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STABILIZACIJA HLADNO PRESOVANOG SUNCOKRETOVOG ULJA PRIMENOM
ETARSKIH ULJA I EKSTRAKATA ODABRANIH VRSTA
LEKOVITOG I ZACINSKOG BILJA

SAZETAK

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je stabilizacija hladno presovanog
suncokretovog ulja visokog nutritivnog kvaliteta dodatkom etarskih ulja i ekstrakata odabranih
biljnih vrsta familija Lamiaceae i Apiaceae. Visok udeo linolne kiseline u masnokiselinskom
sastavu ¢ini hladno presovano suncokretovo ulje podloznim oksidaciji. Uticaj dodatka etarskih ulja 1
ekstrakata rtanjskog Caja, bosiljka, korijandera, anisa i kima na oksidativnu stabilnost ovog ulja je
odreden primenom viSe testova. Takode, oksidativni status, promena boje i senzorna svojstva
uzoraka sa dodatkom ekstrakata i etarskih ulja su praceni tokom viSemesecnog skladiStenja na
sobnoj temperaturi bez prisustva svetlosti 1 poredeni sa polaznim uzorkom i medusobno.

Etarska ulja su izolovana metodom hidrodestilacije dok su ekstrakti pripremljeni
koris¢enjem 70 % i 96 % rastvora etanola maceracijom pomocu ultrazvuka (UZM) i ekstrakcijom
po Soksletu (SE). Pored karakterizacije etarskih ulja u smislu hemijskog sastava i odredivanja
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u etanolnim ekstraktima, ispitana je i njihova
antioksidativna i antibakterijska aktivnost. Biljke familije Lamiaceae su pokazale veéi
antioksidativni potencijal u odnosu na biljke familije Apiaceae. Sa druge strane, ekstrakti dobijeni
primenom 70 % rastvora etanola su bili bogatiji fenolnim komponentama i ispoljili veci
antioksidativni efekat. Generalno, ekstrakti ispitivanih biljaka u poredenju sa etarskim uljima su
imali izrazeniju antioksidativnu aktivnost i bili ucinkovitiji u smislu odlaganja oksidativnih
promena u ulju, dok su etarska ulja efikasnije inhibirala testirane patogene bakterije.

Rezultati ove disertacije nedvosmisleno potvrduju da ekstrakti odabranih biljaka mogu biti
iskoriS¢eni kao delotvorna, zdrava i ekoloski prihvatljiva zamena sintetickim aditivima. ProduZen
rok trajanja kao i specifiéne senzorne karakteristike aromatizovanih ulja ukazuju i na komercijalni
znacaj sprovedenih istraZivanja.

Kljuéne redi: hladno presovano suncokretovo ulje, oksidativna stabilnost, rtanjski ¢aj, bosiljak,
korijander, anis, kim, etarsko ulje, ekstrakt, rok trajanja

Nauc¢na oblast: Biotehnic¢ke nauke
UZa naucna oblast: Prehrambena tehnologija

UDK broj: 665.347.8:665.52(043.3)



STABILIZATION OF THE COLD PRESSED SUNFLOWER OIL USING ESSENTIAL
OILS AND EXTRACTS OF SELECTED MEDICINAL AND CULINARY HERBS

SUMMARY

The subject of this doctoral thesis was the stabilization of the cold pressed sunflower oil of
high nutritional value using essential oils and extracts of selected plant species of the families
Lamiaceae and Apiaceae. The high content of linoleic acid in its fatty acid content makes the cold
pressed sunflower oil prone to oxidation. The influence of addition of the essential oils and extracts
of savory, basil, coriander, anise and caraway is determined using several assays. Also, oxidation
status, changes in color and sensor properties of the samples with essential oils and extracts were
monitored in the course of several months of storage at room temperature, protected from light and
compared with the original sample and between each other.

Essential oils were obtained by hydrodistillation method while extracts were prepared using
70 % and 96 % ethanol solutions by ultrasonic assisted maceration (UAM) and Soxhlet extraction
(SE). Along with the chemical composition of the essential oils and total phenolic and flavonoid
contents in the ethanolic extracts, their antioxidant and antibacterial activity has been examined.
The tested Lamiaceae displayed higher antioxidant potential compared to the Apiaceae plants. Also,
the 70 % ethanol extracts were richer in phenolic components and exhibited a greater antioxidant
effect. Generally, the extracts of examined plants had a more pronounced antioxidant activity
compared to essential oils and were more effective in terms of delaying oxidative changes in the oil,
whereas the essential oils more efficiently inhibited the tested pathogenic bacteria.

The results of this dissertation unequivocally confirm that the extracts of the selected plants
can be used as an effective, healthy and environmentally acceptable alternative to synthetic
additives. The longer shelf life and the unique sensory properties of the aromatised oils indicate also
the commercial aspect of the conducted research.

Key words: cold-pressed sunflower oil, oxidative stability, savory, basil, coriander, anise, caraway,
essential oil, extract, shelf life.

Scientific field: Biotechnical Sciences
Scientific subfield: Food Technology
UDC number: 665.347.8:665.52(043.3)
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LISTA SKRACENICA

a* — udeo crvene boje (+a*) ili zelene boje (-a*)

Abr — anisidinski broj

Al — aterogeni indeks

ATCC — americka tipska kolekcija kultura (American Type Culture Collection)
b* — udeo zute boje (+b*) ili plave boje (-b*)

BHA — butilhidroksianizol

BHT — butilhidroksitoluol

Bl — indeks posmedivanja (Browning Index)

CFU — broj bakterija koje formiraju kolonije na podlozi

CVS — kompjuterski vizuelni sistem (Computer Vision System)

DMSO — dimetil-sulfoksid

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DSC — diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry)
EDMU - ekstradevicansko maslinovo ulje

EU — etarsko ulje

TFC — sadrzaj flavonoida

FRAP — antioksidativna mo¢ redukcije Fe (III) jona (Ferric Reducing Antioxidant Power)
GAE - ekvivalent galne kiseline

GC-FID — gasna hromatografija sa plameno-jonizuju¢om detekcijom

GC-MS - gasna hromatografija sa masenom spektrofotometrijom

GRAS — opste prihvaceno kao bezbedno (Generally Recognized As Safe)
HDL - lipoprotein visoke gustine (High Density Lipoprotein)

HH — hipoholesterolski/hiperholesterolski indeks

HPLC — te¢na hromatografija visokih performansi

HPMC — HydroxoPerhydroxoMercury(I1) Complex

HPSU — hladno presovano suncokretovo ulje

HPU — hladno presovano ulje

IP — indukcioni period

K23z — sadrzaj konjugovanih diena

K270 — sadrzaj konjugovanih triena

Kbr — kiselinski broj

L* — svetloca boje

LDL — lipoprotein niske gustine (Low Density Lipoprotein)

MBC — minimalna baktericidna koncentracija

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija

MK — masna kiselina

MUFA — sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina (Monounsaturated Fatty Acid)
OOT - pocetna temperatura oksidacije (Oxidation Onset Temperature)

OV - oksidativna vrednost

Pbr — peroksidni broj

PDSC - diferencijalna skenirajuca kalorimetrija pod pritiskom (Pressure Differential Scanning
Calorimetry)

PG — propil-galat

PUFA — sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (Polyunsaturated Fatty Acid)
QE — ekvivalent kvercentina

SE — ekstrakcija po Soksletu (Soxhlet Extraction)

SFA — sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina (Saturated Fatty Acid)

TAG — triacilgliceroli

TBHQ — terc-butil hidrokinon



TCD — ukupna promena boje (Total Colour Difference)

TG — termogravimetrija

TI —trombogeni indeks

TPC — sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazin

UZM — maceracija pomocu ultrazvuka

Y1 — indeks zute boje (Yellowness Index)

—CB — B-karoten/linolna kiselina test (5—Carotene Bleaching)
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1. UVOD

Bolja informisanost potroSaca o zdravstvenom znacaju konzumacije hladno presovanih ulja
poslednjih decenija je doprinela da rafinisano suncokretovo ulje, koje je najzastupljenije u ishrani
stanovnistva Republike Srbije, bude CeS¢e zamenjeno hladno presovanim. Stoga je i prerada
suncokreta u cilju dobijanja ovog tipa ulja pospesena. Ulje dobijeno preradom suncokreta gajenog
na naSem podneblju karakteriSe visok sadrzaj linolne kiseline pa se bez obzira na nacin proizvodnje,
suncokretovo ulje smatra bogatim izvorom ove esencijalne masne kiseline i pogodnim sa stanovista
zdrave ishrane. Osim gradivne uloge u ¢elijskim membranama ima i regulatornu ulogu buduéi da je
prekursor vaznih bioaktivnih jedinjenja koja reguliSu brojne fizioloske procese u organizmu
(Patterson i sar., 2012; Sanders, 2016). Medutim, visok udeo polinezasi¢enih masnih kiselina, kao
Sto su linolna 1 linolenska, negativno utice na stabilnost ulja s obzirom da brzo podlezu oksidaciji
(Redondo-Cuevas i sar., 2018; Konuskan i sar., 2019). Ovaj neizbezni proces vodi stvaranju
neprijatnih mirisa ali i potencijalno Stetnih proizvoda $to ulje odnosno hranu koja ga sadrzi ¢ini
nepodesnim za konzumiranje (Shahidi i Zhong, 2010). Oksidacijom ulja osim $to se smanjuje udeo
esencijalnih masnih kiselina, dolazi i do smanjenja sadrZzaja liposolubilnih vitamina i drugih
bioaktivnih komponenata.

Pri odredivanju sveobuhvatnog kvaliteta ulja, neophodno je odrediti i oksidativnu stabilnost
odnosno odrzivost ulja koja se definiSe kao otpornost ulja na oksidativne promene u toku
proizvodnje, manipulacije i ¢uvanja (Dunford, 2015). lako nije standardni parametar kvaliteta ulja,
oksidativna stabilnost je dobar pokazatelj roka trajanja koristan za njegovu procenu (Krichene i sar.,
2010). Najznacajniji faktori koji utiCu na odrzivost ulja su hemijski sastav, u prvom redu sastav
masnih kiselina i prisustvo antioksidanasa i prooksidanasa, ali nije zanemarljiv ni uticaj nacina
proizvodnje 1 skladiStenja ulja. Prerada semena suncokreta visokog kvaliteta, pravilno vodenje
procesa proizvodnje, pakovanje i zastita ulja od svetlosti, kiseonika i povisene temperature tokom
skladiStenja, neki su od koraka ka povecanju odrzivosti ulja. Budu¢i da se hladno presovano
suncokretovo ulje dobija mehanickim putem a preciS¢ava samo fizickim postupcima, u njemu
ostaju oCuvane Visokovredne bioaktivne komponente prirodno prisutne u jezgru suncokreta pa ono,
za razliku od rafinisanog, ima viSe koncentracije vitamina E, karotenoida, polifenola i fitosterola
(Kostadinovi¢ Veli¢kovska i Mitrev, 2013; Grosshagauer i sar., 2019). Prisustvo ovih komponenti
je od posebne vaznosti za odrzivost ulja i odlaganje procesa oksidacije. Sa druge strane, usled
minimalne obrade sveze hladno presovano ulje ima vec¢i sadrzaj komponenti sa prooksidativnim
delovanjem (proizvodi oksidacije, slobodne masne kiseline, tragovi metala, pigmenti) u odnosu na
rafinisano, a $to ga ¢ini podloznijim oksidaciji.

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, kao i1 ¢injenicu da zakonski nije dozvoljen dodatak
sinteti¢kih antioksidanasa hladno presovanom ulju, stabilizacija ulja ovako kompleksnog sastava
predstavlja poseban izazov. U cilju odlaganja oksidativnih promena razvijeno je vise metoda medu
kojima je primena biljnih antioksidanasa jedan od najzastupljenijih (Kiralan i sar., 2017). Upotreba
antioksidanasa biljnog porekla je efikasan i bezbedan nacin oksidativne stabilizacije ulja. Poseban
znaCaj se daje upotrebi etarskih ulja i ekstrakata lekovitih i zainskih biljaka jer sadrze aktivne
komponente koje usporavaju nepozeljne procese oksidacije lipida (Sayyari i Farahmandfar, 2017).
Aromati¢ne biljne vrste familije Lamiaceae, kao $to su rtanjski ¢aj (Satureja montana L.) i bosiljak
(Ocimum basilicum L.), kao i biljne vrste familije Apiaceae, kojoj pripadaju anis (Pimpinella
anisum L.), kim (Carum carvi L.) i Kkorijander (Coriandrum sativum L.), tradicionalno se
primenjuju u narodnoj medicini u terapiji razli¢itih bolesti i kao zac¢ini. Mnogobrojne studije su
pokazale da ove biljke deluju kao snazni antioksidativni i antimikrobni agensi zbog ¢ega imaju
znacajan potencijal za primenu U prehrambenoj industriji (Synowiec i sar., 2014; Carocho i sar.,
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2016; Takwa i sar., 2018; Vasilijevi¢ i sar., 2019; Khanjari i sar., 2019; Sojié i sar., 2019a, 2019b,
2019c; Jokanovi¢ i sar., 2020). Ekstrakti ovih biljaka, dobijeni primenom razli¢itih rastvaraca,
metoda i uslova ekstrakcije, pokazuju sposobnost odlaganja oksidativnih promena u ulju uporedivu
sa sposobnos¢u sinteti¢kih antioksidanasa (Mariassyova, 2006; Veronezi i sar., 2014; Cordeiro i
sar., 2013; Farah i sar., 2015; Assami i sar., 2016). Pozitivan efekat na stabilnost ulja pokazala su i
etarska ulja pomenutih biljnih vrsta koja u nizim koncentracijama usporavaju oksidativne procese
dok neka od njih, primenjena u visim koncentracijama, mogu ispoljiti prooksidativni efekat i
negativan uticaj na senzorne karakteristike ulja (Cardoso-Ugarte i sar., 2013; Dolati i sar., 2016;
Acimovi¢ i sar., 2017). S obzirom da dodatkom etarskih ulja i ekstrakata prijatna aroma hladno
presovanog ulja postaje specifi¢na, ispitivanje odrzivosti ulja koje je na ovaj nacin i aromatizovano,
ne bi bilo potpuno bez ispitivanja senzornih karakteristika i utvrdivanja prihvatljivosti tako
dobijenog proizvoda.

Glavni cilj ovog rada bio je ispitivanje mogucnosti primene etarskih ulja i ekstrakata
odabranih biljnih vrsta (rtanjskog Caja, bosiljka, korijandera, anisa i kima) radi stabilizacije hladno
presovanog suncokretovog ulja. Oksidativna stabilnost je odredena primenom vise testova
zasnovanih na razli¢itim principima kako bi se stekao kompletan uvid u efekat upotrebljenih
lekovitih i zacinskih biljaka. Pored ispitivanja oksidativne stabilnosti, analizirana su i senzorna
svojstva ulja i pracena je promena boje uzoraka instrumentalnom metodom u toku skladistenja.

Prethodno je ispitan kvalitet hladno presovanog suncokretovog ulja u smislu sastava masnih
kiselina, sadrzaja tokoferola, karotenoida, hlorofila i nutritivnih pokazatelja. Preliminarna
ispitivanja su obuhvatila i karakterizaciju etarskih ulja u smislu hemijskog sastava i odredivanje
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u pripremljenim ekstraktima. Takode, ispitana je
antioksidativna i antimikrobna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Proizvodnja suncokreta i suncokretovog ulja

Kao najveci proizvodaci suncokreta u svetu izdvajaju se Ukrajina, Rusija, Evropska Unija,
Argentina, Kina i Turska (Tabela 2.1.). Suncokret spada u pet najznacajnijih uljarica u svetu a
ujedno predstavlja i najznacajniju sirovinu u proizvodnji jestivog biljnog ulja u Republici Srbiji. Po
proizvodnji semena suncokreta, koja je procenjena na 600 hiljada tona, Srbija se 2021. godine
nalazila na jedanaestom mestu u svetu, dok je sa 207 hiljada tona bila na desetom mestu po
proizvodnji suncokretovog ulja (Tabela 2.2.). U odnosu na 2020. godinu zabelezen je pad u
proizvodnji semena suncokreta nesto visi od 11 %, dok je proizvodnja suncokretovog ulja opala za
5 %.

Tabela 2.1. Proizvodnja semena i ulja suncokreta u svetu (u hiljadama tona) za period od 2019. do
2021. godine (internet izvor 1).

2019 2020 2021 2019 2020 2021

Zemlja proizvodac - - X - -
Proizvodnja semena suncokreta Proizvodnja suncokretovog ulja

Ukrajina 16500 14100 17000 7390 5913 7117
Rusija 15305 13269 15000 5700 5121 5741
Evropska Unija 9456 8851 10150 3645 3481 3865
Argentina 3235 3430 3400 1160 1435 1265
Kina 2420 2375 2900 423 430 624
Turska 1750 1560 1750 1141 1000 1173

U nasoj zemlji suncokret se prvenstveno gaji radi proizvodnje ulja koje primenu nalazi u
prehrambenoj industriji 1 u domacinstvima za pripremu hrane. U ove svrhe gaji se uljani tip
suncokreta koji je tanke ljuske i sa udelom ulja preko 40 %. Pored uljanog tipa gaji se i proteinski
odnosno konzumni tip suncokreta, koga karakterise krupnije seme sa lako odvojivom ljuskom,
veéim udelom proteina i manjim sadrzajem ulja u odnosu na uljani tip.

Tabela 2.2. Proizvodnja semena i ulja suncokreta u Republici Srbiji (u hiljadama tona) za period od
2017. do 2021. godine (internet izvor 1).

Godina Proizvodnja semena suncokreta Proizvodnja suncokretovog ulja

2017 540 212
2018 680 212
2019 660 225
2020 675 218
2021 600 207

Suncokretovo ulje karakteriSe visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina (85 — 95 %) medu
kojima su linolna i oleinska kiselina zastupljene sa oko 90 %. Ulje dobijeno preradom suncokreta
gajenog na nasem podneblju pripada linolnom tipu tj. karakteriSe se visokim sadrzajem linolne
kiseline (60 — 75 %). Zasicene masne kiseline zastupljene su sa oko 10 % u ukupnom
masnokiselinskom sastavu (Skori¢ i sar., 2008). Ovako visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina
kao 1 sadrzaj drugih bioloski vrednih komponenata, u prvom redu vitamina E, ¢ini ulje linolnog tipa
veoma vrednim. Medutim, poznato je da visok udeo polinezasi¢enih masnih kiselina, kao $to su
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linolna i linolenska, negativno utiCe na stabilnost ulja s obzirom da brzo podlezu oksidaciji
(Redondo-Cuevas i sar., 2018; Konuskan i sar., 2019). Promene kojima podlezu ove kiseline
dovode do pada kvaliteta ulja, izmene senzornih svojstava i nakupljanja proizvoda oksidacione
degradacije $tetnih po zdravlje. Iz tih razloga, ulje linolnog tipa ima kraéi rok trajanja. Sira primena
suncokretovog ulja u prehrambenoj industriji, proizvodnji biodizela i razliitim granama hemijske
industrije omogucena je oplemenjivanjem postojecih sorti. Upravo zahvaljujuc¢i oplemenjivanju,
koje se najpre zasnivalo na povecanju prinosa semena i ulja, danas postoje hibridi suncokreta sa
preko 50 % ulja, izmenjenim sastavom masnih kiselina, fitosterola i pojedinih izomera tokoferola
(Dimi¢, 2005; Skori¢ i sar., 2008; Garcés i sar., 2009; Saka¢ i sar., 2011; Aguirre i sar., 2014). Na
ovaj nacin se pozitivno uticalo na ekonomi¢nost proizvodnje, nutritivni i zdravstveni aspekt i $to je
najbitnije, na stabilnost ulja pa samim tim i mogu¢nost njegove primene.

2.1.1. Hladno presovano suncokretovo ulje (HPSU)

Ponuda suncokretovog ulja na domacem trziStu se uglavnom zashiva na rafinisanom ulju.
Bez obzira na tip, rafinisano suncokretovo ulje je 1 dalje najzastupljenije. Medutim, u poslednje
vreme potraznja za hladno presovanim uljem (HPU) je znatno porasla. Bolja informisanost
potrosaca o znacaju konzumacije HPU, kao i potreba za konzumiranjem namirnica koje su pretrpele
minimalan hemijski tretman, doprineli su da rafinisano suncokretovo ulje bude znatno CeSce

suncokreta.

Prema Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za jestiva biljna ulja i masti, margarin i
druge masne namaze, majonez i srodne proizvode (u daljem tekstu Pravilnik), pod jestivim biljnim
HPU sa naznakom sirovine podrazumeva se ulje koje je dobijeno mehanickim presovanjem, bez
zagrevanja, a koje se moze prec¢iscavati iskljuéivo fizickim postupcima i to talozenjem, filtracijom,
centrifugiranjem i pranjem vodom (Pravilnik, 2013). Bioaktivhe komponente ostaju o¢uvane u toku
procesa proizvodnje i naknadne obrade u nepromenjenom obliku (Chew, 2020). HPU karakteriSe
prisustvo komponenti koje su kod rafinisanog ulja uklonjene nekom od faza rafinacije a od
izuzetnog su znaCaja sa nutritivnog aspekta. Takode, ovakva ulja imaju specificne senzorne
karakteristike na sirovinu zbog kojih su izuzetno cenjena medu potrosacima.

Pored HPU, na trzistu je prisutno i devi¢ansko ulje sa naznakom sirovine koje se takode
dobija mehani¢kim postupkom, ali je u proizvodnji ovog tipa ulja dozvoljeno zagrevanje materijala
koji se presuje (kondicioniranje). I u proizvodnji ovog ulja prirodni sastojci moraju biti oCuvani i
ulje se moze jedino obraditi fizickim postupcima. S obzirom na to da su neke komponente ulja
termolabilne, primena poviSene temperature je znacajno ograni¢ena (Matthatlis i Spener, 2008).
Kondicioniranje materijala, pored toga Sto omogucava lakSe i potpunije izdvajanje ulja, moze
negativno uticati na senzorna svojstva ulja a nekontrolisanim zagrevanjem se moze znacajno
naruSiti kvalitet i odrzivost ulja (Dimi¢, 2005). Tehnoloski postupak proizvodnje devi¢anskog i
HPSU je predstavljen na Slici 2.1.

Proizvodnja HPU se najc¢esce izvodi u mini uljarama koje koriste puzne prese kapaciteta od
40 do 200 kg/h (Gunstone, 2013). Proces dobijanja HPU podrazumeva odsustvo termickog
tretmana 1 primene organskih rastvaraca $to uz skromne zahteve za opremom proizvodnju ¢ini
jednostavnom, ekonomic¢nom i ekoloski prihvatljivom (Celenk i sar., 2018; Cakaloglu i sar., 2018;
Ozyurt, 2019). Puzne prese omoguéavaju kontinualan rad i izdvajanje ulja iz vise razli¢itih sirovina
pri ¢emu se za svaku sirovinu primenjuju optimalni uslovi rada. Ono $to je neminovno u toku rada
prese jeste zagrevanje materijala usled trenja. Temperatura ulja na izlazu iz prese je izuzetno bitan
parametar proizvodnje i ne sme biti visa od 50 °C (Dimi¢, 2005). Konstrukcija i snaga prese, brzina
okretanja puza, kao i pre¢nik izlaznog konusa su parametri kojima se reguliSe temperatura rada i
izlaznog ulja, vreme zadrzavanja materijala i pritisak u presi a Sto se sve zajedno odraZzava na
ekstrakciju odgovaraju¢ih komponenti iz materijala, senzorna svojstva i sveukupni kvalitet
izdvojenog ulja (Chew, 2020). Kao glavni nedostatak proizvodnje ulja ovom metodom, u odnosu na
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metode koje podrazumevaju zagrevanje i/ili ekstrakciju rastvara¢ima, navodi se nizak prinos i
zaostajanje jednog dela ulja u pogaci nakon presovanja.

SEME
\| SUNCOKRETA
— E—
CISCENIE
| _
LIUSTENIJE
MLEVENIJE
KONDICIONIRANIJE
| ] .
PRESOVANIE PRESOVANIJE
(hidrauli¢na presa) {(puina presa)
T g T
ODVAJANIE TALOGA ODVAJANIE TALOGA
T = o B
NAKNADNA OBRADA NAKNADNA OBRADA
| . ) |
PAKOVANIE PAKOVANIE
- |
JESTIVO NERAFINISANO I =
DEVICANSKO SUNCOKRETOVO JESTIVO NERAFINISANO HLADNO
ULJE PRESOVANO SUNCOKRETOVO ULJE

L{:] faze koje se primenjuju po potrebi

Slika 2.1. Blok sema tehnoloskog procesa proizvodnje devicanskog i HPSU (Romani¢, 2020).

Proizvodnja HPU nije komercijalizovana zbog niskog prinosa i njome se uglavnhom bave
uljare malog i srednjeg kapaciteta koje na sve vece interesovanje potrosaca za ovim tipom ulja
odgovaraju Sirenjem asortimana u kome HPSU zauzima posebno mesto.

2.2. Hemijski sastav suncokretovog ulja

Biljna ulja su kompleksnog sastava i u najve¢em procentu Se sastoje od triacilglicerola
(> 98 %), dok ostatak predstavljaju minorne komponente - diacilgliceroli, slobodne masne kiseline,
steroli, fosfolipidi, tokoferoli, fenolne komponente i pigmenti (Indelicato i sar., 2017; Chew, 2020).
Sa nutritivnog aspekta, biljna ulja predstavljaju znacajan izvor esencijalnih masnih kiselina i
liposolubilnih vitamina. Takode, predstavljaju i bitan izvor energije, budu¢i da 20 — 35 % dnevnih
potreba organizma za energijom treba biti zadovoljeno iz masti i ulja (Sanchez-Muniz i sar., 2016).
Kao najzastupljenije komponente sastava biljnih ulja, triacilgliceroli i masne kiseline koje ih
izgraduju, pored energetske u ljudskom organizmu imaju i gradivnu i regulatornu ulogu, jer
uCestvuju u izgradnji ¢elijskih membrana, reguliSu nivo holesterola u krvi i preko bioaktivnih
jedinjenja ¢iji su prekursori, regulisu rad imunoloskog i nervnog sistema (Lunn i Theobald, 2006).

2.2.1. Triacilgliceroli i masne kiseline

Triacilgliceroli (TAG) su molekuli glicerola esterifikovani sa tri masne Kkiseline.
Zastupljenost pojedinih masnih kiselina u masnokiselinskom sastavu i njihov polozaj na ostatku
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molekula glicerola u najvecoj meri odreduju fizicke i hemijske karakteristike ulja i njegovu
potencijalnu primenu.

Masne kiseline (MK) se mogu podeliti na viSe nacina:

= Na osnovu duzine lanca:.
- MK kratkog lanca, < 8 ugljenikovih atoma
- MK srednjeg lanca, 8 — 12 ugljenikovih atoma
- MK dugog lanca, > 12 ugljenikovih atoma
= Na osnhovu broja dvostrukih veza:
- zasi¢ene MK, bez dvostruke veze u ugljovodonikovom lancu (SFA — Saturated Fatty Acid)
- mononezasi¢ene MK, koje imaju jednu dvostruku vezu u ugljovodonikovom lancu (MUFA
— Monounsaturated Fatty Acid)
- polinezasicene MK, u ugljovodonikovom lancu imaju 2 — 6 dvostrukih veza (PUFA —
Polyunsaturated Fatty Acid)
= Na osnovu geometrijske izomerije (Slika 2.2.):
- cis- geometrijski oblik
- trans- geometrijski oblik.

cis- oblik

trans- oblik

Slika 2.2. Uporedni prikaz cis- i trans- geometrijskih oblika MK (Lunn i Theobald, 2006).

U biljnim uljima MK su zastupljene u cis-obliku. Trans-oblik MK se javlja rede u prirodi i
uglavnom je prisutan u malim koli¢inama u animalnim uljima i mastima. U biljnim uljima trans-
izomerni oblik MK nastaje termic¢kim tretmanom ulja pri rafinaciji i u fazi deodorizacije (Lunn i
Theobald, 2006; Rabrenovi¢, 2011). Unos trans-MK ima Stetan efekat po ljudsko zdravlje buduéi
da njihovim unosom dolazi do povecanje nivoa aterogenih lipoproteina, ukupnog i LDL (LDL —
Low Density Lipoprotein) holesterola, uz istovremeno smanjenje nivoa HDL (HDL — High Density
Lipoprotein) (Vuci¢ i sar., 2015).

U masnokiselinom sastavu suncokretovog ulja linolnog tipa su najzastupljenije linolna
(Cis:2, n-6) i oleinska kiselina (Cig.1, n-9), koje zajedno ¢ine oko 90 % ukupnog sadrzaja (Rauf i
sar., 2017). SFA su prisutne sa 8 — 15 % od kojih su palmitinska (C1s:0) i stearinska kiselina (Cg:)
najzastupljenije (RaB} i sar., 2008). Linolenska kiselina (Cig:3, n-3), ®-3 esencijalna MK, je u
suncokretovom ulju prisutna u zanemarljivo malim koli¢inama.

Linolna kiselina je najznacajniji ¢lan PUFA n-6 serije. Njen udeo u ukupnom
masnokiselinom sastavu linolnog tipa suncokreta kre¢e se u opsegu od 48 do 74 % (Salas i sar.,
2015). Oleinska kiselina pripada MUFA i njen sadrzaj se kre¢e od 14 do 40 %. Sadrzaj linolne i
oleinske kiseline u ulju linolnog tipa moze znatno varirati u zavisnosti od brojnih faktora
(temperature, saliniteta zemljista, broja suncanih dana, koli¢ine vode i azota) dok je sadrzaj oleinske
kiseline kod visokooleinskog tipa ulja prili¢no stabilan i nezavistan od navedenih faktora (Roche i
sar., 2006; Anastasi i sar., 2010; Onemli, 2012; Krizmani¢ i sar., 2013; Kleingartner, 2015;
Izquierdo i sar., 2017; Begic¢ i sar., 2020).

Prisustvo linolne kiseline u ovom obimu ¢ini suncokretovo ulje izuzetno vrednim i
pogodnim sa stanoviSta zdrave ishrane. Osim gradivne uloge koju ostvaruje u celijskim
membranama, linolna kiselina ima i regulatornu ulogu s obzirom da je prekursor arahidonske
kiseline (C20.4, N-6), MK dugog lanca iz koje dalje nastaju eikozanoidi (prostaglandini, prostaciklin,
tromboksan, leukotrieni) (Patterson i sar., 2012; Sanders, 2016). Linolenska kiselina se prevodi u
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eikozapentaensku (EPA) (Cyo:5, N-3) a potom i dokozaheksaensku kiselinu (Cz2:6, n-3). Od EPA se
dalje formiraju prostanoidi i leukotrieni koji imaju antiinflamatorno i antiagregativno dejstvo. Ova
bioaktivna jedinjenja imaju regulatornu ulogu u brojnim fizioloSkim procesima u organizmu i
njihov ucinak zavisi od koncentracije i toga da li vode poreklo od linolne ili linolenske kiseline
(Lunn i Theobald, 2006). Veéa koncentracija derivata linolne kiseline (leukotriena 4-serije i
prostaglandina 2-serije) ima proinflamatorni efekat, pogotovo kada je odnos unosa ovih dveju
kiselina poremecen i sa preporucenih 1:1 do 4:1 biva povecan na 10:1 pa ¢ak i 20:1 u korist linolne
kiseline (Patterson i sar., 2012).

Preporuceni unos linolne kiseline je 2 — 3 % dnevnog energetskog unosa dok se deficit, koji
se javlja u slucaju kada je unos manji od 1 %, ogleda u sporom rastu i razvoju novorodencadi,
dermatitisu, slabljenju imunog sistema i reproduktivne moci (Sanchez-Muniz i sar., 2016; Sanders,
2016). Optimalan unos linolne kiseline smanjuje moguénost razvoja kardiovaskularnih bolesti, s
obzirom da se sa njenim ve¢im udelom u masnokiselinskom sastavu smanjuju vrednosti aterogenog
I trombogenog indeksa (Ulbricht i Southgate, 1991). Zdravstveni benefit linolne kiseline ogleda se i
u tome §to snizava nivo LDL. Medutim, ukoliko se unosi u ve¢im koli¢inama, utiCe 1 na vrednosti
HDL snizavajuéi njegov nivo u krvi (Sanchez-Muniz i sar., 2016). Ovo je jedan od razloga zasto je
preporucljivo da se u ishrani jedan deo linolne kiseline zameni oleinskom koja ima isti uc¢inak na
LDL ali nema negativnhog uticaja na HDL. Negativan uticaj prevelikog unosa linolne kiseline
ogleda se i u tome §to, u odnosu na oleinsku kiselinu, znatno brze podleze oksidaciji, a §to se
dovodi u pozitivnu korelaciju sa razvojem brojnih patoloskih procesa u organizmu (Ral i sar.,
2008). Pored visoke oksidativne stabilnosti, oleinsku kiselinu odlikuje i hipoholesterolski efekat
(Crupkin i Zambelli, 2008). U cilju prevencije i leCenja kardiovaskularnih bolesti, savremene
preporuke zdrave ishrane su prelazak na mediteranski rezim ishrane koji se zasniva na vecéoj
upotrebi biljnih ulja bogatih oleinskom kiselinom, a koja u sebi ipak sadrze dovoljnu koli¢inu
linolne (Erkkild i sar., 2008; Karaosmanoglu i sar., 2010; Gotor i sar., 2014; Mohamed i sar.,
2014).

Pored nutritivnih potreba za izmenom masnokiselinskog sastava suncokretovog ulja,
smanjenje sadrzaja linolne kiseline je znacajno i sa tehnoloskog aspekta. Naime, linolna kiselina je
kao PUFA, veoma podlozna termo- i oksidativnim promenama S$to se negativnho odrazava na
stabilnost ulja pri termi¢kom tretmanu. U toku ovih procesa, dolazi do nakupljanja proizvoda
oksidacije koji su Stetni po zdravlje, a dolazi 1 do pogorSanja senzornih karakteristika kako samog
ulja tako i hrane koja ga sadrzi. Stoga, standardno ulje linolnog tipa ima ograni¢enu primenu. S
druge strane, potrebe prehrambene industrije usmerene su na primenu onih ulja koja na visokim
temperaturama ostaju nepromenjena ¢ak i pri duzem koriS¢enju, odnosno koja pokazuju visoku
oksidativnu stabilnost i tacku dimljenja (lzquierdo i sar., 2017). Posto ulje linolnog tipa nije
prilagodeno ovim zahtevima, razli¢itim metodama stvoreni su hibridi suncokreta sa srednjim i
visokim udelom oleinske kiseline, kao i hibridi sa povecanim sadrzajem SFA (Rauf i sar., 2017).
Danas, pored prerade standardnog suncokreta linolnog tipa, preraduju se i drugi tipovi hibrida
suncokreta:

- srednjeoleinski, (MO — Mid Oleic)

- visokooleinski, (HO — High Oleic)

- visokostearinski, (HS — High Stearic)

- visokopalmitinski, (HP — High Palmitic)

- visokostearinski visokooleinski, (HSHO — High Stearic High Oleic)

- visokopalmitinski visokooleinski, (HPHO — High Palmitic- High Oleic)

Ulja dobijena preradom ovih hibrida su znatno razli¢itih fizi¢ko-hemijskih karakteristika u
odnosu na standardni tip i odgovaraju zahtevima pojedinih grana prehrambene industrije ali i
industriji biodizela, lubrikanata i maziva. S druge strane, potrosaci na raspolaganju imaju razlicite
tipove suncokretovog ulja koja odgovaraju savremenim nutricionistickim zahtevima, mogu se

7



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié

primeniti za razli¢ite vidove pripreme hrane i predstavljaju jeftiniju alternativu biljnim uljima
drugacijeg porekla uporedivog =znacaja po ljudsko zdravlje. Udeo pojedinih MK u
masnokiselinskom sastavu ulja dobijenog iz razli¢itih hibrida suncokreta je predstavljen u Tabeli
2.3.

Tabela 2.3. Zastupljenost MK u sastavu ulja pojedinih tipova hibrida suncokreta.

Udeo masnih kiselina (%)

Tip ulja Izvor podataka
C16:0 C18:0 ci18:1 C18:2
6,16 4,25 18,52 66,02 Symoniuk i sar. (2018)
Linolni 5,96 3,93 27,07 62,73 Romanic¢ i sar. (2017)
9,86 4,07 22,68 60,12 Nadeem i sar. (2015)
6,40 4,70 21,00 67,70 Martin-Polvillo i sar. (2004)
MO® 4,80 3,57 53,77 36,30 van der Merwe i sar. (2012)
4,60 4,20 63,00 26,00 Kleingartner (2015)
4.8 1,52 79,09 14,26 Romani¢ i sar. (2017)
HO? 4,00 4,30 72,40 16,80 Martin-Polvillo i sar. (2004)
3,50 5,20 82,00 9,00 Kleingartner (2015)
4,00 2,00 91,00 2,00 Salas i sar. (2014)
7,20 34,50 13,00 41,70 Fernandez-Moya i sar. (2005)
HS® 8,80 31,90 16,20 39,20 Serrano-Vega i sar. (2005)
3,00 30,00 14,00 50,00 Salas i sar. (2014)
4,00 18,00 70,00 4,00 Kleingartner (2015)
HSHO* 4,10 16,80 72,00 4,40 Salas i sar. (2011)
5,00 18,00 71,00 3,00 Salas i sar. (2014)
5,40 24,90 57,80 8,20 Fernandez-Moya i sar. (2005)
33,20 11,40 4,00 45,80
HP® 34,70 2,60 6,90 45,10 Serrano-Vega i sar. (2005)
31,70 2,00 50,50 2,70
27,90 1,70 57,50 2,40 Marmesat i sar. (2012)*
HPHO® 25,50 1,90 59,70 2,20 Marmesat i sar. (2005)*
27,80 1,80 53,40 2,30 Guinda i sar. (2003)

‘srednjeoleinski tip; “visokooleinski tip;*visokostearinski tip; “visokostearinski visokooleinski tip; “visokopalmitinski tip;
Svisokopalmitinski visokooleinski tip; “rafinisano ulje

Izmenom masnokiselinskog sastava u smislu povecanja sadrzaja oleinske kiseline 1
smanjenja sadrZaja linolne, dobijen je oleinski tip suncokreta u okviru koga se razlikuju
srednjeoleinski tip (MO), kod koga je udeo oleinske kiseline 55 — 75 % i visokooleinski tip (HO),
sa 82 — 94 % oleinske kiseline (Kleingartner, 2015). Visok sadrzaj ove kiseline se najpre odrazava
na odrzivost ovog tipa ulja. U poredenju sa uljem linolnog tipa, oleinski tip ulja pokazuje znatno
vecu otpornost prema negativnim promenama koje mogu nastati u toku proizvodnje, skladiStenja i
koris€enja ulja pa su mogucnosti primene ovog ulja znatno vece. Takode, povoljnim odnosom
oleinske i linolne kiseline kod ovog tipa ulja o¢uvana su kako nutritivna tako i senzorna svojstva.

Kod visokostearinskih (HS) hibrida, sadrzaj stearinske kiseline prati smanjenje sadrZzaja
oleinske kiseline, dok sadrzaj linolne ostaje gotovo nepromenjen. Visokopalmitinski (HP) hibridi,
u kojima je palmitinska kiselina zastupljena preko 30 %, sadrze manje oleinske i stearinske kiseline
u odnosu na linolni tip (Serrano-Vega i sar., 2005; Salas i sar., 2015). Izmene u sastavu MK kod
novostvorenih tipova hibrida uglavnom se odnose na dominantne MK, ali ove izmene prati i
povecanje sadrzaja MK koje nisu bile zastupljene ili su prisutne u zanemarljivo malim koli¢inama.
Salas i sar. (2015) navode da je u HS hibridima uocen visi nivo arahidonske (20:0) i behenske
kiseline (22:0) i to u koli¢ini od 3 %, dok je kod HP hibrida uoceno prisustvo n-7 MK,
palmitoleinske (Cis.) i cis-vakcenske kiseline (Cig.1).

Ulje visokostearinsko visokooleinskih (HSHO) hibrida sadrzi 20 — 30 % stearinske
kiseline $to je i do pet puta vise u odnosu na linolni tip (Salas i sar., 2015). Najznacajniju primenu
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nalazi u proizvodnji margarina i namaza ¢ime je omogucena proizvodnja hidrogenizovanih
masnoc¢a sa smanjenim sadrzajem trans-MK (Salas i sar., 2011; Izquierdo i sar., 2017; Rauf i sar.,
2017). Trans-MK nisu prirodno prisutne u ulju suncokreta ve¢ nastaju njegovom obradom u
procesu hidrogenizacije (delimi¢nom hidrogenizacijom nezasi¢enih MK). S obzirom da je veéi unos
trans-MK povezan sa razvojem kardiovaskularnih oboljenja, preporuka Svetske Zdravstvene
Organizacije je da se unos trans-MK ograni¢i na manje od 1 % (Crupkin i Zambelli, 2008; internet
izvor 2). Prisustvo trans-MK u margarinima na domacem trzistu ispitivali su Vuci¢ i sar. (2015).
Prema njihovim rezultatima udeo trans-MK u pojedinim uzorcima je bio znatno veéi od
preporucenih (0,17 — 6,89 % 1 4,53 — 28,8 % u mekim odnosno tvrdim margarinima). Pored
smanjenja sadrzaja trans-MK, prednost ovako dobijenih masnoca je veca oksidativna stabilnost i
poboljsane fizicke karakteristike, pre svega plasti¢nost i visa tacka topljenja, Sto je posledica veceg
sadrzaja stearinske kiseline. Ovo je doprinelo da ulja ovog tipa nadu primenu u pekarstvu,
poslasti¢arstvu, proizvodnji ¢okolade i sladoleda, kao i u proizvodnji razli¢itih tipova namaza,
preliva i sli¢nih proizvoda gde su ovakva svojstva pozeljna (Garcés i sar., 2009; Salas i sar., 2011;
2014).

Tabela 2.4. Zastupljenost pojedinih TAG u suncokretovom ulju.

0 Tip ulja
TAG (%) Lt L? HO? HS? HS? HP® HSHO* HSHO? HPHO®

PLP - 0,70 - 060 1,00 25,10 - - 0,70
PLL 8,30 5,80 - 370 420 26,20 0,30 - -
POP - - - - 050 2,20 0,30 0,50 18,10

POPo+PP0O - - - - - - - - 9,50

OOPo+0OP00 - - - - - - - - 8,60
POL - 7,30 - 1,70 340 3,80 1,00 1,40 2,80
SLL 490 5,00 - 28,90 2120 8,70 - 1,20 -
POO - 3,00 6,40 - 0,70 - 7,20 6,20 35,60
SOL - 5,50 - 13,50 1350 1,10 5,20 7,70 -
SLS - - - 2050 1530 3,10 - - -
PLS - 1,00 - 6,80 810 14,50 - 0,60 -
SLO 3,00 - - - - - 5,20 - -
SOS - - 050 560 5,60 - 4,00 10,40 -
POS - - 040 2,00 310 1,10 2,20 4,50 2,30
SO0 - 230 11,70 2,10 3,00 - 32,50 37,70 2,30
000 7,40 7,70 70,90 - - - 31,90 14,30 17,60
OOL 13,80 20,20 6,60 - - - 5,60 4,00 2,20
LOL 28,00 - - - - - - - -
OLL - 26,40 - 310 39 0,60 0,70 0,80 -
LLL 22,02 13,60 - 530 3,60 4,40 - - -
OLA - 0,20 - 0,70 1,20 - 0,30 0,50 -
OO0A - - 0,90 - 1,10 - 2,80 2,80 -
LLA - 0,30 - 1,10 1,30 0,60 - - -
OOB - 030 250 - 0,30 - 4,20 3,70 -
OLB - 0,70 - 040 1,20 - 0,40 0,70 -

P- palmitinska kiselina, Po-palmitooleinska kiselina, S- stearinska kiselina, L- linolna kiselina, O-oleinska kiselina, A- arahidonska
kiselina, B- behenska kiselina. *Kostadinovié Veligkovska i sar. (2018); 2Fernandez-Moya i sar. (2005); *Serrano-Vega i sar. (2005);
“Salas i sar. (2011); *Guinda i sar. (2003).

Visoka oksidativna stabilnost odlikuje VO, HP a posebno HPVO ulja, pa se i ona mogu
primeniti za przenje i pecenje hrane u industrijskim uslovima i u domacinstvu. Kao HP i HPVO
hibridi, i HS i HSVO hibridi predstavljaju zdraviju i ekoloski prihvatljiviju alternativu palminom
ulju, ali i zamenu animalnim mastima. Takode, ulja HS hibrida zbog svojih fizi¢ko-hemijskih
karakteristika mogu posluziti kao jeftinija zamena kakao maslacu i $i buteru koji, pored primene u
prehrambenoj industriji, imaju primenu i u kozmetici (Salas i sar., 2014; 2015).
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Izmene u sastavu MK prate i promene u udelu pojedinih TAG novostvorenih hibrida u
odnosu na roditeljske. TAG suncokretovog ulja linolnog tipa pretezno ¢ini tri-linolat (LLL-molekul
glicerola esterifikovan sa tri linolne kiseline), dok je drugi po zastupljenosti oleoil-dilinolat (LLO i
LOL gde je molekul glicerola esterifikovan jednim molekulom oleinske i dva molekula linolne
kiseline). Sastav TAG HO suncokretovog ulja je znatno jednostavniji jer se sastoji u najveéem
procentu od trioleina (OOO) koji ¢ini 35 — 72 % ukupnih TAG (Salas i sar., 2015; Sanchez-Muniz i
sar., 2016). Udeo pojedinih TAG u ulju iz razli¢itih hibrida prikazan je u Tabeli 2.4.

2.2.1.1. Nutritivni pokazatelji kvaliteta biljnih ulja

U kojoj meri neko ulje zadovoljava nutritivne potrebe odredeno je udelom zasi¢enih,
mononezasicenih i polinezasi¢enih MK i odnosom ®-6 i -3 MK (Ratusz i sar., 2018; Ying i sar.,
2018). U upotrebi je Cesto i odnos polinezasi¢enih u odnosu na zasicene MK (PUFA/SFA).
Medutim, ovi parametri nisu dovoljni za potpuno sagledavanje nutritivne vrednosti ulja. Zbog
potvrdenog hiperholesterolskog efekta, unos SFA treba biti ogranic¢en na 10 % dnevnih energetskih
potreba organizma (Crupkin i Zambelli, 2008). Poremecaj lipida ima fundamentalni znacaj za
aterogenezu kao i pojavu ishemijske bolesti srca i drugih kardio- i cerebrovaskularnih bolesti.
Ateroskleroza je prouzrokovana promenama u zidu krvnih sudova koje karakteriSe deponovanje
lipida iz lipoproteina plazme pri ¢emu poviSeni holesterol a posebno LDL, predstavlja glavni faktor
rizika. Takode, bitan patoloski proces koji za posledicu ima kardiovaskularne bolesti a dovodi se u
vezu sa unosom MK je tromboza (Lunn i Theobald, 2006).

Kao indikator aterogenosti neke masti ili ulja Cesto se Koristi odnos polinezasi¢enih i
zasi¢enih MK (PUFA/SFA). Medutim, odredena istrazivanja su pokazala da nemaju sve MK isti
uticaj na nivo LDL i HDL. Medu SFA dugog lanca, miristinska kiselina se izdvaja kao MK sa
najizrazenijim aterogenim efektom koji je Cetiri puta veci u odnosu na laurinsku i palmitinsku, dok
stearinska kiselina i zasicene MK sa deset i manje ugljenikovih atoma nemaju efekta (Ulbricht i
Southgate, 1991; Crupkin i Zambelli, 2008). S druge strane, MUFA, kao i PUFA n-3 i n-6 serije, ne
pokazuju ni aterogeni ni trombogeni efekat. Stoga su Ulbricht i Southgate (1991) predlozili da se u
odnos PUFA/SFA ukljuce samo hiperholesterolske (aterogene) SFA koje se smatraju uzroénicima
koronarnih bolesti ali 1 da u proratun budu uklju¢ene i MUFA. Na ovaj nacin se dolazi do
pouzdanijeg nutritivnog pokazatelja — aterogenog indeksa (Al). Takode, autori su predlozili
obrnuti odnos (SFA/PUFA) kako bi najviSe vrednosti Al imale najaterogenije namirnice. Ovaj
nutritivni pokazatelj se izra¢unava prema jednacini (1):

C12:014%C14:01Ci60

A S UFA TS (0:6) 13, (03)

(1

......

koji takode predstavlja modifikovani PUFA/SFA odnos. Vrednost TI se izratunava prema jednacini
(2):
C14:001C16:00Cis:00

TI= n_3 (2)
0,5% Y MUFA+0,5% Y (n-6) +3x Z(n_3)+nT6

U prora¢un TI vrednosti ukljuene su sve trombogene SFA (miristinska, palmitinska i
stearinska kiselina), MUFA i PUFA koje pokazuju antitrombogeni efekat kao i odnos PUFA iz n-3 i
n-6 serije. Razli¢iti koeficijenti ukazuju da MUFA i PUFA iz n-6 serije nemaju jak antitrombogeni
uticaj kao §to je to slucaj sa PUFA n-3 reda.

Pojedini autori u prora¢un Al i TI vrednosti ukljucuju i trans-MK koje imaju aterogeni i
trombogeni efekat kao pojedine SFA (Vucic i sar., 2015).

Na osnovu sastava masnih kiselina moze se izvesti jo§ jedan nutritivni pokazatelj koji su
predlozili Santos-Silva i sar. (2002). Odnos MK koje imaju hipoholesterolski efekat u odnosu na
one MK koje ispoljavaju hiperholesterolski efekat  je predstavljen kao
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hipoholesterolski/hiperholesterolski indeks (HH) i racuna se prema jednacini (3) (Santos-Silva i
sar., 2002):

_ Cig1(cis9) T C18;2(n-6) T C20:4(n-6) T C18:3(n-3) T C20:5(n-3) T C22:5(n-3) T C22:6 (n-3)

HH
C14:0+C160

3)

Nize vrednosti Al i TT a vise vrednosti HH ukazuju na bolja nutritivna svojstva i obrnuto. U
Tabeli 2.5. je dat prikaz vrednosti ovih indeksa za pojedine tipove ulja.

Tabela 2.5. Vrednosti Al, Tl i HH za pojedine vrste HPU.

Sirovina za dobijanje ulja Al TI HH Izvor podataka
Suncokret 0,07 0,28 -
Kokosov orah 13,63 6,18 - Ulbricht i Southgate (1991)
Palmin orah 0,88 1,74 -
Lanik 0,05-0,07 0,1 11,20 — 15,00 Ratusz i sar. (2018)
Kostica kajsije 0,05 0,11 21,49
Avokado 0,40 0,81 2,06
Argan 0,18 0,45 5,69
Crni kim 0,15 0,34 6,41 L
Konoplja 0,09 0,23 14,88 Ying i sar. (2018)
Seme perSuna 0,07 0,20 14,21
PSenic¢na klica 0,26 0,53 4,24
Safranika (linolni tip) 0,11 0,34 9,89

Safranika (oleinski tip) 0,04 0,18 0,18 — 0,25

Safranika (linolni tip) 010013 0.27—0.32 : Longoria-Sanchez i sar. (2019)

Seme bundeve 0,19 0,50 - Montesano i sar. (2018)
Maslina 0,30-0,33 051052 i Samhez'é%dlgguez I sar.
Maslina 0,15 0,38 6,14

Lan 0,00 0,04 13,24 Hashempour-Baltork i sar. (2018)
Susam 0,13 0,26 1,72
Seme koprive 0,04 0,09 24,99 Petkova i sar. (2020)
Badem 0,08 0,19 -
Kesten 0,29 0,37 -
I};fsstzlcl: 823 8§g Kalogeropoulos i sar. (2013)
Orah 0,06 0,10 -
Suncokret 0,07 0,21 -

2.2.2. Minorne komponente hemijskog sastava ulja

Suncokretovo ulje se u najvecem procentu sastoji od TAG, ali takode sadrzi 1 komponente
koje, 1ako zastupljene u vrlo malim koli¢inama, imaju velikog uticaja na nutritivnu vrednost 1
oksidativnu stabilnost ulja. Od prisutnih minornih komponenata najznac¢ajniju grupu predstavljaju
negliceridne (neosapunjive) komponente tj. one komponente koje ne podlezu saponifikaciji.
Negliceridne komponente prisutne u suncokretovom ulju su tokoferoli, fitosteroli, fenolna
jedinjenja, pigmenti i fosfatidi. Sadrzaj ovih komponenata je vrlo nizak (0,5 — 1,5 %) (Velasco i
sar., 2015), pri ¢emu je 15 g/kg i maksimalno dozvoljena kolicina u HPSU prema Codex
Alimentarius Commission (Codex Alimentarius, 2013).

2.2.2.1. Tokoferoli i tokotrienoli

Tokoferoli su najrasprostranjeniji lipofilni antioksidansi fenolnog tipa u prirodi. Biljna ulja,
pogotovo HPU, predstavljaju bogat izvor ovih bioaktivnih jedinjenja koja se mogu naci i u mastima
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animalnog porekla mada u vrlo malim koli¢inama (Choe i Min, 2006). lako prisutni u svim biljnim
uljima, po sadrzaju ukupnih tokoferola se izdvajaju suncokretovo, sojino ulje i1 ulje pSeni¢nih i
kukuruznih klica. Sastoje se od hidroksi-dihromatskog prstena i fitolnog zasi¢enog boc¢nog niza
(Pi¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005). Zajedno sa tokotrienolima se ubrajaju u grupu jedinjenja
tokohromanola ili tokola. Tokotrienoli su slicne grade kao tokoferoli ali u bo¢nom fitolnom lancu
imaju tri nezasiéene veze koje se nalaze u 3°, 7” i 11” polozaju (Gliszczynska-Swiglo i sar., 2007;
Kiokias i sar., 2008). Ulja palme, argana i crnog kima predstavljaju znacajnije izvore tokotrienola
(Ahsan i sar., 2015; Ying i sar., 2018). Pored tokoferola i tokotrienola, u pojedinim uljima se javlja i
plastohromanol-8 (PC-8) koji se smatra derivatom y-tokotrienola od koga se razlikuje po duzini
bo¢nog lanca (Gawrysiak-Witulska i sar., 2019). Najvise koncentracije PC-8 su nadene u ulju lana
(18 — 30 mg/100g), bele slacice (14,3 — 18,3 mg/100g), repice (8,6 —9 mg/100g) i divljeg lana (4,3
mg/1009) (Gruszka i Kruk, 2007; Gawrysiak-Witulska i sar., 2019).

tokoferol (T)

X Y z T T3

CHj3 CHj CHs a-T a-T3

CHjs H CHs B-T B-T3
H CHjs CHs T y-T3
H H CHs 5T §-T3

Slika 2.3. Struktura tokoferola i tokotrienola (Miiller i sar., 2010).

Tokoli se u prirodi javljaju u Cetiri forme (a-, B-, y- 1 d-tokoferol, odnosno a-, B-, y- 1 6-
tokotrienol) koje se medusobno razlikuju po broju metil grupa i mestu supstitucije na hromanolnom
prstenu koji moze biti supstituisan u polozaju 5, 7 i 8. Na Slici 2.3. su prikazane strukturne formule
tokola i raspored metil grupa na hromanolnom prstenu. Razlike u strukturi pojedinih izomera
uslovljavaju razlike u metabolizmu 1 bioloskoj aktivnosti. lako se svi izomeri podjednakom brzinom
apsorbuju u gastrointestinalnom traktu, a-tokoferol se najbrze inkorporira u lipoproteine S$to
rezultuje visim nivoom ovog izomera u plazmi u odnosu na ostale (Schwartz i sar., 2008; Miiller i
sar., 2010).

Svi izomeri tokoferola i tokotrienola ispoljavaju dejstvo kao vitamin E iako se ono ranije
pripisivalo samo a-tokoferolu (Ahsan i sar., 2015). Tokoferol pokazuje i najjace antioksidativno
dejstvo in vivo, ali najslabije dejstvo u in vitro uslovima. Sa druge strane, y- 1 d-tokoferol pokazuju
najizrazenije antioksidativno dejstvo in vitro, ali slabu aktivnost in vivo (Picuri¢-Jovanovi¢ i
Milovanovi¢, 2005; Warner i sar., 2008). Vitaminska aktivnost izomera zavisi od stepena
supstitucije i polozaja metil grupa na hromanolnom prstenu.
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Utvrdeni redosled na osnovu aktivnosti je a > > y > o-tokoferol (Miiller i sar., 2010;
Shahidi i Ambigaipalan, 2015; Kamal-Eldin i Budilarto, 2015). Tako u odnosu na a-tokoferol, ostali
izomeri imaju slabiji efekat (50 % p-tokoferol, 10 % vy-tokoferol i 3 % o&-tokoferol) i njihova
aktivnost se predstavlja kao ekvivalent a-tokoferola (Kamal-Eldin i Budilarto, 2015). Vitaminsko
delovanje tokotrienola se tumaci na razliite nac¢ine. Kamal-Eldin i Budilarto (2015) su naveli da
usled prisustva nezasi¢enih veza u boc¢nom fitolnom lancu, tokotrienoli imaju smanjenu
bioraspolozivost u odnosu na tokoferole pa samim tim i manje izrazen efekat od vitamin E, pri
¢emu o-tokotrienol ima 30 % a B-tokotrienol svega 3 % aktivnosti u odnosu na a-tokoferol. S druge
strane, Wong i Radhakrishnan (2012) navode da je a-tokotrienol efikasniji u uklanjanju peroksil
radikala u lipozomima u odnosu na a-tokoferol. Razlika u aktivnosti je posledica ravnomernije
distribicuje o-tokotrienola u lipidnom dvosloju membrane §to uslovljava efikasniju reakciju sa
slobodnim radikalima.

Vitamin E sintetiSu samo viSe biljke i cijanobakterije tako da je unos ovog vitamina kroz
hranu od esencijalnog znacaja za pravilno funkcionisanje ljudskog organizma (Miiller i sar., 2010;
Karmowski i sar., 2015). Vitamin E je znacajan za biljke koje ga sintetiSu jer §titi membrane od
fotooksidativnog stresa dok se fizioloSka uloga tokoferola ogleda u sprecavanju lipidne
peroksidacije u semenu biljaka u fazi mirovanja i najranijih faza razvoja (Gliszczynska-Swigto i
sar., 2007). U ljudskom organizmu tokoferoli deluju kao snazni antioksidansi koji sprecavaju
oksidativna, kancerogena, metabolicka i inflamatorna oStecenja na ¢elijskom nivou, a samim tim i
razvoj mnogih oboljenja (Velasco i Fernandez-Martinez, 2015). Odgovarajuéi izomeri vitamina E,
kao $to su y- i &-tokoferol i tokotrienoli, medu kojima se posebno izdvaja y-tokotrienol, pokazuju
jako antiinflamatorno dejstvo. Takode, tokotrienoli pokazuju radioprotektivno, antikancerogeno i
neuroprotektivno dejstvo (Seppanen i sar., 2010; Ahsan i sar., 2014; Jiang, 2014). Optimalna
koncentracija ukupnih tokoferola u hrani (bilo da su prirodno prisutni ili dodati) krec¢e se u rasponu
od 50 do 500 ppm (Kiokias i sar., 2008). Dnevne potrebe odrasle osobe za vitaminom E su 15 mg.
Jednom supenom kasikom suncokretovog ulja se unosi 37 % a istom koli¢inom ulja p$eni¢nih klica
¢ak 135 % dnevno potrebne koli¢ine ovog vitamina (internet izvor 3).

Kada je u pitanju antioksidativna aktivnost tokoferola in vitro, utvrden je redosled aktivnosti
o <P =1y <0, §to je u suprotnosti sa ocekivanim s obzirom da je a-tokoferol jaci donor
vodonikovog atoma od ostalih izomera (Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005; Miiller 1 sar.,
2010). Naime, reakcija tokoferola sa slobodnim radikalima se intenzivira sa brojem metil grupa u
orto- polozaju. Kako ima dve metil grupe u o-polozaju, a-tokoferol je najjaci donor vodonika za
razliku od PB- i y-tokoferola koji imaju samo jednu, i &-tokoferola koji nema nijedan o-metil
supstituent (Kamal-Eldin i Appelgvist, 1996). Odnos aktivnosti tokoferola in vitro i in vivo ukazuje
da antioksidativnost ne zavisi samo od reaktivnosti pojedinih izomera sa peroksil i drugim
radikalima, ve¢ da uticaj imaju 1 uslovi reakcije kao $to su koncentracija tokoferola, temperatura,
svetlost, prisustvo kiseonika, hemijska priroda i fizicke karakteristike lipida kao i prisustvo drugih
jedinjenja koja mogu imati sinergisticko ili antagonisti¢ko dejstvo (Kamal-Eldin i Appelqgvist, 1996;
Seppanen i sar.,, 2010; Kamal-Eldin i Budilarto, 2015; Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
Antioksidativno dejstvo tokoferola je pojacano prisustvom sekundarnih antioksidanasa kao $to su
askorbinska kiselina, askrobil-palmitat, katehini, limunska kiselina, fenolna jedinjenja, fosfolipidi i
karotenoidi (Réblova i Okrouhla, 2010; Shahidi i Zhong, 2010; Kamal-Eldin i Budilarto, 2015).
Visoka temperatura, prisustvo kiseonika ili zastupljenost nekog izomera u viSoj koncentraciji moze
biti uzrok izostanka antioksidativne aktivnosti ili ¢ak i prooksidativnog delovanja (Kamal-Eldin i
Appelgvist, 1996; Warner, 2005; Choe i Min, 2006; Gunstone, 2013; Ahsan i sar., 2015).

Odredene studije ukazuju da se u pojedinim lipidnim sistemima tokotrienoli ponasaju kao
delotvorniji antioksidansi u odnosu na odgovarajuce tokoferole (Nesaretnam i sar., 2007; Seppanen
i sar., 2010; Jiang, 2014; Karmowski i sar., 2015). IzraZenija aktivnost tokotrienola se objasnjava
brzom regeneracijom radikala nastalog u reakciji sa lipidnim slobodnim radikalima u polazni
tokotrienol (Pi¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005). Sa druge strane, prema Ahsan i sar. (2015), a-
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tokotrienol u mastima i uljima najbrZe podleze degradaciji pa samim tim i ne ispoljava znacajniju
antioksidativnost.

Tokoferoli ostvaruju dvostruko antioksidativno delovanje: kao ,,hvatac¢i lipidnih peroksil
radikala i kao inaktivatori singletnog kiseonika (quenchers) (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
Antioksidativno delovanje tokoferola (TOH) se zasniva na elektron- donorskim osobinama fenolne
grupe u hromanolnom prstenu (Jiang, 2014). OtpusSteni vodonikov atom se vezuje za peroksil
radikal (LOO") pri ¢emu nastaje hidroperoksid (LOOH) i tokoferil radikal (TO"):

LOO" + TOH — LOOH + TO’

U poredenju sa peroksil radikalom, tokoferil radikal (TO") je stabilniji, ima manju
sposobnost propagiranja oksidacije i1 brze reaguje sa drugim peroksil radikalom nego sa
nezasi¢cenom MK (LH) (Kamal-Eldin, 2006). U reakciji sa drugim peroksil radikalom gradi stabilan
neradikalni proizvod (TO-OOL) (Kamal-Eldin i Budilarto, 2015):

TO" + LOO" — TO-OOL

Pored toga Sto reaguju sa peroksil radikalom, znacaj tokoferola se ogleda i u tome Sto
stabilizuju nastali hidroperoksid i spreCavaju njegovo raspadanje na sekundarne proizvode
oksidacije (Kamal-Eldin i Budilarto, 2015).

