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Hemijski sastav ekstrakata drveta razli¢itog biljnog porekla kao pokazatelj njihove
autenti¢nosti

Cilj ove doktorske disertacije je odredivanje hemijskog sastava ekstrakata komercijalno preradenog
drveta razli¢itog geografskog i biljnog porekla, koje se koristi za izradu buradi za odlezavanje rakija
u Srbiji. Analizirani su uzorci hrasta luznjaka i kitnjaka, cera, belog duda, bagrema, dzanarike 1
divlje tresnje.

Analizom mikroskopskih preparata uzoraka drveta izvrSena je taksonomska identifikacija
ispitivanin vrsta. Antioksidativni potencijal i sadrzaj ukupnih polifenola vodeno-etanolnih
ekstrakata drveta su odredeni spektrofotometrijski. Polifenolni profili ekstrakata ispitivani su
primenom tankoslojne hromatografije i tecne hromatografije spregnute sa detektorom sa nizom
dioda i masenim detektorom. Spektrofluorimetrijski su dobijeni podaci o prisutnim fluoroforama,
dok je CIELab metodom odredena boja ekstrakata. Antimikrobna aktivnost je ispitana uz pomoc
modifikovane difuzione metode u bunari¢ima i mikrodilucione metode. Gasna hromatografija
spregnuta sa masenom spektrometrijom upotrebljena je za identifikaciju i kvantifikaciju isparljivih
jedinjenja. Induktivno spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom koris¢ena je za
odredivanje elementalnog sastava. U drugom delu istraZivanja izvrSeno je simuliranje odleZavanja
rakija tokom razli¢itih vremenskih intervala koriS¢enjem razliCitih ekstrakcionih sredstava (dve
vrste rakije i model-rastvor etanola). Ciklicna voltametrija i diferencijalno pulsna voltametrija su
primenjene za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja i antioksidativnog potencijala etanolnih
ekstrakata.

Rezultati su pokazali da ispitivane vrste drveta obiluju polifenolima, te da postoji mogucnost
upotrebe drvnog otpada iz procesa proizvodnje buradi za odlezavanje alkoholnih pi¢a. Pored toga,
proSirena su saznanja o nedovoljno ispitivanim vrstama (dZzanarika i cer) i pokazan je potencijal
analitickih tehnika koje do sada nisu primenjivane za analizu uzoraka drveta i njihovih ekstrakata
(spektrofluorimetrija, cikli¢na voltametrija i diferencijalno pulsna voltametrija).
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Chemical composition of wood extracts of different botanical origin as a sign of their
authenticity

The aim of this doctoral dissertation is to determine the chemical composition of extracts made
from commercial wood samples of different geographical and plant origin, which is used for
making barrels for ageing of fruit brandies in Serbia. The following samples were analysed:
pedunculate oak, sessile oak, Turkey oak, white mulberry, black locust, Myrobalan plum and wild
cherry.

Taxonomic identification of the examined plant species was performed by analysis of microscope
slides of wood samples. Spectrophotometry was used for determining the radical scavenging
activity and the content of total polyphenols of the aqueous-ethanolic wood extracts. Phenolic
profiles of the extracts were obtained by thin-layer chromatography and high-performance liquid
chromatography coupled to diode array detector and mass spectrometry. Spectrofluorimetry was
used for obtaining data about the fluorophores present, while CIELab method was used for
measuring the colour of the extracts. Antimicrobial activity was investigated by modified well-
diffusion method and microdilution method. Gas chromatography coupled to mass spectrometry
was used for identifying and quantifying volatile compounds. Elemental composition was
determined by inductively coupled plasma with optical emission spectroscopy. In the second part of
the study, simulation of brandy ageing during different time intervals was performed by using
different extraction agents (two fruit brandies and a model-ethanol solution). Cyclic voltammetry
and differential pulse voltammetry were used for examining electrochemical behaviour and
antioxidant capacity of the ethanolic extracts.

The results have shown that the investigated wood samples are rich in polyphenols, therefore there
is a potential of reusing wood waste from cooperage. In addition, the knowledge is expanded for the
insufficiently tested species (Myrobalan plum and Turkey oak) while the potential for using
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1. UvOD

Odlezavanje alkoholnih pi¢a u kontaktu sa drvetom je vazan proces Kkoji se primenjuje u cilju
proizvodnje visokokvalitetnih alkoholnih pi¢a sa poboljsanim senzorskim svojstvima (bojom,
ukusom i aromom). Fitohemijski profil, kao i fizicka svojstva drveta, koji su razli¢iti za svaku
biljnu vrstu, uti¢u na hemijski sastav ekstrakta, kao i na kvalitet alkoholnih pi¢a. U procesu
odlezavanja alkoholnih pica najcesce se upotrebljavaju drvena burad napravljena od hrasta luznjaka
(Quercus robur L.) ili kitnjaka (Quercus petraea (Matt.) Liebl.), uglavnom zbog dobrih mehanickih
osobina i male propustljivosti za tecnosti. Medutim, zbog ogranicene koli¢ine kvalitetnog hrasta i
njegove visoke cene upotrebljavaju se i alternativne vrste drveta kao $to su bagrem (Robinia
pseudoacacia L.), tresnja (Prunus avium L.) i beli dud (Morus alba L.), koje su ¢esto podvrgnute
procesu prirodnog susenja (Natural seasoning process) sa ili bez termic¢kog tretmana. Pored drvenih
buradi, za odlezavanje alkoholnih pi¢a se koriste drvene letve i komadi¢i (dascice, kockice i iverje)
(Fernandez de Simon i sar. 2010; Coldea i sar., 2020).

Vecina voénih rakija se tradicionalno proizvodi i prodaje na lokalnom trzistu bez ikakve kontrole
(Ivanova-Petropulos i sar., 2017). Ovakvi uslovi omogucavaju da se falsifikuje i pogresno deklarise
rakija koja se plasira na trziste, Sto otezava prepoznavanje kvalitetne rakije. Na primer, prilikom
odlezavanja rakija, umesto drveta se dodaje karamel boja kako bi dobila boju koja je karakteristi¢na
za kvalitetne rakije koje su odlezavale u kontaktu sa drvetom. Prema Evropskoj regulativi
(REGULATION (EU) 2019/787 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL,
L 130/32 EN Official Journal of the European Union, 62, 17.5.2019), definisano je da karamel boja
moze da se koristi iskljucivo za standardizaciju boje. Voéne rakije mogu da se boje karamel bojom
samo ako su odlezavale najmanje godinu dana u kontaktu sa drvetom. Da bi se zastitili proizvodaci,
kao i kupci, znacajno je razviti metode kojima ¢e biti moguce da se utvrdi da li je rakija odlezavala
u kontaktu sa drvetom, kao i vrsta drveta koja je primenjena u procesu odlezavanja rakija. Do sada
je u naucnoj literaturi najvise ispitivan hemijski sastav drveta hrasta luznjaka 1 kitnjaka, najcesce u
kontekstu odlezavanja vina (Zhang i sar., 2015). Poslednjih godina, sve je ve¢i broj radova
posvecen ispitivanju alternativnih vrsta drveta, kao Sto su bagrem, treSnja i dud, ili alternativnih
oblika drveta, kao $to su iverje i granule.

Ispitivane vrste drveta (hrasta ili alternativnih vrsta drveta) najée$¢e Su podvrgnute procesu
prirodnog susenja, sa ili bez termickog tretmana. Ispitivan je hemijski sastav vina koje je odlezavalo
u kontaktu sa drvenim buradima (De Rosso i sar., 2009b; Sanz i sar., 2012b; Chinnici i sar. 2015) ili
je izvrseno poredenje hemijskog sastava vina koja su odlezavala u drvenim buradima sa vinima koja
su odlezavala u kontaktu sa iverjem drveta (Fernandez de Simon i sar., 2014a). Pored toga su
ispitivani ekstrakti usitnjenog drveta u rastvorima koji simuliraju alkoholna pica, kao $to su vodeno-
etanolni rastvor ili model-rastvor vina (vodeno-etanolni rastvor sa dodatim tartaratnim puferom)
(Flamini i sar., 2007; De Rosso i sar., 2009a, Fernandez de Simon i sar., 2009, 2014b; Soares i sar.,
2012; Chinnici i sar., 2015; Jorddo i sar., 2016). U nekim istrazivanjima je koriS¢en ekstrakt
usitnjenog drveta u drugim rastvaracima (Alafién i sar., 2011; Sanz i sar., 2010, 2011, 2012a).

