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Usled povecanog zahteva trziSta za proizvodima prirodnog porekla, teznja ka
dizajniranju istih je narocito istaknuta i izrazena u farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji. UopSteno priznati kao bezbedni, razli¢iti proizvodi planinskog bilja
(ekstrakti, tinkture, lekovita vina 1 slicno) smatraju se pozeljnim za
konzumaciju, ali predstavljaju i prirodne aditive u farmaceutskim,
prehrambenim i kozmeti¢kim proizvodima. Medu planinskim biljem, kicica je
poznata po viSevekovnoj primeni u tradicionalnoj medicini i fitofarmaciji.
Predmet istrazivanja doktorske disertacije je dobijanje ekstrakata iz nadzemnih
delova kicice (Centaurium erythraea Rafn, Gentianaceae) Sarznim tehnoloskim
postupkom, odnosno ultrazvu¢nom ekstrakcijom u ekoloski prihvatljivim
sistemima rastvarata voda/propilen-glikol i voda/etanol. IzvrSena je
optimizacija uslova dveju ekstrakcija (koncentracija alkohola, solvomodula,
temperature 1 vremena ekstrakcije), karakterizacija 1 poredenje sastava
ekstrakata proizvedenih pri optimalnim uslovima.

Ultrazvuénom ekstrakcijom pri blagim uslovima tehnoloskih procesa postignuta
je veca efikasnost difuzije polifenolnih jedinjenja u odabrane rastvarace
(voda/propilen-glikol i voda/etanol), uz poboljsanje sadrzaja fitokomponenti u
ekstraktima 1 minimalnu potro$nju rastvaraca. Primecene su 1 razlike u
kvantitativnom sadrzaju ekstrakata dobijenih pri optimalnim uslovima.
Propilen-glikolni ekstrakt sadrzi vise bioaktivnih jedinjenja. Osim toga, etanol u
odnosu na propilen-glikol ima nizu tacku kljucanja, lakSe isparava, zapaljiv je
na nizoj temperature, itd. Stoga se preporucuje upotreba voda/propilen-glikol
sistema, koji je mnogo bezbedniji, obezbeduje ekstrakt sa viSe bioloski
funkcionalnih fitohemijskih jedinjenja 1 ve¢im sadrzajem polifenolnih jedinjenja
pri niZzoj temperaturi, za ekoloski prihvatljivu buducu industrijsku upotrebu.

Obe tehnike (ultrazvuc¢na ektrakcija vodenim rastvorom propilen-glikola
(UE/aPPG) i vodenim rastvorom etanola (UE/aEtOH)) zahtevaju blage uslove
rada, upotrebu jeftinih, bezbednih i1 ekoloSki prihvatljivih rastvarac¢a, minimalnu
potro$nju rastvarata 1 energije, Cine¢i oba SarZzna tehnoloska procesa
prihvatljivim i opravdanim sa ekoloSke i ekonomske tacke gledista. Dobijeni
ekstrakti mogu se konzumirati, ali i primeniti kao aditivi u fitofarmaceutskim i
fitokozmeti¢kim proizvodima.

S obzirom da se ovi ekstrakti mogu Koristiti u razli¢itim proizvodima kao
prirodni aktivni sastojci, protokoli ekstrakcije ¢e verovatno osigurati
jednostavan prenos na proizvodnju veéeg obima i dalju upotrebu u razlicitim
granama industrije, posebno osiguravajuéi Cistiju proizvodnju sa smanjenim
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1. UvVOD

Usled povecane potraznje trziSta za proizvodima prirodnog porekla, teZnja ka dizajniranju istih
je posebno izrazena u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. UopSteno priznati kao bezbedni, razliciti
proizvodi planinskog bilja (ekstrakti, tinkture, lekovita vina i slino) smatraju se pozeljnim za
konzumaciju, ali predstavljaju i prirodne i bezbedne aditive u farmaceutskim, prehrambenim i
kozmetickim proizvodima. Medu planinskim biljem, ki¢ica je predmet izrazitog interesovanja usled
njene visevekovne primene u tradicionalnoj medicini i fitofarmaciji.

Crveni kantarion, kicica (Centaurium erythraea Rafn, Gentianaceae) je cvetna lekovita biljka i
dragocena industrijska kultura. Prirodno je rasprostranjena na podru¢ju Evrope, zapadne Azije i
severne Afrike (Teke i Kuete, 2014). Uglavnom raste na kre¢njackim zemljiStima i suvim travnatim
mestima, ukljucujuci i pescane dine (Guedes i sar., 2019). Kicica je biljka glatke, uspravne stabljike
(10 — 50 cm) sa malim, cevastim, ruzi¢astim cvetovima I razgranatim cvastima na vrhu stabljike
(Tobyn i sar., 2016). Listovi su postojani tokom cvetanja, elipticno-ovalni, sa glatkim rubovima i pet
uzduznih nerava (Paniagua-Zambrana, 2020).

Nadzemni delovi ki¢ice pokazuju antimikrobno, antioksidativno, gastroprotektivno i
antiinflamatorno dejstvo (Guedes i sar., 2019). U etnomedicini se koristi za leCenje razlicitih koznih
oboljenja (ekcemi, povrede i rane), reumatizma, edema, astme, Zutice, crevnih parazitskih infestacija,
smetnji u varenju, hiperholesterolemije i hipertenzije, febrilnih stanja, hepatitisa, dijabetesa,
hepatoaktivnosti 1 aktivnosti Zu¢ne kese, kao 1 za stimulaciju motaliteta gastrointestinalnog trakta
(Guedes i sar., 2019; Mazimba i sar., 2013; Teke & Kuete, 2014). Tinkture, tonici, losioni i ¢ajevi
napravljeni od razli¢itih delova biljke, tradicionalno se Kkoriste za leCenje gastrointestinalnih
poremecaja, dispepsije, opstipacije, groznice, anemije, anoreksije, podsticanje apetita, i za ¢is¢enje Krvi
I bubrega (Kumarasamy i sar., 2003; Merghem & Dahamna, 2020; Suboti¢ i sar., 2006). Ekstrakti C.
erythraea takode pokazuju antimutagena, diureticka, antikancerogena, analgeticka, antipireticka,
antiinflamatorna, antiulkusna, antioksidativna, antibakterijska i antifungalna svojstva (Merghem &
Dahamna, 2020; Siler i sar., 2014).

Brojna jedinjenja poput ksantona, flavonoida, fenolnih Kiselina, triterpena i sekoiridoidnih
glikozida (Mazimba i sar., 2013; Teke & Kuete, 2014), ¢ine ovu biljku vrednom sirovinom za

proizvodnju prirodnih lekova, kozmetickih proizvoda i bioterapeutika.
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Ekstrakti C. erythraea su bogati sekoiridoidnim glikozidima (gorkim jedinjenjima), koji su
karakteristi¢ni za porodicu Gentianaceae, pre svega sverozid, sverciamarin i genciopikrozid (Tobyn i
sar., 2016) i odgovorni su za inhibiciju spontane kontrakcije miSi¢a ileuma, kao i za neke analgetske,
antiinflamatorne i antiacetilholinesterazne aktivnosti ove biljke (Molina i sar., 2000). Nadzemni delovi
biljke su bogati sterolima (/-sitosterol, stigmasterol, kampesterol, brasikasterol, A-7-stigmastenol),
fenolnim kiselinama (p-kumarinska Kkiselina, ferulna kiselina, sinapinska kiselina), kumarinima
(izokumarin), flavonoidima (kaempferol), i ksantonima (metoksilovani i tetraoksigenovani ksantoni)
(El Menyiy i sar., 2021; Valentdo i sar., 2002).

Cajevi napravljeni od razli¢itih lekovitih biljaka konzumiraju se §irom sveta, zbog svojih
bioloskih aktivnosti, poput antioksidativne, antiinflamatorne i antimikrobne (Chou i sar., 2021).
Lekovita svojstva biljaka pripisuju se prisustvu bioaktivnih jedinjenja, koja predstavljaju jedinstvene
resurse za farmaceutsku i kozmeticku industriju (Zhao i sar., 2005). Ova jedinjenja se nalaze u
biljkama 1 okruZena su nerastvorljivim strukturama poput vakuola biljnih ¢elija 1 lipoproteinskih
dvostrukih slojeva, §to otezava njihov proces ekstrakcije (Corrales i sar., 2008). Prinos ekstrakcije u
znacajnoj meri zavisi ne samo od prirode bioaktivnih jedinjenja, nego i od izabrane metode ekstrakcije,
vrste rastvaraca, temperature, solvomodula i vremena ekstrakcije (Pandey i sar., 2018).

Tradicionalne metode ekstrakcije poput Soxhlet ekstrakcije, maceracije, perkolacije i sli¢nih,
poznate su po velikoj potrosnji rastvaraca, vremena i energije (Pandey i sar., 2018). Nove tehnologije
ekstrakcije, kao Sto je ultrazvucna ekstrakcija (UE), omoguéavaju veéi prinos vrednih bioaktivnih
jedinjenja uz manju upotrebu rastvaraca, krace vreme ekstrakcije i nize temperature (Barba i sar., 2015;
Bouras i sar., 2015; Deng i sar., 2015).

UE jedna je od obecavajuc¢ih metoda za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja. Prihvacena je kao
tehnika ,,zelene* ekstrakcije, zbog svoje visoke efikasnosti uz manju potro$nju rastvaraca i vremena,
kao i zbog pogodnosti za termoosetljiva jedinjenja (Yusoff i sar., 2022). Ona se koristi kako bi se
smanjio gubitak ekstrakta pri procesu ekstrakcije biljnih materijala. Njenom primenom se poveéava
stopa prenosa mase pomocu kavitacione energije, gde mehuri¢i u tecnosti ili smesi, eksplozivno
kolapsiraju, stvarajuci lokalizovani pritisak koji uzrokuje pucanje tkiva biljke i poboljSava oslobadanje
intracelularnih supstanci u rastvarac¢u (Pandey i sar., 2018).

Predmet ovog istrazivanja je dobijanje ekstrakata iz nadzemnih delova kicice (C. erythraea
Rafn, Gentianaceae) Sarznim tehnoloskim postupkom, odnosno tehnikom ultrazvucne ekstrakcije u

ekoloski prihvatljivim sistemima rastvaraca voda/propilen-glikol (aPPG) i voda/etanol (aEtOH).
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Izvr$ena je optimizacija uslova ekstrakcije (koncentracija alkohola, solvomodul, temperatura i
vreme ckstrakcije), karakterizacija i poredenje sastava ekstrakata proizvedenih pri optimalnim
uslovima. Obe tehnike zahtevale su blage uslove rada, upotrebu jeftinih, bezbednih i ekoloski
prihvatljivih rastvara¢a, minimalnu potroSnju rastvaraca i energije, Cine¢i oba Sarzna tehnoloSka
procesa prihvatljivim i opravdanim sa ekoloSke i ekonomske tacke gledista.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se UE pri optimalnim uslovima tehnoloskih procesa postigne
veca efikasnost difuzije polifenolnih jedinjenja u odabrane rastvarae, uz poboljSanje sadrzaja
fitokomponenti u ekstraktima i minimalnu potro$nju rastvaraa. Poreden je i kvantitativni sadrzaj
ekstrakata dobijenih pri predloZzenim optimalnim uslovima kako bi se procenila efikasnost kori§¢enih
rastvara¢a. Ovom tehnikom ekstrakcije tezi se postizanju nizih energetskih zahteva, uz dodatnu benefit
u vidu smanjenja Stetnog uticaja na zivotnu sredinu. Na osnovu dobijenih rezultata procenjena je i
potencijalna moguénost primene ekstrakata kao konzumenata, ali i aditiva u fitofarmaceutskim i
fitokozmetickim proizvodima.

Nadzemni delovi kic¢ice su osuSeni u susnici na 105 °C do postizanja konstantne mase,
samleveni u elektricnom blenderu do stanja finog i uniformnog praha, prosejani kroz sito (veli¢ina
otvora 0,5 mm), prebaceni u zatvorenu tamnu staklenu bocu i ¢uvani na hladnom mestu bez svetlosti.
Ekstrakti biljne droge su proizvedeni Sarznim postupkom ultrazvuéne ekstrakcije.

Kao rastvaraci korisc¢eni su vodeni rastvori dva alkohola (EtOH i PPG) razlicitih koncentracija.
Ekstrakcija je vriena na taéno definisanim temperaturama u jednogrlim staklenim balonima od 50 cm?®
uz refluks u ultrazvuénoj kadi (Sonic, Nis, Srbija) pri konstantnoj snazi i radnoj frekvenciji ultrazvuka
od 150 W i 40 kHz, respektivno. Nakon zavrSenih ekstrakcija, uzorci su centrifugirani na 4000
obr-min’t tokom 10 min na centrifugi (TH16B, Hong Kong, Kina).

U cilju odredivanja koncentracije ekstrakata, alikvoti ekstrakata (3 cm®) su osuseni na 105 °C u
laboratorijskoj peci do postizanja konstantne mase. Pre dalje analize, preostali delovi ekstrakata cuvani
Su u frizideru na 4 °C.

Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima je odreden spektrofotometrijskom metodom (Varian
Cary-100 spektrofotometar; Mulgrave, VIC, Australija) na Amax= 760 nm sa Folin Ciocalteu-ovim

reagensom.
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Metodologija povrSine odgovora (eng. Response Surface Methodology, RSM) zasnovana na
Box-Behnken dizajnu (eng. Box-Behnken Design, BBD) kori$éena je za modelovanje i optimizaciju UE
prema maksimalnom prinosu ukupnih polifenola variranjem koncentracije alkohola, solvomodula,
temperature i vremena ekstrakcije. Analizom varijanse (ANOVA) procenjena je statistiCka zna¢ajnost
¢lanova polinomnih jednacina, koje se koriste za opisivanje postupaka ekstrakcije ukupnih polifenola.

Sastav ekstrakata dobijenih pri optimalnim uslovima je odreden UHPLC-DAD-ESI-MS/MS i
ICP-OES analizom.

Ciljevi 1 noviteti ovog istrazivanja su:
ki¢ice primenom dva razlicita sistema rastvaraca, odnosno aEtOH i aPPG;

b) optimizacija obe UE vrsena je primenom BBD dizajna; optimalni faktorski nivoi su odredeni
za cetiri analizirana faktora, i to za vreme ekstrakcije, temperaturu, solvomodul i koncentraciju
alkohola (aEtOH ili aPPG);

c) UHPLC-DAD-MS/MS analiza sastava oba ektrakta dobijena pri optimalnim uslovima i
njihovo poredenje;

d) ICP-OES analiza oba ekstrakta dobijena pri optimalnim uslovima i njihovo poredenje;

e) procena i uporedivanje energetskih zahteva i uticaja na Zivotnu sredinu kod obe UE.

Prema saznanju autora, do sada nije bilo izvestaja u literaturi o optimizaciji UE bioaktivnih
jedinjenja iz nadzemnih delova ki¢ice u aPPG ili aEtOH primenom BBD. Takode, nije bilo detaljnih
istrazivanja identifikacije i poredenja jedinjenja u ovim ekstraktima, niti poredenja potro$nje energije i

ekoloskih uticaja tokom ovih procesa.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1 Biljne vrste roda Centaurium S.L.

Centaurium, stari naziv lekovite biljke, poti¢e od grcke re¢i ,,Kéviavpog” (,,Keéntauros®) i
latinske reci ,,centaurus®, koju je, prema legendi, Hiron (bi¢e pola ¢ovek, pola bik), koristio da izle¢i
sebe od povrede zadobijene strelom zarazenom krvlju Hidre (Siler & Misi¢, 2016).

Rod Centaurium Hill (S.L.), porodica Gentianaceae (slika 1) jedan je od biljnih rodova sa
najduzom tradicijom u istoriji humane medicine, a kao biljni lek pod nazivom ,,Centaurii herba*, ¢esto
se koristi kao sastojak mnogih komercijalnih formulacija (Botion i sar., 2005; Naber, 2013) za
olaksavanje Zeluda¢nih problema, regulaciju problema sa varenjem (gubitak apetita, nadimanje)
povecavajuci produkciju pepsina i hlorovodoni¢ne kiseline, zbog ¢ega se preporucuje i kao tonik za
C¢is¢enje digestivnog trakta.

Takode se moze koristiti u terapiji astme, ekcema, Zutice, groznice, crevnih parazita,
reumatizma, hipertenzije, gréeva gastrointestinalnih misica, edema 1 kao stimulans aktivnosti jetre i
zuéne kese. Odvar i oblog od listova biljnog roda Centaurium se mogu topikalno primeniti u tretiranju

rana i uklanjanju fleka na kozi (Mars, 2007).

Slika 1 Rod Centaurium Hill (S.L.) (https://gobotany.nativeplanttrust.org/genus/centaurium/)

Ekstrakt biljaka iz roda Centaurium poseduje purgativna, sedativna, antipireticka,
antihelminti¢ka, antiinflamatorna, analgeti¢ka i diureti¢ka svojstva (Siler & Misié, 2016), snazan je

antioksidans i koristi se za prevenciju dijabetesa (Sefi i sar., 2011).
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Znacaj ove biljke se ogleda u Cinjenici da se njena upotreba u tradicionalnoj medicini opisuje u
farmakopejama 23 razli¢itih zemalja, kao i u referentnim svetskim farmakopejama, dok je 2004. godine
proglasena i lekovitom biljkom (Tahraoui, 2010). Takode se Sirom sveta koristi i kao prirodna aroma u
proizvodnji komercijalnih gorkih alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a sa dozvoljenom maksimalnom
dozom od 0,0002% do 0,0008%. Evropski savet je biljke iz roda Centaurium svrstao u kategoriju N2
kao prirodnu aromu u prehrambenoj industriji, tako da je, u malim koli¢inama, dozvoljena u hrani
(EMA, 2009; Newall i sar., 1996).

Rod Centaurium S.L. je do nedavno obuhvatao oko 50 vrsta (Struwe, 2002), ali je nakon
detaljnog cvetnog opisa i morfometrijske analize, Mansion predlozio podelu polifiletskog roda
Centaurium u cetiri nova roda: Centaurium Hill (pretezno evropske vrste), Schenkia Griseb.
(Mediteranski region, Australija i Havaji), Zeltnera Mans. (Severna i Centralna Amerika) i Gyrandra
Griseb. (Centralna Amerika) (Mansion, 2004) (slika 2). Crveni kantarion (C. erythraea Rafn) je jedna

od najvaznijih farmakoloskih vrsta iz porodice Gentianaceae (Siler & Misi¢, 2016).

Slika 2 Rod Zeltnera Mans, Schenkia Griseb., Gyrandra Griseb.
(https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names: 16708-1)
(https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77061737-1)
(https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names: 16580-1)
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Brojna istrazivanja vezana za biolosku aktivnost nekoliko vrsta iz roda Centaurium S.L. su
nastala jo§ Sezdesetih godina proslog veka. U moderno vreme, biljke roda Centaurium i jedinjenja koja
proizvode i dalje predstavljaju predmet mnogih medicinskih i farmakoloskih istrazivanja. Njihov
znacaj je istaknut meta-analizom: Google Scholar pokazuje 72 akademska naslova (bez citata) koji u
isto vreme sadrze ili termin ,,Centaurium* ili ,centauri i bave se fitohemijskom analizom i
medicinskim aspektima ekstrakata iz ovih biljaka. U proteklih pet godina, ukupno 15 studija se bavilo
njihovim lekovitim ili bioloskim svojstvima, kao S$to su antidijabeticka aktivnost - 5 studija,
antimikrobna aktivnost — 4 studije, toksi¢nost (uklju¢ujuéi -citotoksi¢nost) — 3 studije, i
hepatoprotektivni, gastroprotektivni i vazodilatatorni efekti — po jedna studija. Postoji ocigledna
tendencija i nauCni interes za dublje istrazivanje fitohemije roda Centaurium S.L. i detaljnije

razumevanje njihovih mehanizama delovanja na ljudsko zdravlje (Siler & Migi¢, 2016).

2.2 Prirodni i biotehnoloski resursi roda Centaurium S.L.

Sa rastu¢om potraznjom za bioaktivnim jedinjenjima, razvijaju se i novi koncepti sa idejama o
alternativnom dobijanju Zeljenih jedinjenja iz neiskoriS¢enih biljnih vrsta, kao i o unapredenju
tehnologije gajenja biljaka i ekstrakcije takvih jedinjenja. Centauri (rod Centaurium S.L., odnosno
rodovi Centaurium, Zeltnera, Gyrandra i Schenkia) su jednogodisnje ili dvogodisnje zeljaste biljke sa
neupadljivim izgledom i relativno malom proizvodnjom biomase. Zbog prisustva farmakoloski
znacajnih bioaktivnih jedinjenja, biljke ovog roda se ¢esto prikupljaju iz prirodnih izvora. Neodrziva
eksploatacija dovela je do prekomernog sakupljanja, pri ¢emu broj divljih populacija i njihova veli¢ina
opadaju. C. erythraea, jedna od najvaznijih farmakoloskih vrsta iz porodice Gentianaceae, navedena je
kao ugrozena vrsta u mnogim zemljama i ¢ak je zasticena zakonom u nekima od njih (Siler & Misi¢,
2016).

Upotreba biljnog materijala iz prirodnih izvora nije jednostavna kako se ¢ini na prvi pogled.
Naime, sadrzaj bioaktivnih jedinjenja varira tokom ontogenetskog razvoja i pod uticajem je
promenljivih uslova okoline, ukljucujuci biotske i abiotske stresove i1 sezonske promene. Pokazano je
za C. erythraea (Siler i sar., 2012) i C. pulchellum (Siler i sar., 2010) da varijacije u kvalitativnom i
kvantitativnom sadrzaju sekoiridoidnih glikozida medu populacijama i individuama zavise od porekla

biljnog uzorka, genotipa i faktora sredine.
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Kako bi se obezbedio standardizovan kvalitet biljnog materijala, sverciamarin, koji je
dominantan sekoiridoidni glikozid u C. erythraea, predlozen je od strane Evropske farmakopeje kao
hemijsko jedinjenje koje treba Koristiti za karakterizaciju zvani¢nog leka ,,Centaurii herba‘“. lako su
metode i protokoli za kontrolu kvaliteta neophodni kako bi se zadovoljili zahtevi potroSaca, oni ne
reSavaju problem neodrzive eksploatacije prirodnih izvora (European Pharmacopoeia, 2010).

Gajenje biljaka iz roda Centaurium S.L. moze smanjiti pritisak na divlje populacije i poboljsati
kvalitet proizvodnje leka ,,Centaurii herba“. Kako je pokazano u studiji Siler i saradnika, razumevanje
fenotipskih i geneti¢kih varijacija medu populacijama ovih biljnih vrsta moze biti klju¢no za izbor
izvornog materijala za njihov uzgoj (Siler i sar., 2012). Medutim, do danas nije uspostavljen Siroko
rasprostranjen i komercijalni uzgoj ovih biljaka, $to se moze pripisati niskoj rentabilnosti postojecih
plantaza. Ovo je rezultat niske proizvodnje biomase, dugogodisnjeg uzgoja ove dvogodisnje vrste koja
cveta tek u drugoj godini, kao i teSko¢a u manipulaciji semenkama i sadnicama, kao i1 specifiénim
uslovima koji su potrebni za njihov rast. Sve ove prepreke moraju biti prevazidene kako bi se
uspostavio uspesan i ekonomski profitabilan uzgoj ove biljke (Radusiené, 1995).

Ove poteskoce su navele naucnike da istrazuju alternativne metode za proizvodnju bioaktivnih
metabolita, izmedu ostalog razvoj sistema za kultivaciju ¢elija i ,,hairy root* (koren) sa povecanom
proizvodnjom vaznih sekundarnih metabolita. Agrobacterium rhizogenes posredovani transfer gena sve
viSe se koristi za dobijanje ,hairy root“ (korena) nekoliko Centaurium vrsta koje su podlozne
genetskim transformacijama. ,,Hairy root* (koreni) su sposobni da brzo rastu bez fitohormona i da
proizvode metabolite mati¢nih biljaka (ksantoni i sekoiridoidni glikozidi), $to je dokazano u slucaju C.
erythraea, C. maritimum i C. pulchellum, uz ta¢no definisane uslove transformacije, kao §to su priroda
I starost eksplanata, bakterijski soj, gustina bakterija i protokol infekcije, koji uti¢u na efikasnost
transformacionih procesa, kao i na rast i produktivnost ,hairy root* (korena) (Jankovi¢ i sar., 2002;
Misi¢ i sar., 2013; Piatczak i sar., 2006; Subotic¢ i sar., 2009).

Dalja optimizacija parametara rasta kulture (sastav medijuma, izazivanje biotskim ili abiotskim
stresom) moze povecati sposobnost ,hairy root“ (korena) da intenzivno raste i proizvodi vredna
jedinjenja. Regeneracija izdanaka na ,,hairy root* (korenima) vrsta Centaurium je ¢est fenomen, i ovi
transgeni izdanci zadrzavaju sposobnost proizvodnje sekundarnih metabolita (Piatczak i sar., 2006;
Suboti¢ i sar., 2003; Suboti¢ i sar., 2009). Netransformisane kulture izdanaka nekih vrsta Centaurium i
Zeltnera takode su pogodne za proizvodnju sekoiridoidnih glikozida i mogu sluziti kao alternativni
izvor ovih vrednih jedinjenja. Osim toga, ove kulture se mogu proSiriti za rast u bioreaktorima, Sto

dovodi do znatno veée proizvodnje biomase i standardizovanog kvaliteta.
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Neke studije su pokazale da je moguca i proizvodnja sekundarnih metabolita u izdancima i
,,hairy root* kulturama vrsta Centaurium i Zeltnera u bioreaktorima (Misi¢ i sar., 2013; Piatczak i sar.,
2006; Radovic i sar., 2013).

Ipak, potrebno je bolje razumevanje ovih mehanizama, kako bi se razmotrile i testirale strategije
za povecanu proizvodnju ciljanih fitohemijskih jedinjenja, ukljucujuéi sekoiridoidne glikozide 1
ksantone, pre nego $to se uspostavi komercijalna proizvodnja na industrijskom nivou. Sastav medijuma
I pH vrednost, dostupnost i apsorpcija hranljivin materija, razmena gasova, kvalitet svetlosti,
temperatura, mesanje i osetljivost na smicanje su faktori koji mogu znacajno uticati na rast, razvoj 1
produktivnost ,,hairy root“ (korena) u bioreaktorima. Dodatna prednost je da se biljni materijal dobijen
putem bioreaktora smatra ekoloski prihvatljivim i bez patogena. Kultivacija ,hairy root* (korena)
vredne, ali komercijalno nedovoljno iskoris¢ene vrste Centaurium maritimum u bioreaktorima, mogla
bi smanjiti eksploataciju divljih populacija C. erythraea i tako doprineti o¢uvanju biodiverziteta (Misi¢
i sar., 2013).

2.3 C. erythraea Rafn (kicica)

C. erythraea Rafn (slika 3) je dvogodisnja ili jednogodisnja biljka koja je rasprostranjena Sirom
Evrope, severne Afrike i jugozapadne Azije (Guedes i sar., 2019), pretezno na kreénjackim zemljistima
I suvim travnatim mestima. Na slici 4, prikazana je mapa distribucije C. erythraea u Evropi i
mediteranskom regionu. U Evropi postoji oko 14 Centaurium vrsta. Flora Turske navodi pet
Centaurium vrsta, ukljuc¢ujuéi i C. erythraea (Tobyn i sar., 2016).

C. erythraea je u narodu poznata i kao kiCica, crvena kicica, crveni kantarion, gorka Kitica,
gorko zelje, groznicavka, drago cvece, dupci¢, zlatna zug, jezernica, kinin, kiti¢ica, mala semencina,
mali stozlatnik, svedrc i sun¢ani cvet. Drevni Grci su ovu biljku zvali ,,zu¢ zemlje, a narodi isto¢ne
polulopte su je smatrali ¢udotvornom. Kineski pripovedaci inspirisani lekovitim dejstvima prenosili su
generacijama divne price o mo¢noj kicici.

Prema jednom verovanju, njen latinski naziv potice od Kentaura Hirona, Ahilovog ucitelja, a
prema drugom, od reci centum, $to znaci sto i aurum, §to znaci zlato. Drugim rec¢ima, kicica je lek koji
vredi stotinu zlatnika (Tobyn i sar., 2016).