Zbog visoke rastvorljivosti u mastima i uljima, tokoferoli se smatraju najbitnijim
antioksidansima odgovornim za stabilnost biljnih ulja. lako i drugi antioksidansi mogu imati
znacajnu ulogu, oksidativna stabilnost ulja zavisi¢e prevashodno od prisustva tokoferola i to najpre
od prisustva o- i y-tokoferola. Brojne studije ukazuju da reaktivnost pojedinih izomera sa peroksil
radikalima ne zavisi samo od sposobnosti doniranja H* atoma, veé¢ je u funkciji koncentracije
izomera, temperature i svetlosti. Prisutan u nizim koncentracijama (< 50 ppm), a-tokoferol je
znatno stabilniji i pokazuje jaCe antioksidativno dejstvo u odnosu na y-tokoferol, dok je pri visSim
koncentracijama (> 100 ppm) slabiji antioksidans od y-tokoferola (Kamal-Eldin, 2006). Uticaj
smese tokoferola sa dominantnim o- 0dnosNo y- i é-izomerom (karakteristicnim za suncokretovo
odnosno sojino ulje) na oksidativnu stabilnost na poviSenoj temperaturi je ispitivala Warner (2005).
Rezultati ove studije ukazuju da su uzorci ¢uvani na tamnom pokazali veCu otpornost prema
oksidaciji ukoliko su imali vi$i sadrzaj y- i 6-tokoferola dok je u slucaju uzoraka izlozenih svetlosti
smesa tokoferola sa dominantnim a-izomerom pokazala jaci zastitni efekat.

Kao razlog zasto se javlja razlika u reaktivnosti izmedu pojedinih izomera navodi se i da
tokoferoli 1 tokoferil radikali, kada su prisutni u vi§im koncentracijama, mogu ucestvovati 1 u
sporednim reakcijama (Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005; Seppanen i sar., 2010):

LOOH + TOH — TO" + LO" + H,O

Izostanak antioksidativnosti a-tokoferola u odnosu na y-tokoferol u ovom slu¢aju moze se
obrazloziti time da a-tokoferol i a-tokoferil radikal znatno brze stupaju u sporedne reakcije u
odnosu na y-tokoferol i njegov radikal (Kamal-Eldin, 2006; Seppanen i sar., 2010). U sporednim
reakcijama, nastali alkoksil radikal (LO") trosi tokoferole i usled slabe selektivnosti, inicira nove
lanc¢ane reakcije pri ¢emu je utroSak a-tokoferola znatno veci u odnosu na druge izomere. Tokoferil
radikal dalje stupa u reakciju sa nezasi¢enim MK (LH) i1 njihovim peroksidima:

TO+LH —- TOH+ L~

LOOH + TO" — TOH + LOO’

Sadrzaj ukupnih tokola kao i zastupljenost pojedinih izomera u biljnim uljima znatno varira
izmedu biljnih vrsta, pa se stoga koristi za utvrdivanje porekla i eventualne adulteracije (Dimic¢,
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2005; Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Zastupljenost pojedinih tokola i PC-8 u HPU dobijenim iz
razlic¢itih sirovina prikazan je u Tabeli 2.6.

Najzastupljeniji tokol u suncokretovom, maslinovom ulju i ulju semenki grozda, repice i
Safranike je a-tokoferol, dok je y-tokoferol dominantan izomer u sojinom, kukuruznom, lanenom,
tikvinom, repi¢inom, susamovom ulju i ulju kikirikija i divljeg lana (Tuberoso i sar., 2007;
Schwartz i sar., 2008; Zaunschirm i sar., 2018; Ying i sar., 2018). 8-tokoferol je u znacajnijim
koncentracijama prisutan u ulju borazine i soje (Warner, 2005; Gliszczyﬁska-Swigio 1 sar., 2007;
Tuberoso i sar., 2007; Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

Suncokretovo ulje je bogato tokoferolima ¢iji sadrzaj moze varirati u zavisnosti od kvaliteta
sirovine, pripreme semena za ekstrakciju, metode i uslova ekstrakcije, duzine i uslova skladistenja
ulja (Romanic¢ i sar., 2009; Azadmard-Damirchi i sar., 2010; Vidrih i sar., 2010; Tasan i sar., 2011;
Vrbikova i sar., 2014; Siger i sar., 2015; Wroniak i sar., 2016a). Kvalitet sirovine podrazumeva
koli¢inu ulja i tokoferola u jezgru suncokreta koji su uslovljeni genetskim i klimatskim faktorima i
njihovom medusobnom interakcijom (Tasan i Demirci, 2005; Velasco i Fernandez-Martinez, 2015)
s jedne strane, i sadrzajem necistoc¢a, ljuske i perioda skladiStenja semena pre izdvajanja ulja, sa
druge strane (de Figueiredo i sar., 2019; Xu i sar., 2019). Sam postupak proizvodnje HPU je voden
tako da bioaktivne komponente, medu kojima i tokoferoli, ostanu o¢uvani u toku proizvodnje pa
samim tim sveze HPSU karakteriSe visok sadrzaj ukupnih tokoferola. Predtretman semena, metod
ekstrakcije ulja kao i1 postupak rafinacije umnogome mogu uticati na sadrzaj ovih bioaktivnih
jedinjenja (Azadmard-Damirchi i sar., 2010; Vujasinovi¢ i sar., 2012; Wroniak i sar., 2016a; Re¢kas
i sar., 2017; de Figueiredo i sar., 2019). lako rafinacija ulja ima za cilj uklanjanje nepozeljnih
komponenata koje mogu negativno uticati na odrzivost ulja kao i senzorne karakteristike, u toku
ovog procesa neminovno dolazi do gubitka vrednih komponenata pri ¢emu se gubici ukupnih i
pojedinih tokoferola mogu kretati od 30 do 70 % (Ergonul i Késeoglu, 2013). Isti autori navode da
je gubitak ukupnih tokoferola u toku rafinacije suncokretovog ulja bio 14 %, pri ¢emu je gubitak
pojedinih izomera 10 %, 50 % odnosno 100 % za a-, B- odnosno y-tokoferol.

Sadrzaj ukupnih tokoferola kao i pojedinih izomera u rafinisanom i HPSU predstavljen je u
Tabeli 2.7. Na smanjenje ukupnih i individualnih tokoferola uticale su sve faze rafinacije mada ne
srazmerno. Tasan 1 Demirci (2005) su ispitivali uticaj fizicke 1 hemijske rafinacije na sadrzaj
tokoferola u suncokretovom ulju. Gubitak ukupnih tokoferola pri fizickoj rafinaciji je bio 35,5 % sa
najveéim gubicima u toku destilacije vodenom parom (24,6 %) dok su gubici pri hemijskoj
rafinaciji bili neSto manji (30,2 %) i sa najve¢im gubicima u fazi degumiranja/neutralizacije (14,7
%). Pojedini autori navode da se najveci gubici tokoferola javljaju u fazi deodorizacije (Wroniak 1
sar., 2008; Gotor i Rhazi, 2016; Wu i sar., 2019). Gubici ukupnih tokoferola u rafinisanom
suncokretovom ulju u toku skladiStenja mogu biti 1 do 50 % u zavisnosti od uslova ¢uvanja
(Romani¢ i sar., 2009; Vrbikova i sar., 2014; Zaunschirm 1 sar., 2018).
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Tabela 2.6. Zastupljenost pojedinih tokola i PC-8 u HPU dobijenim iz razli€itih sirovina.

Sastav tokoferola i tokotrienola (mg/100g)

Sirovina PC-8
a-T B-T v-T o-T a-T3 B-T3 v-T3 >
Suncokret 60,70 - - - - - - 60,70 -
Kikiriki® 21,30 0,80 32,00 9,50 - - - 63,60 -
Maslina? 21,20 - 0,50 - - - - 21,70 -
Soja’ 9,20 - 143,20 27,30 - - - 179,80 -
Tikva® 7,10 - 42,30 1,40 - - - 50,80 -
Semenke grozda® 13,90 - 0,30 0,01 - - - 14,21 -
Kukuruz? 4,90 - 152,30 4,60 - - - 161,80 -
Borovnica® 1,60 - 3,90 0,20 - - 124,50 130,20 -
Safranika* 53,50 1,00 5,50 1,50 - - - 61,50 -
Crna ribizla* 22,20 - 79,70 9,30 0,50 0,80 0,40 112,90 -
Argan* 3,90 - 37,10 2,20 43,10 - - 86,30 -
Crni kim* 1,70 - 1,92 - 3,20 18,10 - 24,90 -
Cicak® 54,40 2,10 5,10 1,70 - - - 63,30 -
Konoplja* 2,40 - 74,50 1,50 - - - 78,40 -
P3eni¢na klica* 83,50 60,90 0,70 - 0,50 1,80 7,80 155,10 -
Badem® 36,90 0,25 6,50 0,74 0,73 - 0,16 45,40 1,04
Legnik® 27,40 0,64 5,60 0,40 - - - 33,98 -
Repica® 42,20 0,20 50,80 1,10 - - - 94,30 6,11
Lanik’ 1,60-2,80 0,20-0,30 64,20-72,30 1,40-20 - - - 67,70 — 76,10 -
Susam® - - 57,60 0,30 - - - 57,90 -
Gorko jezgro kajsije® 3,30 - 41,30 - - - - 44,60 3,00
Slatko jezgro kajsije® 4,00 - 36,90 4,20 - - - 45,10 2,50
Pirinac’ 4,93 4,74 0,30 7,76 9,99 27,72 0,11
Lan’ 1,04 40,50 0,85 0,03 0,06 42,48 30,15
Orah® 7,53 23,64 2,64 - 0,09 33,90 0,04
Suncokret'® 21,14 1,00 - - - 22,14 -
Pistaci®® - 16,60 0,40 - - 17,00 -
Borazina™ - - 17,10 143,20 - 160,30 -

"Rafatowski i sar. (2008); “Tuberoso i sar. (2007); °Li i sar. (2011); *Ying i sar. (2018); Gérnas i sar. (2014); °Siger i sar. (2015); 'Ratusz i sar. (2018); °Kostadinovi¢ Velitkovska i sar. (2018);
®Gruszka i Kruk (2007); ‘°Kalogeropoulos i sar. (2013); “'Czaplicki i sar. (2011).
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Sadrzaj ukupnih tokoferola i zastupljenost pojedinih izomera umnogome odreduju nutritivne
i tehnoloske karakteristike suncokretovog ulja. Buduci da je a-tokoferol najzastupljeniji izomer sa
oko 95 — 98 %, suncokretovo ulje predstavlja najbolji izvor vitamina E koji je komercijalno
dostupan (Velasco, 2015; Zaunschirm 1 sar., 2018). Pored toga $to je ulje sa ve¢im sadrzajem a-
tokoferola hranljivije, ovako visok udeo a-tokoferola suncokretovo ulje ¢ini i otpornijim na
fotooksidaciju, ali i manje stabilnim na poviSenim temperaturama u odnosu na ona ulja kod kojih su
v- 1 6-tokoferol dominantni izomeri (Garces i sar., 2009; Foster i sar., 2009, Rauf i sar., 2017).

Tabela 2.7. Sadrzaj tokoferola u rafinisanom i HPSU.

Tokoferoli (mg/100 g)
a-T B-T v-T o-T >

Rafinisano suncokretovo ulje

Izvor podataka

60,80 2,30 0,40 - 63,20

56,80 2,20 0,70 - 58,90 Franke i sar. (2010)

45,70 1,70 0,80 - 48,20

66,50 2,90 2,60 - 72,00 Hassanien (2012)

62,02 1,85 1,65 - 65,50

74,80 - 3,06 - 77,90 Rafatowski i sar. (2008)

64,10 - - - 64,10

46,00 - - - 46,00 Karmowski i sar. (2015)

g;gg i?g 822 ?&88 Redondo-Cuevas i sar. (2018)
HPSU

ggég ggg gzg i gggg Franke i sar. (2010)

49,40 13,10 0,90 63,40 Tuberoso i sar. (2007)

20,70 2,10 5,10 0,20 28,50 Kostantinovi¢ Veli¢kovska i sar. (2015)
22,80 1,90 5,10 0,20 30,30 Kostantinovi¢ Velickovska i sar. (2018)

60,70 - - - 60,70 Rafatowski i sar. (2008)
48,50 - 8,20 1,10 57,80 Gornas$ i sar. (2014)
57,00 - 0,40 21,0 78,40 Nadeem i sar. (2015)
4490 2,21 - 0,82 48,10 Redondo-Cuevas i sar. (2018)
49,00 3,10 1,10 53,20

Ukoliko bi bio povecan udeo y- i 6-tokoferola, oksidativna stabilnost suncokretovog ulja bi
bila znatno visa (Warner i sar., 2008). Prethodnih decenija su stvoreni hibridi suncokreta sa

modifikovanim sadrzajem tokoferola &iji je profil prikazan u Tabeli 2.8. Skori¢ i sar. (2008) su
stvorili eksperimentalni hibrid suncokreta sa sadrzajem ukupnih tokoferola od ¢ak 1900 mg/kg ulja.

Tabela 2.8. Sadrzaj tokoferola u ulju modifikovanih linija suncokreta (Garces i sar., 2009).

Sastav tokoferola (%)

Tip ulja

o-T B-T v-T o-T
Standardni a-T 95 4 1 0
Srednji 3-T 50 50 0 0
Visoki B-T 75 25 0 0
Visoki y-T 5 0 95 0
Visoki 8-T 5 0 30 65

17



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié
2.2.2.2. Steroli

Najveci udeo u neosapunjivim materijama biljnih ulja ¢ine steroli. To su visokomolekularni
cikli¢ni alkoholi, 3-hidroksi derivati ciklopentano-perhidrofenantrena koji se sastoji od 4
kondenzovana prstena sa 17 ugljenikovih atoma (Blekas i Boskou, 2016). Svi steroli sadrze
hidroksilnu grupu vezanu za Csz atom i alifati¢ni boc¢ni lanac sa 8 — 10 ugljenikovih atoma vezan za
C17.

Na osnovu porekla se mogu podeliti na animalne sterole (zoosterole) i biljne sterole
(fitosterole). Najzastupljeniji zoosterol je holesterol koji se moZe naci i u biljnim uljima mada u
zanemarljivim koli¢inama (20 — 50 mg/kg) (Gunstone, 2013). Holesterol je gradivni sterol
animalnih tkiva i prekursor steroidnih hormona i zucnih kiselina. Iako sadrzaj holesterola u biljnim
uljima retko prelazi 50 mg/kg, pojedina ulja sadrze ovaj zoosterol u ve¢im koli¢inama (ulje divljeg
lana 188 mg/kg, kakao buter 59 mg/kg, laneno ulje 42 mg/kg, palmino ulje 26 mg/kg, kokosovo
ulje 23 mg/kg) (Kochhar i sar., 2005). Fitosteroli, po gradi sli¢ni holesterolu, predstavljaju gradivne
komponente ¢elijskih membrana biljaka, ostvaruju regulatornu ulogu u propustljivosti membrane i
bitni su kao prekursori bioloski aktivnih jedinjenja kao §to su steroidni saponini, steroidni
glukoalkaloidi i brasinosteroidi (Moreau i sar., 2018). Uloga fitosterola u ljudskom organizmu
ogleda se u snizavanju nivoa LDL u krvi pa samim tim uéestvuju u spreCavanju pojave i razvoja
kardiovaskularnih oboljenja. Unos fitosterola u koli¢ini od 2 g/dan rezultuje redukcijom LDL za 10
% (Foster i sar., 2009). Na Slici 2.4. prikazane su strukturne formule najzastupljenijih fitosterola.
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Slika 2.4. Strukturne formule najzastupljenijih fitosterola u biljnim uljima (Kochhar i sar., 2005).

Fitosteroli se mogu naci u slobodnom ili vezanom obliku kao sterol-estri (esterifikovani
masnim kiselinama), hidroksicinamat sterol-estri (esterifikovani ferulnom ili p-kumarnom
kiselinom), sterol-glikozidi i acilovani sterol-glikozidi (Moreau i sar., 2018). U prirodi se mogu naci
i zasiceni oblici sterola (stanoli) ali znatno rede u odnosu na nezasi¢ene sterole. Duzina bo¢nog
lanca i prisustvo dvostruke veze koja se najcesce nalazi na Cs atomu, kao i dodatne dvostruke veze,
¢ine osnovnu razliku izmedu pojedinih sterola (Fine i sar., 2015; Blekas i Boskou, 2016). Vecina
fitosterola sadrzi 28 do 29 ugljenikovih atoma i ima jednu ili vise dvostrukih veza. Fitosteroli kod
kojih je dvostruka veza izmedu Cs i Cg atoma su oznadeni kao A® i predstavljaju najzastupljeniju
grupu fitosterola. U prirodi se takode sreéu i A’-steroli (kod kojih je dvostruka veza na C; atomu) i
A>*_steroli (kod kojih su prisutne dve dvostruke veze, na Cs i Cz; atomu) (Velasco i Ruiz-Méndez,
2015). Glavni predstavnici fitosterola su p-sitosterol (Czg, A®), kampesterol (Czs, A®) i stigmasterol
(Ce, A>%). U sastavu fitosterola gotovo svih biljnih ulja dominira B-sitosterol sa 50 — 80 %.
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Zajedno sa stigmasterolom i kampesterolom ¢ini najveéi deo negliceridne frakcije sojinog i
kukuruznog ulja dok su za ovsene mekinje i pirina¢ karakteristicni A®-avenasterol odnosno v-
orizanol (Zawistowski, 2010). Brasikasterol je u repi¢inom ulju zastupljen sa oko 10 %, dok je u
drugim biljnim uljima prisutan u zanemarljivim koli¢inama ili nije detektovan (Gunstone, 2013).

Vecina biljnih ulja sadrzi 1,0 — 5,0 g/kg sterola. Medu biljnim uljima po sadrzaju ukupnih
sterola izdvajaju se ulje kukuruznih klica i repice sa sadrzajem od ~ 11 g/kg do 14 g/kg (Gunstone,
2013; Velasco i sar., 2014). U odnosu na ulje repice, ostala biljna ulja koja imaju Siroku upotrebu
kao S$to su sojino, suncokretovo i palmino ulje, imaju znatno nizi sadrzaj ukupnih fitosterola (2,3 —
4,0 g/kg, 2,1 — 4,5 g/kg odnosno 0,2 — 0,6 g/kg) (Vlahakis i Hozebroek, 2000; Gunstone i Harwood,
2007). U Tabeli 2.9. prikazan je udeo pojedinih sterola u ukupnom sadrzaju sterola u biljnim uljima

(ma/kg).

Tabela 2.9. Udeo pojedinih sterola u ukupnom sadrzaju sterola u biljnim uljima (mg/kg).

Ulje

Sterol (mg/kg) soje’ suncokreta® repice? kukuruza® masline?  palme®
Holesterol - - 26 15 - -
Brasikasterol - 12 700 38 tr -
Kampesterol 620 — 1310 340 3070 1710 59 170 — 177
Kampestanol - 68 17 150 75 27-34
Stigmasterol 470770 280 28 480 15 71-79
B-sitosterol 1250 — 2360 2060 4120 5150 1200 371-388
Sitostanol - 51 18 290 39 -
A®-avenasterol - 110 370 210 23 -
Stigmasta-5,24-dienol - 99 48 49 tr -
Gramisterol+a-amyrin - 150 46 85 16 -
A’-avenasterol - 640 120 49 310 -
Cikloartenol - 150 10 230 tr -
24-metilencikloartanol - 150 47 170 540 -
Citrostadienol - 400 22 95 120 -
Ukupno 2350 — 4050 4510 8610 8710 2560 656 — 662

Vlahakis i Hazebroek, (2000); ?Schwartz i sar. (2008); *Hassanien (2012).

Ispitujuci sastav fitosterola HPU, Szterk i sar. (2010) i Czaplicki i sar. (2011) su naveli ulje
amaranta kao najbogatiji izvor fitosterola (12,5 g/kg odnosno 19,9 g/kg). Hassanien i sar. (2014) su
utvrdili da ulje pSeni¢ne klice ekstrahovano heksanom sadrzi ~ 24 g/kg ukupnih fitosterola, dok su
Ying i sar. (2018) za HPU naveli nize vrednosti (8,6 g/kg). Dulf i sar. (2010) su naveli ulje
kukuruzne Kklice kao najbogatiji izvor sterola (7,4 g/kg), dok su ostala ulja imala znatno manji
sadrzaj (ulje pSeni¢ne klice - 4,4 g/kg, semenki grozda - 3,0 g/kg i badema - 2,0 g/kg). Navedene
vrednosti su niZze od prosecnih za ulja pSeni¢nih 1 kukuruznih klica iako je re¢ o nerafinisanim
uljima. Prema podacima koje su dali Rabrenovi¢ i sar. (2014) za ulje semena tikve golice i semena
sa ljuskom, sadrzaj ukupnih sterola se kretao od 7,2 do 9,0 g/kg sa dominantnim A2,
stigmastatrienolom 1 spinasterolom. Ove vrednosti su znatno viSe od vrednosti koje su utvrdili
Szterk i sar. (2010) i Raczyk i sar. (2018) za HPU tikve a koji su naveli 3,5 g/kg odnosno 1,7 — 2,2
g/kg za sadrZaj ukupnih sterola.

Sadrzaj fitosterola u ulju i semenu suncokreta uslovljen je genetskim i klimatskim faktorima.
Visoka temperatura i deficit vode u toku vegetacije dovode do veée akumulacije fitosterola u
semenu suncokreta i viSih vrednosti odnosa [-sitosterol/kampesterol (Vlahakis i Hazebroek, 2000;
Anastasi 1 sar., 2010; Roche 1 sar., 2010; Velasco i sar., 2014). Roche i sar. (2010) navode da je veci
sadrzaj fitosterola u semenu suncokreta zapravo odgovor na stresne uslove s obzirom na osnovnu
ulogu fitosterola u regulisanju protoka i propustljivosti membrane.
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Prema podacima koje su dali Fernandez-Cuesta i sar. (2012a; 2012b), sadrzaj ukupnih
fitosterola u jezgru suncokreta bio je 2,2 — 3,5 g/kg odnosno 1,4 — 4,7 g/kg, dok su Kalogeropoulos i
sar. (2013) ukazali na znacajno nize koncentracije (1,3 g/kg). Ispituju¢i 22 komercijalna hibrida
suncokreta, Velasco i sar. (2013) su ustanovili da se sadrzaj fitosterola u jezgru suncokreta kretao u
opsegu 2,9 — 3,8 g/kg, dok je u ulju sadrzaj fitosterola bio u rasponu od 4,7 do 6,0 g/kg. Vlahakis i
Hazebroek (2000) su naveli da se sadrzaj sterola u sirovom suncokretovom ulju kretao od 2,1 do 4,5
g/kg. Aguirre i sar. (2012) su analizirali 10 hibrida suncokreta sa visokim sadrzajem fitosterola i
dosli do zakljucka da su u ukupnom sadrzaju sterola slobodni steroli dominantni (4,0 — 8,5 g/kg) u
odnosu na steril-glikozide koji su bili prisutni zastupljeni u znacajno manjoj meri (do 0,3 g/kg).
Sadrzaj sterola u HPSU od ~ 3,0 g/kg naveli su Hassanien i sar. (2012) i Konstadinovi¢
Velickovska i sar. (2015; 2018). U svim studijama kao dominantan fitosterol suncokretovog jezgra i
ulja naveden je B-sitosterol.

Postupak izdvajanja ulja iz sirovine uti¢e na sadrzaj ukupnih fitosterola kao i na odnos
slobodnih i esterifikovanih (Velasco i Ruiz-Méndez, 2015). Ekstrakcija ulja pomocu rastvaraca
rezultuje visim sadrzajem ukupnih fitosterola ali je udeo esterifikovanih u odnosu na slobodne veéi
u HPU. Azadmard-Damirchi i sar. (2010) takode navode da ekstrakcija rastvarac¢ima daje vece
prinose fitosterola u repi¢inom ulju ali i da tretman mikrotalasima pre presovanja utice na poveéanje
sadrzaja ukupnih sterola. Ukupan sadrzaj sterola u HPU uljane repice je bio 6,6 g/kg dok je u ulju
nakon tretmana mikrotalasima u toku 4 min bio 7,8 g/kg. Pozitivan efekat termi¢kog (zagrevanje i
tretman mikrotalasima) i mehani¢kog (ljustenje) predtretmana na sadrzaj ukupnih sterola u
repi¢inom ulju potvrdili su i Rekas i sar. (2017). Tostiranje semena tikve pre postupka hladnog
presovanja imalo je pozitivan u¢inak na sadrzaj ukupnih fitosterola (netostirano 1,7 g/kg; tostirano
2,2 g/kg) (Raczyk i sar. 2018). Isti autori su naveli da je sadrzaj ukupnih fitosterola nakon 3 meseca
skladi$tenja na temperaturi od 20 °C smanjen na 1,6 g/kg u slu¢aju netostiranog semena tikve i 1,8
g/kg, u slucaju tostiranog. Rafinacijom ulja dolazi do znacajnog gubitka ukupnih fitosterola
posebno u fazama neutralizacije i deodorizacije. Wu i sar. (2019) su ispitivali uticaj svih faza
rafinacije na sastav minornih komponenata i antioksidativnu aktivnost ulja repice. Postupkom
rafinacije sadrzaj fitosterola je smanjen sa 4,5 — 5,5 g/kg koliko je bilo u sirovom ulju, na 3,7 — 4,5
g/kg bez uticaja na odnos pojedinih sterola. Gubici ukupnih fitosterola u toku rafinacije se krec¢u od
10 do 70 % (Foster i sar., 2009, Velasco i Ruiz-Méndez, 2015).

Sa tehnoloSkog aspekta znacCaj fitosterola se ogleda u povecanju termicke stabilnosti ulja
koja sadrze visok udeo PUFA. Pored toga, odredene studije ukazuju da pri visokim temperaturama
odredeni steroli ispoljavaju i antioksidativno dejstvo smanjuju¢i nivo polimerizacije i gubitak
tokoferola (Winkler i Warner, 2008a; Winkler i Warner, 2008b). Pozitivan uticaj fitosterola na
oksidativnu i termicku stabilnost ulja tumaci se dvojako. Antipolimerizaciono dejstvo je pripisano
sterolima koji imaju etilidensku grupu u bo¢nom lancu kao §to su A°-avenasterol, A’-avenasterol,
fukosterol, vernosterol i citrostadienol (Winkler i Warner, 2008a). Sa druge strane, isti autori u
drugom istraZivanju su dosli do zaklju¢ka da su broj i poloZaj dvostrukih veza u molekulu
fitosterola bitniji za ostvarivanje antipolimerizacionog efekta od prisustva etilidenske grupe u
bocnom lancu (Winkler i Warner, 2008b). Pri visokim koncentracijama fitosteroli imaju jaci
antipolimerizacioni efekat ali se u zavisnosti od lipidnog sistema i sastava masnih kiselina mogu
ponasati i prooksidativno.

2.2.2.3. Fosfolipidi

Fosfolipidi su amfifilni molekuli koji su glavni sastojci bioloskih membrana. Sastoje se od
diacilglicerola esterifikovanog MK u sn-1 i sn-2 polozaju molekula glicerola i fosfatne grupe u sn-3
polozaju. Na fosfatnu grupu moZe biti estarski vezana neka bazna grupa pa se tako fosfolipidi
(fosfatidi) mogu podeliti na estre fosfatidilne kiseline sa aminoalkoholima (fosfatidilaminoalkoholi)
ili sa polialkoholima (fosfatidilpolialkoholi) (Dimi¢, 2005). Specifi¢nost strukture fosfolipida je
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prisustvo 1 lipofilne i hidrofilne grupe §to ih ¢ini povrSinski aktivnim supstancama pa imaju
znacajnu ulogu u ljudskom organizmu, ali i uticaj na oksidativnu stabilnost ulja.

Sirova ulja su bogata fosfolipidima pri ¢emu uticaj na njihov sadrzaj imaju kvalitet sirovine i
parametri izdvajanja ulja. Njihovo prisustvo u sirovom ulju je znacajno zbog hranljive vrednosti
smanjenje oksidativne stabilnosti ulja i naruSavanje senzornih karakteristika (Velasco i Ruiz-
Méndez, 2015; Romani¢, 2020). Za razliku od sirovog ulja, u rafinisanom ulju gotovo da ih i nema.
U fazi deodorizacije mogu izazvati potamnjivanje ulja §to negativno uti¢e na aromu i izgled, pa se
gotovo potpuno uklanjaju u procesu degumiranja (Choe i Min, 2006; Gotor i Rhazi, 2016). Ulje
soje, repice i suncokreta sadrzi 1,5 — 2,5 %, < 2,5 % odnosno ~ 1 % fosfolipida (Gunstone, 2013).
Najznacajniji  fosfolipidi suncokretovog wulja (Slika 2.5.) su fosfatidna kiselina (PA),
fosfatidiletanolamin (PE) fosfatidilholin (PC) i fosfatidilinozitol (Pl) (Aktas i sar., 2014).
Fosfolipidi se ponaSaju kao jaki antioksidansi i ispoljavaju sinergizam sa tokoferolima i
flavonoidima, ali se u odredenim uslovima mogu ponasati i kao prooksidansi. Antioksidativno
dejstvo ispoljavaju grade¢i helatne komplekse sa jonima metala 1 inaktiviSuéi hidroperokside
(Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovié¢, 2005; Shahidi i Zhong, 2010).

Osnova fosfolipidne Supstituent Fosfolipid
strukture (9.4]
o
| o- X
- _ _ o
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Slika 2.5. Strukturne formule najznacajnijih fosfolipida suncokretovog ulja (Aktas i sar., 2014).

2.2.2.4. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja su sekundarni proizvodi metabolizma biljaka koji se sastoje od jednog ili
viSe aromati¢nih prstenova za koje su direktno vezane hidroksilne grupe. Poznato je vise od 8000
fenolnih jedinjenja koja se po strukturi znacajno razlikuju, od jednostavnih molekula, kao §to su
fenolne kiseline, do visokokondenzovanih jedinjenja kao $to su tanini (Vuolo i sar., 2019). Fenolne
materije prisutne u biljnim tkivima imaju veoma znacajnu fizioloSku ulogu dok unete putem hrane
ucestvuju u sprecavanju i leCenju hroni¢nih bolesti (Siger i sar., 2008).

21



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié

Fenolne komponente prisutne u ulju su vazan pokazatelj kvaliteta buduc¢i da uti€u na
odrzivost, nutritivne i senzorne karakteristike ulja (Siger i sar., 2008; Mazaheri i sar, 2019). Sva
nerafinisana biljna ulja sadrze fenolna jedinjenja koja, zajedno sa tokoferolima, ostvaruju primarnu
ulogu u odrZivosti ulja tokom skladi$tenja i upotrebe (Zili¢ i sar., 2010). Od posebne vaznosti je
njihova snazna antioksidativna aktivnost koja je u funkciji broja i polozaja hidroksilnih grupa
vezanih za aromati¢ni prsten, polarnosti, rastvorljivosti i stabilnosti u toku tehnoloSkog procesa
izdvajanja i prerade ulja (Siger i sar., 2005). Antioksidativno dejstvo fenolna jedinjenja ostvaruju
kao redukujuci i helatni agensi, prekidanjem lanc¢ane reakcije i vezivanjem za radikale lipida
prevodeci ih u stabilnija jedinjenja i kao hvataci slobodnog kiseoni¢nog radikala (Pi¢uri¢-Jovanovié¢
1 Milovanovi¢, 2005; Symoniuk 1 sar., 2018).

Semenke suncokreta su bogate fenolnim materijama (1 — 3 9/100g) (De Leonardis i sar.,
2003). Zili¢ i sar. (2010) su naveli da je sadrzaj ukupnih fenolnih komponenata bio veéi u jezgru
nego u semenki suncokreta u svim ispitivanim hibridima. U HPU zastupljenija su polarna fenolna
jedinjenja ¢iji se sadrzaj kre¢e od 18 do 99 ppm ekvivalenta kafeinske kiseline (Siger i sar., 2005).
Nizak sadrzaj poti¢e od slabe rastvorljivosti fenolnih jedinjenja pa u toku procesa ekstrakcije
najveci deo ostaje u pogaci. Pri proizvodnji rafinisanih ulja, u fazi neutralizacije, prisutne polarne
fenolne komponente se gotovo u potpunosti uklanjaju (Van Hoed, 2010).

U ulju izolovanom iz semena, kao glavne fenolne komponente izdvajaju se fenolne kiseline
od kojih su vanilinska i hlorogenska kiselina najzastupljenije, potom protokatehinska, p-
hidroksibenzoeva, cimetna, p-kumarna, feruli¢na, sinapinska, elenoinska, 3,4-dihidroksibenzoeva,
elaginska i galna kiselina (Van Hoed, 2010; Zili¢ i sar., 2010). Strukturne formule najzastupljenijih
fenolnih kiselina u suncokretovom ulju predstavljene su na Slici 2.6.
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Slika 2.6. Najzastupljenije fenolne kiseline u suncokretovom ulju (Miura i sar., 2015).

Prisutne fenolne kiseline mogu biti slobodne ili vezane u obliku estara ili glikozida (Rekas i
sar., 2017). Na sadrzaj fenolnih komponenata u HPU uljane repice uticaj imaju kultivar, primenjene
agrotehniCke mere, ekoloski uslovi i stepen zrelosti ali i primenjena analiticka metoda i nacin
izdvajanja ulja (Romani i sar., 2017; Chew, 2020). Ispitivanjem HPSU iz Makedonije, Kostadinovi¢
Veli¢kovska i sar. (2018) su utvrdili sadrzaj ukupnih fenolnih materija od 50,5 mg ekvivalenata
galne kiseline/L ulja, dok su De Leonardis i sar. (2003) naveli sadrzaj od 10 mg ekvivalenata
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kafeinske kiseline/kg. Siger i sar. (2005) su potvrdili da je ve¢i sadrzaj ukupnih fenolnih
komponenata u HPU nego u rafinisanom. NajviSu vrednost za ukupne fenolne komponente,
izrazeno u ekvivalentima kafeinske kiseline, imalo je HPU soje (1,44 mg/100g), dok je u
suncokretovom ulju detektovan najnizi sadrzaj (1,19 mg/100g). Medutim, suncokretovo ulje je
pretrpelo najmanje gubitke u toku rafinacije pa je u rafinisanom ulju utvrden sadrzaj ukupnih
fenolnih komponenti od 1,15 mg/100g, dok je u ulju soje i repice sadrzaj bio 1,09 mg/100g odnosno
0,78 mg/100g. Fenolne kiseline nisu detektovane u rafinisanom ulju suncokreta, dok su u HPSU
dominantne bile vanilinska kiselina sa 6,80 pg/100g i kafeinska sa 4,84 ug/100g. Takode,
antioksidativna aktivnost fenolne frakcije HPU je bila veéa od fenolne frakcije rafinisanih.
Nezirevi¢-Nizi¢ i sar. (2019) su ispitivali sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti, hlorofila i
karotenoida u HPU tikve, lana i suncokreta, porede¢i dve sezone. Sadrzaj ukupnih fenolnih
komponenata (izrazenih u mg galne kiseline po 100g) u suncokretovom ulju je bio znacajno vec¢i u
prvoj sezoni (3,68 mg/100g) u odnosu na drugu (0,69 mg/100g). Symoniuk i sar. (2018) su utvrdili
da se HPSU oleinskog i linolnog tipa medusobno razlikuju ne samo po odrzivosti i
antioksidativnom kapacitetu, ve¢ i po sadrzaju fenolnih jedinjenja koja su bila zastupljena sa 53,2,
odnosno 43,8 mg ekvivalenta feruli¢ne kiseline/100g. Proucavajuéi uticaj razlicitih tipova gajenja
suncokreta (agro-eko sistema kao $to su konvencionalni metod i organski metodi- stariji i noviji tip)
na sadrzaj fenolnih jedinjenja u jezgru, ljusci i ulja suncokreta, Romani i sar. (2017) su dosli do
zakljucka da izmedu starije metode organske proizvodnje i konvencionalnog nacina gajenja
suncokreta nema znacajne razlike (7,38 mg/L i 7,46 mg/L), dok je noviji metod organske
proizvodnje imao najmanji sadrzaj fenolnih jedinjenja u ulju (4,37 mg/L). Za konvencionalni metod
gajenja je utvrden najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja u jezgru (20,5 mg/g sveze mase) a najmanje u
ljusci (0,46 mg/g sveze mase).

Termicki netretirana ulja imaju visi sadrzaj fenolnih komponenti koja ispoljavaju snaznije
antioksidativno dejstvo. Gubitke fenolnih kiselina i flavonoida prisutnih u rafinisanom
suncokretovom ulju oleinskog tipa u toku viSestrukog przenja ispitali su Sonmezdag i sar. (2019).
Pokazalo se da su u netretiranom ulju od fenolnih kiselina dominantne hlorogenska (1,7 mg/kg),
vanilinska (1,3 mg/kg) i kafeinska kiselina (0,9 mg/kg) a od flavonoida rutin sa 2,7 mg/kg. Nakon
desetog ciklusa przenja (pri ¢emu je jedan ciklus trajao 10 minuta na temperaturi od 190 °C),
sadrzaj ukupnih fenolnih materija je od 8,6 mg/kg koliko je bilo u netretiranom ulju, pao na svega
0,18 mg/kg.

2.2.2.5. Pigmenti

Najzastupljeniji pigmenti u svim biljnim uljima su karotenoidi i hlorofili (Slika 2.7.). U
suncokretovom ulju se kao dominantni pigmenti izdvajaju karotenoidi. Po strukturi pripadaju
tetraterpenoidima i sastoje se od osam izoprenskih jedinica. Na osnovu prisustva funkcionalne
grupe mogu se podeliti na karotene, koji predstavljaju ugljenohidratni lanac bez funkcionalne grupe
i ksantofile, oksidovane karotenoide koji imaju funkcionalnu grupu. Takode, mogu biti podeljeni na
osnovu provitaminske aktivnosti gde a-karoten, [B-karoten i B-kriptoksantin predstavljaju
provitamine vitamina A dok ostali nemaju ovo dejstvo (Ribeiro i sar., 2018). U suncokretovom ulju
su najzastupljeniji ksantofili koji, zajedno sa dihidroksi karotenoidima (preteZzno luteinom), ¢ine 76
— 81 % ukupno prisutnih karotenoida (Rade i sar., 2004). Rafinacijom dolazi do znacajnih gubitaka
pogotovo u fazi beljenja i deodorizacije, kada se izgubi i do 77 % ukupno prisutnih karotenoida
(Velasco i Ruiz-Méndez, 2015).

Pri proizvodnji HPU, predtretman mozZe uticati na sadrzaj karotenoida. Vujasinovi¢ (2011)
je navela da je sadrzaj karotenoida u HPU tikve znacajno varirao u zavisnosti od primenjenog
tretmana. Sa povecanjem temperature 1 vremena tostiranja dolazi do degradacije termolabilnih
karotenoida i intenziviranja oksidativnih procesa pri ¢emu dolazi i do gubitka karotenoida usled
oksidacije. Buduc¢i da karotenoidi ispoljavaju antioksidativno dejstvo, njihov gubitak neminovno
vodi i smanjenju oksidativne stabilnosti ulja. Mehanizam antioksidativnog dejstva B-karotena je
inaktivacija kiseoni¢nog radikala, ¢ime se zaustavlja formiranje hidroperoksida i spreava faza
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propagacije (Choe i Min, 2006; Chew, 2020). Antioksidativna aktivnost karotenoida se odvija
prema sledecoj reakciji (Choe i Min, 2006):

0, + 'B-karoten <> *0, + *B-karoten
10, + Ykarotenoid«s 20, + 3karotenoid

InaktiviSuée dejstvo karotenoida zavisi od broja konjugovanih dvostrukih veza u molekulu
pa tako svi karotenoidi sa najmanje 9 konjugovanih veza (B-karoten, lutein, likopen) predstavljaju

efikasne inaktivatore. U odredenim uslovima, karotenoidi se mogu ponasati i kao prooksidansi
(Ribeiro i sar., 2018).

Hlorofili su zeleni pigmenti prisutni u HPSU u veoma malim koli¢inama dok ih u
rafinisanom ulju gotovo i nema. Prema Gunstone (2013), sirovo ulje suncokreta sadrzi 200 — 500
ppb dok u rafinisanom ulju ima manje od 30 ppb. Na sadrzaj hlorofila u HPU veliki uticaj ima
proces proizvodnje tako da zadrzavanjem materijala u presi, smanjenjem dijametra izlaznog konusa
I broja obrtaja u minuti, neminovno dolazi do potpunije ekstrakcije pigmenata (Chew, 2020). Ovu
grupu pigmenata ¢ine hlorofil a, hlorofil b i derivati hlorofila bez jona Mg®* - feofitin a i feofitin b
(Chen i sar., 2011).
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Slika 2.7. Najzastupljeniji pigmenti u suncokretovom ulju (Jimenez-Lopez i sar., 2620).

Budu¢i da se ponaSaju kao jaki prooksidansi kada su izloZeni svetlu, pri proizvodnji
rafinisanog ulja pozeljno je da se rafinacijom $to potpunije uklone jer se ovaj tip ulja najcesce
pakuje u transparentnu ambalazu. Hlorofili i njihovi derivati, feofitini i feoforbidi, ispoljavaju
prooksidativno dejstvo kao fotosenzibilizatori, inicirajuéi proces fotooksidacije apsorpcijom
energije UV svetlosti 1 prevodeci kiseonik iz osnovnog u singletni oblik (Shahidi 1 Zhong, 2010).
Feofitini i feoforbidi imaju izrazenije prooksidativno dejstvo u odnosu na hlorofile. Sa druge strane,
ukoliko je ulje skladiSteno bez prisustva svetlosti na temperaturi oko 30 °C, hlorofili ispoljavaju
antioksidativno dejstvo pri cemu hlorofil a ima izrazenije dejstvo u odnosu na hlorofil b, feofitin a i
feofitin b. Aktivnost svih hlorofila pokazuje doznu zavisnost. Takode, sa poveCanjem temperature
dolazi do gubitka antioksidativnosti, najverovatnije zbog termolabilnosti i kompeticije sa ja¢im
antioksidansima kao $to je a-tokoferol (Giuliani i sar., 2011).
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Sadrzaj pigmenata u suncokretovom ulju varira u zavisnosti od brojnih faktora. Njihov
sadrzaj zavisi od porekla, stepena zrelosti sirovine, nacina proizvodnje i Stepena obrade ulja.
Fizicko-hemijske karakteristike sirovine, geografsko poreklo, klimatski uslovi, navodnjavanje,
proces ekstrakcije, kao i uslovi skladistenja i finalnog pakovanja, neki su od faktora koji uti¢u na
sadrzaj pigmenata ekstra devicanskog maslinovog ulja (Jimenes- Lopez i sar., 2020). Sadrzaj
karotenoida i hlorofila u HPSU dobijeno u industrijskim i laboratorijskom uslovima ispitivali su
Rade i sar. (2004). Pokazalo se da su u industrijski dobijenom ulju pigmenti prisutni u veéim
koli¢inama. Sadrzaj ukupnih karotenoida 1 hlorofila je bio 1,26 mg/kg i 0,36 mg/kg u odnosu na ulje
dobijeno u laboratorijskim uslovima koje je imalo vrednosti 1,15 mg/kg i 0,02 mg/kg. Romani¢
(2015) je za HPSU sa razli¢itim udelom ljuske i necisto¢a utvrdio sadrzaj karotenoida u opsegu od
2,86 mg/kg do 9,48 mg/kg, dok je sadrzaj hlorofila bio od 0,15 mg/kg do 2,06 mg/kg. Tuberoso i
sar. (2007) su utvrdili sadrzaj ukupnih hlorofila u HPSU 2,3 mg/kg, dok je sadrzaj -karotena bio
0,1 mg/kg. NajvisSe vrednosti su utvrdene za maslinovo i tikvino ulje (33,9 mg/kg odnosno 30,8
mg/kg ukupnih hlorofila i 6,9 mg/kg odnosno 5,5 mg/kg B-karotena). Nezirevi¢-Nizi¢ i sar. (2019)
su ispitivali sadrzaj hlorofila i karotenoida HPSU u toku dve sezone. Sadrzaj hlorofila izrazen preko
feofitina a bio je znacajno visi u prvoj sezoni (3,24 mg/100g) u odnosu na drugu (0,45 mg/100g)
dok se sadrzaj karotenoida, izrazen preko [-karotena, neznatno razlikovao (1,26 mg/100g u prvoj
sezoni odnosno 1,30 mg/100g u drugoj).

Mazaheri i sar. (2019) su ustanovili da skladistenjem HPSU na 4 °C i bez prisustva svetlosti dolazi
do statisticki znacajnog smanjenja sadrZaja pigmenata. SadrZaj karotenoida je od pocetnih 0,6
mg/kg nakon 90 dana skladistenja pao na 0,28 mg/kg, dok je sadrzaj hlorofila smanjen sa 2,9 mg/kg
na 1,15 mg/kg. U organskom HPSU, Redondo-Cuevas i sar. (2018) su utvrdili sadrzaj hlorofila 0,22
mg/kg i sadrzaj ukupnih karotenoida 0,09 mg/kg, izrazeno preko B-karotena. Ispitujuci uticaj
sadrzaja necistoCe 1 ljuske u materijalu za presovanje pri proizvodnji HPSU, Premovic¢ i sar. (2010)
su utvrdili sadrzaj ukupnih karotenoida u intervalu 4,29 — 11,38 mg/kg. Ukupni hlorofili su u nekim
uzorcima bili prisutni u tragovima, dok je u uzorku sa najve¢im sadrzajem ljuske i ne¢istoca utvrden
maksimalan sadrzaj (0,09 mg/kg). U ispitivanju koje je ukljucivalo 27 uzoraka HPU dobijenih
preradom razli¢itih sirovina, Symoniuk i sar. (2018) su za HPSU oleinskog i linolnog tipa utvrdili
sadrZaj hlorofila 0,09 1 0,11 mg/kg izraZzeno preko feofitina, dok je sadrzaj karotenoida bio 6,49
odnosno 5,67 mg PB-karotena/kg. Ispitujuc¢i hemijski sastav HPU isto¢no-mediteranskog regiona,
Konuskan i sar. (2019) su u HPSU utvrdili sadrzaj karotenoida od 3,06 mg/kg.

2.3. Oksidativna stabilnost ulja

Oksidativna stabilnost se definiSe kao otpornost ulja 1 masti na oksidativne promene u toku
proizvodnje, manipulacije i ¢uvanja (Dunford, 2015). S obzirom da su ulja podloZzna kvarenju, u
smislu definisanja roka trajanja i sveobuhvatnog kvaliteta, potrebno je odrediti i oksidativnu
stabilnost. Sastav MK, odnosno udeo onih sa vise nezasiCenih veza, u najve¢oj meri odreduje
oksidativnu stabilnost ulja. Sto je njihov udeo vedéi to je otpornost ulja prema oksidaciji manja, bez
obzira na prisutne minorne komponente koje su od znacaja za spreCavanje ovog nezeljenog procesa.
Oksidacijom ulja se smanjuje udeo esencijalnih MK, liposolubilnih vitamina i drugih bioaktivnih
komponenata. Pored toga, ovaj neizbezni proces vodi i stvaranju neprijatnih mirisa ali i potencijalno
Stetnih proizvoda $to ulje odnosno hranu koja ga sadrzi ¢ini nepodesnim za konzumiranje (Shahidi i
Zhong, 2010).

2.3.1. Lipidna oksidacija

Oksidativne promene kojima podlezu ulja su: autooksidacija, fotooksidacija,
termooksidacija i enzimska oksidacija. Proces autooksidacije je najc¢eséi tip oksidativnog kvarenja
ulja 1 predstavlja lancanu reakciju slobodnih lipidnih radikala sa atmosferskim kiseonikom, u
tripletnom stanju (30,). S obzirom da lipidni radikali nastaju termolizom, temperatura predstavlja
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znaCajan faktor za brzinu procesa autooksidacije. Nezasi¢ene MK hemolizuju na niZim
temperaturama od zasi¢enih $to ulja bogata nezasi¢enim MK ¢ini podloznijim oksidaciji. Takode,
ove MK su i glavni reaktanti bez obzira u kom se obliku nalaze s tim da slobodne MK oksiduju brze
od esterifikovanih (Shahidi i Zhong, 2010). Faktori koji uti¢u na tok i brzinu autooksidacije su
masnokiselinski sastav, temperatura, prisustvo kiseonika i svetlosti, odnosno UV zracenje, ali i
minorne komponente (joni metala, fosfolipidi, slobodne MK, mono- i diacilgliceroli, proizvodi
oksidacije i1 antioksidansi) (Choe i Min, 2006). Nijedan faktor pojedina¢no nema dominantnu ulogu
u ovom procesu, ve¢ deluje u interakciji sa ostalim Ciniocima te svi zajedno odreduju reakcione
uslove (Pucuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005).

Iako dosta slozen, mehanizam autooksidacije se moze predstaviti kroz tri faze a to su
inicijacija, propagacija i terminacija.
= [|nicijacija (Indukcioni period)
X"+RH—- R +XH
RH + O, — R+ "OOH

» Propagacija (Eksponencijalna faza)
R"+ O, — ROO’
ROO" +RH — ROOH + R~
ROOH — RO’ + 'OH
2ROOH — ROO" + RO" + H,0
‘OH+RH — R+ H,0
RO+ RH — R+ ROH

= Terminacija
ROO" + ROO" — ROOR + O,
R"+R"—> R-R
R"+ROO" — ROOR

Autooksidacija je lancana autokataliticka reakcija pri kojoj slobodni radikali MK (R")
vezuju kiseonik grade¢i na taj nacin peroksi radikale (ROO") 1 hidroperokside (ROOH). Fazu
inicijacije je najteZe definisati zbog veoma niske koncentracije radikala, odvijanja viSe od jedne
reakcije i formiranja velikog broja razli¢itih radikala koji mogu reagovati sa vodonikom iz
nezasi¢enih MK (RH) grade¢i R’. Osnovni inicijalni proces pocinje katalitickom razgradnjom
hidroperoksida u prusustvu jona metala, i to je najverovatnije osnovno poreklo nastajanja radikala
(Pi¢uri¢-Jovanovi¢ 1 Milovanovi¢, 2005). U fazi propagacije nastaju hidroperoksidi kao primarni
oksidacioni proizvodi cije prisustvo deluje kataliti¢ki na proces autooksidacije. Hidroperoksidi su
neisparljivi, bez mirisa i relativno stabilni samo na nizim temperaturama i u odsustvu metalnih jona
(Choe 1 Min, 2006; Shahidi 1 Zhong, 2010). Medutim, na poviSenim temperaturama su izuzetno
nestabilni i razgraduju se na razli¢ite sekundarne proizvode kao $to su aldehidi, ketoni, alkoholi,
kiseline, estri, epoksidi i ugljeni hidrati kratkog lanca (Shahidi i Zhong, 2010; Dunford, 2015;
Madhujith i Sivakanthan, 2019). UZegao i neprijatan miris ulja koja su podlegla oksidaciji potice
upravo od ovih jedinjenja. Do razgradnje hidroperoksida dolazi odmah po njihovom nastanku s tim
da je u pocetnim fazama autooksidacije njihovo formiranje daleko intenzivnije od razgradnje.
Kojim tempom dolazi do razgradnje primarnih i formiranja sekundarnih proizvoda zavisi i od tipa
ulja. U slu¢aju maslinovog i repi¢inog ulja, sekundarni proizvodi nastaju odmah po formiranju
primarnih, dok je za njihovo formiranje u slucaju suncokretovog ulja i ulja Safranike potrebno da
primarni proizvodi oksidacije dostignu odredenu koncentraciju (Van de Voort i sar., 1994).
Terminacija je zavrSna faza autooksidacije u kojoj dolazi do smanjenja koncentracije slobodnih
radikala jer medusobno reaguju, gradeci stabilne i neutralne molekule ¢ime se zavrSava lancana
reakcija (Picuri¢-Jovanovi¢ 1 Milovanovi¢, 2005).
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Fotooksidacija predstavlja proces pri kome dolazi do reakcije singletnog kiseonika (*Oy) i
dvostrukih veza nezasi¢enih MK. Singletni kiseonik nastaje pod dejstvom UV zraka u prisustvu
fotosenzibilizatora kao S$to su hlorofil, mioglobin, porfirin ili flavin. Svetlost odnosno zracenje i
prisustvo hlorofila su najbitniji ¢inioci od kojih zavisi brzina i stepen procesa fotooksidacije. Buduci
da temperatura ima manjeg uticaja, ovaj proces se moze svesti na najmanju mogucu meru
upotrebom odgovaraju¢eg ambalaznog materijala nepropustljivog za svetlost. Fotooksidacija se od
autooksidacije razlikuje po slede¢im karakteristikama (Gunstone, 2013; Talbot, 2016; Madhujith i
Sivakanthan, 2019):

= zasnovana je na reakciji singletnog kiseonika nastalog iz tripletnog pod dejstvom svetla i u
prisustvu fotosenzibilizatora;

= U pitanju je jedna reakcija a ne lanc¢ana reakcija kao $to je slucaj sa autooksidacijom;

= nema indukcioni period;

= reakcija je brza, pogotovo u slu¢aju MUFA,

Termooksidacija je proces koje se deSava pri zagrevanju ulja. U kom stepenu ¢e nastati
proizvodi termooksidacije zavisi najpre od tipa ulja, visine temperature i duzine zagrevanja.

Enzimski katalizovana oksidacija je posledica aktivnosti lipooksigenaze. Nastali
hidroperoksidi i proizvodi njihove degradacije se ekstrahuju zajedno sa uljem ali mogu biti
uklonjeni procesom rafinacije ukoliko je predvidena (Talbot, 2016).

2.3.2. Faktori koji uti¢u na oksidativnu stabilnost ulja

Kako bi oksidativne promene ulja bile odlozene i smanjene na §to manju meru, potrebno je
poznavati faktore koji uti¢u na ove neZeljene procese. Svi faktori se mogu grupisati kao:

= hemijski sastav ulja
= nacin proizvodnje ulja
= uslovi ¢uvanja ulja (uticaj temperature, kiseonika 1 svetlosti)

2.3.2.1. Hemijski sastav ulja

2.3.2.1.1. Sastav masnih kiselina

Kada je re¢ o uticaju hemijskog sastava ulja na oksidativnu stabilnost, kao najbitniji
parametar se izdvaja sastav MK. MK definisu fizicke i hemijske karakteristike ulja, a broj i polozaj
nezasi¢enih veza imaju klju¢nu ulogu u oksidativnoj stabilnosti (Rabrenovi¢, 2011). Oksidativna
stabilnost MK opada sa porastom broja dvostrukih veza u molekulu pa ulja sa visokim udelom
PUFA, imaju manju oksidativnu stabilnost u odnosu na ulja koja u ve¢em procentu sadrze SFA i
MUFA (Marmesat i sar., 2009; van der Merwe i sar., 2012; Redondo-Cuevas i sar., 2018).
Karakteristike ulja i otpornost na oksidaciju, pored kvalitativnog i kvantitativnhog sastava MK,
umnogome zavise i od raspodele MK u molekulu TAG (Pi¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovié¢, 2005;
Lunn i Theobald, 2006). Raspodela MK je takva da su prisutne SFA pretezno esterifikovane u sn-1
ili sn-3 polozaju, nezasicene MK gotovo iskljucivo esterifikovane u sn-2 polozaju, a ukoliko se u
jednom molekulu TAG nalaze i linolna i oleinska kiselina, one ¢e biti esterifikovane u 2- odnosno
3- polozaju (Gunstone, 2013; Salas i sar., 2015; Indelicato i sar., 2017). Oksidativna stabilnost
svakog molekula TAG se smanjuje sa porastom duzine lanca prisutnih SFA i brojem dvostrukih
veza kod prisutnih nezasi¢enih MK. S druge strane, prisustvo SFA kratkog lanca povecava
oksidativnu stabilnost nezasi¢cene MK esterifikovane u istom molekulu TAG.

Stepen autooksidacije MK je definisan na osnovu kapaciteta vezivanja kiseonika i za
stearinsku, oleinsku, linolnu i linolensku kiselinu iznosi 1 : 100 : 1200 : 2500, dok je odnos oleata,
linolata i linolenata 1 : 12 : 25 kada je u pitanju brzina formiranja peroksida (Shahidi i Zhong, 2010;
Madhujith i Sivakanthan, 2019). Linolna kiselina, pored toga $to oksiduje brze od oleinske, kada je
prisutna sa vise od 25 % ispoljava i prooksidativno dejstvo ubrzavajuc¢i oksidaciju stabilnije
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oleinske kiseline (Pi¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovié, 2005). Aladedunye i Przybylski (2013) su ovo
potvrdili u slu¢aju rafinisanog HO suncokretovog ulja sa razli¢itim udelom linolne kiseline u toku
visekratnog zagrevanja ulja na 180 °C. Naime, oni su dosli do zakljucka da ulje sa dominantnom
oleinskom kiselinom ve¢ sa 10 % linolne kiseline nema zadovoljavaju¢u oksidativnu stabilnost na
visokim temperaturama.

U cilju poredenja oksidativne stabilnosti ulja primenjuje se i ,,inherentna stabilnost®. Ova
vrednost se izracunava mnozenjem procentualnog udela MK prisutnih u sastavu ulja i njihove
reaktivnosti sa kiseonikom (Talbot, 2016). Inherentna stabilnost, kao i jodni broj, ukazuje na stepen
nezasi¢enosti MK zastupljenih u ulju i odbrnuto je srazmerna sa oksidativhom stabilnos$¢u tj. visoke
vrednosti inherentne stabilnosti i jodnog broja ukazuju na nisku oksidativnu stabilnost ulja
(Dunford, 2015; Talbot, 2016). Inherentna stabilnost linolnog tipa suncokretovog ulja je 6,8,
maslinovog 1,5, dok suncokretovo ulje HO tipa sa udelom oleinske kiseline od 90 % ima vrednost
od 0,2.

U cilju povecanja oksidativne stabilnosti ulja na razli¢ite naine je vrSena izmena
masnokiselinskog sastava. Mesanje ulja razli¢itog sastava i arome je uobicajena praksa u industriji
sa ciljem dobijanja ulja vece oksidativne stabilnosti 1 zeljenog aromatskog profila (Ramadan, 2013;
Kiralan i sar., 2017; Ghosh i sar., 2018; Mazaheri i sar., 2019). Pored navedenog, meSanjem Se
postize i izmena fizi¢ko-hemijskih karakteristika i funkcionalnih svojstava ulja (Madhujith i
Sivakanthan, 2019). Povelanje oksidativne stabilnosti 1 proSirenje moguénosti primene
suncokretovog ulja postignuto je oplemenjivanjem i genetskom modifikacijom. Dobijeni su novi
hibridi sa znatno izmenjenim masnokiselinskim sastavom u odnosu na linolni tip suncokreta pri
¢emu se pozitivno uticalo i na nutritivni aspekt. Ulje dobijeno iz HO hibrida suncokreta karakterise
izuzetna stabilnost na visokim temperaturama, pa se u odnosu na linolni tip, sojino ulje i ulje
kikirikija smatraju pogodnijim za przenje hrane (Rauf i sar., 2017). Stabilnost HO ulja tri puta je
veéa U odnosu na stabilnost ulja sa prose¢nim sadrzajem ove kiseline (Krizmanié¢ i sar., 2013).
Marmesat i sar. (2005) su, ispitujuci stabilnost HPHO ulja u odnosu na palmino, dosli do zakljucka
da je HPHO ulje znatno stabilnije u toku procesa przenja. Bolja stabilnost se moze dovesti u vezu sa
nizim udelom linolne kiseline Sto ulje ovog tipa, pored manjeg udela zasi¢enih MK u odnosu na
palmino ulje, ¢ini podesnijim i zdravijim za primenu. Izmena masnokiselinskog sastava sojinog ulja
u cilju smanjenja linolenske MK, postignuta je mutacijama. Kako je ova MK zasluZzna za nisku
oksidativnu stabilnost ulja koja je sadrze u ve¢em udelu, delimi¢na hidrogenacija ulja ovog tipa je
mera kojom se znacajno povecava otpornost na oksidaciju. Medutim, ovim postupkom se kod
visokonezasi¢enih ulja formiraju trans-MK pa se u cilju povecanja odrzivosti ulja prednost daje
oplemenjivanju i genetskim modifikacijama (Madhujith i Sivakanthan, 2019).

2.3.2.1.2. Antioksidansi

S obzirom da se proces autooksidacije ulja moze spreciti jedino uklanjanjem kiseonika i
prooksidativnih faktora, izmena uslova reakcije i dejstvo inhibitora oksidacije mogu samo usporiti
reakciju ili produZiti indukcioni period (Pi¢uri¢-Jovanovi¢ 1 Milovanovi¢, 2005). Antioksidansi su
supstance koje usporavaju proces autooksidacije i na osnovu nacina delovanja mogu se podeliti na
primarne 1 sekundarne. Primarni antioksidansi prekidaju lan¢anu reakciju autooksidacije tako Sto
stupaju u reakciju sa slobodnim radikalima ili se ponaSaju kao ,,scavenger supstance koje vezuju
radikale lipida i prevode ih u stabilnija jedinjenja (Dunford, 2015). Efikasnost antioksidanasa zavisi
od njihove strukture, koncentracije, temperature, tipa supstrata, prisustva prooksidanasa i sinergista
(Shahidi i Zhong, 2010). Najc¢e$¢e su u primeni antioksidansi fenolnog tipa koji deluju kao
scavenger-i slobodnih radikala i ¢ija aktivnost raste sa uvodenjem druge hidroksilne grupe u o- i p-
polozaju (Picuri¢-Jovanovi¢ 1 Milovanovi¢, 2005). Antioksidansi ostvaruju najvisi stepen aktivnosti
pri niskim koncetracijama (100 — 200 mg/kg) (Dunford, 2015). Pri visokim koncentracijama brzina
reakcije antioksidans-radikal je konstantna zbog ograni¢ene koncentracije lipidnih radikala pa
sporedne reakcije postaju znacajnije, a antioksidativno dejstvo se smanjuje. Sporedne reakcije mogu
postati dominantne u toj meri da antioksidansi mogu delovati kao katalizatori autooksidacije.
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Pojava da se antioksidansi u visokim koncentracijama ponasaju kao prooksidansi je izrazena kod
tokoferola (Kamal-Eldin i Appelqgvist, 1996; Warner i sar., 2005; Choe i Min, 2006; Gunstone,
2013; Ahsan i sar., 2015). Sekundarni antioksidansi usporavaju brzinu autooksidacije na taj nacin
Sto vezuju metalne jone, vrSe dekompoziciju hidroperoksida do neradikalskih oblika, ,hvataju*
kiseonik, apsorbuju UV zracenje, deaktiviraju singletni kiseonik ili regeneriSu primarne
antioksidanse (Pic¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005; Shahidi i Zhong, 2010). U biljnim uljima se
kao sekundarni antioksidansi ponaSaju karotenoidi, fenolna jedinjenja, steroli, fosfolipidi, amino
kiseline i proizvodi Majlardovih reakcija. Réblova i Okrouhla (2010) su ispitivali zastitni efekat
fenolnih kiselina prema o-tokoferolu u toku przenja suncokretovog ulja. Galna, kafeinska i
gentizinska kiselina su pokazale najjace zastitno dejstvo od svih testiranih fenolnih kiselina pri
¢emu je efekat galne bio dva puta jaci od ostalih navedenih.

Sa ciljem povecanja oksidativne stabilnosti i produzenja roka trajanja, kod onih ulja gde je
to potrebno i1 zakonski dozvoljeno, primenjuju se sinteticki antioksidansi. Pri proizvodnji
rafinisanog ulja najveéi deo prirodno prisutnih antioksidanasa se izgubi, tako da je dodatak
antioksidanasa, bilo prirodnih ili sinteti¢kih, nakon procesa rafinacije neophodan. U odnosu na
druge metode produZenja roka trajanja biljnih ulja, primenu sinteti¢kih antioksidanasa odlikuje
ekonomicnost, visoka stabilnost i efikasnost. Bez obzira na poznat negativan uticaj na zdravlje ljudi,
usled brojnih pogodnosti ipak se nalaze u Sirokoj primeni (Inang¢ i Maskan, 2012).

H H OH
C(CHa)s (CHs)aC C(CHa)3
~C(CHa)s
OCHa OCHs CHa

BHA BHT
OH CH

o QT
0OH COOC:H;
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Slika 2.8. Najcesce primenjivi sinteti¢ki antioksidansi (Shahidi i Zhong, 2010).