Manji broj radova je posvecen odlezavanju drugih proizvoda i alkoholnih pica, kao $to su vinsko
sir¢e koje je odlezavalo u drvenim buradima (Cerezo i sar., 2010) i destilati tradicionalne rumunske
jabukovace koji su odlezavali u kontaktu sa fragmentima drveta (Coldea i sar., 2020).

Najces¢e upotrebljavane metode za analizu ekstrakata drveta su visokoefikasna tecna
hromatografija i gasna hromatografija. S druge stane, elektrohemijske metode i spektrofluorimetrija
su jednostavni, brzi i po ceni pristupa¢ni analiticki postupci koji ne zahtevaju prethodnu pripremu
uzoraka. Prema dostupnoj nau¢noj literaturi, nisu pronadeni podaci o primeni ovih postupaka za
analizu drveta, medutim spektrofluorimetrija je primenjena u analizi alkoholnih pi¢a (Sdecka i sar.,
2016), dok su elektrohemijske metode primenjene za analizu fenolnih jedinjenja u vinu (Magarelli i
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sar., 2013). Posto postoji teznja ka upotrebi brzih i jednostavnih metoda uz Sto jednostavniju
pripremu uzoraka, ovi postupci imaju potencijal da se iskoriste u proceni autenticnosti drveta i za
odredivanje vrste drveta koja je upotrebljena u procesu odlezavanja rakija.

U okviru izrade ove doktorske disertacije, definisani su odredeni koraci i postavljeni konkretni
zadaci, a sve u cilju detaljne hemijske karakterizacije uzoraka drveta razli¢itog biljnog i
geografskog porekla koji se upotrebljavaju u procesu odlezavanja rakija u Srbiji. U prvom delu
rada, ekstrakti drveta su detaljno okarakterisani i na ovaj naéin je omoguceno da se proSire znanja o
hemijskom sastavu nedovoljno ispitivanih vrsta drveta. Ispitana je moguénost utvrdivanja
autenti¢nosti drveta uz pomo¢ spektrofluorimetrije i elektrohemijskih metoda, brzih i jednostavnih
metoda koje do sada nisu primenjivane na uzorcima drveta. Takode je ispitana bioaktivnost
ekstrakata drveta, posto antimikrobna aktivnost ovih ekstrakata nije dovoljno ispitivana na patogene
organizme. Odreden je sadrzaj toksi¢nih elemenata i izvrSena procena rizika kako bi se procenila
bezbednost ekstrakata drveta.

U drugom delu rada izvrSeno je pracenje hemijskog sastava ekstrakta drveta koje je bilo u kontaktu
sa model-rastvorom etanola, odnosno rakijom, tokom razli¢itih vremenskih perioda u cilju
utvrdivanja uticaja vrste ekstrakcionog sredstva, duzine ekstrakcije i biljnog porekla drveta na
sastav ekstrakta i rakije. Razmotrena je moguénost primene savremenih elektrohemijskih metoda za
identifikaciju vrste drveta u kojem je rakija odlezavala, kao i pracenju kvaliteta rakije tokom
vremena.

Na eksperimentalne rezultate dobijene u ovoj disertaciji primenjene su statisticke metode u cilju
utvrdivanja veze izmedu hemijskog sastava i biljnog porekla drveta. Tuki test (eng. Tukey test)
primenjen je na rezultate spektrofotometrijskih testova (DPPH" testa i Folin-Cikalteu (Folin-
Ciocalteu) testa), na sadrzaj pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja, kao i za rezultate analize
elementalnog sastava, tako $to je izraCunata znacajna razlika izmedu ekstrakata drveta, p < 0,05.
Jednofaktorska analiza varijanse (One-way analysis of variance, ANOVA) primenjena je za
procenu znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih ciklicnom voltametrijom (CV) i
diferencijalno pulsnom voltametrijom (DPV). Analiza glavnih komponenata (Principal component
analysis, PCA analiza) je koriS¢ena kako bi se klasifikovali uzorci drveta prema razlikama u
karakteristicnim emisionim spektrima, zatim prema sadrzaju pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja i
elementalnom sastavu, kao i za identifikaciju fenolnih jedinjenja na hromatogramu dobijenom uz
pomo¢  visokoefikasne tankoslojne hromatografije (eng. High-Performance Thin-Layer
Chromatography, HPTLC) koja su najodgovornija za klasifikaciju ispitivanih uzoraka. PCA analiza
je takode primenjena u drugom delu rada na rezultatima eksperimentalnog odlezavanja alkoholnih
pica, kako bi se ustanovile razlike u elektrohemijskom ponaSanju ispitivanih ekstrakata na osnovu
vremena ekstrakcije, ekstrakcionog sredstva i vrsta drveta. Klasterska analiza (Cluster analysis, CA)
je primenjena kako bi se utvrdila potencijalna veza izmedu najzastupljenijih polifenola
karakteristi¢nih za svaku biljnu vrstu drveta i detektovanih elemenata, kao i parametara dobijenih
uz pomo¢ spektrofotometrijskih testova. Na osnovu svih analiza omoguéeno je da se dobije uvid o
razlikama u sastavu ekstrakata ispitivanih vrsta drveta i moguce parametre koji mogu da doprinesu
identifikaciji odredene vrste drveta.
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2. OPSTIDEO

2.1 Drvo
2.1.1 Hrast

Hrast (Quercus spp.: Fagaceae) je, posle bukve, najrasprostranjenije listopadno drvo u Srbiji. U
svetu postoji oko 600 vrsta koje pripadaju rodu Quercus (Zhang i sar., 2015). Najzastupljenije vrste
hrasta su hrast luznjak i hrast kitnjak, koji pripadaju podrodu Quercus. Medu znacajnim vrstama
hrasta takode se ubraja i cer, koji je reprezentativna vrsta podroda Cerris.

Hrast luznjak (Quercus robur L.: Fagaceae) i hrast kitnjak (Quercus petrea (Matt.) Liebl.:
Fagaceae) predstavljaju drvece velike biomase koje najcesce dostize visinu od 30 metara i pre¢nik
do jednog metra, medutim ove dimenzije mogu da budu i mnogo vece (njihova visina moze da
prede 40 metara a pre¢nik moze da dostigne 3-4 metra). Hrast luznjak i hrast kitnjak imaju veoma
dug Zivotni vek, koji moze da dostigne i preko hiljadu godina (Eaton i sar., 2016).

Luznjak i kitnjak su morfoloski veoma sli¢ni i ¢esto se medusobno spontano ukrstaju. Nastale
hibridizovane jedinke poseduju karakteristike obe vrste hrasta podjednako ili su izrazenije
karakteristike jedne vrste.

Hrast luznjak raste u nizijskim sumama Evrope, severne Afrike i zapadne Azije. U sumama Evrope,
kao i u Srbiji, najées¢e dominira hrast luznjak posto se lakSe spontano razmnozava i pogodniji je za
posumljavanje (Kova¢ i sar., 2000). Hrast luznjak i hrast kitnjak retko formiraju Ciste Sume u
prirodnim uslovima. Oni dominiraju u li§¢arskim meSovitim Sumama sa vlaznim i1 plodnim
zemljistem, u kojima rastu uz prisustvo drugog listopadnog drveca (Eaton i sar., 2016).

Obe vrste su izdrzljive, mogu da rastu pod razli¢itim uslovima i da izdrze umerene suSe,
zahvaljuju¢i njihovom dubokom i snaznom korenju. Medutim, ove dve vrste drveta preferiraju
razli¢ite tipove staniSta. Prema Eaton i sar. (2016) i Ducousso i Bordacs (2003), uocene su sledece
razlike izmedu hrasta luznjaka i kitnjaka: hrast luznjak ima tendenciju da raste u mestima sa
kontinentalnom klimom, u vlaznim nizijama i predelima pored vode, veoma je tolerantan na
razli¢ite tipove zemljista i periodi¢ne poplave. S druge strane, hrast kitnjak ima razvijeniji koren u
odnosu na hrast luznjak, §to mu omogucéava veéu otpornost na susu. Ova vrsta uglavnom raste na
padinama i vrhovima brda. U odnosu na hrast luznjak, vise mu odgovaraju lagana i rastresita, ¢esto
kamenita zemljiSta, 1 mnogo je tolerantniji na siromasno zemljiSte. Hrast kitnjak moZe da se
prilagodi razli¢itim tipovima zemljista od vlaznog do izuzetno suvog, sa pH vrednosc¢u od 3,5 do 9,
medutim bolje uspeva na kiselijem zemljiStu.