C. erythraea raste na vlaznim i pe$¢anim brdskim livadama i pasnjacima, oranicama, Sumskim
Cistinama i obroncima, kao jednogodisnja ili dvogodiS$nja biljka. Stabljika je Cetvorougaona, Suplja,
glatka, uspravna, 10 — 50 cm visoka i raste iz bazalne rozete glatkih, ovalnih, sivkastozelenih listova i

nosi suprotne, uske, jajoliko duguljaste i glatke listove sa tri zila.
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Slika 4 Mapa distribucije C. erythraea u Evropi i regionu Mediterana (2018) (Mifsud, 2022)

Mali, cevasti, ruzicasti cvetovi sa pet latica mogu se pronaéi tokom leta u razgranatom cvatu na
vrhu stabljike i otvaraju se samo na suncu, oko podneva (slika 5). Mnogo malih semenki formira se u
cilindri¢énim kapsulama, a prasnici se uvijaju nakon otvaranja (Tobyn i sar., 2016).

Biljka se najéeSce bere kada je u cvetu i to kada je izrazena gor¢ina ove biljke koja poti¢e od
dva sverozidna estra prisutna u cvetnom jajniku (Bisset & Wichtl, 2001; Bradley, 2006). Veoma je
pogodna za gajenje na plodnom zemljiStu, pri ¢emu su ovako kultivisane vrste znacajno vise 1 gorce od

divljih (Tobyn i sar., 2016).
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Slika 5 C. erythraea (Botanical Illustration Collection, 2004)

U proslosti su biljke sakupljane iz lokalnih divljih populacija Sirom Evrope, dok se danas
zajednica C. erythraea u Centralnoj Evropi sve vise smanjuje zbog prekomernog sakupljanja i
degradacije njihovih prirodnih stanista. C. erythraea se danas smatra ugroZzenom vrstom u vecini
evropskih zemalja, zbog Cega se sve vise kontroliSe i ¢ak zabranjuje njeno branje. Stoga se preporucuje
kultivisanje kicice, kako bi se zadovoljila velika potraznja na trzistu za ovom biljkom i istovremeno
zastitila njena divlja stanista (Pataczek i sar., 2017).

Pored C. erythraea u upotrebi su i druge vrste: C. uliginosum, C. littorale, C. pulchellum.
Blackstonia perfoliata je jednogodisnja biljka sa Zutim cvetovima, tamnozelenim listovima i stabljikom
koja prolazi kroz sredinu lista i koja je lokalno Cesta na kamenitim travnjacima i C. tenuiflorum,
jednogodisnja biljka sli¢na C. pulchellum, koja obi¢no ima roze cvetove, ali ponekad i bele. Ugrozenim
vrstama smatraju se C. tenuiflorum i C. scilloides u Velikoj Britaniji, C. erythraea zbog divljeg

sakupljanja, u Madarskoj i C. uliginosum u Ceskoj Republici (Tobyn i sar., 2016).

23



Valentina Nikoli¢ Doktorska disertacija

2.4 Hemijska raznovrsnost C. erythraea Rafn

Vrste koje pripadaju rodu Centaurium su u pocetku retko bile predmet fitohemijskih studija i
vecina istrazivanja bila je usmerena ka proucavanju iridoida i ksantona, najzastupljenijim sekundarnim
metabolitima ove grupe biljaka. Kasnija istrazivanja su pokazala da vrste roda Centaurium sadrze i
druge sekundarne biljne metabolite, ukljucujuéi terpenoide (monoterpenoide, seskviterpenoide,
diterpenoide i triterpenoide), fenole (fenolne kiseline, flavonoide i ksantone), alkaloide i steroide (Siler
& Misi¢, 2016).

2.4.1 Terpenoidi

Vrste iz roda Centaurium nisu klasifikovane kao aromati¢ne biljke i to je verovatno razlog
oskudnih fitohemijskih studija o sastavu njihovih isparljivih organskih jedinjenja. Analize pomocu
gasne hromatografije-masene spektrometrije (GC-MS) i headspace mikroekstrakcije u ¢vrstoj fazi (HS-
SPME) esencijalnih ulja C. erythraea, ukazale su na prisustvo terpenoida koji ukljucuju
monoterpenoide, seskviterpenoide, diterpenoide i triterpenoide (Jovanovi¢ i sar., 2009; Jerkovi¢ i sar.,
2012; Loizzo i sar., 2008). U zavisnosti od vrste analize, njihov kvalitativni i kvantitativni sadrzaj
varirao je medu razli¢itim uzorcima.

Monoterpenoidni ugljovodonici su ¢esti u C. erythraea, gde pripadaju a- i f-pinen, p-cimen, o-
I y-terpinen, terpinolen, sabinen, mircen i limonen (Jovanovi¢ i sar., 2009; Jerkovi¢ i sar., 2012). Od
oksidovanih monoterpenoida, identifikovani su terpinen-4-ol, menton, linalol, pg-tujon, kamfor,
izomenton, mentol, mentil acetat, 1,8-cineol, borneol, bornil acetat, p-cimen-8-ol, a-terpineol, trans-
anetol, pulegon, nerol, karvon, geraniol i verbenon. Monoterpenoidni alkohol prisutan u esencijalnom
ulju ove biljne vrste je prekursor u biosintetskom putu sekoiridoidnih glikozida (Geu-Flores i sar.,
2012; Miettinen i sar., 2014). Monoterpenski fenoli timol, metiltimol i karvakrol takode su prisutni u
esencijalnom ulju C. erythraea (Dudareva i sar., 2013; Vranova i sar., 2013).

Sekoiridoidi su najrasprostranjeniji sekundarni metaboliti u vrstama Centaurium. Biosinteza
iridoidnih monoterpenoida odvija se preko iridoida sekologanina, koji pripada sekoiridoidima (Jensen
& Schripsema 2002). Biosinteza sekologanina zapocinje oksidacijom geraniola u reakciji koju
katalizuje sistem citohroma P450, geraniol 10-hidroksilaza (G10H) (lkeda i sar., 1991), da bi se preko
nekoliko intermedijera, ukljuéujuci i logansku Kiselinu, nagradio sekologanin, koji se dalje pretvara u
genciopikrin i druge sekoiridoide. Kako su pokazala brojna istrazivanja, biosintetski put koji vodi od
sverozida, preko genciopikrina, do sverciamarina univerzalan je za sve biljke iz porodice Gentianaceae
(Schwartz i sar., 2009).
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Sverciamarin, genciopikrin i sverozid, zajedno sa njihovim derivatima, su sekoiridoidni

glikozidi koji su u velikoj meri prisutni u svim vrstama Centaurium (tabela 1 i slika 6).

0. 0O

= e

Sverciamarin Genciopikrin Sverozid

Slika 6 Najrasprostranjeniji sekoiridoidni glikozidi u vrstama Centaurium (EI Menyiy i sar., 2021)

Sverciamarin je obi¢no prisutan kao dominantno sekoiridoidno jedinjenje u nadzemnim
delovima veéine vrsta Centaurium, ukljucujuéi i ki¢icu, dok genciopikrin preovladava u korenima
(Siler i sar., 2012; Siler i sar., 2014). Sekoiridoidi su najées¢e prisutni u glikozidnom obliku, dok je
sverozid prisutan u svim Centaurium vrstama (Parra i sar., 1985).

Seskviterpenoidi (tabela 1) su takode prisutni u C. erythraea, i ukupno je zabelezeno 48
jedinjenja koja pripadaju ovoj potklasi terpenoida, medu kojima su najzastupljeniji a- i f-kopaen, a-
kubeben, g-kariofilen, trans-g-farnesen, y- i d-kadenen, a- i y-murolen, Ar-kurkumen, g-bisabolen i
longifolen.

Od oksidovanih seskviterpena, najvise je prisutan a-kadinolo, kariofilen oksid, akorenon B,
spatulenol, a-kalakoren, farnesol i viridiflorol (Jovanovié i sar., 2009; Jerkovi¢ i sar., 2012). lako je do
sada identifikovano samo cetiri diterpenoida (tabela 1) u vrsti C. erythraea (Jovanovi¢ i sar., 2009) i
dva triterpenoida u C. pulchellum (Bibi i sar., 2000), smatra se da je njihov broj mnogo veci, imajuéi u

vidu ograni¢en broj istrazivanja ovih grupa jedinjenja u vrstama Centaurium.
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Tabela 1 Terpenoidi identifikovani u vrstama Centaurium (Siler & Misié, 2016)
R.Br.  Jedinjenje Vrsta Centauriuma Literatura
Monoterpenoidi
1 a-Tujen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
2 o-Pinen C. erythraea Loizzo i sar. (2008);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
S-Pinen C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
4 Mircen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
p-Cimen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
6 Limonen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
7 1,8-Cineol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
8 Sabinen C. erythraea Loizzo i sar. (2008)
9 a-Terpinen C. erythraea Loizzo i sar. (2008)
10 y-Terpinen C. erythraea Loizzo i sar. (2008);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
11 o-Terpinolen C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
12 cis-Linalol oksid C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
13 trans-Linalol oksid C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
14 Linalol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
15 S-Tujon C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
16 Kamfor C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
17 Menton C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
18 Borneol C. erythraea Jovanovic i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
19 Mentol C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
20 p-cimen-8-ol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
21 A-Terpineol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
22 p-ciklocitral C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
23 Nerol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
24 Metil timol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
25 Metil karvakrol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
26 Karvon C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
27 Piperiton C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
28 Geraniol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
29 Timol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);

Jerkovi¢ i sar. (2012)
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Tabela 1, nastavak

R.Br.  Jedinjenje Vrsta Centauriuma Literatura
30 Karvakrol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
31 Geranil aceton C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
32 a-Tujon C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
33 Sekologanin” C. erythraea Takagi & Yamaki (1982)
34 Centapikrin” C. erythraea Aberham i sar. (2011);
Stefkov i sar. (2014)
36 Sverozid” C. erythraea Aberham i sar. (2011);
Stefkov i sar. (2014)
37 Genciopikrin™ (Genciopikrozid) C. erythraea Aberham i sar. (2011);

Stefkov i sar. (2014);

Valentdo i sar. (2003)
38 Sverciamarin® C. erythraea Aberham i sar. (2011);

Stefkov i sar. (2014)

Seskviterpenoidi

39 a-Kopaen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
40 Longifolen C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
41 o-llangen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
42 p-Kariofilen C. erythraea Jovanovic i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
43 p-Kopaen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
44 a-Humulen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
45 a-Amorfen C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
46 y-Murolen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
47 Ar-kurkumen C. erythraea Jovanovic i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
48 o-Selinen C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
49 Germakren D C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
50 a-Murolen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
51 S-Bisabolen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
52 y-Kadinen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
53 o-Kadinen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
54 a-Kalakoren C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
55 Spatulenol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
56 Cariofilen oksid C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
57 Torilenol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
58 7-Kadinol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
59 7-Murolol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
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Tabela 1, nastavak

R.Br.  Jedinjenje Vrsta Centauriuma Literatura
60 S-Eudesmol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
61 a-Kadinol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
62 Akorenon B C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
63 cis-kalamenen-10-ol C. erythraea Jovanovic i sar. (2009)
64 trans-Kalamenen-10-ol C. erythraea Jovanovic i sar. (2009)
65 Kadalen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
66 cis, trans-Farnezol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
67 trans, trans-Farnezol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009);
Jerkovi¢ i sar. (2012)
68 Aristolon C. erythraea Jerkovi¢ i sar. (2012)
69 Heksahidrofarnezil aceton C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
Diterpenoidi
70 Kubiten C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
71 p-Kamforen C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
72 4,8,13-Duvatrien-1,3-diol C. erythraea Jovanovi¢ i sar. (2009)
Triterpenoidi
73 Centauriol C. pulchellum Bibi i sar. (2000)

Skraéenice: C.=Centurium; *Sekoiridoidi

2.4.2 Fenoli

Fenolne kiseline su retko istrazivane u vrstama Centaurium. Do sada je ukupno identifikovano
devet jedinjenja u vrsti C. erythraea, od kojih sedam pripada grupi hidroksicimetnih kiselina, a dve su
derivati hidroksibenzoevih kiselina (tabela 2). U vrsti C. erythraea, pronadene su ferulinska kiselina,
sinapinska kiselina (Valentdo i sar., 2001), kafeinska kiselina, p-kumarna Kiselina i njeni derivati,
ruzmarinska Kiselina (estar kafeinske kiseline), umbeliferon i 5-formil-2,3-dihidroizokumarin
(Valentdo i sar., 2003; Valentdo i sar., 2001). Na slici 7 prikazane su hemijske strukture fenolnih
kiselina. Benzoeve kiseline su prekursori u biosintezi ksantona, a zanimljivo je da je 3-
hidroksibenzoeva kiselina (m-hidroksibenzoeva kiselina) pocetni supstrat u ¢elijskim kulturama C.
erythraea (EI-Mawla i sar., 2001).
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Slika 7 Hemijske strukture fenolnih kiselina (Valentdo i sar., 2001)

Vrste Centaurium, sadrze dve potklase flavonoida: flavone i flavonole. Flavonoidi se formiraju
Sikimatno-acetatnim putem. Ukratko, senilalanin se pretvara u cimetnu kiselinu i dalje oksidise do p-
kumarinske kiseline, ¢ime nastaje 4-kumaroil-CoA (sinonim: p-kumaroil-CoA), koji ulazi u putanju
biosinteze flavonoida. Kondenzacijom tri molekula malonil-CoA sa jednim molekulom p-kumaroil-
CoA nastaje intermedijerno jedinjenje, halkon, koji se dalje moze konvertovati u odgovarajuce
flavonoide (Martens & Mithdfer, 2005). U vrstama Centaurium (tabela 2), identifikovani su flavoni
poput luteolina, apigenina i apigenin glikozida, dok su najrasprostranjeniji flavonoli, kvercetin,
kaempferol i njihovi derivati (Stefkov i sar., 2014; Valentdo i sar., 2001).

2.4.3 Ksantoni

Ksantoni, koji su isklju¢ivo prisutni u porodicama biljaka Gentianaceae i Clusiaceae
(Guittiferae), uglavnom se mogu na¢i kao polihidroksilna jedinjenja, ali ¢eS¢e su to O-supstituisani
derivati. Vec¢ina ksantona je prisutna u obliku mono-metil estara, poli-metil estara i glikozida. Prema
podacima iz literature, trenutno je identifikovano oko 26 razlicitih ksantona za rod Centaurium, i to tri-,

tetra-, penta- i heksa-oksigenovani ksantoni (slika 8, tabela 2) (Siler & Misi¢, 2016).
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Slika 8 Hemijska struktura ksantona (Valentédo i sar., 2002)

Tabela 2 Fenoli identifikovani u vrstama Centaurium (Siler & Misié¢, 2016)

R. Br.

Jedinjenje

Vrsta
Centauriuma

Literatura

Fenolne Kiseline

Hidroksibenzoeve Kiseline

1

2

3-Hidroksibenzoeva kiselina

Galna kiselina

Hidroksicimetne Kiseline

3 Ferulinska kiselina

4 Sinapinska kiselina

5 Kafeinska kiselina

6 Rozmarinska kiselina

7 p-Kumarinska kiselina

8 Umbeliferon (7-Hidroksikumarin)
9 5-Formil-2,3-dihidroizokumarin
Flavonoidi

Flavoni

10 Luteolin

11 Apigenin

C. erythraea

C. erythraea

C. erythraea
C. erythraea
C. erythraea
C. erythraea
C. erythraea
C. erythraea

C. erythraea

C. erythraea

C. erythraea

El-Mawla i sar.
(2001)

Valentdo i sar.
(2001)

Valentdo i sar.
(2001)

Maréisin & Stoiko
(2014)

Maréisin & Stoiko
(2014)

Valentdo i sar.
(2001)

Maréisin & Stoiko,
(2014)

Valentdo i sar.
(2003)

Mar¢isin & Stoiko
(2014)
Mar¢isin & Stoiko
(2014)
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Tabela 2, nastavak

R. Br. Jedinjenje Vrsta Literatura
Centauriuma
12 Apigenin glikozid (Apigenin-6-C-glukozid, C. erythraea Marcisin & Stoiko,
Izoviteksin) (2014); Stefkov i
sar. (2014)
Flavonoli
13 Kvercetin C. erythraea Marcisin & Stoiko
(2014)
14 Kvercetin 3-O-rutinozid (Rutin) C. erythraea Stefkov i sar. (2014)
15 Kvercetin 3-O-glukozid (Izokvercitrin) C. erythraea Marcisin & Stoiko
(2014); Stefkov i
sar. (2014)
16 Kvercetin 3-O-ramnozid-7-glukozil-(1-2)- C. erythraea Stefkov i sar. (2014)
ramnozid
17 Kaempferol C. erythraea Valentdo i sar.
(2001)
18 Kaempferol 3-O-glukozid (Astragalin) C. erythraea Stefkov i sar. (2014)
19 Kaempferol 3-O-ramnozid-7-glukozil-(1-2)- C. erythraea Stefkov i sar. (2014)
ramnozid
20 Kaempferol 3-O-glikozil-(1-2)-ramnozid C. erythraea Stefkov i sar. (2014)
Ksantoni
Tri- supstituisani ksantoni
21 1,3,5-Trihidroksi-ksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(2017)
22 1-Hidroksi-3,5-dimetoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(2017)
23 1,5-Dihidroksi-3-metoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(mesuaksanton A) (2017)
Tetra- supstituisani ksantoni
24 1-Hidroksi-3,5,6-trimetoksiksanton C. erythraea Radovi¢ i sar. (2013)
25 1-Hidroksi-3,7,8-trimetoksiksanton C. erythraea Valentdo i sar.
(Dekusatin) (2002)
26 1,6-Dihidroksi-3,5-dimetoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(2017)
27 1,8-Dihidroksi-3,5-dimetoksiksanton C. erythraea Aberham i sar.
(Metilbelidifolin, Sverhirin) (2011); Banjanac i
sar. (2017)
28 1,2,3-Trihidroksi-5-metoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(2017)
28 1,3,5-Trihidroksi-2-metoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(Tovopirifolin C) (2017)
30 1,5,8-Trihidroksi-3-metoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(Belidifolin) (2017)
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Tabela 2, nastavak

R. Br. Jedinjenje Vrsta Literatura
Centauriuma

Penta- supstituisani ksantoni

31 1-Hidroksi-3,5,6,7-tetrametoksiksanton C. erythraea Valentdo i sar.
(2002)

32 1,8-Dihidroksi-2,3,6-trimetoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.
(2017)

Heksa- supstituisani ksantoni

33 1-Hidroksi-3,5,6,7,8-pentametoksiksanton (1-  C. erythraea Valentdo i sar.
Hidroksi-3,5,6,7,8-pentametoksi-9H-ksanten-  C. linarifolium (2002); Parra i sar.
9-on; Eustomin) C. littorale (1985)

34 1,6-Dihidroksi-3,5,7,8-tetrametoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.

(2017)

35 1,8-Dihidroksi-3,5,6,7-tetrametoksiksanton C. erythraea Valentdo i sar.
(1,8-Dihidroksi-3,5,6,7-tetrametoksi-9H- (2002)
ksanten-9-on; 8-Desmetileustomin)

36 1,6,8-Trihidroksi-3,5,7-trimetoksiksanton C. erythraea Banjanac i sar.

(2017)

2.5 Bioloska aktivnost C. erythraea Rafn
C. erythraea, kao $to je ve¢ u prethodnim poglavljima pomenuto, pokazuje razli¢ita bioaktivna
svojstva, od kojih su najvaznija antimikrobna, antioksidativna, hepatoprotektivna i gastroprotektivna

aktivnost kao i svojstva vezana za metabolizam lipida i ugljenih hidrata.

2.5.1 Antimikrobna aktivnost C. erythraea

Studije su pokazale da razli¢iti ekstrakti biljaka iz roda Centaurium poseduju znacajnu
antimikrobnu aktivnost prema gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijskim vrstama/sojevima, i
gljivicama. Rezultati minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) i minimalnih baktericidnih
koncentracija (MBK) su pokazali da metanolni ekstrakt C. erythraea, poseduje slicnu antibakterijsku
aktivnost kao i neki komercijalni antibiotici, sto se objasnjava prisustvom sekoiridoidnih glikozida
(monoterpeni), flavonoida i ksantona (Siler i sar., 2014). Studije su pokazale i da esencijalno ulje biljke
C. erythraea ima gotovo identi¢nu antibakterijsku aktivnost prema Escherichia coli kao i ampicilin, te
da je mnogo efikasniji kada su u pitanju gram-negativne bakterije (Jerkovi¢ i sar., 2012).

Biljke roda Centaurium, konzumirane preko hrane i pi¢a, mogu znacajno doprineti endogenim
odbrambenim mehanizmima ljudskog organizma u zastiti od oksidativnog stresa, patogenih bakterija i

kvasca.
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U kontekstu bezbednosti hrane i njenog oc¢uvanja, kao aditivi u hrani i pi¢u, ove vrste bi mogle
spreciti i kontrolisati rast patogena, poboljSavajuéi time njihovo oCuvanje. Rezultati objavljeni u ovoj
studiji ukazuju da C. erythraea, koji je zvani¢ni lek ,,Centaurii herba“ i prirodni izvor aromati¢nih
sastojaka u hrani, moze biti bezbedno zamenjen drugim vrstama iz ovog roda, koje su okarakterisane u
studiji Siler i sar. (2014).

2.5.2 Antioksidativna aktivnost C. erythraea

C. erythraea je bogata jedinjenjima koja poseduju antioksidativnu aktivnost, zahvaljujuéi
polifenolnim jedinjenjima, pre svega ksantonima i fenolnim kiselinama. Studije su pokazale, da
metanolni ekstrakti nadzemnih delova C. erythraea imaju i do nekoliko puta veée antioksidativne
aktivnosti od korena, upravo zbog vece kolicine polifenolnih jedinjenja u ovim delovima biljke (Sefi i
sar., 2011).

Liofilizovana infuzija C. erythraea poseduje snaznu sposobnost uklanjanja hidroksilnih radikala
u zavisnosti od koncentracije i moze da helira jone gvozda (Valentdo i sar., 2003). Efikasnu
antioksidativnu aktivnost pokazuje i liofilizovana infuzija cvetova C. erythraea, u smislu hvatanja Ox™
radikala, a $to se ogleda u inhibiciji ksantin oksidaze (Valentao i sar., 2001). Antioksidativna aktivnost
moze biti posledica prisustva fenolnih jedinjenja u ovom ekstraktu, kao $to su estri p-kumarinske
kiseline, ferulinske kiseline, sinapinske kiseline i kaempferola.

Za razliku od flavonoida i fenolnih kiselina, prisutni monoterpenoidi, odnosno sekoiridoidni
glikozidi, dominantni sekundarni metaboliti u rodu Centaurium S.L., nisu pokazali znacajnu
antiradikalsku aktivnost, testiranu DPPH testom (Siler i sar., 2014). Pretpostavlja se da glikozilacija
sekoiridoidnih glikozida suspenduje njihov antioksidativni potencijal, §to rezultira odsustvom njihove
antioksidativne aktivnosti. Istrazivanja pokazuju da sverciamarin i sverozid nemaju antiradikalsku
aktivnost testiranu DPPH testom, dok rezultati dobijeni ABTS testom ukazuju na veoma dobar
antioksidativni potencijal sverciamarina (Kumarasamy i sar., 2003).

Antioksidativni kapacitet fenolnih jedinjenja uglavnom poti¢e od njihovog redoks svojstva, koji
im omogucava da deluju kao redukcioni agensi, donori vodonika i neutralizatori singlet kiseonika. lako
je antioksidativna aktivnost nekih polifenolnih jedinjenja ve¢ poznata, ostaje neizvesno kako se slozena
mesavina dobijena iz ekstrakata biljaka ponasa prema reaktivnim vrstama kiseonika (Siler & Misi¢,

2016).
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2.5.3 Hepatoprotektivna i gastroprotektivna aktivnost C. erythraea

Ekstrakti C. erythraea poseduju znacajnu hepatoprotektivnu aktivnost. Studija, koju su sproveli
Mroueh i sar. (2004) podrazumevala je intoksikaciju pacova acetaminofenom u koli¢ini od 750 mg-kg
! telesne mase, $to je rezultiralo zna¢ajnim poveéanjem aktivnosti enzima AST (97,0%), ALT (96,6%) i
LDH (89,1%) u poredenju sa kontrolnom grupom eksperimentalnih pacova. Predtretman gastricnom
sondom sa suvim metanolnim ekstraktom C. erythraea u dozi od 300 mg-kg™, tokom 6 dana, znacajno
je smanjilo povisene nivoe AST, ALT i LDH enzima na 10,4%, 31,9%, i 22,9%, respektivno. Priblizni
rezultati (osim za AST) dobijeni su kada je data pojedina¢na doza od 900 mg-kg™, sa smanjenjem od
47,0%, 45,3% i 48,3% za AST, ALT i LDH, respektivno. Ekstrakt je takode aplikovan kako bi se
iskljucile eventualne komplikacije u jetri, a rezultati su pokazali da nema znacajne razlike u nivou
enzima u poredenju sa kontrolnom grupom. Histoloska analiza jetre je upravo potvrdila
hepatoprotektivno dejstvo ekstrakta.

C. erythraea poseduje i gastroprotektivni potencijal. Tuluce i sar. (2011) su pokazali da oralna
primena etanolnog ekstrakta C. erythraea moze blokirati aspirinom izazvane lezije na zelucu pacova,
pokazujuéi znadajnu zastitu od 77%, pri dozi od 100 mg-kg™. Pomenuti ekstrakt je takode inhibirao
lipidnu peroksidaciju, povetanjem nivoa glutationa i vitamina A. Povecanje aktivnosti
mijeloperoksidaze kod pacova tretiranih aspirinom znaéajno je inhibirano primenom ekstrakta C.
erythraea. Ovo dovodi do smanjenja osteenja sluznice od strane aktiviranih neutrofila sto ukazuje na
znacajan antiulcerozni efekat ekstrakta C. erythraea. Moguce je da blokiranjem oksidativnih o$tec¢enja
putem lipidne peroksidacije i oksidacije proteina, ekstrakt spre¢ava gubitak propustljivosti membrane i

disfunkciju ¢elijskih proteina, Sto dovodi do opstanka funkcionalno aktivnih ¢elija.

2.5.4 Uticaj C. erythraea na metabolizam lipida i ugljenih hidrata

Istrazivanja su pokazala da su se odredeni ekstrakti C. erythraea, pokazali znaCajnim u
regulaciji metabolizma ugljenih hidrata i lipida. Tako na primer, kratkotrajno lecenje dijabetesa
izazvanog streptozotocinom kod pacova, metanolnim ekstraktom C. erythraea (125 mg-kg™) dovodi do
maksimalnog smanjenja proizvedene hiperglikemije od 74%. Najveéi hipoglikemijski efekat od 50%
primeéen je 8 h nakon jednokratne intragastri¢ne primene ekstrakta (250 mg-kg™), $to je bilo sli¢no
efikasnosti kontrolnog leka glibenklamida (57%). Osim toga, 12 h nakon primene iste koncentracije

ekstrakta, efikasnost je premasila efikasnost glibenklamida (38% prema 30%, respektivno).
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Medutim, pojedina¢na dnevna doza od 250 mg ekstrakta po kilogramu telesne mase nije bila
dovoljna da reguliSe nivo glukoze u krvi tokom 24 h (Stefkov i sar., 2014). S druge strane, sli¢cna
studija je pokazala da su nivoi glukoze i triglicerida u krvi znac¢ajno smanjeni (p < 0,05) kod pacova
koji su oralno tretirani ve¢im dozama ekstrakta (doze od 600 mg-kg™? i 1200 mg-kg™ nakon 60 dana
tretmana) i da je ovaj efekat odrzan do kraja perioda lecenja od 90 dana (Tahraoui, 2010).

Prema Sefi i sar. (2011), intraperitonealna primena vodenog ekstrakta listova C. erythraea (200
mg-kg™) kod pacova sa dijabetesom indukovanim streptozotocinom tokom 30 dana znacajno (p <
0,001) je smanjila glikemiju (—63%) i povecéala nivoe insulina u serumu (+78%), u poredenju sa
kontrolnom grupom pacova sa dijabetesom. Isti autori su pokazali da ekstrakt lista C. erythraea ne
samo da snizava nivo glukoze u krvi, ve¢ i pobolj$ava nivoe insulina u serumu i metabolizam lipida
tako Sto uzrokuje znacajno smanjenje nivoa triglicerida i ukupnog holesterola u serumu. Autori
smatraju da ekstrakt moze ispoljiti aktivnost sniZavanja ukupnog holesterola smanjenjem njegove
biosinteze, posebno smanjenjem aktivnosti 3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A reduktaze, klju¢nog
enzima u biosintezi holesterola i/ili smanjenjem NADPH potrebnog za sintezu masnih kiselina i
holesterola. Sefi i sar. (2011), takode smatraju da ekstrakt lista C. erythraea moze da preokrene
kataboli¢ke karakteristike nedostatka insulina tako $to (i) stimuliSe perifernu upotrebu glukoze, (ii)
povecava uklanjanje glukoze iz krvi ili (ii1) smanjuje apsorpciju glukoze iz gastrointestinalnog trakta. U
tom kontekstu, metabolizam glukoze i lipida moze se poboljsati usled povecane sekrecije insulina od
strane preostalih f-¢elija u pankreasu, koje su u mogucnosti da sintetizuju i izlu€e viSe insulina kako bi
normalizovale nivoe glukoze i metabolizam lipida. Posto su autori primetili da je primena ekstrakta kod
pacova sa dijabetesom znacajno povecala nivoe glutationa, to bi moglo ukazivati na to da ekstrakt
biljke moZe povecati biosintezu glutationa ili smanjiti oksidativni stres, Sto dovodi do manje
degradacije glutationa, ili moZe imati oba efekta.