Najces¢e primenjivani sintetiCki antioksidansi (Slika 2.8.) su butilhidroksianizol (BHA),
butilhidroksitoluol (BHT), tercijarni-butil hidrokinon (TBHQ) i propil-galat (PG) koji
antioksidativnu aktivnost ostvaruju kao primarni antioksidansi prekidaju¢i lancanu reakciju
autooksidacije. U upotrebi se sve ¢esc¢e nalazi i askorbil-palmitat koji se nalazi na GRAS listi (eng.
Generally Recognized As Safe) i ¢ije koli¢ine nisu ogranicene.

Takode, poslednjih godina postoji interes da Se zamene sinteticki antioksidansi onima
prirodnog porekla koji su delotvorniji i bezbedniji (Inang¢ i Maskan, 2012). Poseban akcenat je na
lekovitim i za¢inskim biljkama, kao bogatim izvorima bioaktivnih komponenti.

2.3.2.1.3. Prooksidansi
Nerafinisana ulja sadrze negliceridne komponente a koje se ponaSaju kao prooksidansi
odnosno deluju kataliti¢ki na proces oksidacije lipida (Madhujith i Sivakanthan, 2019). Slobodne
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MK, mono- i diacilgliceroli sadrze hidrofilne grupe zbog kojih su koncentrisani na povrSini ulja.
Prooksidativno dejstvo ispoljavaju tako S§to smanjuju povrSinski napon i olakSavaju difuziju
kiseonika (Choe i Min, 2006). Slobodne MK, u odnosu na esterifikovane, znatno brze podlezu
oksidaciji. Ukoliko su prisutni metali (bakar i gvozde), oni ¢e ubrzavati proces oksidacije na taj
na¢in $to reaguju direktno sa lipidima gradeéi lipidne alkil radikale i prevodeéi *0; u 'O..
Fosfolipidi ostvaruju i prooksidativno i antioksidativno dejstvo u zavisnosti od koncentracije i
prisustva metalnih jona. Prooksidativno dejstvo ostvaruju na isti na¢in kao slobodne MK, dok
antioksidativna uloga jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjena, ali je poznato da grade helatne
komplekse sa jonima metala, inaktiviraju hidroperokside formiranjem labilnih kompleksa sa
dimernim hidroperoksidima 1 ispoljavaju sinergizam sa tokoferolima i flavonoidima (Picuri¢-
Jovanovi¢ i1 Milovanovi¢, 2005). Za oksidativnu stabilnost ulja najznacajnije je prisustvo
fosfatidiletanolamina i fosfatidilserina. Optimalna koncentracija za ispoljavanje maksimalne
antioksidativnosti fosfolipida je 3 — 60 ppm (Choe i1 Min, 2006). Hlorofili ispoljavaju
antioksidativno dejstvo u mraku dok se, kada su izloZeni svetlosti, ponaSaju kao jaki prooksidansi 1
iniciraju proces fotooksidacije tako §to kao fotosenzibilizatori apsorbuju energiju UV svetlosti i
prevode kiseonik iz osnovnog u singletni oblik (Shahidi i Zhong, 2010).

2.3.2.2. Nacin proizvodnje ulja

Na oksidativnu stabilnost znacajno uti¢e i primenjeni nacin izdvajanja ulja. Proizvodnja
rafinisanog ulja podrazumeva uklanjanje svih nepozeljnih negliceridnih komponenata koje mogu
izazvati zamucenje, talozenje ili pojavu nepozeljnih mirisa. Uklanjanje ovih necisto¢a neminovno
prati i eliminacija bioaktivnih komponenata koje bi pozitivno uticale na oksidativnu stabilnost. HPU
i devicanska ulja nemaju nikakav vid prerade, pa ova bitna jedinjenja ostaju u sastavu ulja ¢ineéi ga
otpornijim na oksidativne promene. Sa druge strane, u ovim uljima su prisutni proizvodi
hidroliticke razgradnje i proizvodi oksidacije koji se mogu ponasati kao promoteri nepozeljnih
promena u toku skladiStenja i koriS¢enja. I pored inicijalno vece koncentracije oksidacionih
proizvoda, HPU imaju vecu oksidativnu stabilnost od rafinisanih. Romani¢ i Kravi¢ (2017) su
ispitivali oksidativnu stabilnost rafinisanog suncokretovog ulja i HPU dobijenih od HO i
standardnog tipa suncokreta. Nakon 14 dana zagrevanja uzoraka na 63 °C, porast peroksidnog broja
je bio sa 1,95 na 28,67 mmol/kg za HO tip, dok je povecanje u sluc¢aju HPSU i RSU dobijenog iz
standardnog tipa suncokreta bilo sa 3,64 na 137,51 mmol/kg odnosno sa 0,15 na 199,28 mmol/kg.

Kvalitet polazne sirovine je takode od znacaja za oksidativnu stabilnost ulja. S obzirom na to
da proces proizvodnje devicanskih i HPU nema tehnolosku operaciju u kojoj bi nepozeljne
komponente bile uklonjenje, utoliko je znacajnije da se za proizvodnju ulja koristi Sto kvalitetnija
sirovina (Romani¢, 2020). Dimi¢ 1 sar. (2015) su ispitivali uticaj sadrzaja necisto¢a 1 ljuske na
oksidativnu stabilnost HPSU odredivanjem specifi¢nih ekstinkcija pre i nakon Eetvorodnevnog
zagrevanja na 65 °C. Iako se zna da prisustvo necistoce i ljuske u materijalu za presovanje uti¢e na
sadrzaj konjugovanih diena i triena, autori navode da uticaj nije bio statisticki znacajan. Oksidativna
stabilnost HPSU se smanjuje sa povecanjem udela ljuske i ne¢istoca u materijalu za presovanje pri
¢emu je uticaj necistoca znatno izrazeniji (Dimic¢ i sar., 2012a). Tostiranje semena pre presovanja je
jedan od naCina povecanja oksidativne stabilnosti. Na ovaj nacin se povecava ekstrakcija
komponenti koja imaju antioksidativno dejstvo kao $to su pigmenti, ali i nastaju proizvodi
Majlardovih reakcija koji se takode ponaSaju kao antioksidansi.

Grosshagauer i sar. (2019) su, izmedu ostalih preporuka za poboljsanje oksidativne
stabilnosti ulja, naveli na koje nacine se moze unaprediti nacin proizvodnje ulja sa ciljem povecanja
ekstrakcije fenolnih komponenata i tokoferola. Ovi autori navode postupak tostiranja semena kao
predtretman koji ima pozitivno dejstvo u smislu smanjenja kontakta sa atmosferskim kiseonikom i
formiranja komponenata koja imaju antioksidatvno dejstvo. Pozitivan efekat tostiranja na
oksidativnu stabilnost DSC metodom potvrdili su Rézanska 1 sar. (2019) koji su takode naveli da se
tostiranjem povecava sadrzaj karotenoida, hlorofila i tokohromanola. Takode, upotreba suvog leda
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pre ili inertnog gasa u toku presovanja, kao i puzne prese dizajnirane tako da je onemoguéen
kontakt kiseonika i materijala za presovanje neke su od ideja za unapredenje nacina proizvodnje a
samim tim i povecanje oksidativne stabilnosti ulja (Grosshagauer i sar., 2019).

2.3.2.3. Uslovi skladiStenja

Da bi proces oksidacije otpoceo potrebno je da se ulje nade u kontaktu sa kiseonikom. Oblik
u kome se kiseonik nalazi i njegova koncentracija podjednako uti¢u na tok oksidacije. U prisustvu
singletnog kiseonika oksidacija se odvija brze u odnosu na reakciju tripletnog kiseonika s obzirom
da 'O, reaguje direktno sa MK dok %0, reaguje sa njihovim radikalima. Oksidacioni procesi se
ubrzavaju sa porastom koncentracije rastvorenog kiseonika u ulju a njegova rastvorljivost je veca u
nerafinisanim uljima nego u rafinisanim (Choe i Min, 2006). Efekat koncentracije je utoliko veci
ukoliko je temperatura visa i ukoliko su prisutni neki od prooksidanata- svetlost ili joni metala.
Odnos povrsine ulja koja je u kontaktu sa kiseonikom i zapremine ulja takode je bitan faktor koji
uti¢e na brzinu oksidacije, jer se povecanjem ovog odnosa ubrzavaju i reakcije oksidacije.

Proces autooksidacije i razgradnja hidroperoksida se znacajno ubrzavaju sa porastom
temperature (Choe i Min, 2006; Madhujith i Sivakanthan, 2019). Talbot (2016) navodi da se brzina
autooksidacije udvostruuje sa svakim porastom temperature za 10 °C. Uticaj temperature na
singletni kiseonik O, i njegovu aktivaciju je neznatan u odnosu na uticaj koji ima svetlost manjih
talasnih duzina. Sa druge strane, efekat svetlosti na lipidnu oksidaciju se umanjuje sa porastom
temperature. Kako na proces fotooksidacije svetlost ima najveceg uticaja, tako nacin pakovanja ulja
predstavlja jedan od klju¢nih koraka u sprecavanju ovog procesa. Rafinisano suncokretovo ulje
pakovano u flaSe od polietilena visoke gustine moze zadrzati prihvatljiv hemijski i senzorni kvalitet
i do dve godine. Sa devicanskim i HPU to nije slucaj, pa je za pakovanje ulja ovog tipa pogodnija
obojena staklena ambalaza.

Romani¢ i sar. (2009) su ispitivali promene u oksidativnoj stabilnosti i koncentraciji
tokoferola u rafinisanom suncokretovom ulju pakovanom u razli¢it ambalazni materijal (tetra brik,
polietilen-tereftalat (PET) boce i polietilen (PE) kanister). Najvise proizvoda oksidacije i najveci
gubitak tokoferola uoceno je u slucaju PE kanistera, dok se kao najefektivniji nacin pakovanja
pokazala upotreba tetra brika. Wroniak i sar. (2016b) su ispitivali uticaj uduvavanja azota pri
pakovanju HPU uljane repice i suncokreta, u uslovima ubrzanog starenja i skladi$tenja na sobnoj
temperaturit u toku 180 dana. U oba sluCaja se pokazalo da je uduvavanje azota doprinelo
znacajnom usporavanju procesa oksidacije (formiranju peroksida), ali nije eliminisalo sve
oksidativne promene. Uoceno je ubrzano stvaranje sekundarnih proizvoda oksidacije, kako u
slu¢aju ubrzanog starenja, tako i pri uobic¢ajenom skladiStenju na sobnoj temperaturi, i to ve¢ nakon
30 odnosno 60 dana. Kiralan i sar. (2020) su ispitivali prisustvo pet razli¢itih tipova ftalata u HPU
sa trziSta Turske. U najveéem broju uzoraka (18 od 30 ukupno ispitivanih), di(2-etilheksil)-ftalat
(DEHP) je detektovan u koli¢inama od 0,56 do 91,12 mg/kg dok je diizononil-ftalat (DINP)
detektovan u 5 uzoraka u koncentraciji od 4,26 do 80,74 mg/kg. Pereira i sar. (2019) su DEHP i
DINP detektovali u svim ispitivanim uzorcima maslinovog ulja (n = 16) ali u nizim
koncentracijama koje su iznosile maksimalno 7,5 odnosno 6,3 mg/kg. S obzirom na toksi¢nost
ftalata i njihovih metabolita, kao i njihovu brzu migraciju iz ambalaznog materijala u lipidne
sisteme, odabiru ambalaze se mora posvetiti puno paznje.

2.3.3. Metode odredivanja oksidativne stabilnosti i pracenja procesa oksidacije ulja
Metode pracenja oksidativnih promena ulja mogu se podeliti u dve grupe (Wasowicz i sar.,
2004):

* Metode odredivanja oksidativne stabilnosti - dinamicke metode ubrzanog starenja ulja;
= Metode ispitivanja oksidativnog statusa - staticke metode kojima se odreduje stepen
oksidacije do trenutka uzimanja uzorka.
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2.3.3.1. Metode odredivanja oksidativne stabilnosti

Oksidativna stabilnost nije standardni parametar kvaliteta ulja, ali s obzirom da je dobar
indikator roka trajanja, vrlo je korisna za njegovu procenu (Krichene i sar., 2010). Metode koje se
primenjuju za odredivanje odrzivosti ulja zasnivaju se na ubrzanoj oksidaciji pod uticajem jednog
ili viSe faktora koji ubrzavaju proces (Rabrenovi¢, 2011). Faktori koji se naj¢es¢e primenjuju radi
intenziviranja oksidacije u uslovima ubrzanog starenja su povisena temperatura, prisustvo svetlosti,
metala, povecan pritisak i prisustvo vazduha odnosno kiseonika (Wasowicz i sar., 2004).

Jedna od najstarijih i najjednostavnijin metoda za odredivanje otpornosti ulja prema
podatak za procenu stvarne odrzivosti ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000). Schaal Oven test
podrazumeva da se uzorak, koji se nalazi u otvorenoj posudi, kontrolisano zagreva u susnici bez
prisustva svetlosti, na temperaturi od 63 + 2 °C u toku odredenog vremena. Pokazalo se da rezultati
dobijeni ovim testom imaju dobru korelaciju sa onima dobijenim u toku pracenja oksidativnog
stanja u realnim uslovima (sobna temperatura), pa mnogi autori navode da je ovaj test simulacija
realnih uslova starenja ulja. Zapravo, postoji hipoteza da je starost ulja od jednog dana u uslovima
Schaal oven testa ekvivalentna starosti ulja nakon 30 dana na sobnoj temperaturi (Morales i
Przybylski, 2013). Medutim, kako navode Douny i sar. (2016), ova tvrdnja se ne odnosi i na ulja
koja u masnokiselinskom sastavu imaju visok udeo linolenske MK. Test se najée$ce izvodi u toku
12 dana, ali se u dostupnoj literaturi moze nacéi i drugaciji vremenski interval. Na unapred
predvidenom vremenskom intervalu, najées¢e dnevnom ili nedeljnom, uzima se deo uzorka za
analizu. Parametri koji se prate su peroksidni broj, promena senzornih Kkarakteristika ili koli¢ina
isparljivih jedinjenja. Pored odredivanja peroksidnog broja, ovaj test ubrzanog starenja ulja moze
podrazumevati pracenje primarnih proizvoda oksidacije i preko specifi¢nih ekstinkcija, a preko
anisidinskog broja i koli¢ina nastalih sekundarnih proizvoda.

Swift test ili AOM (Active Oxygen Method) je jos jedan test koji je ranije bio znatno ¢eSée U
upotrebi. Ovaj test se zasniva na produvavanju uzorka vazduhom na temperaturi od 98 °C i
prac¢enju peroksidnog broja u odredenom intervalu (Talbot, 2016).

Metode koje su danas najSire u upotrebi su Rancimat test i OSI (Qil Stability Index) a
zapravo predstavljaju unapredene prethodno navede metode (Ciemniewska-Zytkiewicz i sar., 2014).
Rancimat test se bazira na ubrzanom kvarenju ulja pri poviSenim temperaturama i produvavanju
vazduha kroz uzorak, pri ¢emu se indukcioni period odreduje na osnovu koli¢ine izdvojenih
niskomolekularnih isparljivih kiselina (Dimi¢ i Turkulov, 2000). Pri oksidaciji ulja nastaju znatne
koli¢ine isparljivih Kiselina i niskomolekularnih jedinjenja ¢iji se sadrzaj meri konduktometrijski,
njihovim uvodenjem u ¢eliju sa destilovanom vodom i merenjem porasta provodljivosti u funkciji
vremena. Temperature koje se primenjuju se krec¢u od 100 do 120 °C. Na promenu provodljivosti
mogu uticati 1 neoksidovane slobodne MK 1 izazvati neznatan porast. Osnovna razlika izmedu
Rancimat i OSI metode je Sto se kod OSI metode primenjuju jednokratne posude za smeStanje
uzorka ¢ime se prevazilazi nedostatak Rancimat metode. Posude za uzorak moraju biti potpuno
Ciste jer bi prisustvo bilo kakve necistoca ili ostatka starog ulja znacajno uticalo na dobijeni rezultat
(Talbot, 2016). S druge strane, obe metode, za razliku od Swift testa, zahtevaju znatno manju
koli¢inu uzorka.

Oxitest (Oxidation Test Reactor) je instrument koji omogucéava odredivanje oksidativne
stabilnosti kako tec¢nih tako i ¢vrstih uzoraka bez prethodne pripreme ¢ime se prevazilazi osnovni
nedostatak Rancimata i OSI metode kod kojih se podrazumeva prethodna ekstrakcija ulja iz ¢vrstih
uzoraka odnosno hrane koja ga sadrzi (Ciemniewska-Zytkiewicz i sar., 2014; Talbot, 2016). Metod
je koncipiran tako da uredaj belezi koli¢inu usvojenog kiseonika od strane uzorka koji se nalazi pod
pritiskom kiseonika do 0,8 MPa i na zadatoj temperaturi koja se kre¢e od sobne do 110 °C (Tinello i
sar., 2018).
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Oksidativna stabilnost ulja moze se odrediti i metodama termalne analize od kojih je
najéeS¢u primenu naSla diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (Differential Scanning
Calorimetry - DSC). Ova metoda je cesto u upotrebi zbog jednostavnosti, visoke osetljivosti
instrumenta 1 dostupnosti softvera koji omogucavaju preciznu analizu eksperimentalnih podataka.
Prednosti DSC u odnosu na klasi¢ne metode odredivanja oksidativne stabilnosti su i brzina,
preciznost, odsustvo toksi¢nih hemikalija, mala koli¢ina uzorka koji ne zahteva pripremu ili je
minimalna (Saldafa i Martinez-Monteagudo, 2013; Ratusz i sar., 2016; Rozanska i sar., 2019;
Almoselhy, 2020). Ovom tehnikom se meri razlika u toplotom fluksu izmedu uzorka i referentnog
materijala a koja se javlja kao posledica apsorpcije ili oslobadanja toplote od strane uzorka usled
fizickih ili hemijskih procesa do kojih dolazi pri zagrevanju odnosno hladenju. Uzorak i referentni
materijal se istovremeno zagrevanju odnosno hlade, brzinom koja je unapred definisana, uz
pretpostavku da se oba materijala nalaze pod istim uslovima.

Pri proucavanju hrane, fizicko-hemijske promene se mogu uociti u temperaturskom opsegu
izmedu —100 i 300 °C i one mogu biti endotermne (topljenje, denaturacija, isparavanje) ili
egzotermne (kristalizacija, oksidacija, fermentacija, degradacija). Zbirni DSC termogram Kkoji
pokazuje neke od navedenih promena dat je na Slici 2.9.

5 kristalizacija razgradnja
w U
2
£ w
LN N . S, "S——— ~0snovna linija
g
= =] . . .

2 | staklasti prelaz topljenje

T isparavanje

Temperatura/Vreme

Slika 2.9. Zbirni DSC termogram koji pokazuje endotermne i egzotermne promene toplotnog fluksa
u funkciji temperature odnosno vremena (Almoselhy, 2020).

U ispitivanju oksidativne stabilnosti jestivih ulja, najces¢e se zajedno primenjuju DSC i
termogravimetrija (TG) (Slika 2.10). TG je metoda kojom se prati koli¢ina i brzina promene mase
uzorka kao funkcija temperature ili viemena u kontrolisanoj atmosferi (Mici¢, 2016).
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Slika 2.10. Sematski prikaz DSC-TG 111 uredaja (Setaram, Francuska), diferencijalno skenirajuéeg
kalorimetra kuplovanog termovagom (Ferrasse i Lecomte, 2004).
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Za analizu biljnih ulja podjednako uspesno se primenjuju izotermna i neizotermna DSC
tehnika pri ¢emu je kod neizotermne tehnike porast temperature uvek linearan (Ciemniewska-
Zytkiewicz i sar., 2014). Izotermna metoda podrazumeva izlaganje uzorka atmosferi kiseonika i
vazduha na poviSenoj temperaturi zadatoj u zavisnosti od prirode uzorka, i merenju toplotnog efekta
u funkciji vremena. Primenjene temperature kod izotermne metode se krec¢u od 80 do 180 °C, dok
protok kiseonika moze varirati od 10 do 100 mL/min (Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013).
Oksidacija ulja se detektuje kao egzotermni pik na termogramu. Kao indukciono vreme oksidacije
(OIT — Oxidative Induction Time) se uzima vreme od momenta ukljucivanja kiseconika do pojave
pika 1 pozeljno je da ima vrednosti od 3 do 5 minuta kako bi se postigao dobro izrazen pik
oksidacije. Na OIT utiCe brzina zagrevanja tako da nisu pozeljne ni male brzine zagrevanja niti vece
od 25 °C/min, s obzirom da znac¢ajno uti¢u na kinetiku procesa oksidacije ulja.

DSC metodom u neizotermnim uslovima dolazi se do drugog bitnog parametra a to je
pocetna temperatura oksidacije (OOT — Oxidative Onset Temperature). U neizotermnim uslovima
primenjuju se temperature od 50 do 350 °C uz brzinu zagrevanja od 1 do 25 °C/min (Saldafa i
Martinez-Monteagudo, 2013). Pocetna temperatura oksidacije zavisi od brzine zagrevanja i
kompozicije uzorka. Na DSC krivoj se usled oksidacije javljaju dva egzotermna pika, pri ¢emu prvi
potice od procesa autooksidacije ulja i stvaranja peroksida, dok drugi pik odgovara termo-
oksidativnom razlaganju peroksida do sekundarnih proizvoda.

Za ispitivanje oksidativne stabilnosti HPU, DSC i DSC pod pritiskom (Pressure Differential
Scanning Calorimetry — PDSC) metode se smatraju podesnijim od Rancimat i OSI metode. Naime,
u slucaju Rancimat metode na temperaturama viSim od 105 °C intenziviraju se reakcije
polimerizacije i dolazi do promene konzistencije uzorka $to umanjuje kontakt sa kiseonikom i vodi
manje pouzdanim rezultatima (Symoniuk i sar., 2016). Takode, mnogi autori kao prednosti DSC i
PDSC metoda navode malu koli¢inu uzorka (2 — 4 mg u odnosu na Rancimat 2,5 g), kratko vreme
trajanja analize, zatim tacnost i ponovljivost dobijenih rezultata, ali kao osnovni nedostatak navode
cenu instrumenta i ¢injenicu da upotreba kiseonika dodatno poskupljuje odredivanje i ograni¢ava
primenu u industrijskim uslovima (Ciemniewska-Zytkiewicz i sar., 2014; Ratusz i sar., 2016;
Symoniuk i sar., 2016). Svakako, nezavisno od uzorka, izmedu ovih metoda se javlja visok stepen
korelacije.

Sve navedene metode imaju nedostatke i ograni¢enja. Svaka od njih dozvoljava razlicite
eksperimentalne uslove §to, uz neuniformnost medu laboratorijama, moze voditi znacajno razli¢itim
rezultatima. Takode, proizvodi oksidacije su podlozni razgradnji $to njihovu detekciju otezava i
moze uzrokovati dodatna neslaganja (Barriuso i sar., 2013). U zavisnosti od eksperimentalnih
uslova, sporedne reakcije mogu biti intenzivirane, a moze do¢i i do gubitka isparljivih
antioksidanasa (Wasowicz i sar., 2004; Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013).

2.3.3.2. Metode ispitivanja oksidativnog statusa

Stepen oksidacije ulja moZe se pratiti preko niza metoda koje se zasnivaju na pracenju
fizi¢kih, hemijskih ili senzornih promena nastalih u ulju kao posledica oksidacije. Metode kojima se
prati stepen nastalih oksidativnih promena mogu se podeliti na volumetrijske, spektrofotometrijske i
hromatografske, dok ih neki autori dele i na osnovu toga da li se njima prate primarni ili
sekundardni proizvodi oksidacije.

Peroksidni broj. Za odredivanje koli¢ine peroksida najc¢esce je u upotrebi jodometrijska metoda.
Odredivanje koli¢ine ovih primarnih proizvoda oksidacije je od velikog znacaja za proveru kvaliteta
ulja, jer su prekursori sekundarnih proizvoda oksidacije i vazni indikatori odrzivosti. Formiranje
peroksida u fazi inicijacije daleko je intenzivnije od njihove razgradnje da bi u kasnijim fazama
oksidacije brzina razgradnje peroksida nadmaSila brzinu njihovog nastajanja. Stoga ova
volumetrijska metoda daje pouzdanije rezultate o stepenu oksidacije u pocetnim fazama (Wasowicz
I sar., 2004; Shahidi i Zhong, 2005). lako je metoda standardizovana, postoje nedostaci kao §to su
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duZzina trajanja analize, velika koli¢ina uzorka, mala osetljivost i oteZano odredivanje zavrSne tacke
titracije. Kao modifikacija standardne jodometrijske metode u primeni su kolorimetrijsko
odredivanje na 560 nm, potenciometrijsko odredivanje zavrsne tacke titracije i spektrofotometrijsko
odredivanje I*" hromofora na 290 ili 360 nm (Shahidi i Zhong, 2005). Pored navedenih metoda, za
odredivanje prisustva ukupnih i1 pojedinanih peroksida primenjuju se spektrofotometrijske
(oksidacija Fe?* i oksidacija I', infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom - FTIR) i
hromatografske metode (te¢na hromatografija visokih performansi — HPLC i gasna hromatografija-
masena sprektrometrija — GC-MS) (Wasowicz i sar., 2004; Kamal Eldin, 2010; Barriuso i sar.,
2013; Shahidi i Zhong, 2005).

Odredivanje peroksidnog broja kao jedinog pokazatelja nastalih oksidativnih promena nije
pozeljno, jer moze voditi pogresnom tumacenju pa se danas retko samostalno koristi.
Prema Pravilniku, maksimalna vrednost peroksidnog broja za HPU, devi¢anska i nerafinisana ulja
je 7,5 mmol/kg i 5 mmol/kg za rafinisana ulja (Pravilnik, 2013).

Konjugovani dieni i konjugovani trieni (Apsorbancije u UV oblasti izraZene kao specifi¢na
ekstinkcija). Proces oksidacije PUFA neminovno prati promena apsorpcije u UV oblasti s obzirom
da se od hidroperoksida ovih MK formiraju konjugovani sistemi koji pokazuju maksimum
apsorpcije u UV delu spektra. Apsorpcioni maksimum na talasnoj duzini od 232 nm ukazuje na
sadrzaj hidroperoksida linolne i linolenske kiseline i konjugovanih diena koji nastaju njihovom
razgradnjom, dok konjugovani trieni, kao sekundarni proizvodi oksidacije, pokazuju maksimum
apsorpcije na 268 — 270 nm. Prema cCetvrtoj verziji standarda (SRPS EN ISO 3656:2013), za
rastvaranje uzorka mogu se koristiti izooktan i cikloheksan za koje je poznato da i sami imaju efekat
na UV apsorbanciju izmedu 260 1 276 nm. Stoga se, u zavisnosti od primenjenog rastvaraca, koristi
odgovaraju¢a talasna duzina — za izooktan 268 nm dok za cikloheksan 270 nm. Specifi¢na
ekstinkcija (Kasz, Kags, Ka7o) se definiSe kao apsorbancija 1 g uzorka, rastvorenog u 100 mL
izooktana ili cikloheksana, izmerena u kiveti od 10 mm na specifi¢nim talasnim duzinama od 232
nm, 268 nm i 270 nm. Ova metoda je brza, jednostavna i zahteva malu koli¢inu uzorka, ali je i
manje osetljiva u poredenju sa jodometrijskim odredivanjem peroksidnog broja s obzirom da u
ovom delu spektra maksimum apsorpcije pokazuju 1 druge prisutne komponente ulja kao Sto su
karotenoidi (Shahidi i Zhong, 2005). Ono $to dodatno ograni¢ava primenu ove metode je i visoka
zavisnost od masnokiselinskog sastava — ulja sa visokim sadrzajem PUFA pokazivace brzi porast
vrednosti Kz, i Koz, Hidroperoksidi MUFA ne mogu biti detektovani $to vodi nizim vrednostima
sa jedne strane dok, sa druge strane, eventualno prirodno prisutne MK sa konjugovanim dvostrukim
vezama mogu Uticati na vise vrednosti od realnih (Barriuso i sar., 2013). Za razliku od peroksidnog
broja, koji je merilo nastalih primarnih proizvoda oksidacije, K3, uvek pokazuje tendenciju
povecéanja tokom oksidacije ulja (Dimi¢, 2005). Vise vrednosti apsorbancije ukazuju da su ulja u
ve¢oj meri oksidovana. Promene apsorpcije u UV oblasti osim za odredivanje oksidativnog statusa
ulja, koriste se 1 kao kriterjjum kvaliteta, CistoCe 1 autentinosti masti 1 ulja. Rafinacija izaziva
formiranje konjugovanih diena i triena pa povecanje vrednosti Kasp, Kass | K70 ukazuje na prisustvo
rafinisanih ulja (SRPS EN ISO 3656:2013).

Peroksidi (hidroperoksidi) kao primarni oksidacioni proizvodi su jako nestabilni i podlezu

v

i polimerna jedinjenja) predstavljaju indikatore kasnijih faza oksidacije ulja koji se mogu pratiti
preko niza metoda i tehnika.

Anisidinski broj. Razlaganjem hidroperoksida nastaju karbonilna jedinjenja kao sekundarni
proizvodi oksidacije (2-enali i 2,4-dienali) koja su nosioci uzeglog mirisa ulja. Ova jedinjenja u
kiseloj sredini lako reaguju sa p-anisidinom grade¢i Zuto obojene Schiff-ove baze koje apsorbuju u
UV oblasti sa maksimumom na 350 nm. Povecanje apsorpcije od strane uzorka ulja rastvorenog u
heksanu ili izooktanu, nakon reakcije sa p-anisidinom, merilo je sadrZaja karbonilnih jedinjenja u
uzorku. Ova metoda odredivanja sekundarnih proizvoda oksidacije je osetljivija na prisustvo
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nezasi¢enih aldehida koji u odnosu na zasi¢ene grade obojena jedinjenja sa jacom apsorpcijom na
primenjenoj talasnoj duzini. Anisidinski broj je pouzdan pokazatelj stepena oksidacije ulja koji
ostvaruje jaku korelaciju sa peroksidnim brojem i senzornom ocenom ispitivanog ulja (Shahidi i
Zhong, 2005). lako zakonski ne postoji propisan maksimum Abr kao parametra kvaliteta, pod
kvalitetnim rafinisanim uljem smatra se ono koje ima Abr manji od 10, dok je za HPU maksimalna
vrednost 5 (Shahidi i Zhong, 2005; Rabrenovi¢, 2017). Abr ukazuje na ,,oksidativnu proslost ulja“
pa se zajedno sa peroksidnim brojem, koji predstavlja trenutno oksidativno stanje, koristi za
prikazivanje oksidativne vrednosti (OV). OV ili TOTOX broj se odnosi na sadrzaj primarnih i
sekundarnih proizvoda oksidacije i izracunava se prema jednacini:

OV =2 X Pbr + Abr

TBA (TBARS) test ili test tiobarbiturne Kiseline. Za odredivanje sadrzaja malonilaldehida kao
sekundarnog proizvoda oksidacije, primenjuje se test tiobarbiturne kiseline koji se bazira na
merenju apsorbancije kompleksa TBA-malonilaldehid na talasnim duzinama 532 — 535 nm.
Rezultat se izrazava u mg malonilaldehida po kg uzorka (mg MDA/Kg). Malonilaldehid nastaje kao
proizvod oksidacije polinezasi¢enih MK, uglavnom oksidacijom linoleinske kiseline, tako da je u
uljima sa dominantnim mononezasi¢enim kiselinama prisutan u zanemarljivim koli¢inama.
Reakcija nije strogo specificna jer tiobarbiturna kiselina reaguje i sa drugim prisutnim jedinjenjima
daju¢i proizvode koji su takode roze obojeni pa test, koji se ranije odnosio na odredivanje
malonilaldehida danas podrazumeva odredivanje svih jedinjenja koja reaguju sa ovom kiselinom —
TBARS (eng. Thiobarbituric Acid Reactive Substances) (Wasowicz i sar., 2004; Shahidi i Zhong,
2005). Na formiranje boje uticu 1 reakcioni uslovi kao $to je temperatura, vreme inkubacije, pH
vrednost, prisustvo metala i antioksidanasa (Barriuso 1 sar., 2013). Bez obzira na ograni¢enja, ova
metoda je Cesto u primeni budu¢i da je brza i jednostavna.

Odredivanje sadriaja isparljivih jedinjenja. Pored malonilaldehida, kao sekundarni proizvod
oksidacije javlja se Citav niz isparljivih jedinjenja koja pripadaju aldehidima, ketonima, alkoholima,
nize masne kiseline i ugljovodonici. Ova jedinjenja predstavljaju glavne nosioce neprijatnog ukusa i
mirisa ulja kao 1 hrane koja ga sadrZi. Kolorimetrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih karbonilnih
jedinjenja zasniva se na merenju apsorbancije derivata karbonilnih jedinjenja. Medutim, neki autori
navode da reakcioni uslovi mogu dovesti do razgradnje prisutnih hidroperoksida i1 na taj nacin
uticati na dobijanje laznih rezultata (Shahidi i Zhong, 2005). Pored ukupnih karbonilnih jedinjenja, i
sadrzaj pojedina¢nih sekundarnih proizvoda se neretko koristi za procenu oksidativnog statusa ulja.
Pojedine isparljive komponente su specificne za odredene grupe PUFA, pa je tako propanal
indikator oksidacije ®-3 MK, dok su pentanal i heksanal sekundarni proizvodi oksidacije ®-6 MK
(Barriuso i sar., 2013). Odredivanje sadrzaja heksanala, kao jednog od najzastupljenijih sekundarnih
proizvoda, moguce je primenom gasne hromatografije (staticke i dinamicke ,,headspace* tehnike)
(Shahidi i Zhong, 2005).

2.4. Opste karakteristike ispitivanih biljnih vrsta

2.4.1. Rtanjski ¢aj (Satureja montana L.)

Rtanjski c¢aj (planinski cubar, vrijesak) je visegodisnja biljka iz familije usnatica
(Lamiaceae). Pretpostavlja se da naziv roda poti¢e od latinske reci ,,Satureia” §to se moze prevesti
kao ,,trava satira“ jer je nekada koris¢en kao afrodizijak (Kisgeci i sar., 2009). Staniste ove biljne
vrste su livade i pasnjaci mediteranskog i submediteranskog podrucja, ali se gaji u celom svetu zbog
nezahtevne kultivacije i Siroke primene u industriji. U upotrebi su herba (Saturejae herba) i etarsko
ulje (Saturejae aetheroleum) (Bezbradica i sar., 2005). Etarsko ulje je bogato fenolnim
komponentama kao §to su karvakrol i timol. Iako rod Satureja i vrsta S. montana pokazuju veliku
varijabilnost u pogledu hemijskog sastava, ova jedinjenja su zasluzna za karakteristi¢cnu aromu
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rtanjskog ¢aja (Dunkic i sar., 2012). Pored navedenih jedinjenja, u sastavu etarskog ulja i ekstrakata
sa ve¢im udelom javljaju se 1 p-cimen, y-terpinen, flavonoidi i triterpeni ¢iji udeo zavisi od
geografskog porekla, ekoloskih uslova i vremena sakupljanja (Vidi¢ i sar., 2009; Lakusi¢ i sar.,
2011). Analizom hemijskog sastava ekstrakata rtanjskog &aja Cetkovié i sar. (2007) su kao
najzastupljenija fenolna jedinjenja naveli katehin, epikatehin i siringinsku kiselinu, dok su Cavar
Zeljkovi¢ 1 sar. (2015) naveli kao najzastupljenije fenolne kiseline vanilinsku, siriginsku, ferulnu 1
kafeinsku kiselinu. Ruzmarinska kiselina je pronadena kao najzastupljenija u etanolno-vodenom
rastvoru rtanjskog ¢aja (Vladimir-Knezevi¢ 1 sar., 2014; Generali¢ Mekini¢ 1 sar., 2019), dok su
galnu i kafeinsku kiselinu kao dominantnu komponentu fenolnog sastava naveli Silva i sar. (2009).
Jos u anticko doba je bila poznata lekovitost rtanjskog ¢aja koji je koris¢en kao zacCin i u obliku ¢aja
za leCenje brojnih oboljenja respiratornog sistema, organa za varenje i urinarnog trakta (Dunki¢ i
sar., 2012).

Rtanjski ¢aj ima primenu u narodnoj medicini, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, gde
se koristi kao zacCin i prirodni konzervans (Serrano i sar., 2011; Bukvicki i sar., 2014; gojié 1 sar.,
2019a; 2019Db). U Tabeli 2.10. dat je spisak literaturnih podataka o bioloskoj aktivnosti etarskog ulja
i ekstrakata rtanjskog ¢aja.

Tabela 2.10. Bioloska dejstva etarskog ulja i ekstrakata rtanjskog Caja.

Biolosko dejstvo Referenca

Kuligi¢ i sar. (2005)% Cetkovi¢ i sar. (2007)°, Cavar i sar. (2008%
2013%2015"); Mariutti i sar. (2008)"; Chropovi i sar. (2010); Serrano i sar.
(2011)°; Marin i sar. (2012)% de Oliveira i sar. (2012)% Fathi i sar. (2013)?
Miladi i sar. (2013)% Bukvicki i sar. (2014)% Dawidowicz i Olszowy,
(2014)% Hassanein i sar. (2014)°; Mihajilov-Krstev i sar. (2014)% Vidovié i

Antioksidativno sar. (2014)": Vladimir-Knezevié i sar. (2014)%; Vladié i sar. (2014)"; Jianu i
sar. (2015)% Kremer i sar. (2015)"; Trifan i sar. (2015)% Cavar Zeljkovié i
sar. (2015)"; Joki¢ i sar. (2016)% Elgndi i sar. (2017)®; Moisa i sar.
(2017)% Aéimovié i sar. (2019)%; Gopéevi¢ i sar. (2019)% Sojié i sar.
(2019a™; 2019b"); Generali¢ Mekini¢ i sar. (2019)° Soldo i sar. (2019)"
Salaj i sar. (2020)"; Stoji¢evi¢ i sar. (2020)%; Stojiéevi¢ i sar. (2021)"

7

Cetkovié i sar. (2007)°; Carramifiana i sar. (2008)% Cavar i sar. (2008)?,
Silva i sar. (2009)"; Damjanovi¢-Vratnica i sar. (2011% 2016%:; Djenane i
sar. (2011a% 2011b*2012%; Nedorostova i sar. (2009%2011%); Oliveira i
sar. (2011)% Serrano i sar. (2011)%; Marin i sar. (2012)% Miladi i sar.

Antimikrobno (2013%, 2016)% Bukvicki i sar. (2014)% Nikoli¢ i sar. (2014): Mihajilov-
Krstev i sar. (2014)% Kremer i sar. (2015); Rus i sar. (2015)% Babaei i sar.
(2018)* Acimovié i sar. (2019)% Generalié Mekini¢ i sar. (2019);
Gopcevi¢ i sar. (2019)% Fratini i sar. (2019)% Vasilijevi¢ i sar. (2019)%
Vitanza i sar. (2019)% Bulut i sar. (2020)% Stoji¢evi¢ i sar. (2021)"

Miladi i sar. (2013)% Nikoli¢ i sar. (2014)% Elgndi i sar. (2017)®;

Antikancerogeno/citotoksicno Stojicevié i sar. (2021 )b

Silva i sar. (2009)°; Mihajilov-Krstev i sar. (2014)?% Vidovi¢ i sar. (2014)";

Antineurodegenerativo Vladimir-Knezevi¢ i sar. (2014)°

Antidijarei¢no Skoc&ibusi¢ i Bezié, (2003)*

Biopesticidno, alelopatsko, Rusin i sar. (2016)°; Matkovi¢ i sar. (2018)% Ibafez i Blazquez (2019)%
repelentno Navarro-Rocha i sar. (2019)

%etarsko ulje

Pekstrakt

2.4.2. Bosiljak (Ocimum basilicum L.)

Bosiljak (bosiok, bosilje) je jednogodisnja biljka iz familije Lamiaceae. Pripada rodu
Ocimum koji obuhvata oko 150 vrsta medu kojima je O. basilicum jedna od najznacajnijih. U
okviru vrste O. basilicum postoji veci broj varijeteta koji se medusobno razlikuju po morfoloskim

37



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié

karakteristikama, kao i po sadrzaju i kompoziciji etarskog ulja. Vodi poreklo iz Indije i smatra se da
su ga na teritoriju Evrope doneli monasi u XII veku gde se ubrzo odomacio i nasao upotrebu kao
lekovita, za¢inska, ukrasna i obredna biljka (Jela¢i¢ i sar., 2011). Od bosiljka se koriste nadzemni
deo biljke u cvetu (Basilici herba) i etarsko ulje (Basilici aetheroleum). Sadrzaj etarskog ulja u
herbi varira izmedu 0,2 — 2 % i u zavisnosti od varijeteta kao glavne komponente se izdvajaju
linalol, metil havikol (estragol), metil cinamat, kamfor, geraniol i eugenol (Carovi¢-Stanko i sar.,
2010, Pushpangadan i George, 2012). Glavne komponente ¢ine i do 85 % sastava etarskog ulja
(Chouhan i sar., 2017). Najzastupljenija jedinjenja i njihov relativni odnos zasluzni su za snaznu
biolosku aktivnost ali se ne moze umanjiti uticaj minornih komponentata prisutnih u etarskom ulju
(Carovi¢-Stanko i sar., 2010). Hemijski sastav i bioloSka aktivnost bosiljka je dobro proucena.
Pregled literaturnih navoda o bioloskim dejstvima etarskog ulja i ekstrakata bosiljka je dat u Tabeli
2.11. Bioloska aktivnost ekstrakata herbe bosiljka poti¢e od neisparljivih komponenti, u prvom redu
od flavonoida (rutin, epikatehin, kvercetin) i fenolnih kiselina od kojih su u najvecoj obilnosti
prisutne galna, vanilinska, ruzmarinska, hlorogenska i kafeinska kiselina (Benedec i sar., 2015;
Giiez i sar., 2017; Zarlaha i sar., 2017; Generali¢ Mekini¢ i sar., 2019; Rezzoug i sar., 2019).

lako se nekada gajio kao ukrasna biljka, potvrdivanjem brojnih bioloskih dejstava bosiljak je
nasao Siroku primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Prijatna aroma koja poti¢e od
linalola je cenjena u industriji parfema. Sastojak je mnogih ¢ajnih meSavina a ima primenu i u
tradicionalnoj medicini i homeopatiji kao karminativ, spazmolitik, sedativ, laktagog i tonik
(Beatovi¢, 2013).

Tabela 2.11. Bioloska dejstva etarskog ulja i ekstrakata bosiljka.

Biolosko dejstvo Referenca

Anwar i sar. (2006)°; Politeo i sar. (2006)% Mariassyova (2006)°; Shan i sar.
(2007)*; Hussain i sar. (2008)% Mariutti i sar. (2008)°; Chrpova i sar.
(2010)°; Benedec i sar. (2012)°; Veronezi i sar. (2014)°; Vidovi¢ i sar.
(2012)°; Cardoso-Ugarte i sar. (2013)% Teixeira i sar. (2013)% Ben-Ali i sar.
(2014)": Dawidowicz i Olszowy, (2014)% Vlase i sar. (2014); Benedec i sar.
(2015)°; Tewari i sar. (2015)% Carocho i sar. (2016)" Filip i sar.
(2016™;2017"); Fitsiou i sar. (2016)% Elgndi i sar. (2017)®; Stanojevi¢ i sar.
(2017)% Coelho i sar. (2018)*; Anti¢ i sar., (2018)* Rezzoug i sar. (2019)*:
Giiez i sar. (2017)"; Warsi i Sholichah (2017)°; Arawande, (2018)°; Duleti¢-
Lauéevibé i sar. (2019); Generali¢ Mekini¢ i sar. (2019)°; Stojiéevié i sar.
(2020)°

Antioksidativno

Adigiizel i sar. (2005)"; Shan i sar. (2007); Hussain i sar. (2008)%; Duman i
sar. (2010)% Sokovi¢ i sar. (2010)% Dimi¢ i sar. (2012b)° Stefan i sar.
(2013)% Teixeira i sar. (2013)% Aratjo i sar. (2014)°; Vlase i sar. (2014)";
Benedec i sar. (2015)" Silva i sar. (2015)% Carocho i sar. (2016)°; Fitsiou i
sar. (2016)% Chouhan i sar. (2017)% Sakkas i Papadopoulou, (2017)%
Stanojevié¢ i sar. (2017)% Baldim i sar. (2018)?% Generali¢ Mekini¢ i sar.
(2019)"; Rezzoug i sar. (2019)®; Bulut i sar. (2020)°

Antimikrobno

Antiinflamatorno Bayala i sar. (2014)%; Giiez i sar. (2017)"

Bayala i sar. (2014)% Zarlaha i sar. (2014)®; Carocho i sar. (2016)®; Fitsiou i
sar. (2016)% Giiez i sar. (2017)°; Elgndi i sar. (2017)®; Rezzoug i sar.

Antikancerogeno/citotoksicno
(2019)*

Antineurodegenerativno Coelho i sar. (2018)*; Duleti¢-Lausevié i sar. (2019)

Radioprotektivno

Farag (2013)°

Hepatoprotektivno

Carocho i sar. (2016)"

Sedativno / antidepresivno

Tewari i sar. (2015)°; Hirai i Ito (2018)°

Larvicidno, repelentno

Murugan i sar. (2007)°; Wasfy i sar. (2018)°

Antigerminativno

De Almeida i sar. (2010)

%etarsko ulje
Pekstrakt
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2.4.3. Korijander (Coriandrum sativum L..)

Korijander (kisnec, popric¢) je jednogodiSnja zalinska, medonosna i lekovita biljka iz
familije Apiaceae (Igbal i sar., 2018). Upotrebu nalaze svi delovi biljke (plod, stabljika, list i koren)
koji se znatno razlikuju po aromi. Plod korijandera (Coriandri fructus) i etarsko ulje (Coriandri
aetheroleum) nalaze najvecu primenu. Veli¢ina ploda zavisi od sorte i uslova gajenja, pa se tako
razlikuju krupnozrni ili marokanski (C. sativum L. var. vulgare) i sitnozrni korijander (C. sativum
L. var. microcarpum D.C.) koji se gaji u vecini zemalja i sadrzi viSe etarskog ulja od krupnozrnog.
Sadrzaj etarskog ulja kod krupnozrnih sorti korijandera se kre¢e izmedu 0,1 i 0,5 %, dok sitnozrne
sorte sadrze 0,8 — 2,1 % (Wei 1 sar., 2019). Etarsko ulje je bezbojna do svetlozuta tecnost
aromati¢nog i ljutog ukusa. Miris etarskog ulja je uslovljen hemijskim sastavom, pa kod nezrelih
delova gde dominiraju alifati¢ni aldehidi trans-2-decenal, trans-2-dodecenal i trans-2-decenol,
etarsko ulje ima miris na stenice (Ac¢imovié, 2014). Glavna komponenta etarskog ulja izolovanog iz
zrelih plodova korijandera je monoterpenski alkohol linalol (koriandrol) koji moze biti zastupljen u
sirokom opsegu (19,8 — 82 %) (Igbal i sar., 2018). Sadrzaj linalola kao i1 drugih bioaktivnih
komponentata etarskog ulja moze znatno varirati u zavisnosti od uslova gajenja, metoda ekstrakcije
i stepena zrelosti ploda. Msaada i sar. (2007) su uocili da se sazrevanjem ploda povecava udeo
linalola, a istovremeno smanjuje sadrzaj geranil-acetata koji je najzastupljeniji u nezrelim
plodovima. U hemijskom sastavu etarskog ulja mogu se naci i y-terpinen, p-cimen, limonen, a-
pinen i kamfor. Pored etarskog ulja, plod korijandera sadrzi 12 — 25 % lipida u ¢ijem sastavu
dominira petroselinska kiselina (A¢imovi¢, 2014). Barros i sar. (2012) navode derivate cimetne
kiseline (hlorogensku, kafeinsku, p-kumarnu i ferulicnu kiselinu) kao jedine fenolne komponente
ploda korijandera. Hemijskom analizom etanolnog ekstrakta ploda korijandera Rajeshwari i sar.
(2012) su pored hlorogenske i kafeinske kiseline detektovali i rutin koji je bio i najzastupljeniji.

Tabela 2.12. Bioloska dejstva etarskog ulja i ekstrakata korijandera.

Biolosko dejstvo Referenca

Politeo i sar. (2006)% Mariutti i sar. (2008)" Samojlik i sar. (2010)%
Darughe i sar. (2012)% Pandey i sar. (2012)° Christova-Bagdassarian i sar.
(2013a" 2013b"; 2014"): Gupta (2013)"; Przygodzka i sar. (2014)*; Dima i
sar. (2014)% Bag i Chattopadhyay, (2015)% Farah i sar. (2015)°; Duarte i
sar. (2016)% Martins i sar. (2016)"; Zekovi¢ i sar. (2015%; 2016""); Petrovié
(2016)": Elgndi i sar. (2017)®; 1i¢ i sar. (2017)* Msaada i sar. (2017)"
Saleem i sar. (2017)"; Sghaier i sar. (2017)% Kavitha i Krithika, (2018)";
Ksouda i sar. (2018)"; Soji¢ i sar. (2019¢)*; Ka&aniova i sar. (2020)°

Antioksidativno

Klaus i sar. (2009)% Duman i sar. (2010)% Cao i sar. (2012)"; Teixeira i sar.
(2013)% Dima i sar. (2014)% Bag i Chattopadhyay, (2015)% Bazargani i

Antimikrobno Rohloff, (2015)®; Farah i sar. (2015)°; Duarte i sar. (2016)% Petrovi¢
(2016)°; Khalil i sar. (2018)% Kacaniova i sar. (2020)% Kavitha i sar.
(2020)"

Antikancerogeno/citotoksi¢no  Bag i Chattopadhyay, (2015)% Elgndi i sar. (2017)®

Antineurodegenerativno Yeom i sar. (2012)*

Hepatoprotektivno Samojlik i sar. (2010)*

Insekticidno / Larvicidno Yeom i sar. (2012)*

%etarsko ulje

Pekstrakt

Mleveni plod korijandera se ¢esto nalazi u sastavu zacinskih meSavina i ima Siroku primenu
u kulinarstvu. U narodnoj medicini se koristi za leCenje organa za varenje u cilju sprecavanja
gréeva, nadimanja i za stimulisanje lu¢enja digestivnih enzima (A¢imovic¢ i sar., 2014). Etarsko ulje
nosi oznaku GRAS pa se smatra potpuno sigurnim za primenu u prehrambenoj industriji (Burdock i
Carabin, 2009). Kao zacin, konzervans ili aduvant ima primenu u proizvodnji jakih alkoholnih pica,
marinada, umaka, turSija, Zvakacih guma kao 1 u pekarskoj, mesnoj 1 industriji konditorskih
proizvoda. U neprehrambene svrhe se koristi u aromaterapiji, parfemskoj, farmaceutskoj i
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duvanskoj industriji (Aéimovi¢ i sar., 2014). Pregled literaturnih navoda koji se odnose na
ispitivanje bioloske aktivnosti korijandera je dat u Tabeli 2.12.

2.4.4. Anis (Pimpinella anisum L.)

Anis (anison, anason) je jednogodisnja biljka iz familije Apiaceae koja vodi poreklo iz Male
Azije, Egipta i Grcke (Orav i sar., 2008). U upotrebi su plod (Anisi fructus) i etarsko ulje anisa
(Anisi aetheroleum). U hemijskom sastavu ploda anisa nalazi se 1,5 — 6 % etarskog ulja i 8 — 11 %
lipida u kojima dominira oleinska kiselina. Najzastupljenija komponenta etarskog ulja je trans-
anetol ¢ija je tacka topljenja 22,5 °C, zbog Cega etarsko ulje anisa o¢vrsne ve¢ na 15 do 20 °C
(Ac¢imovi¢, 2015). U hemijskom sastavu etarskog ulja mogu se naci i estragol, y-himahalen, p-
anisaldehid i cis-anetol.

Tabela 2.13. Bioloska dejstva etarskog ulja i ekstrakata anisa.

Biolosko dejstvo Referenca

Giilgin i sar. (2003)”; Tepe i sar. (2006); Singh i sar. (2008)*; Amany i sar.
(2012)%; Przygodzka i sar. (2014)°; Christova-Bagdassarian i sar. (2013a";

Antioksidativno 2013b” 2014"); Fitsiou i sar. (2016)% Martins i sar. (2016)° Petrovi¢
(2016)": 1li¢ i sar. (2017)% Bettaieb Rebey i sar. (2018) * Ksouda i sar.
(2018)"; Rebey i sar. (2019)"; Stojicevié i sar. (2020)*

Giilgin i sar. (2003)"; Tepe i sar. (2006); Klaus i sar. (2009)%, Amany i sar.
(2012)* Christova-Bagdassarian i sar. (2013a)®; Islam i sar. (2016)";

Antimikrobno Fitsiou i sar. (2016)% Foroughi i sar. (2016)"; Petrovi¢ (2016)°; Radaelli i
sar. (2016)% Khalil i sar. (2018)% Mahdavi i sar. (2018)% Alrasheid i sar.
(2018)": Khanjari i sar. (2019)% Ghazy i sar. (2021)°

Antikancerogeno/citotoksi¢no  Fitsiou i sar. (2016)°

f‘e';’ep,iiﬂ'ﬁgd”"' alelopatsko, Benelli i sar. (2017)%; Tbfiez i Blazquez, (2019); Hashemi (2018)?

Antigerminativno De Almeida i sar. (2010)?

%etarsko ulje
Pekstrakt

Najzastupljenije fenolne komponente u hemijskom sastavu ekstrakta anisa su derivati
cimetne kiseline (hlorogenska i neohlorogenska kiselina) i derivati flavona (apigenina i luteolina)
(Martins i sar., 2016). Bettaieb Rebey i sar. (2018) su u svojim istrazivanjima kao najzastupljenije
fenolne komponente etanolnog ekstrakta anisa naveli ruzmarinsku kiselinu, larcitrin, cirsmartin,
kvercetin i rutin. Prema istim istraziva¢ima, naringin je bio najzastupljeniji flavonoid u ekstraktu
potpuno zrelog ploda anisa poreklom iz Srbije (Rebey i sar., 2019). U istom istrazivanju je
navedeno da sa sazrevanjem ploda anisa raste i koncentracija kumarina. Anis nalazi primenu u
medicini, parfemskoj i prehrambenoj industriji. U narodnoj medicini se koristi za leCenje
stomacnih, respiratornih i reproduktivnih bolesti kao karminativ, ekspektorans, stomahik,
spazmolitik, afrodizijak, laktagog 1 emenagog (Misan, 2013). U nekim zemljama se tradicionalno
koristi za leCenje neuroloskih bolesti a istraZivanjima je dokazano sedativno, antiepilepticno i
analgeticko dejstvo etarskog ulja anisa (Samojlik 1 sar., 2012). U prehrambenoj industriji se
primenjuje u proizvodnji alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a, bombona i sladoleda kao korigens mirisa
i ukusa i kao zacin. Pregled literaturnih navoda koji se odnose na ispitivanje bioloske aktivnosti
anisa dat je u Tabeli 2.13.

2.4.5. Kim (Carum carvi L.)

Kim (divlji kumin, kimin) je dvogodisnja biljka iz familije Apiaceae. U prirodi se javlja na
planinskim livadama i visoravnima. Kim sakupljen iz spontane flore zaostaje po kvalitetu za
kultivisanim 1 koli¢inski ne zadovoljava potrebe industrije. Od kima su u upotrebi plod (Carum
fructus) i etarsko ulje (Carvi aetheroleum). Plod kima ima jak aromati¢an miris i ukus zbog ¢ega je
jako cenjen u pekarskoj i konditorskoj industriji. Sadrzi 3 — 7 % etarskog ulja koje je bezbojno do
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bledozute boje, prijatnog I aromati¢nog mirisa. KarakteristiCan miris etarskog ulja potice od
karvona koji je zastupljen sa 50 — 65 %. U hemijskom sastavu etarskog ulja sa ve¢im udelom je
zastupljen i limonen (30 — 45 %) dok su B-mircen, dihidrokarvon i karveol prisutni ali u znatno

manjem procentu (Raal i sar., 2012).

Tabela 2.14. Bioloska dejstva etarskog ulja i ekstrakata kima.

Biolosko dejstvo

Referenca

Antioksidativno

Bamdad i sar. (2006)°; Shan i sar. (2007)"; Wojdito i sar. (2007)°; Mariutti
i sar. (2008)"; Fatemi i sar. (2011)% Samojlik i sar. (2010)* Pandey i sar.
(2012)"; Christova-Bagdassarian i sar. (2013a”; 2013b"; 2014"); Krki¢ i sar.
(2013)% Vallverdu-Queralt i sar. (2015)°; Assami i sar. (2016)° Trifan i
sar. (2016)% 1li¢ i sar. (2017)% Saleem i sar. (2017)"; Sghaier i sar. (2017)%
Stoji¢evié i sar. (2020)%

Antimikrobno

Shan i sar. (2007)%; Simi¢ i sar. (2008)% Klaus i sar. (2009)%; Sari¢ i sar.
(2009)°; Razzaghi-Abyaneh i sar. (2009)%; Dimi¢ i sar. (2012b)"; Seidler-
Lozykowska i sar. (2013)% Kwiatkowski i sar. (2015;2017)% Khalil i sar.
(2018)°

Antikancerogeno/citotoksi¢no

Johri, (2010)®

Antidijabeti¢no Saleem i sar. (2017)"

Antineurodegenerativno Yeom i sar. (2012)*

Hepatoprotektivno/ e a

hepatotoksicno Samojlik i sar. (2010)

Insekticidno / Larvicidno, Lopez i sar. (2008)% Yeom i sar. (2012)% Wasfy i sar. (2018)% Synowiec i
repelentno sar. (2019)*

Antigerminativno

De Almeida i sar. (2010)

%etarsko ulje
Pekstrakt

Osim etarskog ulja, plod kima sadrzi i 10 — 16 % lipida u ¢ijem sastavu dominiraju oleinska,
linolna i petroselinska kiselina (Mahboubi, 2019). Hemijskom analizom ploda kima, Wojdylo i sar.
(2007) su kao glavne fenolne kiseline identifikovali kafeinsku, neohlorogensku i ferulicnu kiselinu
a iz klase flavonoida izoramnetin. Vallverda-Queralt i sar. (2015) su kao najzastupljenije fenolne
komponente ekstrakta ploda kima identifikovali hlorogensku, kafeinsku, p-kumarnu kiselinu i u
manjim koncentracijama katehin i ferulicnu kiselinu.

Kim 1 etarsko ulje kima se koriste u razli¢itim granama prehrambene industrije kao zacin,
konzervans i korigens. Etarsko ulje i ekstrakti nalaze primenu i u farmaceutskoj, kozmetickoj i
parfemskoj industriji kao i u medicini (Mahboubi, 2019). Deluju kao karminativ, holagog,
stomahik, spazmolitik i diuretik. Nije zanemarljiva upotreba kima i u oblasti poljoprivrede gde je
naSao primenu kao stocna hrana u vidu zelene mase (Kisgeci 1 sar., 2009). Etarsko ulje 1 njegove
glavne komponente imaju potvrdeno antigerminativno i fungistaticko dejstvo (De Almeida 1 sar.,
2010) dok novija istrazivanja ukazuju 1 na moguénost njithove primene u bioloSkoj borbi protiv
korova i Stetocina (Synowiec i sar., 2019). Spisak literaturnih podataka o aktivnosti etarskih ulja i
ekstrakata kima dat je u Tabeli 2.14.

2.5. Primena lekovitih i zaéinskih biljaka u prehrambenoj industriji

Primena lekovitih i zacinskih biljaka u cilju odlaganja oksidativnih promena u hrani je
posebno dobila na znacaju otkako postoji opravdana potreba za smanjenjem unosa ili potpunom
eliminacijom sintetic¢kih antioksidanasa. Mnogobrojne studije su pokazale da etarska ulja i ekstrakti
biljaka familija Lamiaceae i Apiaceae, mogu imati obecavajucu primenu kao antioksidativni i
antimikrobni agensi u prehrambenoj industriji. Kada su u pitanju jestiva biljna ulja, predmet
ispitivanja velikog broja studija bila su rafinisana ulja s obzirom da ovaj tip ulja ima §iru primenu i
ve¢i obim potroSnje. Medutim, kako je poslednjih decenija zabelezen porast potrosnje HPU,
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istrazivanja su usmerena ka oksidativnoj stabilizaciji ovog tipa ulja i povecanju odrzivosti uz
dodatak etarskih ulja i ekstrakata dobijenih primenom razli¢itih metoda, rastvara¢a i uslova
ekstrakcije. Ispitivanja se sprovode u razli¢itim uslovima skladiStenja ulja uz variranje parametra
kao S§to su: vreme i temperatura skladiStenja, prisustvo kiseonika i svetlosti, tip ambalaze, a uz
dodatak etarskih ulja i ekstrakata u razli¢itim koncentracijama. Pored toga $to u vecoj ili manjoj
meri inhibiraju proces oksidacije, ovi prirodni antioksidansi uti¢u i na senzorni kvalitet na ovaj
nacin aromatizovanog ulja. Stoga je od posebne vaznosti da ispitivanje efekta stabilizacije ukljucuje
i senzornu ocenu tako dobijenog proizvoda.

2.5.1. Primena odabranih lekovitih i za¢inskih biljaka u cilju stabilizacije jestivih biljnih ulja i
masti

Hashemi i sar. (2012) su ispitivali uticaj razli¢itih koncentracija etarskog ulja Satureja
khuzestanica na oksidativnu stabilnost rafinisanog suncokretovog ulja u toku 11 dana zagrevanja
ulja na 60 °C. U poredenju sa sintetickim antioksidansom BHA, koji je dodat u propisanim
koncentracijama, pokazalo se da sve primenjene koncentracije etarskog ulja imaju bolji
antioksidativni efekat. Etarsko ulje S. hortensis se pokazalo kao efikasan inhibitor oksidativnih
promena u ulju Safranike u uslovima ubrzanog starenja (Fathi i sar., 2013). Pracenje koliCine
nastalih primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije u toku 12 dana pokazalo je da etarsko ulje
usporava proces oksidacije u svim primenjenim koncentracijama. Uticaj etarskog ulja S. hortensis
su ispitivali i Dolati i sar. (2016). Ovi autori su pratili kako etarska ulja dodata rafinisanom sojinom
ulju pri razli¢itim koncentracijama, temperaturi i vremenu skladiStenja uticu na indukcioni period
odreden Rancimat testom, peroksidni i kiselinski broj i na izmene senzornih karakteristika ulja.
Etarsko ulje se pokazalo kao efikasni inhibitor oksidativnih promena, a koncentracija od 0,4 % kao
najefikasnija kada je u pitanju indukcioni period, kiselinski broj i kao najprihvatljivija sa stanovista
senzorne analize. Primenom Rancimat testa, Kuli$i¢ i sar. (2005) su ispitivali uticaj etarskih ulja pet
biljnih vrsta familije Lamiaceae (ukljucujuéi i vrste S. montana i S. cuneifolia), kao i njihovih
frakcija na oksidativnu stabilnost svinjske masti. U odnosu na kontrolni uzorak masti bez
antioksidanasa, etarsko ulje i sve frakcije etarskog ulja vrste S. montana ostvarili su blag porast
indukcionog perioda dok su etarsko ulje i ugljenohidratna frakcija vrste. S. cuneifolia ostvarili
prooksidativni efekat. U poredenju sa uzorcima masti kojima su dodati BHT, BHA, askorbinska
kiselina i a-tokoferol, svi uzorci sa etarskim uljima i njihovim frakcijama su imali zna¢ajno kraci
indukcioni period. Timol i karvakrol, glavne komponente biljnih vrsta koje su ostvarile najizrazeniji
antioksidativni efekat (Origanum sp., Thymus sp. i S. montana), imali su blag uticaj na produzenje
indukcionog perioda masti $to je objasnjeno visokom isparljivos¢u ovih komponenata na
primenjenoj temperaturi. Uticaj dodatka herbe S. kitaibelii na odrzivost rafinisanog suncokretovog i
maslinovog ulja u uslovima razli¢ite temperature ¢uvanja, ispitivali su Salaj i sar. (2020) i dosli do
zakljucka da ova biljka, kao bogat izvor fenolnih jedinjenja, predstavlja mocan inhibitor lipidne
oksidacije pogotovo kada su uzorci ulja izloZeni visokim temperaturama. Kamkar 1 sar. (2014) su
primenili metanolni i etanolni ekstrakt S. hortensis u cilju stabilizacije sojinog ulja u uslovima
ubrzanog starenja. Formiranje primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije je bilo najmanjeg
intenziteta u slucaju uzorka ulja sa metanolnim ekstraktom ove biljke pri koncentraciji od 400 ppm
¢iji je efekat uporediv sa BHT. Etanolni ekstrakt takode je inhibirao proces oksidacije ali ne
efikasno kao $to je to slucaj sa metanolnim. Stabilnost suncokretovog ulja sa dodatkom etanolnih
ekstrakata Ocimum basilicum i S. hortesis na temperaturi od 100 °C ispitivale su Marinova i
Yanishlieva (1997). Ekstrakt S. hortesis se pokazao kao efikasan u suzbijanju oksidativnih promena
dok ekstrakt bosiljka nije imao stabilizuju¢i efekat. Antioksidativni kapacitet vodenih ekstrakata
lekovitog i zacinskog bilja iz porodica Lamiaceae, Apiaceae i Teaceae, kao i njihov uticaj na
redukciju oksidativnih promena u svinjskoj masti ispitivali su Chrpova i sar. (2010). Ekstrakti su
pokazali razliCit antioksidativni efekat u zavisnosti od primenjene metode pracenja procesa
oksidacije s obzirom da su u pitanju razlicite reakcione sredine i tip reakcija. Kao najefikasniji
inhibitor procesa oksidacije svinjske masti pokazali su se ekstrakt zalfije (Salvia officinalis),
majorana (Origanum majorana) i grékog origana (Origanum heracleoticum). Ekstrakt rtanjskog
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Caja (S. montana) je pokazao umeren inhibitorni efekat dok je u¢inak ekstrakta ispitivanog varijeteta
bosiljka (O. basilicum var. compatto) bio zanemarljiv u poredenju sa drugim biljkama.

