentisanim ekstraktom. Antioksidativna aktivnost, izrazena
preko inhibicije DPPH radikala je iznosila 80,30 = 0,61%, a izraZena preko
redukcije gvozda, je iznosila 2,848 + 0,021 mmol/l. MIC vrednosti za S. aureus
je iznosila 0,31 mg/ml, za E. faecalis 2,5 mg/ml i za L. monocytogenes 0,62
mg/ml.

Optimalni uslovi fermentacije otpadne hajducke trave kvascem S. boulardiis za
dobijanje maksimalnog sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu su: vreme trajanja
fermentacije 49,3 h, koncentracija inokuluma je 3,3%, koncentracija podloge je
40%, a odnos tecne prema ¢vrstoj fazi je 1,00 ml/g. Pod optimalnim uslovima,
nakon fermentacije 1 ekstrakcije, je dobijeno 289,50 + 7,13 mg GAE/g.

Dobijeni ekstrakt je pokazivao vecu antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost u
poredenju sa nefermentisanim ekstraktom. Antioksidativna aktivnost, izrazena
preko inhibicije DPPH radikala je iznosila 76,63 + 0,55%, a izraZena preko
redukcije gvozda 2,161 + 0,007 mmol/l. MIC vrednosti za S. aureus je iznosila
0,31 mg/ml, za L. monocytogenes 0,62 mg/ml i za P. aeruginosa 0,31 mg/ml.
Povecanje sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu nakon fermentacije otpadnog
rastavica je postignuto samo kada je rastavi¢ fermentisan kvacem S. boulardii.
Medutim, iako je ekstrakt koji je dobijen fermentacijom bakterijom L. rhamnosus
sadrzao manje ukupnih polifenolnih jedinjenja, oba fermentisana ekstrakta su
pokazala vecu antioksidativhu aktivnost u poredenju sa nefermentisanim
ekstraktom. Vecu antimikrobnu aktivnost je pokazao samo ekstrakt koji je dobijen

nakon fermentacije bakterijom L. rhamnosus.
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e Optimalni uslovi fermentacije otpadnog rastavi¢a bakterijom L. rhamnosus za
dobijanje maksimalnog sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu su: vreme trajanja
fermentacije 71,6 h, koncentracija inokuluma je 5,4%, koncentracija podloge je
71%, a odnos tecne prema Cvrstoj fazi je 1,17 ml/g. Pod optimalnim uslovima,
nakon fermentacije 1 ekstrakcije, je dobijeno 56,3 + 8,66 mg GAE/g.

e Dobijeni ekstrakt je pokazivao vecu antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost u
poredenju sa nefermentisanim ekstraktom. Antioksidativna aktivnost, izrazena
preko inhibicije DPPH radikala je iznosila 25,88 + 0,17%, a preko redukcije
gvozda 0,577 + 0,05 mmol/l. MIC vrednosti za E. faecalis je iznosila 5,0 mg/ml.

e Optimalni uslovi fermentacije otpadnog rastavica kvascem S. boulardiis za
dobijenje maksimalnog sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktu su: vreme trajanja
fermentacije 22,2 h, koncentracija inokuluma je 9,9%, koncentracija podloge je
75%, a odnos te€ne prema ¢vrstoj fazi je 1,08 ml/g. Pod optimalnim uslovima,
nakon fermentacije i ekstrakcije, je dobijeno 79,87 + 0,97 mg GAE/g.

e Dobijeni ekstrakt je pokazivao vecu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
nefermentisanim ekstraktom. Antioksidativna aktivnost, izrazena preko inhibicije
DPPH radikala je iznosila 31,18 £+ 0,29%, a preko redukcije gvozda 0,630 + 0,05

mmol/l.

Na osnovu dobijenih rezultata i detaljnog literaturnog pregleda, nau¢ni doprinos
ove disertacije se ogleda u tome Sto je pokazano da se otpad iz prerade lekovitih biljaka
moze iskoristiti za dobijanje ekstrakata sa razli¢itim bioloSkim svojstvima, uz
potencijalno koriS¢enje biotehnoloskih postupaka za poboljSanje prinosa polifenola.
Kvalitet dobijenih ekstrakata nadmasuje onaj koji se dobija koriS¢enjem standardnih
metoda ekstrakcije dok je vreme potrebno za dobijenja ekstrakata znacajno smanjeno.
Pored potvrdenog antioksidativnog i antimikrobnog dejstva, utvrdeno je da ekstrakti
hajducke trave 1 rastavica mogu stimulisati rast probiotskih mikroorganizana.
Istovremeno, koncetracije ekstrakta koje su dovoljne za stimulaciju rasta probiotskih
mikroorganizama, deluju inhibitorno na rast nekih enteropatogena. Ovo svojstvo
ispitivanih biljnih ekstrakta se moze iskoristiti za razvoj dijetetskih fitopreparata za
ublazavanje gastrointestinalnih tegoba kod ljudi. Takode, ovi ekstrakti se mogu koristiti
kao biotici (stimulatori rasta) u procesima gajenja probiotskih kultura za povecanje