U studiji koju su sproveli Stefkov i sar. (2014), pacovi sa eksperimentalno izazvanim
dijabetesom su imali znacajno povecanu koncentraciju glukoze u jetri 1 aktivnost glukoneogenih
enzima (glukoza-6-fosfataza i fruktoza-1,6-bisfosfataza), ali su takode imali smanjenu koli¢inu
glikogena u jetri i smanjenu aktivnost glikogen fosforilaze, dok je intragastri¢na primena ekstrakta C.
erythraea dovela do izleCenja testiranih Zivotinja. Primeéena je normalizacija koncentracije glukoze i
obnavljanje sadrzaja glikogena u jetri i normalizacija aktivnosti glikogen fosforilaze, zajedno sa
normalizacijom glukoneogenih enzima, glukoza-6-fosfataze i fruktoza-6-fosfataze, praceno resintezom

glukoza-6-fosfata.
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Ovi rezultati su pokazali da suvi ekstrakt nadzemnih delova C. erythraea (koji sadrzi iridoide,
ksantone i flavonoide) izaziva antihiperglikemijske i antilipidemijske efekte kada se primeni na pacove
u kratkotrajnom i dugotrajnom lecenju. Autori sugerisu da zbog gorkog ukusa C. erythraea, moze se
intenzivirati ekskrecija u gastrointestinalnom traktu. Takode se pretpostavlja da smanjenje
koncentracije glukoze u krvi moze biti posledica povecane sekrecije insulina iz stimulisanih S-celija
pankreasa. U tom smislu, zaklju¢eno je da ekstrakt C. erythraea stiti pankreasne f-Celije od
oksidativnog stresa izazvanog slobodnim radikalima i time stimuliSe preostale f-celije da sintetiSu i
luée viSe insulina, ¢ime se dodatno jaca status antioksidativnog sistema (Sefi i sar., 2011). Medutim,
neki autori su pokazali da biljka moze izazvati nuspojave, ako se uzima oralno tokom duZzeg
vremenskog perioda u ve¢im dozama, pri ¢emu se lezije manifestuju kao kongestija, degeneracija i
nekroza jetre, a posebno bubrega (Mansar-Benhamza & Djerrou, 2013).

Sto se ti¢e metabolizma lipida, primeéeno je da dijabetes izazvan streptozotocinom uzrokuje
povecanje parametara lipidnog profila, dok antilipidna procena ekstrakta C. erythraea koji se
primenjuje oralno ili intragastri¢no, rezultira znacajnim smanjenjem nivoa ukupnog holesterola i
triglicerida u krvi, kao i smanjenjem kapaciteta peroksidacije lipida (Stefkov i sar., 2014).

Tretman ekstraktom, poboljsava redoks status pf-Celija pankreasa pacova tretiranih
streptozotocinom (Rin5F), smanjujuéi oSte¢enje DNK, peroksidaciju lipida i oksidaciju proteina.
Istovremeno inhibira povecanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx) i mangan superoksid dismutaze
(MnSOD) 1 delimi¢no obnavlja smanjenu aktivnost katalaze (CAT). Ovo poboljSanje redoks statusa
praceno je povecanjem vitalnosti RinSF ¢elija i ekspresijom insulina. Takode, u istoj studiji, primena
ekstrakta C. erythraea (oralno, 100 mg-kg?, dve nedelje pre i &etiri nedelje nakon indukcije dijabetesa)
kod streptozotocin indukovanim dijabeti¢kim pacovima antioksidativno je delovala na jetru i bubreg.
Tretman je smanjio oste¢enje DNK, lipida i proteina i obnovio aktivnost katalaze, Mn/CuZnSOD i GPx
koja je bila narusena u jetri 1 bubrezima kod dijabetickih pacova. Ovo poboljSanje se odrazilo u
ocuvanju funkcionalnog integriteta pomenutih organa kod dijabetickih pacova. Isti tretman je smanjio
nivo uree u Krvi i aktivnost jetrinih transaminaza (ALT i AST) (Pordevié i sar., 2018).

Vodeni ekstrakt C. erythraea pokazao je znaCajan porast aktivnosti superoksid dismutaze i
stimulaciju insulina kod pacova sa indukovanim dijabetesom, zahvaljuju¢i antioksidativnim
svojstvima. U navedenoj studiji, oralna primena ekstrakta dijabetickim pacovima inicirala je znacajno
povecanje aktivnosti katalaze, budu¢i da je stimulisala preostale f-Celije da luce vise insulina radi

normalizacije streptozotocinom izazvane hiperglikemije.
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Sa produZzenom primenom tokom 30 dana, aktivnost glutation peroksidaze je povecana kod

dijabeti¢kih pacova, §to se moze pripisati svojstvima ovog ekstrakta za stimulaciju insulina (Sefi i sar.,

2011).

2.5.5 Toksi¢nost C. erythraea

Tahraoui 1 sar. (2010) su sa ciljem eliminisanja eventualnih Stetnih uticaja na humani
organizam, uradili in vivo studiju, u kojoj su testirali akutnu i subhroni¢nu toksi¢nost C. erythraea na
glodarima. Rezultati su pokazali da nije bilo smrtnog ishoda i znakova toksi¢nosti nakon oralne
primene pojedina¢nih doza liofilizovanog ekstrakta C. erythraea ¢ak i do najviSe testirane doze od 15
g-kg?! telesne mase. Medutim, stopa mortaliteta, kao i akutna toksi¢nost ekstrakta C. erythraea
intraperitonealnom primenom progresivno su se povecavale sa poveéanjem doze. Stopa mortaliteta od
0% na dozi do 8 g-kg™ postepeno se povecala na 80% kod najvise testirane doze od 14 g-kg™, tako da
se pokazalo da je akutna toksi¢na doza (LDsp) intraperitonealno primenjenog ekstrakta kod miseva
iznosila 12,13 g-kg™. Na osnovu efekata subhroni¢ne oralne primene ekstrakta C. erythraea na
hematoloske parametre, zakljuceno je da je samo srednja zapremina crvenih krvnih zrnaca (MCV) bila
niza, kod tretiranih grupa (600 mg-kg? i 1200 mg-kg? doza) u poredenju sa kontrolama. Svi ostali
hematoloski parametri (RBC, WBC, trombociti, HGB, HCT, MCH i MCHC) ostali su unutar
normalnih granica tokom celog perioda tretmana. Ponovljena oralna primena ekstrakta C. erythraea (do
dnevne doze od 1200 mg-kg? telesne mase tokom 90 dana) nije izazvala zna¢ajne promene u
kreatininu plazme, urei, ukupnim proteinima, ukupnom bilirubinu, holesterolu i enzimima jetre (ALT i
AST). Ovo pokazuje da subhroni¢na primena ekstrakta C. erythraea nije dovela do osteenja jetre i
bubrega, Sto su potvrdile i histopatoloske analize pomenutih organa tretiranih i kontrolnih Zivotinja.
Zakljucak autora je da ne postoje Stetni efekti i morfoloske smetnje uzrokovane dnevnim oralnim
uzimanjem biljnog ekstrakta tokom 90 dana, ¢ak ni pri visokim dozama od 1200 mg-kg™ telesne mase
(Mansar-Benhamza & Djerrou, 2013).

S obzirom na humanu dozu C. erythraea u tradicionalnoj medicini, koja iznosi 1 — 2 Solje
teénog preparata (2 — 4 g biljnog materijala na dm® vode), i na &injenicu da se lek nikada ne uzima
intraperitonealnim putem, Tahraoui i sar. (2010) su misljenja da je tradicionalna upotreba C. erythraea

bezbedna bez rizika od toksi¢nosti.
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2.6 Metode ekstrakcije

Biljni materijal se Siroko koristi za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja sa farmakoloSkim

aktivnostima, posebno antioksidativnom (Zhang i sar., 2021d), neuroprotektivnom (Chen i sar., 2021a)
I antimikrobnom (Pham i sar., 2021). Iz tog razloga, nezaobilazni su sastojci u prehrambenoj,

farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji (Yusoff i sar., 2022).

2.6.1 Konvencionalne i moderne metode ekstrakcije

Sa ciljem postizanja visoke efikasnosti i efektivnosti, kontinualno se radi na poboljsanju
postoje¢ih i pronalazenju novih metoda ekstrakcije. Pri tome, efikasnost se odnosi na prinos
ekstrakcije, dok se efektivnost odnosi na jacinu (intenzitet bioaktivnosti/sposobnost da proizvede
efekat) ekstrakta (da Silva i sar., 2022).

Metode ekstrakcije se mogu klasifikovati kao konvencionalne i nekonvencionalne ili savremene
metode. Konvencionalne metode se koriste ve¢ decenijama iako imaju ograni¢enja u pogledu duzeg
vremena ekstrakcije i vece potro$nje rastvaraca, kao i upotrebi toksi¢nih organskih rastvaraca (da Silva
i sar., 2022). Uglavnom, konvencionalne metode ekstrakcije mogu uzrokovati degradaciju
termoosetljivih jedinjenja usled dugog vremena obrade i visoke temperature ekstrakcije (Yusoff i sar.,
2022). Pod konvencionalnim metodama ekstrakcije se podrazumevaju destilacija, ekstrakcija
rastvarac¢em i hladno cedenje.

o Destilacija se najcesce koristi za dobijanje etarskih ulja.

e Ekstrakcija rastvaraem se moze posti¢i kroz nekoliko razli¢itih procesa, ukljucujuci
perkolaciju, maceraciju, Soxhlet ekstrakciju, infuziju, dekokciju i enfloraciju.

e Hladno cedenje (cedenje biljnog materijala da bi se iz njega izvukao tecni sadrzaj)
uglavnom se koristi za ekstrakciju biljnog ulja (Vinatoru i sar., 2017).

Bioaktivna jedinjenja poseduju veliki broj raznovrsnih korisnih bioloskih aktivnosti, $to ih ¢ini
izuzetno privlacnim za eksploataciju u razliitim granama industrije (farmaceutska, kozmeticka,
hemijska i prehrambena) (Ivanovi¢ i sar., 2021). Izolacija, oporavak i precis¢avanje ovakvih
bioaktivnih jedinjenja sa konvencionalnim pristupima ima nedostatke u smislu koris¢enja velike
koli¢ine sirovina i materijala, kao i velike koli¢ine problemati¢nih organskih rastvaraca (opasni,
toksi¢ni, zapaljivi, niskoselektivni, ekoloski neprikladni i obi¢no dobijeni iz neodrZivih izvora). Ovi

procesi zahtevaju visoku temperaturu, trose puno energije i vremena (Stupar i sar., 2021).
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Neadekvatan 1 pogresan izbor metode ekstrakcije i rastvaraca dovodi do manje efikasnosti
ekstrakcije i1 ugrozava stabilnost ciljanih bioaktivnih jedinjenja koja se izoluju (Ivanovié i sar., 2021).
Ovi faktori dovode do nepoZzeljnih posledica u smislu neuspesnog tehnoloskog procesa, nizeg kvaliteta
proizvoda i neizbeznih ekonomskih gubitaka. Neophodno je preduzeti dodatne mere, jer neki potrosaci
pokazuju snazan stav i odbijaju kupovinu 1 upotrebu proizvoda koji sadrze sinteticke aditive. Da bi se
resili ovi problemi, klju¢no je dizajnirati nove efikasne procese za izolaciju zeljenih bioaktivnih
jedinjenja, koji bi resili izazove u vezi sa ekoloskim pitanjima i inkorporirali principe ,,zelene* hemije u
metode ekstrakcije i osigurali njihovu dugoro¢nu odrzZivost (Armenta i sar., 2019).

Dizajniranje novih ,,zelenih® procesa zahteva koris¢enje bezbednih i ekoloski prihvatljivih
jedinjenja, posebno rastvara¢a. Primena toksi¢nih organskih rastvaraa za izolaciju bioaktivnih
jedinjenja je strogo nepozeljna u nekim granama industrije, posebno onih specifi¢nih u dizajniranju
farmaceutskih, nutritivnih 1 kozmetickih proizvoda. lako se voda smatra krajnjim ,zelenim*
rastvaraCem, njena upotreba je neadekvatna za ciljanu izolaciju nepolarnih i slabo polarnih jedinjenja
(Ivanovi¢ i sar., 2021).

EtOH i PPG su prihvatljivi ,,zeleni“ rastvaraéi, budu¢i da su jeftini, netoksi¢ni, ekoloski
prihvatljivi i obi¢no se koriste kao rastvara¢i u mnogim farmaceutskim formulacijama (oralnim,
injekcionim i topikalnim). U poredenju sa metanolom, EtOH je manje toksi¢an i moze se proizvoditi iz
poljoprivrednih obnovljivih izvora bogatih skrobom i celulozom (Busi¢ i sar., 2018; Tse i sar., 2021).
PPG, kao netoksi¢ni poliol, se Siroko koristi za proizvodnju farmaceutskih, kozmetickih i prehrambenih
proizvoda (Ramamoorthi i sar., 2020; Troter i sar., 2017). Osim toga, njihova upotreba ne zahteva
dodatni proces separacije od ¢vrstog matriksa pre dalje primene, ¢ime se doprinosi ustedi energije
nakon povecanja obima procesa.

Osim toga, ,,zeleni” rastvara¢i se mogu kombinovati sa naprednim i inovativnim ,,zelenim*
tehnikama ekstrakcije, Sto je klju€ni cilj u proizvodnji hrane, farmaceutskih, nutritivnih 1 kozmetickih
formulacija, u kojima je prisustvo toksi¢nih rastvaraca zabranjeno. Ove sofisticirane tehnike ukljucuju
superkriti¢nu ekstrakciju (SE) (Baldino i sar., 2018; Casas-Cardoso i sar., 2021; Demirkol i sar.,
2022), mikrotalasnu ekstrakciju (ME) (Kusuma i Mahfud, 2017), ultrazvu¢nu ekstrakciju (UE)
(Demirkol i sar., 2022) i enzimsku ekstrakciju (EE) (Khan i sar., 2010). Njihove zajednicke prednosti
su veca efikasnost, odrzivost, brzi rad i poboljsani prinosi zeljenih jedinjenja uz minimalnu potrosnju
rastvaraca. Medutim, moraju se poStovati mere predostroznosti pri koriS¢enju ovih metoda i pored
navedenih prednosti. Metode koje zahtevaju visok pritisak i veéu energetsku potro$nju obi¢no su

skuplje.
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Duze trajanje procesa pri viSim temperaturama moze uzrokovati degradaciju termolabilnih
jedinjenja i denaturaciju enzima, §to negativno uti¢e na kvalitet i biolosku aktivnost ekstrakta (Chien i
sar., 2022; Khan i sar., 2010).

Postupci ,,zelene” hemije imaju za cilj dizajniranje hemijskih procesa koji su ekoloski
prihvatljivi, kako bi se eliminisala ili smanjila upotreba opasnih i toksi¢nih hemikalija u bilo kojoj fazi
proizvodnje, u industriji i laboratoriji. Tehnike ekstrakcije se definisu kao ,,zelene* ako koriste ,,zelene*
rastvaraCe, smanjuju potroSnju energije, uz obezbedivanje bezbednosti i visokog kvaliteta ekstrakta
lekovite biljke. Buduci da je razvoj ekoloskih metoda jeftiniji od ¢iS¢enja zagadene zivotne sredine,
ckoloske analiticke metodologije moraju biti vrlo atraktivne sa estetskog i ekonomskog stanovista. U
poslednjoj deceniji, ,,zelene™ tehnike ekstrakcije su veoma aktuelne, buduci da podsticu eliminaciju

toksi¢nih supstanci i organskih rastvaraca (da Silva i sar., 2022).

2.6.2 Ultrazvucna ekstrakcija

Savremene metode ekstrakcije su postupci koji smanjuju upotrebu toksi¢nih organskih
rastvaraca i vremena ekstrakcije (da Silva i sar., 2022). UE, koja se smatra nekonvencionalnom
metodom ekstrakcije, predstavlja jednu od obecavajucih alternativa za ekstrakciju jedinjenja. (Yusoff i
sar., 2022). Prednosti UE jedinjenja iz biljaka su brojne. Ova metoda je jeftina i pristupacna, fleksibilna
i jednostavna za kori$éenje, ekoloski prihvatljiva, brza i visokoefikasna za dobijanje Zeljenih jedinjenja
iz razli¢itih materijala, omogucava manju potroSnju energije i rastvaraca, pruza §iri izbor rastvaraca,
obezbeduje povecan prinos ekstrakcije, visok prinos aktivnih jedinjenja i proizvoda visoke Cistoce
(Chien i sar., 2022; Demirkol i sar., 2022; Khan i sar., 2010), a zahteva manja ulaganja u poredenju sa
drugim tehnikama ekstrakcije, omogucavajuci laksi transfer sa laboratorijskog na industrijski nivo
(Chien i sar., 2022; Demirkol i sar., 2022; Irakli i sar., 2018; Osorio-Tobon, 2020). UE se istice u
odnosu na druge tehnike kao pozeljna za ekstrakciju termolabilnih jedinjenja; posto temperatura ostaje
niska, proizvode se ekstrakti fenolnih jedinjenja visokog kvaliteta i bez zagadivaca (Chien i sar., 2022;
Medina-Torres i sar., 2017). U poredenju sa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, mehurici
generisani kavitacionom energijom usled dejstva ultrazvuka (mehanicki talasi u opsegu frekvencije 20
— 100 kHz) omogucavaju bolju penetraciju rastvaraca u biljna tkiva i celije, sto rezultira njihovom
degradacijom i efikasnijim oslobadanjem intracelularnog sadrzaja (Marhamati i sar., 2020; Stupar i

sar., 2021).
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UE moze se izvoditi pomocu ultrazvuc¢ne kade i ultrazvuéne sonde. Za razliku od ultrazvuéne

kade, kod ultrazvu¢ne sonde, snaga i frekvencija mogu varirati tokom optimizacije procesa. Nakon

ekstrakcije, ¢vrsti ostaci biljnog materijala bogati nerastvorljivim celuloznim jedinjenjima mogu se

reciklirati i valorizovati kao prekursori biomase za proizvodnju energije, bioetanola, bioloskih derivata

i aditiva u sto¢noj hrani (Rombaut i sar., 2014), uspe$no industrijalizuju¢i tehnoloski proces i

uvecavajuci profit.

2.6.3 Faktori koji uticu na UE bioaktivnih jedinjenja

Razli¢iti faktori uti¢u na efikasnost UE o ¢emu treba voditi racuna prilikom planiranja

pomenutog procesa. Najvaznji faktori koji uticu na UE prikazani su u tabeli 3. Na sposobnost

ultrazvuka da izazove kavitaciju uticu parametri direktno povezani sa ultrazvuénom opremom

(frekvencija, talasna duzina, amplituda, snaga i intenzitet), kao i veli¢ina i oblik reaktora (Pingret i sar.,

2013; Tiwari, 2015). S druge strane, parametri, poput vremena ekstrakcije, temperature ekstrakcije,

izbora rastvaraca, odnosa materijala i rastvarata mogu definisati efikasnost ekstrakcije (Caldas i sar.,
2018; Wang i sar., 2007).

Tabela 3 Uticaj faktora na UE (Dabeti¢, 2023; Flannigan & Suslick, 2010; Paniwnyk, 2017; Santos & Capelo,

2007; Tiwari, 2015)

Vrsta faktora Uticaj faktora na efikasnost UE
Amplituda Visoka amplituda izaziva eroziju sonde; smanjuje stvaranje kavitacije
Visoka amplituda je poZeljna kod izrazito viskoznih tecnosti (npr. ulja)
Intenzitet Visok intenzitet moze podstaci degradaciju ekstrahovanih jedinjenja

Frekvencija

Temperatura

Vreme

Rastvarac¢

Matriks

Izabrana frekvencija zajedno sa ultrazvu¢nim intenzitetom odreduje stvaranje
kavitacionih mehuric¢a
Veci prinosi ekstrakcije postizu se pri nizim frekvencijama
Vise frekvencije povecavaju stvaranje slobodnih radikala
Visoka temperatura povecava brzinu difuzije rastvaraca
Niska temperatura pojacava kavitaciju
Dugo vreme ekstrakcije povecava prinos; moze uzrokovati degradaciju ekstrahovanih
jedinjenja
Viskozni rastvara¢ smanjuje prag kavitacije
Lako isparljivi rastvara¢ moze ispariti ukoliko ekstrakcija na visokoj temperaturi traje
dugo
Polaritet i rastvorljivost ciljanog jedinjenja u rastvaracu
Pritisak pare i povrSinski napon rastavaraca uti¢u na kavitaciju (niZi napon pare
povezan je sa intenzivnijom implozijom mehurica)
Veli¢ina Cestica
Interakcija matriksa i rastvaraca
Odnos rastvaraca i biljnog materijala (solvomodul)
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2.6.3.1 Snaga ultrazvuka

Snaga koja se primenjuje za UE bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala zavisi od jedinjenja
koje se ekstrahuje i vrste biljnog materijala odabranog za ekstrakciju i varira u rasponu od 20 do 700
W. Rezultati ekstrakcije primenom ultrazvuka prvo rastu sa pove¢anjem snage, a potom opadaju nakon
dostizanja optimalnog nivoa.

Efekat snage ultrazvuka na prinos dobijenih jedinjenja zavisi od temperature i vremena. Prinos
se povecava sa povecanjem snage, bilo da se ekstrakcija izvodi na visokim ~50 °C ili na niskim
temperaturama ~20 °C. Pri kracem vremenu obrade, prinos se povecava sa povecanjem snage, dok se

pri duzem trajanju ultrazvuc¢nog tretmana prinos smanjuje sa pove¢anjem snage (Kumar i sar., 2021).

2.6.3.2 Frekvencija ultrazvuka

Frekvencija ultrazvuka koja se koristi za UE bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala obi¢no
je izmedu 20 i 120 kHz i znacajno uti¢e na proces ekstrakcije.

. Niska frekvencija visokog intenziteta (20 kHz) ultrazvuka, generise snazne mehanicke sile i
mehanicko delovanje, $to je pozeljno za proces ekstrakcije. Ove sile pomazu u razbijanju celijskih
zidova i oslobadanju bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala.

. Visoka frekvencija niskog intenziteta (>20 kHz) ultrazvuka, proizvodi veliki broj reaktivnih
radikala. Ovo moze biti korisno u nekim procesima ekstrakcije, ali moZzda ne pruza istu mehanic¢ku
disrupciju biljnih ¢elija kao niskofrekventni ultrazvuk.

Veliki broj mehurica, formiranih pri visokoj frekvenciji, pruza vise otpora za prenos materijala,
usporavajuci proces ekstrakcije. Pri visokoj frekvenciji kavitacionom mehuri¢u je veoma kratko vreme
za rast, §to ometa njihov implozijski efekat. Pri niskoj frekvenciji, kao $to je 20 kHz, formiraju se veci
kavitacioni mehuri¢i, ali u manjem broju. Ve¢i kavitacioni mehuri¢i mogu imati znacajan uticaj na
proces ekstrakcije, s obzirom da pomazu u razbijanju ¢elija i prenosu materijala.

Vazno je napomenuti da izbor frekvencije ultrazvuka zavisi od specificnih bioaktivnih
jedinjenja koja se ekstrahuju, vrste biljnog materijala i Zeljenih rezultata. Istrazivaci ¢esto optimizuju
parametre ultrazvuka, ukljucujuci frekvenciju, kako bi postigli najbolji prinos ekstrakcije i kvalitet za

ciljana jedinjenja (Kumar i sar., 2021).
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2.6.3.3 Uticaj temperature ekstrakcije

Povecanje temperature ekstrakcije na pocetku procesa UE obi¢no povecava prinos ekstrakcije,
$to moze biti posledica povecane rastvorljivosti ili smanjenja viskoznosti.

Poveéana rastvorljivost: Visa temperatura ekstrakcije pomaze rastvoru da bolje rastvara
ciljane supstance iz biljnog materijala, §to povecava prinos.

Smanjenje viskoznosti: Toplota takode smanjuje viskoznost rastvaraca, §to olakSava
prodiranje rastvaraca u biljno tkivo i oslobadanje bioaktivnih jedinjenja.

Medutim, postoji tacka nakon koje dalje povecanje temperature moze dovesti do smanjenja
prinosa, $to se deSava zbog oslabljenog efekta kavitacije, koji je kljuan za proces UE. Na veoma
visokim temperaturama, kavitacija moze biti oslabljena, usled ¢ega sse smanjuje efikasnost ekstrakcije
(Kumar i sar., 2021).

2.6.3.4 Uticaj vremena ekstrakcije

Uticaj vremena UE na prinos bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala detaljno je istrazen.
Uopsteno, povecanje vremena ekstrakcije uti¢e na povecanje prinosa proizvoda, ali nakon izvesnog
vremena dolazi do njegovog smanjenja. Pri poveéanju vremena UE, efekat kavitacije poboljsava
hidrataciju, fragmentaciju i formiranje pora u strukturi biljnog tkiva iz koga se ekstrahuju bioaktivne
supstance. Svi ovi faktori povecavaju difuziju bioaktivnih jedinjenja u rastvara¢. Medutim, dugotrajna
izlozenost ultrazvuku moze uzrokovati oSteCenja strukture bioaktivnih jedinjenja, sto dovodi do

smanjenja prinosa ekstrakcije (Kumar i sar., 2021).

2.6.4 Optimizacija uslova ekstrakcije

S obzirom da ne postoji univerzalno standardizovan skup optimalnih uslova za ekstrakciju
bioaktivnih jedinjenja iz razli¢itih biljaka, neophodna je optimizacija uslova ekstrakcije specifi¢nih za
vrstu kako bi se obezbedilo poboljsanje efikasnosti procesa. Pristup optimizacije ,jednog faktora u
vremenu” analizira uticaj samo jednog parametra, dok su svi ostali parametri konstantni. Ovaj pristup
ima nekoliko nedostataka: dugotrajan je, zahteva intenzivan rad, zahteva mnogo eksperimentalnih
ponavljanja, moze pruzati netacne optimalne uslove, ne moZe uzeti u obzir interakcije izmedu
parametara i moze biti skup kako za akademske tako i za industrijske svrhe (Babota i sar., 2022;
Kusuma i sar., 2021; Pandey i sar., 2018). Zbog toga se kao alternativni multifaktorski pristup preferira
metodologija povrSine odgovora (RSM) za optimizaciju Sirokog spektra slozenih procesa, ukljucujuci

ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz razli¢itih biljnih materijala.
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RSM povezana je sa grafickim predstavljanjem matematickog modela (Bas & Boyaci, 2007) i
znacajno je razvijena pedesetih godina XX veka (Bezerra i sar., 2008). RSM pruza prednosti u smislu
smanjenog broja potrebnih eksperimentalnih ponavljanja, procene uticaja vise parametara istovremeno
na definisani odgovor sistema i analiza njihovih medusobnih interakcija, kao i identifikacije prave
optimalne tacke. Takode, primena ovog modela olakSava definisanje eksperimentalnog prostora — izbor
faktora i kodiranje njihovih limita, izbor dizajna i generisanje matrice eksperimenta, modelovanje,
ocenu adekvatnosti modela i odredivanje optimalne vrednosti za svaki analizirani faktor (Ansori i sar.,
2019; Babota i sar., 2022; Kusuma i sar., 2022; Pandey i sar., 2018). Ove prednosti rezultiraju kracim
trajanjem zadatka 1 uStedom materijala, hemikalija, energije i novca.

RSM potpuno objasnjava ponasanje analiziranog Sistema, tako $§to se kombinovanjem
matematickih i statistickih metoda generiSe matematicki model Koji predvida odgovore. Pomoc¢u njega
se najadekvatnije prikazuje posmatrani proces i istovremeno omogucava nhjegova optimizacija,
predlazuci faktorske nivoe koji ¢e dati zeljeni odgovor sistema (Bezerra i sar., 2008; Dabeti¢, 2023;
Vining i sar., 2005). Osim za optimizaciju, RSM se koristi i za odredivanje kinetickih konstanti
procesa (Boyaci, 2005; Mustefa Beyan i sar., 2021). RSM se oslanja na metodologiju
eksperimentalnog dizajna ¢ime se omogucava smanjenje broja eksperimenata, a povecava koli¢ina

relevantnih i statisti¢ki znac¢ajnih podataka.