Hrastovina je vrsta drveta koja se najceS$¢e upotrebljava za proizvodnju buradi za odlezavanje
alkoholnih pica zato §to poseduje dobre mehanicke osobine (trajnost, tvrdocu i fleksibilnost) i malu
propustljivost za te¢nosti.

Drvo hrasta kitnjaka se u velikoj meri ne razlikuje od drveta hrasta luznjaka. Medutim, u poredenju
sa hrastom luznjakom, drvo hrasta kitnjaka je dosta teze i tvrde i cenjenije je kao materijal za izradu
buradi (Viloti¢, 2000, Kovac¢ i sar., 2000). Drvo hrasta kitnjaka je posebno cenjeno zbog ravne
(pravilne) strukture, trajnosti zahvaljuju¢i tvrdo¢i, kao i visokog sadrzaja tanina, $to ga Cini
otpornim na napade insekata i gljivica (Eaton i sar., 2016).

Hrastovo drvo poseduje visoku trajnost zahvaljujuci prisustvu elagitanina (Gadrat i sar., 2021).
Prema De Rosso i sar. (2009a), hrast karakteriSe najveci stepen ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz
drveta u vodeno-alkoholni rastvor u odnosu na druge vrste drveta (bagrem, kesten, tre$nja i dud).
Prema istim autorima, najve¢i procenat stabilnih jedinjenja i prakti¢no odsustvo jedinjenja
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podloznih oksidaciji €ini hrastovu burad pogodnim za dugotrajno odleZavanje vina i alkoholnih
pica.

Hrast luznjak i hrast kitnjak se ubrajaju u ekonomski najvaznije listopadne Sumske vrste drveta
zbog visokokvalitetnog drveta, od kojih se najvise ceni drvo sa uzanim godovima (Eaton i sar.,
2016). Prema prethodno navedenom izvoru i Sogki¢u i Popoviéu (2002), hrastovina ima vrlo Siroku
primenu, medu kojima su proizvodnja namestaja, stolarije, furnira i parketa, kao i u gradevinarstvu i
brodogradnji. Pored toga, drvo hrasta predstavlja vredan izvor za proizvodnju drvenog uglja i
koristi se kao ogrevno drvo. Kora hrasta se ranije koristila za Stavljenje koze zbog visokog sadrzaja
tanina. Neke sorte, narocito hrasta luznjaka, izvoze se po celom svetu kao ukrasne vrste drveta.
Hrast ima kulturni znacaj u Evropi (od vremena starih Grka do Germana, starih Slovena i Kelta)
kao sveto drvo i Cesto se koristi kao nacionalni ili regionalni simbol, kao na primer na grbu
Bugarske i na nemackim, hrvatskim i britanskim kovanicama.

Cer (Quercus cerris L.: Fagaceae) je veliko brzorastuce listopadno drvo visine 35-40 metara, sa
stablom prec¢nika 1-2 metra i zivotnim vekom izmedu 150 i 200 godina (de Rigo i sar., 2016;
Viloti¢, 2000). Cer prirodno raste u juznoj Evropi i Maloj Aziji i predstavlja dominantnu vrstu u
mesovitim Sumama u mediteranskoj oblasti. Cer raste na nizim 1 srednjebrdskim podrucjima.

Cer moze da se prilagodi razli¢itim tipovima zemljista i klime. Najbolje uslove za rast nalazi na
dubljim, suvim i slabo kiselim zemljistima, na kre¢njackoj ili silikatnoj podlozi, kao i na dobro
navodnjenim zemljistima (Viloti¢, 2000; Najib i sar., 2021). Tolerantniji je na suSu u odnosu na
druge vrste hrasta u istom regionu (de Rigo i sar., 2016).

Tzvetkova i Kolarov (1996) su zapazili da listovi cera koji raste u regionu sa znacajnim
industrijskim zagadenjem akumuliraju velike koli¢ine toksi¢nih elemenata, ali u isto vreme postoje
male razlike u koncentracijama Secera. Prema toj studiji, smatra se da ova osobina daje ceru veéu
toleranciju i otpornost na zagadenje vazduha u odnosu na druge vrste drveta koje rastu u istom
regionu, zbog ¢ega se cer preporucuje za poSumljavanje industrijskih podrugja.

U poredenju sa hrastom kitnjakom 1 hrastom luznjakom, drvo cera je niZzeg tehnoloskog kvaliteta 1
ima tendenciju pucanja, zbog ¢ega je njegova upotreba ograni¢ena. Pored toga, cer poseduje manju
otpornost i trajnost u odnosu na druge vrste hrasta Sto se moze povezati sa niskim sadrzajem
ekstraktivnih supstanci i tanina u ovom drvetu (Barjaktari i sar., 2018; Najib i sar., 2021).

Drvo cera se upotrebljava kao grada, ogrevno drvo ili kao sirovina za proizvodnju drvenog uglja, a
razli¢iti delovi drveta, kao Sto su kora, drvo, liS¢e 1 kapice zira, koriste se 1 kao izvor tanina
(Simeone i sar., 2019). Takode, sréevina drveta razlic¢itog porekla ima crvenkastu boju koja se ceni
u industriji furnira (Lavisci i Scalbert, 1991). Danas se drvo cera Koristi za pravljenje buradi za
odlezavanje vina u Albaniji, kako bi dalo vinu ukus i boju (Najib i sar., 2021).

Cer ima korisnu upotrebu u poSumljavanju zemljiSta i1 kontroli erozije zbog sposobnosti brzog rasta
i prilagodljivosti razli¢itim tipovima zemljiSta (de Rigo i sar., 2016; Najib i sar., 2021). Takode, cer
se Cesto sadi u gradskoj sredini kao ukrasno drvo.

2.1.2 Divlja tre$nja

Divlja tresnja (Prunus avium (L.) L.: Rosaceae) je brzorastuce listopadno drvo srednjeg rasta i
kratkog zivotnog veka (od 100 do 150 godina). Moze da dostigne visinu od 15 do 32 metra i
pre¢nik stabla od 90 cm do 120 cm (Welk i sar., 2016). Divlja treSnja je prirodno zastupljena u
Sumama sa umerenom klimom u Evropi, zapadnoj Aziji i severnoj Africi.
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Prethodno navedeni autori i Viloti¢ (2000) su opisali uslove rasta divlje treSnje. Divlja tresnja
uglavnom raste u polusenci, na ivici Sume, u dolinama reka i na Sumskim proplancima, kao retka i
rastrkana vrsta. MozZe da raste na razli¢itim tipovima zemljista, medutim ona najbolje uspeva na
dubokom rastresitom plodnom zemlji$tu sa dobrim snabdevanjem vode. Ne podnosi teSka glinovita,
preplavljena ili zemljista koja zadrzavaju vodu i moze biti osetljiva na susu.

Drvo tre$nje ima veliku poroznost i stepen propustanja kiseonika, a njen ekstrakt poseduje visok
sadrzaj jedinjenja podloznih oksidaciji (Cabrita i sar., 2012, De Rosso i sar., 2009a). Zbog ovih
osobina se burad od treSnjinog drveta obicno koriste za kratke periode odlezavanja alkoholnih pica.

Tresnjino drvo je jedno od najcenjenijih u Evropi zbog njegove crvenobraon boje, masivnog i
gustog drveta. Drvo treSnje je okarakterisano kao srednje tesko, srednje tvrdo i ¢vrsto drvo lepe
teksture, koje se lako obraduje (Viloti¢, 2000). Prema prethodno navedenoj referenci i Welk i sar.,
2016, tresnjino drvo se koristi za proizvodnju furnira, dekorativno oblaganje, izradu ormara,
muzickih instrumenata i parketa, kao i1 za rezbarenje, izradu ukrasnih predmeta i drugo. Takode,
tresnja je veoma popularna kao ukrasno vo¢no drvo.