Ben-Ali i sar. (2014) su ispitivali oksidativnu stabilnost rafinisanog suncokretovog ulja
kome je dodat metanolni ekstrakt bosiljka (O. basilicum) u odnosu na BHT. Nakupljanje primarnih
I sekundarnih proizvoda oksidacije ulja uspesno su inhibirale vise koncentracije ekstrakta a autori
su naveli da ekstrakt bosiljka u koncentraciji od 200 do 500 ppm ima isti efekat kao primenjeni
sinteti¢ki antioksidans. Stabilizujuci efekat ekstrakta bosiljka potvrdili su i Veronezi i sar. (2014).
Ova grupa autora je ispitivala uticaj etanolnog ekstrakta bosiljka, TBHQ i njihove smeSe na
oksidativnu stabilnost sojinog ulja na temperaturi od 180 °C. U toku 20 h izlaganja visokoj
temperaturi, uzorak ulja kome je dodat ekstrakt bosiljka bio je najstabilniji prema
termooksidativnim promenama, imao je najmanji gubitak a-tokoferola i najnize vrednosti ukupnih
polarnih komponenata. Sinergisti¢ki efekat ckstrakta bosiljka i TBHQ u ovim uslovima nije
zapazen. Uticaj etanolnog ekstrakta bosiljka na oksidativnu stabilnost suncokretovog 1 sojinog ulja
bio je deo istrazivanja koje je sprovela Mariassyova (2006). Ekstrakt bosiljaka je pokazao najvise
vrednosti zastitnog faktora pri koncentraciji od 2 mg/kg ulja za oba testirana ulja, dok su vise
koncentracije vodile smanjenu ovog pokazatelja, pa ¢ak ispoljile i prooksidativni efekat. Postupkom
maceracije herbe odabranih tunizanskih zacina, dobijeno je aromatizovano ekstra devicansko
maslinovo ulje koje je podvrgnuto zagrevanju na 60 i 130 °C u cilju ispitivanja efekta upotrebljenih
zaCina na oksidativnu stabilnost (Ayadi i sar., 2009). Stepen nastalih oksidativnih promena bio je
najizrazeniji u slucaju uzorka sa bosiljkom iako je ovaj uzorak inicijalno imao najvisi sadrZaj
fenolnih komponenata. Uzorak aromatizovan ruzmarinom je pokazao najjacu otpornost prema
oksidativnim promenama i najmanji gubitak hlorofila, karotenoida i fenola u toku perioda
ispitivanja.

Acimovi¢ 1 sar. (2017) su ispitivali uticaj etarskog ulja kima, anisa i1 korijandera na
oksidativnu stabilnost HPU semenki bundeve izlozenih temperaturi od 70 °C u toku 20 dana.
Rezultati ove studije su pokazali da je etarsko ulje kima najefikasnije u stabilizaciji. Etarska ulja
anisa i korijandera u nizim koncentracijama su imala slab antioksidativni efekat dok su se pri visim
koncentracijama ponasala kao prooksidansi. Odsustvo antioksidativnog efekta etarskog ulja
korijandera potvrdeno je i od strane Sghaier i sar. (2017) koji su ispitivali uticaj dodatka ovog
etarskog ulja na termooksidativne promene u rafinisanom ulju repice u uslovima viSekratnog
zagrevanja ulja na 180 °C. Sa druge strane, pozitivan efekat dodatka etarskog ulja anisa rafinisanom
suncokretovom ulju primenom Rancimat testa na 100 °C, izvestili su Amany i sar. (2012). Ovde se
mora naglasiti da su glavne komponente hemijskog sastava etarskog ulja bile linalol, eugenol i 1,8-
cineol, po ¢emu se testirani uzorak etarskog ulja razlikovao od standardnog u kom se kao glavna
komponenta izdvaja trans-anetol. Stabilizaciju HPSU dodatkom etanolnog ekstrakta ploda
korijandera ispitivali su Farah i sar. (2015). Dobijeni rezultati ukazuju da se postignuti
antioksidativni efekat statisticki znacajno ne razlikuje od efekta BHT 1 da prema svim pracenim
parametrima (peroksidni, anisidinski i tiobarbiturni broj) ulje sa ekstraktom korijandera ima znatno
nize vrednosti ovih pokazatelja u odnosu na ulje bez ikakvog aditiva. Sa druge strane, Cordeiro i
sar. (2013) su utvrdili da etanolni ekstrakt korijandera dodat HPU soje nema stabilizujuci efekat.
Uticaj etarskog ulja korijandera na oksidativnu stabilnost rafinisanog suncokretovog ulja u uslovima
ubrzanog starenja na temperaturi od 65 °C u toku 24 dana, pratili su Wang i sar. (2018). Ovi autori
su dosli do zakljucka da etarsko ulje korijandera, pored toga S$to u najviSoj primenjenoj
koncentraciji (1200 ppm) povecava odrzivost ulja, takode ispoljava i sinergisticko dejstvo sa
TBHQ. U cilju aromatizacije devi¢anskog maslinovog ulja plodom kima, Assami i sar. (2016) su
primenili klasiénu maceraciju uljem i maceraciju pomocu ultrazvuka. Ispitivana je i Kinetika
ekstrakcije glavnih komponenata ploda kima (karvona i limonena) koji su nosioci antioksidativnog
dejstva i pokazalo se da je ekstrakcija ovih komponenata daleko brza i potpunija u slu¢aju primene
ultrazvuka. Ovo je takode rezultovalo 1 duZim indukcionim periodom odredenim Rancimat
metodom na 120 °C (6,39 h) u odnosu na kontrolni uzorak (3,45 h) i uzorak aromatizovan
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klasicnom maceracijom (4,53 h). Uticaj dodatka metanolnog ekstrakta i usitnjenog ploda anisa na
stabilnost HPU soje ispitivana je od strane Womeni i sar. (2013). U uslovima ubrzanog starenja
uzoraka, samo usitnjen plod je znacajnije inhibirao formiranje primarnih proizvoda oksidacije i
uticao na smanjenje jodnog broja.

2.5.2. Primena odabranih lekovitih i zacinskih biljaka u drugim granama prehrambene
industrije

Etarsko ulje rtanjskog ¢aja i ekstrakti dobijeni superkriticnom ekstrakcijom upotrebljeni su u
cilju ispitivanja antioksidativne i antimikrobne stabilnosti svezih svinjskih kobasica i barenih
kotleta (Soji¢ i sar., 2019a; Jokanovié i sar., 2020). Antioksidativno i antimikrobno dejstvo su
uzorci, pokazali oni kojima su dodati ekstrakti s obzirom da aroma rtanjskog ¢aja nije u toj meri
intenzivna kao u sluc¢aju uzoraka kojima je dodato etarsko ulje. Ispituju¢i mogucnost primene
etarskog ulja rtanjskog €aja u cilju inhibicije lipidne oksidacije i promene boje u toku skladistenja
kobasica tipa mortadela, de Oliveira i sar. (2012) su potvrdili antioksidativnu aktivnost rtanjskog
Caja, ali 1 dosli do zakljucka da etarsko ulje dodato u viS§im koncentracijama, ¢ak i u prisustvu
nitrita, negativno uti¢e na boju. Girova i sar. (2010) su testirali uticaj etarskih ulja lekovitih i
zacinskih biljaka na izolovane psihrotrofne bakterije pokvarenog mesa. Najvece zone inhibicije disk
dilucionom metodom i najnize vrednosti za minimalnu inhibitornu i baktericidnu koncentraciju
pokazala su etarska ulja biljaka familije Lamiaceae — origano, maj¢ina dusSica i rtanjski ¢aj. U cilju
spreavanja rasta bakterije Clostridium perfringens tip A u kobasicama tipa mortadele, de Oliveira i
sar. (2011) su upotrebili etarsko ulje rtanjskog ¢aja samostalno ili u kombinaciji sa natrijum-
nitritom. Ova studija je pokazala da etarsko ulje rtanjskog ¢aja ostvaruje sinergisti¢ko dejstvo sa
nitritima i uspe$no suzbija rast testirane bakterije, ali da etarsko ulje samostalno nije dovoljno
efikasno u suzbijanju ovog patogena. Antilisterijski efekat etarskog ulja rtanjskog Caja i vrste S.
horvatii je potvrden u svezem mlevenom svinjskom i june¢em mesu kao i junetini mariniranoj u
crvenom vinu (Djenane i sar., 2011a; Bukvicki i sar., 2014; Vasilijevi¢ i sar., 2019). Testirana
etarska ulja su ostvarila zapaZen antimikrobni efekat 1 u kombinaciji sa drugim etarskim uljima
sinergisti¢ko dejstvo. Kada je u pitanju senzorna analiza, prema Vasilijevi¢ i sar. (2019), uzorci sa
viSim koncentracijama etarskog ulja rtanjskog ¢aja (0,125 % i 0,25 %) su obelezeni kao
neprihvatljivi ili na granici prihvatljivosti zbog veoma izrazenog mirisa i ukusa, dok Djenane i sar.
(2011a) navode da je dodatak etarskog ulja u koli¢ini od 0,06 % pozitivno uticao na odrZanje
svezeg mirisa 1 boje mesa. Antimikrobni efekat etarskog ulja izolovanog iz rtanjskog ¢aja 1 vrste S.
hortensis prema patogenima kao $to su Campylobacter jejuni CECT 7572, Staphyloccocus aureus i
Escherichia coli O157:H7 potvrden je u slucaju svezeg pileCeg i juneéeg mesa i to u
koncentracijama koje su se pokazale kao prihvatljive sa aspekta senzorike (Djenane i sar., 2011b,
Djenane i sar., 2012).

Uticaj etanolnog ekstrakta bosiljka (O. basilicum) i maginje (Arbutus unedo) na nutritivne
karakteristike i moguc¢nost primene kao prirodnog konzervansa u proizvodnji hleba, ispitivali su
Takwa i sar. (2018). Hleb sa dodatkom prirodnih antioksidanasa, a pogotovo hleb kome je dodat
ekstrakt bosiljka, imao je viSi antioksidativni kapacitet u odnosu na onaj kome su dodati
askorbinska kiselina i natrijum-sorbat. Carocho i sar. (2016) su ispitivali uticaj dodatka dekokta i
suvog usitnjenog lista bosiljka na nutritivne pokazatelje kvaliteta, boju i ouvanje nezasi¢enih MK i
proteina portugalskog ov¢jeg sira ,,Serra da Estrela®. Bioloska aktivnost bosiljka je takode ispitana,
a antimikrobni i antioksidativni potencijal su potvrdeni pra¢enjem promena u toku Sest meseci.
Dekokt bosiljka je inhibirao lipidnu oksidaciju, ali i uticao na dehidrataciju sira u toku Sest meseci.
Sa druge strane, dodatak suvih listova bosiljka je ocekivano efektivnije uticao na boju proizvoda.
Dodatak etanolnog ekstrakta bosiljka pululanskom filmu sa ciljem produzenja roka skladistenja
jabuka u uslovima snizene temperature, bio je predmet ispitivanja koje su sproveli Synowiec 1 sar.
(2014). Ova formulacija povrsinske zastite je pokazala dobro antifungalno dejstvo prema Rhizopus
arrhizus, pozitivan uticaj na smanjenje kala i promene boje jabuka u toku skladistenja, ali slabo
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antibakterijsko dejstvo prema testiranim mezofilnim bakterijama. Kerimoglu i sar. (2020) su
ispitivali moguénost primene etarskog ulja bosiljka i lovora (Laurus nobilis) u cilju inhibicije
oksidativnih promena fileta brancina. Oba etarska ulja su pokazala pozitivan uticaj na oksidativnu
stabilnost fileta posebno u prvom periodu skladistenja. Dodatak etarskog ulja bosiljka je imao
slabiji uticaj na promenu boje u odnosu na etarsko ulje lovora. Etarsko ulje limunskog bosiljka (O.
africanum) upotrebljeno je kao prirodni konzervans u cilju produzenja roka trajanja tofua
skladiStenjem na sobnoj temperaturi pri ¢emu se pokazalo da samo najvisa upotrebljena
koncentracija etarskog ulja ima znacajniji konzervisuci efekat (Hamad i sar., 2020).

Konzervisuée dejstvo etarskog ulja anisa u mlevenoj govedini ispitivali su Khanjari i sar.
(2019). Analizirano je antimikrobno dejstvo prema patogenim bakterijama od kojih se kao
najosetljiva izdvojila Listeria monocytogenes, a kao najotpornije Salmonella Typhimurium i Vibrio
parahaemolyticus. Na osnovu hemijskih pokazatelja oksidativnih i proteolitickih promena utvrdeno
je da su vise doze etarskog ulja delotvornije, a senzorna analiza da je dodatak etarskog ulja imao
znaCajnijeg efekta na stvaranje nezeljenih mirisa naknadno, dok su uzorci u prvim danima
ispitivanja lo$ije ocenjeni. Amany i sar. (2012) su ispitivali uticaj etarskog ulja i fenolnih
komponenti anisa na odrzivost keksa pra¢enjem vrednosti peroksidnog broja i senzornom analizom.
Pri svim primenjenim koncentracijama etarsko ulje anisa je imalo nize vrednosti peroksidnog broja
S§to ukazuje na visok stepen inhibicije oksidativnih promena i mogucnost primene anisa u cilju
produzetka roka trajanja keksa. Upotreba aromati¢nog bilja (anisa, komoraca, piskavice i timijana)
kao antioksidativnog, antimikrobnog i aromatizuju¢eg agensa uz zamenu dela masnoca jogurtom,
bila je predmet ispitivanja Hussein i sar. (2014). Dodatak usitnjenih aromati¢nih biljaka je pozitivno
uticao na izmenu nutritivnog sastava pite i smanjenje kalorijske vrednosti uz nepromenjene reoloske
I pecive osobine testa. Etarsko ulje korijandera, dodato u standardnu recepturu za proizvodnju
kolac¢a u cilju inhibicije oksidativnih promena i razvoja plesni, pokazalo je zna¢ajnu antioksidativnu
i antifungalnu aktivnost dok sa stanovisSta senzorne analize razlike izmedu kontrolnog uzorka i
uzorka sa razli¢itim koncentracijama etarskog ulja nije bilo (Darughe i sar., 2012).

Primenu hitozanskog filma sa dodatkom etarskog ulja anisa u cilju povecanja odrzivosti
pile¢ih burgera skladiStenih na nizim temperaturama ispitivali su Mahdavi i sar. (2018). Dodatak
etarskog ulja u svim primenjenim koncentracijama uticao je na poboljSanje fizickih karakteristika
filma. Najjaci antioksidativni i antimikrobni efekat ostvarile su vise koncentracije (1,5 % i 2 %) ali
je najbolje senzorno ocenjen uzorak sa 1,5 %, pa su autori predlozili ovu koncentraciju kao
optimalnu. Hitozanski film sa dodatkom etarskog ulja kima samostalno ili u kombinaciji sa
pcelinjim voskom primenjen je u cilju povecanja odrzivosti petrovacke kobasice (Krki¢ 1 sar., 2013;
Hromis i sar., 2017). Rezultati ispitivanja ukazali su da je hitozanski film uticao na o¢uvanje vlage i
arome uzorka kobasice 1 da je uspeSno inhibirao oksidativne procese. Prisustvo pcelinjeg voska
negativno je uticalo na mehanicke karakteristike filma dok je dodatak etarskog ulja kima pospesio
antioksidativni kapacitet hitozana. Soji¢ i sar. (2019¢) su ispitivali uticaj etarskog ulja korijandera
na pH vrednost, boju, lipidnu oksidaciju, koncentraciju nitrita i mikrobiolosku ispravnost barene
svinjske kobasice u cilju iznalazenja optimalne kombinacije parametara proizvodnje i vremena
skladiStenja. Koncentracija etarskog ulja korijandera od 0,12 pL/g bila je dovoljna da, uz smanjenu
koncentraciju natrijum-nitrita (60 mg/kg), obezbedi zadovoljavaju¢u boju, antioksidativnu i
antimikrobnu stabilnost.

U cilju dobijanja novih likera sa funkcionalnim svojstvima, Petrovi¢ 1 sar. (2019) su izmedu
ostalih lekovitih i zacinskih biljaka, upotrebili anis i korijander. Ove dve zalinske biljke
predstavljaju nezaobilazne komponente brojnih kompozicija alkoholnih i bezalkoholnih napitaka u
kojima se takode moze naci Satureja sp. (Tonutti i Liddle, 2010).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Upotreba lekovitih i zacinskih biljaka u cilju stabilizacije jestivog ulja bila je predmet
istrazivanja brojnih studija. Jedan od povoda sprovodenja ovakvih ispitivanje jeste potreba za
smanjenjem ili potpunom eliminacijom sintetickih antioksidanasa iz upotrebe, koji imaju potvrdeno
Stetno dejstvo na zdravlje ljudi. Sa druge strane, lekovite i za¢inske biljke odnosno biljni izolati u
koje se ubrajaju i ekstrakti i etarska ulja, predstavljaju obecavajuéu prirodnu alternativu sintetickim
antioksidansima buduci da u in vitro testovima pokazuju znacajno antioksidativno dejstvo. Neretko
se pokazalo da u odnosu na naj¢eS¢e primenjene sintetiCke antioksidanse, ekstrakti i etarska ulja
dodati jestivim uljima imaju uporediv ili jaci efekat u zastiti ulja od nepozeljnih oksidativnih
promena i to pri razli¢itim eksperimentalnim uslovima. Prema dostupnoj literaturi, osim par navoda
0 upotrebi ekstrakata u cilju oksidativne stabilizacije HPSU, moguénost primene odabranih biljnih
vrsta nije detaljnije analizirana.

Prema tome, osnovni cilj ove doktorske disertacije bilo je utvrdivanje uticaja dodatka
etarskih ulja i ekstrakata odabranih lekovitih i zacinskih biljaka na oksidativnu stabilnost HPSU. U
okviru ovog cilja, postavljeno je nekoliko posebnih:

= ispitivanje hemijskog sastava etarskih ulja i sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i
flavonoida u etanolnim ekstraktima;

» odredivanje antioksidativnog 1 antibakterijskog kapaciteta izolovanih etarskih ulja i
pripremljenih ekstrakata;

= Karakterizacija HPSU u smislu nutritivne vrednosti i oksidativnog statusa;

= ispitivanje oksidativne stabilnosti uzoraka ulja sa dodatkom odabranih ekstrakata i
etarskih ulja pri povisenoj temperaturi primenom vise razlicitih testova;

= jspitivanje oksidativne stabilnosti uzoraka skladistenih duzi vremenski period u realnim
uslovima skladistenja (sobna temperatura i bez prisustva svetlosti);

» instrumentalno odredivanje boje uzoraka po dodatku ekstrakata i etarskih ulja, kao i u
toku skladistenja u trajanju od 6 meseci;

= ispitivanje senzornih karakteristika uzoraka ulja ¢ija su senzorna svojstva ovim vidom
stabilizacije izmenjena.

Na osnovu preliminarnih ispitivanja hemijskog sastava i pokazane antioksidativne i
antibakterijske aktivnosti, deo pripremljenih ekstrakta je izdvojen za dalja ispitivanja zajedno sa
etarskim uljima. Odabrani ekstrakti i etarska ulja su dodati HPSU u vise koncentracija i tako
pripremljeni uzorci su ¢uvani u staklenim bocama na sobnoj temperaturi bez prisustva svetlosti. Na
istovetan nacin je tretiran uzorak ulja sa dodatim BHT, kao i kontrolni uzorak (HPSU) bez ikakvih
dodataka. Kako bi se dobila kompletna slika o oksidativnoj stabilnosti uzoraka i uticaj dodataka na
odrzivost HPSU, oksidativna stabilnost je analizirana primenom vise testova - Schaal oven,
Rancimat i DSC testa. U toku skladiStenja uzoraka na sobnoj temperaturi u periodu od 6 meseci
praceni SU parametri oksidativnog statusa ulja koji ukazuju na sadrzaj primarnih i sekundarnih
proizvoda oksidacije (peroksidni i anisidinski broj, oksidativna vrednost, sadrzaj konjugovanih
diena i1 konjugovanih triena). Takode, pracena je i promena vrednosti parametara boje
instrumentalnom CVS tehnikom. Na osnovu prac¢enih parametara boje, izraunate su vrednosti
ukupne promene boje uzoraka, indeksa zute boje i indeksa posmedivanja koje ukazuju na stepen
promene boje ulja nastao dodatkom ekstrakata i etarskih ulja, ali i u toku visemese¢nog skladistenja.
Potpun uvid u uc¢inak dodataka je kompletiran ocenom senzornih svojstava uzoraka od strane grupe
panelista.
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Kao krajnji ishod ovog istrazivanja ocekuje se da dodati ekstrakti i etarska ulja odabranih
vrsta lekovitih i zacinskih biljaka pozitivno uti¢u na odrzivost HPSU u zadatim eksperimentalnim
uslovima i da je njihova efikasnost u suzbijanju oksidativnih promena jednaka ili uporediva sa
primenjenim sintetickim antioksidansom. Pored toga $to odlazu nepozeljne promene u ulju, ocekuje

se 1 da pozitivno utiCu na senzorna svojstva ulja §to bi ispitivanom ulju dalo posebnu vrednost na
trzistu.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Polazni materijal

Hladno presovano suncokretovo ulje (HPSU). Za potrebe eksperimentalnog dela ovog istrazivanja
koris¢eno je HPSU koje je za ove svrhe doniralo preduzece Uvita D.O.O. iz Debeljace. Pokazatelji
nutritivne vrednosti ulja (sadrzaj i sastav MK, sadrzaj izomera tokoferola i pigmenata) kao i
oksidativnog statusa i hemijske karakteristike (kiselinski, peroksidni i anisidinski broj, sadrzaj
slobodnih MK, konjugovanih diena i konjugovanih triena) su odmah analizirani. Do postavljanja
daljih eksperimenata, ulje je cuvano na hladnom i tamnom mestu.

Biljni materijal. Biljni materijal koris¢en u eksperimentalnom radu, ¢ije su karakteristike prikazane
u Tabeli 4.1. predstavlja komercijalni proizvod Instituta za proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif
Panci¢” (Pancevo, Srbija) nabavljen 2016. godine. Biljni materijal je neposredno pre izolacije
etarskog ulja i pripreme ekstrakata usitnjen u laboratorijskom mlinu i prosejan kako bi se u daljem
radu koristio materijal istog stepena usitnjenosti.

Tabela 4.1. Koris¢eni biljni materijal.

Biljna vrsta Familija Kori$éeni deo biljke Serijski broj
Rtanjski ¢aj (Saturejamontana L.)  Lamiaceae nadzemni deo 02810216
Bosiljak (Ocimum basilicum L.) Lamiaceae nadzemni deo 02740216
Korijander (Coriandrum sativum L.)  Apiaceae plod 04920216
Anis (Pimpinella anisum L.) Apiaceae plod 02730216
Kim (Carum carvi L.) Apiaceae plod 10370415

Hemikalije. U radu su kori$¢ene hemikalije nabavljene od slede¢ih proizvodaca: Zorka Pharma-
Hemija (Srbija): metanol, etanol, glacijalna siréetna kiselina, hlorovodoni¢na kiselina, hloroform;
Centrohem d.o.o. (Srbija): dietil etar, skrob; Betahem (Srbija): kalijum-jodid, natrijum-tiosulfat
heptahidrat; Sigma Aldrich (SAD): galna kiselina, kvercetin, 2(3)-tert-butil-4-hidroksianizol (BHA),
3,5-di-tert-butil-4-hidroksitoluen (BHT), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,4,6-tripiridil-s-
triazin (TPTZ), kalijum-acetat, dimetil sulfoksid, bezvodni natrijum-karbonat, aluminijum-nitrat
nonahidrat, natrijum-acetat, bezvodni natrijum-sulfat, gvozde(IIl)-hlorid, gvozde(II)-sulfat
heptahidrat, p-karoten, Folin-Ciocalteu reagens, p-anisidin, resazurin; Merck Darmstadt (Nemacka):
Clark&Lubs pufer, kalijum-hlorid, natrijum-hidroksid, vodonik-peroksid, borna kiselina, pirogalol,
kalijum-hidroksid, metanol, n-heksan, etanol, fenolftalein; Acros Organics (Belgija): Tween 40 i
linolna kiselina; Messer Tehnogas (Srbija): sinteticki vazduh sastava 22 % O, i 78 % N,; HiMedia
Laboratories (Indija): tripton soja bujon/agar, Miieller Hinton bujon/agar. Standardi za
hromatografska ispitivanja su nabavljeni od Sigma Co, Supelco (SAD).

4.2. Ispitivanje nutritivne vrednosti HPSU
4.2.1. Odredivanje sadrzaja i sastava MK

U cilju odredivanja masnokiselinskog sastava, MK ulja su najpre prevedene u isparljive
metilestre MK transesterifikacijom prema standardnoj metodi (SRPS EN ISO 12966-2:2017). Za
razdvajanje i detekciju metilestara je koris¢en gasni hromatograf (model 6890, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) opremljen split-splitles injektorom, plameno-jonizuju¢im
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detektorom (FID) i kapilarnom kolonom SP-2560 (100 m x 0,25 cm x 0,20 um; Supelco,
Bellefonte, PA, SAD). Kao mobilna faza koris¢en je helijum protoka 5 L/min. Temperature
injektora i detektora bile su 250 °C i 260 °C, respektivno. U uredaj je injektovana zapremina od 1
uL rastvora, a odnos raspodele injektora je podesen na 20:1. Temperatura kolone je sa pocetnih 50
°C, koja je odrzavana 5 min, rasla linearno 4 °C/min do temperature od 240 °C koja je odrzavana 20
min. Identifikacija MK u uzorku izvrSena je uporedivanjem hromatografskih pikova sa relativnim
retencionim vremenima metilestara MK iz uzorka sa standardnom mesavinom metilestara (Supelco
37 Component FAME mix standard). Sadrzaj MK je izraCunat u mg/g ulja i izraZen, u relativnoj
koli¢ini, kao maseni procenat od ukupnih MK.

4.2.2. Odredivanje sadrzaja izomera tokoferola

Analiza tokoferola je izvrSena primenom visoko efikasne te¢ne hromatografije (HPLC) na
nacin koji je opisan u literaturi (Rabrenovi¢, 2011). Procedura pripreme uzorka je bila sledeca:
odmerenoj zapremini ulja (0,5 mL) dodato je 20 mL 96 % etanola, 0,12 g pirogalola i 3 mL rastvora
KOH (8,9 mol/L). Nakon toga, rastvor uzorka je zagrejan na 60 °C u toku 30 minuta sa refluksom i
meSanjem. Po zavrSetku saponifikacije, rastvor je ohladen i prenet u normalni sud zapremine 50 mL
koji je dopunjen do crte 96 % etanolom. Alikvotu od 5 mL, koji je prenet u epruvetu sa Slifovanim
zapusaCem, je dodato po 5 mL heksana i dejonizovane vode i sadrzaj je meSan na vorteksu 3
minuta. Nakon razdvajanja faza, od heksanskog sloja je odvojeno 4 mL i osuseno u struji azota a
suvi ostatak je zatim rastvoren u 4 mL metanola. Rekonstituisani uzorak je filtriran kroz
membranski Spric-filter (Cronus Syringe Filter Nylon 25 mm, 0,45 um, Cronus, Velika Britanija) I
10 uL filtrata je injektovano u HPLC sistem. Koris¢en je HPLC uredaj (Waters, model M60OE,
SAD) sa izokratskim eluiranjem, injektorom Rheodyne 7125 i reverzno-faznom kolonom C18
Nucleosil 50-5. Kao mobilna faza je koris¢en 95 % metanol sa protokom od 1 mL/min. Detekcija
analita je izvedena na fluorescentnom detektoru RF/535 (Shimadzu, Japan) na talasnim duzinama
295 nm za ekscitaciju i 330 nm za emisiju. Na isti na¢in prpremljeni su i radni rastvori standardnih
supstanci tokoferola (Sigma Co, Supelco, SAD). Sadrzaj tokoferola je odreden metodom standardne
krive, nakon validacije serijom standardnih rastvora od 0,01 do 5,0 mg/mL. Rezultati sadrzaja
tokoferola izraZeni su u mg/100g ulja pri ¢emu su izomeri - 1 y- tokoferola prikazani zbirno §to
predstavlja jedan od nedostataka primenjene reverzno-fazne HPLC tehnike (Gornas, 2015).

4.2.3. SadrZzaj ukupnih karotenoida

Sadrzaj ukupnih karotenoida odreden je spektrofotometrijskom metodom po Gornas$ i sar.
(2016). Uzorak ulja (0,2 — 1 g) je rastvoren u 10 mL heksana i izmeSan na vorteksu. Apsorbancija
ovako pripremljenog rastvora je merena na 450 nm talasne duzine u odnosu na heksan na
spektrofotometru Shimadzu UV/VIS-1650PC. Sadrzaj ukupnih karotenoida (izraZzen u mg po
kilogramu ulja) odreden je pomoc¢u molarnog ekstincionog koeficijenta za trans-p-karoten (¢ =
139049 | x cm/mol) primenom formula 5 i 6:

AL s
=— X
c=—x1 (5

m=cxMxV (6)

gde je:

A- ocitana vrednost apsorbancije rastvora ulja u heksanu na talasnoj duzini od 450 nm
e- molarni ekstinkcioni koeficijent (L x cm/mol)

I- Sirina kivete (cm)

m- masa ukupnih karotenoida u ispitivanoj koli¢ini uzorka (g)

M- molarna masa (536,87 g/mol)

V- zapremina rastvora (L)
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4.2.4. Sadrzaj ukupnih hlorofila

Sadrzaj ukupnih hlorofila odreden je prema metodi koju su prilozili Pokorny i sar. (1995).
Apsorbancije uzorka ulja su merene na 630, 670 i 710 nm na uredaju Shimadzu UV/VI1S-1650PC.
Sadrzaj ukupnih hlorofila, izrazen u mg feofitina a po kg ulja, izracunat je preko sledece formule:

As70-(As30TA710)%0,5

m
Sadrzaj ukupnih hlorofila (k—gg> 345 3% 1 %

gde je:
A-ocitana vrednost apsorbancije ulja na odgovarajucoj talasnoj duzini
I- §irina kivete, u mm

4.2.5. Odredivanje nutritivnih pokazatelja

U cilju odredivanja nutrititivne vrednosti HPSU upotrebljenog u eksperimentima, racunskim
putem se doslo do aterogenog, trombogenog i hipoholesterolski/ hiperholesterolskog indeksa koji su
racunati prema jednac¢inama 1, 2 odnosno 3, a koje su date u pregledu literature.

4.3. Ispitivanje oksidativnog statusa i hemijskih karakteristika HPSU

4.3.1. Odredivanje kiselinskog broja i sadrzaja slobodnih MK

Odredivanje stepena hidrolitickog kvarenja ulja izvedeno je primenom standardne
alkalimetrijske metode titracije (SRPS EN ISO 660: 2015) i izrazeno preko Kiselinskog broja i
procenta oleinske kiseline. U ovu svrhu odmerena koli¢ina ulja (5 g) je rastvorena u sveze
pripremljenoj 1 neutralisanoj smesi dietil etra i etanola u odnosu 1:1. Sadrzaj erlenmajera je, uz
dodatak nekoliko kapi fenolftaleina, titrisan rastvorom 0,1 mol/L natrijum-hidroksida do pojave
ruzicaste boje koja se ne gubi u toku 10 sekundi. Utrosak rastvora baze direktno je proporcionalan
koli¢ini slobodnih masnih kiselina u uzorku.

Kiselinski broj (Kbr), koji predstavlja broj miligrama upotrebljene baze potreban za
neutralizaciju slobodnih MK u jednom gramu ulja, izracunat je prema jednacini 8:

mg KOH  Vx5,61
):
m

Kbr (

®)

gde je:
V- zapremina utroSenog standardnog rastvora NaOH, u mL
m- masa odmerenog uzorka za ispitivanje, u ¢

SadrZaj slobodnih masnih kiselina (SMK) koji predstavlja maseni procenat SMK u ulju,
izracunat je u odnosu na molarnu masu (g/mol) , karakteristicne* MK. Za vecinu biljnih ulja i masti
se koristi molarna masa oleinske MK (282 g/mol) i sadrzaj SMK izrazava kao procenat oleinske
kiseline (% oleinske kiseline) i racuna prema jednacini 9:

VxcxM
10xm

% oleinske kiseline= 9)

gde je:

V- zapremina utroSenog Standardnog rastvora natrijum-hidroksida, u mL

c- koncentracija upotrebljenog standardnog rastvora natrijum-hidroksida, u mol/L
M- molarna masa oleinske kiseline, 282 g/mol

m- masa odmerenog uzorka za ispitivanje, u ¢
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4.3.2. Peroksidni broj

Peroksidni broj (Pbr) ukazuje na primarni kvalitet biljnih ulja i masti, odnosno stepen
oksidativnih promena i sadrzaj primarnih proizvoda oksidacije, peroksida i hidroperoksida
(Rabrenovi¢, 2017). Pbr se definiSe kao koli¢ina aktivnog kiseonika, u milimolovima, koja je
jednaka koli¢ini joda koji se izdvoji iz kalijum-jodida u prisustvu glacijalne sir¢etne kiseline, a
proporcionalan je koli¢ini peroksida i hidroperoksida u 1 kg biljne masti (mmolOy/kg). Koli¢ina
izdvojenog joda se odreduje titracijom 0,01 mol/L rastvorom natrijum-tiosulfata u prisustvu skroba
kao indikatora.

Odredivanje Pbr je izvedeno standardnom jodometrijskom metodom (SRPS EN ISO
3960:2017) uz minimalne izmene. U erlenmajer sa odmerenih 2 g uzorka dodato je 30 mL smese
hloroform:glacijalna sir¢etna kiselina (3:2) i 0,5 mL zasi¢enog rastvora kalijum-jodida uz mesanje
na magnetnoj mesalici (ARE 230V/50-60 Hz, Velp Scientifica, Italija). Nakon 1 minuta dodato je
60 mL destilovane vode i 0,5 mL 0,5 % rastvora skroba. Sadrzaj u erlenmajeru je titrisan 0,01
mol/L rastvorom natrijum-tiosulfata do obezbojenja. Paralelno sa uzorkom tretirana je i slepa proba.
Peroksidni broj, izraZzen u milimolovima po kilogramu (mmol/kg), izracunat je po jednacini 10:

N (V)-Vo)x
br (mmO):( lmO) %500 (10)

kg

gde je:

V1- zapremina rastvora natrijum-tiosulfata utrosenog za titraciju uzorka, u mL

V- zapremina rastvora natrijum-tiosulfata utrosenog za titraciju slepe probe, u mL
c- koncentracija upotrebljenog rastvora natrijum-tiosulfata, u mol/L

m- odmerena masa uzorka za analizu, u ¢

4.3.3. Anisidinski broj

Sadrzaj neisparljivih karbonilnih jedinjenja nastalih razgradnjom primarnih proizvoda
oksidacije je odreden preko anisidinskog broja (Abr) standardnom spektrofotometrijskom metodom
(SRPS EN ISO 6885:2017) sa odredenim modifikacijama. Abr predstavlja 100 puta uvecanu
vrednost apsorbancije rastvora ulja u reakciji sa p-anisidinom, mereno na talasnoj duzini od 350 nm
na uredaju Shimadzu UV/VIS-1650PC.

Za pripremu p-anisidinskog reagensa odmereno je 0,125 g p-anisidina i rastvoreno u 50 mL
glacijalne sircetne kiseline. Reagens je pripremljen neposredno pre analize uz prethodnu proveru
buduéi da apsorbancija reagensa ne sme biti ve¢a od 0,2. Rastvori uzoraka ulja u heksanu
pripremljeni su tako da apsorbancija rastvora uzorka sa p-anisidinom (A;) bude u intervalu 0,2 —
0,8. Za odredivanje A;, u ependorf tubu sa rastvorom uzorka (800 pL) je dodato 160 pL
anisidinskog reagensa i nakon mesanja na vorteksu (RS-VA10 Phoenix Instrument, Nemacka) i
stajanja na tamnom u trajanju od 10 minuta, odredena je apsorbancija na 350 nm talasne duzine u
odnosu na heksan. U slucaju rastvora uzorka bez p-anisidina (Ag), u ependorf tubu sa 800 pL
rastvora uzorka preneto je 160 pL glacijalne siretne kiseline, izme$ano na vorteksu, i nakon 10
minuta stajanja na tamnom izmerena je apsorbancija na 350 nm. Kao slepa proba (A;) koris¢en je
heksan (800 uL) kome je dodato 160 uL anisidinskog reagensa. Abr predstavlja bezdimenzionalnu
vrednost koja se racuna prema jednacini 11:

Abr(1003%0,, )=V

[1,2%(A,-Az-A)] (an
m

gde je:

Ao- apsorbancija rastvora uzorka bez p-anisidina, u odnosu na heksan
A;- apsorbancija rastvora uzorka sa p-anisidinom, u odnosu na heksan
A,- apsorbancija slepe probe, u odnosu na heksan

m- masa uzorka za ispitivanje, u g
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1,2 je faktor razblazenja ispitivanog uzorka usled dodatka glacijalne sir¢etne kiseline
V- zapremina heksana koja je upotrebljena za rastvaranje uzorka ulja, u mL

4.3.4. Oksidativna vrednost

Oksidativna vrednost (OV) ulja predstavlja dobar pokazatelj kvaliteta i odrzivosti ulja s
obzirom da preko peroksidnog broja objedinjuje aktuelno oksidativno stanje ulja sa oksidativnom
prosloséu, koju predstavlja anisidinski broj. Odreduje se raCunskim putem prema jednacini 12:

OV =2 X Pbr+ Abr (12)

4.3.5. Odredivanje konjugovanih diena i konjugovanih triena

U cilju odredivanja specifi¢nih ekstinkcija na talasnim duzinama od 232 nm i 270 nm
odnosno konjugovanih diena (Kzs2) i konjugovanih triena (Kz70), odmerena je odgovarajuéa kolic¢ina
uzorka i rastvorena u heksanu (SRPS EN ISO 3656:2013). Koli¢ina ispitivanog uzorka je podesena
tako da se ocitana vrednost apsorbancije nade u opsegu 0,2 — 0,8. Merenja su izvrSena na
spektrofotometru Shimadzu UV/VIS-1650PC. Ocitane vrednosti apsorbancije su izrazene za
koncentraciju uzorka ulja od 1 g na 100 mL. Specifi¢cna ekstinkcija je apsorbancija 1 g uzorka,
rastvorenog u 100 mL heksana, izmerena u kiveti od 1 cm na specifi¢nim talasnim duzinama od 232
nm i 270 nm. K;, se izraCunava prema jednacini 13:

K, = 22 13
== (13)

gde je:

E,. — ekstinkcija merena na talasnoj duzini A

¢ — koncentracija rastvora, u gramima na 100 mL
s — opticka duzina kivete, u cm

4.4. Ispitivanje odabranih vrsta lekovitih i za¢inskih biljaka

4.4.1. 1zolacija etarskog ulja

Etarsko ulje je izolovano metodom hidrodestilacije prema proceduri IV Jugoslovenske
farmakopeje (Pharmacopoeia Y, 1984). Odmerena koli¢ina (20 g) prethodno usitnjenog i
prosejanog biljnog materijala je preneta u balon sa ravnim dnom od 1000 mL i prelivena sa 400 mL
destilovane vode. Balon je spojen sa aparaturom po Clevenger-u i zagrevan preko azbestne mrezice
u toku 2 h. Po zavrSenoj destilaciji, o€itana je zapremina izdvojenog etarskog ulja (mL) i izra¢unat
prinos ulja (%) prema sledecoj jednacini:

a
prinos etarskog ulja (%)= 5 x100 (14)

gde je:
a- koli¢ina izolovanog etarskog ulja, u mL
b- koli¢ina biljnog materijala upotrebljenog za izolovanje etarskog ulja, u g

Izolovano etarsko ulje je nakon toga osuseno preko bezvodnog Na,SO, i uvano na temperaturi
od 4 °C u tamnim vialama.
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4.4.1.1. Analiza sastava etarskog ulja

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza etarskog ulja je izvrSena pomoc¢u gasne hromatografije
(GC-FID) i gasne hromatografije — masene spektrometrije (GC-MS). Za GC-MS analizu koriscen je
gasni hromatograf Agilent 7890N sa HP5-MS kapilarnom kolonom (30 m x 0,25 mm X 0,25 pm).
Primenjeni temperaturni opseg je bio: 60 °C tokom 0 minuta, zatim 3 °C/min do 280 °C uz 20
minuta izotermnog rezima. Kao noseé¢i gas koris¢en je helijum sa protokom od 1 mL/min. Gasni
hromatograf je bio spojen sa masenim detektorom (Hewlett-Packard 5972) sa energijom jonizujuéih
elektrona 70 eV u opsegu skeniranja m/z 40 — 550. Identifikacija komponenata koje su formirale
najizrazenije pikove je izvrSena poredenjem njihovih retencionih indeksa (izraunatih u odnosu na
homologi niz n-alkana) sa raspolozivim literaturnim podacima (Adams, 2007; Babushok i sar.,
2011), kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (NIST/EPA/NIH
biblioteka masenih spektara NIST2000; Wiley/NBS registar podataka, 7. elektronska verzija).

Identi¢ni analiticki uslovi su primenjeni za GC-FID analizu s tim da je koriS¢en gasni
hromatograf Agilent 4890A sa HP5-MS kapilarnom kolonom (30 m % 0,25 mm x 0,25 pum) uz isti
temperaturni program kao i za GC-MS analizu i vodonik kao noseci gas sa protokom od 1 mL/min.
Za detekciju komponenti je koris¢en plameno-jonizujuci detektor (flame ionisation detector — FID),
na 300 °C.

4.4.2. Priprema ekstrakata

Prethodno usitnjen i prosejan biljni materijal je ekstrahovan primenom dve paralelne
procedure:
1. maceracija pomocu ultrazvuka
2. ekstrakcija po Soksletu.

U oba sluc¢aja je primenjen isti odnos usitnjenog biljnog materijala i rastvaraca (1:10 w/v) i
etanol razli¢itih koncentracija (70 % i 96 % rastvor etanola u vodi).

Maceracija pomocéu ultrazvuka (UZM). U erlenmajer je prencta odmerena koli¢ina usitnjenog
materijala (10 g) i dodato 100 mL etanola odgovaraju¢e koncentracije. MeSanje magnetnom
mesalicom (IKA RCT basic) obezbedilo je stalni kontakt biljnog materijala i rastvaraca i spreéilo
raslojavanje. Biljni materijal je ekstrahovan u toku 24 h na sobnoj temperaturi, zastien od uticaja
svetlosti, s tim da je prvog i1 poslednjeg sata bio izloZen dejstvu ultrazvuka kako bi se povecala
efikasnost ekstrakcije (Alimpic¢ i sar., 2015). U ultrazvuénom kupatilu (model PS-08A, 70W, Jeken,
Kina) temperatura nije prelazila 30 °C.

Ekstrakcija po Soksletu (SE). Odmerena koli¢ina biljnog materijala je preneta u celuloznu ¢auru za
ekstrakciju 1 zatvorena komadi¢em vate. Nakon postavljanja Caure u ekstraktor aparature po
Soksletu, u balon je dodat etanol odgovarajue koncentracije. Zagrevanje sadrzaja u balonu je
vrseno na elektricnom resou preko azbestne mreZzice. Proces ekstrakcije je trajao 7 h.

Nezavisno od primenjene procedure, nakon zavrSetka ekstrakcije biljni materijal je filtriran
preko filter papira (Whatman No.1). Rastvara¢ je iz filtrata uklonjen primenom rotacionog vakuum
uparivaca na temperaturi od 50 °C a suvi ekstrakti su preneti u tamne viale i ¢uvani na 4 °C do
daljih eksperimenata. Nakon uparavanja, izmerena je masa suvog ekstrakta i izracunat prinos
ekstrakcije prema jednacini 15:

(ml -1’1’10)
m

prinos ekstrakta (%)= x100 (15)

gde je:

m1- masa viale sa ekstraktom, u g

M- masa prazne viale, u g

m- masa biljnog materijala koris¢enog za ekstrakciju, u g
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Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i flavonoida u ekstraktima, kao i za
spektrofotometrijsko ispitivanje antioksidativnog dejstva, suvi ekstrakti su rastvoreni u etanolu ¢ija
je koncentracija odgovarala koncentraciji etanola upotrebljenog za dobijanje ekstrakta. Etarska ulja
su za potrebe ispitivanja antioksidativne aktivnosti rastvorena u 96 % etanolu. Ocitavanje
apsorbancija je vrseno pomocu PerkinElmer LAMBDA BIO UV/VIS spektrofotometra. Sva
merenja su izvrSena u tri ponavljanja i vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna
devijacija.

4.4.2.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja kori$¢ena je procedura po Singleton i
Rossi (1965). U epruvete je odmereno po 100 uL rastvora ekstrakta koncentracije 1 mg/mL nakon
Cega je dodato 500 puL 10 % (v/v) rastvora Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 6 minuta, u epruvetu je
dodato 400 pL rastvora Na,COgs (75 g/L). Istovremeno je pripremljena i slepa proba koja je sadrzala
destilovanu vodu umesto rastvora ekstrakta. Za konstruisanje kalibracione krive koris¢ena je galna
kiselina rastvorena u destilovanoj vodi (raspon koncentracija 0,01 — 0,1 mg/mL). Nakon inkubacije
reakcione smeSe u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi o¢itana je apsorbancija na 740 nm. Ukupan
sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima je izraCunat iz jednaCine prave kalibracione krive
standardnog rastvora galne kiseline (y = 10,219x + 0,0059; R®> = 0,9994) i izraZen je u
ekvivalentima galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/Q).

4.4.2.2. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Za odredivanje sadrzaja flavonoida je kori$éena procedura po Park i sar. (1997). U epruvete
je odmereno po 125 pL uzorka koncentracije 1 mg/mL, zatim je dodato 512,5 uL. 80 % etanola,
12,5 uL 10 % AI(NO3); x 9H,O i 12,5 puL 1 mol/L rastvora CH3COOK. Istovremeno je
pripremljena i slepa proba koja je sadrzala 96 % etanol umesto rastvora ekstrakta. Nakon 40 minuta
inkubacije ocitana je apsorbancija na 415 nm. Za konstruisanje kalibracione krive koris¢en je
rastvor kvercetina u 96 % etanolu u rasponu koncentracija od 0,01 do 0,1 mg/mL. Sadrzaj
flavonoida je izracunat iz jednacine kalibracione krive za kvercetin (y = 10,731x + 0,0043, R? =
0,9996) i izrazen u ekvivalentima kvercetina po gramu suvog ekstrakta (mg QE/qg).

4.4.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata

Antioksidativni kapacitet etarskih ulja i ekstrakata je odreden pomocéu cCetiri metode.
Osnovni razlog za upotrebu vise metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti jeste selektivnost
pojedinih reagenasa prema razli¢itim antioksidansima i potpunije sagledavanje antioksidativnog
kapaciteta ispitivanih biljaka.

Metode primenjene za ispitivanje antioksidativnog kapaciteta su:

= DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda

= FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda

= [-CB, B-karoten/linolna kiselina (s-Carotene Bleaching) metoda
= HPMC (HydroxoPerhydroxoMercury(ll) Complex) metoda

4.4.3.1. DPPH metoda

Za ispitivanje antioksidativnog dejstva ovim testom koris¢ena je metoda po Blois (1958) sa
odredenim modifikacijama. Metanolni rastvor DPPH (40 mmol/L) je pripremljen neposredno pre
ispitivanja. U 100 pL uzorka (rastvori etarskih ulja u koncentraciji od 5 mg/mL i ekstrakata u
koncentraciji 0,1 mg/mL) je dodato 900 pL metanolnog rastvora DPPH. Kao slepa proba je
koris¢en metanol a kao pozitivna kontrola BHT i BHA u koncentraciji od 0,1 mg/mL. Nakon
inkubacije u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi i na tamnom merena je apsorbancija na
517 nm.
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Inhibicija DPPH radikala u prisustvu uzorka je izracunata po formuli 16 i izraZena u
procentima (%):

Ag,-A
1(%)=—2—~

x100 (16)
sp

gde je:

I- procenat inhibicije DPPH radikala
Asp- apsorbancija slepe probe (kontrole)
Az~ apsorbancija probe sa uzorkom

4.4.3.2. FRAP metoda

FRAP metoda je izvedena po standardnoj proceduri (Benzie i Strain, 1996) sa neznatnim
modifikacijama. FRAP reagens je pripremljen neposredno pre eksperimenta tako da sadrzi TPTZ u
40 mmol/L HCI (10 mmol/L), FeCl; x 6H,0 (20 mmol/L) i natrijum acetatni pufer (300 mmol/L,
pH = 3,6) u zapreminskom odnosu 1 : 1 : 10 i pre upotrebe je zagrejan do 37 °C. U 900 uL radnog
FRAP rastvora dodato je 30 uL uzorka (rastvora etarskih ulja koncetracije 5 mg/mL i ekstrakata
koncentracije 0,1 mg/mL) i nakon 4 minuta je merena apsorbancija na 593 nm. Kao slepa proba je
korisc¢en etanol koncentracije koja je odgovarala onoj u kojoj je uzorak rastvoren. Standardi BHA i
BHT u koncentraciji od 0,1 mg/mL su koris¢eni kao pozitivna kontrola.

Za izradu kalibracione krive pripremljena je serija razblazenja (200 — 1600 pmol/L) vodenog
rastvora FeSO, x 7H,O. Sa standardne krive za Fe(ll) (y = 0,803x + 0,003, R? = 0,999) su
izraCunate FRAP vrednosti uzoraka i izrazene kao pmol Fe(II)/g ulja odnosno suvog ekstrakta.

4.4.3.3. p-CB metoda

Ova metoda se zasniva na spektrofotometrijskom prac¢enju obezbojenja rastvora p-karotena
u prisustvu proizvoda oksidacije linolne Kiseline i izvedena je po izmenjenoj proceduri
(Dapkevicius i sar., 1998).

Emulzija je pripremljena rastvaranjem 5 mg B-karotena, 12,5 pL linolne kiseline i 100 mg
Tween 40 u 1 mL hloroforma. Hloroform je iz emulzije uparen na rotacionom vakuum uparivacu na
temperaturi od 40 °C, a suvi ostatak je rastvoren u 50 mL destilovane vode. U 70 uL uzorka
(rastvori etarskih ulja i ekstrakata koncentracije 0,1 mg/mL) dodato je 500 uL pripremljene
emulzije. Apsorbancije su merene na 490 nm neposredno nakon dodatka emulzije (t = 0 min) i
nakon 2 h inkubacije (t = 120 min). Kao slepa proba kori$¢ena je destilovana voda a kao pozitivha
kontrola standardi BHA i BHT koncentracije 0,1 mg/mL.

Antioksidativna aktivnost uzoraka je odredena pracenjem inhibicije obezbojenja rastvora p-
karotena a procenat inhibicije je izraunat koriS¢enjem jednacine 17:

AIZO'CIZO %100 (17)

% = ————
*" Co-Ciyo

gde je:

A120- apsorbancija merena u t = 120 minuta za uzorak
C120- apsorbancija merene u t = 120 minuta za kontrolu
Co- apsorbancija kontrole u t = 0 minuta

4.4.3.4. HPMC metoda

Antioksidativni kapacitet etarskih ulja i ekstrakata odreden je i polarografskom HPMC
metodom, koja je zasnovana na klasi¢noj polarografiji jednosmerne struje sa kaplju¢om zivinom
elektrodom (KZE) (Suznjevi¢ i sar., 2011; Gorjanovié i sar., 2013). S obzirom da se ovom metodom
moze odrediti antioksidativni kapacitet supstanci rastvorljivih u vodi, za potrebe ovog rada metoda
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je modifikovana tako da je primenjiva i na uzorke slabo rastvorljive u vodi kao Sto su etarska ulja
(Stojic¢evic i sar., 2020).

Za polarografska merenja koris¢en je uredaj PAR (Princeton Applied Research) 174A
povezan sa X-Y pisacem (Houston Instruments, Omnigraph 2000) za automatsko belezenje
polarografskih i-E krivih. Zasi¢ena kalomelova elektroda (ZKE) je kori$¢ena kao referentna dok je
kao pomo¢na koris¢ena platinska elektroda. Pocetni potencijal je bio 0,1 V vs SCE dok je brzina
promene polarizuju¢eg napona iznosila 10 mV/s. Clark & Lubs (CL) pufer (pH = 9,8) je
pripremljen meSanjem 0,2 mmol/L H3BO3 (25 mL), 0,2 mmol/L KCI (25 mL) i 0,2 mol/L NaOH
(40,8 mL). Osnovni rastvor je pripremljen dodatkom 100 uL. 1 mol/L rastvora H,O, u 19,9 mL
radnog rastvora (meSavina 96 % etanola i CL pufera u odnosu 1 : 1). Jednake koli¢ine uzorka (200
uL rastvora etarskih ulja koncentracije 10 mg/mL odnosno 100 uL rastvora ekstrakata koncentracije
1 mg/mL) su postepeno dodavane osnovnom rastvoru koji sadrzi 5 mmol/L H,0,. Naposredno pre
svakog snimanja i-E krive, kroz rastvor je provodena struja istog azota koji je sluzio za odrzavanje
inertne atmosfere u toku snimanja. Nakon svakog dodatka rastvora uzorka, i-E kriva je snimana.
Procenat pada anodne grani¢ne struje i3, Koji nastaje nakon svakog dodatka, je izracunat i
predstavljen u odnosu na zapreminu uzorka. Nagib linearnog dela krive zavisnosti procenta
smanjenja anodne struje kompleksa od zapremine dodatog uzorka (%/mL) je iskori$¢en za proracun
i izrazavanje antioksidativnog kapaciteta u odnosu na mg suve materije ekstrakta odn. mg etarskog
ulja (%/mg).

4.4.4. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti etarskih ulja i etanolnih ekstrakata odabranih biljnih
vrsta, koris¢eni su mikroorganizmi koji pripadaju sojevima patogenih bakterija poreklom iz hrane iz
kolekcije  ATCC (American Type of Culture Collection), iz laboratorije za tehnolosku
mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Kori§¢ene su:

Gram - pozitivne bakterije:
= Listeria monocytogenes ATCC 1911
= Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gram - negativne bakterije:
= Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
= Escherichia coli ATCC 25922.

Ispitivani sojevi bakterija su zasejani na odgovaraju¢em agaru i inkubirani na 37 °C u toku
24 h. Sa c¢vrste hranljive podloge je pomocu eze izdvojena jedna kolonija i prebacena u 5 mL
odgovarajuceg bujona. L. monocytogenes je gajena na tripton soja bujonu, dok su ostale bakterije
gajene na Mieller Hinton bujonu. Bujoni zasejani bakterijama su dalje inkubirani 18 — 24 h na 37
°C. Koncentracija mikroorganizama od 10° — 10° CFU/mL je korii¢ena za sva ispitivanja, a
postignuta je serijskim razredivanjem prekonoc¢ne kulture.

Za odredivanje minimalne inhibitorne (MIC) 1 minimalne baktericidne koncentracije (MBC)
etarskih ulja i ekstrakata upotrebljena je mikrodiluciona metoda (Klan¢nik i sar., 2010; Duvnjak i
sar., 2016; MatijaSevi¢ i sar., 2016). Etarska ulja i upareni ekstrakti su rastvoreni u 10 % vodenom
rastvoru dimetil-sulfoksida (DMSO). Testirane koncentracije u opsegu 0,0024 — 5,00 mg/mL za
etarska ulja, i u opsegu 0,0390 — 40 mg/mL za ekstrakte, dobijene su dvostrukim razredenjima
uzoraka u mikrotitar plocama sa 96 bunari¢a (Sartorius, Nemacka).

Kao indikator rasta bakterijskih ¢elija upotrebljen je natrijum-resazurin (Sarker i sar., 2007;
Klanénik 1 sar., 2010). Rastvor boje je dodat direktno u bakterijsku suspenziju pripremljenu u
odgovaraju¢em bujonu. Na ovaj nacin pripremljena suspenzija je dodata u svaki od bunarica sa
odgovaraju¢om ispitivanom koncentracijom uzorka, tako da je konac¢na zapremina u svakom
bunaric¢u iznosila 100 uL.. Kao pozitivna kontrola u bunari¢ je dodata samo suspenzija bakterija a
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kao negativna kontrola 10 % vodeni rastvor DMSO. Nakon zasejavanja, mikrotitar ploc¢e su
inkubirane na 37 °C u trajanju od 18 — 24 h.

Minimalna inhibitorna koncentracija je definisana kao najmanja koncentracija uzorka
(mg/mL) kod koje nije bilo uo¢ljivog bakterijskog rasta, tako da je boja indikatora resazurina ostala
nepromenjena (Duvnjak i sar., 2016). Naime, resazurin je netoksi¢na plava boja koja podleze
redukciji do resofurina (roze boje) odnosno bezbojnog hidroresofurina pod dejstvom
oksidoreduktaza zivih ¢elija mikroorganizama (Shakeri i sar., 2014). Da bi se utvrdila minimalna
baktericidna koncentracija (MBC), uzorci za koje je utvrdeno da inhibiraju rast bakterija su
presejani na petri ploce sa odgovaraju¢om podlogom koje su potom inkubirane na 37 °C u toku 18 —
24 h. U slucaju izostajanja bakterijskog rasta na povrsini podloge, testirana koncentracija se smatra
minimalnom baktericidnom koncentracijom (MBC) (Nowacka i sar., 2014).

4.5. Ispitivanje oksidativne stabilnosti HPSU sa dodatkom etarskih ulja i
ekstrakata

U cilju ispitivanja uticaja odabranih lekovitih i zacinskih biljaka na oksidativnu stabilnost
HPSU, nakon preliminarnih analiza, za dalje ispitivanje izdvojeni su ekstrakti dobijeni pomoc¢u 70
% etanola i etarska ulja. Suvi ekstrakti i etarska ulja su odmereni i rastvoreni u minimalnoj koli¢ini
96 % etanola potrebnoj za potpuno rastvaranje (1 mL), dobro izmes$ani na vorteksu i dodati HPSU
kako bi finalne koncentracije ekstrakta odnosno etarskog ulja u HPSU bile 250 ppm, 500 ppm i
1000 ppm. Paralelno sa ovim, postavljene su pozitivna i negativna proba. Kao pozitivna proba
koris¢en je BHT, rastvoren takode u etanolu i dodat HPSU kako bi krajnja koncentracija bila 200
ppm, dok je negativnu probu predstavljalo HPSU bez ikakvih dodataka. Radi bolje homogenizacije,
uzorci su potom izmeSani na magnetnoj mesalici (RT 5 power IKAMAG, IKA, Nemacka). Za
potrebe odredenih testova, deo uzorka je odmah odvojen. Svi uzorci su ¢uvani u staklenim flaSama
zatvorenim twist off ¢epom na sobnoj temperaturi i na tamnom uz periodi¢no otvaranje radi
uzimanja dela uzorka za potrebe eksperimenata.

4.5.1. Rancimat test

Otpornost ulja prema oksidaciji izrazena kao indukcioni period (IP) u casovima (h),
odredena je na Rancimat aparatu (model 743, Methrom, Herisau, Svajcarska). Odredivanje
oksidativne stabilnosti ulja po principima Rancimat testa je standardizovano kao metoda od strane
Ameri¢kog udruzenja za ulje (AOCS Cd-12b:1992). Za analizu je odmereno 2,5 g uzorka ulja u
kivetu za testiranje. Protok vazduha kroz uzorke je bio 20 L/h tokom zagrevanja na temperaturi od
100 °C.

4.5.2. Schaal-oven test

Za potrebe ovog testa, u staklene petri Solje je odmereno po 50 + 2 g uzorka HPSU sa
dodatkom etarskih ulja ili ekstrakata i postavljeno u susnicu koja je prethodno zagrejana na 63 + 2
°C. Narednih dvanaest dana uzorci su u otvorenim petri Soljama bili u kontaktu sa vazduhom na
konstantnoj temperaturi i bez prisustva svetlosti. Nakon cetiri, 0sam i dvanaest dana, petri Solje sa
uzorcima su izvadene iz susnice kako bi se odmerio deo uzorka za predvidene analize i odmah su
bile vracene nazad. Praceni parametri su: Pbr, Abr, OV, Kz, i Ka7o.

45.3. DSC metoda

S obzirom na to da je oksidacija lipida egzotermna reakcija, otpornost ulja na oksidaciju
odredena je na osnovu utvrdene pocetne tacke egzotermnog DSC signala (onset point) koji je
dobijen u toku kontrolisanog linearnog zagrevanja uzorka. Merenja su vrSena na diferencijalnom
skeniraju¢em kalorimetru kuplovanom sa termovagom (DSC/TG111, Setaram, Francuska), pod
atmosferskim pritiskom (Ulkowski i sar., 2005). Aparat je kalibrisan indijumom visoke Cistoce.
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Setsoft softver (Setaram) je koris¢en za prikupljanje podataka i precizno odredivanje temperature sa
DSC krivih. Eksperimenti su izvedeni u atmosferi sintetickog vazduha sa protokom od 30 mL/min
koris¢enjem 10 + 2 mg uzorka. Uzorci su grejani u temperaturnom opsegu od 25 do 250 °C,
lineanom brzinom od 10 °C/min u otvorenom nosacu uzorka od kvarca. Referentni materijal je
predstavljao prazni kvarcni nosa¢ uzorka. Pocetna temperatura oksidacije odredena je u uzorcima
HPSU koji sadrze etarska ulja odnosno ekstrakte u koncentraciji od 1000 ppm i za HPSU bez
dodataka.

4.5.4. Ispitivanje oksidativne stabilnosti ulja u toku Sest meseci skladiStenja

U cilju pracenja uticaja dodatih etarskih ulja i ekstrakta na stabilnost HPSU, postavljen je i
eksperiment u trajanju od Sest meseci. Uzorci ulja su ¢uvani u dobro zatvorenim staklenim
flaSicama zapremine 200 mL, na sobnoj temperaturi i bez prisutva svetlosti. FlaSice sa uzorkom su
na mesecnom nivou otvarane radi uzimanja dela uzorka za analizu. Parametri koji su praceni na
mese¢nom nivou su: Pbr, Abr, OV, Kz, i K. Takode, praéena je i promena boje uzoraka
instrumentalnom tehnikom koja je izvrSena neposredno nakon dodatka etarskih ulja i ekstrakata,
nakon tri 1 nakon Sest meseci.