2.6.4.1 Izbor odgovora i faktora i njihovih nivoa

Izbor odgovora i faktora, kao i njihovih nivoa, zavisi od tehnike ekstrakcije i iskustva
istrazivaca. Na proces ekstrakcije uti¢e veliki broj faktora, tako da je tesko kontrolisati svaki od njih
ponaosob. Prilikom izbora faktora, treba voditi ra¢una o onima koji imaju najveci uticaj na definisani
odgovor sistema. Vrednosti odgovora i faktorski nivoi su u direktnoj zavisnosti, §to znaci da njihov
pogresan odabir dovodi do neuspesne optimizacije. Nakon izbora odgovaraju¢ih faktora, sistem

generise njihove kodirane vrednosti, na osnovu jednacine (1):
X—Xmi
x — min (1)
Xmax—Xmin
gde su, x — kodirana vrednost faktora; X — stvarna vrednost faktora; Xmax — maksimalna stvarna vrednost

fakora; i Xmin — minimalna stvarna vrednost fakora.
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2.6.4.2 1zbor eksperimentalnog dizajna, izvodenje eksperimenata prema definisanom planu,

statisticka analiza dobijenih podataka i formiranje matematickog modela

Nakon izbora faktora i njihovih nivoa, neophodno je izabrati odgovarajuci eksperimentalni
dizajn, odnosno set eksperimenata definisan matricom, formiranom kombinacijom razli¢itih faktorskih
nivoa. S obzirom na veliki izbor eksperimentalnih tacaka, broj faktorskih nivoa, broj blokova i
eksperimenata, postoji i veliki broj eksperimentalnih dizajna, medu kojima i Box-Behnkenov dizajn
(BBD). BBD ne sadrzi kombinacije parametara kod kojih su faktori na najvi$im ili najniZim nivoima.
Na taj nacin se izbegavaju ekstremni radni uslovi pri kojima moze do¢i do znatnih odstupanja i proces
optimizacije se postize uz manji broj eksperimenata (slika 9). U poredenju sa ostalim optimizacionim
metodama, BBD nudi mnoge prednosti: laksi je za izvodenje i interpretaciju, istovremeno analizira
efekte razlicitih faktora na odgovor, omogucava efikasno prilagodavanje kvadratnih povrs§ina odgovora
koje su tipicne za vecinu eksperimenata u oblasti hemijskog inzenjeringa, pruza optimalne uslove sa
manjim brojem izvedenih eksperimenata, smanjujuéi i vreme i troSkove (Ansori i sar., 2019; Ferreira i
sar., 2007; Kusuma i sar., 2021; Nekkaa i sar., 2021; Pandey i sar., 2018).

. ®
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Slika 9 Sematski prikaz BBD sa tri faktora (Xu i sar., 2023)

Odabirom BBD, faktori se variraju na 3 nivoa (-1, 0, 1) i to na podjednakoj udaljenosti izmedu
nivoa i kombinuju faktore u tzv. blokove, ¢ime se znaCajno smanjuje broj eksperimenata. Nakon
odabira dizajna, izvode se eksperimenti prema definisanoj matrici odnosno planu. Dobijeni rezultati se
zatim statisticki analiziraju. Odnos izmedu faktora i odgovora opisuje se matematickim modelom, ¢iju
adekvatnost je moguce proveriti primenom analize varijanse (ANOVA), koja poredi varijacije u okviru

eksperimentalnih rezultata.

45



Valentina Nikoli¢ Doktorska disertacija

Izvori varijabilnosti u ovom slu¢aju mogu biti model, faktori, interakcije medu faktorima,
kvadratni ¢lanovi faktora, ostaci (reziduali), odstupanje od modela, greska i ukupna korekcija modela
(Bezerra i sar., 2008; Dabeti¢, 2023).

Najvazniji parametri za procenu statisticke znacajnosti analiziranih parametara su F i p
vrednosti. Veca F-vrednost ukazuje na vecu znaCajnost parametra, dok p-vrednosti manje od 0,05
(interval poverenja od 95%) ili 0,01 (interval poverenja od 99%) ukazuju na nivo statisticke znacajnosti
(Bezerra i sar., 2008; Dabeti¢, 2023). Odstupanje od modela analizira da li su razlike izmedu
eksperimentalnih i predvidenih vrednosti statisti¢ki nezna¢ajne (p > 0,05), odnosno da li se neslaganje
moze objasniti eksperimentalnom greskom. Procenat ukupnih varijacija predlozenog modela, odnosno
fitovanje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti, testira se pomoc¢u koeficijenta determinacije (R?),
njegove prilagodene (Adj. R?) i predvidene vrednosti (pred. R?). Adekvatnost matematickog modela se
postize ukoliko su R? i Adj. R? bliZi jedinici, a razlika izmedu Adj. R? i pred. R? manja od 0,2 (Bezerra i
sar., 2008; Dabetic¢, 2023).

Uticaj glavnih i interakcija testiranih faktora analiziraju se pomocu apsolutnih vrednosti
koeficijenata matemati¢kog modela. Sto je apsolutna vrednost koeficijenta veéa, to je i veéi uticaj
faktora na odgovore sistema. Ukoliko je predznak pozitivan, onda poveéanje vrednosti faktora dovodi
do povecanja odgovora sistema, dok negativan predznak ukazuje da povecanje vrednosti faktora

dovodi do smanjenja odgovora (Bezerra i sar., 2008; Dabeti¢, 2023).

2.6.4.3 Grafic¢ki prikaz matemati¢kog modela i optimizacija bazirana na modelu

Graficki prikaz jednaine modela moze biti u obliku dvodimenzionalnog (2D) i
trodimenzionalnog (3D) dijagrama (Nwabueze, 2010). 2D dijagram je u konturnom obliku i predstavlja
prikaz odgovora sistema na variranje jednog faktora (x-osa), dok druga dva faktora ostaju konstantna
na nultom nivou, pri ¢emu centar elipsi ili krugova na kontur dijagramu predstavlja maksimum ili
minimum odgovora (Bas & Boyaci, 2007).

3D dijagram prikazuje interakcije dva faktora i odgovor sistema za sve nivoe ovih promenljivih,
pa se nekada moZe koristiti 1 za odredivanje optimalnih uslova posmatranog procesa. Na osnovu
matematickog modela i njegovih grafickih prikaza vrsi se optimizacija procesa, odnosno definisanje

uslova pri kojima se postize maksimalni odgovor sistema (Bas & Boyact, 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijal

3.1.1 Biljni materijal

Nadzemni delovi ki¢ice su ubrani na Staroj planini, Srbija (43°22'10"” N, 22°36'32" E) u fazi
cvetanja. Biljni materijal je opran destilovanom vodom radi uklanjanja praSine i sitnih Cestica
prljavstine, isprskan 70% (v/v) EtOH radi dezinfekcije, osusen na sterilnoj gazi u provetrenoj prostoriji
na sobnoj temperaturi i ¢uvan u zatvorenoj papirnoj kesi. Osuseni biljni materijal (slika 10) je samleven
u elektricnom mlinu u toku 2 min pri atmosferskom pritisku do dobijanja finog praha. Nakon toga,
prosejan je kroz vibraciono sito i frakcija od 0,5 mm je preneta u zatvorenu tamnu bocu do kori§¢enja

za potrebe eksperimenata.

Slika 10 C. erythraea osusena i samlevena

3.1.2 Hemikalije

U ovom radu su kori§éeni: apsolutni EtOH (Sani-Hem doo, Novi Becej, Srbija), PPG (Ph Eur
kvalitet) (MeiLab, Beograd, Srbija), Folin-Ciocalteu-ov reagens (Carlo Erba Reagens, Val de Reuil,
Francuska), natrijum-karbonat, kalcijum-hlorid-dihidrat, siréetna kiselina (Zorka Pharma, Sabac,
Srbija), galna kiselina (Cisto¢a 97%), mravlja kiselina (HPLC ¢istoce), metanol (HPLC ¢istoce), 65%
(m/m) koncentrovana azotna kiselina (p.a), multistandard IV — multielementarni standardni rastvor
(Merck, Darmstat, Nemacka), destilovana voda (HPLC cistoce) (Fisher Chemical, Voltam, MA, SAD)
i BHT (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA). Referentni standardi za limunsku kiselinu, 3-O-
kafeoilhininsku kiselinu, 5-O-kafeoilhininsku kiselinu, kvercetin-3-O-galaktozid, izokvercitrin i rutin
(analiticki proizvod) nabavljeni su od Sigma Aldrich (Sent Luis, MO, SAD).
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3.1.3 Instrumenti

Elektri¢ni mlin za kafu SMK150WI (Gorenje, Slovenija), induktivno spregnuta plazma-opticki
emisioni spektrometar ARCOS FHE12 (SPECTRO, Kleve, Nemacka), ultrazvuéna kada (Sonic, Ni$,
Srbija), centrifuga TH16B (Hong Kong, Kina), laboratorijska pe¢, Hypersil Gold C18 (50x2,1 mm, 1,9
pum), Dionex Ultimate 3000 UHPLC+ sistem opremljen detektorom diodnog niza (DAD) i masenim
spektrometrom sa kvadrupolnim analizatorom (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD) i
spektrofotometar Varian Cary-100 (Mulgrave, VIC, Australija).

3.2 Metode

3.2.1 Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u biljnom materijalu je odreden gravimetrijski iz razlike mase droge pre i posle
susenja (European Pharmacopeia, 2005). Odmerena koli¢ina biljne droge (1 g) je u vegeglasu ¢uvana
otklopljeno 2 h u susnici na 105 °C, nakon ¢ega je izvadena, ohladena u eksikatoru, merena i ponovo
susena do konstantne mase.

Sadrzaj vlage se racuna prema jednacini (2):

% vlage = 100> @)

gde su, a — masa droge (g) pre susenja (1 g) i b — masa droge (g) posle suSenja (odmerena masa droge
nakon suSenja do konstantne mase).
Dobijena vrednost sadrzaja vlage je srednja vrednost tri merenja i predstavljena je kao gram

vlage po 100 g uzorka.

3.2.2 Priprema i analiza infuzije
Infuzija je pripremljena na tradicionalan nacin. Jedna supena kasika suvog biljnog materijala je
prelivena sa 200 cm® kljucale vode i ostavljena da odstoji poklopljena 15 min, nakon &ega je procedena

i spremljena za dalju analizu.

3.2.3 UE etanolom i propilen-glikolom

UE bioaktivnih komponenti iz C. erythraea izvedena je u ultrazvuénoj kadi, zapremine 6 dm?.
U cilju sprecavanja gubitka rastvaraca i promene solvomodula, ekstrakcija je izvedena u balonima od
50 cm® uz refluks. Samleven biljni material je preliven aEtOH ili aPPG. Snaga i radna frekvencija
ultrazvuka iznosili su 150 W i 40 kHz, respektivno.
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Nakon zavrSene ekstrakcije, ¢vrsti matriks je odvojen od ekstrakta u centrifugi, pri 4000
obr-min tokom 10 min. Teéni ekstrakt (3 cm®) je susen u laboratorijskoj pe¢i na 105 °C do postizanja

konstantne mase uzorka (slika 11).

Slika 11 Te¢ni ekstrakti C. erythraea

3.2.4 Odredivanje mineralnog sastava infuzije, etanolnog i propilen-glikolnog ekstrakta

kicice

3.2.4.1 Induktivno spregnuta plazma — opti¢ka emisiona spektrometrija (ICP-OES)

Za odredivanje koncentracija makro- i mikroelemenata, pripremljeni su kalibracioni standardi,
odnosno Multistandard 1V, koji sadrzi Ag, B, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Na, Ni, Pb, Tl i Zn u
koncentracijama od 1000 ppm. Uzorci su razblazivani destilovanom vodom, a kao nose¢i gas koris¢en
je Argon 5,0 (Cistoce 99,999%). Ca, K, Mg, P, S, Sr i Si su odredeni upotrebom specifi¢nih
kalibracionih standarda (1000 ppm).

3.2.4.2 Priprema uzoraka za ICP-OES analizu

Uzorci su pripremljeni postupkom vlazne digestije. Ta¢no odredene mase/zapremine uzoraka
prelivene su sa 2,5 cm® koncentrovane azotne kiseline. Nakon toga vrieno je zagrevanje smese na
vodenom kupatilu do obezbojenja rastvora i prestanka izdvajanja pare. Rastvori su dopunjeni
destilovanom vodom u normalnim sudovima od 25 cm?, filtrirani celuloznim filterima pre¢nika 0,45

um (Sigma Aldrich, Sent Luis, MO, SAD) i analizirani.
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3.2.4.3 Analiza uzoraka

Sva merenja su vrsena na ICP-OES instrumentu, metodom kvantitativne analize, u skladu sa
uputstvima proizvodaca. Radni uslovi ICP-OES instrumenta i parametri za odredivanje koncentracije
odabranih elemenata su dati u tabeli 5, dok su u tabeli 4 prikazane odabrane talasne duzine detekcije za

svaki analizirani element, korelacioni koeficijent (R), limit detekcije (LD), kao i opseg linearnosti.

Tabela 4 Parametri kalibracione prave za odredivane elemente

Naziv Talasne duZine za Korelacioni Limit detekcije Opseg linearnosti
Elementa detekciju (nm) koeficijent (R) (ug-cm3) (ug-cm®)
Ag 224,641 0,99993 0,39 1,45x102-12,00
328,068 0,99995 3,99x10%-12,00
B 182,641 0,99999 6,43 7,37x10°-12,00
249,773 0,99999 6,43x10°-12,00
Ca 183,801 0,99995 2,14 1,6-480,00
396,847 0,99946 2,14x103-2,41
Cd 214,438 0,99994 0,127 1,27x104-12,00
Co 228,616 0,99980 0,327 3,27x104-12,00
Cr 283,563 0,99998 0,435 4,35x10%-12,00
Cu 224,700 0,99999 0,259 9,07x10%-12,00
324,754 0,99999 2,59x10%-12,00
Fe 259,941 0,99997 0,118 1,18x10%-12,00
K 404,721 0,99998 0,378 0,798-300,00
766,491 0,99999 3,78x104-1,20
Li 323,261 1,00000 0,058 7,98x102-12,00
670,780 0,99997 5,75x10°-1,20
Mg 279,553 0,99997 0,115 1,15x10-6,04
285,213 0,99994 4,03-120,00
Mn 257,611 0,99992 0,036 3,57x105-12,00
Na 330,237 0,99994 4,75 7,98-480,00
598,592 0,99989 4,75x103-12,00
Ni 231,604 0,99994 0,474 4,74x104-12,00
Pb 220,353 0,99998 1,78 1,78x10°-12,00
Sr 407,771 0,99998 6,23x1073 6,23x10%-2,41
Tl 190,864 0,99998 1,72 1,72x10°-12,00
Si 288,158 0,99998 1,6 1,6x10°-120
Zn 213,856 0,99997 0,082 8,2x10°-12,00
P 214,914 0,99992 3,5 3,5x10-240,00
S 180,731 1,00000 2,903 2,9x104-24,00

Tabela 5 Operativni uslovi za ICP-OES

Snaga plazme (W) 1400
Protok gasa (dm3-mint)
- rashladni 13
. 0,80
- pomoéni
Tip nebulajzera Poprecni protok
Protok nebulajzera (dm3-min) 0,95
Brzina pumpe 30
Stabilizaciono vreme (s) 0
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3.2.5 UHPLC-DAD-MS/MS analiza bioaktivnih jedinjenja

Tec¢na hromatografija visokih performansi (Ultra High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC) kombinovana sa masenom spektrometrijom i apsorpcionom UV-Vis detekcijom (MS i DAD,
respektivno) koriS¢ena je za kvalitativno odredivanje sastava analiziranog uzorka. DionexUltimate
3000 UHPLC+ sistem je opremljen DAD detektorom, koji je povezan sa kvadrupolnim jon trap
masenim spektrometrom (Thermo Fisher Scientific, MA, Voltam, SAD). Koris¢eni UV-Vis detektor
daje moguénost spektralne analize komponenata na svim retencionim vremenima dobijenih
hromatograma, u celokupnom spektralnom opsegu A = 200 — 800 nm zahvaljuju¢i DAD-komponenti,
koja predstavlja sistem umrezenih foto-dioda. Razdvajanje je vrSeno na temperaturi 25 °C, na koloni
tipa Hypersil gold C18 (50 x 2,1 mm, 1,9 um), od istog proizvodaca. Mobilnu fazu je ¢inila smeSa dva
rastvaraca: (A) 0,1% mravlja kiselina u vodi i (B) 0,1% mravlja kiselina u metanolu, sa gradijentnim
rezimom rada. Linearni gradijent pri protoku eluenta od 0,250 cm®-min je bio 10% — 30% (B) prva 2
min, 35% — 40% (B) od 4 do 5 min, 45 — 55% od 6 do 8 min, 60% — 90% (B) od 8 do 11 min, praceno
izokratskim segmentom u sastavu 90% (B) od 11 do 14 min i nakon promene 90% — 10% (B) od 14 do
14,01 min, nakon Cega sledi izokratski segment 10% (B) do 20 min. Zapremina analiziranog uzorka je
bila 4 mm?3, sa parametrima MS-detekcije u negativnom jonizacionom modu: elektrosprej jonski izvor
(Electro Spray lonization) sa naponom 4,5 kV, naponom i temperaturom kapilare —41 V i 350 °C,
respektivno, za negativni i pozitivni mod. Xcalibur softver (verzija 2,1, Thermo Fisher Scientific, MA,
Voltam, SAD) je koris¢en za prikupljanje i obradu podataka. Identifikacija nekih od detektovanih
komponenti je vrSena koriSéenjem standarda limunske, 3-O-kafeoilhininske i 5-O-kafeoilhininske
kiseline, hiperozida, izokvercitrina i rutin dihidrata. Odgovaraju¢i apsorpcioni UV-Vis i maseni spektri

su uporedeni sa onim dostupnim u literaturi.

3.2.6 Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola (SUP) u ekstraktima odreden je spektrofotometrijski koris¢enjem
Folin-Ciocalteuovog reagensa (Boskov i sar., 2024; Savi¢ i sar., 2022). Uzorak je pripremljen
dodatkom 1 cm?® desetostruko razblazenog vodenog rastvora Folin-Ciocalteuovog reagensa i 1 cm® 7%
(m/v) Na2CO3z u 0,1 cm?® ekstrakta. Tako pripremljeni uzorak inkubiran je 90 min, nakon &ega je
izmerena apsorbanca na Amax = 765 nm na spektrofotometru. SUP izrazen je kao gram ekvivalenta
galne kiseline po 100 g suve materije (g GKE/100 g s.m.). Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja

galne kiseline konstruisana je u opsegu koncentracija od 0,005 do 0,300 mg-cm.
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Serija rastvora pripremljena iz osnovnog rastvora koncentracije 1 mg-cm=. Sva merenja su
vrsena u kvarcnim kivetama 1 x 1 cm na Varian Cari-100 spektrofotometru. Za odredivanje sadrzaja
ukupnih fenola kori$éena je jednacina (3) kalibracione krive za galnu kiselinu:

y = 3,40498x + 0,04825 (3)

3.2.7 Statisticka analiza i optimizacija UE

RSM zasnovana na BBD sa cetiri faktora (vreme ekstrakcije, koncentracija rastvaraca,
solvomodul i temperatura ekstrakcije) koris¢ena je za odredivanje optimalnih uslova UE. Faktori su
varirani na tri nivoa (-1, 0, +1) sa 29 eksperimentalnih serija. SUP u ekstraktima je definisan kao
odgovor sistema. Eksperimentalni podaci su prilagodeni polinomnom jedna¢inom drugog reda (4):

Y =bg+ biA+ byB + b3C + byD + b1,AB + b13AC + b4 AD + by3BC + by BD +

b34CD + by A? + by, B? + b33C% + byyD? (4)

Regresioni koeficijenti su izraCunati koris¢enjem metode najmanjih kvadrata. Statisticka
znacajnost faktora u polinomnoj jednaéini i adekvatnost odgovaraju¢eg modela procenjeni su pri
intervalu poverenja od 95% (p < 0,05) kori§¢enjem ANOVA. Pojmovi su smatrani statisticki zna¢ajnim
za p < 0,05. Generisanje BBD i statisticka evaluacija izvrSeni su pomocu softvera Design Expert
(verzija 13.0.5.0, Stat-Ease, Inc., Mineapolis, MN, SAD). Nakon modelovanja sistema i njihove
optimizacije, ekstrakcije su izvrSene pri optimalnim uslovima u cilju provere validnosti modela.
Takode, nezavisni set ekstrakcija koji nije uSao u generisanje matematickih modela, a predstavlja
kombinaciju faktorskih nivoa unutar dizajniranog prostora, iskori$éen je za proveru njihove validnosti.
Ovi uslovi ekstrakcije su takode vazni za dodatnu proveru sposobnosti predvidanja analiziranih
modela.

Parametri greske regresionih modela koris¢eni su za procenu adekvatnosti modela i

uporedivanje dobijenih regresionih modela prema datim jedna¢inama 5-7:

SSE = S, (vf —97F)’ (5)

2
_ S 0f-y)
n

MSE (6)

2
2?:1(3’;_3’1?)

d 7)
gde je, SSE — zbir kvadratne greske, MSE — srednja kvadratna greska, RMSE — koren srednje

RMSE =

p
i

kvadratne greske, n{ — eksperimentalna vrednost, n; — predvidena vrednost i n — ukupan broj

eksperimenata u dizajnu.
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3.2.8 Procena antimikrobne aktivnosti

3.2.8.1. Mikrodiluciona metoda

Mikrodiluciona metoda predstavlja jednu od najcesce koris¢enih metoda za odredivanje
antibakterijske aktivnosti nekog jedinjenja, koja se vrsi u nekoliko koraka. Antibakterijski efekat se
testira na taéno odredenom, standardizovanom broju bakterijskih ¢elija. Taj broj iznosi 5x10°
CFU-cm™. CFU (eng. Coloni Forming Unit) je skracenica za jedinicu formiranja kolonije. Prvi korak
jeste priprema i standardizacija bakterijskih suspenzija.

Bakterijske kulture su pred sam eksperiment presejane sa —70 °C na hranljivi agar. Period
inkubacije trajao je 18 h — 20 h na temperaturi od 37 °C. Suspenzija je pripremana sa primarnog
hranljivog agara, od bakterijskih kultura starih 18 h — 20 h. Postupak je vrsen pod sterilnim uslovima i
sastoji se iz nekoliko koraka. Ezom se zahvate 3 — 4 morfoloski istovetne kolonije odredene bakterije i
prenesu u 5 cm?® fizioloskog rastvora, pomoéu vorteksa dobro promesa da bi se razdvojile éelije i
formirala suspenzija. Zamucéenost suspenzije podesena je pomoc¢u denzitometra (DEN-1, BioSan, Rigi,
Letonija), McFarland 0,5 tako da odgovara 108 CFU-cm™ za bakterije. Bakterijske suspenzije treba
pripremiti neposredno pred eksperiment, jer bi trebalo da se iskoriste u periodu do 30 min od pripreme
(Andrews, 2001; Andrews, 2005).

Analizirana jedinjenja su rastvorena u koncentrovanom DMSO (10% od ukupne zapremine), a
zatim razblazena te¢nom podlogom, tj. Mueller-Hintonovim bujonom (do 100% ukupne zapremine).
Koncentrovani DMSO je baktericidan, zato je postavljena kontrola rastvarac¢a kojom je potvrdeno da

10% DMSO nema negativnog uticaja na rast bakterija.

3.2.8.2 Odredivanje osetljivosti bakterija

Odredivanje osetljivosti bakterija mikrodilucionom metodom se zasniva na odredivanju
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) koja predstavlja najnizu koncentraciju analiziranog
jedinjenja koja inhibira rast bakterije. Dobijeni rezultati omogucavaju kvalitativnu i kvantitativnu
procenu efekta analiziranog jedinjenja.

Mueller-Hintonov bujon je standardizovana podloga propisana od strane Nacionalnog komiteta
za klinicke laboratorijske standarde Amerike (NCCLS). Koristi se za testiranje antibakterijske
aktivnosti raznih jedinjenja, prvenstveno antibiotika, jer obezbeduje optimalne uslove za vecinu

brzorastucih aerobnih i fakultativno anaerobnih bakterija.
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Mikrodiluciona metoda se izvodi u sterilnim uslovima u mikrotitracionim plo¢ama sa 96
bunari¢a. U ovoj doktorskoj disertaciji primenjena je mikrodiluciona metoda sa resazurinom (Sarker i
sar., 2007). Resazurin je indikator celijskog rasta. Netoksican je za bakterijsku ¢eliju i ima plavo-
ljubi¢astu, nefluorescentnu boju. U periodu inkubacije, resazurin plavo-ljubicaste boje pod uticajem
oksidoreduktaza zive celije prelazi u rezorufin roze fluorescentne boje, Sto znaci da se redukuje.
Rezorufin dalje moze da se redukuje do bezbojnog i nefluorescentnog hidrorezorufina.

U bunariée sterilnih mikrotitracionih plo¢a pod sterilnim uslovima stavlja se po 100 mm3
Mueller-Hintonovog bujona. U prvi red doda se po 100 mm?® analiziranog jedinjenja pocetne
koncentracije, a zatim pravi serija dvostrukih razblazenja. 1z prvog reda u naredni red odpipetira se 100
mm? i tako iz svakog sledeéeg do poslednjeg reda. Za svaku bakteriju analizira se po 10 koncentracija
(pocetna koncentracija analiziranih jedinjenja bila je 10 mg, tako da je opseg koncentracija bio 5 mg -
0,078 mg). U bunari¢e mikrotitracionih plo¢a se zatim u odgovarajuée kolone doda po 10 mm?3
razblazene bakterijske suspenzije i na kraju se u svaki bunari¢ doda po 10 mm? rastvora resazurina.
Vodeni rastvor resazurina se priprema rastvaranjem 270 mg praha u 40 cm? sterilne destilovane vode.
Inkubacija je 24 h na 37 °C. Svaki eksperiment sadrzi i kontrolu bakterijskog rasta, kontrolu sterilnosti
i negativnu kontrolu (10% DMSO) i pozitivnu kontrolu (antibiotik). Rezultati se oCitavaju vizuelno, a
kao pokazatelj sluzi promena boje indikatora iz plavo-ljubi¢aste u roze. Najniza koncentracija na kojoj

nije doslo do promene boje indikatora oznacena je kao MIK.

3.2.9 Odredivanje antiradikalske aktivnosti uzoraka primenom DPPH testa

Antiradikalska aktivnost EtOH i PPG ekstrakta nadzemnih delova C. erythraea analizirana je
DPPH testom. Ovaj test se zasniva na odredivanju sposobnosti jedinjenja da ,,hvata“ slobodne DPPH
radikale, koji se tom prilikom redukuju pomo¢u molekula donora vodonika. Ova metoda je odabrana
zbog svojih prednosti u merenju antiradikalske aktivnosti na sobnoj temperaturi, ¢ime se smanjuje
verovatnoca termicke degradacije analiziranih molekula (Bouyahya i sar., 2017).

Napravljena je serija EtOH rastvora uzoraka razli¢itih koncentracija u opsegu 0,2 mg-cm™ —
6,67 mg-cm™, za oba ekstrakta (slika 12). Butilovani hidroksitoluen (BHT, EtOH rastvor, opseg

koncentracija: 0,03 mg-cm™— 1,00 mg-cm®) je koris¢en kao pozitivna kontrola.
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I lx-l'Il u

Slika 12 Odredivanje antiradikalske aktivnosti uzoraka a) EtOH i b) PPG ekstrakta primenom DPPH testa

EtOH rastvor DPPH radikala (0,3 cm®, 1,7 mol-dm=x10* mol-dm3®) je dodat u 0,75 cm?®
rastvora ekstrakta razli¢itih koncentracija. Uzorci su inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi, zasti¢eni
od svetlosti. Apsorbancija uzoraka (Au) je merena na talasnoj duzini Amax = 517 nm. Apsorbancija je
odredena i za Gist EtOH rastvor DPPH radikala (0,3 cm® DPPH radikala date koncentracije + 0,75 cm?®
EtOH — , kontrola”) (Ak), kao i za EtOH ekstrakt pre tretiranja DPPH radikalom (0,75 cm? ekstrakta +
0,3 cm® EtOH —, blank™) (Ag). EtOH je kori$éen kao slepa proba.