2.1.3 Dzanarika

Dzanarika (Prunus cerasifera Ehrh.: Rosaceae) je listopadni Zbun ili malo drvo ¢ija visina moze da
dostigne od 8 do 10 metara (Popescu i Caudullo, 2016). Ona prirodno raste u jugoisto¢noj Evropi,
zapadnoj i srednjoj Aziji. Sada je odomacena na svim kontinentima na mestima sa umerenom
klimom. Rasprostranjena je §irom zemlje u svim vrstama mikro-klimatskih i uslova zemljista.

Dzanarika raste na otvorenim mestima, kao §to su ivice Suma, otvorene Sume i pored reka. Veoma
je otporna vrsta sa minimalnim zahtevima osim za svetlos¢u i lako se prilagodava velikom broju
stani$ta. Ona moze da podnese mraz i susu i otporna je na vetar. Uspeva na razli¢itim tipovima
zemljiSta, izmedu ostalog i na Sljunkovitim, peskovitim ili zemljiStima koja su osiromasSena
hranljivim sastojcima, ali ne i na zbijenom zemljistu (Popescu i Caudullo, 2016).

Dzanarika se uglavnom gaji kao ukrasna biljka, zbog Sarenih listova 1 brojnih cvetova, ili za
proizvodnju plodova. Divlji crveni i ljubicasti plodovi dzanarike poseduju visoku antioksidativnu
aktivnost.

Dzanarika ima veliki genetski znacaj za hortikulturalno oplemenjivanje. PoSto je ova vrsta otporna
na nekoliko bolesti §ljive, neke sorte se koriste kao podloga za kalemljenje drugih voénih vrsta i
sorti roda Prunus, kao S§to su $ljiva, kajsija i breskva. Pored toga, smatra se jednim od predaka
gajene evropske sljive (Prunus domestica).

2.1.4 Belidud

Beli dud (Morus alba L.: Moraceae) je brzorastuce listopadno drvo koje raste do visine od 20
metara i pre¢nikom debla do 1 metar, i moze da dostigne Zivotni vek od 250 godina (Viloti¢, 2000;
Radojkovi¢, 2012). Potice iz Kine i uzgaja se skoro u celom svetu kao odomacena vrsta. Beli dud je
vrlo rasprostranjen u Srbiji, jer je Jugoslavija bila peti najveci proizvodac svile na svetu sa viSe od
2,5 miliona stabala belih dudova (Natic¢ i sar., 2015). Beli dud se ranije u velikoj meri koristio za
gajenje svilenih buba zbog lista kojim se one hrane, medutim danas se u vecini evropskih zemalja
beli dud uzgaja zbog ploda.

Dud je vrlo prilagodljiva vrsta koja moze da raste u Sirokom opsegu klimatskih, topografskih i
uslova zemljista. Dud moze da se nade na svezem i1 plodnom zemljiStu pored reke (Viloti¢, 2000).
Raste na razli¢itim tipovima zemljiSta od peskovite do glinovite ilovace ali najbolje uspeva na
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dubokom, dobro dreniranom aluvijalnom ilovastom, neutralno do blago kiselom zemljistu (pH od 6
do 7,5) (https://www.feedipedia.org/node/123). Beli dud je tolerantan na siromasno zemljiste, ali je
veoma osetljiv na susu.

Dud ima potencijal za remedijaciju zemljista zagadenog metalima posto je tolerantan na mnoge
metale i ima sposobnost akumuliranja velike koli¢ine teSkih metala kao $to su olovo i kadmijum sa
porastom njihove koncentracije u zemljistu (Zhao i sar., 2013; Zhou i sar., 2015). Takode, dud se
koristi u te svrhe zbog svojih osobina kao $to su visoka prilagodljivost, brz rast i velika biomasa
iznad zemlje.

Prema jednom izvoru (Viloti¢, 2000), drvo duda je trajno, tvrdo i sjajno, dok je prema drugim
izvorima (De Rosso i sar., 2009a; Cabrita i sar., 2012) drvo belog i crnog duda (Morus alba i Morus
nigra) meko i elasti¢no koje karakteri$e srednja poroznost. Navedene razlike u svojstvima drveta
mogu biti posledica varijabilnosti anatomske i hemijske strukture usled genetskih faktora i uticaja
zivotne sredine. Stepen ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz drveta duda vodeno-alkoholnim rastvorom
je veliki (De Rosso i sar., 2009a).

Beli dud se dugo koristi kao stocna hrana 1 razlic¢iti delovi duda se koriste kao lek u tradicionalnoj
medicini (Chen i sar., 2018; Aelenei i sar., 2019). Prema navedenim autorima, u Azijskim zemljama
se kora belog duda koristi kao antiupalno, hipoglikemijsko, antibakterijsko sredstvo i diuretik. U
tradicionalnoj kineskoj medicini, listovi belog duda se koriste protiv prehlade, groznice i
hipertenzije, ali i za zastitu jetre, poboljSavanje vida i diurezu. Granéica se Koristi za leCenje
reumatizma, dok se plod koristi kao okrepljujuce sredstvo i sedativ. Takode, plodovi duda se u Kini
tradicionalno upotrebljavaju za leCenje upale grla, tonzilitisa i anemije. Plodovi duda se koriste u
ljudskoj ishrani zbog visoke nutritivne vrednosti i prijatnog ukusa.

Dud je cenjena vrsta za uredivanje zemljista i gradskih naselja, posto podnosi visok nivo zagadenja
vazduha, kao i za stabilizaciju pescara (Nati¢ i sar., 2015). Dud se sadi duz puteva, po parkovima,
dvoristima i drugim mestima. Takode, drvo duda se koristi u stolarstvu, ba¢varstvu, kolarstvu i za
izradu furnira (Viloti¢, 2000).

2.1.5 Bagrem

Bagrem (Robinia pseudoacacia L.: Fabaceae) je brzorastuce listopadno drvo srednje veli¢ine. Moze
da raste uspravno kao drvo sa jednim ili vise stabala ili, u nepovoljnim uslovima, kao Zbun sa vise
stabala. Drvo obi¢no dostize visinu od 20 metara kada raste kao drvo sa jednim stablom ili 30
metara kada raste u formi sa vise stabala, dok na nekim mestima moze da dostigne visinu ¢ak do 35
metara. Drvo ima pre¢nik od preko 50 centimetara (Viloti¢, 2000).

Ova vrsta drveta prirodno raste u Severnoj Americi i predstavlja jednu od najvaznijih i
najrasprostranjenijih vrsta drveta koja je uvedena u Evropu. Uobicajeni zivotni vek bagrema je od
60 do 100 godina, dok u Evropi moze da zivi i preko 300 godina (Sitzia i sar., 2016). Prema ovom
izvoru, bagrem uglavnom raste na mestima sa sredozemnom (submediteranskom) ili toplom
kontinentalnom klimom. Takode, bagrem ima kapacitet za rast klonova posto proizvodi veliki broj
izdanaka iz osnove drveta.

Bagrem uspeva na razli¢itim tipovima zemljista. Najbolje uspeva na rastresitom i plodnom
peskovitom zemljistu (Viloti¢, 2000). Drvo se lako oSteCuje pod uticajem ekstremnih mrazeva zimi
1 tesko se prilagodava u uslovima suse.

Koren bagrema, kao i kod ostalih vrsta porodice Fabaceae (sin. Leguminosae), ima simbiotsku vezu
sa azotofiksatorima, bakterijama koje poboljsavaju kvalitet zemljista tako Sto pretvaraju azot iz
vazduha u oblik dostupan biljkama. Bagrem moze znacajno da utice na sastav zemljista, odnosno da
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poveca sadrzaj ukupnog azota u zemljiStu, otpada i sadrzaj organskog ugljenika, kao i da promeni
pH zemljista i da smanji sadrzaj ukupnog fosfora. Zbog ove osobine i sposobnosti zaklanjanja
bagrem moze da uti¢e negativno na biodiverzitet i smatra se invanzivnom vrstom u Evropi (Sitzia i
sar., 2016).