njihovog broja. Pored toga, iskazana antifungalna svojstva pojedinih ekstrakta, posebno
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jagorcevine, daju mogucnost njihove primene u preparatima za zastitu biljnih kultura od
fitopatogena. Ekstrakt jagorCevine koji inhibira acetilholinesterazu bi se potencijalno
mogao da koristi 1 u tretmanu Alchajmerove bolesti. Optimizacijom mikrotalasne
ekstrakcije definisani su uslovi za brzu proizvodnju biljnih ekstrakata poboljSane bioloske

aktivnosti u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju.
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PRILOG 1

OPTIMIZACIJA: VREDNOSTI PROCESNIH PROMENLJIVIH I ODZIVA

Tabela P-1.1. Vrednosti procesnih promenljivih i odziva u eksperimentalnom

dizajnu modela optimizacije MAE polifenola iz otpadne jagorCevine

Procesne promenljive Odzivi
Proba
A B C D Y, Y2

1 120 3 35 340 180 56,40
2 221 45 35 340 145 42,50
3 180 20 20 170 154 78,51
4 60 70 50 170 108 124,79
5 221 45 35 170 124 67,11
6 120 45 35 170 84 124,71
7 180 70 20 340 164 48,07
8 60 20 50 170 86 85,95
9 120 45 10 340 114 85,53
10 120 3 35 170 159 95,87
11 60 20 50 340 114 49,92
12 180 20 20 340 176 52,89
13 180 70 50 340 148 69,48
14 60 20 20 340 119 79,67
15 60 70 20 340 94 81,90
16 120 45 35 340 115 92,15
17 120 45 35 170 84 128,84
18 120 45 60 170 82 98,76
19 180 20 50 340 138 47,69
20 60 70 50 340 124 108,10
21 180 70 20 170 142 75,21
22 60 20 20 170 84 106,12
23 120 45 35 170 83 118,68
24 120 45 60 340 105 72,40
25 180 20 50 170 115 84,30
26 19 45 35 170 64 123,72
27 120 45 35 340 114 101,82
28 120 45 10 170 94 115,26
29 180 70 50 170 114 110,05
30 120 45 35 340 124 91,82
31 60 70 20 170 85 109,17
32 120 87 35 170 146 116,30
33 19 45 35 340 82 92,98
34 120 87 35 340 174 75,62

A: vreme ekstrakcije (s); B: koncentracija etanola (%); C: odnos rastvarac/Cvrsta faza

(ml/g);

Y1: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka); Y2: sadrZaj ukupnih polifenola
u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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Tabela P-1.2. Vrednosti procesnih promenljivih i odziva u eksperimentalnom
dizajnu modela optimizacije MAE polifenola i drugih antioksidanasa iz otpadne hajducke
trave

Procesne promenljive Odzivi
Proba
B C D Y, Y2 Y3 Y4 Ys
1 30 87 30 340 72 151,24 31,02 37,61 0,879
2 40 80 20 340 148 137,19 28,82 39,38 0,978
3 20 80 20 340 80 165,29 30,55 46,02 1,105
4 20 80 20 170 68 176,03 29,87 51,77 1,374
5 30 70 13 340 153 175,21 35,12 62,83 1,397
6 30 87 30 170 48 187,60 31,60 52,63 1,418
7 20 80 40 340 84 19091 37,03 66,15 1,477
8 40 80 40 340 92 174,38 30,33 59,07 1,495
9 13 70 30 340 102 180,17 33,59 6549 1,514