4.6. Senzorna ocena kvaliteta

Senzorni kvalitet HPSU sa dodatkom EU i ekstrakata odabranih biljaka definisan je i
ocenjivan na osnhovu tri grupe senzornih svojstava: boje, mirisa i ukusa. Ispitivanje senzornog
kvaliteta uzoraka je izvrSeno od strane komisije sadinjene od obucenih stru¢nih senzoricara-
panelista, primenom ISO standarda (1993). Pri karakterizaciji uzoraka, svaki panelista je za
navedene parametre kvaliteta dao ocenu u rasponu od O (neprihvatljiv kvalitet) do 5 (optimalan
kvalitet) sa mogu¢noscéu davanja polu bodova. Za svaki uzorak je izracunata prosecna ocena svakog
ispitivanog senzornog svojstva. Takode, sabiranjem dodeljenih ocena za posmatrana senzorna
svojstva dobija se ukupan broj bodova koji predstavlja vrednosnu senzornu ocenu uzorka. Prema
Dimi¢ 1 Turkulov (2000) sa odgovaraju¢im modifikacijama, u Tabeli 4.2. je prikazan nacin
kategorisanja uzoraka prema ukupnom broju dodeljenih bodova.

Tabela 4.2. Kategorije kvaliteta prema ukupnom broju bodova.

Kategorija kvaliteta Raspon bodova”
Odli¢na 14,515
Dobra 125-144
Osrednja 105-12,4
Jos uvek prihvatljiva 8,56-10,4
Neprihvatljiva <85

“ maksimalan broj bodova je 15

Kao senzorna karakteristika boja je pozitivno ocenjena ukoliko je uzorak bez zamucenja i
taloga, i ukoliko je boja ujednacena i karakteristicna za HPSU. Sa dodatkom ekstrakata odabranih
lekovitih i za¢inskih biljaka boja je mogla biti promenjena ka braon ili zelenoj nijansi.

4.7. Instrumentalno odredivanje boje uzoraka pomoc¢u kompjuterskog vizuelnog
sistema

Boja, aroma 1 tekstura predstavljaju kljucne faktore u prihvatanju odredenog proizvoda od
strane potroSaca (Sikorska i sar., 2007). Boja proizvoda ukazuje na njegov kvalitet, pa tako promena
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boja ulja pogotovo u toku skladiStenja i upotrebe, moze ukazivati na pogorSanje kvaliteta ali i
smanjenu upotrebljivost. Merenje boje ulja je jedna od analiza ulja koja prati standardne metode
ispitivanja kvaliteta ulja kao i uticaj pojedinih predtretmana sirovine, uslove skladiStenja i upotrebe
ulja kao medijuma za pripremu hrane. Pored vizuelnog ocenjivanja, u literaturi se mogu naci podaci
0 merenju boje instrumentalnim putem pomocu kolorimetara, spektrofotometara kao i CVS
(Computer Vision System) tehnike koja je upotrebljena za instrumentalno odredivanje boje uzoraka
u ovom radu.

U tu svrhu koriS¢ena je Sony Alpha DSLR-A200 digitalna kamera (10,2 megapiksela, CCD
senzor). Kamera je u odnosu na uzorak postavljena na udaljenosti od 30 cm u vertikalnom polozaju.
Parametri kamere su podeSeni na slede¢i nain: brzina zatvarata 1/6 s, manuelno podeSavanje,
blenda Av F/11.0, ISO brzina 100, iskljucen blic, zizne daljine 30 mm, objektiv: DT-S18-70 mm f =
3,5 — 5,6. Za osvetljenje su koriS¢ene Cetiri fluorescentne lampe duzine 60 cm (Master Graphica
TDL 965) sa temperaturom boje 6500 K, opremljenje difuzerom svetla. U cilju dobijanja
uniformnog osvetljenja uzorka, lampe su postavljene pod uglom od 45 stepeni i na visini od 50 cm
u odnosu na uzorak. Kamera, kao i lampe su fiksirane na gornjem delu drvene kutije (dimenzija 80
x 80 c¢cm) koja ima dva otvora sa strane, za uno$enje uzorka i sa vrha, koja sluzi za kontrolu pre i
posle snimanja. Unutra$nji zidovi kutije su presvuceni crnim fotografskim platnom kako bi se
smanijilo rasipanje i difuzija svetlosti. Nakon $to su kamera i monitor kalibrisani, na na¢in kako su
to opisali Tomasevi¢ i sar. (2019), za analizu fotografija je koris¢en Adobe Photoshop CC (64 bit)
softver. Karakteristike boje RGB fotografija dobijene su na osnovu digitalne fotografije uzorka
pomocu Photoshop Average Color Sampler alatke (analizirana povrSina: 11 x 11 piksela).

Za potrebe merenja uzorci su najpre homogenizovani i nasuti u plasti¢ne ¢ase. Merenja su
vrsena neposredno nakon dodatka ekstrakata i etarskih ulja HPSU, nakon tri i Sest meseci
skladiStenja. Parametri boje uzoraka ulja izrazeni su u CIE (Commission Internationale de
I’Eclairage) L'a’b” sistemu koji je zasnovan na tri koordinate kojima se definiSe boja uzorka: L~
predstavlja svetlo¢u boje, @ udeo crvene (+a") i zelene boje (-a") dok vrednosti za b” predstavljaju
udeo zute odnosno plave boje (+h” odn. -b’). Na osnovu ovih vrednosti izratunate su AL, Aa” i Ab~
koje predstavljaju razliku izmedu vrednosti posmatranog uzorka i kontrolnog uzorka bez ikakvih
dodataka. Ukupna promena boje uzoraka koja je nastala dodatkom ekstrakata i etarskog ulja
suncokretovom ulju, kao i u toku procesa skladistenja u odnosu na kontrolni uzorak ulja, izrazena je
kao TCD (Total Colour Difference) (Maskan, 2003):

J % 2 2 % 2
TCD=\(AL") +(Ad*) +(Ab")  (18)

gde je:

TDC- ukupna promena boje uzorka u odnosu na kontrolu

AL’- razlika u svetlo¢i izmedu posmatranog uzorka i kontrole (+,svetliji; -, tamniji)

Aa’- razlika u udelu crvene i zelene boje izmedu posmatranog uzorka i kontrole (+, jade izrazena
crvena boja; -, jace izrazena zelena boja)

Ab’- razlika u udelu Zute i plave boje izmedu posmatranog uzorka i kontrole (+, jade izraZena Zuta
boja; -, jaCe izraZena plava boja)

Pored promene boje uzoraka, odreden je i indeks zute boje (Y1) i posmedivanje uzoraka
odnosno indeks braon boje (BI) (Maskan, 2001; Hirschler, 2012):

*

b
VIE142,86% 5 (19)

~ 100%(x-0,31)

0,17 20)
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a"+1,75xL"
X: * *
5,645%L"+a"-3,012xb

21

4.8. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka prikazanih u radu kao srednja vrednost + standardna
devijacija primenjen je softverski paket SPSS Statistics 24 (IBM, SAD). Primenjena je
jednofaktorska analiza varijanse (one-way ANOVA) i post hoc poredenje Tukey-evim HSD testom.
Kod podataka koji su ponavljani u vremenu primenjena je two-way repeated measures ANOVA.
Statisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti odredene su na nivou znacajnosti p < 0,05.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Sastav | karakteristike HPSU

5.1.1. Nutritivna vrednost

Kvalitet HPSU u najve¢oj meri je definisan sastavom 1 sadrzajem MK. Kako predstavljaju
reaktivni deo molekula triacilglicerola, MK odreduju fizicke i hemijske karakteristika ulja i na
osnovu zastupljenosti pojedinih MK moze se predvideti odrzivost ulja. Pored toga, kvantitativni
sastav MK odreduje i nutritivne karakteristike ulja.

Sastav i sadrzaj MK prikazan je u Tabeli 5.1. U sastavu HPSU linolna kiselina je bila
zastupljena sa 75,8 % S§to ispitivano ulje svrstava u standardni linolni tip suncokretovog ulja. Druga
po zastupljenosti bila je oleinska kiselina sa 16,4 %, dok su palmitinska i stearinska, zastupljene sa
3,0 % odnosno 1,9 %. Ostale MK su imale udeo manji od 1 %. Odnos PUFA i SFA je iznosio
14,07. -3 MK su zastupljene gotovo u tragovima, dok je udeo ®-6 MK visok (77,1 %).

Tabela 5.1. Sastav i sadrzaj MK i nutritivni pokazatelji ispitivanog HPSU.

Uobicajeni naziv MK Broj C atoma i dvostrukih veza 9% (mas.)

Palmitinska C16:0 3,0
Palmitooleinska (®-7) Cl6:1 0,1
cis-10-heptadekanska (®-7) Ci7:1 0,3
Stearinska C18:0 1,9
Oleinska (®-9) C18:1 16,4
Elaidinska (®-9) C18:1 0,8
Linolna (®-6) C18:2 75,8
Linolelaidinska (»-6) C18:2 0,8
y-linolenska (GLA) (®-6) C18:3 0,1
a-linolenska (ALA) (®-3) C18:3 0,2
Dihomo-y-linolna (DGLA) (®-6) C20:3 0,4
Eikosapentaenska (EPA) (0-3) C20:5 0,1
Trikozilna C23:0 0,5
Lignocerinska C24:0 0,1
SFA 5,50

MUFA 17,60

PUFA 77,40

Xm-3 0,30

Xm-6 77,10

Al 0,03

TI 0,10

HH 31,10

U Tabeli 5.1. su takode prikazani i nutritivni pokazatelji kvaliteta- aterogeni (Al),
trombogeni (TI) i hipoholesterolski/hiperholesterolski indeks (HH). Nize vrednosti Al i TI i vise
vrednosti HH ukazuju na visok kvalitet ulja. Vrednost Al je iznosila 0,03 Sto ukazuje na visok
antiaterogeni efekat. Ulbricht i Southgate (1991), kao i Kalogeropoulos i sar. (2013) su naveli za
suncokretovo ulje vrednost Al od 0,07, dok je najviSu vrednost ovog indeksa imala kokosova mast
(13,63). Niske vrednosti Al navedene su za ulje divljeg kima i kostice kajsije (0,05), koprive (0,04)
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I oleinski tip ulja $afranike (0,04) (Ratusz i sar., 2018; Ying i sar., 2018; Longoria-Sanchez i sar.,
2019; Petkova i sar., 2020).

TI vrednost ispitivanog ulja je iznosila 0,10. Prema razli¢itim autorima, suncokretovo ulje je
imalo TI vrednosti od 0,19 do 0,28 (Ulbricht i Southgate, 1991; Kalogeropoulos i sar., 2013;
Hashempour-Baltork i sar., 2018; Purovi¢ i sar., 2021). Kao i za vrednosti Al, kokosova mast ima
najvisu vrednost TI (6,18), dok ulje lana, oraha, divljeg lana i koStice kajsije imaju izuzetno niske
vrednosti ovog nutritivnhog pokazatelja (0,04, 0,10, 0,10 i 0,11) (Ulbricht i Southgate, 1991;
Kalogeropoulos i sar., 2013; Hashempour-Baltork i sar., 2018; Ying i sar., 2018). Benkhoud i sar.
(2021) su za Al odnosno TI za ekstra devicansko maslinovo ulje (EDMU) naveli vrednosti 0,16 i
0,30 koje su nakon 12 meseci skladiStenja na sobnoj temperaturi iznosile 0,21, odnosno 0,43.

Pored Ali TI, odreden je HH indeks koji predstavlja odnos udela MK sa hipoholesterolskim
i MK sa hiperholesterolskim efektom. Vrednost HH indeksa ispitivanog ulja iznosi 31,10. Ova
vrednost je znacajno visa od vrednosti koje se mogu naci u literaturi. Visoke vrednosti ovog indeksa
ima ulje koprive (24,99), kostice kajsije (21,49) i divljeg lana (15,00) (Ratusz i sar., 2018; Ying i
sar., 2018; Petkova i sar., 2020). Prema DPurovi¢ i sar. (2021) mesano rafinisano ulje Omegol, koje
predstavlja meSavinu rafinisanih ulja uljane repice, suncokreta i kukuruznih klica i jedino
komercijalno dostupno ulje sa povoljnim odnosom ®-6 i ®-3 MK na domaéem trzi$tu, imalo je
vrednosti 0,04, 0,09 i 23,26 za Al, T1 i HH indeks.

Tabela 5.2. Parametri kvaliteta i oksidativnog statusa ispitivanog HPSU.

Nutritivna vrednost
a-tokoferol B + y-tokoferol &-tokoferol )

Sadrzaj tokoferola (mg/100 g)

21,47 0,57 - 22,05
Sadrzaj karotenoida (mg/kg) 3,51£0,16
Sadrzaj hlorofila (mg feofitina a/kg) 0,55 +0,03
Hemijske karakteristike
Kbr (mg KOH/qg) 3,07 £ 0,06
% oleinske kiseline 1,55+0,15
Oksidativni status
Pbr (mmol O./kg) 0,81 0,05
Abr 0,23+0,01
ov 1,86+ 0,11
Kas2 2,31+0,02
K7 0,15+0,01

Sadrzaj izomera tokoferola u ispitivanom HPSU je prikazan u Tabeli 5.2. Ukupni sadrzaj
tokoferola iznosio je 22,05 mg/100g ulja pri ¢emu je udeo a-tokoferola bio 21,47 mg/100g, odnosno
97,40 % od ukupno detektovanih tokoferola. Za suncokretovo ulje je karakteristiCan sastav
tokoferola sa dominantnim a-tokoferolom §to ga ¢ini najbogatijim izvorom vitamina E medu svim
komercijalno dostupnim uljima (Velasco i Ruiz-Méndez, 2015). Visok udeo a-tokoferola u odnosu
na druge tokole moze se koristiti i kao indikator Cisto¢e suncokretovog ulja (Kostadinovié
Velickovska 1 sar., 2015). a-tokoferol prisutan u ve¢im koncentracijama ¢ini ulje otpornijim na
fotooksidaciju, ali i manje stabilnim pri visokim temperaturama u odnosu na ona ulja u kojima su f-
i y-tokoferol dominantni (Garces i sar., 2009; Foster i sar., 2009; Rauf i sar., 2017). Izomeri - i y-
tokoferola su prikazani zbirno $to je posledica nedostataka primenjene tehnike odredivanja (Gornas
i sar., 2015). Sadrzaj ove frakcije u analiziranom ulju bio je 0,57 mg/100g. Kako je udeo pB-
tokoferola u suncokretovom ulju uglavnom neznatan, u frakciji p + y-tokoferol dominira y-izomer.
d-tokoferol, ¢ije prisustvo nije tipi¢no za standardni tip suncokretovog ulja, u analiziranom HPSU
nije detektovan.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa navodima Zili¢ i sar. (2010) koji su saopstili sadrzaj
ukupnih tokoferola u semenu (20,07 — 22,00 mg/100g) odnosno jezgru suncokreta (25,66 — 26,75
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mg/100g). Medutim, vrednost ukupnih tokoferola je znatno niza od onih propisanih Pravilnikom,
kao 1 onih koje se mogu sresti u literaturi za HPSU. Sadrzaj tokoferola za nerafinisano (sirovo)
suncokretovo ulje koji propisuje Pravilnik kreé¢e se u rasponu od 440 do 1520 mg/kg (Pravilnik,
2013). Kostadinovi¢ Velickovska i sar. (2015;2018) su naveli nesto vise vrednosti (28,5 odnosno
30,3 mg/100g), dok su De Leonardis i sar. (2003), Franke i sar. (2010) i Nadeem i sar. (2015) naveli
znaajno viSe vrednosti za ukupne tokoferole (100,9 mg/100g, 75,5 mg/100g odnosno 78,38
mg/100qg). Za razliku od ostalih navedenih rezultata, HPSU koje su analizirali Nadeem i sar. (2015)
sadrzalo je visok udeo d8-tokoferola (21,0 mg/1009).

Razlog za ovako nizak sadrzaj tokoferola moze se traziti u nacinu i duzini skladiStenja
sirovine, kao i nacinu pripreme sirovine za izdvajanje ulja. Posmatraju¢i sadrzaj i sastav tokoferola
sa stanovista oksidativne stabilnosti ulja, moze se zakljuciti da tokoferoli prisutni u ovako malom
udelu ne mogu ostvariti znacajniji efekat na odrzivost ulja iako predstavljaju glavne komponente
ulja koje ostvaruju antioksidativno dejstvo.

U ispitivanom ulju spektrofotometrijskim putem je odreden i sadrzaj najzastupljenijih
pigmenata biljnih ulja - karotenoida i hlorofila (Tabela 5.2.). Sadrzaj karotenoida u ispitivanom
ulju je bio 3,51 + 0,16 mg/kg Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Romani¢, 2015;
Konuskan i sar., 2019). Dobijene vrednosti su nize od onih koje su naveli Premovi¢ i sar. (2010),
Symoniuk i sar. (2018) i Tauferova i sar. (2021) (4,29 — 11,31 mg/kg, 5,67 mg/kg, odnosno 11,67
mg/kg). Nize vrednosti za sadrzaj karotenoida saopstili su Rade i sar. (2004), Tuberoso i sar.
(2007), Topkafa i sar. (2013), Gornas i sar. (2014), Redondo-Cuevas i sar. (2018) i Nezirevi¢-Nizié
i sar. (2019), dok Rafatowski i sar. (2008) nisu detektovali 3-karoten u ispitivanom uzorku HPSU.

Sadrzaj hlorofila je iznosio 0,55 + 0,03 mg/kg izrazeno preko feofitina a, §to je u
saglasnosti sa saopStenim rezultatima iz literature (Premovi¢ i sar., 2010; Topkafa i sar., 2013;
Romanié¢, 2015). Visi sadrzaj ukupnih hlorofila su saopstili Tuberoso 1 sar. (2007), Gornas$ i sar.
(2014), Dordevi¢ i sar. (2020) i Tauferova i sar. (2021) (2,3 mg/kg, 1,19 mg/kg, 2,78 mg/kg,
odnosno 2,53 mg/kg), dok su Redondo-Cuevas i sar. (2018) i Symoniuk i sar. (2018) naveli nize
vrednosti (0,22 mg/kg odnosno 0,11 mg/kg). Rade i sar. (2004) su pokazali da postoji razlika u
sadrzaju hlorofila u HPSU koje je dobijeno u industrijskim (0,36 mg/kg) i laboratorijskim uslovima
(0,02 mg/kg), dok su Nezirevié-Nizi¢ i1 sar. (2019) ukazali da se sadrzaj hlorofila znacajno
razlikovao u zavisnosti od sezone (3,24 za prvu sezonu odnosno 0,45 mg/kg drugu).

5.1.2. Hemijske karakteristike i oksidativni status

Stepen hidroliticke razgradnje. \/rednosti Kbr i % oleinske kiseline bile su 3,07 + 0,06 mg KOH/g
odnosno 1,55 + 0,15 (Tabela 5.2.), §to su za sveze izdvojeno HPU visoke vrednosti. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su saopstili Rade 1 sar. (2004), Bendini 1 sar. (2011) 1
Tasan i sar. (2011). Maksimalna vrednost Kbr za HPU propisana Pravilnikom je 4 mg KOH/g
(Pravilnik, 2013). lako je ovaj parametar kvaliteta u zakonski propisanim granicama, ovako visoke
vrednosti znac¢ajno umanjuju kvalitet ulja. Takode, ve¢i sadrzaj slobodnih MK negativno uti¢e na
oksidativnu stabilnost ulja s obzirom na to da pokazuju prooksidativno dejstvo (Morales i
Przybylski, 2013). Kako su analize vrSene neposredno nakon presovanja, moze se pretpostaviti da
su ovako visoke vrednosti posledica hidrolitickih procesa u samom semenu suncokreta odnosno da
je suncokret pre prerade skladisten duzi vremenski period. Visok sadrzaj slobodnih MK u ulju
nakon presovanja jasno ukazuje na hidroliticku dekompoziciju TAG usled osStecenja u toku
skladistenja (Rap i sar., 2008; Bendini i sar., 2011). Takode, prema navodima Dimi¢ i sar. (2012a),
prisustvo ljuske i1 necistoca u materijalu za presovanje znatno moze uticati na kiselost izdvojenog
ulja. Prema ovim autorima, HPSU je imalo najnize vrednosti za Kbr kada je presovano jezgro
suncokreta bez ljuske 1 necistoca, dok je najviSu vrednost imao uzorak ulja dobijen presovanjem
jezgra suncokreta sa 10 % necistoca i 16 % ljuske (0,21 mg KOH/g odnosno 0,74 mg KOH/qg).
Prisustvo ljuske znatno manje utice na kiselost ulja u odnosu od prisustva necistoca ¢ija je Kiselost
necistoca izuzetno visoka (38,75 mg KOH/g). Niske vrednosti za Kbr naveli su Bialek i sar. (2017),
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Symoniuk 1 sar. (2018), Mazaheri i sar. (2019), Dordevi¢ i sar. (2020) i Tauferova i sar. (2021)
(0,42 mg KOH/g, 0,59 mg KOH/g, 0,04 mg KOH/g, 0,07 mg KOH/g odnosno 0,43 mg KOH/q).
Niske vrednosti za procenat oleinske kiseline naveli su De Leonardis i sar. (2003) i Nezirevi¢-Nizi¢
i sar. (2019) (0,2 % i 0,11 %, odnosno 0,12 % u zavisnosti od sezone).

U cilju odredivanja stepena nastalih oksidativnih promena, u HPSU koris¢enom u
eksperimentalnom radu ispitan je sadrzaj primarnih i sekundarnih proizvoda preko Pbr, Abr, Kz, i
K270, a raCunskim putem je odredena i OV. Vrednosti ispitivanih parametara su prikazane u Tabeli
5.2.

Peroksidni broj. Pbr ispitivanog ulja odreden neposredno nakon izdvajanja je iznosio 0,81 + 0,05
mmol/kg ulja. Uzimajuéi u obzir da je zakonski maksimalno propisana vrednost za HPU 7,5
mmol/kg, re¢ je o kvalitetnom ulju koje nije podleglo oksidativnim promenama. Dobijeni rezultati
su uporedivi sa onim koje su saopstili Nadeem 1 sar. (2015) i Tauferova i sar. (2021) koji su
rezultate prikazali u miliekvivalentima kiseonika po kilogramu (1,42 i 1,30 meq O,/kg). Mazaheri i
sar. (2019) su naveli izuzetno niske vrednosti Pbr (0,24 meq O2/kg), dok se nesto vise vrednosti
naveli Dimi¢ (2000) (0,42 1 0,51 mmol/kg) 1 Romani¢ i sar. (2009) (0,20 i 0,29 mmol/kg). U
literaturi se uglavnom mogu naci viSe vrednosti Pbr (De Leonardis i sar., 2003; Poiana i sar., 2009;
Tasan i sar., 2011; Dimi¢ 1 sar., 2012a; Goérnas i sar., 2014, Kostadinovi¢ Velickovska i sar., 2015;
Bialek i sar., 2017; Wroniak i sar., 2016b; Romani¢ i Kravi¢, 2017; Konuskan i sar., 2019; Multari i
sar., 2019; Sadeghi i sar., 2019; Begic i sar., 2020; Dordevi¢ i sar., 2020). Luzai¢ i sar. (2021) su
saopstili vrednosti Pbr u granicama 0,36 — 6,93 mmol/kg. Vrednosti Pbr koje su u granicama
maksimalne vrednosti propisane Pravilnikom naveli su Bendini i sar. (2011) i to za uzorke
organskog HPSU (14,19 i 15,98 meq O/kg). Kao i u slucaju sadrzaja hlorofila, Rade i sar. (2004)
su saopstili da laboratorijski izdvojeno HPSU ima niZe vrednosti i za Pbr u odnosu na ulje dobijeno
u industrijskim uslovima (1,28, odnosno 4,28 mmol/kg).

Anisidinski broj. Vrednost ovog pokazatelja oksidativnog statusa za ispitivano HPSU iznosila je
0,23 + 0,01 sto predstavlja nizu vrednost od onih navedenih u literaturi za HPSU (Dimi¢, 2000;
Romanic¢ i sar., 2009; Nadeem i sar., 2015; Wroniak i sar., 2016b; Symoniuk i sar., 2018; Multari i
sar., 2019; Sadeghi i sar., 2019). Vrednosti Abr bliske ili jednake nuli ukazuju da je HPSU
izdvojeno iz kvalitetne sirovine, jer oksidativni procesi jo§ uvek nisu nastupili i nema nagomilanih
sekundarnih proizvoda oksidacije. Mazaheri i sar. (2019) su za sveze HPSU saopstili vrednosti Abr
jednake nuli. Dimi¢ 1 sar. (2012a) su pokazali da sadrZaj ljuske 1 necistoa u materijalu za
presovanje ima uticaja i na vrednost Abr koja je u slucaju najviSeg procenta necistoca iznosila 1,55.
Isti uzorak je imao i najvise vrednosti za Kbr i Pbr, dok se vrednost Abr za ostale uzorke kretala od
0 do 0,27. Luzai¢ i sar. (2021) su saopstili vrednosti Abr koje su se kretale u granicama od 0,05 do
1,52.

Na osnovu vrednosti za Abr mozZe se proceniti i odrzivost ulja i masti: visa vrednost Abr
nagovestava slabiju odrZivost ulja i masti 1 ukazuje na to da je polazno ulje, koje se koristilo za
dobijanje biljne masti, bilo slabijeg kvaliteta (Rabrenovi¢, 2017).

Oksidativna vrednost. OV je odredena racunskim putem na osnovu vrednosti Pbr i Abr i za
ispitivano ulje je iznosila 1,86 + 0,11. Izra¢unata OV je u saglasnosti sa navodima Luzai¢ i sar.
(2021) koji su saopstili vrednosti u opsegu 1,3 —15,13, dok su Dimi¢ (2000) i Romani¢ i Kravi¢
(2017) za HPSU linolnog tipa saopstili viSe vrednosti od onih dobijenih u ovom istraZivanju (2,07
— 7,00, odnosno 7,34).

Konjugovani dieni i konjugovani trieni. S obzirom na to da konjugovani sistemi nastaju
oksidacijom PUFA, medu kojima u ispitivanom ulju dominira linolna kiselina sa 97,93 %, moze se
re¢i da promena apsorbancije na 232 nm potic¢e od hidroperoksida linolne kiseline i K3, koji nastaju
njihovom razgradnjom. Promene apsorbancije na 270 nm izazivaju K79 kao sekundarni proizvodi.
Koz 1 Ka70 u svezem ulju iznosili su 2,31 + 0,02 i 0,15 + 0,01, $to je u saglasnosti sa rezultatima

64



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié

koje su naveli Dimi¢ i sar. (2015), Kostadinovi¢ Veli¢kovska i sar. (2015) i Romani¢ (2015) za
HPSU linolnog tipa. Luzaic¢ i sar. (2021) su saopstili da se za 24 uzorka HPSU sadrzaj K3, kretao u
opsegu 1,44 —8,81, dok je sadrzaj Ky7o bio u 0,13 — 0,68. Vise vrednosti za Ky, 1 Ko7 naveli su
Nadeem i sar (2015) i Sadeghi i sar. (2019) (3,06 i 0,63, odnosno 3,85 i 0,80). Kako su Dimi¢ i
Turkulov (2000) naveli, kvalitetno ulje suncokreta ne bi smelo imati Ky7o veéi od 0,5. Moze se
ocekivati da Ky7p ima vise vrednosti ukoliko je udeo PUFA koje sadrze tri i vise dvostrukih veza u
masnokiselinskom sastavu ulja veci (Poiana i sar., 2012) $to za testirano HPSU nije bio slucaj.

5.2. Hemijski sastav etarskih ulja odabranih biljnih vrsta lekovitih i zacinskih
biljaka

Lekovite 1 za¢inske biljke odabrane za ispitivanje u ovom radu spadaju u izrazito aromati¢ne
Sto je posledica prisustva etarskih ulja (EU) koja predstavljaju kompleksne smeSe isparljivih
jedinjenja. EU proucavanih biljnih vrsta izolovana su metodom hidrodestilacije. Prinos EU prikazan
je u Tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Prinos EU ispitivanih biljnih vrsta izrazen u %/g suvog biljnog materijala.

Biljna vrsta Prinos (%)
Rtanjski ¢aj 0,45 + 0,09”
Bosiljak 0,41 +0,03°
Korijander 1,13 +0,12°
Anis 431+0,13%
Kim 5,53 +1,05°

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05)

Rtanjski ¢aj. Prinos EU izolovanog iz herbe rtanjskog ¢aja bio je 0,45 + 0,09 % (Tabela 5.3.). U
sastavu EU je detektovano 39 komponenti koje ¢ine 93,57 % ukupnog ulja (Tabela 5.4.).
Monoterpeni su klasa jedinjenja sa najve¢im udelom (84,19 %) od kojih oksidovani monoterpeni
¢ine 68,50 %. Seskviterpeni su zastupljeni sa 7,76 %, od toga seskviterpenski ugljovodonici sa 5,84
%. Kao glavne komponente hemijskog sastava izdvojili su se karvakrol (37,26 %), timol (15,63 %),
p-cimen (9,09 %), izotimol metil-etar (4,59 %) i y-terpinen (3,15 %). Dobijeni rezultati hemijskog
sastava EU su u saglasnosti sa rezultatima navedenim u literaturi (Skocibusic i sar., 2003; Djenane i
sar., 2011a; 2012; Dunki¢ i sar., 2012; Nikoli¢ i sar., 2014; Damjanovi¢-Vratnica i sar., 2016;
Moisa i sar., 2017; Ibanez 1 Blazquez, 2018; A¢imovic i sar., 2019; Fratini 1 sar., 2019; Vitanza 1
sar., 2019; Taoudiat i sar., 2020).

lako je za EU rtanjskog Caja karakteristi¢an visok sadrzaj monoterpenskih fenola, karvakrola
1 timola, sastav EU moZe znatno varirati u zavisnosti od brojnih faktora (Cavar isar., 2008; Elgndi 1
sar., 2017). Odsustvo timola ili prisustvo u neznatnim koli¢inama naveli su Bezi¢ 1 sar. (2009),
Nedorostova i sar. (2011), Marin i sar. (2012), Miladi i sar. (2013), Jianu i sar. (2015), Rus i sar.
(2015), Trifan i sar. (2015), Babaei i sar. (2018), Soji¢ i sar. (2019a) i Bulut i sar. (2020). de
Oliveira i sar. (2012) i Mihajilov-Krstev i sar. (2014) su naveli linalol kao jednu od glavnih
komponenata EU rtanjskog Caja. U sastavu EU pojedini autori su naveli i geraniol, kariofilen,
terpinen-4-ol i borneol kao komponentu sa ve¢im udelom (Cavar 1 sar., 2008; Nedorostova 1 sar.,
2011; de Oliveira i sar., 2012; Marin i sar., 2012; Cavar i sar., 2013; Taoudiat i sar., 2020).

Pored toga Sto je jako cenjen kao zacin, rtanjski ¢aj poseduje brojna farmakoloska dejstva
najvise zahvaljujuéi sastavu EU u kome dominiraju monoterpenski fenoli- timol i karvakrol (Soji¢ i
sar., 2019a). Navedene komponente su izomeri koji se razlikuju po poloZaju hidroksi grupe na
fenolnom prstenu (Elgndi i sar., 2017). Antioksidativno i antimikrobno dejstvo rtanjskog Caja je u
najve¢oj meri posledica njihovog prisustva, ali nije zanemarljiv ni uticaj komponenata koje su
zastupljene u manjim koli¢inama (Dawidowicz i Olszowy, 2014).
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Tabela 5.4. Hemijski sastav EU nadzemnog dela rtanjskog caja.

Komponenta RI* RI™ %

a-tujen 930 932 0,01
a-pinen 939 943 0,38
kamfen 954 957 0,55
1-okten-3-ol 978 979 0,85
B-pinen 980 982 042
B-mircen 991 992 0,40
a-felandren 1005 1004 0,06
3-karen 1012 1014 0,03
4-karen 1018 1019 0,79
p-cimen 1026 1024 9,09
B-felandren 1030 1030 0,07
eukaliptol (1,8-cineol) 1034 1033 0,21
cis-B-ocimen 1039 1043 0,54
y-terpinen 1060 1064 3,15
a-terpinen 1090 1091 0,20
linalol 1099 1103 191
B-terpineol 1149 1150 2,47
borneol 1165 1163 2,58
terpinen-4-ol 1179 1177 1,72
a-terpineol 1190 1189 0,28
estragol 1196 1194 0,19
izotimol metil-etar 1215 1216 4,59
timol metil-etar 1235 1233 0,22
karvon 1242 1245 0,81
geraniol 1258 1254 0,82
trans-anetol 1283 1284 0,58
karvakrol 1298 1299 37,26
timol 1302 1300 15,63
B-burbonene 1385 1384 0,17
kariofilen 1399 1402 2,11
aromandren 1427 1430 0,49
a-humulen 1456 1460 0,14
D-germakren 1480 1483 0,33
y-kadinen 1493 1494 0,29
biciklogermakren 1495 1495 0,75
d-kadinen 1503 1502 0,38
B-bisabolen 1507 1509 1,18
kariofilen oksid 1561 1563 0,92
spatulenol 1577 1580 1,00
Broj identifikovanih komponenti 39

Monoterpenski ugljovodonici 15,69
Oksidovani monoterpeni 68,50
Ukupni monoterpeni 84,19
Seskviterpenski ugljovodonici 5,84
Oksidovani seskviterpeni 1,92
Ukupni seskviterpeni 7,76
Fenilpropanoidi 0,77
Ostalo 0,85
1-okten-3-ol 0,85

Ukupno identifikovanih komponenti 93,57
“RI? — Relativni retencioni indeksi na koloni sa dimetil-silikonom kao stacionarnom fazom sa 5 % fenil grupa identifikovani poredenjem sa literaturnim
podacima, kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2007; Babushok i sar., 2011; NIST baza podataka).
“RI° — Relativni retencioni indeksi eksperimentalno utvrdeni i izradunati u odnosu na homologi niz n-alkana (C8 — C32) na HP-5MS koloni.
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Bosiljak. EU bosiljka je imalo najnizi prinos od svih ispitivanih biljnih vrsta (0,41 + 0,03 %)
(Tabela 5.3.). Prema literaturnim navodima, prinos EU bosiljka iz razli¢itih delova biljke se kretao
od 0,2 do 1,9 % gde su se kao glavne komponente izdvajali linalol, metil-havikol (estragol),
eugenol i metil-cinamat sa nesto manjim udelom 1,8-cineola, metil-eugenola, geraniola, geraniala i
a-bergamotena (Marotti i sar., 1996; Labra i sar., 2004; Sakkas i Papadopoulou, 2017).

U izolovanom EU identifikovano je 40 komponenti koje su predstavljale 90,63 % ukupnog
ulja (Tabela 5.5.). Klase jedinjenja sa najveCom zastupljeno$éu su monoterpeni i seskviterpeni
(53,57 % odnosno 26,16 %). Monoterpeni su bili najviSe zastupljeni u oksidovanom obliku (52,23
%), dok su najveéi deo seskviterpena predstavljali seskviterpenski ugljovodonici (24,05 %).
Fenilpropanoidi su bili zastupljeni sa 10,77 %.

Tabela 5.5. Hemijski sastav EU nadzemnog dela bosiljka.

Komponenta RI* RI™ %

a-pinen 939 943 0,07
kamfen 954 957 0,45
benzaldehid 961 963 0,02
B-pinen 980 982 0,45
2-karen 1001 1005 0,06
p-cimen 1026 1024 0,02
eukaliptol (1,8-cineol) 1034 1033 2,12
cis-p-ocimen 1039 1043 0,23
trans-p-ocimen 1050 1051 0,02
y-terpinen 1060 1064 0,04
trans-linalol-oksid 1083 1085 0,99
linalol 1099 1103 40,97
kamfor 1144 1147 0,53
izomenton 1164 1161 0,16
borneol 1165 1163 0,28
mentol 1169 1170 0,15
a-terpineol 1190 1189 0,48
estragol 1196 1194 7,92
D-karvon 1242 1245 0,89
geraniol 1258 1254 4,80
geranial 1270 1268 0,13
trans-anetol 1283 1284 1,54
timol 1302 1300 0,16
eugenol 1357 1352 0,62
geranil acetat 1383 1385 0,57
B-elemen 1391 1390 2,63
metil eugenol 1404 1405 0,69
a-bergamoten 1433 1430 1,95
a-humulen 1456 1460 0,78
germakren-D 1480 1483 3,42
(+)-epi-bicikloseskvifelandren 1488 1450 8,70
a-selinen 1494 1492 0,72
biciklogermakren 1495 1495 0,86
a-murolen 1497 1498 3,41
bulnezen 1505 1502 1,58
spatulenol 1577 1580 0,68
a-kadinol 1632 1637 0,87
B-eudezmol 1648 1649 0,43
heksahidrofarnesil aceton 1836 1833 0,13
fitol 2122 2120 0,11
Broj identifikovanih komponenti 40

Monoterpenski ugljovodonici 1,34
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Oksidovani monoterpeni 52,23
Ukupni monoterpeni 53,57
Seskviterpenski ugljovodonici 24,05
Oksidovani seskviterpeni 2,11
Ukupni seskviterpeni 26,16
Fenilpropanoidi 10,77
Diterpeni 0,11
Ostalo 0,02
benzaldehid 0,02
Ukupno identifikovanih komponenti 90,63

“RI* — Relativni retencioni indeksi na koloni sa dimetil-silikonom kao stacionarnom fazom sa 5 % fenil grupa identifikovani poredenjem sa literaturnim
podacima, kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2007; Babushok i sar., 2011; NIST baza podataka).
“RI° — Relativni retencioni indeksi eksperimentalno utvrdeni i izraGunati u odnosu na homologi niz n-alkana (C8 — C32) na HP-5MS koloni.

Kao glavne komponente EU su se izdvojile linalol (40,97 %), (+)-epi-bicikloseskvifelandren
(8,70 %), metil-havikol (7,92 %), geraniol (4,80 %) i germakren-D (3,42 %). Varga i sar. (2017) su
u studiji koja je obuhvatila analizu 85 uzorka razli¢itih populacija bosiljka, na osnovu zastupljenosti
sedam glavnih komponenata EU predlozili podelu na pet hemotipova: (A) linalol, (B) linalol/trans-
a-bergamoten, (C) linalol/metil-havikol, (D) linalol/trans-metil-cinamat i (E) metil-havikol. A i C
se smatraju evropskim hemotipom kome pripada i uzorak bosiljka ispitivan u ovom radu. Visok
udeo linalola je u saglasnosti sa literaturnim navodima (Hussain i sar., 2008; Duman i sar., 2010;
Sokovi¢ 1 sar., 2010; Jelaci¢ i sar., 2011; Beatovi¢ i1 sar., 2015; Silva i sar., 2015; Filip i sar., 2016;
Elgndi i1 sar., 2017; Rezzoug i sar., 2019). Prisustvo (+)-epi-bicikloseskvifelandrena kao
dominantne komponente u hemijskom sastavu EU bosiljka, prema dostupnoj literaturi saopsten je
samo od strane Benedec i sar. (2009).

Korijander. Najnizi prinos EU medu ispitivanim biljnim vrstama iz familije Apiaceae imao je plod
korijandera (1,13 + 0,12 %) (Tabela 5.3.). Prema navodima Coskuner i Karababa (2007), prinos EU
je bio 0,03 — 2,6 %, dok se prinos EU korijandera gajenog na teritoriji Srbije kretao u nesto uzim
granicama (0,60 — 0,94 %) (A¢imovic, 2014; Pavli¢ i sar., 2015).

Hemijski sastav EU ploda korijandera prikazan je u Tabeli 5.6. U ispitivanom EU ukupno je
identifikovana 21 komponenta ¢iji je udeo c¢inio 98,31 % ulja. Monoterpeni, sa oksidovanim
monoterpenima (80,18 %) i monoterpenskim ugljovodonicima (17,19 %), ¢inili su najzastupljeniju
klasu jedinjenja sa 97,37 %. Udeo seskviterpena i fenilpropanoida je bio neznatan (0,12 % odnosno
0,82 %). Kao glavne komponente EU su se izdvojili linalol (64,28 %), kamfor (5,28 %), a-pinen
(4,67 %), geranil acetat (4,40 %) i y-terpinen (4,33 %). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
literaturnim navodima (Anwar i sar., 2011; Dima 1 sar., 2014; A¢imovi¢ i sar., 2017; Mici¢ i sar.,
2019). Elgndi i sar. (2017) su kao glavne komponente EU korijandera naveli linalol, kamfor i a-
terpineol, dok su Pavli¢ i sar. (2015) naveli linalol, kamfor, y-terpinen, geraniol i limonen sa
zanemarljivim koli¢inama a-pinena. U oba istrazivanja geranil acetat nije detektovan, dok su Wang
i sar. (2018) ovaj oksidovani monoterpen detektovali u koli¢ini gotovo jednakoj kao linalol. Prema
navodima Msaada i sar. (2007), koji su ispitivali uticaj zrelosti ploda na hemijski sastav EU, visok
udeo geranil acetata je karakteristiCan za nezrele plodove korijandera ¢iji udeo sa 46,27 % u
nezrelim plodovima opada na svega 0,83 % u zrelim.

Iako je za EU korijandera karakteristi¢an visok udeo linalola, u literaturi se mogu naci
navodi koji ukazuju na hemijski sastav EU koje znatno odstupa od pomenutog.

Nurzynska-Wierdak (2013) je za EU ploda korijandera poreklom iz Poljske navela sadrzaj linalola
od 0,3 do 1 % pri ¢emu su dekanol, E-2-dodekanol i E-2-decenol navedeni kao komponente sa
najve¢im udelom. Teixeira i sar. (2013) su kao glavne komponente EU korijandera poreklom iz
Austrije naveli A®-karen i y-terpinen, dok linalol nije detektovan. U plodu korijandera poreklom iz
Irana, linalol takode nije bio detektovan, a kao glavna komponenta se izdvojio kamfor (Darughe i
sar., 2012). Ovo ukazuje da sastav EU, kao i prinos moZe znatno varirati u zavisnosti od brojnih
faktora kao sto su genotip, geografsko poreklo, klimatski uslovi, stepen zrelosti, nacin izolovanja
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ulja 1 uslovi skladistenja (Msaada i sar., 2007; Bakali i sar., 2008; Nurzynska-Wierdak, 2013; Wei i
sar., 2019).

Tabela 5.6. Hemijski sastav EU ploda korijandera.

Komponenta RI*  RI”™ %

a-pinen 939 943 4,67
kamfen 954 957 0,72
sabinen 975 978 0,23
B-pinen 980 982 0,50
B-mircen 991 992 0,77
p-cimen 1026 1024 2,90
D-limonen 1031 1034 2,48
y-terpinen 1060 1064 4,33
a-terpinen 1090 1091 0,59
linalol 1099 1103 64,28
kamfor 1144 1147 5,28
borneol 1165 1163 0,57
terpinen-4-ol 1179 1177 0,19
a-terpineol 1190 1189 0,50
citronelol 1208 1208 0,15
D-karvon 1242 1245 1,80
geraniol 1258 1254 2,87
trans-anetol 1283 1284 0,82
mirtenil acetat 1306 1306 0,14
geranil acetat 1383 1385 4,40
kariofilen 1399 1402 0,12
Broj identifikovanih komponenti 21

Monoterpenski ugljovodonici 17,19
Oksidovani monoterpeni 80,18
Ukupni monoterpeni 97,37
Seskviterpenski ugljovodonici 0,12
Ukupni seskviterpeni 0,12
Fenilpropanoidi 0,80

Ukupno identifikovanih komponenti 98,31

“RI? — Relativni retencioni indeksi na koloni sa dimetil-silikonom kao stacionarmom fazom sa 5 % fenil grupa identifikovani poredenjem sa literaturnim
podacima, kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2007; Babushok i sar., 2011; NIST baza podataka).
“RIP — Relativni retencioni indeksi eksperimentalno utvrdeni i izradunati u odnosu na homologi niz n-alkana (C8 — C32) na HP-5MS koloni.

Anis. Prinos EU anisa je bio 4,31 + 0,13 % (Tabela 5.3.). Ullah i Honermeier (2013) su naveli da
EU ploda anisa ima prinos u granicama od 1 do 5 % sa ¢ime je u saglasnosti rezultat dobijen u
ovom istrazivanju. ldentifikovano je pet komponenti koje su zbirno predstavljale 96,41 % ukupnog
ulja (Tabela 5.7.). Najzastupljenija klasa jedinjenja su bili fenilpropanoidi sa udelom od 92,24 % od
Cega je najveci deo Cinio trans-anetol sa 90,46 %. Monoterpeni i seskviterpeni su bili zastupljeni u
znatno manjim koli¢inama (0,24 % odnosno 3,93 %). Pored trans-anetola, koji je karakteristican za
EU ploda anisa, jedine komponente sa udelom veé¢im od 1 % bile su y-himahalen (3,60 %) i metil-
havikol (1,78 %). Dobijeni rezultati sastava EU anisa su u saglasnosti literaturnim navodima
(A¢imovic¢ 1 sar, 2017; Benelli 1 sar., 2017; Anastasopoulou 1 sar., 2019; Rebey i sar., 2019).

Nesto drugacije podatke o hemijskom sastavu EU ploda anisa saopstili su Amany i sar. (2012) gde
su kao glavne komponente navedeni linalol, eugenol i 1,8-cineol. U odredenom broju studija, sa
ve¢im udelom u ukupnom EU detektovani su i trans-pseudoizoeugenol 2-metilbutirat i epoksi-
pseudoizoeugenol 2-metilbutirat koji predstavljaju fitohemijske markere karakteristicne za rod
Pimpinella sp. (anis) (Orav i sar., 2008; Fitsiou i sar., 2016; Benelli i sar., 2017; Anastasopoulou i
sar., 2019), potom p-anisaldehid (Orav i sar., 2008), -kariofilen, felandren i 3-karen (Hussein i sar.,
2014), piperitenon oksid (Khanjari i sar., 2019), fenhon (Singh i sar., 2008), Safranol (Radaelli i
sar., 2016) i timol i y-terpinen (Mahdavi i sar., 2018).
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Tabela 5.7. Hemijski sastav EU ploda anisa.

Komponenta RI*  RI"™ %

linalol 1099 1103 0,24
metil-havikol 1196 1194 1,78
trans-anetol 1283 1284 90,46
B-bisabolen 1507 1509 0,33
y-himahalen 1515 1517 3,60
Broj identifikovanih komponenti 5

Oksidovani monoterpeni 0,24
Ukupni monoterpeni 0,24
Seskviterpenski ugljovodonici 3,93
Ukupni seskviterpeni 3,93
Fenilpropanoidi 92,24

Ukupno identifikovanih komponenti 96,41

“RI* - Relativni retencioni indeksi na koloni sa dimetil-silikonom kao stacionarnom fazom sa 5 % fenil grupa identifikovani poredenjem sa literaturnim
podacima, kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2007; Babushok i sar., 2011; NIST baza podataka).
“RIP — Relativni retencioni indeksi eksperimentalno utvrdeni i izradunati u odnosu na homologi niz n-alkana (C8 — C32) na HP-5MS koloni.

Kim. Prinos EU ploda kima je bio najvi$i u odnosu na sve proucavane biljne vrste (5,53 + 1,05 %)
ali se statisticki nije znacajno razlikovao od prinosa EU anisa (Tabela 5.3.). Kako su naveli
Sedlakova i sar. (2003), plod kima moze sadrzati 1 — 6 % EU, sa ¢ime je u saglasnosti prinos EU
kima dobijen u ovom istrazivanju. Bosko i sar. (2016) saopstili prinos od ¢ak 7,3 %.

Tabela 5.8. Hemijski sastav EU ploda kima.

Komponenta RI* RI™ %

a-pinen 939 943 0,04
sabinen 975 978 0,09
B-mircen 991 992 0,35
trans-p-menta-2,8-dienol 1118 1120 0,10
trans-limonen oksid 1125 1125 0,12
D-limonen 1031 1034 39,91
cis-B-ocimen 1039 1043 0,05
y-terpinen 1060 1064 0,01
linalol 1099 1103 0,09
trans-dihidrokarvon 1195 1197 0,24
D-karvon 1242 1245 57,43
geranial 1270 1268 0,06
perila-aldehid 1271 1273 0,26
metil-geranilat 1322 1323 0,04
cis-karvil acetat 1339 1340 0,04
kariofilen 1399 1402 0,17
kariofilen oksid 1561 1563 0,02
Broj identifikovanih komponenti 17

Monoterpenski ugljovodonici 40,45
Oksidovani monoterpeni 58,38
Ukupni monoterpeni 98,83
Seskviterpenski ugljovodonici 0,17
Oksidovani seskviterpeni 0,02
Ukupni seskviterpeni 0,19

Ukupno identifikovanih komponenti 99,02
“RI* — Relativni retencioni indeksi na koloni sa dimetil-silikonom kao stacionarnom fazom sa 5 % fenil grupa identifikovani poredenjem sa literaturnim
podacima, kao i poredenjem masenih spektara sa bazom podataka masenih spektara (Adams, 2007; Babushok i sar., 2011; NIST baza podataka).
“RI” — Relativni retencioni indeksi eksperimentalno utvrdeni i izratunati u odnosu na homologi niz n-alkana (C8 — C32) na HP-5MS koloni.
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U ispitivanom EU ukupno je identifikovano 17 komponenti ¢iji je udeo zbirno ¢inio 99,02 %
ulja (Tabela 5.8.). Dominantna klasa jedinjenja su bili monoterpeni sa 98,83 % od ¢ega su
monoterpenski ugljovodonici ¢inili 40,45 % a oksidovani monoterpeni 58,38 %. Seskviterpeni su
bili zastupljeni u minimalnoj koli¢ini (0,19 %). Kao glavne komponente EU izdvojili su se D-
karvon (57,43 %) i limonen (39,91 %), dok udeo preostalih identifikovanih komponenti nije
prelazio 0,5 %. Ve¢i udeo karvona u odnosu na limonen naveden je od strane viSe autora (Simi¢ i
sar., 2008; Laribi i sar., 2009; 2013; de Almeida i sar., 2010; Samojlik i sar., 2010; Seidler-
Lozykowska i sar., 2013; Assami i sar., 2016; Trifan i sar., 2016). A¢imovic i sar. (2014) i Solberg i
sar. (2016) su naveli limonen kao komponentu sa udelom preko 70 %. Laribi i sar. (2009) su
pokazali da stresni uslovi za biljku, kao $to je nedostatak vode, uti¢u na povecanje udela limonena u
EU a samim tim i smanjenje sadrZaja karvona. Razzaghi-Abyaneh i sar. (2009) i Fatemi i sar.
(2011) su naveli kuminaldehid, y-terpinen, y-terpinen-7-ol i p-cimen kao glavne komponente EU
kima poreklom iz Irana, dok su u EU ekotipova iz Kine i Egipta, pored karvona i limonena kao
glavnih komponenti, detektovani u ve¢em udelu apiol odnosno B-mircen i a-selinen (Laribi i sar.,
2013; Jiang i sar., 2014). Veci udeo karvona u sastavu EU, kao i niZze vrednosti odnosa udela
limonena i karvona tj. ve¢i udeo karvona u hemijskom sastavu, odlika su kvalitetnog kima
(Mahboubi, 2019). Postojanje negativne korelacije izmedu prinosa EU i sadrzaja limonena tj. da se
sa porastom prinosa ulja smanjuje udeo limonena a sa druge strane raste sadrzaj karvona, utvrdili su
Bosko i sar. (2016).

5.3. Uticaj rastvaraca i metode ekstrakcije na prinos ekstrakata

Ekstrakti odabranih biljaka pripremljeni su pomocu dve paralelne metode - maceracijom
pomocu ultrazvuka (UZM) i Soksletovom ekstrakcijom (SE). Kao rastvara¢ je koriS¢en rastvor
etanola koncentracije 70 % i 96 %. Prinosi ekstrakcije su bili u Sirokim granicama (7,95 — 38,01 %)
(Tabela 5.9.).

Bez obzira na biljnu vrstu i primenjeni metod ekstrakcije, veci prinosi su dobijeni primenom
70 % rastvora etanola. Dobijeni rezultati potvrduju da su binarni sistemi, kao $to je smesa etanola i
vode, efektivniji kao rastvaraci za razliku od monokomponentnih (Cist etanol ili destilovana voda),
§to je u saglasnosti sa literaturnim navodima (Spigno i sar., 2007; Buci¢-Kojié i sar., 2009; Cuji¢ i
sar., 2016; Jovanovi¢ i sar., 2017). Najveci prinos dobijen primenom 70 % rastvora etanola imao je
ekstrakt anisa (38,01 %) dok je najveci prinos 96 % etanolom imao plod kima (24,78 %) pri ¢emu
su oba ekstrakta dobijena SE metodom.

Takode, razlike u prinosu se javljaju 1 u zavisnosti od primenjene ekstrakcione metode. Za
svaku ispitivanu biljnu vrstu, pokazalo se da je SE metod dao vecée prinose. Najvisi prinosi dobijeni
su SE upotrebom 70 % etanola, dok su najnizi prinosi dobijeni UZM sa 96 % etanolom pri ¢emu su
u slucaju ekstrakata rtanjskog ¢aja, bosiljka i korijandera bili ispod 10 % (8,37 %, 7,95 % odnosno
8,64 %). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim navodima gde se sa porastom polarnosti
rastvaraca povecava i prinos ekstrakcije (Martinez-Correa i sar., 2011; Farahmandfar i sar., 2019a).
Pored toga, veci prinosi dobijeni SE mogu se objasniti uticajem poviSene temperature. Sa porastom
temperature smanjuje se viskozitet rastvaraca ¢ime je olakSano njegovo prodiranje u biljni matriks
Sto rezultuje brzom ekstrakcijom i visSim prinosima (Miron 1 sar., 2011). Sa druge strane, sa
porastom temperature opada selektivnost rastvaraca pa prinosi mogu biti veci, ali se kao posledica
javlja ekstrakcija komponenti koje nisu od interesa, a moze do¢i i do gubitka etanola usled
isparavanja (Mustafa i Turner, 2011). Visoki prinosi ekstrakcije dobijeni kombinovanjem metode
po Soksletu i 70 % rastvora etanola ukazuju da se najefikasnijom pokazala primena visoke
temperature ekstrakcije i smeSe rastvaraca razlicitih polarnosti.
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Tabela 5.9. Prinosi ekstrakata ispitivanih biljnih vrsta.

Biljna vrsta Tip ekstrakta” prinos (%)
SE7 25,39
Rtanjski ¢aj USZFT\S;ISm ig'gg
UZMgg 8,37
SE; 23,74
N SEg 18,75
Bosiljak UZM g 11.18
UZMgg 7,95
SE; 18,76
SEg 16,58
Korijander UZMy, 10,06
UZMgg 8,64
SE7o 38,01
. SEgs 24,15
Anis UZMy 19,04
UZMgg 17,55
SE7q 32,90
. SEgs 24,78
Kim UZMy 17,46
UZMgg 16,00

*SE70 — ekstrakt dobijen Soksletovom ekstrakcijom pomoc¢u 70 % rastvora etanola
SEgg — ekstrakt dobijen Soksletovom ekstrakcijom pomocu 96 % rastvora etanola
UZM3q — ekstrakt dobijen ultrazvuénom maceracijom pomoé¢u 70 % rastvora etanola
UZMgs — ekstrakt dobijen ultrazvuénom maceracijom pomocu 96 % rastvora etanola

5.4. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima ispitivanih biljnih vrsta

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC) i flavonoida (TFC) je prikazan u Tabeli 5.10.
Odabrane biljne vrste familije Lamiaceae su se pokazale kao znatno bogatije fenolnim
komponentama u odnosu na predstavnike familije Apiaceae.

Ekstrakti rtanjskog ¢aja su pokazali najvise vrednosti TPC (172,43 + 1,65 mg GAE/g do
189,53 + 1,70 mg GAE/qg, koliko je dobijeno za SEgs 0odnosno SEzq ekstrakt). Medu ekstraktima
bosiljka, najveci sadrzaj ukupnih fenola imao je SEyq ekstrakt, dok je UZMgg ekstrakt imao znacajno
nizi sadrzaj od ostalih (146,66 + 1,67 mg GAE/g odnosno 52,33 + 1,54 mg GAE/g). Najvise
vrednosti TPC medu biljnim vrstama familije Apiaceae imali su ekstrakti kima (od 60,68 + 1,37 mg
GAE/g do 88,77 + 0,79 mg GAE/g, za SEgs odnosno SEyg), a najnize ekstrakti korijandera (od
25,32 + 0,64 mg GAE/g, koliko je bilo sadrzano u UZMgs do 44,34 + 1,84 mg GAE/g u SEz
ekstraktu).

SE se pokazala kao efikasnija metoda ekstrakcije fenolnih komponenti za sve ispitivane
biljne vrste. Kao rastvarac, 70 % rastvor etanola je bio efikasniji rastvara¢ u poredenju sa 96 %
etanolom, §to potvrduje literaturne navode da u binarnim sistemima, kao $to je smesSa etanola i
vode, jedan rastvara¢ moze povecati rastvorljivost fenola dok drugi moze povecati desorpciju i da
su upravo ovakve smese najpogodnije za potpuniju ekstrakciju fenolnih komponenti (Thoo i sar.,
2010; Mustafa i Tuner, 2011). Isti autori su pokazali da se sa porastom temperature smanjuje
polarnost rastvaraca i povrsinski napon ¢ime je smesi etanola i1 vode omogucena ekstrakcija fenola
razli¢ite polarnosti. Veci prinosi aktivnih komponenti su posledica 1 olakSanog prenosa mase
obzirom da prisustvo vode, kao polarnog rastvaraca, omogucava smanjenje viskoziteta
(Farahmandfar i sar., 2019a). Evidentno je da TPC ekstrakata zavisi od primenjenog rastvaraca tj.
njegove polarnosti i rastvorljivosti ovih aktivnih komponenata u rastvaracu ili smesi rastvaraca
(Dent i sar., 2013).
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Tabela 5.10. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima ispitivanih biljnih vrsta.

Sadrzaj ukupnih fenola Sadrzaj flavonoida

Biljnavrsta Tip ekstrakta

(mg GAE/g) (mg QE/g)
SE, 189,53 + 1,70° 49,42 + 0,93°
Reaniski & SEg 172,43 + 1,65° 56,16 + 2,03
JsKk1 €a) UZM, 181,50 = 1,10 47,19 £ 0,48°
UZMgg 175,53 +1,70° 64,21 + 0,98°
SE, 146,66 + 1,67° 38,99 + 1,49
Bosiliak SEg 101,75 +0,93" 67,44 £1,72°
! UZM, 111,73 = 0,64° 32,59+ 0,56"
UZMgg 52,33 + 1,54% 42,68 +0,57°

SE; 4434 + 1,84 4,60 + 0,30

Koriiander SEqs 34,29+ 0,20" 2,33 +0,28%
J UZMs, 38,01 +0,30™ 3,70 £ 0,19
UZMgg 25,32 +0,64° 0,90 +0,19'
= 61,30 = 1,03’ 14,20 £ 1,27
Aniis SEg 53,83 +1,76% 13,58 £ 0,27
UZMs, 51,12 + 1,43% 13,36 + 0,39

UZMgg 38,37+ 1,81M 1,77 + 0,43
SE4o 88,77+ 0,79° 35,60 + 0,74°
Kim SEg 60,68 + 1,37 24,48 + (,88'
UZMy 69,19 = 1,13' 29,85 £ 0,96"
UZMgg 83,03 +0,74" 25,57 +0,39'

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Kada je u pitanju TFC, pokazalo se da je u slucaju biljnih vrsta familije Lamiaceae, bez
obzira na ekstrakcionu metodu, 96 % rastvor etanola pogodniji rastvara¢ §to je u saglasnosti sa
literaturnim navodima (Thoo i sar., 2011; Benedec i sar., 2012; Dent i sar., 2013; Filip i sar., 2017;
Farahmandfar i sar., 2019a). Medutim, kod biljnih vrsta familije Apiaceae viSe vrednosti TFC
zabeleZene su za ekstrakte dobijene primenom SE i 70 % etanola kao rastvaraca. Kod ekstrakta
anisa, kima i korijandera moZze se uociti trend veceg TFC u slucaju viSe temperature ekstrakcije
(SE) i nize koncentracije etanola $to je u saglasnosti sa rezultatima koje su naveli Przygodzka i sar.
(2014). Od svih ispitivanih biljih vrsta, najvise vrednosti TFC imali su ekstrakti rtanjskog ¢aja (od
47,19 £ 0,48 do 64,21 + 0,98 mg QE/g, za UZM7o i UZMgs, redom) i ekstrakti bosiljka (od 32,59 +
0,56 do 67,44 + 1,72 mg QE/g, za UZM+, odnosno SEgg). Pokazalo se da ekstrakti korijandera, kao
i u slucaju TPC, imaju i najnizi TFC (od 0,90 = 0,19 mg QE/g koliko je odredeno u UZMgg
ekstraktu, do 4,60 = 0,30 mg QE/g, koliko je utvrdeno za ekstrakt SE7).

Vidovi¢ 1 sar. (2012) su naveli da se sa porastom temperature i koncentracije etanola
poveéava TFC u ekstraktima, ali do odredenih granica, tj. do 65 °C i u rasponu koncentracije
etanola 20 — 60 %, nakon Cega njihov sadrzaj opada. Isti autori su optimizacijom procesa
ekstrakcije fenola i flavonoida iz herbe bosiljka zakljucili da je optimalna temperatura ekstrakcije
ukupnih fenola 52,79 °C i koncentracija etanola od 82,41 %, dok su optimalni uslovi ekstrakcije
flavonoida 63,07 °C i 60,35 %. Pojedini autori navode ¢ist etanol kao najefikasniji rastvara¢ za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja uz minimalan prinos flavonoida (Coelho i sar., 2018) ili kao
rastvarac koji je podjednako efikasan za ekstrakciju TPC i TFC (Do i sar., 2014).

U odnosu na druge primenjene metode, najvise vrednosti TPC i TFC dobijene SE su
potvrdili Kalia i sar. (2008), Pavli¢ i sar. (2015) i Palmieri i sar. (2020), dok su Veli¢kovi¢ i sar.
(2017) primenom ove metode dobili najnize prinose ekstrakata, kao i najnize vrednosti TPC i TFC.
Vece prinose ovih bioaktivnih komponenti primenom maceracije u odnosu na druge metode
ekstrakcije naveli su Babakhani i sar. (2016) i Cujié i sar. (2016). Babakhani i sar. (2016) su nize
sadrzaje fenola i flavonoida u SE ekstraktima nane u odnosu na one dobijene maceracijom
obrazlozili njihovom dekompozicijom usled preduge izlozenosti visokim temperaturama. Jovanovic¢
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i sar. (2017) su pokazali da je ekstrakt maj¢ine dusice sa najve¢im prinosom TPC i TFC dobijen
ultrazvuénom ekstrakcijom, dok su prinosi u slucaju ekstrakata dobijenih maceracijom i
ekstrakcijom na povisenoj temperaturi bili nizi.

Optimizacijom postupka ekstrakcije u smislu nalazenja najpogodnijeg rastvaraca, metode
ekstrakcije, kao i uslova pod kojima se ekstrakcija izvodi (odnos biljnog materijala i rastvaraca,
temperatura, duzina trajanja ekstrakcije, pritisak i1 slicno), mogu se dobiti biljni ekstrakti sa
maksimalnim sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida. Literaturni navodi ukazuju da se ¢esto uslovi
ekstrakcije fenolnih jedinjenja razlikuju od optimalnih uslova za ekstrakciju flavonoida, pa je
optimizacija usmerena na dobijanje maksimalnih prinosa onih aktivnih komponenata koje
obezbeduju maksimalnu bioloSku aktivnost (Martinez-Correa 1 sar., 2011; Vidovi¢ 1 sar., 2012;
Zekovié i sar., 2015,2016; Sibul i sar., 2016; Filip i sar., 2017; Farahmandfar i sar., 2019a). Takode,
od velikog znacaja je 1 uticaj biljnog materijala koji se ekstrahuje buduc¢i da sastav aktivnih
jedinjenja odreduje poreklo odredene biljne vrste pa samim tim i karakteristike pripremljenih
ekstrakata (Benedec i sar., 2012; Msaada i sar., 2017; Coelho i sar., 2018).