Drvo je trajno i otporno na truljenje i oSteéenja izazvana insektima. Takode, ono ima malu
poroznost i mali stepen otpusStanja fenolnih jedinjenja u ekstrakt, medutim sadrzaj polifenola
podloznih oksidaciji je visok (De Rosso i sar., 2009a). Bagremovo drvo je tvrdo, tesko, ¢vrsto i
dugotrajno i Koristi se u razli¢ite svrhe, kao gradevinsko drvo, za bacve, u hemijskoj industriji, za
dobijanje boja i tanina, i ogrevno drvo kao i za namestaj i brodogradnju (Viloti¢, 2000; Sitzia i sar.,
2016). Pored toga, bagrem se koristi kao ukrasno drvo. Posebno se ceni kao medonosna vrsta za
pcelarstvo (Mihajlovi¢ i sar., 2008).

2.2 Grada drveta

Glavni elementi anatomske grade li§¢arskih vrsta drveta su parenhim, mehanicki elementi (vlakna) i
sprovodni elementi (traheje). Ovi anatomski elementi imaju specijalizovane funkcije: traheje
obavljaju sprovodnu funkciju vode sa neorganskim supstancama, vlakna obavljaju mehanicku
funkciju, a parenhimske ¢elije obavljaju akumulacionu ulogu (Soski¢ i Popovi¢, 2002).

Kada se posmatra popre¢ni presek drveta, drvo se sastoji od kore, beljike, sréevine i srzi. Detaljnija
grada drveta prikazana je na Slici 1.

Prsten prirasta

Stz
Beljika
Sréevina

Y Kambijum
7( Kora

Rano drvo
Kasno drvo

Prsten prirasta
Zraci (trake drveta) Kambijum

Slika 1. Grada drveta. lzvor:
https://workshopcompanion.com/KnowHow/Design/Nature of Wood/1 Wood Grain/l Wood Gr

ain.htm, https://www.plantscience4u.com/2015/06/what-is-bark.html

Celije koje ¢ine drvo sastoje se od ¢elijskih zidova, od kojih je veéina izgubila Zive funkcije. Beljika
sadrzi zive celije parenhima koje, kad odumru, stvaraju sréevinu. Prilikom prelaska beljike u
sréevinu nastaju razliite organske supstance koje impregniraju zidove celija, kao Sto su boje,
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smole, eteri¢na ulja, gumozne supstance, masne supstance, isparljiva ulja, soli organskih kiselina,
tanini i drugo. Zahvaljujuéi prisustvu ovih supstanci, sréevina je prirodno trajnija i gusc¢a kod vecine
vrsta drveta. Takode, sréevina nekih vrsta drveta je otpornija na napade insekata i gljiva
zahvaljujuéi prisustvu taninskih, fenolnih jedinjenja i eteri¢nih ulja (Soski¢ i Popovié, 2002).

Src¢evina je manje propustljiva za toplotu i teCnosti od beljike, 1 njena propustljivost se razlikuje u
zavisnosti od vrste drveta. Kada je ona nepropustljiva moze se upotrebiti za pravljenje buradi za
odlezavanje alkoholnih pica.

Lis¢arske vrste drveta se prema veli¢ini traheja drveta mogu podeliti na prstenasto porozne i
rastresito porozne vrste. Kod prstenasto poroznih vrsta drveta, traheje ranog drveta su znacajno vece
nego od poznog drveta i jasno se uocavaju golim okom, dok su kod rastresito poroznih vrsta drveta
traheje ranog drveta priblizno iste ili malo ve¢e u odnosu na traheje poznog drveta, jedva su
uocljive ili se ne mogu uociti golim okom (Viloti¢, 2000). Hrast luznjak, hrast kitnjak, cer, dud i
bagrem su prstenasto porozne vrste drveta, dok se tresnja i dzanarika svrstavaju u difuzno porozne
vrste drveta (sitno prstenasto-porozne vrste drveta).

Anatomska grada hrastova je slozenija u odnosu na druge lis¢arske vrste, odnosno imaju veci broj
elemenata koji ucestvuju u njihovoj gradi, velike varijacije u dimenzijama i razli¢ito procentualno
ucesce pojedinih tipova elemenata (Viloti¢, 2000).

Kod nekih vrsta drveta moze se zapaziti razlika u boji izmedu beljike i sréevine u popreénom
preseku stabla drveta: beljika je bledo obojena, dok je sréevina tamno obojena (Yazaki, 2015).
Vrste drveta ispitivane u ovoj disertaciji imaju obojenu sréevinu, $to je opisano i u Viloti¢ (2000).

Beljika hrasta luZnjaka je svetlozuckaste boje, Sirine do 3 cm, dok mu je sréevina tamnomrke boje.
Beljika 1 sr¢evina hrasta kitnjaka Su nesto svetlije boje nego kod luznjaka. Beljika cera je bledozute
ili crvenkasto-mrke boje, i znatno je §ira u odnosu na beljiku hrasta luznjaka i hrasta kitnjaka.
Srcevina je tamno crvenkastomrke boje po kojoj se takode cer razlikuje od hrasta luznjaka 1 kitnjaka
(Viloti¢, 2000).

Lavisci 1 Scalbert (1991) su zapazili razliku u boji razli¢itih delova sréevine cera, koja je posledica
razli¢itog sadrzaja ekstraktivnih supstanci. Prema njima, unutrasnji deo sréevine drveta (deo koji je
blizi srzi drveta) sadrzi manje fenolnih ekstraktiva, ima crvenkast ton boje i manje je taman od
spoljaSnjeg dela sréevine (dela blizeg beljici). Za mnoge vrste drveta je zapazeno da sadrzaj
rastvorljivih polifenola opada od spoljasnjeg do unutrasnjeg dela sréevine (Lavisci i Scalbert, 1991).
Pretpostavlja se da je razlog ove pojave spora oksidacija rastvorljivih fenolnih jedinjenja (fenolnih
ekstraktivnih jedinjenja).

Za razliku od hrasta, dud, bagrem i treSnja imaju uzanu beljiku. Beljika duda je zuckastobele do
zelenkastozute boje, dok mu je sréevina zlatnosmede do tamnomrke boje. Bagrem ima beljiku
zuckaste boje, 1 sr¢evinu zuckastomrke do zutozelene boje. Tresnja ima beljiku crvenkastobele boje,
dok je sréevina crvenkastomrke boje (Viloti¢, 2000). Razlike u boji ukazuju na razli¢it hemijski
sastav, kako unutar drveta, tako i izmedu razli¢itih vrsta drveta.

2.3 Hemijski sastav drveta

Hemijski sastojci drveta mogu se podeliti u dve grupe, osnovna organska jedinjenja (strukturne
supstance) i sekundarne (ekstraktivne, nestrukturne) supstance. Osnovne (strukturne) supstance su
organski makromolekuli nerastvorni u smesi alkohola i vode, i predstavljaju glavne hemijske
sastojke drveta (Le Floch i sar., 2015). Strukturne supstance ¢ine 94-98% drveta. U ove supstance
se ubrajaju celuloza i hemiceluloze, koje ¢ine osnovu i matriks celijskog zida drveta, i lignin,
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polimer velike molekulske mase, koji je uglavnom zastupljen u ¢elijskim zidovima. Nestrukturne
supstance predstavljaju uglavnom jedinjenja male molekulske mase, kao $to su ekstraktivne
supstance, organska jedinjenja rastvorljiva u vodi, i neorganska jedinjenja.

Prema Soskiéu i Popovicu (2002), lis¢arske vrste drveta sadrze 40-50% celuloze, 24-32%
hemiceluloza i 20-25% lignina. Prema Sjostromu i Alénu (1999), sastav drveta koje se koristi za
pravljenje buradi je vrlo heterogen: celuloza (40-44%), hemiceluloze (15-35%), lignin (18-25%),
ekstraktivne supstance (do 2%).

Sadrzaj osnovnih hemijskih supstanci se ne razlikuje znacajno medu vrstama hrasta: celuloza
(40%), hemiceluloze (25%) i lignin (20%) (Zhang i sar., 2015). Hemijski sastav hrasta luznjaka i
kitnjaka je karakteristican po znaCajnom sadrzaju lignina, neSto nizem sadrzaju celuloze, i
izrazenijem sadrzaju ekstraktivnih supstanci (Klasnja i sar., 2006). U drvetu bagrema je sadrzaj
celuloze vec¢i u odnosu na hrast, dok je sadrzaj lignina nizi. Drvo i grana §ljive sadrze znacajnu
koli¢inu lignina i celuloze.