Stepen neutralizacije DPPH radikala se izracunava prema jednacini (8):

Stepen neutralizacije DPPH radikala (%) = 100 — [(AU Ag) - & (8)

Eksperiment je raden u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna devijacija.

3.2.10 UV-A ozracivanje

Ekstrakti su ozracivani kumulativno, pomocu 10 simetricno postavljenih UV-A lampi, sa
emisionim maksimumom na Amax = 350 nm. Ozra¢ivanje uzoraka zapremine 2,5 cm® je vrseno u
kvarcnim kivetama sa hermetickim poklopcem, dimenzija 1x1x4,5 cm, smeStenih u rotacioni drza¢ za
kivete. Drza¢ je pozicioniran vertikalno u osu reaktora, rotira brzinom od 5 obr-min? ¢ime se
obezbeduje ravnomerno ozracivanje uzoraka iz svih pozicija, tj. prose¢no jednak broj UV-fotona u
jedinici vremena po jedinici ozracivane povrsine. Ukupni izmereni energetski fluks koji uzorci primaju

na ovaj nacin je oko 18 W-m1i izradunat je iz odnosa energija UV-fotona.
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3.2.11 Dinamicka viskoznost smese dve te¢nosti
Dinamicka viskoznost za smeSu dve te¢nosti se racunaju prema jednacini (9):

1
Hmix = Ta\ (x5 (9)
(:2)+Gs)

ua) \up

gde pmix, pa 1 pg predstavljaju viskoznost smese i Cistih komponenti A i B, dok su xa i Xxs molarne

frakcije komponenti.

3.2.12 Elektri¢na potrosnja i emisija ugljen(IV)-oksida
Potrosnja energije tokom procesa ekstrakcije izraGunata je prema jednacini (10) (Boudraa i sar.,
2021):
E=P-t (10)
gde E (kW-h) predstavlja potro$nju energije, P (kW) primenjenu snagu i t (h) vreme ekstrakcije.
Potro$nja elektri¢ne energije od 1 kW-h rezultira emisijom 800 g ugljen(IV)-oksida u atmosferu
(Ma i sar., 2012). Emitovani ugljen(IVV)-oksid koji se oslobada u atmosferu tokom ekstrakcije
procenjen je prema jednacini (11) (Boudraa i sar., 2021):
Eco, = E - 800 (11)

gde je Ecoz (g) emisija ugljen(IV)-oksida i E (kW-h) potro$nja energije.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Sadrzaj vlage u biljnom materijalu
Sadrzaj vlage u biljnom materijalu dobijen je na osnovu tri merenja i odreden kao njihova
srednja vrednost i iznosi 13,37% + 0,18%. Dobijena vrednost je u okviru predvidenih vrednosti

(European Pharmacopeia, 2005), odnosno 7% — 16%.

4.2 Karakterizacija infuzije Kicice

4.2.1. Hemijski sastav infuzije kicice

C. erythraea jedna je od najcesce koris¢enih gorkih biljaka zbog svojih lekovitih svojstava.
Farmakoloski efekti C. erythraea ukljucuju antiinflamatorno, antipireticko, hipoglikemijsko,
antioksidativno,  antimikrobno,  hepatoprotektivno,  gastroprotektivno,  kardio-regulatorno,
antikancerogeno, sedativno, analgeticko 1 antimutageno dejstvo.

Poznavanje hemijskog sastava infuzije C. erythraea je od izuzetnog znacaja, kako bi se na pravi
nacin procenila efikasnost tradicionalno pripremljenog ¢aja, kao naj¢es¢eg nacina konzumiranja biljnih
napitaka. ldentifikacija bioaktivnih jedinjenja u infuziji C. erythraea izvr$ena je pomoé¢u UHPLC-
DAD-MS/MS analize. Na slici 13, prikazan je UHPLC hromatogram snimljen sa DAD detektorom na
Amax = 300 nm. Lista detektovanih jedinjenja u analiziranom uzorku prikazana je u tabeli 6 (Nikoli¢ i
sar., 2022).

Nadzemni delovi C. erythraea bogati su sekoiridoidnim glikozidima i fenolima. Limunska
kiselina, 5-O-kafeoilhinska kiselina i rutin su identifikovani koris¢enjem referentne standardne metode
zasnovane na vremenima zadrzavanja i preklapanja odgovaraju¢ih UV-Vis i MS/MS spektra
(jedinjenja br. 1, 5i 15, respektivno, tabela 6, slika 13) (Nikoli¢ i sar., 2022).

Derivati sekoiridoidnih glikozida, sekologanozid i sverozid, prisutni su u infuziji C. erythraea
(tabela 6). Sekologanozid sa molekularnim jonom [M—H]™ na m/z 389 i jonima na m/z 345(100%), 2009,
1651 121 u MS/MS spektru, detektovan je kao pik br. 10 na UHPLC hromatogramu (tabela 6, slike 13 i
14a), dok je odgovarajuc¢i UV/Vis (Amax = 232 nm) prikazan na slici 14b. Sverozid sa molekularnim
jonom ([M+H]* na 359 m/z je detektovan kao pik br. 11 na UHPLC hromatogramu (tabela 6, slika 13).
Odgovaraju¢i MS/MS i UV/VIS spektri ovog jedinjenja prikazani su na slici 15 (Nikoli¢ i sar., 2022;
Guedes i sar., 2019).
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DAD signal na Amax =300 nm

13
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Slika 13 UHPLC hromatogram infuzije C. erythraea procenjen na osnovu DAD signala na Amax= 300
nm

U uzorku infuzije, karboksilni derivat p-kumaroil-sekologanozida, sverciamarin, sekoksiloganin
I kafeoil-O-sekologanozid detektovani su u negativhom jonizacionom modu na m/z 581, 433, 403 i
551, respektivno (pikovi br. 7, 12, 14 i 17, tabela 6) (Bozunovi¢ i sar., 2018; Nikoli¢ i sar., 2022).
Visok sadrzaj gorkih materija, sekoiridoidnih glikozida (najviSe koriS¢enih u lecenju dispeptickih
poremecaja i gubitka apetita) ima veliki uticaj na lekovitu efikasnost biljke (Pataczek i sar., 2017).
Kiseline, poput limunske ([M-H]-, m/z 191), 3- ili 4-hidroksi-2-oksoglutarne, siringinske, i 5-O-
kafeoilhinske, kao i derivati cimetne i kaftarinske kiseline (hidroksi-metoksi-cinamat i heksozid
kaftarinske kiseline) detektovani su u uzorku infuzije (pikovi br. 1, 2, 3, 5, 6 i 13), kao §to je prikazano
u tabeli 6, slika 13 (Nikoli¢ i sar., 2022).

Siringinska kiselina, detektovana u pozitivhom jonizacionom modu na m/z 155, (pik br. 3,
tabela 6, slika 16), je fenolno jedinjenje, koje poseduje antioksidativno, antimikrobno,
antiinflamatorno, antiendotoksi¢no, neuroprotektivno i hepatoprotektivno delovanje, kao i sposobnost
efikasnog hvatanja slobodnih radikala i smanjenje oksidativnih stres markera (Srinivasulu i sar., 2018).
Heksozid kaftarinske kiseline je detektovan kao pik br. 13 (tabela 6) u negativnhom jonizacionom modu
na m/z 311 i 179 (slika 17) (Nikoli¢ i sar., 2022). Kaftarinska kiselina, kao fenolna kiselina, takode
poseduje antioksidativno, antimikrobno, antiinflamatorno i antimutageno dejstvo, a povecava |

apsorpciju kiseline u intestinalnim ¢elijama ljudskog kolon adenokarcinoma, Caco-2 ¢elijama (Koriem,
2020).

58



Valentina Nikoli¢ Doktorska disertacija

Infuzija sadrzi flavonoide poput rutina i kvercetin-pentozida (pikovi br. 15 i 16) na m/z 609 i
447 (tabela 6) (Bozunovi¢ i sar., 2018; Nikoli¢ i sar., 2022), kao i ksantone i njihove derivate, poput
izomera genciozida, odnosno 1-hidroksi-7-metoksi-3-O-primverozil ksanton, (pikovi 18, 20 i 22). U
ekstraktu su prisutni i dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, trihidroksi-monometoksi-ksanton, dihidroksi-
dimetoksi-ksanton, dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, monohidroksi-trimetoksi-ksanton, trihidroksi-
dimetoksi-ksanton, trihidroksi-trimetoksi-ksanton, dihidroksi-tetrametoksi-ksanton (pikovi br. 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 i 32 respektivno, tabela 6) (Bozunovi¢ i sar., 2018; Guedes i sar.,
2019). Odgovaraju¢i MS/MS spektar u pozitivnom jonizacionom modu i UV/Vis spektar prikazani su
na slici 18 za jedinjenje br. 27, koje je identifikovano kao izomer dihidroksi-tetrametoksi-ksantona.
Ksantoni, ukljucuju¢i i njihove glikozidne derivate, pokazuju izmedu ostalog, antioksidativno,
antikancerogeno i antiinflamatorno dejstvo (Guedes i sar., 2019; Huang i sar., 2021).

Rezultati UHPLC-DAD-MS/MS analize pokazuju da infuzija C. erythraea predstavlja dobar
izvor bioaktivnih jedinjenja i bio-antioksidanasa.
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Tabela 6 Spisak detektovanih jedinjenja u infuziji C. erythraea UHPLC-DAD-MS/MS analizom
Pik Br. tr, Min i, Mole_kularni MS/MS fragmentni joni Identifikovano jedinjenje Literatura
(MS signal) o 1o
[M-H]
PIM+H]*
m/z
1 0,90 - 191 173, 111(100%), 85 Limunska kiselina standard
2 2,09 - 161 143(100%), 115, 71 3- ili 4-Hidroksi-2- Fraternale i sar. (2015)
oksoglutarna kiselina
3 2,75 297 2199 4155(100%) bSiringinska kiselina https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov
4 3,50 - 407 179(100%), 161, 143, 131 n.i.
5 5,28 328 353 191(100%) 5-O-kafeoilhinska kiselina standard
6 5,53 328 325 193(100%), 134 Hidroksi-metoksi-cinamat derivat ¢(MB: KO001109) https://massbank.eu
300sh
7 5,72 240 581 535(100%), 517, 341 Karboksilni derivat p-kumaroil-sekologanozida Bozunovi¢ i sar. (2018)
8 6,01 - 419 355, 179(100%), 161, 143 n.i.
9 6,04 - a771 2397(100%) n.i.
10 6,40 232 389 345(100%)), 209, 165, 121 Sekologanozid Guedes i sar. (2019)
11 6,76 248 2359 4197(100%), 179, 127 Sverozid Guedes i sar. (2019)
12 7,22 297 433 179(100%) Sverciamarin derivat Bozunovi¢ i sar. (2018)
13 7,37 329 473 311, 293(100%), 179 Heksozid kaftarne kiseline Barros i sar. (2013)
300sh
14 7,85 320 403 371(100%), 227, 179, 165, 121 bSekoksiloganin https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
15 8,96 365 609 301(100%), 255 Rutin standard
16 9,91 - 447 301(100%), 285 Kvercetin-pentozid ¢(MB: FI000586) https://massbank.eu
17 10,36 336 551 507(100%), 489, 389, 220 Kafeoil-O-sekologanozid Guedes i sar. (2019)
18 10,73 - 551 389, 357(100%), 161 Genciozid, izomer Aberham i sar. (2007)
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Tabela 6, nastavak

Pik Br. tr, Min Amax, Mole_kularni MS/MS fragmentni joni Identifikovano jedinjenje Literatura

(MS signal) o Jon

[M-H]
PIM+H]"
m/z

19 10,95 317 885 739(100%) Kaempferol-glikozid derivat Bozunovi¢ i sar. (2018)
20 11,25 321 551 357(100%) Genciozid, izomer Aberham i sar. (2007)
21 11,37 309 2349 4334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 1 Guedes i sar. (2019)
22 11,47 329 551 389, 357(100%), 329, 179 Genciozid, izomer Aberham i sar. (2007)
23 12,10 332 273 258(100%) Trihidroksi-monometoksi-ksanton, izomer 1 Bozunovi¢ i sar. (2018)
24 12,34 314 273 258(100%) Trihidroksi-monometoksi-ksanton, izomer 2 Guedes i sar. (2019)
25 12,62 330 273 258(100%) Trihidroksi-monometoksi-ksanton, izomer 3 Guedes i sar. (2019)
26 12,80 315 287 272(100%), 257 Dihidroksi-dimetoksi-ksanton, izomer 1 Guedes i sar. (2019)
27 13,53 316 2349 4334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 2 Guedes i sar. (2019)
28 13,75 321 287 272(100%) Dihidroksi-dimetoksi-ksanton, izomer 2 Guedes i sar. (2019)
29 14,05 - 2303 4288(100%), 271, 227 Monohidroksi-trimetoksi-ksanton Guedes i sar. (2019)
30 14,10 - 303 288(100%), 273 Trihidroksi-dimetoksi-ksanton Bozunovi¢ i sar. (2018)
31 14,47 315 333 318(100%), 303 Trihidroksi-trimetoksi-ksanton Bozunovi¢ i sar. (2018)
32 15,04 334 2349 4334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 3 Guedes i sar. (2019)

2 - pozitivan mod

b - https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

¢ - https://massbank.eu
sh -prevoj
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Slika 14 (-)ESI MS/MS (a) i UV-Vis (b) spektri jedinjenja br. 10 identifikovanog kao sekologanozid (tabela 6)
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Slika 15 (-)ESI MS/MS (a) i UV-Vis (b) spektri jedinjenja br. 11 identifikovanog kao sverozid (tabela 6)
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Talasna duZina (nm)

a) b)
Slika 16 (+)ESI MS/MS (a) i UV-Vis spektar (b) jedinjenja br. 3 identifikovanog kao siringinska Kiselina
(tabela 6)
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RT: 7.32 AV:1NL: 1.32E2
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Slika 17 (-)ESI MS/MS (a) i UV-Vis spektar (b) jedinjenja br. 13 identifikovanog kao heksozid kaftarne
kiseline (tabela 6)

ET:1351 AV:1NL:134E2
T:ITM3+cESTd full M32 348 0%9@ cid30.00 [85-360]

100 — 334
a0
g i
Z 60-
=,
g 40
g ] 319
= 20
| M-+H]+
173 213 [
| POLN | 349.00
01, S .l. —— "-l'||| I.|JII S —
150 200 250 300 350
Mz
Slika 18 (+)ESI MS/MS spektar jedinjenja br. 27 identifikovanog kao izomer dihidroksi-tetrametoksi-ksantona
(tabela 6)

4.2.2 Mineralni sastav infuzije kicice

C. erythraea sadrzi razli¢ite minerale koji su bitni za odrzavanje normalnih fizioloskih funkcija
I imaju razli¢ite metabolicke uloge u ljudskom organizmu. Infuzija C. erythraea je bogat izvor makro- i
mikroelemenata. Sadrzaj minerala Ag, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, TI,

Zn, Si, P i S u infuziji C. erythraea, odreden je ICP-OES metodom, a rezultati su prikazani u tabeli 7
(Nikoli¢ i sar., 2023).
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Detektovani esencijalni minerali u infuziji su K (92,35 ug-cm), Na (37,4 ug-cm®), Mg (5,85
ug-cm3), P (69,775 ug-cm™®) i S (21,675 ug-cm3). Najzastupljeniji makroelementi su K (92,35 ug-cm-
%) i P (69,775 ug-cm®), dok je najces¢i mikroelement Si (3,375 1g-cm). Od teskih metala u infuziji C.
erythraea je identifikovano tri (Cu, Zn i Pb). Iz tabele 7, vidi se da je sadrzaj Zn (2,675 ug-cm) znatno
ve¢i u odnosu na druge prisutne teske metale. Teski metali su nerazgradivi sa tendencijom
bioakumulacije i ispoljavaju toksi¢ne efekte. Inace, Cu, Zn, Mn, Fe spadaju u grupu mikroelemenata,
Cije je prisustvo u tragovima neophodno za rast i razvoj biljnih i drugih zivih organizama (Petrovi¢ I
sar., 2020). Koncentracija Pb strogo je kontrolisana, a njegova maksimalna dozvoljena koli¢ina je 1
ng-cm (Serbian regulations, 1992). Na osnovu ovoga moze se zakljuéiti da infuzija C. erythraea nije
opasna po ljudsko zdravlje. Ag, B, Ca, Cd, Co, Cr, Fe, Mn, Ni i Tl nisu detektovani u uzorcima.

Dobijeni rezultati ukazuju na dobar kvalitet ¢aja pripremljenog od C. erythraea.

Tabela 7 Rezultati analize infuzije. Sadrzaj elemenata je prikazan u ug-cm

Naziv Sadrzaj Naziv elementa Sadrzaj Naziv elementa Sadrzaj
elementa (ug-cm®) (ug-cm®) (ug-cm®)
K 92,35 Li 0,125 Ca 0
Na 37,4 Sr 0,75 Ag, B 0
Mg 5,85 Cu 0,15 Cd, Co 0

69,775 Zn 2,675 Ni 0
S 21,675 Pb 0,075 Cr 0
Si 3,375 Fe, Mn 0 TI 0

Na i K su najées¢i katjoni u ljudskom telu koji ucestvuju u metabolizmu vode i regulaciji
osmotskog pritiska, prenosu nervnih impulsa i kontrakciji misi¢a (Petrovi¢ i sar., 2020). P je veoma
vazna strukturna komponenta kostiju i zuba (Zamberlin i sar., 2012). Unos magnezijuma smanjuje
ucestalost pojave stresa, aritmije, migrene, osteoporoze, pozitivno uti¢e na eklampsiju i preeklampsiju,
smanjuje pojavu gréeva u nogama kod trudnica (Guerrera i sar., 2009). Zn ima antiartriticno,
antiinfektivno, antivirusno, adstringentno i imunostimulativno dejstvo. Cu je esencijalni metal u
ljudskom telu za proizvodnju hemoglobina, ¢iji nedostatak moze izazvati anemiju (Petrovi¢ i sar.,
2020). Nedovoljan unos minerala prouzrokuje pojavu raznih bolesti (Savi¢ i sar., 2019). Sadrzaj
minerala u razli¢itim delovima kicice (cvet, list, stabljika, koren), moZze da varira u zavisnosti od

karakteristika zemljiSta, kao i od porekla i starosti biljke.
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UHPLC-DAD-MS/MS i ICP-OES analiza infuzije C. erythraea, je pokazala znacajan
farmakoloski i medicinski potencijal biljke, u smislu identifikovanih bioaktivnih jedinjenja i minerala,
a $to je bila i polazna tacka za dalji ekperimentalni rad, u cilju poboljSanja ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja iz kicice. Kako bi se to postiglo, izvrSena je optimizacija uslova UE polarnijim sistemima
rastvaraca, etanol/voda (UE/aEtOH) i propilen-glikol/voda (UE/aPPG).

4.3 Modelovanje i optimizacija sistema UE/aEtOH i UE/aPPG

Za dobijanje sto vecih prinosa ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz biljnih materijala na
koji omogucavaju, da se kroz relativno mali broj eksperimenata, dobije veliki broj korisnih informacija.
Modelovanje i optimizacija sistema UE/aEtOH i UE/aPPG su slozeni procesi koji uklju¢uju analizu
uticaja razliitih procesnih faktora na efikasnost ekstrakcije SUP. Za ova modelovanja koriséena je
RSM zasnovana na BBD, koja omogucava analizu uticaja viSe faktora istovremeno i identifikaciju
optimalnih uslova ekstrakcije. Prema BBD matricama (tabele 8 i 9), optimizacija Cetiri parametara
ekstrakcije (vremena ekstrakcije, koncentracije rastvaraca, solvomodula i temperature ekstrakcije),
zahtevala je izvodenje 29 eksperimenata, koja je u skladu sa studijom Nikoli¢ i sar. (2023). Ekstrakcija
pri eksperimentalnim uslovima koji odgovaraju centralnoj tacki dizajna, ponavljana je 5 puta, u cilju
odredivanja statistickih parametara regresionog modela.

Sa UE/aEtOH sistemom, minimalni prinos SUP (1,2 g GKE/100 g s.m.) postignut je nakon 25
min ekstrakcije sa 50% (v/v) EtOH i solvomodulom od 5 cm®-g™* na temperaturi ekstrakcije od 40 °C.
Maksimalni prinos SUP (4,06 g GKE/100 g s.m.) dobijen je nakon 25 min ekstrakcije sa 30% (v/v)
EtOH i solvomodulom od 15 cm3.g™ na 55 °C (Nikoli¢ i sar., 2023). Koris¢enjem UE/aPPG sistema,
minimalni prinos SUP (2,51 g GKE/100 g s.m.) postignut je nakon 20 min ekstrakcije sa 30% (v/v)
PPG i solvomodulom od 5 cm®.g™* na temperaturi ekstrakcije od 55 °C. Maksimalni prinos SUP (4,11 g
GKE/100 g s.m.) je postignut nakon 20 min ekstakcije sa 30% (v/v) PPG i solvomodulom od 15 cm®.g"
! na 55 °C (Nikoli¢ i sar., 2023).
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Tabela 8 Matrica Box-Behnkenovog dizajna sa Cetiri faktora za sistem UE/aEtOH

Std. R. br. Parametri ekstrakcije Odgovor (SUP)
[9/100 g s.m.]
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
A: vreme B: koncentracija  C: solvomodul [cm®g"  D: temperatura Eksp. Pred.
ekstrakcije [min] EtOH [%, V/v] | ekstrakcije [°C]

2 1 30 (+1) 30 (~1) 10 (0) 55 (0) 3,00 £0,03 3,02
21 2 25 (0) 30 (-1) 10 (0) 40 (1) 2,94+ 0,05 2,94
17 3 20 (-1) 50 (0) 5(-1) 55 (0) 1,46 + 0,03 1,47
12 4 30 (+1) 50 (0) 10 (0) 70 (+1) 2,81+ 0,04 2,82
4 5 30 (+1) 70 (+1) 10 (0) 55 (0) 2,89 + 0,03 2,90
27 6* 25 (0) 50 (0) 10 (0) 55 (0) 2,78+ 0,05 2,75
15 7 25 (0) 30 (-1) 15 (+1) 55 (0) 4,06 + 0,06 4,06
13 8 25 (0) 30 (-1) 5(-1) 55 (0) 1,65 + 0,03 1,65

7 9 25 (0) 50 (0) 5(-1) 70 (+1) 1,30 + 0,04 1,29
29 10* 25 (0) 50 (0) 10 (0) 55 (0) 2,78 + 0,06 2,75
22 11 25 (0) 70 (+1) 10 (0) 40 (-1) 1,65+ 0,05 1,66
16 12 25 (0) 70 (+1) 15 (+1) 55 (0) 3,07 0,05 3,06
11 13 20 (-1) 50 (0) 10 (0) 70 (+1) 2,09 £ 0,07 2,08
23 14 25 (0) 30 (-1) 10 (0) 70 (+1) 2,20 + 0,03 2,19

5 15 25 (0) 50 (0) 5(-1) 40 (-1) 1,20 +0,02 1,20

3 16 20 (-1) 70 (+1) 10 (0) 55 (0) 2,13+0,04 2,12
19 17 20 (1) 50 (0) 15 (+1) 55 (0) 3,72 +0,02 3,74

6 18 25 (0) 50 (0) 15 (+1) 40 (1) 3,30 £ 0,05 3,31
10 19 30 (+1) 50 (0) 10 (0) 40 (-1) 2,44 + 0,03 2,44

1 20 20 (~1) 30 (1) 10 (0) 55 (0) 3,16 + 0,02 3,16
14 21 25 (0) 70 (+1) 5(-1) 55 (0) 1,50 0,03 1,50
18 22 30 (+1) 50 (0) 5(-1) 55 (0) 2,08 + 0,02 2,07

9 23 20 (1) 50 (0) 10 (0) 40 (1) 2,56 + 0,04 2,54
26 24% 25 (0) 50 (0) 10 (0) 55 (0) 2,72+ 0,05 2,75
28 25% 25 (0) 50 (0) 10 (0) 55 (0) 2,74+ 0,03 2,75
24 26 25 (0) 70 (+1) 10 (0) 70 (+1) 2,31+ 0,02 2,32

8 27 25 (0) 50 (0) 15 (+1) 70 (+1) 3,14 + 0,03 3,15
25 28* 25 (0) 50 (0) 10 (0) 55 (0) 2,70+ 0,02 2,75
20 29 30 (+1) 50 (0) 15 (+1) 55 (0) 3,79+ 0,02 3,77

Std. — Standardni redosled, SUP — Sadrzaj ukupnih polifenola, * — Centralna tacka; Eksp. — Eksperimentalna vrednost;
Pred. — Predvidena vrednost
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Tabela 9 Matrica Box-Behnkenovog dizajna sa Cetiri faktora za sistem UE/aPPG

Std R.br. Parametri ekstrakcije Odgovor (SUP)
[0/100 g s.m.]
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
A: vreme B: koncentracija C: solvomodul D: temperatura Eksp. Pred.
ekstrakcije [min] PPG [%, vIV] [cm®g™] ekstrakcije [°C]

20 1 30 (+1) 30 (0) 15 (+1) 55 (0) 3,08 0,02 3,08
15 2 25 (0) 20 (-1) 15 (+1) 55 (0) 3,11+0,03 3,11
7 3 25 (0) 30 (0) 5 (-1) 70 (+1) 2,64 + 0,05 2,67
12 4 30 (+1) 30 (0) 10 (0) 70 (+1) 3,05 + 0,06 3,07
2 5 30 (+1) 20 (-1) 10 (0) 55 (0) 2,63 + 0,02 2,64
6 6* 25 (0) 30 (0) 15 (+1) 40 (-1) 3,48 + 0,03 3,46
17 7 20 (-1) 30 (0) 5 (-1) 55 (0) 2,51+ 0,04 2,49
25 8 25 (0) 30 (0) 10 (0) 55 (0) 3,21+ 0,05 3,18
21 9 25 (0) 20 (-1) 10 (0) 40 (-1) 2,52 +0,03 2,53
27 10* 25 (0) 30 (0) 10 (0) 55 (0) 3,23+0,03 3,18
23 11 25 (0) 20 (-1) 10 (0) 70 (+1) 3,13+0,02 3,10
19 12 20 (-1) 30 (0) 15 (+1) 55 (0) 4,11 + 0,04 4,11
28 13 25 (0) 30 (0) 10 (0) 55 (0) 3,12+0,05 3,18
1 14 20 (-1) 20 (-1) 10 (0) 55 (0) 2,96 + 0,02 2,98
13 15 25 (0) 20 (-1) 5 (-1) 55 (0) 2,55+ 0,01 2,53
14 16 25 (0) 40 (+1) 5 (1) 55 (0) 2,70+ 0,03 2,71
4 17 30 (+1) 40 (+1) 10 (0) 55 (0) 3,17 + 0,05 3,16
24 18 25 (0) 40 (+1) 10 (0) 70 (+1) 3,10 + 0,06 3,07
18 19 30 (+1) 30 (0) 5(-1) 55 (0) 2,98 + 0,04 2,96
16 20 25 (0) 40 (+1) 15 (+1) 55 (0) 3,84 +0,05 3,86
26 21 25 (0) 30 (0) 10 (0) 55 (0) 3,14 +0,06 3,18
10 22 30 (+1) 30 (0) 10 (0) 40 (-1) 2,97 +0,03 2,97
8 23 25 (0) 30 (0) 15 (+1) 70 (+1) 3,75+0,02 3,75
11 24+ 20 (-1) 30 (0) 10 (0) 70 (+1) 3,32 +0,04 3,33
22 25* 25 (0) 40 (+1) 10 (0) 40 (-1) 3,49 + 0,05 3,49
5 26 25 (0) 30 (0) 5 (-1) 40 (-1) 2,81+ 0,06 2,81
29 27 25 (0) 30 (0) 10 (0) 55 (0) 3,20 + 0,03 3,18
3 28* 20 (-1) 40 (+1) 10 (0) 55 (0) 3,37 40,02 3,38
9 29 20 (-1) 30 (0) 10 (0) 40 (-1) 3,28 + 0,03 3,27

Std. — Standardni redosled, SUP — Sadrzaj ukupnih polifenola, * — Centralna tacka; Eksp. — Eksperimentalna vrednost;
Pred. — Predvidena vrednost

Nakon odredivanja SUP, fitovani su dobijeni podaci polinomnim modelima. Polinomni model
drugog reda pokazao se najboljim kod fitovanja podataka, jer je u tom slucaju greska modela bila
najmanja, odnosno dobijen je najveéi koeficijent determinacije. Regresioni koeficijenti dobijenih
jednacina koji opisuju sisteme UE/aEtOH (jednacina 12) i UE/aPPG (jednacina 13) u smislu kodiranih
vrednosti predstavljeni su kao:

Y =2.745+ 0.1594 — 0.289B + 0.992C — 0.020D + 0.2314AB — 0.140AC + 0.211AD — 0.211BC +

0.351BD — 0.064CD + 0.1254% — 0.071B% — 0.108C? — 0.399D? (12)
Y =43160 — 0.1384 + 0.231B + 0.432C + 0.037D + 0.0314B — 0.375AC + 0.0104AD + 0.144BC —
0.249BD + 0.108CD — 0.0174% — 0.126B% — 0.003C? — 0.003D? (13)
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U ovim jednacinama, Y, A, B, C i D predstavljaju SUP, vreme ekstrakcije, koncentraciju
izabranog rastvarac¢a, solvomodul i temperaturu ekstrakcije, respektivno. Analiza regresionih
koeficijenata u jednacini 12 implicira da su i vreme i solvomodul imali pozitivan uticaj na SUP, dok su
koncentracija EtOH i temperatura izrazili negativne efekte na SUP. U jednacini 13, pozitivni efekti na
SUP bili su povezani sa koncentracijom PPG, solvomodulom i temperaturom, dok je vreme ekstrakcije
negativno uticalo na SUP. Jedina razlika izmedu ovih modela bila je u regresionim koeficijentima koji
se odnose na koncentraciju koris¢enog rastvarata. ANOVA predlozenih modela koji opisuju
UE/aEtOH i UE/aPPG sisteme pri stepenu poverenja od 95%, prikazana je u tabelama 10 i 11.