5.5. Antioksidativna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti izolovanih EU i pripremljenih ekstrakata, kao
i komercijalnih antioksidanasa koji su u Sirokoj upotrebi (BHT i BHA), su prikazani u Tabelama
5.11.i5.12.
Tabela 5.11. Antioksidativna aktivnost EU odabranih biljnih vrsta.

Biljna vrsta / DPPH” FRAP® p- CB® HPMC
antioksidans (% inhibicije) (nmol Fe(II)/g) (% inhibicije) (%/mg s.m.)
Rtanjski ¢aj 79,83 £ 0,76° 1808,22 + 4,717 29,19+ 1,14 1,74 +0,16®
Bosiljak 66,70 + 3,33° 713,16 £ 34,16" 10,22 £ 0,06° 1,98 + 0,07
Korijander 2,37 +0,48" 30,72 + 1,44° 2,46 +0,58° 0,68 + 0,04°
Anis 12,41 +1,93° 137,82 + 5,62° 6,53 + 0,06 1,24 + 0,06
Kim 513+1,19 104,19 + 5,62 5,45 +0,35° 1,16 + 0,50
BHT 34,31 + 0,431 413,03 + 3,13°¢ 56,29 + 1,44%2 -

BHA 43,33 +0,87°¢ 572,85 + 5,711 57,70 + 1,91¢2 -

210 mg/mL; ®5 mg/mL; “0,1 mg/mL;
“Vrednosti u istim kolonama obeleZene razligitim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05)

Rezultati DPPH metode. Antioksidativna aktivnost EU odredena DPPH testom izrazena je u %
inhibicije DPPH' radikala i prikazana u Tabeli 5.11. EU su ispoljila % inhibicije u opsegu 2,37 —
79,83 %. Uzimajuéi u obzir razlike u testiranim koncentracijama EU sa jedne i sintetickih
antioksidanasa sa druge strane, moze se uociti da je aktivnost EU bila znatno slabija u odnosu na
BHT i BHA (34,31 + 0,43 odnosno 43,33 + 0,87 % inhibicije).

Znacajniju antioksidativnu aktivnost ovim testom su pokazala EU rtanjskog caja i bosiljka
¢ija je aktivnost bila oko 30 puta veca od antioksidativne aktivnosti koju je pokazalo EU
korijandera. Pomenuta EU su ispoljila preko 50 % inhibicije DPPH’" radikala na testiranoj
koncentraciji, §to se smatra slabom aktivno$¢u imajuci u vidu da je BHA dostigao gotovo 50 %
inhibicije na 100 puta niZoj koncentraciji. Medu biljnim vrstama familije Apiaceae kao najaktivniji
se izdvojio anis sa 12,41 + 1,93 % inhibicije, dok izmedu antioksidativne aktivnosti EU korijandera
i kima nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (2,37 + 0,48 % odnosno 5,13 + 1,19 %, p < 0,05).

Redosled na osnovu stepena inhibicije DPPH' radikala u prisustvu ekstrakata odabranih
biljaka bio je slede¢i: rtanjski ¢aj > bosiljak > kim > anis > korijander (Tabela 5.12.). Uporedujuci
dobijene rezultate za rtanjski ¢aj i bosiljak, moze se zakljuciti da su ve¢i procenat inhibicije ostvarili
ekstrakti dobijeni 70 % rastvorom etanola i SE metodom. U slucaju korijandera i kima nije bilo
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statisticki znaCajne razlike izmedu primenjenih rastvaraca u okviru jedne metode ekstrakcije.
Takode, SE ekstrakti rtanjskog ¢aja, bosiljka, anisa 1 korijandera su ostvarili ve¢i % inhibicije za
razliku od ekstrakata kima gde su UZM ekstrakti bili efikasniji.

Tabela 5.12. Antioksidativna aktivnost ekstrakata odabranih biljnih vrsta.

Biljna vrsta / Tip DPPH? FRAP? p-CB? HPMC
antioksidans ekstrakta (% inhibicije) (pumol Fe(Il)/g) (% inhibicije) (%/mg s.m.)
SE+o 56,55+ 1,73 394,77+ 11,23° 67,05+ 1,79"° 32,80 + 1,24°
Rianidki dai SEgs 3431+ 1,86 300,12 +9,88° 65,44 +224°%  2030+0,17%
ISkl cd) UZM;, 51,50+ 1,00° 332,50 +3,13% 63,21+ 1,400 3527 +267®
UZMgs  30,35+0,42" 220,01 +3,13% 61,37 +2,27%9" 2285 +0,52%
SE+o 3732+0,46° 255,71+249" 67,97 £2,04° 3590+ 1,78
Bosiliak SEgs 18,19+ 0,65" 139,06 4,00 75,55+ 1,90* 2720+ 1,79°
] UZM;,,  24,09+0,58° 153,59 +6,47" 71,12+2,04®  3839+262°
UZMgg 8,99+0,55¢  4566+8,75  4594+223™ 2574 +0,89%
SEx 4,10£0,55™ 56,87+ 1,448 50,97+ 1,828  13,42+0,53%"
Koriiander SEgs 1,71 £0,50™  23.66+2,16™ 4527+1,83™  835+0.27
! UZMs, 420+021'  61,44+£329% 4963 +2,67" 12,76 + 0,299
UZMgs  1,85+0,06™  27.81+1,90"  42,58+2,12" 10,74 + 0,08"
SE7o 9,09+ 0,77% 48,98 +2,169 65,28 +0,52"%" 19,34+ 0,50¢"
. SEgs 748 £0,90  5355+249%  5787+216™ 924+ 036"
Anis K KT efghi h
UZMy, 8,32+0,21 59,36+ 1,90 59,32+ 1,27 13,71 +0,77°
UZMgg 1,68+0,15™ 12,04+ 1,90" 43,52+ 1,57™ 12,83 +0,70%"
SEz 8,90+0,17 59,78 1,90  5891+2,28"" 18,56+ 1,21"
Kim SEgs 9,90 £0,72% 57,704,004 66,60 +2,91° 11,44+ 0,41
UZM,,  11,57+0,51  7721+£5,62'  53,57+220%  19,98+0,91°
UZMgs  1437+£1,100 65,59+ 1,447  5870+2,97% 14,55+ 0,85°
BHT - 3431 +0,43%  413,03+3,13% 56,29 + 1,449 -
BHA - 4333+0.87° 572,85+5,71° 57,70+ 1,91™ -

®testirana koncentracija 0,1 mg/mL
vrednosti u istim kolonama obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Rezultati FRAP metode. Rezultati ove spektrofotometrijske metode su ocitani sa standardne krive
za Fe(Il) i izrazeni u pmol Fe(IT)/g suvog ekstrakta ili EU. Antioksidativna aktivnost EU ispitivanih
vrsta se kretala od 30,72 pumol Fe(Il)/g, koliko je iznosila za EU korijandera, do 1808,22 pmol
Fe(I1)/g koliko je ovim testom odredeno za EU rtanjskog ¢aja (Tabela 5.11.). Kao i u slu¢aju DPPH
metode, biljne vrste familije Lamiaceae su pokazale snaznije antioksidativno dejstvo koje se
znacajno razlikovalo (p < 0,05) od aktivnosti BHT i BHA (413,03 + 3,13 odnosno 572,85 + 5,71
umol Fe(Il)/g). Medutim, rezultati dobijeni primenom FRAP metode pokazuju da EU imaju znatno
manji antioksidativni kapacitet u odnosu na BHA i BHT, jer su testirani na 50 puta vi$oj
koncentraciji, pa stoga rezultati ne mogu biti direktno uporedeni. Redosled aktivnosti testiranih EU
je bio sledeci (od najjace do najslabije): rtanjski ¢aj > bosiljak > korijander ~ anis > kim.

Antioksidativna aktivnost ekstrakata se kretala u granicama od 12,04 do 394,77 pmol
Fe(Il)/g koliko su bile vrednosti za UZMgg ekstrakt anisa odnosno SE7q ekstrakt rtanjskog caja.
Redosled aktivnosti testiranih biljnih vrsta je bio sli¢an kao i kod DPPH testa (rtanjski ¢aj > bosiljak
> kim > anis = korijander). Znacajniju aktivnost, koja je uporediva sa aktivnos¢u BHT, pokazali su
SE ekstrakti rtanjskog ¢aja. Kako su ekstrakti testirani u istoj koncentraciji kao i antioksidansi (0,1
mg/mL), moze se zakljuciti da ekstrakti testiranih biljaka familije Lamiaceae imaju obecavajucu
primenu kao zamena ovim sintetickim antioksidansima. U slucaju ekstrakata rtanjskog caja,
bosiljka i korijandera moZe se uociti da su oni dobijeni 70 % rastvorom etanola ostvarili ve¢u
antioksidativnu aktivnost, sto kod ekstrakata anisa i kima nije bio slu¢aj. Izmedu SEgs i UZMyq
ekstrakata anisa nije bilo statisticki znacajne razlike. Sa druge strane, UZM ekstrakti kima su
pokazali snaznije antioksidativno dejstvo u odnosu na SE ekstrakte.
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Rezultati f-CB metode. Antioksidativna aktivnost odredena B-CB metodom je izrazena kao %
inhibicije obezbojavanja B-karotena u sistemu P-karoten/linolna kiselina. Poredenjem rezultata
dobijenih ovom metodom, kao EU sa najsnaznijim AO dejstvom izdvojio se rtanjski ¢aj (29,19 +
1,14 % inhibicije) koji je tri puta bio efikasniji od EU bosiljka (10,22 + 0,06 %). Antioksidativno
dejstvo biljaka familije Apiaceae je opadalo u redosledu anis>kim>korijander (6,53 + 0,06 %, 5,45
+ 0,35 % 12,46 = 0,58 %, respektivno) pri cemu nije bilo znacajne razlike izmedu % inhibicije koji
su ostvarila EU korijandera i kima u odnosu na sinteticke antioksidanse testirane na istoj
koncentraciji.

Ekstrakti su ostvarili % inhibicije u intervalu 42,58 — 75,55 %. Za razliku od ostalih
spektrofotometrijskih metoda, rezultati B-CB ukazuju da su pojedini ekstrakti bosiljka ispoljili
snazniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostale ispitivane biljke, i to SEgs i UZM7, sa 75,55
odnosno 71,12 % inhibicije. Vecina ekstrakata je pokazala jacu aktivnost u odnosu na BHT i BHA
(56,29 £ 1,44 %, 57,70 + 1,91 %, redom) izuzev ekstrakata korijandera Cija se aktivnost kretala od
42,58 do 50,97 %. Takode, UZMgg ekstrakti bosiljka i anisa su imali nize vrednosti inhibicije (45,94
+ 2,23 % 143,52 = 1,57 %), kao S§to se pokazalo i u ostalim testovima. Ovakav rezultat moze biti
objasnjen znacajno nizim sadrzajem fenolnih jedinjenja u UZMgs ekstraktima bosiljka i anisa u
odnosu na ostale ekstrakte u okviru date biljne vrste, buduci da je antioksidativno dejstvo ekstrakta
najcesce u bliskoj vezi sa sadrzajem ukupnih fenola.

Rezultati HPMC metode. Prema rezultatima dobijenim ovom metodom, EU bosiljka je pokazalo
najsnazniju antioksidativnu aktivnost (1,98 + 0,07 %/mg s.m.), potom slede rtanjski ¢aj, anis i kim
(1,74 £ 0,16, 1,24 £ 0,06 i 1,16 + 0,50 %/mg s.m.), dok je najslabiju aktivnost ispoljio korijander
(0,68 = 0,04 %/mg s.m.).
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Slika 5.1. Smanjenje anodne struje HPMC komplesa pre (0) i posle dodatka Sest jednakih
zapremina uzorka od po 100 uL. SE;q ekstrakata bosiljka (a) i rtanjskog ¢aja (b).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata merena ovom metodom se kretala u granicama od 8,35
+ 0,27 do 38,39 %/mg s.m.. Kao i u prethodnim testovima, ekstrakti biljaka familije Lamiaceae su
pokazali superiornost u odnosu na biljke familije Apiaceae. Ekstrakti dobijeni pomocu 70 %
rastvora etanola su pokazali snazniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na 96 % ekstrakte bez
obzira na primenjenu metodu ekstrakcije i biljnu vrstu. Na Slici 5.1. su prikazani uticaji SEzo
ekstrakata bosiljka i rtanjskog ¢aja na pocetnu anodnu struju kompleksa. Sa nagiba zavisnosti
anodne struje kompleksa od zapremine dodatih ekstrakata koji su prikazani u uglu oba polarograma,
moze se uociti da je smanjenje anodne struje HPMC kompleksa sa dodatkom zapremine ekstrakata
linearno.

Svi testovi za ispitivanje antioksidativne aktivnosti su pokazali jaku korelaciju sa TPC (r =
0,681 — 0,982), dok je korelacija sa TFC bila umeren do jaka (r = 0,651 — 0,856). Na osnovu
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koeficijenata korelacije prikazanih u Tabeli 5.13. moze se uociti da je antioksidativna aktivnost,
nezavisno od primenjenog testa, bila jace korelisana sa TPC u odnosu na TFC. Medu njima, DPPH
test je najjace korelirao kako sa sadrzajem fenola tako i flavonoida. Rezultati -CB testa su bili
najslabije korelisani sa TPC i TFC, ali i sa drugim testovima za ispitivanje antioksidativnog dejstva.
Istovremeno, DPPH i FRAP su pokazali jaku medusobnu korelaciju (r = 0,993).

Tabela 5.13. Koeficijenti korelacije izmedu TPC, TFC i testova koris¢enih za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti.

DPPH FRAP g-CB HPMC TPC TFC

*

DPPH 1 0,993 0639 0,781 0,982 0,856

FRAP 1 0,576 0,731 0,965 0,817
B-CB 1 0,603 0,681 0,651
HPMC 1 0,740 0,685
TPC 1 0,924
TFC 1

*boldirane vrednosti se razlikuju od 0 na nivou znacajnosti a = 0,05.

Kada je u pitanju antioksidativna aktivnost EU, moze se zakljuciti da su pokazala znatno
slabiju aktivnost u odnosu na odgovarajuce ekstrakte. EU rtanjskog ¢aja i1 bosiljka su u svim
primenjenim testovima pokazala ve¢i antioksidativni kapacitet u odnosu na vrste familije Apiaceae.
Takode, EU rtanjskog ¢aja se pokazalo kao efikasnije od EU bosiljka u vecini primenjenih testova.

Jafa antioksidativna aktivnost EU rtanjskog ¢aja u odnosu na druge ispitivane biljke je
oc¢ekivana imajuéi u vidu da su dominantne komponente EU ove biljke, karvakrol i timol, fenolni
monoterpeni Cije je prisustvo zasluzno za jako antioksidativno dejstvo velikog broja biljnih vrsta
familije Lamiaceae (Yanishlieva i sar., 2006; Dawidowicz i Olszowy, 2014; Mimica-Duki¢ i sar.,
2016). Pored pomenutih fenolnih jedinjenja, u hemijskom sastavu EU rtanjskog ¢aja prisutni su i p-
cimen i y-terpinen ¢ije je snazno antioksidativno dejstvo takode potvrdeno (Ruberto i Baratta,
2000). Vazno je napomenuti da aktivnost EU nije uvek odredena prisustvom jedne komponente u
vecoj koncentraciji ve¢ njena aktivnost moze biti posledica prisustva i komponenata zastupljenih u
manjem udelu (Dawidowicz i olszowy, 2014). Kako su naveli Mimica-Duki¢ i sar. (2016),
antioksidativna aktivnost EU predstavlja rezultat interakcije svih prisutnih komponenti koje mogu
ostvariti 1 sinergisticki 1 antagonisticki efekat.

Uticaj minornih komponenti na ukupnu antioksidativnu aktivnost EU najbolje se moze
uociti na primeru EU bosiljka i korijandera kod kojih u hemijskom sastavu dominira linalol, a
ispoljena antioksidativna aktivnost ova dva uzorka EU se znacajno razlikuju. Pored linalola, u
sastavu EU bosiljka sa ve¢im udelom bili su prisutni geraniol i metil-havikol, sa potvrdenim
antioksidativnim dejstvom, dok za antioksidativni efekat epi-bicikloseskvifelandrena, zastupljenog
u EU bosiljka sa oko 8 % nema dostupnih literaturnih podataka (Politeo i sar., 2006;). Za razliku od
navedenog, u hemijskom sastavu EU korijandera su u veéem procentu zastupljene komponente ¢ija
je antioksidativna aktivnost zanemarljiva ¢ak i pri visSim koncentracijama (kamfor, a-pinen), dok je
y-terpinen jedina komponenta sa ja¢im antioksidativnim dejstvom (Ruberto i Baratta, 2000; Kaur i
sar., 2019). Uzrok razlike koja je nastala u aktivnosti ova dva EU moZe biti 1 koncentracija linalola.
Naime, u EU korijandera udeo linalola je znatno veci (za vise od 50 %). lako su Sacchetti i sar.
(2005) i Aazza i sar. (2011) su ukazali na jaku antioksidativnu aktivnost linalola, odredeni
literaturni navodi ukazuju da linalol, kada se nalazi u smesi razli¢itith komponenti ostvaruje snaznije
antioksidativno dejstvo nego individualno pod istim uslovima (Hussain i sar., 2008; Aprotosoaie i
sar., 2014). Sa druge strane, za ovaj monoterpenski alkohol se mogu naci i literaturni navodi o
prooksidativnom dejstvu (Ruberto i Baratta, 2000; Samojlik i sar., 2010; Stobiecka i sar., 2014;
Acimovié i sar., 2017) §to moze biti pripisano eksperimentalnim uslovima i primenjenim dozama.
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Umerena antioksidativna aktivnost EU anisa je u saglasnosti sa literaturnim navodima
(Fitsiou i sar., 2016; Rebey i sar., 2019), dok su Acimovi¢ i sar. (2017) naveli da su vise
koncentracije EU anisa pokazale i prooksidativno dejstvo. Prema Tepe i sar. (2006) visok udeo
trans-anetola i metil-havikola je zasluzan za antioksidativnu aktivnost biljaka koje ih sadrze u EU.
Dodatno, EU kima je takode pokazalo umerenu antioksidativnu aktivnost koja je, u zavisnosti od
primenjenog testa ispitivanja, bila niza ili jednaka aktivnosti EU anisa. Glavne komponente ovog
EU su bili limonen i karvon, koji pripadaju hemijskim klasama monoterpenskih ugljovodonika,
odnosno ketona, koji se individualno odlikuju umerenom antioksidativnom aktivnos¢u (Ruberto i
Baratta, 2000; Aazza i sar., 2011), dok su ostale komponente zastupljene u zanemarljivoj koli¢ini da
bi imale uticaja na ukupni antioksidativni efekat EU. Prisustvo karvona u vecoj koncentraciji u
odnosu na limonen imalo je pozitivan efekat na antioksidativno dejstvo EU nane i mirodije (Kaur i
sar., 2019). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim navodima da EU sa dominantnim
monoterpenskim ugljovodonicima pokazuju slabo AO dejstvo (Ruberto i Baratta, 2000; Sacchetti i
sar., 2005).

Znacajan antioksidativni kapacitet etanolnih ekstrakata rtanjskog ¢aja i bosiljka potvrdili su
u svojim istrazivanjima Vladimir-Knezevi¢ i sar. (2014), Vladi¢ i sar. (2014), Kremer i sar. (2015),
Coelho i sar. (2018), Rezzoug i sar. (2019) i Salaj i sar. (2020), dok su Hassanein i sar. (2014),
Vlase i sar. (2014), Warsi i Sholichah (2017), Generali¢ Mekini¢ i sar. (2019) okarakterisali
etanolni ekstrakt bosiljka kao slabiji antioksidans u odnosu na ekstrakte dobijene pomocu drugih
rastvaraca ili u odnosu na druge biljne vrste i testirane standarde. Za razliku od pomenutih
literaturnih navoda, u kojima je antioksidativno dejstvo bilo jako korelisano sa sadrzajem ukupnih
fenolnih jedinjenja, Benedec i sar. (2012) su u svom ispitivanju pokazali da etanolni ekstrakti
razli¢itih uzoraka bosiljka imaju osrednju antioksidativnu aktivnost ¢ak i slucaju visokog sadrzaja
ovih fenolnih komponenti. Stoga su Soldo i sar. ((2019) da sadrzaj fenolnih jedinjenja moze
posluziti samo kao okvirna mera antioksidativnog kapaciteta biljnih ekstrakata, kao i da prisustvo
pojedinih komponenti u fenolnom sastavu ima znatno ve¢i uticaj.

Rezultati dobijeni DPPH metodom su u saglasnosti sa navodima Mariutti i sar. (2008) koji
su utvrdili isti redosled antioksidativnog kapaciteta biljnih vrsta testiranin u ovom radu sa
izuzetkom ekstrakta anisa (rtanjski ¢aj > bosiljak > kim > korijander). Prethodne studije su takode
pokazale da etanolni (Giilgin 1 sar., 2003; Przygodzka i sar., 2014; Petrovi¢, 2016) 1 metanolni
ekstrakti anisa i korijandera (Christova-Bagdassarian i sar., 2013a; 2013b; Gupta, 2013; Martins i
sar., 2016; Saleem i sar., 2017; Ksouda i sar., 2018) imaju slabiju antioksidativnu aktivnost koja se
pripisuje niskom sadrzaju fenolnih jedinjenja. Sa druge strane, Pandey i sar. (2012) su medu
ispitivanim metanolnim ekstraktima biljaka familije Apiaceae poreklom iz Indije kao
najdelotvornije naveli korijander i kim, ¢ija je snazna antioksidativna aktivnost u korelaciji sa
visokim sadrzajem rutina i hlorogenske kiseline. Slicno tome, prema istrazivanju Vallverdu-Queralt
1 sar. (2015), etanolni ekstrakt kima je pokazao najveci antioksidativni kapacitet zahvaljujuci
visokom sadrzaju fenolnih komponenti u prvom redu hlorogenske i p-kumarne kiseline, a potom
kafeinske kiseline i katehina.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da antioksidativna aktivnost ispitivanih
biljaka varira u zavisnosti od porekla biljnog materijala, primenjene ekstrakcione metode,
rastvaraca kao i primenjene metode za ispitivanje antioksidativnog dejstva. Kako hemijski sastav
lekovitih i1 za¢inskih biljaka varira u zavisnosti od geografskog porekla i dela biljke koji se analizira,
oc¢ekivano je i da ¢e izolovano EU i pripremljeni ekstrakti pokazati razlicit stepen antioksidativne
aktivnosti. Dalje, odabir rastvaraca odgovarajuce polarnosti predstavlja primaran korak u dobijanju
biljnih ekstrakata koji ¢e imati visok antioksidativni potencijal (Farahmandfar i sar., 2019a). Kako
su naveli Martinez-Correa i sar. (2011), etanolni ekstrakti su bez obzira na test primenjen za
ispitivanje antioksidativnog dejstva, pokazali najjacu antioksidativnu aktivnost. Ekstrakti dobijeni
upotrebom rastvora etanola razli¢itih koncentracija su se razlikovali, ne samo po prinosu, ve¢ i po
sastavu ekstrahovanih fenolnih komponenti (Spigno i sar., 2007). Ve¢i prinosi postignuti primenom
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70 % rastvora etanola potvrduju i navode da je u dvokomponentnim rastvarac¢ima jedna
komponenta smeSe pospesuje rastvaranje dok druga komponenta pospeSuje desorpciju aktivnih
principa (Mustafa i Turner, 2011). Takode, moZze se primetiti da su rtanjski ¢aj i bosiljak, bez obzira
na primenjeni test, pokazali znatno vi$e aktivnosti u odnosu na anis, kim i korijander, kao i da je
aktivnost ekstrakata znatno jaca u odnosu na aktivnost EU iste biljne vrste.

5.6. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja i ekstrakata

Antibakterijska aktivnost EU i ekstrakata proucavanih biljaka protiv odabranih sojeva
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija ispitana je mikrodilucionom metodom. Rezultati
antibakterijske aktivnosti prikazani su kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), tj. najmanja
koncentracija EU 1 ekstrakta kod koje nije bilo uocljivog rasta bakterija, i kao minimalna
baktericidna koncentracija (MBC) odnosno kao koncentracija koja je pokazala baktericidno dejstvo,
tj. delovala letalno na testirane bakterije (Tabela 5.14.).

Ekstrakti odabranih biljnih vrsta su inhibirali rast bakterija pri ¢emu su se sojevi Gram-
0,078 mg/mL za S. aureus do 20 mg/mL za L. monocytogenes, dok je interval MBC bio od 0,156
mg/mL do 20 mg/mL, za S. aureus odnosno L. monocytogenes. U slu¢aju Gram-negativnih
bakterija, MIC i MBC su imale isti interval (od 1,25 mg/mL za S. Typhimurium do > 40 mg/mL u
sluaju oba testirana soja Gram-negativnih bakterija). Kao najosetljivija bakterija na dejstvo
primenjenih ekstrakata se pokazala S. aureus, dok je najrezistentnija bila E. coli. Najja¢u mo¢
inhibicije prema svim testiranim bakterijama su pokazali ekstrakti rtanjskog c¢aja, sa MIC
vrednostima od 0,078 mg/mL za S. aureus do 10 mg/mL za E. coli, dok su vrednosti MBC bile od
0,156 mg/mL za S. aureus i L. monocytogenes do 20 mg/mL za E. coli. Medu njima, UZMgsg
ekstrakt se pokazao kao najmanje efikasan odnosno imao je najvise vrednosti MIC i MBC. SE
ckstrakt rtanjskog Caja je ispoljio inhibitorni i baktericidni efekat prema soju S. Typhimurium pri
koncentraciji od 1,25 mg/mL. Ovo su zapravo bile 1 najnize vrednosti za MIC 1 MBC u slucaju
ovog bakterijskog soja za sve testirane ekstrakte i EU. Uopsteno gledano, najslabiju antibakterijsku
aktivnost su pokazali ekstrakti korijandera medu kojima SEyq ekstrakt nije ispoljio ni inhibitorno ni
mikrobicidno dejstvo prema Gram-negativnim bakterijama. U odnosu na ekstrakte korijandera,
jedino su SEgg | UZMy ekstrakti bosiljka ostvarili slabiji antilisterijski efekat.

Kada je re¢ o antibakterijskom dejstvu EU, na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da su se pokazala kao znatno efikasniji antibakterijski agensi u odnosu na ekstrakte. 1 u ovom
meri rezistentne da su EU ispoljila mikrobicidno dejstvo pri najvecoj primenjenoj koncentraciji (5
mg/mL) ili je letalni efekat potpuno izostao. Izuzetak su predstavljala EU rtanjskog ¢aja i anisa,
koja su pri koncentraciji od 2,5 mg/mL ispoljila inhibitorni efekat prema oba testirana Gram-
negativna soja, odnosno samo prema E. coli, kako se pokazalo u slucaju EU anisa. Najjaci
inhibitorni efekat je pokazalo EU kima prema bakterijskom soju S. aureus (MIC = 0,0024 mg/mL)
koja je bila najosetljivija bakterija od svih testiranih. Vrednosti MIC ostalih EU u slu¢aju ovog soja
su se kretale od 0,0049 mg/mL, koliko se pokazalo u slu¢aju anisa, do 0,078 mg/mL, u slucaju
bosiljka. Prema L. monocytogenes najjace inhibitorno dejstvo su pokazala EU rtanjskog ¢aja i anisa
(MIC = 0,039 mg/mL), dok su najslabije dejstvo ostvarila EU sa linalolom kao glavnhom
komponentom - bosiljak i korijander (MIC = 0,313 mg/mL).

Veca osetljivost Gram-pozitivnih bakterija u odnosu na Gram-negativne na dejstvo EU je
dobro opisana u literaturi. Rezistentnost Gram-negativnih bakterija je objasnjena gradom celijske
membrane tj. prisustvom spoljasnje membrane koja onemogucava difuziju lipofilnih komponenti
kroz fosfolipidni sloj (Burt i sar., 2004; van Zyl i sar., 2006). Odsustvo ovog sloja kod Gram-
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pozitivnih bakterija omogucava direktni kontakt hidrofobnih komponenti EU sa dvostrukim
fosfolipidnim slojem c¢elijske membrane ¢ime se narusava njen integritet (Djenane i sar., 2011a).

Podaci o antibakterijskoj aktivnosti EU prema bakterijama testiranim u ovom radu
publikovana je od strane brojnih autora. A¢imovi¢ i sar. (2019) su kao inhibitornu i baktericidnu u
slucaju S. aureus naveli koncentraciju EU od 3,55 pL/mL. Vrednosti za MIC i MBC koje su naveli
Vitanza i sar. (2019) za S. aureus su bile viSe u odnosu na rezultate dobijene u ovom radu (1,78
mg/mL), dok se E. coli pokazala kao osetljivija (MIC = MBC = 1,56 mg/mL). S. Typhimurium se
takode pokazala kao osetljivija na dejstvo EU (MIC = 0,78 mg/mL) (Miladi i sar., 2013).
Antilisterijski efekat EU je u saglasnosti sa literaturnim navodima (Carramifiana i sar., 2008;
Nedorostova i sar., 2009; Djenane i sar., 2011a; Miladi i sar., 2013; Fratini i sar., 2019; Vasilijevi¢ i
sar., 2019; Vitanzai sar., 2019).

Izrazenu antimikrobnu aktivnost rtanjskog ¢aja, kako ekstrakta tako i EU, potvrduju brojne
studije (Damjanovi¢-Vratnica i sar., 2011; 2016; Marin i sar., 2012; Babaei i sar., 2018; Gopcevic i
sar., 2019). Serrano i sar. (2011) su utvrdili da za razliku od vodenog, etanolni ekstrakt rtanjskog
Caja pokazuje inhibitorno dejstvo prema bakterijskim sojevima L. monocytogenes, E. coli i S.
Typhimurium (MIC vrednosti su bile 3,0 mg/mL, 15,1 mg/mL, odnosno 30,3 mg/mL). Veca
efikasnost etanolnih u odnosu na vodene ekstrakte ukazivala je na manju polarnost antimikrobnih
komponenti. Medutim, navedene vrednosti za MIC su viSe od dobijenih u ovom radu za ekstrakte
pripremljene 96 % ctanolom S§to moze biti posledica primenjene metode ekstrakcije. 1zostanak
antimikrobne aktivnosti vodenog ekstrakta S. thymbra utvrdili su Tsimogiannis i sar. (2016) koji su
takode za EU naveli da je pokazalo najjaci inhibitorni efekat prema svim testiranim
mikroorganizmima, dok su etanolni i acetonski ekstrakt ostatka nakon destilacije pokazali
inhibitorno dejstvo samo prema bakterijama.

Brojne studije ukazuju da je jaka antimikrobna aktivnost EU rtanjskog ¢aja, ali i drugih
biljnih vrsta familije Lamiaceae (origano, timijan) posledica prisustva monoterpenskih fenola
(timola i karvakrola) u hemijskom sastavu. Slavkovska i sar. (2001) su naveli da pored pomenutih
fenola, njihovi prekursori- y-terpinen i p-cimen, takode predstavljaju antimikrobne agense. Isti
efekat pripisan je i monoterpenoidima kao §to su linalol, terpinen-4-ol, borneol i a-terpineol koji se
takode mogu naé¢i u hemijskom sastavu EU u veéem procentu (Cavar i sar., 2008; Damjanovié-
Vratnica 1 sar., 2011). Sa druge strane, odredene studije koje su zasnovane na ispitivanju Cistih
komponenti ukazuju da, za razliku od karvakrola i timola, njihovi prekursori pokazuju neznatnu
aktivnost (van Zyl i sar., 2006). Generalno, antimikrobno dejstvo nekog jedinjenja raste sa porastom
broja OH" grupa u molekulu, pa otuda i jaca aktivnost pomenutih komponenti u odnosu na njihove
prekursore (Cavar i sar., 2008). Visok stepen inhibicije Gram-negativnih bakterija od strane
rtanjskog Caja u saglasnosti je sa rezultatima studije koju su sproveli Helander 1 sar. (1998). Naime,
u pomenutoj studiji, ispitivana je aktivnost timola, karvakrola, karvona i trans-cinamaldehida prema
E. coli O157:H7 i S. Typhimurium pri ¢emu su se MIC vrednosti kretale od 1 do 10 mM a redosled
aktivnosti koju su ispoljila navedena jedinjenja je bio: karvakrol = timol > trans-cinamaldehid >
karvon.
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Tabela 5.14. Antibakterijska aktivnost EU i ekstrakata ispitivanih biljaka prikazana kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna

baktericidna koncentracija (MBC), izrazena u mg/mL.

G (+) bakterije

G (-) bakterije

Biljna vrsta tip ekstrakta/ Staphylococcus aureus ATCC  Listeria monocytogenes ATCC | Escherichia coli ATCC Salmonella enterica ser. Typhimurium
EU 25923 1911 25922 ATCC 14028
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
SEz 0,078* 0,156 0,156 0,313 5,0 5,0 1,25 1,25
Rtanjski SEgs 0,078 0,156 0,156 0,313 5,0 5,0 2,5 5,0
taj UZMy, 0,078 0,156 0,156 0,156 5,0 5,0 2,5 5,0
UZMgg 0,156 0,313 0,313 0,313 10,0 20,0 2,5 5,0
EU 0,0098 0,313 0,039 0,156 2,5 5,0 2,5 5,0
SEz 0,156 0,156 5,0 5,0 10,0 10,0 5,0 10,0
SEgs 0,313 0,313 10,0 10,0 20,0 20,0 20,0 40,0
Bosiljak UZMy, 0,313 0,625 20,0 20,0 20,0 40,0 10,0 40,0
UZMgs 0,313 1,25 0,313 0,313 10,0 10,0 10,0 10,0
EU 0,078 0,313 0,313 1,25 5,0 nd” 5,0 5,0
SE. 2,5 2,5 2,5 50 nd nd nd nd
SEgs 50 10,0 5,0 50 40,0 40,0 40,0 40,0
Korijander UZMy, 25 50 50 50 20,0 nd 20,0 nd
UZMgg 1,25 5,0 2,5 2,5 20,0 40,0 10,0 20,0
EU 0,0098 0,039 0,313 0,313 5,0 nd 5,0 nd
SEz 0,625 1,25 1,25 1,25 20,0 40,0 20,0 nd
SEgs 0,625 1,25 0,625 1,25 40,0 40,0 20,0 40,0
Anis UZMyg 0,625 1,25 2,5 2,5 nd nd 40,0 nd
UZMgs 0,313 2,5 0,625 1,25 20,0 20,0 20,0 20,0
EU 0,0049 0,019 0,039 0,078 2,5 5,0 5,0 5,0
SE+g 1,25 2,5 1,25 1,25 20,0 40,0 20,0 40,0
SEgs 0,625 1,25 25 2,5 40,0 40,0 40,0 40,0
Kim UZMy, 0,625 1,25 25 50 nd nd 40,0 40,0
UZMgs 0,313 0,625 0,625 1,25 20,0 20,0 40,0 40,0
EU 0,0024 0,0391 0,156 0,156 5,0 5,0 5,0 5,0

“Srednje vrednosti nisu prikazane pogto su rezultati tri merenja bili identi¢ni; ~nd - MIC/MBC nisu detektovane u opsegu testiranih koncentracija (> 40 mg/mL);
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U Tabeli 5.15. prikazani su koeficijenti korelacije izmedu MIC i MBC vrednosti u odnosu
na TPC i TFC. Dobijeni koeficijenti korelacije su imali negativan predznak imajuci u vidu da je u
slucaju TPC 1 TFC veéa vrednost oznacavala i veéi sadrzaj, dok je u slu¢aju MIC i MBC veca
vrednost odrazavala slabiju antibakterijsku aktivnost. Uocljivo je da su MIC i MBC vrednosti
Gram-negativnih bakterija bile jace korelisane sa TPC u odnosu na Gram-pozitivne pri ¢emu je
sama korelacija bila umerena do jaka. Najslabiju korelaciju kako sa TPC tako i sa TFC imale su
vrednosti MIC i MBC za L. monocytogenes.

Tabela 5.15. Koeficijenti korelacije izmedu MIC i MBC vrednosti, TPC i TFC.

Testirane bakterije TPC TFC

MIC -0,489 -0,528
MBC -0,620 -0,679
MIC -0,051 0,044
MBC -0,065 0,026
MIC  -0,728 -0,639
MBC -0,676 -0,607
MIC  -0,664 -0,524
MBC -0,627 -0,416

*boldirane vrednosti se razlikuju od 0 na nivou znacajnosti o = 0,05.

Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Escherichia coli

Salmonella Typhimurium

Antibakterijska aktivnost etanolnih ekstrakata bosiljka ispitivana je od strane veceg broja
autora koji su dobili veoma heterogene rezultate (Adigiizel i sar., 2005; Araujo i sar., 2014; Vlase i
sar., 2014; Benedec i sar., 2015; Generali¢ Mekini¢ i sar., 2019), ocenjujuéi aktivnost bosiljka od
slabe preko umerene do jake. Kao najosetljivija bakterija se pokazala S. aureus dok su L.
monocytogenes, E. coli i S. Typhimurium bile otpornije sa ¢ime su rezultati dobijeni u ovom radu u
saglasnosti. Kao komponente hemijskog sastava ekstrakta odgovorne za ostvarenu antibakterijsku
aktivnost autori su naveli flavonoide i diterpenski alkohol fitol kao jednu od glavnih komponenti
isparljive faze onih ekstrakata koji su pokazali zna¢ajniju aktivnost.

Stefan i sar. (2013) su ispitivali antibakterijsku aktivnost EU izolovana iz tri vrste bosiljka
prema S. aureus i E. coli i dokazali da antibakterijska aktivnost nije zavisila od udela linalola u
hemijskom sastavu. U odnosu na O. gratissimum Kkoji je imao najveéi udeo linalola, kao jaci
inhibitori su se pokazali O. tenuiflorum i O. basilicum var. genovese u ¢ijem su sastavu pored
linalola u ve¢em udelu bili zastupljeni eugenol i1 t-kadinol. Sokovi¢ 1 sar. (2010) su ukazali da
odredena komponenta EU koja ima visok udeo ne mora nuzno biti i nosilac antibakterijske
aktivnosti. Razlike u aktivnosti koje su se javile kod testiranih EU i njihovih glavnih komponenata,
ukljucujuéi 1 EU bosiljka i linalol, autori su objasnili sinergistickim efektom komponenti prisutnih u
manjem procentu. Prethodne navode potvrdili su 1 Baldim 1 sar. (2018) koji su dosli do zakljucka da
je antibakterijska aktivnost EU bosiljka sa ve¢im udelom linalola u jakoj korelaciji sa udelom
minornih komponenti kao $to su fenhol, f-eudezmol, terpinen-4-ol, 1,10-di-epi-cubenol, -elemen,
murola-4(14),5-dien i eugenol. Slaba mo¢ inhibicije L. monocytogenes od strane EU i etanolnih
ekstrakata bosiljka publikovana od strane Shan i sar. (2007), Dimi¢ i sar. (2012b), Vlase 1 sar.
(2014), Benedec i sar. (2015), Teixeira i sar. (2013) i Bulut i sar. (2020), potvrdena je i u ovom
radu. Izostanak snaZnije antibakterijske aktivnosti moZe se tumaciti 1 visokim sadrZajem epi-
bicikloseskvifelandrena u hemijskom sastavu. Naime, lekovite i zacinske biljke familija Lamiaceae
1 Asteraceae, u ¢ijem je hemijskom sastavu veci udeo ovog seskviterpena, ispoljavaju slabiju
antimikrobnu aktivnost (Inouye i sar., 2006; Erdogan i sar., 2014).

Medu monoterpenima, monoterpenski ugljovodonici se smatraju slabijim antibakterijskim
agensima u odnosu na oksidovane monoterpene (alkohole, aldehide i ketone). Kao jedan od
najaktivnijih monoterpenskih alkohola izdvaja se linalol koji je u ovom radu bio najzastupljenija
komponenta u hemijskom sastavu bosiljka i1 korijandera. Odredeni broj literaturnih navoda
antimikrobnu aktivnost ovih biljnih vrsta povezuje upravo sa udelom linalola (Hussain i sar., 2008;
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Silva 1 sar., 2015; Fitsiou i sar., 2016) Sto medutim, nije uvek slucaj. Ispituju¢i EU bogata
linalolom- sitnozrni i krupnozrni korijander i bosiljak, Duman i sar. (2010) su saopstili da je EU
bosiljka imalo jatu mo¢ inhibicije prema svim testiranim mikroorganizmima za razliku od oba
analizirana tipa Kkorijandera iako je u njihovom hemijskom sastavu linalol bio zastupljenija
komponenta (54,5 %, 78,8 % i 90,6 % kod bosiljka, krupnozrnog i sitnozrnog korijandera, redom).
Ovo ukazuje na znacaj manje zastupljenih komponenti hemijskog sastava EU bosiljka (eugenol i
metil-eugenol) koja deluju aditivno ili sinergisti¢ki u ispoljavanju antimikrobne aktivnosti.

Kao §to je ve¢ navedeno, ekstrakti korijandera su ostvarili znatno slabiju antibakterijsku
aktivnost u odnosu na ekstrakte ostalih biljnih vrsta. Bez obzira na primenjenu koncentraciju
etanola, ekstrakti dobijeni pomo¢u UZM su se pokazali kao efikasniji inhibitori testiranih bakterija
u odnosu na ekstrakte dobijene SE. Medu njima je UZMgg ekstrakt imao najnize vrednosti MIC.
Ekstrakti dobijeni SE metodom pomocu 70 % etanola su se pokazali kao efikasniji prema Gram-
pozitivnim bakterijama u odnosu na one dobijene 96 % etanolom, dok je u slucaju Gram-negativnih
efekat koncentracije etanola kao rastvarata potpuno izostao. Slaba antibakterijska aktivnost
etanolnih ekstrakata korijandera je u saglasnosti sa literaturnim navodima (Cao i sar., 2012; Farah i
sar., 2015; Kavitha i sar., 2020). U studiji koju je sprovela Petrovi¢ (2016), etanolni ekstrakt
korijandera je pokazao jaCu antibakterijsku aktivnost u odnosu na ekstrakte korijandera u ovom
radu. Vrednosti MIC za S. aureus, L. monocytogenes i S. Typhimurium su iznosile 0,12 mg/mL,
1,87 mg/mL i 3,75 mg/mL, redom. Prema navodima Shan i sar. (2007), inhibitorni efekat
metanolog ekstrakta korijandera je potpuno izostao u slucaju svih testiranih bakterijskih sojeva (B.
cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli i S. anatum).

EU korijandera je pokazalo jafe inhibitorno dejstvo u odnosu na ekstrakte, Sto je u
saglasnosti sa literaturnim navodima (Klaus i sar., 2009; Teixeira i sar., 2013; Bag i Chattopadhyay,
2015; Bazargani i Rohloff, 2016; Duarte i sar., 2016; Khalil i sar., 2018; Kacaniova i sar., 2020).

Kada su u pitanju ekstrakti anisa, iz prikazanih rezultata se moze zakljuciti da je ostvareni
stepen inhibicije gotovo jednak onom koji su ostvarili ekstrakti kima. lzuzetak predstavljaju
ekstrakti SEgs 1 UZMgg u slucaju L. monocytogenes i S. Typhimurium, kao i ekstrakt SEq u slucaju
S. aureus, gde su vrednosti MIC ekstrakata anisa bile nize. Aktivnost etanolnih ekstrakata anisa
potvrdena je 1 od strane drugih autora (Giilgin 1 sar., 2003; Alrasheid 1 sar., 2018; Ghazy 1 sar.,
2021). Foroughi i sar. (2016) su ukazali na antibakterijsku aktivnost ekstrakta anisa dobijenog
pomocu 70 % rastvora etanola prema S. aureus i E. coli s tim da su vrednosti MIC bile vise (31
mg/mL) u odnosu na vrednosti dobijene u ovom istrazivanju. Christova-Bagdassarian i sar. (2013a)
su naveli da metanolni ekstrakti anisa, kima i korijandera nisu pokazali antimikrobnu aktivnost ni
prema jednom testiranom mikroorganizmu, dok su Islam i sar. (2016) pokazali da je metanolni
ekstrakt anisa efikasniji inhibitor od etanolnog i vodenog.

Umerena do jaka antimikrobna aktivnost EU anisa ve¢ je opisana u literaturi (Tepe i sar.,
2006; Fitsiou i sar. 2016; Mahdavi i sar., 2018; Khanjari i sar., 2019). Veca otpornost E. coli prema
dejstvu EU anisa u odnosu na S. aureus je u saglasnosti sa havodima Bazargani i Rohloff (2015) i
Mahdavi i sar. (2018), dok je antilisterijski efekat EU i ekstrakata potvrden od strane Khanjari i sar.
(2019) 1 Ghazy 1 sar. (2021). U poredenju sa navodima Klaus i sar. (2009), gde je EU anisa
pokazalo bakteriostatsko dejstvo sa zna¢ajno manjim zonama inhibicije u odnosu na EU kima i
korijandera, u ovom radu se EU anisa pokazalo kao efikasniji inhibitor ovog izazivaa trovanja
hranom. Mnogi autori navode da je prisustvo trans-anetola zasluzno za antimikrobnu aktivnost
anisa. U istrazivanju koje je sprovela Aé¢imovi¢ (2015), trans-anetol je bio zastupljen do 98,72 %
ukupnog sastava EU. Pored ovog fenilpropanoida, u EU koja su pokazala znacajnije antimikrobno
dejstvo, identifikovani su cis-anetol, metil-havikol, y-himahalen, pseudoizoeugenol-2-metil-butirat,
karvon i piperitenon oksid, dok su u etanolnom ekstraktu Ghazy i sar. (2021) pored trans-anetola
naveli naringenin i taksifolin.

Ekstrakti ploda kima su pokazali znacajnu antibakterijsku aktivnost. Kao najefikasniji
inhibitor Gram-pozitivnih bakterija pokazao se UZMgs ekstrakt sa najnizim vrednostima MIC
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(0,313 1 0,625 mg/mL za S. aureus, odnosno L. monocytogenes). Umerenu aktivnost prema Gram-
negativnim bakterijama, pored UZMgg ekstrakta, pokazao je i SE7q ekstrakt. Prema navodima Sarié i
sar. (2009), etanolni ekstrakt kima nije ostvario antibakterijsko dejstvo prema S. aureus i E. coli,
dok su Shan i sar. (2007) i Dimi¢ i sar. (2012b) saopstili da ekstrakti kima nisu ostvarili ¢ak ni
mikrobistaticko dejstvo prema L. monocytogenes. U odnosu na dostupne literaturne podatke,
rezultati ovog istrazivanja ukazuju da ekstrakti kima imaju visok potencijal kao antibakterijski
agensi. EU kima se pokazalo kao najjaci inhibitor bakterije S. aureus u odnosu na ostala testirana
EU (MIC = 0,0024 mg/mL).

Slaba otpornost ove Gram-pozitivne bakterije na dejstvo EU kima kao i njegovih glavnih
komponenti, karvona i limonena, dobro je opisana u literaturi (Ranci¢ i sar., 2003; Simic i sar.,
2008; Kwiatkowski i sar., 2015; 2017; Khalil i sar., 2018). Seidler-L.ozykowska i sar. (2013) su,
ispitujuci sastav EU i antibakterijsko dejstvo 20 razli¢itih genotipova kima, ukazali na umerenu
aktivnost EU kima prema S. aureus (MIC = 0,2 — 1,8 mg/mL) i pritom naveli da postoji jaka
negativna korelacija izmedu antibakterijske aktivnosti i sadrzaja karvona. Sinergisticko dejstvo
glavnih komponenti EU kima potvrdeno je u istrazivanju Chrysargyris i sar. (2017) prema L.
monocytogenes, E. coli i S. aureus.

Kada se posmatra antibakterijska aktivnost glavnih komponenti EU kima, karvona i
limonena, u literaturi se mogu naci opre¢ni rezultati ¢ak i kada su u pitanju isti bakterijski sojevi.
Aggarwal i sar. (2002) su potvrdili jaku antibakterijsku aktivnost svih izomera karvona i limonena
prema S. aureus i S. Typhimurium navodeci da ovi monoterpeni imaju uporedivu biolosku aktivnost
kao i da su nosioci aktivnosti onih EU u kojima su zastupljeni u ve¢em procentu. U pomenutoj
studiji, opticki izomeri karvona nisu pokazali aktivnost prema E. coli za razliku od izomera
limonena. Sa druge strane, Lopez-Romero i sar. (2015) su naveli da karvon nije ostvario inhibitorni
efekat ni pri najvecoj primenjenoj koncentraciji (3 mg/mL) prema S. aureus, dok je prema E. coli
pokazao umerenu aktivnost (MIC = 0,2 mg/mL).

5.7. Oksidativna stabilnost HPSU sa dodatkom etarskih ulja i ekstrakata

Radi kompletnijeg sagledavanja uticaja EU i ekstrakata odabranih biljnih vrsta na kvalitet
ispitivanog HPSU, oksidativna stabilnost pripremljenih uzoraka analizirana je pomocu vise testova
— Rancimat testom, Schaal-oven testom kao i DSC metodom.

5.7.1. Rezultati Rancimat testa

Rezultati odredivanja oksidativne stabilnosti Rancimat testom na temperaturi od 100 °C i
protoku vazduha kroz uzorke od 20 L/h, prikazani su na Slikama 5.2. i 5.3.
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Slika 5.2. Indukcioni period (h) uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata rtanjskog ¢aja (a), bosiljka (b),
korijandera (c), anisa (d) i kima (e) u odnosu na kontrolne uzorke odreden Rancimat testom na
temperaturi od 100 °C.

Indukcioni period (IP) kontrolnog uzorka bez dodataka (HPSU) bio je 7,42 h, dok je
odrzivost uzorka kome je dodat BHT iznosila je 9,26 h. IP za uzorke sa dodatkom ekstrakata kretao
se u intervalu 7,29 do 10,19 h, koliko su iznosile vrednosti IP uzoraka sa dodatkom UZM;ggo
ekstrakta korijandera odnosno kima. Medu uzorcima ulja sa dodatkom ekstrakata, vrednosti IP nize
od uzorka bez dodataka imali su SE1go0 | UZM 090 ekstrakti korijandera.

Kada su u pitanju uzorci sa dodatkom EU, najbolju odrzivost je pokazao uzorak sa
dodatkom EU rtanjskog ¢aja u najvecoj koncentraciji (IP = 8,26 h). Uzorci sa dodatkom EU biljaka
familije Apiaceae, dodatim u koli¢ini od 1000 ppm, imali su vrednosti IP nize od uzorka bez
dodataka, Sto ukazuje na prooksidativno dejstvo pri visim koncentracijama i zadatim uslovima
odredivanja. IP za EUjggo Korijandera, anisa i kima iznosili su 6,93 h, 7,39 h, odnosno 7,12 h. Pored
toga, EU korijandera i anisa, dodata i u koncentraciji od 500 ppm, takode su ostvarila blago
prooksidativno dejstvo (7,16 h za uzorak sa EU korijandera odnosno 7,33 h za EU anisa).

Uzorci sa dodatkom ekstrakata su imali u proseku duzi IP (8,74 h), za razliku od uzoraka
kojima su dodata EU (7,59 h). Kao jedan od osnovnih uzroka nastale razlike u oksidativnoj
stabilnosti uzoraka sa dodatkom EU i ekstrakata moze se navesti hemijski sastav ekstrakata ali i
¢injenica da su EU i njihove komponente lako isparljive supstance ¢ija koncentracija na povisenoj
temperaturi moZe biti smanjena usled isparavanja. Dostupni rezultati ispitivanja oksidativne
stabilnosti HPSU ovim testom su veoma heterogeni buducéi da vise faktora ima uticaja na utvrdene
vrednosti IP. Kao glavni faktor koji utice na oksidativnu stabilnost ulja, pa samim tim 1 rezultate
primenjenih testova, izdvaja se masnokiselinski sastav ulja, ta¢nije udeo PUFA, potom sadrzaj i
sastav tokoferola i ostalih aktivnih komponenti ulja, kvalitet sirovine, nain proizvodnje 1 uslovi
skladistenja ulja (Tinello i sar., 2018). Dalje, variranje eksperimentalnih uslova otezava poredenje
prikupljenih rezultata. Ovo se najpre odnosi na temperaturu ispitivanja koja se, u zavisnosti od
stepena zasicenosti uzorka, kre¢e od 80 do 130 °C (Marquez-Ruiz i sar., 2008).
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Slika 5.3. Vrednost indukcionog perioda (h) uzoraka ulja u zavisnosti od koncentracije dodatog EU
odabranih biljnih vrsta u odnosu na kontrolne uzorke odreden Rancimat testom na temperaturi od
100 °C.

Dimi¢ (2000) je na temperaturi od 100 °C za cetiri uzorka HPSU dobila vrednosti IP u
intervalu 7,73 — 19,85 h, §to su viSe vrednosti od vrednosti utvrdenih za uzorak bez dodataka.
Znacajna razlika u odrzivosti ispitivanih uzoraka je posledica razli¢itog udela linolne kiseline koja
je u sluéaju uzorka sa najduzim IP bila zastupljena sa samo 7,29 %. Pri istim uslovima ispitivanja,
Symoniuk i sar. (2018) su potvrdili uticaj masnokiselinog sastava na odrzivost. Naime, uzorak
visokooleinskog HPSU (86,52 % oleinske i 5,49 % linolne kiseline) je imao vrednost IP 19,87 h,
dok je linolni tip HPSU (18,52 % oleinske i 66,02 % linolne kiseline) imao vrednost IP od 6,42 h.
HPSU kori$¢eno u ovom radu je pri istim uslovima, iako sa ve¢im sadrzajem linolne kiseline (75,8
%), imalo duZzi IP. Marquez-Ruiz 1 sar. (2008) su ispitivali oksidativnu stabilnost razli¢itih tipova
suncokretovog ulja na 100 °C i pritom dobili vrednosti za IP: 6,3 h (za linolni tip), 20,0 h
(visokooleinski tip) dok je za njihovu mesavinu, u odnosu 1 : 1, vrednost IP iznosila 10,3 h. U istoj
studiji, pri razli¢itim temperaturama za EDMU, dobijene su vrednosti IP: 42,6 h (100 °C), 18,8 h
(110 °C) i 8,0 h (120 °C). Vrednost IP ulja upotrebljenog za ispitivanja u ovom radu je visa u
odnosu na pomenute navode za linolni tip (Marquez-Ruiz i sar., 2008), kao i u odnosu na onu koju
su naveli Mazaheri i sar. (2018) pri istim uslovima odredivanja (IP = 6,78 h). Sa druge strane,
dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su saopstili Rade i sar. (2004). U zavisnosti od
udela ljuske i necisto¢a, IP HPSU linolnog tipa pri 110 °C koji su odredili Dimi¢ i sar. (2012a),
kretao se u intervalu 3,63 — 4,63 h. Uzorci HPSU linolnog tipa poreklom iz Severne Makedonije
imali su IP 5,6 h i 2,6 h pri temperaturama od 110 °C odnosno 120 °C (Kostadinovi¢ Velickovska i
sar., 2015; 2018). Istu vrednost IP na 120 °C utvrdili su i Wroniak i sar. (2016b), dok su Redondo-
Cuevas 1 sar. (2018) saopstili vrednosti IP od svega 1,23 h. Donev i sar. (2020) su za HPSU
izdvojeno iz 12 novih hibrida suncokreta pri temperaturi od 120 °C i protoku vazduha 10 L/h
utvrdili IP u intervalu 1,8 — 8,68 h za prvu vegetacionu sezonu, odnosno 2,68 — 10,16 h za drugu.
Oksidativnu stabilnost novih hibrida ispitivali su i Luzai¢ i sar. (2021). Ovi autori su na temperaturi
od 110 °C za 24 hibrida suncokreta dobili vrednosti IP u intervalu 3,32 — 9,55 h.

Pracenje ucinka dodatka lekovitih i zacinskih biljaka na oksidativnu stabilnost HPU
Rancimat testom bila je predmet prouc¢avanja u brojnim studijama. Uticaj vodenih ekstrakata biljaka
familije Lamiaceae (origana, mati¢njaka, lavande i ruzmarina) na odrzivost HPU lana, konoplje,
susama i suncokreta, ispitivali su Soldo i sar. (2019). Dobijene vrednosti IP pri 120 °C za kontrolne
uzorke su se kretale od 0,42 h do 3,28 h, koliko su iznosile za konopljino odnosno susamovo ulje,
Sto je bilo u saglasnosti sa masnokiselinskim sastavom. U slu¢aju HPSU se pokazalo da je dodatak
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ekstrakata mati¢njaka i origana imao pozitivan efekat na stabilnost, dok su isti ekstrakti imali
prooksidativno dejstvo kada su dodati HPU sa visokim udelom linolenske kiseline — konopljinom i
lanenom. Simat i sar. (2017) su ispitivali uticaj dodatka etanolnih ekstrakata biljaka familije
Lamiaceae (bosiljka, majéine duSice i origana) ribljem ulju. Pri temperaturama od 80 °C, 100 °C i
120 °C, dobijeni rezultati su ukazali da svi ekstrakti omogucavaju produzetak IP s tim da se ekstrakt
majcine dusice pokazao kao najmanje efikasan. Dodatak zapremine ekstrakata bosiljka vec¢e od 50
uL nije imao uticaja na produzenje IP pri 120 °C (IP2s,r. = 0,30 h; IPsg = 0,36 h; IP10ur = 0,33 h)
Sto ukazuje na eventualno prisustvo aktivnih komponenti koje u ve¢im koncentracijama zapravo
imaju prooksidativno dejstvo. lzostanak porasta vrednosti IP rafinisanog suncokretovog ulja sa
povecanjem koncentracije etanolnih ekstrakata, zabelezen je u studiji koju su sproveli Gramza-
Michalowska i sar. (2011). Rezultati Rancimat testa na 110 °C su pokazali da efekat dodatka biljnih
ekstrakata zavisi od testiranog lipidnog sistema. Naime, u slucaju svinjske masti, vrednost IP se
povecala sa porastom koncentracije dodatih ekstrakata dok na IP suncokretovog ulja porast
koncentracije nije imao uticaja. U¢inak dodatka razli¢itih koncentracija etanolnog ekstrakta bosiljka
rafinisanom suncokretovom i repi¢inom ulju pri temperaturi od 100 °C, ispitivala je Mariassyova
(2006). U slucaju oba testirana ulja, ekstrakt bosiljka pri koncentraciji od 2 mg/kg imao je najvise
vrednosti, dok je sa porastom koncentracije dodatog ekstrakta vrednost IP odnosno zastitnog faktora
opadala. Uticaj etanolnog ekstrakta bosiljka ispitivali su i Veronezi i sar. (2014) u sistemu
rafinisanog sojinog ulja. Oksidativna stabilnost ulja kome je dodat ekstrakt bosiljka u koli¢ini od
3000 mg/kg testirana je pri 100 °C neposredno nakon dodavanja, kao i posle 10 i 20 h zagrevanja na
180 °C. Na isti nacin su testirani i uzorci ulja sa TBHQ (50 mg/kg), TBHQ (50 mg/kg) i 3000
mg/kg ekstrakta bosiljka. Pokazalo se da je nakon 20 h zagrevanja uzorak sa ekstraktom bosiljka
ostao stabilan da bi nakon ovog perioda najvecu vrednost IP imao uzorak kome su dodati TBHQ i
ekstrakt bosiljka. Sa druge strane, jak stabilizuju¢i efekat metanolnog ekstrakta bosiljka u uslovima
identi¢nim kao u ovom radu, utvrdili su Ben-Ali i sar. (2014) na primeru rafinisanog suncokretovog
ulja. Ekstrakti dodati u koncentraciji 500 i 1000 ppm produzili su IP ulja sa 1,98 h na 8,23 h
odnosno 11,63 h, dok je za uzorak sa BHT IP imao vrednost od 4,65 h. Cordeiro i sar. (2013) su za
uzorak rafinisanog sojinog ulja sa dodatkom etanolnog ekstrakta korijandera dobili vrednost IP koja
je bila niza od uzorka ulja bez dodataka (5,0 h u odnosu na 5,2 h). Nasuprot rezultatima dobijenim u
ovom radu, Politeo i sar. (2006) su naveli da EU korijandera ima potencijal kao prirodni
antioksidans, ali samo u viSim koncentracijama. U istoj studiji su dobijene vrednosti za EU bosiljka
sa kojima su rezultati ovog rada u saglasnosti.

Oksidativna stabilnost maslinovog ulja sa dodatkom lekovitih biljaka bila je predmet
ispitivanja znatno veceg broja istrazivanja pri ¢emu su kao metod aromatizacije, primenjene
ekstrakcija biljnog materijala u ulju putem klasi¢éne maceracije (Ayadi i sar., 2009; Khemakhem i
sar., 2015; Sousa i sar., 2015), ultrazvuéne maceracije (Veillet i sar., 2010; Assami i sar., 2016;
Soares i sar., 2020; Moustakime i sar., 2021) i ekstrakcije mikrotalasima (Benmoussa i sar., 2016).
U studiji koju su sproveli Sousa i sar. (2015) vrednost IP na 120 °C uzorka ulja sa dodatkom
origana nakon tri meseca skladiStenja bila je 10,4 h, za razliku od kontrolnog uzorka koji je imao IP
9,4 h. Pri istim uslovima, IP koji su utvrdili Assami i sar. (2016) za uzorak ulja koji je aromatizovan
EU kima metodom ultrazvu¢ne maceracije bila je veca u odnosu na IP uzorka dobijen klasi¢nom
maceracijom i kontrolu (6,39 h, 4,53 h i 3,45 h, redom). Na prednost ove tehnike aromatizacije su
ukazali 1 Soares 1 sar. (2020). Ultrazvu¢na maceracija maslinovog ulja sa bosiljkom u trajanju od 10
min imala je viSe vrednosti za IP i1 sadrZaj ukupnih fenolnih komponenti pri niZim vrednostima za
ostale parametre kvaliteta (% slobodnih masnih kiselina, Pbr, K33, i Ky70) u odnosu na klasi¢nu
maceraciju izvedenu u toku 7 i 15 dana.

Uticaj izolata biljnih vrsta familije Lamiaceae i Apiaceae na oksidativnu stabilnost
rafinisanog ulja suncokreta (Anwar i sar., 2006; Mariassyova, 2006, Gramza-Michalowska i sar.,
2011; Mousavi i sar., 2013; Tinello i sar., 2018), soje (Anwar i sar., 2006; Cordeiro i sar., 2013;
Dolati i sar., 2016), uljane repice (Bandoniené i sar., 2002; Mariassyova, 2006; Turan, 2014),
kukuruza (Karoui i sar., 2011; Farahmandfar i sar., 2019b) i svinjske masti (Kulisi¢ i sar., 2005;
Politeo i sar., 2006) takode je ispitana Rancimat testom.