Ekstraktivne supstance su relativno mali molekuli van ¢elijskog zida koji se mogu ekstrahovati iz
drveta organskim rastvara¢ima ili vodom (Valette i sar., 2017). One se mogu podeliti prema
fizioloskoj funkciji na primarne biljne supstance (one se nalaze u svim biljkama i ucestvuju u
razmeni supstanci zivih ¢elija biljaka, odnosno odrzavaju njihovo funkcionisanje, na primer
aminokiseline, proteini, ugljeni hidrati, fosfatidi, nukleinske kiseline), i sekundarne supstance
(sekundarni ili specijalizovani metaboliti, ne pojavljuju se u svim biljkama jer ne ucestvuju u
razmeni supstanci) (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993). Primarne supstance su zastupljene uglavnom u
beljici, dok su sekundarne supstance karakteristicne za sréevinu. Prema istom izvoru, prisustvo
sekundarnih supstanci se vezuje za odredena tkiva, zavisi od starosti drveta, polozaja u stablu,
geografskog porekla ispitivane vrste, brzine njenog rasta, kao 1 od eventualnih oStecenja drveta.

Sekundarne ekstraktivne supstance se sintetiSu u drvetu kao zaStita protiv biotickog i1 abiotiCkog
stresa (Valette i sar., 2017). Prema ovom izvoru, velika koli¢ina sekundarnih ekstraktivnih sastojaka
moze se naci 1 u ¢vorovima drveta, cak i viSe nego u sréevini, poSto orezivanje grana moze da
predstavlja faktor stresa pod ¢ijim uticajem drvo proizvodi vise ekstraktivnih supstanci. Sadrzaj
ekstraktivnih jedinjenja utie na stepen razgradnje drveta, a time i na trajnost drveta.

Sastav ekstraktivnih supstanci u drvetu razlikuje se znac¢ajno u zavisnosti od vrste drveta i zavisi od
dela stabla, geografskog porekla i doba godine kada je uzorkovano, kao i od uslova rasta drveta kao
Sto su koncentracija ugljen-dioksida ili temperatura (Doussot i sar., 2002; Valette i sar., 2017).

lako su prisutne u malim koli¢inama, ekstraktivne supstance imaju uticaj na mnoga svojstva drveta,
kao Sto su senzorska (boja, miris), mehanicka 1 bioloSka svojstva (mikrobioloska zaStita), kao 1 na
tehnoloska svojstva drveta (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993).

Boja drveta potice od obojenih ekstraktivnih jedinjenja prisutnih u drvetu, kao i od nerastvorljivih
polimera u drvetu koji nastaju oksidacijom i polimerizacijom nestrukturnih supstanci sa glavnim
komponentama drveta (Yazaki, 2015). Prema Ugrenovi¢u (1950), tonovi boja drveta su sledeci:
hrast luznjak, dud i tre$nja imaju Zzutosmedi ton; hrast kitnjak ima svetlosmedi ton; bagrem ima
zutozeleni ton; dok §ljiva i cer imaju crvenkastosmedi ton boje.

2.3.1 Strukturne supstance drveta

Celuloza je polisaharid izgraden od osnovnih jedinica S-D glukoze povezanih glikozidnom vezom u
polozaju 1-4. U celijskom zidu drveta ve¢i broj molekula celuloze stvara c&vrsta vlakna
(mikrofibrile), i predstavlja jedini sastojak drveta potpuno nerastvorljiv u uobi¢ajenim rastvaracima.
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Sadrzaj celuloze u svim vrstama drveta je priblizno isti (42 £ 2%) 1 njen sadrzaj zavisi od dela
drveta, porekla materijala ili metoda ispitivanja (Soskié¢ i Popovi¢, 2002). U literaturi se takode
navode i podaci po kojima postoje razlike u sadrzaju celuloze izmedu razlicitih vrsta drveta. Prema
Fengelu i Wegeneru (1983), celuloza ¢ini 41,1% drveta hrasta luznjaka, dok je u bagremu sadrza;j
celuloze znacajno veéi u odnosu na hrast (50,1% drveta). U istom izvoru, navodi se da sadrzaj
celuloze u hrastu iznosi 40,5% (drvo), 39,9% (beljika), 37,6% (sréevina). Prema Stevanovi¢ Janezi¢
i sar., 1995, sadrzaj celuloze u hrastu luznjaku iznosi 38,06% (sr¢evina) i 43,79% (beljika), dok je u
hrastu kitnjaku 47,29% (drvo), 44,72% (sr¢evina), 45,30% (beljika). Sadrzaj celuloze u dudu je
42,0-42,8% (Rahman i Jahan, 2014). Sadrzaj celuloze u §ljivi (Prunus domestica) je sli¢an kao u
bagremu i iznosi 51,66% (stablo) i 53,26% (grana) (Kiaei i sar., 2014).

Hemiceluloze su organska polisaharidna jedinjenja izgradena od heksozana i pentozana, ¢iji je
stepen polimerizacije manji u odnosu na celulozu. One ucestvuju zajedno sa celulozom u gradenju
¢elijskih zidova drveta. Lako se hidrolizuju i ekstrahuju iz zidova celija medutim, posto se
hemiceluloze nalaze duboko u slojevima zidova ¢elija, njihova hidroliza i ekstrakcija zavise od
polozaja u zidu ¢elije (Soskié i Popovié, 2002). Hemiceluloze kod listopadnog drveca ¢ine pretezno
pentozani, odnosno jedinice ksiloze. Najzastupljenije hemiceluloze hrasta su O-acetil-(4-O-
metilglukurono)ksilani (oko 10%) (Kova¢ i sar., 2000), dok u ceru preovladavaju ksilani sa niskim
sadrzajem arabinoze i acetil-grupa (Barjaktari i sar., 2018).

Sadrzaj hemiceluloza u drvetu se nalazi u opsegu izmedu 15% i 35% i zavisi od faktora kao §to su
vrsta drveta, deo drveta i starost (Soski¢ i Popovi¢, 2002). U literaturi se navodi da je sadrzaj
pentozana za hrast iznosio 17,5%, za hrast luznjak (Q. robur) 22,2%, a za bagrem 23,7% drveta
(Fengel i Wegener, 1983). Stevanovi¢ Janezi¢ i sar., 1995 su ispitivali sadrZaj pentozana u sréevini i
beljici hrasta luznjaka i kitnjaka. Prema njima, sadrzaj pentozana u sréevini iznosio je 28,16% (hrast
luznjak, Q. robur), odnosno 25,65% (hrast kitnjak, Q. petraea), dok je sadrzaj u beljici iznosio
29,75% (hrast luznjak, Q. robur), odnosno 30,63% (hrast kitnjak, Q. petraea). Sadrzaj pentozana u
dudu iznosi 18,3-18,8% (Rahman i Jahan, 2014).

Lignin je trodimenzionalni polimer koji se ugraduje u c¢elijski zid izmedu vlakana celuloze i
hemiceluloza. On popunjava i meducelijske prostore drveta, ¢ini ih nepropustljivim i daje drvetu
¢vrstinu (Kovac¢ 1 sar., 2000). Lignin se najve¢im delom sastoji od fenolnih alkohola i srodnih
jedinjenja (Del Rio i sar., 2020). On nastaje kopolimerizacijom koniferil, kumaril i sinapil alkohola.
U listopadnim vrstama drveta zastupljene su jedinice gvajacilpropana i siringilpropana (Soski¢ i
Popovi¢, 2002). Sadrzaj lignina je veci u sréevini nego u beljici, kao i u starijem drvetu u odnosu na
mlade drvo (Latorraca i sar., 2011).