Radi bolje procene analiziranih efekata, konstruisani su Pareto grafikoni za regresioni model
koji opisuje ekstrakciju sa UE/aEtOH (slika 19a) i UE/aPPG sistemom (slika 19b) u softveru StatSoft
STATISTICA (Verzija 12, Tulsa, SAD). Pareto grafikon, predstavlja trakasti grafikon, koji je pogodan
za razmatranje efekata termina u polinomskim jedna¢inama na odgovor sistema. U oba slu¢aja, najveci
pozitivan efekat imao je solvomodul na SUP u poredenju sa drugim analiziranim faktorima (Nikoli¢ i
sar., 2023).

49.034

b)

p=0.05 p=0.05
Procena standardizovanih efekata (apsolutna vrednost) Procena standardizovanih efekata (apsolutna vrednost)

Slika 19 Pareto grafikoni za regresioni model koji opisuje ekstrakciju sa sistemom UE/aEtOH (a) i UE/aPPG (b)

Sa UE/aEtOH sistemom (tabela 10), F-vrednost modela od 1997,48 je statisticki znacajan, dok
je F-vrednost neusaglasenosti od 0,19 statisticki neznacajan u odnosu na &istu gresku (0,05). Sto se tice
UE/aPPG sistema (tabela 11), F-vrednost modela od 320,41 takode je statisticki znacajna. F-vrednost
neusaglasenosti 0od 0,24 je statisticki neznacajna u odnosu na ¢istu gresku (0,008), jer je njena vrednost
bila niza od kriti¢ne vrednosti F (0.05,10,4) = 5,96 (Nikoli¢ i sar., 2023).

Vrednosti koeficijenta determinacije bile su ve¢e od 0,997, §to ukazuje na to da ovi modeli
mogu objasniti vise od 99,7% varijacije u SUP. Svi ¢lanovi jednacine su bili statisticki znacajni kada je

EtOH bio prisutan u sistemu rastvaraca.
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Interakcije AB i AD, kao i kvadratni ¢lanovi A%, C2 i D? bili su statisticki neznadajni u
polinomnom modelu koji se odnosi na sistem sa PPG. Statisticki neznacajni ¢lanovi mogu se iskljuciti
iz jednacine kako bi se poboljsala sposobnost modela za predvidanje. Na osnovu F-vrednosti, najveci

efekat na SUP imao je solvomodul, zatim koncentracija EtOH, vreme ekstrakcije i temperatura

ekstrakcije.
Tabela 10 ANOVA predloZenog regresionog modela za sistem UE/aEtOH

Parametar F-vrednost p-vrednost  Parametar F-vrednost p-vrednost
Model 1997,48 < 0,001 B2 58,08 < 0,001
A 540,81 < 0,001 c? 135,08 < 0,001
B 1797,77 < 0,001 D2 1851,23 < 0,001
C 21156,04 <0,001 Nedostatak fitovanja 0,19 0,98
D 8,45 0,011469 ANOVA
AB 381,89 < 0,001 R2 0,999
AC 139,69 < 0,001 Adj. R2 0,999
AD 319,99 < 0,001 Pred. R? 0,999
BC 318,41 < 0,001 Adekvatna preciznost 168,1
BD 881,19 < 0,001 SSE 0,00781
CD 29,07 < 0,001 MSE 0,00027
A? 181,82 <0,001 RMSE 0,01641

aA: Vreme ekstrakcije, min; B: Koncentracija EtOH, %; C: Solvomodul, cm?3-g*; D: Temperatura ekstrakcije, °C

U tabeli 11, se fidi da je solvomodul klju¢ni parametar koji u najvec¢oj meri uti¢e na SUP. Efekti
linearnih ¢lanova na definisani odgovor u padaju¢em redosledu bio je: solvomodul, koncentracija PPG,
vreme ekstrakcije i temperatura ekstrakcije.

Tabela 11 ANOVA predloZzenog regresionog modela za sistem UE/aPPG

Parametar  F-vrednost  p-vrednost Parametar F-vrednost p-vrednost
Model 320,41 < 0,001 B2 110,26 < 0,001
A 246,82 < 0,001 C? 0,05 0,824
B 689,39 < 0,001 D2 0,08 0,78
C 2404,33 < 0,001 Nedostatak 0,24 0,97
fitovanja
D 17,77 <0,001 ANOVA
AB 4,14 0,0612 R2 0,997
AC 602,69 <0,001 Adj. R2 0,994
AD 0,41 0,533 Pred. R2 0,990
BC 88,71 < 0,001 Adekvatna 73,5
preciznost
BD 265,65 < 0,001 SSE 0,01305
CD 50,21 < 0,001 MSE 0,00045
A? 1,92 0,187 RMSE 0,02121

aA: Vreme ekstrakcije, min; B: Koncentracija PPG, %; C: Solvomodul, cm?-g; D: Temperatura ekstrakcije, °C
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Poredenjem oba modela, redosled uticaja linearnih ¢lanova na SUP bio je isti. Koeficijent
varijacije (CV) treba da bude manji od 5%, §to ukazuje na preciznost (ponovljivost i srednja preciznost)
modela prilikom predvidanja SUP (Aliafio-Gonzalez i sar., 2020). U ovim sistemima, CV je bio maniji
od 1%, Sto je bilo prihvatljivo za oba predlozena modela. Adekvatne preciznosti, kao mera odnosa
signal-Sum, bile su vece od 4, $to ukazuje na to da se predlozeni modeli mogu koristiti za predvidanje
SUP. Razlike izmedu Adj. R? i Pred. R? bile su manje od 0,2 i u razumnoj su saglasnosti (Hosseini i
sar., 2018). Parametri koji se odnose na greske modela (SSE, MSE i RMSE) prikazani su u tabelama
10 i 11. Regresioni model za UE/aEtOH sistem imao je nize vrednosti greske u poredenju sa UE/aPPG
sistemom, $to znaci da se SUP u dizajniranom prostoru moze bolje predvideti (Nikoli¢ i sar., 2023).

Na osnovu graficke zavisnosti normalne verovatno¢e od eksterno Studentizovanih ostataka
procenjeno je da li se ostaci pokoravaju normalnoj raspodeli. S obzirom da nije bilo ve¢ih odsupanja od
linearne zavisnosti, moze se zakljuciti da podaci imaju normalnu raspodelu (slika 20a i 20b). Cookova
udaljenost je kod svih podataka bila manja od grani¢ne vrednosi 1, tako da medu dobijenim podacima
nije bilo autlajera (20c i 20d) (Nikoli¢ i sar., 2023).
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U cilju boljeg razumevanja uticaja parametara ekstrakcije na prinos polifenola, kao i

utvrdivanja tipa interakcije izmedu njih, dat je trodimenzionalni prikaz za sisteme UE/aEtOH (slika 21)
I UE/aPPG (slika 22).
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Slika 21 Uticaj parametara ekstrakcije na SUP za sistem UE/aEtOH
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Slika 22 Uticaj parametara ekstrakcije na SUP za sistem UE/aPPG

Sto se ti¢e sistema UE/aEtOH, uticaj vremena ekstrakcije je izraZeniji pri veéim

koncentracijama EtOH (slika 21a). Na SUP vise uti¢e promena koncentracije EtOH pri kra¢em

vremenu ekstrakcije. Promena solvomodula ima znacajniji uticaj na SUP od vremena ekstrakcije (slika

21b). Vreme ekstrakcije ima veci uticaj na SUP pri viSim temperaturama (slika 21c).

72



Valentina Nikoli¢ Doktorska disertacija

Povecanje temperature ekstrakcije dovodi do veceg SUP, sa postizanjem zasi¢enja pri srednjoj
vrednosti, nakon ¢ega SUP opada sa daljim zagrevanjem. Ovo ponasanje u vezi sa temperaturom
ekstrakcije takode je primetno na slikama 2le i 21f. Za razliku od veceg solvomodula, uticaj
koncentracije EtOH na SUP gotovo je zanemarljiv pri nizem solvomodulu (slika 21d). Solvomodul ima
pozitivan uticaj na SUP pri bilo kojoj temperaturi ekstrakcije (slika 21f) (Nikoli¢ i sar., 2023).

Za sistem UE/aPPG, povecanje vremena ekstrakcije je dovelo do smanjenja SUP (slika 22a),
dok je veéa koncentracija PPG imala pozitivan efekat na SUP. Pri nizem solvomodulu, vreme
ekstrakcije ima pozitivan uticaj na SUP i obrnuto; pri kra¢im vremenima ekstrakcije solvomodul ima
znacajniji uticaj na SUP (slika 22b). Vreme ekstrakcije takode ima isti uticaj na SUP pri razli¢itim
temperaturama ekstrakcije (slika 22c). Pozitivan uticaj temperature ekstrakcije na SUP primecuje se pri
razli¢itim vremenima ekstrakcije. Koncentracija PPG ima jak efekat pri ve¢em solvomodulu (slika
22d). Sli¢no ponaSanje primeceno je i za uticaj solvomodula pri veé¢im koncentracijama PPG.
Koncentracija PPG ima ve¢i efekat na SUP pri nizim temperaturama ekstrakcije (slika 22e). Sa nizim
koncentracijama PPG, poveéanje temperature ekstrakcije uzorkuje povecanje SUP. Ovaj efekat je
suprotan pri ve¢im koncentracijama PPG. Uticaj solvomodula na SUP je izrazeniji od uticaja
temperature ekstrakcije (slika 22f). Sli¢éno ponaSanje primeceno je i kod F-vrednosti linearnih ¢lanova
polinomnog modela (tabela 11) (Nikoli¢ i sar., 2023).

Analiza trodimenzionalnih dijagrama pokazuje da duze izlaganje kavitacionoj energiji
verovatno dovodi do degradacije bioaktivnih jedinjenja. Negativna korelacija vremena sa SUP
implicira degradaciju bioaktivnih jedinjenja. Tokom UE, umereno zagrevanje poboljSava efikasnost
ekstrakcije, dok kontinualno zagrevanje pri produzenom vremenu ekstrakcije moze dovesti do
degradacije ekstrahovanih termolabilnih bioaktivnih jedinjenja (kao $to su fenolne kiseline), tako da
tehnike UE za dobijanje ove vrste jedinjenja treba Kkoristiti sa oprezom (Chien i sar., 2022; Kumar i
sar., 2021; Ma i sar., 2008). Kod oba sistema, povecanje temperature na pocetku procesa ekstrakcije
povecava sadrzaj bioaktivnih jedinjenja usled smanjenja viskoznosti rastvaraca, §to omogucava bolju
penetraciju rastvaraca u ¢elije biljke. Na ovaj nacin, povecava se rastvorljivost bioaktivnih jedinjenja
pri viSim temperaturama. Pored toga, povecanje solvomodula, pove¢ava maseni prenos, rezultirajuci
ve¢im prinosom bioaktivnih jedinjenja. Manipulacija sadrzajem vode u rastvaratu menja njegov
polaritet i efikasnost ekstrakcije. Na primer, 50% EtOH se preporucuje za UE fenolnih jedinjenja iz
divljeg timijana (Babota i sar., 2022), dok, prekomerno zagrevanje negativno uti¢e na UE, izazivajuci

degradaciju termolabilnih bioaktivnih jedinjenja (Kumar i sar., 2021).
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Optimalni uslovi ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz nadzemnih delova kicice za oba sistema
(UE/aEtOH i UE/aPPG) dobijeni su primenom metode numeric¢ke optimizacije. Primenjena je funkcija
pozeljnosti za definisanje optimalnih nivoa analiziranih faktora, u cilju postizanja maksimalnog SUP.
Za sistem UE/aEtOH dobijeni su slede¢i optimalni uslovi: solvomodul 15 cm®.g?, 37% (v/v) EtOH,
temperatura ekstrakcije 56 °C i vreme ekstrakcije 20 min, S$to je rezultovalo predvidenim i
eksperimentalno dobijenim SUP od 4,11 g GKE/100 g s.m. i 4,13 + 0,02 g GKE/100 g s.m.,
respektivno. Sto se ti¢e sistema UE/aPPG, dobijeni su sledeéi optimalni uslovi: solvomodul 15 cm®.g?,
38% (v/v) PPG, temperatura ekstrakcije 49 °C i vreme ekstrakcije 22 min, obezbedujuci predvideni i
eksperimentalno dobijeni SUP od 4,12 g GKE/100 g s.m. i 4,16 £ 0,04 g GKE/100 g s.m., respektivno.

Validacioni skupovi podataka (tabela 12) koris¢eni su kako bi se potvrdila sposobnost
predvidanja SUP koriS¢enjem predlozenih regresionih modela. Ovi podaci predstavljaju dodatne
eksperimentalne serije, izvedene kako bi se proverili modeli u dizajniranom prostoru. U tabeli 12
primecene su male razlike izmedu eksperimentalno dobijenih i predvidenih vrednosti SUP, tako da se
modeli mogu smatrati adekvatnim za predvidanje SUP. Takode, optimalni uslovi za oba UE modela su
bili u dobroj saglasnosti (Nikoli¢ i sar., 2023).

Efikasnost predlozenih sistema UE/aEtOH i UE/aPPG u pogledu ekstrakcije polifenolnih
jedinjenja iz nadzemnih delova ki¢ice uporedena je sa drugim metodama ekstrakcije objavljenih u
literaturi (tabela 13). Na osnovu literature o ekstraktima iz nadzemnih delova kicice dobijenih
razli¢itim metodama ekstrakcije, vrednosti SUP se krecu unutar Sirokog raspona, od 1,23 + 0,02 mg
GKE/g s.m. do 105,54 + 0,84 mg GKE/g s.m. Ovaj raspon se moze objasniti razli¢itim faktorima. S
obzirom na to da je kicica biljka koja obilno raste u Evropi, Aziji i Africi, o¢ekuje se da i vrsta i sadrzaj
fenolnih jedinjenja u tkivima ove biljke varira. Ova varijabilnost je rezultat brojnih faktora:
oplemenjivanje biljaka, genetske karakteristike, lokacija, klima, faza razvoja biljke, rukovanje pre i
nakon berbe, prisustvo i vrsta upotrebljenih dubriva, itd. Razliiti ekstrakcioni rastvara¢i (voda,
metanol, EtOH, aEtOH i aPPG, etil acetat i n-heksan), primenjene tehnike ekstrakcije (infuzija,
dekokcija, maceracija, UE, i mikrotalasna ekstrakcija) i radni uslovi (vreme ekstrakcije, solvomodul,
temperatura ekstrakcije, vrsta i intenzitet zraenja i meSanja) takode uticu na SUP (Nikoli¢ i sar.,
2023).
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Tabela 12 Skupovi podataka za validaciju za predlozene regresione modele sa eksperimentalnim i

predvidenim SUP
UE/aEtOH sistem
Eksperimentalne varijable Odgovor (SUP)
A: vreme B: C: D: Eksperimentalno  Predvideno
ekstrakcije  koncentracija solvomodul temperatura
[min] EtOH [cm3g?] ekstrakcije
[%, VIV] [°C]
22 70 10 50 2,06 £ 0,03 2,08
25 40 7 45 2,09 £ 0,03 2,10
30 60 12 60 3,33+ 0,04 3,33
28 30 8 65 2,19+ 0,02 2,18
26 50 13 60 3,25+ 0,05 3,27
UE/aPPG sistem
Eksperimentalne varijable Odgovor (SUP)
A:vreme B: C: D: Eksperimentalno Predvideno
ekstrakcije  koncentracija solvomodul temperatura
[min] PPG [cm3g?] ekstrakcije
[%, viv] [°C]
22 25 10 50 3,08 +0.02 3,07
25 35 7 45 3,06 +0.01 3,06
30 22 12 60 2,82 £0.03 2,81
28 38 8 65 2,95+ 0.02 2,95
26 40 13 60 3,49 +0.05 3,51

SUP — Ukupan sadrzaj polifenolnih jedinjenja (g GKE/100 g s.m.)

U poredenju sa rezultatima iz ove disertacije, Bentahar i sar. (2016) su dobili nesto visi SUP u
ekstraktu, dobijenom dekokcijom iz nadzemnih delova alzirske kicice, pri kracem vremenu ekstrakcije
i viSoj temperaturi ekstrakcije (100 °C). Za isto vreme dekokcije, temperaturu i solvomodul, Guedes i
sar. (2019) su dobili nizu vrednost SUP u ekstraktu portugalske ki¢ice, kao i Mihaylova i sar. (2019) u
ekstraktu bugarske kicice dobijenom dekokcijom tokom duzeg vremena i veéeg solvomodula.
Mikrotalasnom ekstrakcijom iz istog biljnog materijala dobijen je ekstrakt sa nizim SUP u poredenju sa
SUP kod 70% (v/v) EtOH ekstrakta dobijenog na sobnoj temperaturi tokom 7 dana. Bouyahya i sar.
(2017) su izveli maceraciju marokanske kiCice na sobnoj temperaturi tokom 72 h. Metanolni, n-
heksanski i EtOH ekstrakti imali su ve¢i SUP od onog dobijenog etil acetatom. UE polifenola iz
makedonskog biljnog materijala sa metanolom (Tusevski i sar., 2014) i vodom (Gadjalova &
Mihaylova, 2019), izvedena pod razli¢itim uslovima, rezultirala je nizim SUP u ekstraktima.

Ova studija fokusirala se na projektovanje ekoloski prihvatljivih postupaka ekstrakcije
koris¢enjem vode, PPG i EtOH pri umerenim radnim uslovima (Nikoli¢ i sar., 2023), posto se
polifenoli rastvaraju u hidroglikolnim i hidroetanolnim smeSama kao polarno proti¢nim medijumima

(Karakashov i sar., 2015).
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Niza temperatura i krace vreme ekstrakcije obezbedili su visok SUP u oba ekstrakta. Blaga

prednost koris¢enja PPG kao ekstrakcionog rastvaraca je ta da se moze direktno ukljuciti u razlicite

kozmeticke 1 farmaceutske proizvode (Nikoli¢ i sar., 2023).

Tabela 13 Bibliografski podaci o efikasnosti razlic¢itih metoda ekstrakcije u odnosu na SUP iz nadzemnih delova

kicice
Biljno Metoda . .
poreklo ekstrakcije Uslovi rada SUP (mg GKE/g s.m.) Literatura
20 min, 37% (v/v) EtOH i destilovana .
voda, solvomodul 15 cm?-g%, 56 °C,  4++] (predvideno),
150 W 41,3 (eksperimentalno)
Srbija UE 22 min, 38% (v/v) PPG i destilovana . Nikoli¢ i sar.
3 1 A0 o 41,2 (predvideno),
voda, solvomodul 15 cm?®.g*, 49 °C, 416 q (eksperi | (2023)
150 W ,6 g (eksperimentalno)
Infuzija 30 min, voda, solvomodul 20 cm3.g!
i 3.1
Dekokcija igonllg voda, solvomodul 20 cm*-g™, 3,41+ 0,04
Bugarska Mikrotalasna 30 s, voda, solvomodul 20 cm?-g* 3,1120,10 Mihaylova i
9 ekstrakcija » VOaa, 9% 1234002 sar. (2019)
Etanolna 2450 MHz, 800 W 12,46 + 0,15
. 7 dana, 70% EtOH, solvomodul 10 e
ekstrakcija 3 1
cm?3-g*, sobna temperatura
- o - .
Makedonija  UE 30 min, 80% metanol, 0,02 g biljni 2228+ 1,07 Tusevski i sar.
materijal (2014)
10 min, destilovana voda, Bentahar i sar
Alzir Dekokcija solvomodul 10 cm3-g%, 100 °C, 49,629 + 0,279 (2016) :
magnetno mesanje
. . Gadjalova &
. 30 min, voda, solvomodul 20 cm3-g?, :
Makedonija UE 60 °C. 35 kHz, 240 W 4,08 + 0,03 Mihaylova
(2019)
.. 10 min, destilovana voda, Guedes i sar.
Portugal Dekokcija solvomodul, 10 cm®g%, 100 °C 22,37 £ 0,36 (2019)
Maroko Maceracija 72 h, sobna temperatura, Metanol 22,37 +£0,36
EtOH 105,54 + 0,84
Etil acetat 69,42 + 0,55 Bouyahya i
sar. (2017)
n-Heksan 23,21 +0,34
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4.4 UHPLC-DAD-MS/MS analiza sistema UE/aEtOH i UE/aPPG

Nakon optimizacije, ponovo je vrSena ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz nadzemnih delova
ki¢ice pomocu sistema UE/aEtOH pod optimalnim uslovima: solvomodul 15 cm®.g?, 37% (v/v) EtOH,
na temperaturi ekstrakcije 56 °C i vremenu ekstrakcije 20 min, odnosno pomoc¢u sistema UE/aPPG pod
optimalnim uslovima: solvomodul 15 cm®.g?, 38% (v/v) PPG, na temperaturi ekstrakcije 49 °C i
vremenu ekstrakcije 22 min. Identifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktima C. erythraea, izvrSena
je pomo¢u UHPLC-DAD-MS/MS analize. UHPLC hromatogrami ekstrakata dobijenih pri optimalnim
uslovima pomocu sistema UE/aEtOH i UE/aPPG prikazani su na slici 23, dok je lista detektovanih
jedinjenja prikazana u tabeli 14 (Nikoli¢ i sar., 2023). UHPLC-DAD-MS/MS analiza je pokazala da
oba ekstrakta sadrze organske kiseline 1 njihove derivate, flavanole, ksantone i sekoiridoidne glikozide.
Kvalitativni sastav ekstrakata se razlikovao; od ukupno 47 jedinjenja, 42 i 45 su detektovana u
ekstraktima dobijenim pomoc¢u UE/aEtOH i UE/aPPG sistema, respektivno (tabela 14).

Derivati sekoiridoidnih glikozida, genipozid, sekoksiloganin i derivat sverozida 2 prisutni su
samo u UE/aPPG ekstraktu. Genipozid sa molekularnim jonom [M-H] na m/z 433 i jonima na m/z
387, 225(100%) u MS/MS spektru, detektovan je kao pik br. 16 na UHPLC hromatogramu (tabela 14,
slika 23b). Sekoksiloganin sa molekularnim jonom [M+H]™ na m/z 403 i jonima na m/z 371(100%),
227, 179, 165, 121 u MS/MS spektru, detektovan je kao pik br. 20 na UHPLC hromatogramu (tabela
14, slika 23b). Derivat sverozida 2 sa molekularnim jonom [M+H] na 389 m/z i jonima na m/z
357(100%), 179, 135 u MS/MS spektru, detektovan je kao pik br. 38 na UHPLC hromatogramu (tabela
14, slika 23b). Odgovaraju¢i MS/MS spektari ovih jedinjenja prikazani su na slikama 24a — 24c
(Bozunovi¢ i sar., 2018; Li i sar., 2016; Nikoli¢ i sar., 2023). U UE/aPPG ekstraktu, derivat kafeinske
kiseline i kaempferol-ramnozid detektovani su u negativnhom jonizacionom modu na m/z 237, 431
respektivno (pikovi br. 22, 37, tabela 14). Odgovaraju¢i MS/MS i UV/VIS spektri ovih jedinjenja
prikazani su na slikama 25a i 25b (Nikoli¢ i sar., 2022).