88



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié

Prema dostupnoj literaturi i rezultatima ispitivanja oksidativne stabilnosti Rancimat testom,
generalno moze se zakljuciti da biljke familija Lamiaceae i Apiaceae imaju potencijal kao zamena
sintetickim antioksidansima s obzirom da pojedine medu njima pokazuju podjednak ili jac¢i u¢inak u
odlaganju oksidativnih promena u lipidnim sistemima. Konkretan efekat u velikoj meri zavisi od
nacina ekstrakcije aktivnih komponenti pa, kada su u pitanju ekstrakti, osim primenjene metode
ekstrakcije odabir rastvaraca ima poseban znacaj. U odnosu na etanolne, metanolni ekstrakti imaju
viSe vrednosti IP bez obzira na testirani tip ulja i uslove odredivanja. Iako se uklanjanje rastvaraca
podrazumeva, upotreba etanola i etanolno-vodene smeSe za izolaciju aktivnih komponenti iz
lekovitih i zacinskih biljaka je prihvatljivija buduéi da se etanol nalazi na GRAS listi i kao rastvarac
se smatra bezbednim po zdravlje ljudi i zivotnu sredinu (Chemat i sar., 2012; Jovanovi¢ i sar.,
2017). Kada je u pitanju uc¢inak EU, znacajna razlika u vrednostima IP u odnosu na odgovarajuce
ckstrakte mozZe se pripisati isparljivosti tj. da na temperaturama koje se primenjuju u okviru
Rancimat testa, dolazi do smanjenja koncentracije, pa realni efekat moze izostati. Takode, ova
metoda podrazumeva i1 konstantan kontakt sa kiseonikom iz vazduha pa nezasi¢ene komponente EU
mogu biti oksidovane uz nastanak slobodnih radikala. 1z ovih razloga je oksidativna stabilnost ulja
sa dodacima analizirana u razli¢itim temperaturnim rezimima kako bi se stekla potpunija slika o
efikasnosti dodatih EU i ekstrakata.

5.7.2. Rezultati Schaal oven testa

Pri uslovima koji su ranije navedeni, Schaal oven testom ispitana je oksidativna stabilnost
uzoraka uz pracenje parametara koju ukazuju na sadrzaj primarnih i sekundarnih proizvoda
oksidacije - Pbr, Abr, OV, Kz, i Ka7o.

5.7.2.1.Promene peroksidnog broja

Uzorak HPSU bez dodataka je u datim uslovima bio najpodloZniji oksidaciji. Pbr je od
polaznih 0,81 mmol/kg nakon Eetiri dana dostigao vrednost od 10,11 mmol/kg $to je visa vrednost
od propisane Pravilnikom za HPU (7,5 mmol/kg) (Pravilnik, 2013). Sa druge strane, u odnosu na
rezultate iz dostupne literature za HPSU, vrednost Pbr dobijena u ovom radu bila je niza (Dimi¢ i
sar., 2012a; Wroniak i sar., 2016b; Luzai¢ i sar., 2021). Nakon dvanaest dana vrednost Pbr bila je
201,90 mmol/kg, Sto je uvecanje od priblizno 250 puta. VVrednost Pbr na kraju ovog testa je znatno
viSa u odnosu na literaturno dostupne podatke $to je posledica masnokiselinskog sastava odnosno
visokog udela oksidabilne linolne kiseline. Takode, kao razlog mozZe se navesti i visoka polazna
vrednost Kbr (3,07 = 0,06 mg KOH/g). Naime, veci sadrzaj slobodnih MK uti¢e na oksidativnu
stabilnost budu¢i da se slobodne MK ponasaju prooksidativno (Morales i Przybylski, 2013).
Vrednost Pbr uzorka sa BHT je nakon cetiri dana ostala u zakonskim okvirima (6,41 mmol/kg), ali
je nakon dvanaest dana odredena vrednost 156,24 mmol/kg (uvecanje od 193 puta u odnosu na
polaznu vrednost).
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Slika 5.4. Vrednosti peroksidnog broja uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata rtanjskog ¢aja (a),
bosiljka (b), korijandera (c), anisa (d) i kima (e) u odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12.
dana Schaal oven testa.

Na Slici 5.4. su predstavljene vrednosti Pbr odredene Cetvrtog, osmog i dvanaestog dana
Schaal oven testa za uzorke ulja kojima su dodati biljni ekstrakti u odnosu na kontrolne uzorke.
Vrednosti Pbr uzoraka sa dodatim ekstraktima su nakon cetiri dana bile u intervalu 4,71 — 17,53
mmol/kg, nakon osmog dana 16,06 — 35,20 mmol/kg, da bi na kraju testa bile 141,85 — 186,05
mmol/kg. Nize vrednosti Pbr na kraju testa, u odnosu na uzorak kome je dodat BHT, imali su
uzorcima kojima su dodati ekstrakti rtanjskog Caja u svim koncentracijama, UZMjgo ekstrakt
bosiljka, oba tipa ekstrakta kima u koncentracijama 500 i1 1000 ppm, kao 1 ekstrakti anisa u najvisoj
koncentraciji (SE1o00 | UZMig00). Najmanje efikasni u spreavanju nastanka primarnih oksidativnih
proizvoda ulja bili su ekstrakti korijandera.

Intervali vrednosti Pbr za uzorke sa dodatkom EU nakon ¢etvrtog, osmog i dvanaestog dana
testa bili su 5,73 — 11,19 mmol/kg, 17,55 — 51,77 mmol/kg i 155,72 — 178,02 mmol/kg, redom
(Slika 5.5.). Na kraju testa najnize vrednosti su imali uzorci sa dodatkom EU rtanjskog ¢aja. Moze
se uociti da je dodatak EU, u odnosu na odgovarajuce ekstrakte, generalno imao slabiji efekat u
sprecavanju nakupljanja primarnih oksidacionih proizvoda.

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Peorksidni broj (mmol’kg)

250 250 | 500 |1000 250 | 500 | 1000

rtanjski caj bosiljak korijander kim BHT HPSU
w4 19,78 | 8,00 6,70 | 8,47 | 793 | 7,63 | 8,88 | 8,12 | 7,31 |11.,19|10.27|10,65| 9,26 | 7.92 | 5,73 | 6,41 |10,11
M8 (23,37|1922/19.63|25.07|22,87|28.05(33.,77/40.42|51,77|25.82|24.05|27.62|21.07|21.09|17.55|1922(63.38
M12(165,0|158,3|155,7|178,0(170,8| 1694 |167,9(173,2|177,3|174,7(172,6 | 167,3 |171,4(172.4|162,4 | 156,2|201,9

Slika 5.5. Vrednosti peroksidnog broja uzoraka ulja sa dodatkom EU odabranih biljnih vrsta u
odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. 1 12. dana Schaal oven testa.

Efikasnost EU i ekstrakata rtanjskog ¢aja i drugih vrsta iz roda Satureja sp. Schaal oven
testom potvrdena je u literaturi (Bandoniené i sar., 2002; Chrpova i sar., 2010; Hashemi i sar., 2012;
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Fathi i sar., 2013; Kamkar i sar., 2014; Joki¢ i sar., 2016; Tsimogiannis i sar., 2016). Ozcan i Ozcan
(2017) su Schaal oven testom u toku 28 dana utvrdili da su SE ekstrakti vrste Satureja thymbra
efikasniji u oksidativnoj stabilizaciji EDMU u odnosu na ekstrakte dobijene pomocu ultrazvuka sa
¢ime su rezultati ovog rada u saglasnosti. Takode, ovi autori su naveli da, kada je u pitanju Pbr,
nema znacajne razlike u efikasnosti medu primenjenim koncentracijama (600 1 1200 ppm) Sto su
rezultati ovog rada i potvrdili. Joki¢ i sar. (2016) su utvrdili znacajan efekat EU rtanjskog ¢aja pri
oksidativnoj stabilizaciji HPU lesnika u uslovima Schaal oven testa, za razliku od EU origana i
posebno zalfije ¢ije je EU ispoljilo prooksidativni efekat. Za razliku od navedenog, Saavedra i sar.
(2015) i Taoudiat i sar. (2020) su utvrdili da dodatak EU bogatih timolom i karvakrolom (rtanjski
Caj I Thymbra capitata) maslinovom ulju nije spreio nagomilavanje primarnih proizvoda
oksidacije izrazenih preko Pbr. Zapravo, kako su autori naveli, aromatizovano maslinovo ulje je u
toku ispitivanja imalo viSe vrednosti Pbr od nearomatizovanog uzorka odnosno ispoljilo je
prooksidativni efekat u toku 90 dana na 25 °C odnosno 140 dana pracenja parametara na
temperaturi od 60 °C. lzostanak antioksidativnog dejstva ekstrakata bosiljka pri ispitivanju
oksidativne stabilizacije ulja i masti primenom Schaal oven testa utvrdena je od strane Ayadi i sar.
(2009) i Chrpova i sar. (2010). Suprotno navedenom, Ben-Ali i sar. (2014) su utvrdili da ekstrakti
bosiljka imaju jak stabilizuju¢i efekat u slucaju rafinisanog suncokretovog ulja. Ovde je vazno
naglasiti da je re¢ o herbi bosiljka u kojoj su eugenol i karvakrol navedene kao dominantne
komponente, a koje imaju potvrdenu efikasnost u suzbijanju nastanka kako primarnih tako i
sekundarnih proizvoda oksidacije (Ruberto i Baratta, 2000; Yildiz i sar., 2021).

Literaturni podaci primene EU i ekstrakata odabranih biljaka familije Apiaceae su znatno
oskudniji kada je u pitanju ispitivanje oksidativne stabilnosti ovim testom. Farah i sar. (2015) su
ispitivali moguénost primene etanolnog ekstrakta korijandera u cilju stabilizacije HPSU i utvrdili da
je efikasnost ekstrakta korijandera u spreavanju nastanka primarnih proizvoda oksidacije zna¢ajna
i gotovo jednaka onoj koju je ostvario uzorak kome je dodat BHT. Kako su jo§ autori naveli,
dokazana antioksidativna aktivnost testiranih ekstrakata i efikasnost u stabilizaciji HPSU, u jakoj su
korelaciji sa sadrzajem fenolnih komponenti (72 mg GAE/g), koji je znacajno visi u odnosu a
sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima korijandera testiranih u ovom radu (25,32 do 44,34 mg
GAE/g). Rezultati dobijeni u ovom radu za EU korijandera, gde se pokazalo da sa porastom
koncentracije dodatog EU rastu i vrednosti Pbr, razlikuju se od onih koje su dobili Wang i sar.
(2018). Naime, autori su pokazali na primeru rafinisanog suncokretovog ulja da je najvisa
primenjena koncentracija EU (1200 ppm) zapravo i najefikasnija. Moustakime i sar. (2021) su
dokazali da je u uslovima Schaal oven testa dodatak EU anisa devi¢anskom maslinovom ulju
efikasniji nacin stabilizacije 1 aromatizacije u odnosu na klasi¢nu i ultrazvuénu maceraciju.
Efikasnost etanolnog ekstrakta anisa u odlaganju oksidativnih promena u sojinom i kukuruznom
ulju, kao i u biljnoj i animalnoj masno¢i, potvrdena je na osnovu vrednosti Pbr primenom Schaal
oven testa od strane Qasem i Al-Ismail (2004). Rezultati aktivnosti ekstrakta kima dobijeni u ovom
radu u saglasnosti su sa navodima Bamdad i sar. (2006).

Iako se dodatak ekstrakata pokazao kao efikasniji naCin prevencije nastanka primarnih
oksidacionih proizvoda u odnosu na odgovaraju¢a EU, moze se uociti da je kod svih uzoraka nagli
porast Pbr uocljiv izmedu osmog i dvanaestog dana. Ovo ukazuje da je u prvom delu ispitivanja,
nastanak i razgradnja peroksida i hidroperoksida bila gotovo podjednaka, a da je u drugom delu tj.
nakon osmog dana, formiranje i akumulacija bila intenzivnija nego razgradnja. Ovakvo ponasanje
uzoraka pri nizim temperaturama u odnosu na one koje podrazumeva Rancimat test, potvrdeno je u
literaturi (Ayadi 1 sar., 2009; Moczkowska 1 sar., 2020). Takode, na osnovu preliminarnih
ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata gde su ekstrakti bosiljka, a posebno rtanjskog caja
ispoljili superiornost u odnosu na ekstrakte anisa, kima i korijandera, u datim uslovima ispitivanja
znacajniji antioksidativni efekat je ipak izostao. Kada je u pitanju Pbr, obrazloZenje za viSe
vrednosti Pbr od o¢ekivanih moze biti i sadrzaj hlorofila u uzorcima ulja koji sadrze ekstrakte. Ovaj
pigment podleze oksidaciji formirajuci hidroperokside i hidroksi proizvode male molekulske mase
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koji dalje mogu uticati na promenu boje ulja, ali i tok oksidacije, s obzirom na to da formiraju
slobodne radikale koji mogu reagovati sa drugim komponentama (Morales i Przybylski, 2013).

5.7.2.2. Promene anisidinskog broja

Na Slikama 5.6. 1 5.7. su prikazane vrednosti Abr uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata
u odnosu na kontrolne uzorke. U toku izvodenja testa, svi uzorci su pokazali tendenciju nakupljanja
sekundarnih proizvoda oksidacije. Rezultati dobijeni nakon cetvrtog i osmog dana ukazuju na blag
porast Abr, ali se u poslednjoj fazi testa javlja nagli rast za sve uzorke.

Vrednost Abr uzorka ulja bez dodataka je od polaznih 0,23 nakon cetiri dana dostigla
vrednost od 0,37, da bi nakon dvanaest dana vrednost bila 12,40, $to je uvecanje od ~54 puta. Za
razliku od uzorka bez dodataka, uzorak sa BHT je na kraju testiranja imao vrednost od 8,85 §to je
uvecanje od 38 puta. Romani¢ i Kravi¢ (2017) su za Abr nakon 14 dana testa za HPSU
visokooleinskog tipa od polaznih 0,00 dobili 1,67, dok je vrednost u slu¢aju HPSU linolnog tipa
bila 8,3 puta visa. Vrednosti Abr dobijene nakon c¢etvrtog odnosno osmog dana testa su u
saglasnosti sa navodima Luzai¢ i sar. (2021) koji su za Abr naveli vrednosti 0,07 — 4,02 odnosno
0,46 — 7,79. Sa druge strane, promene Abr utvrdene u ovom radu za HPSU su izrazenije od onih
koje su saopstili Wroniak i sar. (2016b) i Mazaheri i sar. (2019).
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c) 4 dana ®8dana ®12dana

12,66 1237 12.69 11,78 12.40

11,15
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12,74 13,38 12,36 12,40
11,13

e) 4 dana ™8 dana ™12 dana
12,40

9,97

Slika 5.6. Vrednosti anisidinskog broja uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata rtanjskog caja (a),
bosiljka (b), korijandera (c), anisa (d) i kima (e) u odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12.
dana Schaal oven testa.

Nakon cetiri dana, vrednosti Abr za uzorke sa dodatim ekstraktima su se kretale u granicama
od 0,23 do 0,85, nakon osam dana od 0,74 do 2,33, da bi na kraju testa bile u opsegu 7,49 — 13,38.
Kada su u pitanju uzorci ulja sa EU, intervali Abr su imali sli¢ne vrednosti: 0,20 — 0,67 nakon Cetiri
dana, 1,43 — 4,34 nakon osam dana i nakon dvanaestog dana 8,48 — 14,68.
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250 | 500 |1000| 250 | 500 |1000| 250 | 500 |1000| 250 | 500 |1000| 250 | 500 |1000
rtanjski &a bosiljak korijander anig kim BHTHPSU

4 dana |0,33/0,29|0,25|0,37|0,45|0,53|0,65|0,67|0,600,45|0,27|0,20 (0,55 |0,62 (0,60 (0,40 |0,37

8 dana |1,90(1,43|2,00(2,07|2,00|2,22|1,60|1,48|1.68(1,97|1,68|1,67 |4,16 |4,34|3,50|1,33 3,89

#12 dana|10,2(8,92|8.47|11,2|11,0|10,3|13,7|14,0|14,6|12,0|11,8|11,1|12,7|12,1|10,8 (8,85 |12.4

Slika 5.7. Vrednosti anisidinskog broja uzoraka ulja sa dodatkom EU odabranih biljnih vrsta u
odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12. dana Schaal oven testa.

Moze se zakljuciti da su svi uzorci do osmog dana testiranja ostali u granicama
prihvatljivosti s obzirom na to da su vrednosti Abr bile nize od 5. U periodu izmedu osmog i
dvanaestog dana je usledio nagli porast Abr $to ukazuje na znacajnije nakupljanje sekundarnih
proizvoda oksidacije.Kao najefikasniji u stabilizaciji HPSU na osnovu vrednosti Abr odredene u
toku Schaal oven testa izdvojio se rtanjski ¢aj. Uzorci ulja sa dodatkom ekstrakata rtanjskog ¢aja,
izuzev uzorka sa SEso ekstraktom, na kraju testa su imali niZze vrednosti Abr u odnosu na uzorak sa
BHT. Najnize vrednosti imali su uzorci sa dodatim ekstraktima dobijenim SE metodom - 7,65 i
7,48, za SEsp 0dnosno SEigg. Rtanjski ¢aj je bio najefikasniji i kada je dodat u obliku EU. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa literaturnim navodima (Hashemi i sar., 2012; Tsimogiannis i sar., 2016).
Medu uzorcima sa dodatkom ekstrakata, nize vrednosti od uzorka sa BHT imali su jo§ samo uzorci
sa ekstraktom kima, i to u najviS$im koncentracijama (8,61 i 8,45, za SE1p00 | UZMjqgo, redom).
Ekstrakti anisa i1 korijandera dodati ulju u najnizim koncentracijama su ispoljili prooksidativno
dejstvo. Prooksidativno dejstvo je ispoljilo i EU korijandera u svim primenjenim koncentracijama.
Pored toga sto koncentracija EU korijandera od 1200 ppm efikasno suzbija formiranje primarnih
proizvoda oksidacije, Wang i sar. (2018) koji su na osnovu vrednosti Abr zakljucili da efikasno
suzbija i formiranje sekundarnih proizvoda i to u jacoj meri nego BHT. Farah i sar. (2015) su za
etanolne ekstrakte korijandera utvrdili vrednosti Abr nize u odnosu na kontrolu, ali je efekat
stabilizacije bio manji u odnosu na BHT.

5.7.2.3. Promene oksidativne vrednosti

OV je od polaznih 1,86 nakon cetiri dana dostigla vrednosti u rasponu od 9,66 do 35,51,
koliko su iznosile vrednosti za uzorke ulja sa dodatkom UZMigo ekstrakta rtanjskog ¢aja i SEzso
ekstrakta anisa. Nakon osam dana vrednosti su se kretale od 34,08 do 130,5, da bi na kraju testa bile
u opsegu 291,19 — 416,20. Najvise vrednosti ovog pokazatelja nakon ¢etvrtog i osmog dana imao je
uzorak bez dodataka. Vrednosti za uzorak kome je dodat BHT su bile 13,21, 39,76 i 321,32 nakon
Cetvrtog, osmog i dvanaestog dana eksperimenta.

Ranije prikazane razlike u sadrzaju primarnih i neisparljivih sekundarnih proizvoda
oksidacije, tj. razlike u vrednostima Pbr i Abr, odrazavaju se i na OV. Shodno tome, najnizu OV na
kraju Schaal oven testa imao je uzorak kome je dodat SEjggo ekstrakt rtanjskog ¢aja. Na Slikama
5.8. 1 5.9. su predstavljene OV uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata odabranih biljaka familija
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Lamiaceae (a) i Apiaceae (b) i OV uzoraka ulja sa dodatkom EU svih ispitivanih biljnih vrsta u
odnosu na kontrolne uzorke.
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Slika 5.8. Oksidativna vrednost uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakta rtanjskog ¢aja i bosiljka (a) i
anisa, kima i korijandera (b) u odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12. dana Schaal oven testa.

Rtanjski ¢aj je imao najnizu OV 1 u slucaju uzoraka sa dodatim EU (319,90 za EU dodato u
koncentraciji od 1000 ppm). Ostali uzorci su imali OV izmedu vrednosti dobijene za uzorak sa BHT
i uzorak bez dodataka, pri ¢emu su najviSe vrednosti imali uzorci sa EU korijandera pri
maksimalnoj koncentraciji (369,27) i EU bosiljka u minimalnoj koncentraciji (367,30). U slucaju
EU korijandera uocljiva je tendencija porasta OV sa porastom koncentracije dodatog EU, dok je
OV vrednost uzoraka ulja sa EU bosiljka opadala sa porastom koncentracije.

Prema literaturnim navodima, za HPSU u uslovima Schaal oven testa dobijene OV su u
najvecoj meri zavisile od masnokiselinog sastava. Romani¢ i Kravi¢ (2017) su naveli da je OV za
HPSU linolnog tipa nakon 14 dana od polaznih 7,34 dostigla vrednost od 288,92, dok je u slucaju
visokooleinskog tipa promena bila od 3,97 do svega 58,68. Izrazeno povecanje OV u slucaju
linolnog tipa ulja direktna je posledica udela linolne kiseline koja je znatno podloznija oksidaciji u
odnosu na mononezasi¢enu oleinsku. Sadrzaj linolne kiseline u ulju testiranom u ovom radu iznosi
75,8 %, dok su Romani¢ i Kravi¢ (2017) naveli 14,26 % i 62,73 % za visokooleinsko odnosno ulje
linolnog tipa. Kako je indukcioni period oleinske kiseline na temperaturi od 60 °C 700 h, a linolne
kiseline svega 24 h, ovo moze opravdati i ekstremni porast OV u ovom radu (>200 puta). Linolna
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kiselina ubrzava oksidaciju prisutne stabilnije oleinske kiseline s tim da je njen prooksidativni
efekat izrazen tek kada je prisutna u koncentraciji ve¢oj od 25 % (Picuri¢-Jovanovi¢ i Milovanovic,
2005). Luzai¢ i sar. (2021) su za HPSU 24 hidrida suncokreta u identi¢nim uslovima Schaal oven
testa naveli polazne OV u rasponu od 1,30 — 15,13, da bi vrednost nakon osam dana bile od 10,36 —
267,35. Wroniak i sar. (2016b) su za uzorak HPSU naveli promenu OV od 11,31 do 76,77 nakon
dvanaest dana s tim da je vrednost Pbr izraZzena u meq O,/kg. Efikasnost EU i etanolnog ekstrakta
rtanjskog ¢aja u sprecavanju nastanka znacajnijih oksidativnih promena na primeru rafinisanog
suncokretovog ulja i 30 % emulzije palminog ulja u vodi, potvrdili su Hashemi i sar. (2012) i
Tsimogiannis i sar. (2016).
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Slika 5.9. Oksidativna vrednost uzoraka ulja sa dodatkom EU u odnosu na kontrolne uzorke nakon
4., 8.112. dana Schaal oven testa.

5.7.2.4.Promene sadrzaja konjugovanih diena i konjugovanih triena

Polazne vrednosti Kas; 1 Ko7 za iznosile su 2,31 i 0,15. Promene K3z, u toku Schaal oven
testa za uzorak bez dodataka bile su 2,98, 13,86 i 53,12 nakon ¢etiri, osam i dvanaest dana
ispitivanja dok su vrednosti K7 iznosile 0,30, 1,05 i 2,81. Kas, i Koz za uzorak sa BHT su imali
znatno nize vrednosti u svakoj od tataka odredivanja — 2,51/0,16, 9,89/0,34 i 20,44/0,95. Porast
vrednosti K3, za uzorak bez dodataka do kraja izvodenja testa bio je 2,6 puta veci od porasta K3,
uzorka sa BHT, dok je za K7 utvrdeno da su imali 3 puta vece vrednosti. Formiranje konjugovanih
sistema u slucaju uzorka ulja bez dodataka u saglasnosti je sa rezultatima koje su za HPSU saopstili
Dimic¢ i sar. (2015) nakon Cetiri dana (0,98 — 3,03 i 0,14 — 0,48, za K3, odnosno K37) i Luzaié i sar.
(2021) nakon osam dana testa (2,51 — 20,41 i 0,29 — 1,70, za Ky3, i Kz79, redom). Romani¢ i Kravié¢
(2017) su naveli da je nastajanje Kz, pri istim uslovima u toku 14 dana bilo umereno u slucaju
HPSU visokooleinskog tipa dok je vec¢i stepen konjugacije imalo HPSU linolnog tipa. Veca
oksidativna stabilnost visokooleinskog u odnosu na linolni tip HPSU je u skladu sa
masnokiselinskim sastavom. Takode, manji sadrzaj K3, u slucaju visokooleinskog tipa ulja je 1
posledica prirode nastalih hidroperoksida. Naime, hidroperoksidi koji pokazuju apsorpcioni
maksimum na talasnoj duzini od 232 nm vode poreklo od linolne 1 linolenske kiseline, dok oni koji
poticu od oleinske kiseline nemaju efekta na povecanje apsorpcije na ovoj talasnoj duZini
(Marmesat i sar., 2009).

Promene K3, kod uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata su bile manjeg intenziteta u prvoj
fazi ispitivanja pa su se vrednosti nakon cetiri dana kretale u intervalu 2,31 — 3,32 (Slike 5.10 —
5.14.). Kod svih uzoraka je izmedu Cetvrtog i osmog dana testa doslo do porasta vrednosti za 3 — 5
puta, da bi vrednost izmedu osmog i dvanaestog dana ispitivanja uglavnom bila duplirana.
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Na kraju eksperimenta, vrednosti su se kretale od 19,68 do 29,22 koliko su iznosile vrednosti K3,
za uzorak ulja kome je dodat UZMjyggo ekstrakt anisa odnosno UZMys, ekstrakt korijandera.
Promene K37 su bile slabijeg intenziteta pa su nakon cetiri dana bile u rasponu od 0,14 do 0,25, da
bi se na kraju ispitivanja imale vrednosti od 0,42 do 1,31. Uzorci ulja sa dodatkom EU su pretrpeli
nesto intenzivnije promene tako da je sadrzaj Kys; na kraju ispitivanja bio 24,30 — 41,34 a sadrzaj
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Slika 5.10. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b) uzoraka ulja sa dodatkom
ekstrakata rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12. dana uzorke Schaal oven

testa.
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Slika 5.11. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b) Slika 5.12. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b)
uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata bosiljka u odnosu na kontrolne uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata korijandera u odnosu na kontrolne
uzorke nakon 4., 8. i 12. dana uzorke Schaal oven testa. uzorke nakon 4., 8. i 12. dana uzorke Schaal oven testa.
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Slika 5.13. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b) Slika 5.14. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b)
uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata anisa u odnosu na kontrolne uzoraka ulja sa dodatkom ekstrakata kima u odnosu na kontrolne
uzorke nakon 4., 8. i 12. dana uzorke Schaal oven testa. uzorke nakon 4., 8. i 12. dana Schaal oven testa.
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Na slikama 5.10. — 5.14. graficki su prikazane promene sadrzaja K3, i Ko7pu toku izvodenja
Schaal oven testa. Na kraju ispitivanja svi uzorci ulja sa dodatkom ekstrakata kima su imali
priblizan sadrzaj K3, kao uzorak sa BHT i UZMjgo ekstraktom anisa za koji je utvrdeno da je imao
minimalni sadrzaj ovih primarnih proizvoda oksidacije. Vrednosti K3, za ekstrakte kima su se
kretale u uskom rasponu od 19,96 do 20,62 pri ¢emu nije bilo znacajnije razlike izmedu testiranih
koncentracija ekstrakata i metode kojom su dobijeni. U slu¢aju uzoraka sa ekstraktom anisa sadrzaj
K232 se razlikovao u zavisnosti od primenjene koncentracije. Kao najslabiji u sprecavanju
oksidativnih promena i u slucaju Koz, 1 Ky pokazali su se ekstrakti korijandera koji su potvrdili
ranije iznete rezultate o nagomilavanju primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije dobijenih pri
ovom testu oksidativne stabilnosti.

Za razliku od dodatka ekstrakata kod kojih su minimalne vrednosti K3, bile bliske onoj koja
je zabelezena za uzorak sa BHT, dodatak EU je bio manje efikasan u suzbijanju formiranja
konjugovanih sistema, pa su vrednosti za K3, na kraju ispitivanja bile znatno vise (Slika 5.15.). EU
kima se pokazalo kao najefikasnije u suzbijanju oksidativnih promena, dok je EU korijandera imalo
najvece vrednosti kako Kz, tako i Kazp.

LU

50 | 500 |1000| 250 | 500 |1000| 250 | 500 [1000] 250 | 500 [1000| 250 | 500 [ 1000
rtanjski Caj bosiljak korijander anis kim BHTHPSU
4dana (2.89(291(2.71(2,71|2,80(2.44(3.01|2,88(2.88(2.73(2.59(2.61|2,79(2,77|2,60(2.51|2,98
"8 dana |14.81(13.02/12.13/12.85/11.99/12.18|13.15/12,96|13.64|9.67 [11.48|13.21/13.67|12.86/11.95/9.89 |13.86
® 12 dana|33.10{32.,43(29,2829.54(27.,83|26.32|41.34/36.00/36.09{30.6027,71|27.9730,25(28,87/24.30(20,44/53.12

250 | 500 (1000 250 | 500 |1000| 250 | 500 [1000| 250 | 500 1000 250 | 500 1000

rtanjski Caj bosiljak korijander anis kim BHTHPSU
4 dana |0.27|0.26 |0.22/0.23|0.26|0.21|0.38/0.37/0,21|0.32/0.27/0.21|0.26|0,180.16|0.16|0.30
8 dana [0.56|0.51/0.47|0,63|0.60(0.49/0.78/0.77|0.76 |0.51|0.58/0.63|0.61|0.57|0.,64|0.34|1.05
®m12dana|2.00(1.87(141(1.53|147(140(199|1.77(1.56|1.56/147|143|1,51|/1.40|1.38(0.95|2.81
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Slika 5.15. Vrednosti konjugovanih diena (a) i konjugovanih triena (b) uzoraka ulja sa dodatkom
EU ispitivanih biljnih vrsta u odnosu na kontrolne uzorke nakon 4., 8. i 12. dana Schaal oven testa.

Razliciti stepen efikasnosti ekstrakata biljnih vrsta iz roda Satureja sp. i Ocimum sp. u
sprecavanju formiranja konjugovanih sistema potvrdena je u literaturi (Bandoniené 1 sar., 2002;
Ayadi i sar., 2009; Ben-Ali i sar., 2014; Ozcan i Ozcan, 2017; Salaj i sar., 2020; Taoudiat i sar.,
2020).
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5.7.3. Rezultati DSC metode

Oksidativna stabilnost ulja u ovom radu ispitana je i DSC metodom koja je ujedno i najcesce
primenjivana metoda termalne analize. Ovim delom ispitivanja oksidativne stabilnosti obuhvaceni
su uzorci ulja kojima su dodati ekstrakti i EU u najvisoj koncentraciji (1000 ppm) kao i uzorak ulja
bez dodataka (HPSU). Primenjen je neizotermni rezim sa brzinom zagrevanja od 10 °C/min.
Rezultati DSC merenja su prikazani kao pocetna temperatura oksidacije (OOT, Oxidation Onset
Temperature) koja je odredena ekstrapolacijom sa DSC termograma kako je prikazano na Slici
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Slika 5.16. Deo DSC termograma koji ukazuje na OOT i pik oksidacije HPSU bez dodataka.

Rezultati DSC merenja za odabrane uzorke su se kretali u intervalu 156,3 — 166,8 °C (Slika
5.17.). OOT kontrolnog uzorka ulja bez dodataka je bila 157,1 + 0,1 °C. Samo dva uzorka su imala
OOT neznatno nizu od kontrolnog — uzorak sa dodatkom EU rtanjskog ¢aja (156,4 °C) i uzorak sa
dodatkom EU korijandera (156,3 °C) $to ukazuje na slabo prooksidativno dejstvo. Kao §to je to bio
slucaj sa drugim testovima ispitivanja oksidativne stabilnosti, ekstrakti su se pokazali kao efikasniji
u odlaganju oksidativnih promena u odnosu na EU. Kod uzoraka sa dodatim ekstraktima oksidacija
je nastupila kasnije odnosno na visoj temperaturi. Najvisu OOT je imao uzorak sa SE ekstraktom
rtanjskog ¢aja (166,8 °C), dok je uzorak sa dodatkom EU bosiljka imao najveéu oksidativnu
stabilnost medu testiranim uzorcima sa dodatkom EU (160,8 °C).
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Slika 5.17. Rezultati oksidativne stabilnosti odabranih uzoraka ulja dobijeni DSC metodom.
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Jedna od prednosti primene neizotermnog rezima DSC metode za ispitivanje oksidativne
stabilnosti HPU koji je primenjen u ovom radu je kraCe vreme trajanja analize (Mici¢, 2016).
Medutim, prema literaturnim navodima, izotermni rezim merenja je ¢eS¢e u primeni (Ciemniewska-
Zytkiewicz i sar., 2014; Ratusz i sar., 2016, 2018; Rozanska i sar., 2019). Symoniuk i sar. (2018) su
za 27 HPU izotermnim rezimom utvrdili IP u intervalu od 14,47 do 102,84 min, koliko su iznosili
za uzorak HPU lana, odnosno suncokreta. Takode, autori su ukazali na jaku pozitivnu korelaciju IP
sa sadrzajem MUFA, kao i jaku negativnu korelaciju sa sadrzajem PUFA. Kako je medu PUFA
linolenska kiselina pokazala veéi uticaj od linolne, otuda i ovako niska vrednost IP za HPU lana
(udeo linolenske kiseline >50 %). Jaku zavisnost oksidativne stabilnosti od masnokiselinog sastava
uzoraka potvrdili su Qi i sar. (2016) na primeru rafinisanih ulja. Autori su neizotermnim reZimom
sa brzinom zagrevanja od 10 °C/min izmerili vrednosti OOT u intervalu od 175,0 do 221,5 °C,
koliko su iznosile za ulje Safranike odnosno palmino ulje. OOT suncokretovog ulja je bila visa od
OOT dobijene u ovom radu pri istim uslovima odredivanja (182,5 °C).

Rezultati DSC merenja dobijeni u ovom radu ukazuju na manju oksidativnu stabilnost u
odnosu na rezultate koje su saopstili Malvis i sar. (2019) za EDMU (190,0 — 196,9 °C), Belayneh i
sar. (2017) za HPU lanika (171 °C) i Mici¢ (2016) za ulje iz kostica maline i kupine (180,16
odnosno 186,37 °C). Sa druge strane, dobijeni rezultati DSC merenja su u saglasnosti sa rezultatima
koje su saopstili Qi i sar. (2019) za HPU badema (154,59 — 158,52 °C).

Ucinak dodatka antioksidanasa, kako prirodnih tako i sintetickih, sa ciljem odlaganja
oksidativnih promena u ulju uspe$no se moze odrediti primenom neizotermne DSC (Saldafa 1
Martinez-Monteagudo, 2013). Prema Cordeiro i sar. (2013), etanolni ekstrakti zac¢inskog bilja nisu
pokazali znacajniji antioksidativni efekat u stabilizaciji HPU soje koji se mogao ocekivati na
osnovu preliminarnih ispitivanja antioksidativnosti. Etanolni ekstrakt korijandera je prema
rezultatima Rancimat testa pokazao prooksidativno dejstvo dok se prema PDSC merenjima u
izotermnom rezimu ucinak u stabilizaciji bio neznatan. Uticaj etanolnih ekstrakata biljaka familije
Lamiaceae (origana, marjorana i timijana) na oksidativnu stabilnost rafinisanog suncokretovog i
sojinog ulja, ispitivali su Koztowska i Gruczynska (2018). U neizotermnom rezimu DSC merenja,
sa brzinom zagrevanja od 10 °C/min, suncokretovo ulje je imalo vrednost OOT 167,84 °C dok je
vrednost sojinog ulja bila nesto visa (170,62 °C). Najveci uticaj na porast vrednosti OOT u slu¢aju
suncokretovog ulja imao je dodatak origana (OOT g o79 = 170,53 °C), dok je u slu¢aju sojinog ulja to
bila kombinacija origana i timijana (OOT 0150%+0,015% = 177,84 °C). Tohma i Turan (2015) su DSC
merenjem u izotermnom rezimu na temperaturi od 150 °C dobili znacajne razlike u duZzini IP za
rafinisano ulje lesnika sa dodatkom EU i etanolnog ekstrakta ruzmarina pri koncentraciji od 1000
ppm (30,27, odnosno 45,94), dok su Mici¢ i sar. (2021) takode pri izotermnim uslovima (140 °C)
pokazali da vise koncentracije EU ruzmarina mogu imati negativan uticaj na oksidativnu stabilnost
rafinisanog suncokretovog ulja.

Tabela 5.16. Koeficijenti korelacije izmedu DSC testa, primenjenih testova za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti, TPC i TFC.

DPPH FRAP p-CB HPMC TPC TFC
DSC 0,762 0,741 0,566 0,737 0,715 0,597

“boldirane vrednosti se razlikuju od 0 na nivou znacajnosti a = 0,05.

Rezultati DSC merenja, primenjenih testova za ispitivanje antioksidativnog dejstva, kao i
merenja TPC i TFC pokazali su umerenu do jaku pozitivnu korelaciju (Tabela 5.16.). Dobijeni
rezultati ukazuju na jacu korelaciju DSC testa i TPC (r = 0,715) u odnosu na TFC (r = 0,597). B-CB
test, koji je pokazao umerenu Kkorelaciju sa pojedinim testovima za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti, takode umereno korelise sa DSC testom (r = 0,566). Kao i kod ostalih testova
primenjenih za ispitivanje oksidativne stabilnosti, EU su imala slabiji stabilizuju¢i efekat u odnosu
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na odgovarajuée ekstrakte. Ponasanje EU na visokim temperaturama koje su primenjene u ovom
testu moZze se opravdati njihovom termolabilnoscu.

U literaturi se mogu naci podaci o ispitivanju termickih karakteristika EU metodama termalne
analize koje ukljuCuju i neizotermni rezim DSC (Martins i sar., 2011; Monteiro i sar., 2011;
Hadaruga i sar., 2014; Mici¢ i sar., 2019; Chambre i sar., 2020; Mici¢ i sar., 2021). Mici¢ i sar.
(2019) su ispitivanjem EU korijandera i zalfije u neizotermnom reZimu sa brzinom zagreva od
5 °C/min utvrdili da isparavanje oba EU pocinje na sobnoj temperaturi, ali da je ve¢ pri temperaturi
od 110 °C najve¢i deo EU korijandera ispario. Isparavanje EU Zzalfije se nastavlja i pri viSim
temperaturama i potpuno je zavrSeno na temperaturi ~ 160 °C. Kao uzrok ovome autori navode
prisustvo manje isparljivih komponenti kao i kompleksniji sastav EU zalfije u odnosu na EU
korijandera koje je slicnog sastava kao i EU ispitivano u ovom radu.

5.8. Sestomese¢no pracenje promena parametara oksidativnog statusa uzoraka
HPSU sa dodatkom etarskih ulja i ekstrakata

Pored testova koji su zasnovani na ubrzanom starenju ulja, uticaj EU i ekstrakata odabranih
biljaka ispitan je i u blazim uslovima skladiStenja. Uzorci pripremljeni na istovetan nacin kao i za
testove oksidativne stabilnosti, za ovaj deo ispitivanja su skladisteni na sobnoj temperaturi, bez
prisustv svetlosti u toku Sest meseci. Uzorci su periodi¢no mesani i otvarani radi uzimanja dela
uzorka za analize. Na mese¢nom nivou su praceni parametri oksidativnog statusa (Pbr, Abr, OV,
K232 1 Ka7p).

5.8.1. Promene peroksidnog broja

Vrednost Pbr za uzorak ulja bez dodataka je od polaznih 0,81 mmol/kg nakon Sest meseci
dostigao vrednost od 13,95 mmol/kg, dok je uzorak sa dodatkom BHT na kraju eksperimenta imao
znacajno nizu vrednost (8,84 mmol/kg). Bez obzira na razliku, oba uzorka su nakon Sest meseci
imala vrednost vecu od zakonski dozvoljene s tim da su je dostigli nakon cetiri odnosno pet meseci
skladiStenja. Dobijena vrednost Pbr za uzorak bez dodataka nakon cetiri meseca bila je visa od one
koju su utvrdili Poiana i sar. (2009) za HPSU (14,08 meq O/kg) i istovremeno niza od vrednosti
koju su za HPU suncokreta i repice naveli Wroniak i sar. (2016b) za period nakon Sest meseci
(42,31 i 36,04 meq Oy/kg). Martin-Polvillo i sar (2004) su u identi¢nim uslovima ispitivanja za
linolni tip suncokretovog ulja, od polaznih 8 meq O,/kg nakon 175 dana naveli vrednost Pbr od 181
meq O/kg, dok je visokooleinski tip ulja bio otporniji na oksidaciju i u istom periodu od polaznih 3
meq O,/kg dostigao vrednosti od 44 meq O,/kg. Iako sli¢nog masnokiselinskog sastava kao ulje
koriS¢eno za ispitivanje u ovom radu, za HPU lana 1 maka pri istim uslovima skladiStenja utvrdena
je znatno slabija tendencija rasta Pbr (Prescha i sar., 2014). Sa druge strane, dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa literaturnim navodima za sirovo suncokretovo ulje skladiSteno u toku Cetiri meseca na
temperaturi od 40 °C (Tasan i sar., 2011).

Uzorci sa dodatkom ekstrakata su na kraju eksperimenta imali vrednosti Pbr u granicama od
8,41 do 13,74 mmol/kg koliko su iznosili za uzorke sa dodatkom UZM gy ekstrakta rtanjskog ¢aja
odnosno SEys ekstrakta korijandera (Tabela 5.17.). Zakonski limit od 7,5 mmol/kg uzorci ulja sa
dodatkom ekstrakata su dostigli nakon pet meseci, izuzev uzoraka ulja sa dodatkom UZM
ekstrakata korijandera za koje se pokazalo da imaju vecu vrednost od dozvoljene ve¢ nakon Cetiri
meseca. Kao najefikasniji u suzbijanju nastanka primarnih proizvoda oksidacije pokazali su se
ekstrakti rtanjskog ¢aja i bosiljka $to je u saglasnosti sa literaturnim navodima (Dolati i sar., 2016;
Arawande, 2018; Salaj i sar., 2020; Odeh i sar., 2021). Uzorci sa dodatkom pomenutih biljaka su na
kraju ispitivanja imali vrednost Pbr nizu od uzorka sa BHT (8,42 i 8,49 mmol/kg za uzorak sa
ekstraktom UZM g rtanjskog ¢aja odnosno SEjgp bosiljka).
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Tabela 5.17. Promene vrednosti peroksidnog broja uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata u
odnosu na kontrolne uzorke skladiStenih na sobnoj temperaturi u toku 6 meseci.

Tip i koncentracija dodatog ekstrakta/EU Vreme skladiStenja (meseci)
1 2 3 4 5 6
Rtanjski ¢aj
SEsg 100 223 461 7,28 10,94 13,46
SE=m 119 252 343 403 9,62 1216
SE1000 058 141 331 337 10,22 10,30
UZM s 0,74 1,75 468 6,23 11,89 11,00
UZMsqg 0,75 180 2,83 480 8,71 984
UZM 1900 058 136 2,12 442 958 8,41
EU5s50 124 274 4,67 7,55 13,29 10,51
EUsq0 105 1,05 354 6,61 11,25 10,05
EU1000 105 1,15 259 6,13 11,14 9,26
Bosiljak
SEs 0,72 2,26 4,88 467 9,85 11,53
SEsp0 0,78 0,87 2,83 503 12,22 10,60
SE 1000 0,86 1,13 260 299 763 8,49
UZM s 1,12 3,05 4,54 5,25 10,72 13,70
UZMsqq 1,32 191 454 437 10,69 10,42
UZM 1900 126 168 507 514 1090 941
EUxs 163 2,75 398 7,23 12,15 11,67
EUsq0 162 162 4,07 6,70 12,65 10,93
EU 1000 1,31 141 434 6,60 1248 10,13
Korijander
SE s 2,04 289 4,44 598 12,34 13,74
SEsq0 159 169 3,13 7,06 11,48 13,63
SE 1000 157 263 445 6,04 12,73 12,18
UZM s 1,88 324 547 8,92 13,29 13,05
UZMsqg 166 1,74 6,72 9,98 16,72 13,05
UZM1g00 1,37 300 6,33 7,78 13,65 12,69
EU5s50 0,92 325 500 7,64 1293 10,87
EUsq0 0,93 0,93 6,16 7,27 14,28 10,43
EU1000 098 198 503 7,36 1248 10,26
Anis
SE s 142 180 4,08 583 11,12 13,29
SEsqo 069 191 2,71 471 9,36 1145
SE 1000 1,17 121 285 431 10,99 10,40
UZMys 0,81 136 363 532 1345 10,85
UZMsq 144 163 462 485 971 10,79
UZM 90 1,14 140 5,15 488 9,43 10,47
EU,s50 1,19 265 4,39 747 15,04 12,40
EUsq0 129 129 490 581 10,24 11,01
EU1000 1,06 210 4,42 6,97 13,05 11,23
Kim
SEs 1,33 1,84 4,04 5,07 9,15 13,20
SEsqg 145 142 329 566 947 12,58
SE 1000 122 223 288 505 851 1242
UZM s 181 249 3,64 565 12,03 11,82
UZMsqg 215 192 3,75 531 9,87 11,75
UZM g0 134 224 321 596 10,01 11,83
EU5s50 165 2,79 433 7,88 12,22 11,20
EUsq0 0,90 090 4,27 7,41 10,85 10,78
EU 1000 1,08 2,13 524 7,48 12,14 10,02
BHT 099 127 2,70 475 766 8,84
HPSU 188 245 449 8,02 11,01 13,95
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Interval vrednosti Pbr uzoraka ulja sa dodatkom EU na kraju eksperimenta je bio 9,26 — 12,40
mmol/kg (Tabela 5.17.). Za ove uzorke moze se zakljuciti da su ostali stabilni do petog meseca
ispitivanja s tim da su tri uzorka pri najnizoj koncentraciji dodatog EU nakon cetiri meseca imala
vrednosti bliske grani¢noj (7,55, 7,64 i 7,88 mmol/kg za EU rtanjskog ¢aja, korijandera odnosno
kima). Kao najefikasnije se pokazalo EU rtanjskog ¢aja, dok je najslabiji efekat na stabilizaciju ulja
imalo EU anisa. Uzorak ulja sa EU rtanjskog ¢aja je pri najviSoj koncentraciji na kraju ispitivanja
imao najnizu vrednost Pbr (9,26 mmol/kg), dok je Pbr za uzorke sa EU anisa nakon Sest meseci
imao vrednosti od 11,01 do 12,40 mmol/kg. Suprotno rezultatima dobijenim za uzorke sa EU anisa
u ovom istrazivanju, Odeh i sar. (2021) su za HPU lana aromatizovano komoracem, za koji je
karakteristican visok sadrzaj trans-anetola kao i za plod anisa, dobili najnize vrednosti Pbr u toku
Sest meseci skladiStenja na sobnoj temperaturi. Dodatak EU komora¢a EDMU se podjednako dobro
pokazalo u spreCavanju oksidativnih promena u toku dvanaest meseci skladiStenja na sobnoj
temperaturi kao i EU timijana sa dominantnim karvakrolom u hemijskom sastavu. Za razliku od
rezultata dobijenih u ovom eksperimentu, Assami i sar. (2016) su odmah po zavrSenom procesu
aromatizacije maslinovog ulja kimom dobili vrednosti Pbr koje su vise u odnosu na
nearomatizovano ulje.

5.8.2. Promene anisidinskog broja

Povecanje sadrzaja sekundarnih proizvoda oksidacije izrazenih preko Abr, u toku Sest
meseci skladi$tenja na sobnoj temperaturi je prisutno kod svih testiranih uzoraka. Rezultati pra¢enja
promene vrednosti Abr za kontrolne uzorke, kao i uzorke sa dodatim EU i ekstraktima, dati su u
Tabeli 5.18. Za testirane uzorke se moze uociti razli¢ita dinamika nagomilavanja neisparljivih
aldehida. Medutim, ni pri najve¢em uvecanju Abr koje je zabelezeno kod uzorka sa UZMjono
ekstraktom anisa, gde je vrednost nakon Sest meseci bila 5,35 puta veca od polazne, Abr nije bio
van prihvatljivih vrednosti za HPU. Abr uzorka bez dodataka je od polaznih 0,23 dostigao vrednost
od 0,69, dok je Abr uzorka sa BHT uvecan 2,35 puta i na kraju Sestomesecnog pra¢enja imao
vrednost 0,54. Uveéanje Abr za uzorak bez dodataka je u saglasnosti sa navodima Wroniak i sar.
(2016b), dok su Prescha i sar. (2014) i Dedebas i sar. (2020) za Sest odnosno dvanaest meseci
utvrdili manji porast vrednosti Abr za HPU sli¢nog masnokiselinog sastava. Vrednosti Abr za HPU
masline, susama i suncokreta u toku skladistenja od tri meseca kretale su se u intervalima 6 — 7,45,
0,26 — 1,451 2,5 - 3,4, redom (Sadeghi i sar., 2019).

Vrednosti Abr uzoraka sa dodatkom ekstrakata su na kraju ispitivanja bile u opsegu od 0,42
do 1,23 dok je za uzorke sa dodatkom EU interval bio nesto uzi (0,58 — 1,15). NajniZe vrednosti
Abr nakon Sest meseci, ujedno i bliske onoj koju je imao uzorak sa BHT, imali su uzorci sa
dodatkom SEsp ekstrakta rtanjskog ¢aja (0,42), UZMigoo ekstrakta kima (0,54) i EU kima pri
maksimalnoj koncentraciji (0,58).

lako je u slucaju ekstrakta rtanjskog Caja zabeleZena najniza vrednost Abr, sa porastom
koncentracije dodatog ekstrakta uocen je porast sadrzaja sekundarnih proizvoda i to samo u slucaju
SE ekstrakata. Abr za uzorke sa dodatkom ekstrakta kima imao je vrednosti u intervalu od 0,54 do
0,86. Vrednosti Abr uzoraka sa dodatkom ekstrakta bosiljka su takode bile niske i kretale su se u
intervalu od 0,66 do 0,81, dok su najviSe vrednosti zabelezene za uzorke sa dodatkom ekstrakta
anisa. Pored EU kima, koje je primenjeno u najviSoj koncentraciji imalo efekat koji se nije znacajno
razlikovao od BHT, EU bosiljka se pokazalo kao efikasno u suzbijanju nastanka sekundarnih
proizvoda oksidacije. Interval vrednosti Abr u slu¢aju uzoraka sa dodatkom EU kima bio je 0,58 —
0,88, dok su uzorci sa dodatkom EU bosiljka imali vrednosti Abr u rasponu od 0,68 — 0,86.
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Tabela 5.18. Promene vrednosti anisidinskog broja uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata u
odnosu na kontrolne uzorke skladiStenih na sobnoj temperaturi u toku 6 meseci.

Vreme skladiStenja (meseci)
1 2 3 4 5 6

Tip i koncentracija dodatog ekstrakta/EU

Rtanjski ¢aj
SE s 044 0,44 030 0,38 0,47 042
SEsq 0,40 0,38 0,38 041 0,556 0,64
SE1000 0,20 0,15 0,23 0,23 0,71 1,05
UZMsg 0,37 0,38 0,31 0,43 0,54 0,84
UZMspo 0,31 0,33 041 048 062 0,85
UZM 1000 0,30 0,34 0,28 052 0,79 0,79
EUs0 0,46 051 0,68 0,70 0,88 0,94
EUsqo 0,60 0,69 0,70 0,73 0,81 0,81
EU1000 0,71 0,72 0,71 0,75 081 0,72
Bosiljak
SEs 0,29 0,29 035 0,50 0,67 0,78
SEsgo 0,27 0,29 0,31 041 069 0,82
SE 1000 0,33 0,26 0,27 0,40 0,61 0,80
UZM,so 0,30 0,31 0,44 061 062 081
UZMs 0,27 0,29 045 0,63 081 0,69
UZM 100 0,23 0,33 041 064 082 0,66
EU.x 0,47 044 036 0,79 081 0,86
EUsqo 042 045 058 0,71 0,79 0,80
EU1000 0,36 0,48 0,67 064 0,76 0,68
Korijander
SE s 042 053 0,84 0,88 092 111
SEsgo 042 053 0,90 0,82 091 0,99
SE1000 0,33 051 0,9 0,78 0,89 1,02
UZMsg 0,18 0,38 0,67 0,74 0,91 0,97
UZMs 0,33 041 059 0,68 0,90 0,93
UZM 1000 0,30 054 062 065 087 0,89
EU2s0 0,36 0,43 0,67 0,72 092 0,99
EUsoo 041 049 051 0,73 0,89 091
EU1000 048 051 060 0,70 0,77 0,78
Anis
SEs 041 041 031 05 0,73 0,81
SEsq 043 044 047 059 0,67 0,99
SE1000 0,39 040 0,74 0,79 089 113
UZM s 0,46 048 050 0,74 081 0,96
UZMso 041 043 056 0,69 0,78 1,01
UZM 000 0,37 0,38 054 0,72 098 123
EU,s 055 066 0,72 082 082 1,15
EUsqo 049 058 0,72 0,80 0,78 1,03
EU1000 048 057 0,71 0,77 0,83 0,99
Kim
SEs 0,29 0,31 0,29 0,56 0,71 0,86
SEsgo 0,25 0,31 0,33 0,58 0,69 0,74
SE 1000 0,19 0,28 0,39 057 061 0,65
UZM,so 0,28 0,30 0,32 0,46 059 0,79
UZMs0 0,31 0,38 044 0,49 0,57 0,63
UZM 100 0,32 0,37 042 051 055 0,54
EU,5 0,53 061 068 0,74 085 0,88
EUso0 051 059 0,63 0,67 0,72 0,76
EU1000 0,42 057 058 066 068 0,58
BHT 044 046 055 0,88 051 054
HPSU 0,60 0,60 049 0,44 0,68 0,69
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1z prikazanih rezultata je uoc€ljiv izostanak jaceg stabilizujuceg dejstva rtanjskog ¢aja koji se u
testovima oksidativne stabilnosti ulja pokazao kao najdelotvorniji. Posmatrajuc¢i vrednosti Pbr i Abr
u toku SestomeseCnog pracenja, rtanjski ¢aj se pokazao kao efikasniji u suzbijanju nastanka
primarnih nego sekundarnih proizvoda oksidacije $to je u saglasnosti sa navodima Ruberto i Baratta
(2000). Izrazenije antioksidativno dejstvo bosiljka u uslovima niZe temperature je u saglasnosti sa
navodima Ayadi i sar. (2009). Moze se zakljuciti da efikasnost odredenog antioksidansa ne zavisi
samo od nacina izolovanja aktivnih komponenti, njihovog sadrzaja, strukture i polarnosti ve¢ i
karakteristika lipidnog sistema odabranog za ispitivanje i uslova kojima su uzorci izlozeni (Anwar i
sar., 2006; Gramza-Michalowska i sar., 2011; Soldo i sar., 2019; Salaj i sar., 2020).

5.8.3. Promene oksidativne vrednosti

U Tabeli 5.19. su prikazane promene OV uzoraka ulja skladiStenih na sobnoj temperaturi u
toku Sest meseci. S obzirom na to da se na OV direktno odrazava sadrzaj primarnih i sekundarnih
proizvoda oksidacije, oni uzorci koji su znacajnije podlegli oksidacionim promenama imace 1 vise
vrednosti za OV i obrnuto. Uzorak ulja bez dodataka je od polaznih 1,86 nakon mesec dana imao
uvecanje OV od 2,34 puta (4,36) da bi na kraju ispitivanja imao vrednost 28,58 (uveéanje od 15,36
puta). Uzorak sa dodatim BHT je nakon mesec dana skladistenja imao OV 2,42, dok je nakon Sest
meseci vrednost iznosila 18,22 §to je predstavljalo uvecanje od 1,3 odnosno 9,79 puta u odnosu na
polaznu OV. Kako navode Krdl i sar. (2021), kod svezeg i kvalitetnog ulja OV je niza od 10.
Uzorak bez dodataka je ovu vrednost dostigao izmedu treceg i Cetvrtog meseca, dok je uzorak sa
BHT nakon pet meseci imao OV tek neSto visu od grani¢ne (10,38). Nakon tre¢eg meseca
skladistenja, 33 uzorka od ukupno 45 su i dalje imala nizu vrednost od 10. Medutim, nakon cetvrtog
meseca samo je sedam uzoraka imalo vrednost manju od granicne, i to su bili uzorci sa dodatkom
ekstrakata u viSim koncentracijama.

Interval OV za uzorke sa dodatkom ekstrakata nakon Sest meseci je bio 17,61 — 28,58 dok je
za uzorke sa dodatkom EU iznosio 19,25 — 25,95. Uzorak ulja sa dodatkom SEjs, ekstrakta
korijandera je na kraju ispitivanja imao OV vrednost identi¢nu uzorku bez dodataka dok su ostali
uzorci imali vrednosti izmedu OV vrednosti uzorka bez dodataka i uzorka sa BHT (18,22 — 28,58).
Vrednost nizu od one koju je dobijena za uzorak sa BHT nakon $est meseci imali su samo uzorCi sa
dodatkom UZMiqq ekstrakta rtanjskog ¢aja i SEjg0o ekstrakta bosiljka. Ispitujuci oksidativni status
HPSU i HPU repice, Wroniak i sar. (2016b) su od polaznih vrednosti 11,31 i 4,06 utvrdili OV u
visini od 87,72 odnosno 76,59 s tim da su u pitanju rezultati bazirani na Pbr izrazenom u meq
O,/kg. Za uzorke koji su skladiSteni u atmosferi azota nakon istog vremenskog perioda utvrdeni
nivoi OV bili su znatno nizi (32,31 i 31,24 za HPU suncokreta i repice, redom). HPU lesnika viSe
ispitivanih kultivara se pokazalo veoma stabilno pa su se dobijene OV nakon devet meseci
skladiStenja kretale u opsegu od 0,00 do 6,92 pri cemu je Pbr bio izraZzen u meq Oz/kg (Krdl i sar.,
2021). Zaborowska i sar. (2012) su na primeru rafinisanog suncokretovog ulja pokazali da uticaj
prirodnih antioksidanasa zavisi od temperaturnog reZima i vremena izlaganja visokoj temepraturi.
Tako su za uzorak ulja sa dodatkom ekstrakta timijana, pri temperaturi od 18 °C uocili znacajniji
porast OV nakon 22 dana skladiStenja, dok je pri temperaturi od 37 °C intenzivan porast zapazen
petnaestog dana ispitivanja. Sa druge strane, skladiStenjem uzoraka pri temperaturi od 4 °C
promene OV su bile bez statistickog znacaja. Suprotno ovim navodima, Hashemi i sar. (2011) su
naveli da se sa dodatkom EU biljke Zataria multiflora Boiss. u ¢ijem hemijskom sastavu dominiraju
karvakrol, timol i p-cimen, OV suncokretovog ulja pri temperaturi od 37 °C i 47 °C intenzivno
menja, ali da uzorak sa dodatkom EU u koncentraciji od 0,075 % pokazuje najvecu oksidativnu
stabilnost u odnosu na sve testirane uzorke ukljucujuci i onaj sa BHT.
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Tabela 5.19. Promene oksidativne vrednosti uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata u odnosu na
kontrolne uzorke skladistenih na sobnoj temperaturi u toku 6 meseci.

Vreme skladiStenja (meseci)
1 2 3 4 5 6

Tip i koncentracija dodatog ekstrakta/EU

Rtanjski ¢aj
SE,s 244 489 951 1494 2236 27,34
SEsq 2,78 541 724 847 19,80 24,96
SE 1000 135 297 684 6,96 21,16 21,65
UZM s 186 3,87 09,67 12,89 2431 2284
UZMsgg 181 394 6,07 10,08 18,04 20,53
UZM 1000 146 3,06 451 936 1995 17,61
EU,s 294 599 10,03 15,80 27,46 21,97
EUsq 2,70 2,79 7,78 13,96 23,31 20,91
EU1000 2,81 3,03 590 13,02 23,10 19,25
Bosiljak
SE s 1,73 481 10,10 9,84 20,36 23,84
SEsq0 184 202 597 1046 2513 22,02
SE 1000 2,04 253 547 6,37 1587 17,77
UZM,s 255 6,41 951 11,11 22,06 28,22
UZMsgo 290 4,11 953 938 2220 21,53
UZM;g00 2,75 3,69 1055 10,91 22,62 19,48
EU.5 3,72 593 8,32 1526 2512 24,20
EUsq 3,66 3,69 8,73 14,11 26,09 22,66
EU1000 2,99 330 9,34 13,84 2572 20,94
Korijander
SE.s 450 6,32 9,71 12,84 25,60 28,58
SEso 3,60 392 7,16 14,92 23,88 28,24
SE 1000 3,47 577 981 12,85 26,35 25,38
UZMys 3,94 6,86 11,61 1857 27,49 27,06
UZMsg 3,64 3,89 14,03 20,65 34,34 27,03
UZM 1000 3,03 6,55 13,28 16,21 28,16 26,28
EU,5 2,20 6,93 10,67 16,01 26,78 22,72
EUsq0 2,27 2,35 12,83 1527 29,44 21,77
EU1000 2,44 447 10,67 1543 25,72 21,30
Anis
SE s 3,24 401 847 1222 2296 27,38
SEsuo 181 426 589 10,02 19,39 23,89
SE 1000 2,74 283 6,43 941 2286 21,93
UZM,s 2,09 320 7,76 11,38 27,71 22,66
UZMsg 3,29 3,69 9,81 10,39 20,20 22,59
UZM 900 265 3,19 10,84 10,47 19,85 22,18
EU.5 292 596 950 15,76 30,89 25,95
EUsqp 3,06 3,15 10,52 12,41 21,27 23,05
EU 1000 2,60 476 956 14,71 2693 23,45
Kim

SEjs0 295 4,00 8,37 10,71 19,00 27,25
SEsqo 3,15 3,15 6,91 11,90 19,63 25,89
SE 1000 2,64 474 6,16 10,67 17,63 25,49
UZMs 3,91 528 759 11,76 24,65 24,43
UZMsgg 462 423 795 11,10 20,30 24,13
UZM 1000 3,00 485 6,85 1243 2056 24,20
EU.s 3,83 6,20 9,34 16,49 2530 23,28
EUsq 2,30 2,38 9,18 1548 2242 22,32
EU1000 2,58 4,82 11,05 15,63 24,96 20,62
BHT 242 299 595 10,38 15,83 18,22
HPSU 436 551 947 16,48 22,70 28,58
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5.8.4. Promene konjugovanih diena i konjugovanih triena

Do nakupljanja primarnih i sekundarnih proizvoda izrazenih preko Kz, i Ky7o doslo je i u
toku Sestomesecnog skladiStenja uzoraka na sobnoj temperaturi pri ¢emu je porast apsorpcije pri
270 nm talasne duZine bilo manjeg intenziteta. Uzorak ulja bez dodataka je ve¢ nakon mesec dana
imao vrednost od 3,54 za K3, da bi na kraju ispitivanja bila skoro 5 puta veéa od polazne vrednosti
(11,16). Dinamika promene K70 je bila sporija, pa je vrednost od polaznih 0,15 na kraju ispitivanja
iznosila 0,94. Za uzorak sa dodatkom BHT nakon Sest meseci vrednosti Kasz i Ko7 Su iznosile 7,58 i
0,73. Dobijene vrednosti za K3, | Ka7g su znacajno nize u odnosu na one koje su naveli Sadeghi i
sar. (2019) za HPSU skladisteno u toku tri meseca. Istovremeno, dobijeni rezultati za K7 su visi u
odnosu na rezultate koje su saopstili Martin-Polvillo i sar. (2004) za suncokretovo ulje linolnog i
oleinskog tipa. Porast K70 za HPU linolnog tipa nakon 175 dana ispitivanja bio je sa polaznih 0,495
na 0,575 1 sa 0,419 na 0,454 u slucaju linolnog odnosno oleinskog tipa. Rabadan i sar. (2018) su
potvrdili da su promene Kz, i Ky7o na sobnoj temperaturi intenzivnije u odnosu na promene pri
nizim temperaturama. Medutim, promene koje su nastale nakon 16 meseci skladiStenja HPU
badema, oraha i pistaca su daleko slabijeg intenziteta nego Sto je to slucaj u ovom radu za Cisto
HPSU. U slu¢aju HPU lana i maka sli¢nog masnokiselinog sastava kao ulje testirano u ovom radu
(> 70 % linolne MK), za period od $est meseci utvrden je manji porast kako Ko3, tako i Ky7o, pa su
za ulje lana utvrdene vrednosti 2,53 i 0,4, dok su za ulje maka bile nesto vise (4,26 i 0,67 za K3,
odnosno K3zg) (Prescha i sar., 2014).