Sadrzaj lignina u hrastu iznosio je 22,2% (drvo), 24,9% (beljika), 24,5% (sr¢evina) (Fengel 1i
Wegener, 1983). Prema istim autorima, sadrzaj lignina u hrastu luznjaku (Q. robur) iznosio je
29,6%. Stevanovi¢ Janezi¢ i saradnici (1995) su ispitivali sadrzaj lignina u hrastu luznjaku i
kitnjaku. Prema njima, sadrzaj lignina u hrastu luznjaku (Q. robur) iznosio je 26,56% (srcevina),
22,98% (beljika), dok je za hrast kitnjak (Q. petraea) iznosio 26,27% (drvo), 23,71% (sréevina) i
22,31% (beljika). Prema Pettersenu (1984), sadrzaj lignina u razli¢itim vrstama hrasta nalazio se u
opsegu od 20,1% do 30,1%, dok je prema Puech-u (1981) sadrzaj lignina u hrastu namenjenom za
proizvodnju buradi u opsegu od 25,3% do 28,5%. Sadrzaj ukupnog lignina u sréevini cera iznosi
26,4% (Barjaktari i sar., 2018). Sadrzaj lignina u bagremu je iznosio 20,6% (Fengel i Wegener,
1983) dok je, prema Latorraca i saradnicima (2011), sadrzaj lignina u sréevini ove vrste drveta 20,9-
25,8%, a u beljici 19,8-23,2%. U dudu, sadrzaj lignina iznosi 21,3-23,0% (Rahman i Jahan, 2014).
Sadrzaj lignina u §ljivi (Prunus domestica) je visi u odnosu na druge vrste drveta i iznosio je
32,26% (stablo) i 33,62% (grana) (Kiaei i sar., 2014).
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2.3.2 Ekstraktivne supstance

Sadrzaj ekstraktivnih supstanci je ispitivan u toploj vodi, smesi etanola i benzena, kao 1 smesi
etanola i vode. Ekstraktivne supstance ¢ine prose¢no 2-6% suve mase drveta, dok u izuzetnim
slu¢ajevima taj procenat moze da dostigne vrednost od 20% do 25% (Soski¢ i Popovi¢, 2002).

U hrastu, ova jedinjenja ¢ine oko 10% suve mase drveta (Kovac i sar., 2000). Fengel i Wegener
(1983) navode da sadrzaj jedinjenja rastvornih u vodi u hrastu luznjaku iznosi 12,2%, dok sadrzaj
jedinjenja rastvornih u smesi etanola i benzena iznosi samo 0,4%. Prema Barjaktari i saradnicima
(2018), sadrzaj ukupnih ekstraktivnih supstanci u hrastu luznjaku moze da bude izmedu 14,8% i
15,7%, od kojih supstance rastvorne u etanolu i vodi iznose oko 93% ukupnih ekstraktivnih
supstanci. Prema istom izvoru, sadrzaj ekstraktivnih supstanci u sréevini cera je nizi u odnosu na
hrast luznjak i kitnjak i iznosi 6,7% (ukupne ekstraktivne supstance) i 5,7% (polarna jedinjenja
rastvorna u etanolu i vodi). Sadrzaj ekstraktivnih supstanci u bagremovom drvetu je nizi u odnosu
na hrast i iznosi 4,6% (jedinjenja rastvorna u toploj vodi) i 2,8% (jedinjenja rastvorna u smesi
etanola i benzena) (Fengel i Wegener, 1983). Prema Latorraca i saradnicima (2011), sadrzaj
ukupnih ekstraktivnih supstanci u sréevini bagremovog drveta iznosi 3,9-8,8%, dok je za ovu vrstu
drveta sadrzaj ekstraktivnih supstanci u acetonu 3,1-3,8% (beljika) i 0,9-2,4% (sr¢evina). U $ljivi
(Prunus domestica), sadrzaj supstanci rastvornih u toploj vodi je sli¢an kao za bagrem i iznosi
4,17% (stablo) i 3,44% (grana) dok sadrzaj supstanci rastvornih u smesi etanola i acetona iznosi
2,85% (stablo) i 1,53% (grana) (Kiaei i sar., 2014).

Pored ovih podataka, ispitivan je sadrzaj ekstraktivnih supstanci u razli¢itim delovima hrasta. Prema
Fengelu i Wegeneru (1983), sadrzaj jedinjenja rastvornih u smesi etanola i benzena iznosi 2,4% za
beljiku, odnosno 4,4% za sréevinu hrasta. S druge strane, Stevanovi¢ Janezi¢ i sar. (1995) su
ispitivali sadrzaj jedinjenja rastvornih u vodi u beljici 1 sréevini hrasta luznjaka i kitnjaka. Prema
njima, hrast luznjak je bogatiji u ovim jedinjenjima u odnosu na hrast kitnjak. Sadrzaj jedinjenja
rastvornih u vodi za hrast luznjak iznosi 9,72% (sréevina) i 2,86% (beljika), dok je za hrast kitnjak
5,09% (src¢evina) i 1,72% (beljika).

2.3.3 Podela ekstraktivnih supstanci

Sekundarne ekstraktivne komponente drveta se mogu podeliti u dve velike grupe: (1) alifati¢na i
alicikli¢na jedinjenja (terpeni 1 terpenoidi, estri masnih kiselina, masne kiseline 1 alkoholi, alkani) 1
(2) fenolna jedinjenja (prosti fenoli, stilbeni, lignani, izoflavoni, kondenzovani tanini, flavonoidi i
hidrolizuju¢i tanini) (Valette i sar., 2017).

Fenolna jedinjenja su jedna od najve¢ih i1 najzastupljenijih grupa specijalizovanih metabolita u
biljkama. Ova jedinjenja su zastupljena u biljkama uglavnom u vezanom obliku (obi¢no za Secere i
proteine), koji je manje toksic¢an ili nije toksi¢an u poredenju sa slobodnim oblikom. Fenolna
jedinjenja su uklju¢ena u mnoge funkcije u biljkama kao $to su senzorne osobine (boja, miris,
ukus), zastita od insekata i drugih Zivotinja, kao i razvoj i razmnozavanje biljke (de Lourdes Reis
Giada, 2013).

Polifenolne ekstraktivne supstance drveta se mogu klasifikovati na slede¢i nacin (Stevanovié¢
Janezi¢, 1993):

Prosti fenoli sa C6C1 ugljeni¢nim skeletom i hidrolizabilni tanini

Stilbeni sa C6C2C6 ugljeni¢nim skeletom (2 x C6C1)

Fenilpropani sa C6C3 skeletom

Lignani sa C6C3-C6C3 skeletom (2 x (C6C3-C6C3))

Flavonoidi sa C6C3C6 ugljeni¢nim skeletom

Polimerni polifenoli izvedeni iz flavonoidnih monomera — tanini.
11
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Fenolna jedinjenja poseduju u molekulskoj strukturi barem jedan aromati¢an prsten supstituisan sa
hidroksilnom grupom. Glavne klase fenolnih jedinjenja prema hemijskoj strukturi predstavljaju
flavonoidi, fenolne kiseline, stilbeni, lignani i tanini, dok je detaljnija Kklasifikacija prikazana u
Tabeli 1. U hrastovom drvetu, najzastupljenije su sledec¢e klase fenolnih jedinjenja: isparljiva
fenolna jedinjenja, fenolne kiseline i elagitanini (Zhang i sar., 2015).

Tabela 1. Klasifikacija fenolnih jedinjenja u biljkama prema strukturi ugljeni¢nog skeleta
(Zhang i sar., 2015)

Struktura Klasa fenolnih jedinjenja

C6 Prosti fenoli

C6-C1 Fenolne kiseline i srodna jedinjenja

C6-C2 Acetofenoni i fenilsiréetne kiseline

C6-C3 Cimetne kiseline, cimetni aldehidi/alkoholi

Kumarini, izokumarini, hromoni

C6-C1-C6 Benzofenoni, ksantoni
C6-C2-C6 Stilbeni
C6-C3-C6 Halkoni, auroni, dihidrohalkoni

Flavonoidi (flavoni, flavonoli, flavanoni,
flavanonoli, flavan-3-oli, izoflavonoidi,
antocijanidini/antocijani)

(C6-C3-C6), Biflavonoidi

C6,C10,C14 Benzohinoni, naftahinoni, antrahinoni
C18 Betacijani

Dimeri ili oligomeri Lignani, neolignani

Polimeri Lignin

Polimeri Flobafeni

Fenolne kiseline i njihovi estri su jedinjenja sa visokom antioksidativnom aktivnoséu (de Lourdes
Reis Giada, 2013). Zapazeno je da fenolne kiseline, kao $to su galna kiselina, elaginska kiselina,
vanilinska kiselina, protokatehuinska kiselina i p-kumarinska kiselina zna¢ajno doprinose ukupnom
antioksidativnom kapacitetu ekstrakata drveta, $to se moze uociti na osnovu korelacije izmedu
antioksidativnog kapaciteta i sadrzaja ovih jedinjenja (Alafion i sar., 2011). Medutim, prema istom
izvoru, ostale fenolne kiseline i fenolni aldehidi, kao Sto su protokatehuinski aldehid, vanilin i
siringaldehid ne doprinose znacajno antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata drveta. Fenolne kiseline
mogu se podeliti na derivate cimetne i benzoeve kiseline.