Sa druge strane, izomer 1 dihidroksi-tetrametoksi-ksantona i miricetin-arabinoza ili ksilozid
prisutni su samo u UE/aEtOH ekstraktu. Izomer 1 dihidroksi-tetrametoksi-ksantona sa molekularnim
jonom [M-H]" na m/z 349 i jonima na m/z 334(100%), 319, 301 u MS/MS spektru, je detektovan kao
pik br. 32 na UHPLC hromatogramu (tabela 14, slika 23a). Odgovaraju¢ci MS/MS i UV/VIS spektri
ovog jedinjenja prikazani su na slici 25c. Miricetin-arabinoza (ksilozid) sa molekularnim jonom
[M+H]™ na 449 m/z je detektovan kao pik br. 21 na UHPLC hromatogramu (tabela 14, slika 23a)
(Nikoli¢ i sar., 2023).
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nm

78



Valentina Nikoli¢

Doktorska disertacija

Tabela 14 Lista detektovanih jedinjenja u ekstraktima dobijenim pod optimalnim uslovima korisé¢enjem UE/aEtOH i UE/aPPG sistema

Pik _ Molekularni jon o B - Prisustvo
Br tr, MiN  Amax, NM [M-H]/ MS/MS fragmentni joni Identifikovano jedinjenje/ Literatura UE/ UE/a
' M+H]* m/z aEtOH  PPG
1 0,90 - 191 173, 111(100%), 85 Limunska kiselina (standard) + +
2 2,28 - 353 191(100%), 179, 135 3-0O-Kafeoilhinska kiselina (standard) + +
3 2,75 297 4199 4155(100%) bSiringinska kiselina + +
4 3,33 - 4199 2155(100%) bHidroksi-dimetoksibenzoeva kiselina + +
5 3,50 - 407 179(100%), 161, 143, 131 Neidentifikovano jedinjenje + +
6 5,03 329 407 361, 343, 179(100%), 161 Neidentifikovano jedinjenje + +
7 5,10 331 581 i Kartv)oksillc!e_rivat p-kumaroil-sekologanozida, izomer 1 + +
(Bozunovi¢ i sar., 2018)
8 5,28 328 353 191(100%) 5-0-kafeoilhinska kiselina (standard) + +
9 55 S0 32 . Hidroksi-metoksi-cinamat derivat “(MB: KO001109) * *
10 5,63 ) 581 535(100%), 341, 179, 151 Kar?oksiI’(Eie_rivat p-kumaroil-sekologanozida, izomer 2 + +
(Bozunovi¢ i sar., 2018)
11 5,65 304 353 - 4-0O-Kafeoilhinska kiselina (Clifford i sar., 2003) + +
12 5.99 242 581 535(100%), 341 KartV)oksiIQQgrivat p-kumaroil-sekologanozida, izomer 3 + +
(Bozunovi¢ i sar., 2018)
13 6,01 - 419 355,179(100%), 161, 143 Neidentifikovano jedinjenje + +
Karboksil derivat p-kumaroil-sekologanozida, izomer 4 + +
14 6,24 - 581 535(100%), 341 (Bozunovié i sar., 2018)
15 6,40 232 389 345(100%), 209, 165, 121 Sekologanozid (Guedes i sar., 2019) + +
16 6,52 - 9433 387, 225(100%) Genipozid (Li i sar., 2016) - +
17 6,66 248 4359 4197(100%), 179, 127 Sverozid (Guedes i sar., 2019) + +
18 6,68 248 403 357(100%), 195, 179, 161, 151  Sverozid derivat 1 (Bozunovi¢ i sar., 2018) + +
19 7,05 346 885 739(100%) Kaempferol-glikozid derivat (BoZunovic¢ i sar., 2018) + +
20 7,85 320 403 371(100%), 227, 179, 165, 121 ®Sekoksiloganin - +
21 8,24 375 449 431, 316(100%) Miricetin-arabinozid ili ksilozid °(MB:PR100974) + -
22 8,24 319 237 179, 161(100%), 135 Derivat kafeinske kiseline ¢(MB:K0O000511) - +
23 8,69 - 463 - Kvercetin-3-O-galaktozid (standard) + +
24 8,83 - 463 - I1zokvercitrin (standard) + +
25 8,84 365 609 301(100%), 255 Rutin (standard) + +
26 9,19 351 433 300(100%)/301, 179 Kvercetin-arabinozid ili ksilozid ¢(MB:PR100977) + +
27 9,76 - 447 301(100%), 285 Kvercetin-ramnozid °(MB: PR100993) + +

a/rednosti dobijene pozitivnom ESI-MS analizom; Phttps://pubchem.ncbi.nim.nih.gov; °https:/masshank.eu; ¢ [M—H+HCOOH].
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Tabela 14 nastavak

Pik Molekularni jon B S Prisustvo
Br tr, MiN Amax, NM [M-H]~/ MS/MS fragmentni joni Identifikovano jedinjenje/ Literatura UE/ UE/
' M+H]* m/z aEtOH  aPPG

28 10,27 336 551 507(100%), 489, 389, 220 Kafeoil-O-sekologanozid, izomer (Guedes i sar., 2019) + +
29 10,73 - 551 389, 357(100%), 161 Genciozid, izomer 1 (Aberham i sar., 2007) + +
30 10,81 317 885 739(100%) Kaempferol-glikozid derivat (Bozunovi¢ i sar., 2018) + +
31 11,09 321 551 357(100%) Genciozid, izomer 2 (Aberham i sar., 2007) + +
32 11,09 324 2349 8334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 1 (Guedes i sar., 2019) + -
33 11,30 329 551 389, 357(100%), 329, 179 Genciozid, izomer 3 (Aberham i sar., 2007) + +
34 11,57 309 2349 2334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 2 (Guedes i sar., 2019) + +
35 11,60 323 885 739(100%) Kaempferol-glikozid derivat (Bozunovi¢ i sar., 2018) + +
36 11,78 375 337 257(100%) Neidentifikovano jedinjenje + +
37 11,80 370 431 285(100%), 257, 151 Kaempferol-ramnozid (PR100970) - +
38 11,87 - 389 357(100%), 179, 135 Sverozid derivat 2 (BoZzunovi¢ i sar., 2018) - +
39 12.19 332 273 258(100%) ;’glhg;jroksi-monometoksi-ksanton, izomer 1 (BoZunovi¢ i sar., + +
40 12,52 314 273 258(100%) Trihidroksi-monometoksi-ksanton, izomer 2 (Guedes i sar., 2019) + +
41 12,73 315 287 272(100%)/273 Dihidroksi-dimetoksi-ksanton, izomer 1 (Guedes i sar., 2019) + +
42 13,56 312 273 258(100%) Trihidroksi-monometoksi-ksanton, izomer 3 (Guedes i sar., 2019) + +
43 13,63 321 287 272(100%) Dihidroksi-dimetoksi-ksanton, izomer 2 (Guedes i sar., 2019) + +
44 14,05 - 2303 @288(100%), 271, 227 Monohidroksi-trimetoksi-ksanton (Guedes i sar., 2019) + +
45 13,99 - 303 288(100%), 273 Trihidroksi-dimetoksi-ksanton (Bozunovi¢ i sar., 2018) + +
46 14,38 315 333 318(100%), 303 Trihidroksi-trimetoksi-ksanton (Bozunovié i sar., 2018) + +
47 14,94 309 2349 2334(100%), 319, 301 Dihidroksi-tetrametoksi-ksanton, izomer 3 (Guedes i sar., 2019) + +

a\/rednosti dobijene pozitivnom ESI-MS analizom; °https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; chttps://massbank.eu; ¢ [M—H+HCOOH]~.
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Bioaktivna jedinjenja prisutna u ovim ekstraktima pokazuju brojna farmakoloska dejstva.
Kafeoilhininske kiseline su antiinflamatorni, antioksidativni, antimikrobni i neuroprotektivni agensi
(Magaia i sar., 2021), posebno 5-O-kafeoilhininska kiselina (Bajko i sar., 2016), kao i siringinska
kiselina, koja pored navedenih poseduje i hepatoprotektivno dejstvo (Srinivasulu i sar., 2018).
Flavanoli su mo¢ni antioksidansi, dok su ksantoni i njihovi derivati antiinflamatorni, antioksidativni i
antikancerogeni agensi (Guedes i sar., 2019; Huang i sar., 2021). Sekoiridoidni glikozidi zna¢ajno
uti¢u na medicinsku vrednost proizvoda dobijenih iz ki¢ice (Pataczek i sar., 2017). Sverozid pokazuje
alergoprotektivnu (Oku i sar., 2011), citoprotektivnu (Oztlrk i sar., 2006), kardioprotektvnu (Li i sar.,
2021), antimikrobnu i hepatoprotektivnu aktivnost (Jeong i sar., 2015). Sekoksiloganin, detektovan
samo u UE/aPPG ekstraktu, takode pokazuje alergoprotektivnu aktivnost (Oku i sar., 2011).
Genipozid, prisutan samo u UE/aPPG ekstraktu, deluje kao antidijabetik, poseduje antiinflamatornu,
antitrombocitnu, antikancerogenu, antidepresivnu, anti-alergijsku, imuno-regulatornu,
kardioprotektivnu, neuroprotektivnu, hepatoprotektivnu, analgeticku i antioksidativnu aktivnost (Shan i
sar., 2017; Zhou i sar., 2019).

Ekstrakti dobijeni UE/aEtOH i UE/aPPG sadrze veéu raznolikost bioaktivnih jedinjenja (42
jedinjenja u UE/aEtOH, 45 jedinjenja u UE/aPPG) nego infuzija (32 jedinjenja). Razlog za ovo moze
biti veca sposobnost EtOH i PPG da UE ekstrahuju bioaktivna jedinjenja u poredenju sa vodom
koris¢enom za infuziju. Zahvaljujuci Sirokom spektru identifikovanih jedinjenja, ekstrakti UE/aEtOH i
UE/aPPG se mogu primenjivati u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji, kao prirodne
komponente, dodaci i konzervansi u razli¢itim proizvodima. Infuzija, s druge strane, moZze biti lakSa za
pripremu i Koristi se kao prirodni napitak koji sadrzi antioksidativna i antiinflamatorna jedinjenja, sto je

¢ini pogodnom za svakodnevnu upotrebu radi poboljSanja zdravlja.
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Slika 24 MS/MS spektri genipozida (a), sekoksiloganina (b) i sverozid derivata 2 (¢) pronadenih samo u
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4.5 Mineralni sastav UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta Kicice

Sadrzaj minerala je veoma vazan pri upotrebi biljnog materijala u proizvodnji tradicionalnih

lekova i biljnih ekstrakata (Mihaljev i sar., 2014), znajuci da su mikro- i makroelementi od sustinskog
znacaja za odrzavanje normalnih fizioloskih funkcija i da imaju razli¢ite metabolicke uloge (Veljkovi¢
i Vuckovi¢ 2010). Ekstrakti C. erythraea su bogat izvor makro- i mikroelemenata, pre svega K, Ca,
Mg, P, Na, Zn, Si, S i Fe. U disertaciji, odredivana je koncentracija Ag, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn, Si, P i S u dva razli¢ita eckstrakta C. erythraea (UE/aEtOH i
UE/aPPG). Mineralni sadrzaj C. erythraea ekstrakta analiziran je ICP-OES metodom, a rezultati su
prikazani u tabeli 15 (Nikoli¢ i sar., 2023). Oni pokazuju da najvec¢i udeo minerala u ekstraktima C.
erythraea ¢ine esencijalni minerali, ¢iji sastav opada u nizu Ca>K>P>Mg>Na. Iz grupe
makroelemenata (K, Ca, Mg, i Na), najvisi sadrzaj Ca (852,95 pg-cm=) bio je u UE/aPPG ekstraktu,
dok je UE/aEtOH ekstrakt sadrzao samo 3,625 nug-cm™ Ca. Koncentracija Mg (68,85 pg-cm) bila je
najveéa u UE/aPPG ekstraktu, dok je UE/aEtOH ekstrakt sadrzao 25,65 pg-cm™ Mg. Najveée
koncentracije makroelemenata, 852,95 pg-cm™ Ca i 68,85 pg-cm® Mg, prisutne su u UE/aPPG
ekstraktu, dok su koncentracije S (55,825 pg-cm=) i P (322,55 pg-cm?®) veée u UE/aEtOH ekstraktu.
Koncentracija K (270,475 pg-cm™ u UE/aPPG i 461,625 pg-cm™ u UE/aEtOH ekstraktu) je najveca u
svim analiziranim uzorcima. Rezultati su pokazali da su esencijalni minerali najzastupljeniji u
UE/aPPG ekstraktu (Nikoli¢ i sar., 2023).
(144,675 pg-cm?) i detektovan je u UE/aPPG ekstraktu. Teski metali, kao §to su Cu, Zn, Mn i Fe
pripadaju grupi mikroelemenata u tragovima, jer su toksi¢ni u viS§im koncentracijama, a u nizim
koncentracijama neophodni su za rast i razvoj zivih organizama (Petrovic i sar., 2020). Od esencijalnih
minerala, Zn je detektovan u tragovima u svim analiziranim uzorcima C. erythraea, sa sadrzajem koji
se kretao u opsegu od 1,275 pg-cm u UE/aEtOH do 2,0 pg-cm™ u UE/aPPG ekstraktu.

Prisustvo Cu u uzorcima C. erythraea takode je detektovano (0,425 — 0,725 pg-cm™). B je
detektovan samo u UE/aEtOH ekstraktu u koncentraciji od 2,475 pg-cm=. Dobijene vrednosti sadrzaja
Mn bile su u rasponu od 0,175 pg-cm™ u UE/aEtOH do 6,675 pg-cm™ u UE/aPPG ekstraktu. U
UE/aPPG ekstraktu prisutan je i Sr u koncentraciji 9,775 pg-cm™, koji u ljudskom organizmu
zamenjuje Ca zbog sli¢nih karakteristika i moze dovesti do hipokalcemiju. Stabilni oblici Sr mogu biti
korisni i pokazali su se kao pomo¢ u rastu kostiju i povecanju gustine kostiju. Pb je detektovan u malim

koli¢inama u UE/aPPG ekstraktu u koncentraciji 0,45 pg-cm.
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Koncentracija Pb strogo je kontrolisana, a maksimalna dozvoljena koli¢ina Pb je 1 pg-cm
(Serbian regulations, 1992). Ag, Cd, Co, Ni i Tl nisu detektovani u uzorcima. Moze se zakljuciti da
analizirani ekstrakti C. erythraea nisu opasni po ljudsko zdravlje. Sadrzaji minerala ukazuje na kvalitet

ekstrakta C. erythraea poreklom iz Srbije.

Tabela 15 Rezultati analize UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta. Sadrzaj elemenata je prikazan u pg-cm

Naziv elementa Sadrzaj Sadrizaj Naziv Sadrzaj Sadrizaj
(#g-cm) (eg-cm?®)  elementa (#g-cm) (ng-cm)
UE/aEtOH UE/aPPG UE/aEtOH UE/aPPG
Ag 0 0 Mn 0,175 6,675
B 2,475 0 Na 47,3 36,875
Ca 3,625 852,95 Ni 0 0
Cd, Co 0 0 Pb 0 0,45
Cr 0 0,05 Sr 0,675 9,775
Cu 0,425 0,725 Tl 0 0
Fe 0,1 144,675 Zn 1,275 2
K 461,625 270,475 Si 2,375 14,35
Li 0,125 0,25 P 322,55 202,875
Mg 25,65 68,85 S 55,825 52,975

Zahvaljujucéi prisustvu minerala, ki¢ica ima remineralizuju¢e dejstvo 1 njena upotreba moze biti
korisna kod osteoartritisa i osteoporoze. Ca igra vaznu ulogu u mnogim regulatornim procesima, kao
§to je odrzavanje normalnog sréanog ritma, lu¢enje hormona, kontrakcija misica i aktivacija enzima.
Nedostatak Ca u telu moze dovesti do osteoporoze, bolesti koja se uglavnom javlja zbog nedovoljnog
unosa Ca u mladosti (Zamberlin i sar., 2012). P, Mn i Sr su takode veoma vazne strukturne
komponente kostiju, povec¢avaju gustinu kostiju i smanjuju prelome (Meunier i sar., 2004; Oliveira i
sar., 2012; Zamberlin i sar., 2012). B je esencijalni nutrijent za apsorpciju Ca, Mg i P. B je vazan za
odrZavanje mineralne gustine kostiju 1 ima znacajan uticaj na metabolicke procese, kao $to su artritis 1
osteoporoza (Devirian & Volpe, 2003). K je vazan za odrzavanje acido-bazne ravnoteze i osmotskog
pritiska u telu. Na zajedno sa K ucestvuje u prenosu nervnih impulsa, odrZzava tonus misic¢a i uti¢e na
propustljivost membrane (Barker & Pilbeam, 2015; Veljkovi¢ & Vuckovi¢, 2010). Unos Mg pozitivno
utice na eklampsiju i preeklampsiju, aritmiju, astmu, migrenu i sprecava osteoporozu (Guerrera i sar.,
2009).
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Zn je esencijalni mikroelement za normalno funkcionisanje mozga, kao i za leCenje mentalnih
poremecaja. Zn ima antiaritmicno, antiinflamatorno, antivirusno i imunostimulativno dejstvo
(Veljkovi¢ & Vuckovi¢, 2010). Fe je vazan element u delovanju nekih enzima koji proizvode energiju,
a kao posledica nedostatka Fe nastaju Mikrocitne i hipohromne anemije (Velimirovi¢ i sar., 2013). Cu
je vazan element za proizvodnju hemoglobin ai njegov nedostatak moze izazvati anemiju,
depigmentaciju kose i deformitete kostiju (Zamberlin i sar., 2012).

Poredenjem mineralnog sastava UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakata (tabela 15) i infuzije (tabela
7) C. erythraea, uocavaju se znac¢ajne razlike kada su u pitanju i mikro- i makroelementi. lako infuzija
sadrzi esencijalne minerale poput K, Na, Mg, P i S, ona ne sadrzi Ca i Fe, koji su prisutni u znatno
veéim koncentracijama u ekstraktima, narocito onog dobijenog ekstrakcijom UE/aPPG sistema. Kod
infuzije su primetne nize koncentracije mikroelemenata (Zn i Cu), Sto kod ekstrakata nije slucaj.
Narodito je prisutna visoka koncentracija Ca, Mg i Fe kod UE/aPPG ekstrakta (852,95 pg-cm, 68,85
ug-cm3, i 144,675 pg-cm?3, respektivno). Ekstrakt UE/aEtOH, ne samo $to sadrzi najveée
koncentracije S i P, ve¢ jedini u sastavu ima B. On znacajno doprinosi apsorpciji Ca, Mg i P, korisnih
za zdravlje kostiju, ukoliko je naravno prisutan u dozvoljenim koncentracijama, a $to je ovde i slucaj.

Rezultati ove analize ukazuju da ekstrakti sadrze veée koli¢ine esencijalnih minerala i imaju
vedi nutritivni potencijal u poredenju sa infuzijom, §to ih ¢ini pogodnijim za primenu u farmaceutskim i

kozmeti¢kim proizvodima.

4.6 Razlike u efikasnosti ekstrakcije izmedu UE/aEtOH i UE/aPPG sistema

Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala je proces koji se odvija na povrsini
izmedu C¢vrste i tecne faze i obuhvata prenos mase iz biljnog materijala u rastvara¢, rastvaranje
bioaktivnih jedinjenja u odabranom rastvaracu ili sistemu rastvaraca (zbog slinog polariteta) 1
hemijske interakcije izmedu bioaktivnih jedinjenja i1 odabranog rastvaraCa ili sistema rastvaraca
(Vasyliev i sar., 2022). Faktori koji uticu na efikasnost ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja su hemijski
sastav prilagodenog sistema rastvaraca i hemijska struktura ciljanih bioaktivnih jedinjenja (Ivanovi¢ i
sar., 2021). Najprikladniji rastvarac ili sistem rastvaraca Se bira na osnovu specifi¢nog slucaja.

Mehanizam za poboljsanje ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja iz razliitih biljnih materijala je
komplikovan i ukljucuje visestruke fizi¢ko-hemijske procese. Veci stepen ekstrakcije bioaktivnih
fenolnih jedinjenja sa sistemom rastvaraca je u korelaciji sa H-vezuju¢im interakcijama koje se

odvijaju izmedu molekula sistema rastvaraca i ciljanih bioaktivnih jedinjenja (Vasyliev i sar., 2022).
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Sto su specifi¢nije hemijske grupe prisutne u komponentama sistema rastvaraca, to je veéi stepen H-
vezivnih interakcija.

Difuzija rastvaraca u biljni materijal se povecava sa viSom temperaturom i nizom viskozno$c¢u
rastvaraca. Na 25 °C, EtOH i PPG imaju dinamicku viskoznost 1,074 mPa-s i 40,4 mPa-s, respektivno,
Sto je vise od vrednosti za vodu (0,89 mPa-s) (Lide, 2003).

Izracunata dinamicka viskoznost za optimalne vodene sisteme sa 37% (v/v) EtOH i 38% (v/v)
PPG na 25 °C iznosila je 0,9141 mPa-s i 1,0206 mPa-s, odnosno 2,70% i 14,68% vise u odnosu na
vodu, respektivno. Na prvi pogled, meSanje PPG sa vodom bi negativno uticalo na difuziju zbog
povecanja viskoznosti smese. S druge strane, budu¢i da EtOH i PPG imaju sli¢ne dielektri¢ne konstante
(25,3 pri 20 °C za EtOH i 27,5 pri 30 °C za PPG) (Lide, 2003), oba rastvaraca ¢e smanjiti dielektri¢énu
konstantu ciste vode (80,1 pri 20 °C). Dakle, vodene EtOH i PPG smese ¢e biti manje polarne i
efikasnije za ekstrakciju bioaktivnih polifenolnih jedinjenja iz biljnog materijala (Karakashov i sar.,
2015).

4.7 Evaluacija i uporedivanje predloZenih metodologija UE

Prilikom projektovanja novog postupka za budu¢u primenu na industrijskom nivou, posebno za
proizvodnju farmaceutskih, kozmetickih i prehrambenih proizvoda, potrebno je odrediti i troskove
proizvodnje 1 njen uticaj na Zivotnu sredinu. Stoga se energetske potrebe 1 uticaj na Zivotnu sredinu
predlozenih postupaka sa UE/aPPG i UE/aEtOH sistemima uporeduju prema specificnim faktorima,
navedenim u tabeli 16 (Nikoli¢ i sar., 2023).

Zbog slicnog vremena ekstrakcije, razlika od 0,005 kW-h u ukupnoj potrosnji elektricne
energije moZe se smatrati zanemarljivom. Sto se ti¢e uticaja na Zivotnu sredinu, izratunata koli¢ina
emitovanog CO> u atmosferi bila je niska za oba postupka. Pored vremena, energetskog i ekoloSkog
uticaja predloZzenih procesa, priroda koriS¢enih rastvaraa takode doprinosi smanjenju troskova
predloZenih tehnologija ekstrakcije. Upotreba destilovane vode umesto dejonizovane vode dodatno
smanjuje trosSkove procesa. UE/aEtOH sistem zahteva vecu koli¢inu vode i neSto viSu radnu
temperaturu. Medutim, EtOH i PPG su jeftini, netoksi¢ni, ekoloski prihvatljivi i biorazgradivi
rastvaraci koji se Cesto koriste u razli¢itim farmaceutskim, kozmetickim i prehrambenim proizvodima.
Njihova upotreba ne zahteva dodatni proces separacije od Cvrste matrice pre dalje primene, ¢ime se
doprinosi ustedi energije nakon skaliranja procesa (Nikoli¢ i sar., 2023).

Oba predlozena postupka UE su brze, efikasne, Ciste i ekoloski prihvatljive tehnologije za

proizvodnju ekstrakata iz nadzemnih delova kicice, koji sadrze vredna bioaktivna jedinjenja.
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Nakon ekstrakcije, ¢vrsti biljni ostaci bogati nerastvorljivim celuloznim jedinjenjima mogu biti
reciklirani i1 valorizovani kao prekursori biomase za proizvodnju energije, bioetanola, bioloskih
derivata i aditiva u sto¢noj hrani (Rombaut i sar., 2014), ¢ime se uspesno industrijalizuje tehnoloski

proces i povecava profit.

Tabela 16 Poredenje predlozenih metodologija UE

Metoda UE/aPPG UE/aEtOH
Efektivna elektri¢na snaga (W) 150 150
Temperatura ekstrakcije (°C) 49 56
Toplotna provodljivost (kW-K™?) 4,656-10* 4,557-10*
Solvomodul (cm3-g?) 15 15
Potros$nja vremena (min) 22 20
Potrosnja elektri¢ne energije (kW-h) 0,055 0,05
Toplotni kapacitet (kW-h-K™?) 1,707-10* 1,519-10*
Masa sistema rastvaraca (g) po g p.m. 15,189 13,814
Masa organskog rastvaraca (g) po g p.m. 5,906 4,381
Masa vode (g) po g p.m. 9,283 9,433
Specifi¢ni toplotni kapacitet (kW-h-kg™*-K™) 11,238-10°3 10,996-10°3
Uticaj na zivotnu sredinu, Ecoz (g CO2) 44 40

SUP u ekstraktu (mg GKE/g s.m.) 41,6 41,3

SUP u ekstraktu po kW-h 756,37 826

(mg GKE/g s.m./kW-h)

SUP u ekstraktu po kW-h-K 2,35 2,51

(mg GKE/g s.m./kW-h-K)

Trebalo bi imati na umu da EtOH ima neke nedostatke u vezi sa procesom proizvodnje
(isparavanje i zapaljivost pri viSim temperaturama), dok njegovo prisutvo u finalnim industrijskim
proizvodima mozZe izazvati reakcije iritacije (ocne, dermalne, oralne) kod nekih potroSaca. Osim toga,
neki potroSaci odbijaju da konzumiraju proizvode koji sadrze EtOH iz etickih, verskih i medicinskih
razloga. Konkretno, EtOH proizvodi se ne preporucuju i ¢ak su zabranjeni nekim pacijentima zbog
postoje¢ih medicinskih stanja (npr. bolesti jetre, pankreasa, psihickih i dermalnih poremecaja) i

interakcija sa razlicitim propisanim lekovima (Nikoli¢ i sar., 2023).
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Posto je sistem UE/aPPG zahtevao nizu temperaturu i rezultirao dobijanjem ekstrakta sa visim
SUP i ve¢om raznovrsno$¢u jedinjenja, ovaj postupak se vise preporucuje za buducu industrijsku

upotrebu (Nikoli¢ i sar., 2023).

4.8 Antimikrobna aktivnost UE/aEtOH | UE/aPPG ekstrakta

Antimikrobna aktivnost UE/aPPG i UE/aEtOH ekstrakta nadzemnih delova C. erythraea
analizirana je na sojevima gram-negativnih bakterija (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC, Salmonella enterica ATCC 14028), gram-
pozitivnih bakterija (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923), i jedne vrste
gljivica Candida albicans ATCC 10231. Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata na sojevima
odabranih gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, kao i gljivicama prikazani su u tabeli 17.
Rezultati ukazuju na manji antibakterijski potencijal analiziranih ekstrakata u odnosu na antifungalnu
aktivnost ekstrakata. Najosetljivija bakterijska vrsta je P. aeruginosa ATCC 27853 na UE/aPPG
ekstrakt sa MIK od 2,5 mg-cm. UE/aPPG ekstrakt C. erythraea sa MIK od 1,25 mg-cm™ deluje
antifungalno protiv C. albicans, dok UE/aEtOH ekstrakt ima jaCe antifungalno dejstvo sa
koncentracijom od 0,625 mg-cm™. Dobijeni rezultati se delimi¢no poklapaju sa rezultatima drugih
istrazivaca. Metanolni ekstrakti nadzemnih delova C. erythraea u koncentraciji od 0,10 mg-cm do
0,40 mg-cm™ pokazuje snazno antifungalno dejstvo prema kvascu C. albicans i antibakterijsko dejstvo
u odnosu na E. coli (MIK i MBK od 0,10 mg-cm do 0,20 mg-cm®) (Siler i sar., 2014).

Tabela 17 Rezultati animikrobnog testiranja ekstrakata UE/aPPG i UE/aEtOH

Testirani ekstrakti UE/aPPG 10 mg-cm® UE/aEtOH 10 mg-cm
Testirani mikroorganizmi MIK* MMK MIK MMK

B. subtilis ATCC 6633 5 >5 >5 >5
S. aureus ATCC 25923 5 >5 >5 >5
P. mirabilis ATCC 5 5 >5 >5
P. aeruginosa ATCC 27853 2,5 >5 5 >5
E. coli ATCC 25922 5 5 >5 >5
S. enterica ATCC 14028 >5 >5 >5 >5
C. albicans ATCC 10231 1,25 5 0,625 5

*MIK — minimalna inhibitorna koncentracija; MMK — minimalna mikrobicidna koncentracija
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Inhibiciona aktivnost metanolnog, n-heksanskog ekstrakta i etil acetathog ekstrakta C.
erythraea sa severozapada Maroka, je znacajna (zona inhibicije > 14 mm) u odnosu na analizirane
sojeve (S. aureus, E. coli, L. monocytogenes i P. aeruginosa). Vrednosti MIK i MBK su u opsegu od
0,25 mg-cm™ do 8,00 mg-cm?, pri ¢emu je E. coli najotporniji soj u odnosu na sve analizirane
strane, nehidrolizovani i hidrolizovani metanolni ekstrakti C. erythraea pokazuju znacajnu aktivnost
prema testiranim bakterijama (S. aureus ATCC 6538, Bacillus cereus, L. monocytogenes NCTC 7973,
Micrococcus flavus ATCC 10240, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 35210, S. typhimurium
ATCC 13311, Enterobacter cloacae) i gljivicama (Aspergillus fumigatus ATCC 9197, A. versicolor
ATCC 11730, A. ochraceus ATCC 12066, A. niger ATCC 6275, Trichoderma viride 1AM 5061,
Penicillium funiculosum ATCC 36839, P. ochrochloron ATCC 9112 i P. verrucosum). Aktivnost je
priblizna onoj koju pokazuju komercijalni fungicidi (ketokonazol i bifonazol) i antibiotici (streptomicin
i ampicilin). MIK vrednosti metanolnih ekstrakata C. erythraea su u opsegu od 0,125 mg-cm do 0,300
mg-cm3, dok je MBK u opsegu od 0,250 mg-cm™ do 0,450 mg-cm™ (Bozunovi¢ i sar., 2018).

Vrednosti dobijene za aktivnost ovih ekstrakata su neso bolje od rezultata koji su dobijeni za
UE/aPPG i UE/aEtOH ekstrakt, ali su svakako sa aspekta ,zelene” hemije, mnogo povoljniji i
bezbedniji. U svakom sluéaju, dobijene MIK i MMK vrednosti, ukazuju i na to da C. erythraea moze
da podrzi endogene odbrambene mehanizme i aktivno ucestvuje u zastiti ljudskog organizma od

patogenih bakterija i gljivica.

4.9 Antiradikalska aktivnost UE/aEtOH | UE/aPPG ekstrakta

Ekstrakti nadzemnih delova C. erythraea pokazuju antioksidativnu aktivnost, koja je
prvenstveno posledica prisustva flavonoida i fenola. Ove klase jedinjenja imaju sposobnost da doniraju
atome vodonika, vrse neutralizaciju i sprecavaju proizvodnju novih slobodnih radikala, odlazu reakcije
oksidativnog stresa, ¢ime smanjuju rizik od razvoja degenerativnih bolesti i poboljSavaju opste zdravlje
organizma (Bouyahya i sar., 2017; Valentéo i sar., 2003).

Antiradikalska aktivnost UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta nadzemnih delova C. erythraea i
sintetiCkog antioksidansa BHT odredena je primenom DPPH testa. Zavisnost stepena neutralizacije
DPPH radikala od koncentracije ekstrakata i BHT kao pozitivne kontrole prikazana je na slikama 26 —

28. Slike ilustruju neutralisanje DPPH radikala sa porastom koncentracije ekstrakata.
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Koncentracija koja je neophodna za redukciju 50% od pocetne koncentracije DPPH radikala
naziva se efektivna koncentracija (ECso) (Brand-Wiliams i sar., 1995). Recipro¢na vrednost efektivne
koncentracije predstavlja antiradikalsku snagu (antiradical power) (ARP=1/ECso) (Mishra i sar.,
2012). ECso vrednosti oba ekstrakta i sintetskog antioksidansa BHT prikazani su u tabeli 18.