Dodatak kako EU tako i ekstrakata nije imao znacajnijeg uticaja na smanjenje formiranja
K2s2 ulja u odnosu na uzorak bez dodataka. Vrednosti Kjsz; nakon Sest meseci za uzorke sa
dodatkom ekstrakata kretale su se od 7,91 do 12,07 a za uzorke sa EU od 9,84 do 12,05 pri ¢emu je
jedan deo uzoraka imao visu vrednost od uzorka bez dodataka. Za razliku od K3, vrednosti Ky7o za
uzorke sa dodatkom ekstrakata su uglavnom bile niZe od uzorka sa BHT i kretale se u intervalu 0,42
— 0,76. Vrednosti Ky7o uzoraka sa dodatkom EU su se kretale od 0,55 do 1,38 pri ¢emu su uzorci sa
EU anisa i korijandera u svim primenjenim koncentracijama imali vrednost vecu od uzorka bez
dodataka.

Nastale promene Kas; i Ku7o uzoraka skladiStenih na sobnoj temperaturi u toku Sest meseci
prikazane su u Tabeli 5.20.

Tabela 5.20. Promene konjugovanih diena i konjugovanih triena uzoraka ulja sa dodatkom
EU i ekstrakata u odnosu na kontrolne uzorke skladistenih na sobnoj temperaturi u toku 6 meseci.

Vreme skladiStenja (meseci)

Tip i koncentracija
dodatog ekstrakta/EU 1 2 - 3 . 4. . > 6 L 2. 3 . 4 : > 6
Konjugovani dieni (K332) Konjugovani trieni (Kz7)
Rtanjski ¢aj
SEaso 385 485 6,03 639 787 1011|045 045 048 051 054 054
SEswo 357 457 578 589 762 941 053 044 045 050 055 0,61
SE1000 335 435 537 543 668 847 042 043 044 049 057 0,63
UZMys 340 440 652 700 882 1097|046 047 050 051 054 0,57
UZMs 316 4,16 528 631 79 938 |047 046 048 046 051 0,56
UZM00 290 390 513 552 7,02 871|047 046 048 043 046 0,45
EUzs0 351 451 591 654 746 1020|032 036 043 051 057 0,61
EUso0 339 439 589 632 7,32 999|049 045 042 057 064 0,77
EU 1000 340 440 585 604 725 984 051 053 059 066 0,78 0,88
Bosiljak
SEzso 385 485 6,11 6,49 8,09 994 |024 028 032 038 051 0,57
SEswo 354 454 576 6,14 7,74 856 {039 028 032 037 047 051
SE1000 293 393 520 537 720 791 (023 026 031 035 044 0,46
UZMys 266 366 604 732 867 1054|044 045 0,39 054 061 0,75
UZMs 287 387 599 723 854 1001|052 043 046 052 063 0,71
UZM 00 346 446 592 689 842 969 039 043 052 068 0,71 0,73
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EUzs0 411 5,11 6,72 7,78 8,36 1002|044 047 053 061 0,67 0,68
EUsq0 423 523 668 748 8,17 993|033 036 046 055 058 0,58
EU 1000 457 557 69 715 776 985|024 029 036 042 052 0,55
Korijander
SEzso 361 461 655 804 915 1189|049 05 052 052 056 054
SEswo 350 450 6,21 801 911 1158|047 047 045 051 052 055
SE 1000 352 452 600 750 900 1134|026 031 036 049 061 0,63
UZM,so 4,06 506 6,77 728 941 1207|049 05 058 042 044 0,42
UZMso 369 469 660 7,63 924 1198|044 049 051 053 057 051
UZM 00 327 427 641 765 898 1142|039 041 047 054 061 0,63
EUzs0 4,47 547 683 7,88 943 1205|088 0,83 057 091 095 0,99
EUso0 388 488 681 7,74 936 11,32|0,75 0,74 057 093 095 1,04
EU 1000 333 433 698 747 921 1066|058 06 063 093 106 1,16
Anis
SEzso 300 400 58 710 851 1043|037 036 0,39 043 057 0,76
SEsgo 281 381 565 7,00 811 1022|037 0,38 043 053 055 0,70
SE 1000 2,76 3,76 549 697 783 1004|035 043 052 056 0,64 0,68
UZMas 295 395 587 638 785 1186|037 036 0,38 054 060 0,67
UZMsgo 300 400 578 654 7,73 1114|040 041 041 051 058 0,65
UZM00 319 419 624 6,72 762 1018|051 047 043 049 053 0,65
EU2s0 381 481 635 7,28 914 1121/|0,70 0,76 0,83 0,88 0,92 0,99
EUso0 3,73 4,73 6,49 7,40 9,02 1104|099 097 089 098 099 1,01
EU1000 343 443 654 757 889 1202|115 1,18 123 131 136 1,38
Kim
SEzso 335 435 631 728 8,01 1111|040 041 045 051 042 044
SEswo 299 399 601 687 765 1057|036 039 043 048 044 0,44
SE 1000 285 385 563 612 7,00 913 {034 034 035 040 045 045
UZM,so 355 455 684 724 854 991 |048 043 040 052 055 0,58
UZMsgg 3,13 4,13 632 695 730 905|042 042 042 052 051 0,59
UZM 00 290 390 569 652 699 850|036 037 042 053 058 0,60
EUzs0 350 450 6,68 746 933 1165|056 058 053 0,65 0,71 0,76
EUs00 401 501 700 732 910 1160|063 056 055 062 0,68 0,73
EU 1000 433 533 723 728 888 1154|056 056 058 060 0,62 0,61
BHT 201 301 386 578 689 758 049 037 052 063 050 0,73
HPSU 354 454 598 7,86 10,13 11,16 |0,62 0,46 0,67 0,71 0,66 0,94

U studiji koja je bazirana na ispitivanju roka trajanja EDMU na osnovu pracenja razli¢itih
parametara oksidativnog stanja i hemijskih pokazatelja kvaliteta polaznog ulja u toku skladiStenja
uzoraka na temperaturama u rasponu od 25 — 60 °C, Conte i sar. (2020) su dosli do zakljucka da je
upravo sadrzaj sekundarnih proizvoda izrazen preko Kaizo najmerodavniji pokazatelj upotrebne
vrednosti ulja i predvidanja roka trajanja. Autori su takode ukazali na to da za uzorke koji su dobro
upakovani 1 sa ograni¢enom koli¢inom kiseonika iznad ulja u ambalaZi, sadrzaj primarnih
proizvoda oksidacije i prirodnih antioksidanasa nisu najadekvatniji indikatori roka trajanja ulja.

5.9. Senzorna ocena kvaliteta uzoraka HPSU sa dodatkom etarskih ulja i
ekstrakata

Neposredno nakon dodavanja EU i ekstrakata, uzorci su senzorno analizirani u odnosu na
kontrolni uzorak bez dodataka. Na osnovu ocena dodeljenih od strane panelista za svako ispitivano
senzorno svojstvo (boja, miris 1 ukus), izvrSena je evaluacija podataka ¢iji su rezultati dati u Prilogu
(Tabela 8.1), a graficki prikazani na Slici 5.18. Kontrolni uzorak bez dodataka je ocenjen kao
odlican sa srednjom ocenom 4,97. Izmedu uzoraka sa dodatkom EU i ekstrakata primeéena je
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odredena razlika u tom smislu da je prosecna ocena za svaki ocenjivani parametar bila visa u
slu¢aju uzoraka sa EU u odnosu na dodatak ekstrakata.

Posmatraju¢i boju kao parametar kvaliteta, interval prose¢nih ocena za uzorke sa
ekstraktima je bio 2,70 — 4,50, dok je za uzorke sa EU bio 4,40 — 5,00. Znacajna razlika koja se
javila u karakterizaciji uzoraka na osnovu ovog senzornog svojstva proizilazi iz Cinjenice da je
dodatak ekstrakata ¢ak i pri najnizoj koncentraciji doveo do promene boje, dok su uzorci sa
dodatkom EU, bez obzira na primenjenu koncentraciju, zadrzali zlatno — Zutu boju karakteristi¢nu
za HPSU S§to su panelisti ocenili pozitivno. Takode, kod odredenih uzoraka sa dodatkom ekstrakata
je primetna i pojava zamucenja, Sto je dovelo do toga da im se dodeli niza ocena. Medu uzorcima sa
dodatkom ekstrakata najviSe ocene dodeljene su uzorcima sa ekstraktom bosiljka dok su najnize
ocene imali uzorci kojima je dodat ekstrakt kima.

Ocenjujuci miris uzoraka, panelisti su u proseku dodelili nize ocene uzorcima sa ekstraktima
(interval prose¢nih ocena = 1,90 — 4,40) u odnosu na uzorke sa EU (interval prosecnih ocena 2,70 —
5,00). Diskretan, prijatan, svez miris koji je harmonizovan sa mirisom HPSU imali su uzorci ulja sa
EU korijandera, rtanjskog ¢aja i bosiljka. Uzorci sa dodatkom EU bosiljka u koncentraciji od 250
ppm i 500 ppm, kao i korijandera od 1000 ppm se na osnovu mirisa kao senzorne karakteristike nisu
statisticki znacajno razlikovali od uzorka ulja bez dodataka. Kako su ovim uzorcima dodeljene
najvise ocene za miris kao senzorno svojstvo, moze se zakljuciti da je dodatak biljaka sa linalolom
kao glavnom komponentom EU bio najbolje prihvacen od strane panelista. Sa druge strane, uzorci
sa EU anisa su bili ocenjeni najnizim ocenama od svih testiranih uzoraka.

Na osnovu ukusa, uzorcima sa dodatkom ekstrakata dodeljene su ocene u rasponu od 2,88 —
4,63, dok je raspon ocena za uzorke sa EU za isto senzorno svojstvo bio 2,63 — 5,00. lako je kod
svih uzoraka ostao dominantan ukus na sirovinu, u slucaju uzoraka sa ekstraktima u najnizoj
koncentraciji dodatak za pojedine uzorke je bio neprepoznatljiv. Kod uzoraka kojima su u najvecoj
koncentraciji dodata EU, ukus je ocenjen kao previse intenzivan.

Na osnovu prosecnih ocena ispitivanih senzornih svojstava dobijena je srednja ocena uzorka
koja je u slu€aju uzoraka sa dodatkom ekstrakata imala vrednosti od 3,04 do 4,32, dok je interval
srednjih ocena uzoraka sa EU bio 3,34 — 4,90. Ovo ukazuje da su uzorci sa dodatkom ekstrakata
kategorisani kao dobri do vrlo dobri, dok su uzorci sa EU ocenjeni kao vrlo dobri do odli¢ni.
Takode, sabiranjem dodeljenih prose¢nih ocena za analizirana senzorna svojstva dobijen je i ukupan
broj bodova koji predstavlja vrednosnu senzornu ocenu uzorka. Kao i prose¢na ocena za pojedina
senzorna svojstva, i vrednosna senzorna ocena za uzorke sa ekstraktima je bila niza (9,13 — 12,95) i
u kategoriji ,,joS uvek prihvatljiva® do ,,dobra“ u odnosu na uzorke sa EU koji su kategorisani kao
,jo$ uvek prihvatljivi“ do ,,0dli¢ni“ (10,03 — 14,70). Najnize vrednosne ocene imali su uzorci sa
dodatkom UZMsg, korijandera i EUjsp anisa a najviSe uzorci sa EUsy I UZMsg ekstraktom
bosiljka.

Visoka prihvatljivost aromatizovanih ulja bosiljkom od strane panelista 1 potroSaca
potvrdena je u literaturi (Ayadi i sar., 2009; Angar i Giimiiskesen, 2011; Baiano i sar., 2016).
Suprotno rezultatima dobijenim u ovom radu, Benkhoud i sar. (2021) su naveli da je najvecu
prihvatljivost od strane potrosaca imalo EDMU sa dodatkom EU komoraca koje je po hemijskom
sastavu slicno EU ploda anisa upotrebljenog u ovom radu. Takode, EDMU aromatizovano EU
timijana u ¢ijem sastavu dominira karvakrol, pokazalo se kao manje prihvatljivo od strane potrosaca
usled jakog nadrazujuceg mirisa. Rezultati dobijeni u ovom radu za uzorke sa EU korijandera koji
ukazuju na veoma dobru prihvatljivost aromatizovanog HPSU od strane panelista, u saglasnosti su
sa literaturnim navodima (Wang i sar., 2018).
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Slika 5.18. Rezultati senzorne analize uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata rtanjskog caja (a),
bosiljka (b), korijandera (c), anisa (d) i kima (e).
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5.10. Instrumentalno odredivanje boje uzoraka

Odredivanjem promene boje u toku skladiStenja se na efikasan nacin moze pratiti promena
kvaliteta ulja (Moczkowska i sar., 2020). Do promene boje ulja dolazi neminovno u toku
skladiStenja i zagrevanja, a nastale promene su jaceg ili slabijeg intenziteta u zavisnosti od
hemijskog sastava kao i uslova skladiStenja odnosno upotrebe. Reakcije oksidacije, polimerizacije,
izomerizacije i hidrolize, ali i druge hemijske reakcije ¢iji su hemijski mehanizmi manje poznati,
vode povecanju viskoziteta i promeni parametara boje ulja (Maskan, 2003).

Boja uzoraka ulja sa dodatkom EU i ekstrakata je ocenjena primenom instrumentalne CVS
tehnike. O prednostima CVS tehnike u odnosu na druge instrumentalne metode kao brze,
pouzdanije, nedestruktivne i ekonomiéne postoje literaturni navodi (Wu i Sun, 2013; Tomasevi¢ i
sar., 2019; Milovanovic i sar., 2021a, 2021b; Meenu i sar., 2021). Odredivanje boje izvrSeno je tri
puta: neposredno nakon dodatka EU i ekstrakata, nakon tri i Sest meseci skladiSenja na sobnoj
temperaturi bez uticaja svetlosti. Rezultati odredivanja su prikazani kao ukupna promena boje
uzoraka izrazena kao TCD (Total Colour Difference), nastala dodatkom EU i ekstrakata, kao i u
toku procesa skladiStenja u odnosu na kontrolni uzorak (Maskan, 2003). Kategorizacija uzoraka na
osnovu vrednosti TCD prikazana je u Tabeli 5.21. Pored ukupne promene boje, odredeni su i indeks
zute boje (Y1) i indeks posmedivanja (BI) (Hirschler, 2012). Rezultati ispitivanja prikazani su u
Tabelama 5.22., 5.23. i 5.24. i oznaceni indeksima 0, 3 i 6 za momenat ispitivanja nakon dodatka
EU i ekstrakata odnosno nakon 3 i 6 meseci.

Tabela 5.21. Kategorizacija vrednosti TCD u odnosu na kontrolu (Sikorska i sar., 2007).

Vrednost TCD Oznaka kategorije
>3 boja uzorka se znaéajno razlikuje od boje kontrolnog uzorka
15<TCD<3 boja uzorka se razlikuje
TCD<15 boja uzorka se malo razlikuje

Dodatak BHT je izazvao ukupnu promenu boje ulja u vrednosti od 1,69. Vrednosti TCD
kontrolnog uzorka HPSU i uzorka sa BHT se nakon tri meseca skladiStenja nisu statisticki znacajno
razlikovale, dok je nakon sest meseci razlika bila znacajna. Kontrolni uzorak je u toku skladi$njenja
pretrpeo odredene promene boje koje su za period nakon tri meseca iznosile 10,07, a za period
nakon Sest meseci 12,38.

Iz prilozenih rezultata u Tabeli 5.22. moze se uoditi da su ekstrakti znacajno uticali na
promenu boje ve¢ pri samom dodavanju. Osim uzorka ulja kome je dodatak SEsqo ekstrakta anisa
izazvao ukupnu promenu boje u vrednosti od 2,80, svi uzorci sa dodatkom ekstrakata su imali
vrednosti vece od 3, §to ukazuje da se boja ve¢ na pocetku skladiStenja znacajno razlikovala od boje
kontrolnog uzorka. NajviSe vrednosti TCD imali su uzorci sa dodatkom ekstrakata rtanjskog caja 1
bosiljka pri maksimalnoj koncentraciji bez obzira na tip ekstrakta. Ove vrednosti su se znacajno
razlikovale u odnosu na kontrolu, ali i u odnosu na uzorke kojima su dodati ekstrakti korijandera,
anisa i kima. Intervali vrednosti za TCDy, TCD3 i TCDg za pomenute ekstrakte iznosili su redom
14,95 — 36,89, 21,69 — 50,26 i 17,44 — 37,89. Maksimalne vrednosti TCD nastale su kod uzorka sa
dodatkom UZMigoo ekstrakta bosiljka pri ¢emu je najintenzivnija ukupna promena boje nastala
nakon tri meseca skladisenja (50,26), dok se TCDy i TCDg vrednosti medusobno nisu znacajno
razlikovale (36,89 i 37,89). Nakon tri meseca skladistenja svetlo¢a boje i udeo zute boje su znacajno
snizene §to se odrazilo na uvecéanje vrednosti TCD za ovaj uzorak. Uzorci sa istim ekstraktima
dodatim u koncentraciji od 250 i 500 ppm su se takode znacajno razlikovali, ali je TCD imala
znatno nize vrednosti. Uocljivo je i to da je dodatak ekstrakata biljaka familije Apiaceae u odnosu
ekstrakte biljaka familije Lamiaceae izazvao promene boje znatno manjeg intenziteta pri ¢emu je
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maksimalnu vrednost TCD na kraju skladiStenja imao uzorak sa dodatkom UZMsg, ekstrakta
korijandera (12,68).

Kada je u pitanju TCD uzoraka sa dodatkom EU, moze se zakljuciti da su promene bile
znatno manjeg intenziteta. Trend uvecanja vrednosti TCD je bio isti kao u sluc¢aju kontrolnog
uzorka i uzorka sa BHT. Iako se vizuelnim putem nije mogla uociti promena boje po dodatku EU,
CVS metodom je detektovana promena koja se kretala u intervalu 1,84 — 2,51 $to ukazuje da su se
ovi uzorci razlikovali od kontrolnog. Sa izuzetkom uzoraka sa dodatim EU korijandera i rtanjskog
¢aja (u koncentracijama 250 i 1000 ppm, redom) koji se medusobno statisticki nisu znacajno
razlikovali, ostali uzorci po dodatku EU se statisticki nisu znacajno razlikovali od uzorka sa BHT.
Quintanilla 1 sar. (2019) su naveli da vrednosti ukupne promene boje izmedu 1 i 3 predstavljaju
male razlike u boji da bi mogle biti uocene ljudskim okom. U toku skladi$tenja, najintenzivnije
promene je pretrpeo uzorak sa dodatkom EU bosiljka u koncentraciji od 500 ppm. Vrednosti TCDj3 i
TCDg za ovaj uzorak su iznosile 11,03 i 13,28. Vrednosti ukupne promene boje uzoraka sa EU na
kraju skladistenja su u proseku bile vise u odnosu na uzorke sa dodatim ekstraktima sa izuzetkom
ekstrakata rtanjskog ¢aja i bosiljka u najvisoj koncentraciji. Uzorci sa EUysq bosiljka, korijandera i
anisa se nakon Sest meseci nisu zna¢ajno razlikovali od kontrolnog uzorka HPSU (p < 0,05).

Kako su naveli Sikorska i sar. (2007) u slu¢aju EDMU skladistenog bez prisustva svetlosti u
toku dvanaest meseci na sobnoj temperaturi, boja je ostala gotovo nepromenjena. Sa druge strane,
TCD uzoraka izloZenih svetlu je bila izraZenija, pogotovo u prvom periodu skladistenja da bi nakon
deset meseci postala konstantna. U studiji koju su sproveli Moczkowska i sar. (2020), gde je ispitan
uticaj razlicitih tipova ekstrakata ruzmarina na HPU konoplje u uslovima Schaal oven testa, najvise
vrednosti TCD nakon 14 dana je imao uzorak sa dodatim BHT (16,12), dok je uzorak sa etil-
acetatnim ekstraktom imao najnizu vrednost TCD (12,79). U toku testa, svi uzorci su pokazali
povecanje svetloce 1 udela crvene i zute boje koje je do kraja ispitivanja takode bilo najintenzivnije
u slucaju uzorka sa BHT. Cardoso-Ugarte i sar. (2013) su utvrdili da je u odnosu na kontrolu i ulje
sa dodatkom 500 ppm EU bosiljka, na kraju petog dana przenja pomfrita u palminom ulju najmanju
TCD imalo ulje sa dodatkom 200 ppm EU. Uticaj dodatih EU na TCD je u saglasnosti sa navodima
Maskan i Horuz (2017) koji su utvrdili da je palmino ulje sa dodatkom EU izolovanog iz vrste
Thymbra spicata, u toku vise ciklusa przenja imalo nize vrednosti TCD u odnosu na kontrolu i
uzorak sa BHT.

TCD predstavlja meru udaljenosti dve boje u prostoru boje, pri cemu ukazuje samo na iznos
razlike, ali ne i pravac u kome se boje razlikuju (Klimczak i Gliszczynska-Swigto, 2017). Ukoliko
je potrebno odrediti pravac promene boje, podesnije je koristiti Y1 i Bl (Hirschler, 2012). Iz tog
razloga su pomenuti indeksi izra¢unati na osnovu L, a i b parametara boje (Tabele 5.23. i 5.24.)
Vrednosti Ylo, Yls i Ylg za kontrolni uzorak iznosile su 160,41, 158,08 i 157,45 dok su se vrednosti
YI za isti period odredivanja u slucaju uzorka sa BHT neznatno razlikovale (160,70, 157,90 i
156,92). Interval Y1 vrednosti po dodatku ekstrakata bio je 154,45 — 174,68. Znacajnije promene Y|
nastale su dodatkom ekstrakata rtanjskog €aja 1 bosiljka pri ¢emu su se sa porastom koncentracije
dodatog ekstrakta postupno uvecale i vrednosti YI. Uticaj koncentracije pri dodatku ekstrakata
korijandera, anisa i kima nije bio od znacaja. U toku skladi$tenja najve¢a promena u odnosu na
kontrolni uzorak zabelezena je u slucaju uzorka sa UZM ;g0 ekstraktom bosiljka nakon tri meseca.
Kako se YI izra¢unava preko svetloce boje kojoj je obrnuto proporcionalan, niske vrednosti ovog
parametra boje odnosno manja svetlo¢a boje uzorka (Lo = 46; L3 = 35,5; Lg = 45,1) znacajno su
uticale na povecanje vrednosti ovog indeksa. Hirschler (2012) naveo da je YI bolji pokazatelj
stepena zute boje uzorka u odnosu na udeo Zute boje (b) upravo iz razloga $to je u proracun ovog
indeksa ukljucena i svetloc¢a boje.
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Tabela 5.22. Ukupna promena boje uzoraka odredena po dodatku EU i ekstrakata i nakon 3 i 6
meseci skladiStenja.

Uzorak TCD, TCD, TCDg
SEs 3,15 + (0,38%P9"* 7,29 +0,90™ 4,69 + 2,65
SEsoo 6,22 + 0,92"k 11,29 +1,25% 6,78 + 1,08%°%
= SE 1000 14,95 + 1,59° 2721+ 1,60° 20,25+ 1,02°
T_; UZM s, 8,31 +0,55 6,21 +0,38™ 3,94 + 0,93
= UZMsgo 16,98 + 0,83¢ 11,71 £ 0,96' 4,39 +0,62"
g UZM 000 31,46+ 1,02° 21,69 + 2,09 17,44 +0,51°
~ EUos0 2,23+ 1.21° 9,61 + 0,38 11,77 + 1,165
EUxq0 2,23 +1,15° 8,66 + 0,541 12,99 + 1,54°
EU1000 2,44 +1,17%° 8,57 + 0,91 11,39 + 1,57°70"
SEs 424 +0,56™ 4,34 +0,56™ 1,62 +0,81"
SExo0 14,13 +1,03° 16,38 = 1,43° 9,10 + 0,564M
SE 1000 27,76 + 1,44° 30,86 + 0,88° 28,86 + 1,91°
5 UZM s, 5,22 + 0,60"M 10,31 £ 0,75™9" 1,80 £ 0,59"
= UZMsgo 14,26 £0,91° 15,58 + 1,04° 11,12 + 0,55™"
2 UZM 1000 36,89 + 1,00 50,26 = 1,27° 37,89 + 1,56
EU,x 2,30 + 1,40° 10,42 + 0,617 12,19 + 1,205
EUxq0 2,23 +1,42° 11,03 + 0,69™" 13,28 + 0,85°
EU1000 2,37+122° 9,56 + 0,82 9,61 + 0,94
SEso 6,66 =+ 0,40%™ 6,18 +0,64™ 9,78 + 0,94
SEsoo 4,52 +0,30"™° 4,16+ 0,69™ 8,99 + 0,76"™
. SE 1000 4,03 +(,38" 9,94 + (,929"k 4,86+ 1,19™
g UZM s 6,51 +0,04%" 2,66+ 0,40" 11,22+ 0,679
3, UZMesqo 4,83 £0,24™ 0,81 +0,21" 12,68 £ 0,59
5 UZM000 3,08 + 0,519 431 +1,33% 7,08 + 0,91
X EUss, 251+1,19%™ 10.48 £ 0,670 12.20 + 1,200
EUx0 2,19+ 1,36° 9,73 + 0,61k 12,79 + 0,58
EU1000 2,10+ 1,20° 10,50 + 0,59 9,04 + 0,94K™
= 3,99 £ 0,357 6,18 +0,53™ 7,09 £ 0,70
SEx0 2,80 & 0,49 4,66 + 0,03 6,06 % 0,949
SE 1000 5,55 + 0,46"KImn 9,54 + 0,66’ 6,17 + 1,63
" UZM s, 8,05+ 0,32 6,74 +0,08™ 8,23 + 1,22
= UZMsgo 6,89 + 0,46™" 3,77 £ 0,30% 7,10 + 0,45
< UZM 000 5,96 + 0,57"K 6,32 +0,42™ 5,39 +£ 2,039
EU,s0 2,05+ 1,15° 10,20 + 0,58 10,16 = 0,76™
EUx0 1,91 +0,86° 2,09 + 0,78 12,22 + 0,74°"
EU1000 1,84 +1,14° 10,19 + 0,47%" 11,17 + 0,859
SE,s, 6,50 + 0,489 10,51 + 0,59%™ 8,37 +0,95™
SEs0 4,85 +(,374™ 6,31 +0,32™ 6,88 + 1,15%9
SE 1000 5,65 + 0,52MKIm 8,76 + 0,61 5,45 + 0,569
UZM,so 6,73 = 0,32 5,36 +0,31" 8,24 + 1,27
E uzm 4,95 + 0,50/ 5,76 + 0,84™ 7,58 & (0,49™P
vz 500 5 ol 5 5 5 y
UZM000 5,33 + ,27"kimn 6,25 +0,56™ 7,21 + 1,44™°P
EU,x 2,15+£1,61° 8,58 + 0,48 10,47 + 1,37"K
EUsqo 1,89 + 1,23° 9,13 + 0,44 12,46 + 0,73°"
EU1000 2,42 +0,85" 10,33 + 0,36™" 10,57 + 1,039k
BHT 1,69 +1,15° 10,04 + 0,66%" 12,12 + 1,135%9N
HPSU 0 + 00" 10,07 + 0,71 12,38 + 0,60°™"

*razli¢ita slova eksponenata u istoj koloni ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05)
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Tabela 5.23. Vrednosti indeksa zute boje uzoraka odredene po dodatku EU i ekstrakata i nakon 3 i
6 meseci skladiStenja.

Uzorak Y, Yl I,
SEzs0 160,43 + 0,10%* 162,74 + 1,21 151,82 +7,78™
SEs00 162,21 + 1,05 164,03 + 1,20 162,75 + 1,336
= SE 1000 166,19 + 1,32° 171,88 + 1,24° 167,94 + 1,34
E UZMs0 163,98 + 1,02 162,10 = 1,08™ 159,21 + 1,7750K
= UZMsno 166,87 + 0,80° 164,68 + 0,64 161,46 + 0,97%"
5 UZMio0 174,68 + 0,44° 169,71 + 1,68° 166,79 = 0,82
R EUzs0 160,10 + 1,08 158,34 + 1,03 148,93 £ 6,320
EUs00 160,07 + 1,60%" 158,27 + 1,00 155,55 & 2,710
EU1000 160,08 + 1,08%" 157,91 + 0,99™" 157,42 + 0,93¢hikimn
SEzs0 161,15 + 0,650 161,36 + 0,79 160,95 + 0,74°"
SEsoo 165,68 + 0,25° 166,49 + 1,29° 164.07 + 0,725
SE 1000 172,74 + 0,55° 174,40 + 1,25° 173,24 + 2,02%
% UZMos0 162,04 + 1,06 163,56 + 1,319" 161,12 + 0,92%™
Z UZMsgo 165,81 £ 1,79° 166,25 + 0,88 164.65 + 0,72
@ UZM 000 173,51 + 8,51° 190,80 +2,22° 175.39 + 8.59°
EUas0 160,88 + 0,40 157,47 +0,77" 154,38 +2,65™
EUsoo 160,12 + 0,84 157,02 + 0,09 156,79 +0,91"™
EU1000 160,24 + (0,74% 157,96 + 0,93°" 140,58 + 4,78"
SEss0 158,96 + 0,96° 159,32 + 0,86°P"™ 158,12 = 0,99%Km
SEsoo 160,00 + 0,00%" 161,30 +0,71" 158,24 + 1,049"ikim
= SE 1000 160,04 + 0,91%" 163,16 + 1,389 159,56 + 1,20°fnik
S def kImno A
i UZMaso 159,56 + 0,00°" 160,97 + 0,95 157,93 + 0,989
= UZMisgo 154,45 +4,72" 160,23 +0,91™ 156,83 + 0,07"™
S UZMio00 160,04 + 0,61 160,74 + 0,78'™ 152,94 + 7,39™°
< EUas0 160,29 + 0,90 157,27 + 0,59 156,19 = 0,05"™
EUsoo 160,86 + 1,16 157,94 + 0,99™" 157,03 + 0,60"™
EU1000 160,78 + 0,87%" 157,65 + 0,89"" 146,11 % 547"
SEzs0 159,37 + 1,02 159,50 + 0,64 158,49 + 1,007
SEs00 161,22 & 1,420 160,21 = 0,07™ 159,09 + 0,92°0"K
SE 1000 162,52 + 1,08 162,55 + 1,14"k 157,96 = 4 85%Nikim
0 UZMoaso 158,94 = 0,85 159,56 + 0,00 159,10 + 0,58
g UZMs0o 159,13 + 0,85 160,02 + 0,68™°™ 158,31 4 1,03@kim
< UZMio00 159,61 + 0,61 160,22 + 0,69™ 154,84 + 7,49%™
EUas0 160,69 + 1,23%" 157,68 + 0,91 144,31 + 5,95%
EUs00 160,67 + 0,36 160,44 + 0,88"™ 156,03 + 3,56"™
EU 1000 160,29 + 0,77" 158,06 + 0,96™" 156,90 + 1,08"™
SEaso 158,80 + 0,98° 158,40 + 0,91 158,31 + 1,01700km
SEsno 159,54 + 0,87 159,87 + 0,12m"oP¥" 159,13 + 0,87°/ohiK!
SE1000 161,14 1,080 163,24 + 0,72%" 160,53 + 2,275
g UM 158,94+ 0,99° 159,19 + 0,947 158,72 + 0,98
v UZMsgo 159,07 + 1,01 159,96 + 0,10™" 158,82 + 0,90k
UZMo00 161,36 % 1,13 161,17 £ 1,06M™ 144,81 + 3,777
EU,s0 159,94 + 1,11%0 158,09 + 0,99 13732 £ 4,53°
EUs00 160,10 % 1,06% 158,39 + 0,96 156,89 + 1,26"KImn
EU1000 159,83 + 1,16™" 158,04 + 0,94°" 153,48 +2,20'™°
BHT 160,70 + 0,36™" 157,90 + 0,94 156,92 + 0,14"Kimn
HPSU 160,41+ 0,84%% 158,08 + 1,03 157,45 + 0,89oNkImn

“razligita slova eksponenata u istoj koloni ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05)
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Vrednosti Y1 uzoraka se po dodatku EU nisu znacajno razlikovale od kontrolnog uzorka
(159,83 — 160,88). Zapravo, izmedu kontrolnog uzorka HPSU, uzorka sa BHT i uzoraka sa
dodatkom EU u svim koncentracijama pri merenju boje nakon dodatka, nije bilo statistiki znacajne
razlike (p < 0,05). Iako je dodatkom EU kima u koncentraciji od 1000 ppm dos$lo je do najvece
promene vrednosti Y1 u odnosu na kontrolu (-0,58), nakon tri meseca skladiStenja medu uzorcima
sa dodatkom 1000 ppm EU i HPSU i uzorka sa BHT nije bilo znacajne razlike. Interval vrednosti
Y| nakon tri meseca za uzorke sa EU je bio 157,02 — 160,44, dok su vrednosti Y| nakon Sest meseci
bile u rasponu 137,32 — 157,42. Nakon Sest meseci skladiStenja javile su se statisticki znacajne
razlike izmedu HPSU i uzorka sa BHT.

Promene ovog indeksa u toku skladistenja su uglavnom bile minimalne. Kod svih uzoraka je
doslo do pada vrednosti sa vremenom $to bi se moglo objasniti gubitkom karotenoida. Y zavisi od
parametara svetlo¢e boje uzorka i udela zute boje Cije su se vrednosti uvecale sa vremenom
skladistenja. Medutim, smanjenje sadrzaja karotenoida procesima oksidacije i dekompozicije
izazvalo bi pad udela zute boje Sto nije bio slucaj za vecinu uzoraka. Uvecanje udela zute boje u
toku skladiStenja suncokretovog ulja Maskan (2003) je obrazlozio formiranjem hroman-5,6-hinona
koji nastaju parcijalnom oksidacijom ulja. Sa druge strane, Moczkowska i sar. (2020) su udeo Zute
boje u slucaju ulja konoplje objasnili pove¢anjem vidljivosti ve¢ prisutnih karotenoida kojih u ovom
tipu ulja ima u znacajnoj koli¢ini a ¢ije je prisustvo prikriveno zelenom bojom hlorofila kao
dominantnih pigmenata.

Indeks posmedivanja uzoraka (BI) u toku skladiStenja se menjao na slican nacin kao 1 YI.
Vrednosti BI za kontrolni uzorak su u toku skladi$tenja postupno opadale, i za Bly, Bl i1 Blg su
iznosile 274,09, 264,53 i 259,57, redom. Uzorak sa dodatkom BHT je pokazao isti trend
smanjivanja vrednosti (275,38, 264,46 i 257,66). Dodatak ekstrakata je kod tre¢ine uzoraka izazvao
smanjenje BI vrednosti u odnosu na kontrolni uzorak, pri ¢emu je najveée smanjenje nastalo
dodatkom UZMpsqg ekstrakta korijandera (258,14; ABI = 15,95). Sa druge strane, najintenzivnije
promene BI u smislu porasta vrednosti nastale su dodatkom ekstrakata rtanjskog ¢aja 1 bosiljka. Kao
i u slucaju YI, vrednosti BI su za ove uzorke rasle sa koncentracijom dodatog ekstrakta.
Najintenzivnije posmedivanje uzorka nastalo je dodatkom UZMing ekstrakata bosiljka (362,76).
Ovaj uzorak je i nakon tri i Sest meseci imao maksimalnu vrednost Bl (Bl; = 454,28 i Blg = 364,15).
Za uzorke sa dodatkom ekstrakata se moZze uociti da je do treeg meseca skladiStenja doslo do
posmedivanja, da bi vrednosti Bl opadale do kraja skladiStenja.

Promene BI u slu¢aju uzoraka sa EU su bile znatno manjeg intenziteta u odnosu na uzorke
sa dodatim ekstraktima. Dobijene vrednosti BI su opadale sa vremenom skladiStenja kao $to je to
bio slucaj i sa vrednostima TCD i YI. Intervali vrednosti za Blo, Bls i Blg za uzorke sa EU su bili
270,88 — 275,95, 260,85 — 274,83 1 195,78 — 259,07. Na kraju skladistenja su svi uzorci sa EU imali
nizu vrednost BI u odnosu na kontrolni uzorak. Vrednosti Blg, kao i Ylg, za uzorke sa dodatkom
EU,s50 korijandera, kima i anisa nisu se znacajno razlikovale od vrednosti za uzorak sa BHT.

Do posmedivanja uzorka dolazi kada vrednost svetlo¢e boje opada a udeo Zute i crvene boje
rastu (Klimezak i Gliszezynska-Swigto, 2017). Kako su se za period skladistenja do treéeg meseca
parametri boje menjali u navedenom smeru, promena Bl za taj period je u saglasnosti sa navedenim.
Istovremeno smanjenje svetlo¢e boje 1 porast udela crvene 1 zute boje ulja, zabelezen je u slucaju
izlaganja ulja visokim temperaturama $to ukazuje da u datim uslovima ulja postaju tamnija, crvenija
i viSe Zzuta u odnosu na sveze ulje (Maskan, 2003; Cardoso-Ugarte i sar., 2013; Aydinkaptan i sar.,
2016; Maskan i Horuz, 2017). Povecanje udela crvene boje u toku skladistenja i upotrebe ulja je
nepozeljna pojava koja ukazuje na posmedivanje ulja i degradaciju hlorofila (Maskan, 2003).

Kako su naveli Cardoso-Ugarte i sar. (2013), posmedivanje ulja je takode i posledica
nakupljanja neisparljivih proizvoda kao §to su oksidovani triacilgliceroli 1 slobodne MK. Budu¢i da
je sveze ulje koriS¢eno za ispitivanje imalo visoku vrednost Kbr, moZe se pretpostaviti da je
posmedivanje uzoraka u prvom periodu skladiStenja delimi¢no posledica 1 oksidacije prisutnih
slobodnih MK.
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Tabela 5.24. Vrednosti indeksa posmedivanja uzoraka odredene po dodatku EU i ekstrakata i
nakon 3 i 6 meseci skladistenja.

Uzorak Bl, Bl BI6
SEs 276,36 + 0,639 288,54 + 5,30™ 259,88 + 9,154moPd
SEx0 285,48 + 4,48 294,81 + 5,419 288,07 + 5,87
= SE 1000 305,13 + 6,44° 334,93 + 6,09° 314,33 + 6,26°
f; UZM s, 290,93 + 4,71° 285,29 + 4 58" 269,67 + 7,17
= UZMsgo 305,54 + 3,86° 297,28 +3,01™ 281,37 + 3,98™
g UZM 000 345,87 +2,62° 321,79 + 8,3¢" 307,23 + 3,85
& EU.5 272,56 + 4,41 266,18 + 4,09°P" 240,86 + 10,60
EUsqo 272,62 + 6,55 265,39 + 4,229 252,04 + 9,977
EU1000 272,78 + 4,52 264,48 + 4,099 259,07 + 3,73M"opd
SEs 280,18 + 2,64 280,59 + 3,40°™ 277,23 + 3,26
= 301,32 + 1,43¢ 307,20 + 5,98° 293,97 + 3,14°
SE 1000 337,75 + 3,13° 346,53 + 6,79° 340,49 £ 10,66"
5 UZM s, 283,46 + 4,65 292,57 + 5,68 278,27 + 4,01
= UZMsgo 301,35 + 8,50° 304,65 + 4,18% 296,40 + 3,06™
3 UZMio00 362,76 +7,18° 45428 + 8,83° 364,15+ 9,87°
EUo, 275,82 + 1,669 262,12 + 3,03" 249,73 + 8,45%°
EUsqo 272,70 + 3,30 260,85+ 0,31" 256,93 + 3,61™
EU1000 273,11 + 2,88 263,94 + 3,77 205,65 + 8,87"
SE s 268,99 + 4,01 271,60 + 3,45"P% 264,45 + 4,034
SEsoo 274,37 +0,39" 280,34 = 3,074" 265,85 + 4,20M™
- SE 1000 275,55 + 3,87"K 290,05 + 5,98%" 272,63 + 4,959
© UZM,s, 271,10 = 0,32" 277,76 = 4,03™ 263,06 = 3,95"™°
8, UZMsoo 258,14 + 11,40" 273,17 + 4,07™ 257,86 + (0,29™"°P
5 UZM 000 274,20 + 2,82k 276,64 + 3,33'™ 261,19 + 8,73Kmmop
X EUo, 273,52 + 3,70™ 261,17 2,37 254,55 + 3,72°
EUxq0 275,95 + 4,920k 264,26 + 3,99™ 257,87 + 2,45M°P
EU1000 275,18 + 3,65"K 262,99 + 3,73% 230,17 + 8,71
SE,x 270,57 £ 4,167 272,27 +2,81™ 266,14 + 4,047
SEx0 279,63 £ 6,18 276,25 +0,56™ 270,12 + 3,74"k
SE 1000 286,95 + 4,56 289,18 + 4,87" 277,59 + 4,40™"
" UZM s 268,49 + 3,344 271,93 + 0,24 268,21 + 2,61MKm
= UZMsgo 269,73 + 3,614 274,73 £ 2,74"™ 266,18 + 4,18
< UZM 000 273,33 £2,57 277,13 £ 3,13'™ 270,14 + 8,28"k
EU,s 275,06 + 5,04™ 262,84 + 3,68" 223,67 + 8,95"
EUx00 275,03 + 1,39"K 274,83 + 3,50"™ 258,28 + 4,07m°P
EU1000 273,08 £ 3,07 264,35 + 3,89™ 256,67 + 4,34
SE,x 268,47 + 4,26' 266,17 + 3,63%P9 265,25 + 4,27mno
= 272,38 + 3,78 275,05 +0,82'"™ 269,66 + 3,69"K
SE 1000 281,41 + 4,81 292,17 + 3,079 278,83 +9,34™"
c UZMas0 268,61 + 4,27¢ 270,50 + 3,96"" 266,52 + 4,17™™
S UZMesqo 270,09 + 4,12" 275,29+ 0,68™ 268,22 + 3,65"™
UZM000 281,83 + 4,86™" 281,95+ 4,774 224,08 + 8,97"
EUos 271,94 + 4,45 264,66 + 4,049 195,78 + 7,55"
EUxq0 272,70 + 4,34 265,72 + 3,87°P 257,37 & 5,04™°P
EU1000 270,88 + 4,754 264,27 +3,79™ 243,43 £ 8,19"
BHT 275,38 + 1,55"K 264,46 + 3,769 257,66 % 0,67™°P
HPSU 274,09 + 3,52MK 264,53 + 4,087 259,57 + 3,61+mnord

“razligita slova eksponenata u istoj koloni ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05)
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6. ZAKLJUCAK

Prvi deo ove doktorske disertacije obuhvatio je analizu nutritivnih karakteristika i

oksidativnog statusa HPSU. Na osnovu dobijenih rezultata, doslo se do slede¢ih zakljucaka:

Analizom sastava i sadrzaja MK utvrdeno je da ispitivano HPSU pripada ulju linolnog tipa.
Najzastupljenije MK bile su linolna i oleinska sa udelom 75,8 % odnosno 16,40 %. Udeo
SFA, MUFA i PUFA bio je 5,50 %, 17,60 % odnosno 77,40 %. Visok stepen nezasi¢enosti
¢ini ispitivano ulje visokovrednim. Medutim, visok sadrzaj linolne Kiseline koja je veoma
podlozna oksidativnim promena, ¢ini da ispitivanje testiranog ulja predstavlja poseban
izazov kada je oksidativna stabilizacija u pitanju.

Izraunate vrednosti nutritivnih pokazatelja Al, TI i HH (0,03, 0,10 i 31,10, redom) ukazuju
da je sastav MK izuzetno povoljan sa fizioloskog i nutritivnog aspekta.

Analizom sadrzaja izomera tokoferola potvrden je sastav karakteristiCan za suncokretovo
ulje u kome dominira a-tokoferol (97,40 % od ukupno detektovanih). lako je ispitivanje
sprovedeno neposredno nakon presovanja, utvrdeni sadrzaj ukupnih tokoferola (22,05
mg/100g) je bio znatno nizi od literaturnih navoda za HPSU, S§to je nepovoljno kako sa
fizioloskog tako i sa aspekta odrzivosti.

Utvrdeni sadrzaj karotenoida bio je 3,51 + 0,16 mg/kg, dok su hlorofili bili zastupljeni sa
0,55 + 0,03 mg feofitina a/kg. Udeo ovih komponenata je od znacaja za odrzivost ulja s
obzirom da karotenoidi ostvaruju antioksidativno dejstvo, dok hlorofili mogu delovati i kao
prooksidansi, zavisno od uslova skladistenja. Medutim, udeo hlorofila je neznatan da bi se
njihov uticaj na oksidativnu stabilnost uzeo u razmatranje.

Vrednosti Kbr i SMK bile su 3,07 + 0,06 mg KOH/g odnosno 1,55 + 0,15. Ovako visoke
vrednosti utvrdene neposredno nakon presovanja za HPU ukazuju na intenzivne hidroliticke
promene u samom semenu suncokreta §to moze biti posledica duzeg skladiStenja, visokih
vrednosti ravnotezne vlage u semenu, prisustvo necistoca 1 sli¢no. lako je vrednost Kbr niza
od vrednosti propisane zakonski propisane, prisustvo slobodnih MK u ovom udelu moze se
negativno odraziti na oksidativnu stabilnost ulja budu¢i da ispoljavaju prooksidativno
dejstvo.

Oksidativni status svezeg HPSU je izraZzen preko peroksidnog (Pbr) i anisidinskog (Abr)
broja, oksidativne vrednosti (OV) i sadrzaja konjugovanih diena (Kz3z) i konjugovanih triena
(Kz70). Vrednosti Pbr, Abr i OV bile su 0,81 = 0,05 mmolOy/kg, 0,23 + 0,01 odnosno 1,86 +
0,11, dok je sadrzaj Kazs, i Ko7 bio 2,31 + 0,02 odnosno 0,15 + 0,01. Dobijeni rezultati
ukazuju na nizak stepen oksidativnih promena odnosno da oksidativno kvarenje u semenu i
svezem ulju nije nastupilo.

Drugi segment ove doktorske disertacije odnosio se na ispitivanje odabranih lekovitih i

zacinskih biljaka upotrebljenog za stabilizaciju HPSU. Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su
slede¢i zakljucci:

Prinos izolovanih EU se kretao od 0,41 + 0,09 % do 5,53 + 1,05 %, koliko je dobijeno za
EU bosiljka odnosno kima. Biljne vrste familije Apiaceae imale su vece prinose EU u
odnosu na biljke familije Lamiaceae iako se prinos EU korijandera nije statisti¢ki znac¢ajno
razlikovao od prinosa EU rtanjskog ¢aja i bosiljka (p < 0,05).

Primenom GC-MS i GC-FID instrumentalnih tehnika utvrdeno je da u sastavu EU
dominiraju terpeni (mono- i seksviterpeni) i fenilpropanoidi. Kao najzastupljenije isparljive
komponente rtanjskog ¢aja izdvojili su se karvakrol (37,26 %), timol (15,63 %) i p-cimen
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(9,09 %). Linalol (40,97 %), (+)-epi-bicikloseskvifelandren (8,70 %) i metil-havikol (7,92
%) su bile najzastupljenije komponente EU bosiljka. U hemijskom sastavu EU korijandera i
anisa kao dominantne komponente izdvojili su se linalol (64,28 %) odnosno trans-anetol
(90,46 %), dok su komponente sa najve¢im udelom u sastavu EU kima bile D-karvon (57,43
%) i D-limonen (39,91 %).

e Prinosi etanolnih ekstrakata kretali su se od 7,95 do 38,01 % koliko je utvrdeno za UZMgg
ekstrakt bosiljka odnosno SEvq ekstrakt anisa. Bez obzira na biljnu vrstu i metod ekstrakcije,
veci prinosi su dobijeni primenom 70 % rastvora etanola medu kojima je najveéi prinos
imao anis (38,01 % i 19,04 % za SE, odnosno UZM metod ekstrakcije). Takode, za svaku
ispitivanu biljnu vrstu, pokazalo se da je SE metod dao vece prinose, a koji su bili u opsegu
od 16,58 do 38,01 % u slucaju SEgs ekstrakta korijandera odnosno SEzq ekstrakta anisa.

e Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima se kretao od 25,32 + 0,64 mg GAE/g do
189,53 £ 1,70 mg GAE/g. Najvise vrednosti su dobijene za ekstrakte rtanjskog ¢aja dok su
najnize odredene u ekstraktima korijandera. Sadrzaj flavonoida se kretao od 0,90 £+ 0,19 mg
QE/g do 67,44 £ 1,72 mg QE/qg, koliko je izmereno za UZMgg ekstrakt korijandera, odnosno
SEge ekstrakt bosiljka. Biljke familije Lamiaceae su pokazale visi sadrzaj ukupnih fenola i
flavonoida u odnosu na proucavane biljke familije Apiaceae.

e U slucaju spektrofotometrijskih metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti, redosled
koji su pokazala EU bio je: rtanjski ¢aj > bosiljak > anis > kim > korijander, dok se EU
bosiljka pokazalo kao najaktivnije kada je u pitanju polarografska metoda, pa je redosled na
osnovu aktivnosti utvrdene ovom metodom bio: bosiljak > rtanjski ¢aj > anis > kim >
korijander. U odnosu na testirane standarde BHT i BHA, EU su ispoljila slabiju aktivnost.
Sa druge strane, rezultati antioksidativne aktivnosti ekstrakata ukazuju da je aktivnost
ckstrakata rtanjskog Caja i bosiljka, kada su u pitanju DPPH i B-CB test, uporediva ili visa u
odnosu na testirane standarde. Generalno, biljke familije Lamiaceae je pokazalo veci
antioksidativni potencijal u odnosu na ispitivane biljke familije Apiaceae §to je u saglasnosti
sa sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja. Utvrdena je jaka pozitivna korelacija izmedu
testova koriséenih za ispitivanje antioksidativnog dejstva i sadrzaja fenolnih komponenti
(r = 0,681 — 0,982). Takode, ekstrakti su se pokazali kao znatno aktivniji u odnosu na EU.
Medu njima, ekstrakti dobijeni primenom 70 % rastvora etanola su kao najaktivniji odabrani
za dalja ispitivanja. Uticaj ekstrakcione metode je bio manje izrazen od uticaja primenjenog
rastvaraca, ali se generalno moze zakljuciti da su ekstrakti dobijeni primenom SE 1 70 %
rastvora etanola pokazali najveci antioksidativni potencijal.

e Antibakterijska aktivnost je ispitana mikrodilucionom metodom prema odabranim sojevima
patogenih bakterija poreklom iz hrane. Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da EU
imaju jace antibakterijsko dejstvo u odnosu na ekstrakte. S. aureus se pokazala kao najmanje
otporna bakterija od svih testiranih kako prema dejstvu EU tako i ekstrakata. Najefikasnije u
suzbijanju ove bakterije se pokazalo EU kima (MIC = 0,0024 mg/mL). Prema L.
monocytogenes najjace inhibitorno dejstvo su pokazala EU rtanjskog ¢aja i anisa (MIC =
0,039 mg/mL), koja su takode bila i najefikasnija prema E. coli (MIC = 2,5 mg/mL). Medu
ekstraktima kao najefikasniji inhibitor kako Gram-pozitivnih tako i Gram-negativnih
bakterija izdvojili su se ekstrakti rtanjskog caja. SEzo ekstrakt rtanjskog caja je ispoljio
inhibitorni i baktericidni efekat prema S. Typhimurium (MIC = MBC = 1,25 mg/mL) $to su
zapravo bile 1 najnize vrednosti za MIC i MBC u slu¢aju ovog bakterijskog soja.

Tre¢i, ujedno 1 kljuéni segment ove doktorske disertacije bio je usmeren na ispitivanje
oksidativne stabilnosti HPSU sa dodatkom EU i ekstrakata odabranih vrsta lekovitih i zacinskih
biljaka. U tu svrhu su primenjena tri testa - Rancimat, Schaal oven i DSC test. Takode, ovaj deo je
obuhvatio i1 prac¢enje oksidativnog Statusa uzoraka u toku viSemese¢nog skladiStenja na sobnoj
temperaturi i bez prisustva svetlosti. Uzorci ulja, pripremljeni dodavanjem EU i odabranih
ekstrakata u vise koncentracija, ispitivani su u odnosu na kontrolne (uzorak sa BHT i bez dodataka).
Kako dodatak EU i ekstrakata lekovitih i zacinskih biljaka neminovno izaziva promenu senzornih
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karakteristika, uradena je detaljna senzorna analiza. Pored senzorne ocene od strane panelista, boja
uzoraka je izmerena instrumentalnim putem primenom komjuterskog vizuelnog sistema (CVS) i to
po dodatku EU i ekstrakata, kao i nakon tri i Sest meseci skladiStenja.

Rezultati ispitivanja oksidativne stabilnosti Rancimat testom ukazuju da je dodatak
ekstrakata ispoljio jaci stabilizuju¢i efekat u odnosu na EU (IP = 7,29 — 10,19). Sa
izuzetkom ekstrakta korijandera, koji je pri najviSoj koncentraciji ispoljio blagi
prooksidativni efekat, dodatkom ekstrakata dobijene su vise vrednosti indukcionog perioda
u odnosu na kontrolni uzorak bez dodataka (IPupsy = 7,42 h). Svi uzorci sa dodatkom
ekstrakata anisa i kima su imali duzi indukcioni period od uzorka sa BHT (IPgnt = 9,26 h).
Dodata EU su imala znatno slabiji u¢inak (IP = 6,93 — 8,26 h). Oksidativna stabilnost
uzoraka sa dodatkom rtanjskog ¢aja i1 bosiljka je rasla sa povecanjem koncentracije dok sa
uzorcima kojima su dodati korijander, anis odnosno kim to nije bio slu¢aj. Dodatak EU
biljaka familije Apiaceae pri visim koncentracijama nije imao efekat ili je ostvareno blago
prooksidativno dejstvo. Na osnovu dobijenih rezultata moze se konstantovati da su u
uslovima Rancimat testa potvrdeni preliminarni rezultati ispitivanja antioksidativne
aktivnosti, odnosno da su neisparljive komponente prouc¢avanih lekovitih i za¢inskih biljaka
zastupljene u ekstraktima efikasniji antioksidativni agensi u odnosu na isparljive
komponente EU.

U uslovima Schaal oven testa u trajanju od dvanaest dana, analizirani su Pbr, Abr, OV, Ka3,
I Ka70. Kod svih uzoraka je doslo do povecanja sadrzaja primarnih i sekundarnih proizvoda
oksidacije s tim da je oksidativno kvarenje bilo najizrazenije u slu¢aju uzorka bez dodataka.
Jaci stabilizujuci efekat dodatih ekstrakata u odnosu na EU je i pri ovom testu uocljiv, s tim
da je kod svih uzoraka konstantovan nagli porast vrednosti svih pra¢enih parametara nakon
0smog dana testa.

Kao $to je to bio slucaj sa drugim testovima oksidativne stabilnosti, i DSC testom je
potvrdena veca efikasnost ekstrakata u stabilizaciji ispitivanog ulja. Dodatkom ekstrakata
oksidacija je nastupila kasnije tj. na viSoj temperaturi i u tome su najefikasniji bili ekstrakti
rtanjskog ¢aja 1 bosiljka. Medu EU, koja su bila manje delotvorna, sa najviSom pocetnom
temperaturom oksidacije izdvojio se bosiljak. Ovaj test je pokazao dobru korelaciju sa
DPPH i FRAP testom i sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja (r = 0,715 — 0,762).
Pra¢enjem parametara oksidativnog statusa (Pbr, Abr, OV, Kas, i Ky70) uzoraka skladistenih
u toku Sest meseci na sobnoj temperaturi bez prisustva svetlosti moglo se uo¢iti da je doslo
do formiranja kako primarnih tako i sekundarnih proizvoda oksidacije kod svih uzoraka, ali
razli¢itom dinamikom. Na osnovu vrednosti Pbr, Abr i OV, moZe se zakljuciti da je do
naglog pada kvaliteta doSlo nakon Cetiri meseca skladistenja u slu¢aju uzoraka sa dodatkom
EU, odnosno nakon pet meseci, kada su u pitanju uzorci sa dodatkom ekstrakata. Ukoliko se
posmatra sadrzaj Kasz i Ka70, moze se uociti da dodatak EU i ekstrakata nije imao znacajniji
efekat na sprecavanje procesa oksidacije. Ovde se, kao i u slucaju ostalih parametara koji su
praceni u ovom delu istrazivanja, moze konstantovati da su rtanjski ¢aj i bosiljak ispoljili
najjaci stabilizujuci efekat $to je u skladu da preliminarnim ispitivanjima antioksidativnog
dejstva proucavanih biljaka.

Rezultati senzorne analize ukazuju da je prose¢na ocena za svako senzorno svojstvo bila
visa u slucaju uzoraka sa dodatkom EU. Znacajna razlika koja se javila u karakterizaciji
uzoraka na osnovu boje proizilazi iz Cinjenice da je dodatak ekstrakata ¢ak i pri najnizoj
koncentraciji doveo do promene boje, dok su uzorci sa dodatkom EU, bez obzira na
primenjenu koncentraciju, zadrzali zlatno — zutu boju karakteristi¢cnu za HPSU. Kako su pri
ocenjivanju mirisa kao senzornog svojstva najvise ocene dodeljene uzorcima sa bosiljkom i
korijanderom, moze se zakljuciti da je dodatak biljaka bogatih linalolom kao glavhom
komponentom EU bio najbolje prihvacen od strane panelista. Ukus na sirovinu, koji je
karakteristican za HPU, ostao je dominantan kod svih uzoraka. U slucaju uzoraka sa
ekstraktima pri najnizoj koncentraciji dodatak za pojedine uzorke je bio neprepoznatljiv, dok
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je ukus uzoraka kojima su u najvecoj koncentraciji dodata EU, ocenjen kao previse
intenzivan.

e Na osnovu rezultata merenja boje instrumentalnom CVS tehnikom moze se zakljuciti da je
dodatak ekstrakata znacajno uticao na promenu boje ulja pri ¢emu je u slucaju rtanjskog caja
i bosiljka promena bila najjaceg intenziteta. Ekstrakti korijandera, kima i anisa su takode
izazvali promenu, ali nije bila toliko intenzivna i nije zavisila od koncentracije dodatog
ekstrakta. Uticaj koncentracije dodatih EU nije bio od statistickog znacaja za izraCunate
vrednosti pokazatelja boje. Vrednosti ukupne promene boje uzoraka sa dodatkom EU kao i
kontrolnih uzoraka se uvecavala sa vremenom skladistenja, dok su vrednosti indeksa zute
boje i posmedivanja opadale. Rezultati ukupne promene boje uzoraka sa dodatim
ekstraktima, kao i izracunati indeksi, vrlo su heterogeni i uglavnom su pokazali maksimalnu
vrednost nakon tri meseca skladistenja.

Rezultati ove disertacije predstavljaju doprinos ispitivanju odabranih vrsta lekovitih i
zacinskih biljaka i njihove potencijalne primene u uljarstvu kao posebnoj grani prehrambene
industrije. Dokazano antioksidativno i antibakterijsko dejstvo potvrduje pretpostavku da ove biljke
predstavljaju delotvorne agense koji su zdravija i ekoloski prihvatljivija zamena sintetickim
aditivima Kkoji se primenjuju u prehrambenoj industriji. Kako se na domac¢em trziStu ve¢ mogu naci
ulja aromatizovana lekovitim i za¢inskim biljkama, rezultati ove disertacije mogu biti upotrebljeni
za proS§irenje proizvodnog asortimana buduci da pored Zeljenih senzornih karakteristika ,,nova ulja“
imaju i produzen rok trajanja.
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8. PRILOG

Tabela 8.1. Rezultati senzorne ocene uzoraka sa dodatkom EU i ekstrakata.

Uzorak Boja Miris Ukus Srednja ocena
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=  SEim 3,40 £ 0,42%"" 3,00 £ 0,50°" 2,90 £ 0,42 3,10 + 0,43
f; UZMyso 3,80+ 0,572 3 60+ 0,42%%" 390+ 042%0M 3 77 4 (,3g0%Nk
B UZMsyp 3,40+ 0,220 3,30+ 0,45° 350+ 0,509~ 3,40 + 0,329k
5 _UZMyg 320+ 1,047 3,90 0,82 4,00+0,00°°"" 3,70 +0,61°"%
& EU.s0 4,80 + 0,45 4,60 + 0,65 4,80 + 0,27%° 4,73 + 0,42
EUs00 4,90 + 0,22 4,70 + 0,45%° 4,80 + 0,27%° 4,80 + 0,22%°
EU 1000 4,80 + 0,45%° 3,80 + 1,047 4,00+ 0,61 420 + 0,49%°%7
SEs 3,70 + 1,25%CMN 3 80 + 1,60%°%T 440+ 0,227 3,97 + 1,020
SEs0 4,10 + 0,657 440+ 0,427 4,10+ 0,220 420 + 0,38
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EU1000 4,90 +0,22% 4,90 + 0,22% 4,10 + 0,42 4 63 4,142
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SE s 3,40 + 0,55%" 3,50 + 0,50°% 3,40 + 0,229 3,43 +0,19K
SExs0 3,40 + 0,42%" 3,10+ 0,22°1 3,20+ 0,27™ 3,23 + 0,25
SE 1000 2,80+ 0,45%" 3,30 +£ 0,270 370+ 0,27k 327+ 0,25k
UZMys, 3,30 + 0,455 3,40 + 0,420 3,30 + 0,27MK 3,33 + 0,269k
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161

*razli¢ita slova eksponenata u istoj koloni ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05)



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié¢

BIOGRAFIJA AUTORA

Aleksandra (Slobodan) Stoji¢evi¢ (rod. Ili¢) rodena je 30.04.1987. godine u Kragujevcu,
Republika Srbija. Osnovno i srednje obrazovanje (Gimnazija, opsti smer) stekla je u Velikom
Gradistu. Osnovne akademske studije na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu je
upisala 2006. godine na odseku Prehrambena tehnologija biljnih proizvoda i zavrsila 21.04.2011.
godine sa proseCnom ocenom 8,75 ¢ime je stekla zvanje diplomirani inZenjer prehrambene
tehnologije biljnih proizvoda — master. Doktorske akademske studije na istom fakultetu na
studijskom programu Prehrambena tehnologija, upisala je skolske 2011/12. godine i zavrsila sve
ispitne obaveze u roku.

U saradnji sa drugim autorima publikovala je dva rada u medunarodnim casopisima
(kategorije M22 i M23) i 8 saopstenja na medunarodnim nauc¢nim skupovima (kategorije M33 i
M34). Clan je dva udruzenja (Udruzenja prehrambenih tehnologa Srbije i Society for Medicinal
Plant and Natural Product Research).

Od 17.10.2011. godine je zaposlena u Visokoj tehnickoj Skoli strukovnih studija u
Pozarevcu, na mestu saradnika u nastavi a kasnije i asistenta na odseku Prehrambena tehnologija i
nutricionizam. Zvanje nastavnika vestina stice 2021. godine na Akademiji tehnickih strukovnih
studija Beograd pri odseku Primenjene inzenjerske nauke Pozarevac.

162



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié¢

Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: Aleksandra Stojicevié

Broj indeksa: TH 11/13

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

Stabilizacija hladno presovanog suncokretovog ulja primenom etarskih ulja i ekstrakata odabranih
vrsta lekovitog i zadinskog bilja

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena doktorska disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krSila autorska prava 1 koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora
U Beogradu,

163



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié¢

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog
rada

Ime i prezime autora: Aleksandra Stojicevié
Broj indeksa: TH 11/13

Studijski program: Prehrambena tehnologija

Naslov rada: Stabilizacija hladno presovanog suncokretovog ulja primenom etarskih ulja i
ekstrakata odabranih vrsta lekovitog 1 zacinskog bilja

Mentor: Prof. dr MaliSa Antié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala radi pothranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora nauka,
kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se obajaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,

164



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié¢

Izjava o koriS¢enju

Ovla$¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Stabilizacija hladno presovanog suncokretovog ulja primenom etarskih ulja i ekstrakata odabranih
vrsta lekovitog i za¢inskog bilja

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

Potpis autora

U Beogradu,

165



Doktorska disertacija Aleksandra S. Stojicevié¢

1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak 1 u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saops$tavanje dela,
1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢cnom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saops$tavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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