10 40 80 20 170 90 179,34 31,15 52,65 1,543
11 40 60 20 170 158 197,52 40,69 56,19 1,543
12 30 70 13 170 113 195,04 38,94 61,28 1,545
13 47 70 30 340 147 180,17 30,64 60,65 1,600
14 40 60 20 340 168 190,91 37,03 63,03 1,618
15 47 70 30 170 105 200,00 37,43 59,73 1,621
16 30 70 30 340 117 205,79 42,42 71,68 1,691
17 30 53 30 170 153 198,35 3847 56,19 1,694
18 30 70 47 340 126 201,65 39,16 72,57 1,734
19 30 70 30 340 138 214,05 41,18 68,58 1,738
20 30 70 30 340 126 217,36 43,53 74,12 1,741
21 20 60 40 340 112 184,30 3432 64,82 1,751
22 20 60 20 340 132 183,47 37,03 63,94 1,755
23 30 53 30 340 123 190,91 3891 61,73 1,760
24 13 70 30 170 66 179,34 30,44 63,94 1,794
25 30 70 30 170 114 211,57 42,53 69,03 1,824
26 20 60 40 170 144 188,43 34,66 66,15 1,825
27 30 70 47 170 108 227,27 42,46 76,11 1,866
28 20 60 20 170 106 195,87 37,03 67,70 1,891
29 30 70 30 170 117 212,40 40,35 67,04 1,896
30 40 80 40 170 76 220,66 38,76 73,23 1,931
31 40 60 40 170 144 210,74 44,779 65,27 1,935
32 40 60 40 340 124 210,74 40,69 66,59 1,939
33 30 70 30 170 114 211,57 41,49 64,60 1,945
34 20 80 40 170 48 204,96 38,29 73,45 1,984

A: vreme ekstrakcije (s); B: koncentracija etanola (%); C: odnos rastvarac¢/Cvrsta faza
(ml/g); D: snaga mikrotalasa (W);

Y1: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka); Y2: sadrzaj ukupnih polifenola
u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta); Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g s.m.
ekstrakta); Ya: inhibicija DPPH radikala (%); Ys: FRAP (mmol Fe?*/1).
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Tabela P-1.3. Vrednosti procesnih promenljivih i odziva u eksperimentalnom

dizajnu modela optimizacije MAE polifenola i drugih antioksidanasa iz otpadnog

rastavic¢a
Proba Procesne promenljive Odzivi
B C D Y Y2 Ys Y4 Ys

1 60 50 50 340 86 133,06 25,76 25,52 0,688
2 60 70 30 340 110 89,50 15,08 10,64 0,349
3 90 60 57 170 72 127,44 23,51 2597 0,665
4 60 70 50 340 107 77,69 15,03 494 0,314
5 140 60 40 170 61 109,09 22,63 20,05 0,610
6 90 60 57 340 87 137,80 24,44 26,65 0,671
7 140 60 40 340 79 128,10 28,79 28,21 0,716
8 60 70 50 170 82 87,60 18,09 8,58 0,424
9 90 60 23 170 69 119,83 19,29 23,30 0,650
10 90 60 23 340 119 114,05 17,28 19,16 0,578
11 60 50 30 170 85 122,92 22,57 28,08 0,636
12 90 60 40 340 74 130,74 27,03 2591 0,718
13 60 70 30 170 71 118,84 19,18 20,27 0,600
14 40 60 40 170 42 123,14 26,58 27,99 0,722
15 90 60 40 170 41 160,03 30,49 30,13 0,820
16 120 70 30 170 79 74,46 13,44 10,42 0,382
17 90 77 40 170 88 49,59 10,35 4,97 0,231
18 120 50 30 340 112 102,48 21,72 17,65 0,559
19 90 60 40 340 84 146,92 30,55 29,88 0,729
20 40 60 40 340 89 114,88 18,83 18,24 0,473
21 90 43 40 170 100 110,22 22,32 2327 0,558
22 120 70 30 340 105 9796 19,47 1485 0,489
23 60 50 50 170 61 152,07 29,87 33,54 0,864
24 120 70 50 340 101 101,65 23,57 21,36 0,480
25 90 60 40 170 40 163,64 32,25 32,96 0,880
26 90 77 40 340 112 68,03 13,59 6,67 0,272
27 120 50 50 340 110 130,66 26,57 30,52 0,703
28 90 60 40 170 45 166,33 33,27 32,97 0,900
29 120 50 50 170 62 150,42 27,20 30,93 0,800
30 60 50 30 340 104 118,84 20,98 23,95 0,621
31 90 60 40 340 83 133,01 27,16 25,14 0,787
32 90 43 40 340 127 10496 21,32 22,73 0,585
33 120 70 50 170 57 96,69 19,49 14,62 0,479
34 120 50 30 170 87 79,42 15,31 10,16 0,423