Tabela 18 ECso vrednosti uzoraka UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta ki¢ice dobijenih primenom DPPH

testa
Uzorak ECso, mg-cm
UE/aEtOH ekstrakt 0,61 +£0,001
UE/aPPG ekstrakt 0,43 +£ 0,061
Sintetski antioksidans
BHT 0,32 + 0,022
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Slika 26 Zavisnost stepena neutralizacije DPPH radikala od koncentracije UE/aEtOH ekstrakta kicice

Na osnovu ECsp vrednosti, moze se zakljuciti da UE/aPPG ekstrakt ima bolju antiradikalsku
aktivnost u odnosu na UE/aEtOH ekstrakt. Sintetsko jedinjenja BHT pokazalo je bolju antiradikalsku
aktivnost od analiziranih uzoraka.

Trifunovié¢-Momcilov i sar. (2019) testirali su potencijalnu antiradikalsku aktivnost metanolnog
ekstrakta C. erythraea na osnovu sposobnosti uklanjanja stabilnin DPPH radikala. Rezultati pokazuju
da koncentracija metanolog ekstrakata od ICso = 0,65 mg-cm™ sposobna da inhibira 50% podetne
koncentracije DPPH radikala.
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Slika 27 Zavisnost stepena neutralizacije DPPH radikala od koncentracije UE/aPPG ekstrakta kicice
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Slika 28 Zavisnost stepena neutralizacije DPPH radikala od koncentracije BHT

Merghem i Dahamna (2020) su odredivali antiradikalsku aktivnost metanolnog i vodenog
ekstrakta C. erythraea. Rezultati DPPH testa pokazali su snaznu antiradikalsku aktivnost sa vrlo

sliénim ICso za metanolni (ICso = 0,232 + 0,002 mg-cm=) i vodeni ekstrakt (ICso = 0,208 + 0,002
mg-cm’S).
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Iako je metanolni ekstrakt pokazao veéu redukcionu sposobnost (ICso = 0,35 + 0,066 mg-cm)
u poredenju sa vodenim ekstraktom (ICso = 1,31 + 0,047 mg-cm™), treba imati u vidu da je metanol
proizvodima. Valentdo i sar. (2001) su ukazali na efikasnu antiradikalsku aktivnost liofilizovane
infuzije cvetnih vrhova biljke C. erythraea, koja je uspes$no uklonila superoksidne jone (O¢7), sa ICso
vrednoséu 22,8 pg-cm,

Bouyahya i sar. (2017) istrazivali su antiradikalsku aktivnost ekstrakata (metanolni, etanolni, n-
heksanski i etil acetatni) C. erythraea primenom DPPH testa. Rezultati eksperimenta pokazuju da je n-
heksanski ekstrakt ispoljio statisticki znac¢ajnu sposobnost uklanjanja DPPH radikala, sa vrednos¢u ICso
od 49,54 + 2,43 mg-cm3. Sledeéi po efikasnosti je metanolni ekstrakt sa ICso vrednoséu od 58,34 +
2,86 mg-cm, dok su etil acetatni i etanolni ekstrakt (ICso = 382,25 + 5,59 mg-cm™) pokazali nizu
antiradikalsku aktivnost.

UE/aPPG ekstrakt je pokazao slicnu antiradikalsku aktivnost kao sintetski antioksidans, pa
potencijalno moze biti koriS¢en kao njegova zamena. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da je ECso vrednost ekstrakata ve¢a od one odredene za BHT, Sto ukazuje na to da ekstrakti imaju
manju antiradikalsku aktivnost od sintetskog antioksidansa. lako slabiji, antiradikalski potencijal nije
zanemarljiv, tako da se moze preporuciti konzumiranje pripremljenih ekstrakata u cilju smanjenja

slobodnih radikala u organizmu, koji su odgovorni za mnoge bolesti kod ljudi.

4.10 Fotoliza UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta pod uticajem UV-A zracenja

UV zracenje predstavlja samo mali deo spektra elektromagnetnog zracenja i deli se na tri glavna
tipa na osnovu talasnih duzina: UV-C (200 nm — 290 nm), UV-B (290 nm — 320 nm) i UV-A (320 nm
— 400 nm). UV zraCenje se smatra glavnim etioloskim faktorom za veliki broj slucajeva kancera koze,
opekotina od sunca i oksidativnog stresa.

Hroni¢no izlaganje ljudske koZe sunéevom UV zracenju je klju¢ni faktor odgovoran za foto-
starenje. UV-A zraCenje, talasne duzine Amax = 320 nm — 400 nm, nanosi ozbiljna oStecenja ljudskoj
kozi. UV-A zracenje prodire dublje u dermis, izaziva proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika koje
uzrokuju oksidativni stres, upalu i razgradnju kolagena i elasticnih vlakana kao i oSte¢enje DNK. Iz

ovih razloga, uloga fotozastite je od sustinskog znacaja za sprecavanje kancera koze i drugih nezeljenih

efekata (Radice i sar., 2016).
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Antioksidativni efekat predstavlja kljuéni mehanizam fotoprotektivne aktivnosti biljnih
ekstrakata, pri ¢emu fenoli, polifenoli i flavonoidi ¢ine bogat izvor prirodnih antioksidanasa (Radice |
sar., 2016), i pokazali su se obeCavaju¢im u ublazavanju Stetnih efekata UV zracenja zahvaljujuci
njihovoj sposobnosti smanjenja oksidativnog stresa, modulacije inflamatornih procesa i prevencije
oSte¢enja DNK (Shubayr, 2023). Formulacije sa antioksidativnim ekstraktima doprinose povecanoj
fotoprotekciji in vivo, ¢ime se pokazuje potencijalna efikasnost u zastiti koze od UV zracenja
(Michalak, 2022; Radice i sar., 2016). Uprkos korisnim efektima na zdravlje koZe i usporavanje
procesa starenja, ovi biljni ekstrakti mogu takode predstavljati rizike, posebno u pogledu njihove
fotostabilnosti i potencijalne fototoksi¢nosti (Hoang i sar., 2021).

Fotostabilnost biljnih ekstrakata se odnosi na njihovu sposobnost da zadrze svoju hemijsku
strukturu i aktivnost kada su izlozeni svetlu, toploti, kiseoniku, pH vrednosti ili interakcijama sa
drugim sastojcima. Fotostabilnost biljnih ekstrakata je vazna za njihovu efikasnost i bezbednost, jer
nestabilne supstance mogu izgubiti svoju aktivnost, generisati reaktivne vrste ili formirati toksi¢na ili
alergena jedinjenja. Fototoksi¢nost biljnih ekstrakata se odnosi na njihovu sposobnost da izazovu
oste¢enje koze kada su izloZeni svetlu. Fototoksi¢nost se moze manifestovati kao eritem, edem,
stvaranje plikova, pigmentacija ili inflamacija (Shubayr, 2023).

Prirodni proizvodi igraju znacajnu ulogu u fotoprotekciji, uz brojne studije koje potvrduju
njihovu efikasnost. lako sunéevo zracenje ima pozitivne efekte na zdravlje, prekomerno izlaganje UV
zracima moze uzrokovati opekotine, starenje koze, osteCenje DNK 1 povecati rizik od karcinoma koze.
Danasnje formulacije za zaStitu od sunca zahtevaju kombinaciju apsorpcije UV zracenja,
antioksidativnih svojstava i drugih zastitnih mehanizama, uz nisku toksi¢nost. Brojni biljni ekstrakti
pokazali su UV apsorpciju, antiinflamatorne i antioksidativne efekte, §to ih ¢ini perspektivnim za
bezbednu fotoprotekciju (Radice i sar., 2016).

UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakt nadzemnih delova C. erythraea su zraceni UV-A lampom,
talasne duzine Amax = 350 nm. Ekstrakti su konstantno zra¢eni u odgovaraju¢im vremenskim
intervalima, koji su definisani u odnosu na promenu apsorbancije. Promene apsorbancije u funkciji od
vremena, na odgovaraju¢im talasnim duzinama i kineticka zavisnost InA u funkciji od vremena
zrac¢enja data je na slikama 29 1 30, a vrednost konstante brzine degradacije uzoraka praceno preko
smanjenja maksimuma apsorbancije na talasnim duzinama 4 = 240 nm i A = 354 nm za UE/aEtOH, i
A=237nmi =352 nm za UE/aPPG ekstrakt data je u tabeli 19.
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zracenja 240 nm (Az40nm); d) Promena apsorbancije na talasnoj duzini 354 nm (Assanm) U Zavisnosti od vremena

UV-A ozracivanja (tir.) i €) Kineticka zavisnost InA u funkciji od vremena zracenja 354 nm (Aass nm)
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Tabela 19 Konstante brzine degradacije UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta pracene smanjenjem maksimuma
apsorbancije na odgovaraju¢im talasnim duzinama

Ekstrakt Talasna duzina (nm) Konstanta brzine Faktor fitovanja
degradacije (min?) R
UE/aEtOH 240 —0,00342 0,98961
354 -0,0109 0,99433
UE/aPPG 237 -0,00317 0,97583
352 -0,0118 0,98721

Promena apsorpcionog spektra UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakta ukazuje na slican mehanizam
degradacije molekula tokom ozra¢ivanja UV-A lampom, s obzirom da se kod oba ekstrakta vrsi
ireverzibilna degradacija indukovana UV-A svetlos¢u (Amax = 350 nm) na $ta ukazuje smanjenje
apsorbancije sa maksimuma na A = 240 nm i 1 = 354 nm za UE/aEtOH, i A = 237 nm i 1 = 352 nm za
UE/aPPG ekstrakt, $to znaci da svetlost ove talasne duZine naruSava hromoforu odgovornu za
apsorpciju u ovom delu UV spektra i dovodi do degradacije molekula.

Kako bi se uporedila stabilnost jedinjenja, izvrSeno je linearno fitovanje zavisnosti InA
vrednosti (A = 240 nm i 4 = 354 nm za UE/aEtOH, i A = 237 nm i 4 = 352 nm za UE/aPPG ekstrakt) i
vremena ozra¢ivanja do 30 min. Veca konstanta brzine degradacije ukazuje na vecu stabilnost uzorka i
sporiji proces degradacije. 1z ovoga se moze zakljuCiti da oba ekstrakta pokazuju vecu brzinu
degradacije i stabilniji su na vi§im talasnim duZinama (1 = 354 nm za UE/aEtOH i 4 = 352 nm za
UE/aPPG).

UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakti C. erythraea pokazuju znacajan potencijal kao sastojci u
formulacijama za UV zastitu koze. C. erythraea je bogata fenolima, polifenolima i flavonoidima, koji
pokazuju snaznu antioksidativnu aktivnost. Ova jedinjenja neutralizuju slobodne radikale nastale usled
UV zracenja, ¢ime se smanjuje oksidativni stres i spreCava osteCenje koze. Uvodenje UE/aEtOH i
UE/aPPG ekstrakata u postoje¢e UV zaStitne formulacije moZe unaprediti efikasnost preparata, ¢ineci
ih prirodnijom alternativom sintetickim UV filterima. Integracija ovih biljnih antioksidanasa doprinosi
ne samo boljoj zastiti koze, ve¢ 1 njenoj regeneraciji, poboljSanju elasti¢nosti i hidrataciji nakon
izlaganja suncu. Time se otvara moguc¢nost za razvoj naprednijih i sigurnijih proizvoda u oblasti zastite

koze, koji istovremeno smanjuju upotrebu sintetickih UV filtera.
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5. ZAKLJUCAK

U cilju sagledavanja moguénosti primene ,zelenih® postupaka i organskih rastvaraca,
projektovana su dva ekoloski prihvatljiva protokola za ekstrakciju korisnih bioaktivnih jedinjenja iz
nadzemnih delova kicice (C. erythraea Rafn, Gentianaceae) primenom UE koris¢enjem vodenih
,»zelenih™ organskih rastvaraca (EtOH i PPG). Za poredenje pozitivnih efekata ultrazvuka i ,,zelenih®
organskih rastvarata u procesu ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja izvrSeno je poredenje prinosa
ekstrakata (UE/aPPG i UE/aEtOH) i infuzije. U cilju testiranja karakteristika infuzije i ekstrakata kicice
odredivan je SUP, antiradikalska aktivnost primenom DPPH testa i antimikrobna aktivnost
mikrodilucionom metodom. Za potrebe analize koris¢eni su nadzemni delovi ki¢ice ubrani sa podrucja
Stare planine u fazi cvetanja. Kao rastvaraci koris¢eni su PPG, EtOH i destilovana voda.

U ovoj doktorskoj disertaciji na osnovu sprovedenih analiza mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

e Identifikacija bioaktivnih komponenti u infuziji C. erythraea, izvrSena je pomo¢u UHPLC-
DAD-MS/MS analize. Infuzija sadrzi sekoiridoidne glikozide, fenole, ksantone i njihove
derivate, kiseline, poput limunske, 3- ili 4-hidroksi-2-oksoglutarne, siringinske, i 5-O-
kafeoilhinske, kao i derivate cimetne i kaftarinske kiseline. Rezultati UHPLC-DAD-MS/MS
analize pokazuju da se infuzija C. erythraea moze preporuciti kao dobar izvor bioaktivnih
jedinjenja i bio-antioksidanasa sa potencijalnim lekovitim dejstvom. Sva identifikovana
jedinjenja obecavaju dobar kvalitet ¢aja kicice.

e Infuzija C. erythraea je bogat izvor makro- i mikroelemenata. Sadrzaj minerala Ag, B, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn, Si, P i S u infuziji ki¢ice, odreden je ICP-
OES metodom. Najzastupljeniji makroelementi su K (92,35 ug-cm?®) i P (69,775  ug-cm™),
dok je Si (3,375 ug-cm) kao microelement prisutan u najveéoj koncentraciji. Od teskih metala
(Cu, Zn i Pb) najzastupljeniji je Zn (2,675 ug-cm).

e UHPLC-DAD-MS/MS i ICP-OES analiza infuzije C. erythraea, je pokazala znacajan bioloski
potencijal biljke, u smislu identifikovanih bioaktivnih jedinjenja i minerala. Ovo je bila i
polazna tacka za dalji eksperimentalni rad, u cilju poboljSanja ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja
iz kic¢ice. Kako bi se to postiglo, izvrSena je optimizacija uslova UE polarnijim sistemima
rastvaraca, EtOH/voda i PPG/voda. Za modelovanje UE/aEtOH i UE/aPPG sistema korisc¢ena je
RSM =zasnovana na BBD, koja omogucava analizu uticaja viSe faktora istovremeno 1

identifikaciju optimalnih uslova ekstrakcije.
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Metodom numericke optimizacije dobijeni su slede¢i optimalni uslovi i to za sistem
UE/aEtOH: solvomodul 15 cm®-g%, 37% (v/v) EtOH, temperatura ekstrakcije 56 °C i vreme
ekstrakcije 20 min. Pri datim uslovima predvidena i eksperimentalno dobijena vrednost SUP
iznosila je 4,11 g GKE/100 g s.m. i 4,13 + 0,02 g GKE/100 g s.m., respektivno. Sto se tide
sistema UE/aPPG, dobijeni su slede¢i optimalni uslovi: solvomodul 15 cm®.g2, 38% (v/v)
PPG, temperatura ekstrakcije 49 °C i vreme ekstrakcije 22 min, obezbedujuci predvideni i
eksperimentalno dobijeni SUP 4,12 g GKE/100 g s.m. i 4,16 + 0,04 g GKE/100 g s.m.,
respektivno. Validacioni skupovi podataka koris¢eni su kako bi se potvrdila sposobnost
predvidanja SUP koris¢enjem predlozenih regresionih modela. Primeéene su male razlike
izmedu eksperimentalno dobijenih i predvidenih vrednosti SUP, tako da se regresioni
modeli mogu smatrati adekvatnim za predvidanje SUP.

Na osnovu ANOVA testa i analize regresionih koeficijenata u polinomnoj jednacini (sistem
UE/aEtOH) primec¢eno je da su i vreme ekstrakcije i solvomodul imali pozitivan uticaj na
SUP, dok su koncentracija EtOH i temperatura ekstrakcije imali negativne efekte na SUP. U
polinomnoj jednacini za sistem UE/aPPG, pozitivne efekte na SUP imali su koncentracija
PPG, solvomodul i temperatura ekstrakcije, dok je vreme ekstrakcije negativno uticalo na
SUP. Niza temperatura ekstrakcije i krace vreme ekstrakcije obezbedili su visok SUP u oba
ekstrakta. Blaga prednost koris¢enja PPG kao rastvaraca je ta da se moze direktno ukljuciti
u razli¢ite kozmeticke i farmaceutske proizvode.

Prema UHPLC-DAD-MS/MS analizi, klju¢ni bioaktivni sastojci U oba ekstrakta (UE/aPPG
i UE/aEtOH) su organske kiseline i njihovi derivati, flavanoli, ksantoni i sekoiridoidni
glikozidi. UE/aPPG i UE/aEtOH ekstrakti sadrze vecu raznolikost bioaktivnih jedinjenja (42
jedinjenja u UE/aEtOH, 45 jedinjenja u UE/aPPG) nego infuzija (32 jedinjenja). Razlog za
ovo moze biti veca sposobnost ekstraktanta (EtOH i PPG) da UE metodom ekstrahuju
bioaktivna jedinjenja u poredenju sa vodom koris¢enom za pripremu infuzije. Zahvaljujuéi
Sirokom spektru identifikovanih jedinjenja, ekstrakti UE/aEtOH i UE/aPPG se mogu
primenjivati u farmaceutskoj, kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, kao prirodne
komponente, dodaci 1 konzervansi u razli¢itim proizvodima.

Infuzija, s druge strane, moze biti lakSa za pripremu i koristi se kao prirodni napitak Kkoji
sadrzi antioksidativne i1 antiinflamatorne komponente, §to je ¢ini pogodnom za svakodnevnu

upotrebu radi poboljSanja zdravlja.
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Mineralni sadrzaj C. erythraea odreden je ICP-OES metodom. Koncentracija K je bila
najveéa u oba analizirana uzorka (461,625 ug-cm™ u UE/aEtOH i 270,475 ug-cm™ u
UE/aPPG ekstraktu). Najvece koncentracije makroelemenata Ca (852,95 ug-cm?) i Mg
(68,85 ug-cm) i mikroelementa Fe (144,675 png-cm™) utvrdene su u ekstraktu PPG, dok su
koncentracije S (55,825 ug-cm™) i P (322,55 pg-cm) bile veée u ekstraktu EtOH. Sadrzaj
minerala pokazuje da oba ekstrakta C. erythraea poseduju znacajan kvalitet, Sto implicira
njihovu moguéu primenu u razlicitim farmaceutskim 1 kozmetickim proizvodima.
Poredenjem mineralnog sastava UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakata i infuzije C. erythraea,
uocavaju se znacajne razlike, kada su u pitanju mikro- i makroelementi. Iako infuzija sadrzi
esencijalne minerale poput K, Na, Mg, P i S, ona ne sadrzi Ca i Fe, koji su prisutni u znatno
ve¢im koncentracijama u ekstraktima, naro¢ito onog dobijenog ekstrakcijom UE/aPPG
sistema. Kod infuzije su primetne nize koncentracije mikroelemenata (Zn i Cu), Sto kod
ckstrakata nije slu¢aj. Narodito je prisutna visoka koncentracija Ca, Mg i Fe kod UE/aPPG
ekstrakta. Ekstrakt UE/aEtOH, ne samo §to sadrzi najvece koncentracije S i P, ve¢ jedini u
sastavu ima B. Ovi podaci ukazuju na to da ekstrakti sadrze vece koli¢ine esencijalnih
minerala 1 imaju ve¢i nutritivni potencijal u poredenju sa infuzijom, $to ih ¢ini pogodnijim
za primenu u farmaceutskim i kozmetickim proizvodima.

Prilikom projektovanja postupka za buducu primenu na industrijskom nivou, posebno za
proizvodnju farmaceutskih, kozmetic¢kih i prehrambenih proizvoda, potrebno je odrediti i
troSkove proizvodnje i proceniti njen uticaj na Zivotnu sredinu. Predlozeni postupci UE su
brze, efikasne, Ciste 1 ekoloski prihvatljive tehnologije za proizvodnju ekstrakata iz
nadzemnih delova kigice, bogatih bioaktivnim jedinjenjima. Cvrsti biljni ostaci nakon
ekstrakcije mogu se reciklirati i valorizovati, i koristiti za proizvodnju energije, bioetanola,
bioloskih derivata i aditiva u sto¢noj hrani, ¢ime se optimizuje proces i povecava profit.
Treba uzeti u obzir da EtOH ima neke nedostatke poput isparavanja i zapaljivosti, kao i
mogucih iritacija kod potroSaca.

Posto je sistem UE/aPPG zahtevao nizu temperaturu i dao ekstrakt sa visim SUP i ve¢om
raznovrsnoscu jedinjenja, ovaj postupak se vise preporucuje za buducu industrijsku
upotrebu.

Mikrodilucionom metodom odredena je antimikrobna aktivnost UE/aPPG i UE/aEtOH
ekstrakata nadzemnih delova C. erythraea na sojevima razli¢itih bakterija i jedne vrste

gljivica. Rezultati pokazuju slabiji antibakterijski, ali znacajan antifungalni potencijal
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ekstrakata. Najosetljivija bakterijska vrsta je P. aeruginosa ATCC 27853 na UE/aPPG
ekstrakt sa MIK 2,5 mg-cm, dok je UE/aEtOH ekstrakt imao najjace antifungalno dejstvo
protiv C. albicans ATCC 10231 (MIK 0,625 mg-cm). Dobijene MIK i MMK vrednosti
ukazuju i na to da C. erythraea moze da podrzi endogene odbrambene mehanizme i aktivno
ucestvuje u zastiti l[judskog organizma od patogenih bakterija i gljivica.

e Ekstrakti UE/aEtOH i UE/aPPG nadzemnih delova C. erythraea pokazuju antiradiokalsku
aktivnost, koja je prvenstveno posledica prisustva flavonoida i fenola. Antiradikalska
aktivnost ekstrakata i sintetiCkog antioksidansa BHT odredena je primenom DPPH testa. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuCiti da ekstrakti imaju manji antiradikalski
potencijal od sintetskog antioksidansa, ali i da UE/aPPG ekstrakt ima bolju antiradikalsku
aktivnost u odnosu na UE/aEtOH ekstrakt. Dobijeni rezultati preporuc¢uju konzumiranje
pripremljenih ekstrakata u cilju smanjenja slobodnih radikala u organizmu, koji su
odgovorni za mnoge bolesti kod ljudi.

e UE/aEtOH i UE/aPPG ekstrakti nadzemnih delova C. erythraea su zraceni UV-A lampom
(Amax = 350 nm) i pokazali su slican mehanizam degradacije molekula, $to se vidi kroz
smanjenje apsorbancije sa maksimuma na A = 240 nm i A = 354 nm za UE/aEtOH, i 1 = 237
nm i A = 352 nm za UE/aPPG ekstrakt. Ekstrakti su bogati antioksidansima (fenoli,
polifenoli, flavonoidi), koji neutralizuju slobodne radikale, smanjuju oksidativni stres 1 Stite
kozu od UV oste¢enja. Njihova primena u UV zastitnim formulacijama moze povecati
efikasnost proizvoda, smanjiti upotrebu sintetickih filtera i doprineti regeneraciji, hidrataciji
i elasti¢nosti koze. Time se otvara moguénost za razvoj naprednijih i sigurnijih proizvoda u
oblasti zastite koze, koji istovremeno smanjuju upotrebu sintetickih UV filtera.

UE jedna je od obecavajucih metoda za ekstrakciju biljnih bioaktivnih jedinjenja i prihvacena je

kao tehnika ,zelene* ekstrakcije zbog svoje visoke efikasnosti uz manju potro$nju rastvarafa i
vremena, kao i zbog pogodnosti za termoosetljiva jedinjenja, a $to rezultati disertacije i pokazuju.
Dobijeni ekstrakti se mogu koristiti u razli¢itim proizvodima kao prirodni aktivni sastojci. Protokoli
ekstrakcije ¢e omoguciti jednostavan prenos na proizvodnju veéeg obima i dalju upotrebu u razli¢itim

industrijama, posebno osiguravajuci Cistiju proizvodnju sa smanjenim uticajem na zivotnu sredinu.
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H3zjasa 1.

N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBibyjem na je JOKTOpCKa IucepTaldja, o1 HacJIOBOM:

OIITUMM3AIINJA ITOCTYIIKA YJITPA3BYYHE EKCTPAKIIMJE BUOAKTUBHUX
JEAULEBA U3 KUYULE (Centaurium erythraea Rafn) BOJJEHUM PACTBOPUMA
ITPOITMJIEH-TJIMKOJIA 1 ETAHOJIA

Koja je ogOpameHa Ha TexHomomkoM ¢akynrety y Jleckosity, YauBep3utera y Humry:
® pE3yJTaT COMCTBCHOT HCTPAXKUBAYKOT PajIa;
e J1a OBY JMCEPTAlUjy, HH Y ICJHHU, HUTH y J€JI0BUMa, HUCAM TPHjaBJbUBANIA HA IPYTUM
(bakynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;
e Jla HHCAM MOBpPE/IJIa ayTOPCKa MpaBa, HUTH 3J10YIOTPeOUsIa HHTEIEKTYalIHy CBOjUHY JAPYTUX

JIM1a.

Jlo3BospaBaM Jia ce o0jaBe MOjU JIMYHM IOJalM, KOJU CY y BE3H ca ayTOPCTBOM U J100MjameM
aKaJIeMCKOT 3Bama JIOKTOpA HaykKa, Kao INTO Cy MME M Ipe3uMe, FOWHA U MECTO pohema M JaTyMm
ol0paHe paja, U To y kartanory bubnuoteke, Jururansom penosutopujymy YHuBepisurera y Humry,

Kao U y myOnukanujama YHuBep3ureta y Humry.

VY Jleckosuy,

[ToTnuc aytopa aucepranuje:

(Banentuna I'. Hukonuh)



H3jasa 2.

N3JABA O HICTOBETHOCTHU EJIEKTPOHCKOI' U ITAMITAHOI' OBJIMKA

JOKTOPCKE JUCEPTALIMJE

Hacnos gucepranuje:

OIITUMM3AIIUJA ITOCTYIIKA VJIITPASBBYYHE EKCTPAKIIMJE BUOAKTUBHUX

JEJAUBEBA U3 KMYULIE (Centaurium erythraea Rafn) BOAJEHUM PACTBOPUMA

HPOITUJIEH-TJIMKOJIA U ETAHOJIA

U3jaBpyjeM na je eneKTpOHCKH OOJNHMK MoOje JOKTOPCKE AMcepTaluje, Kojy caMm Ipenaaia 3a

yHOIIeHe y JIuruTajanu peno3uropujym YHuBep3utera y Huury, ucroBeran mramMnanom oOJIUKY.

VY Jleckosuy,

[ToTnuc ayropa aucepranuje:

(Banentuna I'. Hukomuh)



H3jasa 3.

N3JABA O KOPUIIREBY

Osnamthyjem YHuBep3uTeTcKy 0ubanorexy ,,Hukona Tecna® na y Jurutanau peno3uTopujym

YuuBep3uteTa y Hutry yHece MOjy TOKTOPCKY AUCEPTALIN]y O] HACTIOBOM:

OIITUMM3AIINJA ITOCTYIIKA VJIITPASBBYYHE EKCTPAKIIMJE BUOAKTUBHUX
JEAULEBA U3 KUYHULE (Centaurium erythraea Rafn) BOJEHUM PACTBOPUMA
HPOITUJIEH-TJIMKOJIA U ETAHOJIA

JlucepTanujy ca CBUM IPUIIO3MMA IIpe/ajia caM y eJIEKTPOHCKOM OOJIMKY, TOTOAHOM 3a TPajHO
apXUBUpAIbE.
Mojy IOKTOpPCKY AucepTanyjy, yHery y JMruTamHu peno3utopujyMm YHuBep3urera y Humry,
MOTY KOPHUCTHTH CBU KOjU TOWITYjy ojapende caapkaHe y omaOpaHom tumy jiuneHne Kpeatusne
3ajennuiie (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oJTydrJia.
1. Ayropcteo (CC BY)
. Aytopcto — HekomepijanHo (CC BY-NC)

. AytopctBo — HekomepijainHo — 0e3 npepazae (CC BY-NC-ND)

2
3
4. AyTopcTBO— HeKOMepIHujarHo — aenuty noa uctiuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Ayropcto —6e3 mpepaje (CC BY-ND)

6

. AytopctBo—nenutu non uctuM yciosuma (CC BY-SA)

VY Jleckosuy,

[ToTnuc ayropa aucepranuje:

(Banenrtuna I'. Hukonuh)