A: vreme ekstrakcije (s); B: koncentracija etanola (%); C: odnos rastvarac/Cvrsta faza

(ml/g); D: snaga mikrotalasa (W);

Y: prinos ekstrakcije (mg s.m. ekstrakta/g s.m. uzorka); Y»: sadrzaj ukupnih polifenola
u ekstraktu (mg GAE/g s.m. ekstrakta); Y3: sadrzaj flavonoida u ekstraktu (mg QE/g
s.m. ekstrakta); Y4: inhibicija DPPH radikala (%); Ys: FRAP (mmol Fe**/l).
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Tabela P-1.4. Vrednosti procesnih promenljivih i odziva u eksperimentalnom
dizajnu modela optimizacije fermentacije otpadne hajducke trave bakterijom L.
rhamnosus 1 kvascem S. boulardii

Procesne promenljive Odzivi
Proba A B C D Y Y,

1 48 7,5 50 1,50 174,84 187,25
2 22 5,0 20 1,00 131,29 144,13
3 48 7,5 50 0,66 215,27 234,77
4 48 7,5 50 1,50 174,70 191,63
5 22 10,0 80 2,00 337,20 123,29
6 48 7,5 50 1,50 167,41 194,21
7 48 7,5 0 1,50 172,39 139,12
8 74 5,0 20 2,00 195,39 143,35
9 48 7,5 100 1,50 304,73 92,04

10 22 10,0 20 2,00 164,38 150,09
11 91,7 7,5 50 1,50 130,13 98,88

12 74 5,0 80 2,00 90,64 84,21

13 74 10,0 20 1,00 64,13 179,81
14 48 7,5 50 2,34 127,43 133,27
15 22 5,0 80 1,00 300,70 143,90
16 48 33 50 1,50 148,78 274,98
17 48 11,7 50 1,50 178,00 154,76
18 74 10,0 80 1,00 133,60 156,84
19 4,3 7,5 50 1,50 144,36 140,56

A: vreme fermentacije (h); B: koncentracija inokuluma (%); C: koncentracija podloge
(%); D: odnos te¢no/Cvrsto (ml/g);
Y1: sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktu hajducke trave fermentisanim bakterijom L.
rhamnosus (mg GAE/g s.m. ekstrakta); Y»: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu
hajducke trave fermentisanim kvascem S. boulardii (mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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Tabela P-1.5. Vrednosti procesnih promenljivih i odziva u eksperimentalnom
dizajnu modela optimizacije fermentacije otpadnog rastavi¢a bakterijom L. rhamnosus i
kvascem S. boulardii

Procesne promenljive Odzivi
Proba A B C D Y Y,
1 48 7,5 50 1,50 33,03 28,97
2 22 5,0 20 1,00 34,38 45,26
3 48 7,5 50 0,66 22,95 55,60
4 48 7,5 50 1,50 31,67 26,07
5 22 10,0 80 2,00 34,78 63,33
6 48 7,5 50 1,50 30,00 32,31
7 48 7,5 0 1,50 40,65 26,90
8 74 5,0 20 2,00 27,24 43,20
9 48 7,5 100 1,50 51,70 51,07
10 22 10,0 20 2,00 37,71 50,95
11 91,7 7,5 50 1,50 50,00 70,18
12 74 5,0 80 2,00 47,93 66,09
13 74 10,0 20 1,00 36,90 43,46
14 48 7,5 50 2,34 24,19 42,96
15 22 5,0 80 1,00 36,05 64,09
16 48 33 50 1,50 41,20 27,30
17 48 11,7 50 1,50 33,20 51,74
18 74 10,0 80 1,00 44,83 68,18
19 4,3 7,5 50 1,50 29,20 58,00

A: vreme fermentacije (h); B: koncentracija inokuluma (%); C: koncentracija podloge
(%); D: odnos te¢no/Cvrsto (ml/g);
Y:: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu rastavi¢a fermentisanim bakterijom L.
rhamnosus (mg GAE/g s.m. ekstrakta); Y»: sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu

rastavi¢a fermentisanim kvascem S. boulardii (mg GAE/g s.m. ekstrakta).
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PRILOG 2

SPISAK SKRACENICA KORISCENIH U DISERTACILJI

acetilholinesteraza

acetilholin

Alchajmerova bolest (A/zheimer's disease)

analiza varijanse

butilhidroksitoluen

centralni kompozitni dizajn (Central Composite Design)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

dikafeoilhinska kiselina (Dicaffeoylquinic Acid)
antioksidativni potencijal neutralizacije jona gvozda (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

ekvivalenti galne kiseline (Gallic Acid Equivalents)

te€na hromatografija visokih performansi (High Performance
LiquidChromatography)

koncentracija antioksidansa koja neutraliSe 50% pocetne
koncentracije DPPH radikala (/nhibition Concentration)

mikrotalasna ekstrakcija (Microwave Assisted Extraction)
minimalna inhibitorna koncentracija ekstrakta

interval predvidanja (Prediction Interval)

ekvivalenti kvercetina (Quercetin Equivalent)

metoda odzivne povrSine (Response Surface Methodology)
skenirajuci elektronski mikroskop

suva materija
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3rvente) W Xaud TYKE THATE (Aohilled mnilletolivm ) 34 SOBIsE EMIOWker Ax708 prox
NoNPeH2/)A

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMBAaYKOr paaa,

e [anpeanoxeHa aucepTauuja y LenuHW HU y Aenosuma Huje Guna npeanoxexHa
3a pobujake Ouno koje AMNNOME npema CTYAM|CKAM MporpaMmuma Apyrux
BMCOKOLLIKONCKMUX YCTaHOBa,

e [a Cy pesynTaTit KOPEKTHO HaBEAEHW V1

e [la HUCam KpLuMO/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTENEKTYarHy CBOjuHy
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 21 & JOtE.




Mpwunor 2.

N3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITAMIMaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Mme u npeaume ayTtopa Mumya  Mirrsmsos ok
Bpoj uHpekca 4056 /2010
CTY,U,M}CKW nporpam 6-/'//’()/&?7}/&7../(?'0 LIHTIEILE FCHIEY 1] LD TEXS P HO L7/ 4

HCEoPLnE I5E OMALA 113 NPEPALE JATOFYERWIE (Frimuld Xeris JPACTASIEX (Eseiretm arvente)
HacnoB pana 11 x4/ YKE TPASE (Achil{€d mllsfoliom )34 LOLIMME BROMOYKG IKPIEST2 Nod ohErrond

Mentop 4P CYs2#a QrmmPusctv k— 6P rokivh, JExyond WO -HEANyPunss ppeme 7
YWIBEPgu7E TR 7 CEIPYAdy

MoTnucaHw/a M}MWM MJMY/"??M)&MK

W3jaBrbyjem ga je wTamnaHa Bep3avja mMor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa ereKTPOHCKO]
Bep3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany [OururanHor
peno3uTopujyma YHuBepauteta y Beorpaay.

HNos3sorbaBam ga ce ofjaBe Moju nNUYHM nogaum BesaHM 3a dobujare akagemckor
3Batba A0KTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M npesumMe, roguHa u mecto pofiewa u gatym
oabpaHe paga.

OBv numyHn nopgaum Mory ce o6jaBuTM Ha MPEXHUM CTpaHvuama aurutanHe
BubnunoTeke, y eNeKTpoHCKOM KaTanory vy nyénukauvjama YHusepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHpga

Y Beorpagy, 1. £ Jot7.

/&’v@fc: /C/QZ/WYZ”?‘ZQ&/{L“



Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuorteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y OurntanHu
penosuTopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTauujy noa
Hacrnosom:

VICKOPIUSERE 07704 U3 NPEPALE JATOPYERUYIE [ Primdi yers ) prcasubz (Geietom

ONYCISE) Y NNIASEE TPHEA (Aptitlea millstolion )34 206mmE BnomOwker ATrsrmi

NONYPE HunA
Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[ducepTauujy ca cBUM nNpunosvmMa npegao/na cam y enekTpoHcKom oopmaty norogHom
3a TpajHo apxuBMpam-e.

Mojy nokTopcky Auceprauujy noxpareHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepauteTa
y Beorpagy mory na kopucTte CBW Koju nowuTyjy oapenbe cappxaHe y ogabpaHom Ttuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyvo/na.

1. AyTtopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjarHo
@AyTopCTBo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCTBO — HEKOMepLUMjanHo — JenuTu Nog UCTUM yCrnoBuma
5. AytopctBo — ©e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU Nof UCTUM YCNOoBUMA

(Monumo fa 3aoKkpyxuTe camo jefHy of wWecT noHyReHux nuueHUM, KpaTak onuc
nuueHun aart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpapy, _ /7 & 2017