Derivati benzoeve kiseline predstavljaju najjednostavnije fenolne kiseline u prirodi. One su

karakteristi¢ne po tome $to sadrze karboksilnu grupu supstituisanu na fenolu, odnosno imaju sedam
atoma ugljenika u strukturi (C6-C1).
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Derivati cimetne kiseline imaju devet ugljenikovih atoma u strukturi (C6-C3). Oni se obic¢no
javljaju u biljkama u obliku estara sa hininskom, Sikiminskom i vinskom kiselinom (Vermerris i
Nicholson, 2008). Najzastupljenija jedinjenja u prirodi iz ove klase su p-kumarinska, ferulinska,
kofeinska i sinapinska kiselina (de Lourdes Reis Giada, 2013).

Flavonoidi su najzastupljenija i najvise ispitivana klasa fenolnih jedinjenja u hrani biljnog porekla
(de Lourdes Reis Giada, 2013).

Flavonoidi su jedinjenja sa 15 ugljenikovih atoma rasporedenih u strukturi C6-C3-C6. U toj
strukturi, dva benzenova jezgra (prstenovi A i B) povezana su grupom od tri ugljenikova atoma (C3
grupa), koja kod flavonoida obi¢no grade Sestoclani heterocikli¢ni prsten (prsten C). Prsten A potice
od kondenzacije tri malonil koenzim A molekula, zbog cega je u vecini flavonoida ovaj prsten
meta-dihidroksilovan ili meta-trihidroksilovan. B prsten poti¢e od p-kumaroil koenzima A.
(Vermerris, Nicholson, 2008).

Klasifikacija flavonoida je izvrSena prema opStem rasporedu C3 grupe. Glavne klase flavonoida
¢ine flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli, antocijanidini ili antocijani i izoflavoni (Tabela 2).

Tabela 2. Klasifikacija flavonoida

Klasa flavonoida Osnovna struktura
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Izoflavoni

Tanini su fenolna jedinjenja ¢ija je zajednicka osobina da se vezuju sa proteinima. Oni se koriste u
japanskoj i kineskoj tradicionalnoj medicini kao antiinflamatorna i antisepti¢ka jedinjenja. Takode,
koriste se za leCenje raznih bolesti kao §to su dijareja, i tumori Zeluca ili dvanaestopalacnog creva
(Vermerris i Nicholson, 2008). Prema prethodno navedenom izvoru, tanini mogu biti zastupljeni u
li$¢u, kori i plodovima i smatra se da mogu da zastite biljku od infekcije i biljojeda.

Prema hemijskoj prirodi dele se na kondenzovane i hidrolizujuce tanine.

Hidrolizujuéi tanini se dele na galotanine i elagitanine. Hidrolizuju¢i tanini u strukturi imaju
glukozu ili polihidroksilni alkohol, delimi¢no ili potpuno esterifikovanu sa galnom kiselinom
(galotanini) ili heksahidroksidifenilnom kiselinom (elagitanini). Ksilem drvnih vrsta roda Quercus
sadrzi znacajne koli¢ine ovih jedinjenja (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993).

Galotanini u svojoj strukturi sadrze 10-12 ostataka galne kiseline. Za galotanine je karakteristicna
metadepsidna veza izmedu ostataka galne kiseline, koja je mnogo slabija od veze u alifatiénom
estru i moze da se metanolizuje Sa slabom kiselinom u metanolu (Vermerris i Nicholson, 2008).

Elagitanini su hidrolizuju¢i tanini nastali iz pentagaloilglukoze koji, za razliku od galotanina, sadrze
dodatne C-C veze izmedu susednih galoil jedinica u molekulu pentagaloil glukoze. Ova C-C veza
nastaje oksidativnim kuplovanjem izmedu dve susedne galoilne jedinice i na ovaj nacin se gradi
heksahidroksidifenilna kiselina (HHDP), koja moze imati S- ili R- konfiguraciju. Intramolekulskom
esterifikacijom heksahidroksidifenilne kiseline u vodenom rastvoru spontano nastaje elaginska
kiselina, odakle potice naziv elagitanini (Vermerris i Nicholson, 2008). Sadrzaj elagitanina znac¢ajno
utie na antioksidativni kapacitet drveta (Alafidn i sar., 2011).

Kondenzovani tanini, poznati i kao proantocijanidini, predstavljaju polimere ili kopolimere flavan-
3-ola (katehina) i/ili leukoantocijanidina (flavan-3,4-diola) (de Lourdes Reis Giada, 2013). Prema
istom izvoru, ova jedinjenja su polimerni flavonoidi koji su sastavni deo pigmenata antocijanidina i
predstavljaju glavnu klasu fenolnih jedinjenja koja su odgovorna za oporost povréa. Oni se ne
hidrolizuju lako pod uticajem kiselina, ve¢ su im potrebni rigorozniji uslovi kao §to je zagrevanje u
kiselini, pri ¢emu nastaju antocijanidini (Vermerris i Nicholson, 2008).

Stilbeni su jedinjenja koja u strukturi sadrze dva benzenova prstena povezana etenskim mostom.
Veruje se da oni $tite od kardiovaskularnih bolesti. NajviSe proucavan stilben je resveratrol,
jedinjenje zastupljeno u grozdu i vinu.

Prisustvo stilbena je karakteristicno za sréevinu liS¢arskih vrsta koje pripadaju familijama
Leguminoseae, Moraceae, Myrthaceae i Fabaceae (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993). Prema istom izvoru,
prisustvo stilbena znacajno utice na osobine drveta koje ga sadrzi, narocito na njegova tehnoloska
svojstva, i moze da uzrokuje tamnjenje drveta koje je izloZeno svetlosti.

Lignani su sastojci alkoholnih ekstrakata srcevine razli¢itih vrsta drveta, po strukturi jedinjenja koja

sadrze dve fenilpropanske jedinice. Alkoholni ekstrakti sréevine drveta roda Quercus, kao i drugih
rodova lis¢ara i Cetinara, sadrze lignane (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993).
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Kumarini su fenilpropanoidi, derivati cimetne kiseline koji su nastali ciklizacijom bo¢nog lanca o-
kumarinske Kkiseline. Oni imaju kiseoni¢ni heterocikli¢ni prsten u C3 jedinici C6-C3 skeleta. Mnogi
kumarini daju biljci otpornost na bolesti, Stetocine i UV zracenje (Vermerris i Nicholson, 2008). U
prirodi se ¢eSc¢e nalaze u obliku glikozida, kao §to su eskuletin i skopoletin (de Lourdes Reis Giada,
2013).

2.3.4 Hemijski sastav i fitohemijski profil ispitivanih vrsta drveta

Sastav fenolnih ekstraktivnih jedinjenja i isparljivih jedinjenja do sada je pracen za ekstrakte drveta
u etanolu, metanolu ili model-rastvoru vina, zatim u vinima, siréetu ili alkoholnim pi¢ima. Najée$ce
primenjivane tehnike su visokoefikasna te¢na hromatografija i gasna hromatografija. Obicno je
ispitivano drvo bez ikakvog tretmana, drvo podvrgnuto procesu prirodnog suSenja na otvorenom
prostoru i drvo podvrgnuto termickom tretmanu razli¢itog intenziteta. Posto je drvo najéece
ispitivano u kontekstu odleZavanja alkoholnih pica, ispitivane vrste drveta su najceS¢e podvrgnute
procesu prirodnog susenja, sa ili bez termickog tretmana.

Medu vrstama drveta koje su predmet ove doktorske disertacije, postoji puno radova na temu
ispitivanja sastava fenolnih ekstraktivnih jedinjenja i isparljivih jedinjenja hrasta luznjaka i kitnjaka.
U radovima starijim od deset godina Cesto nije precizno navedena vrsta hrasta koja je ispitivana.
Pored hrasta, tre$nja je puno ispitivana, kao i bagrem. Za dud postoji nekoliko radova u kojima je
ispitivan sadrzaj isparljivih jedinjenja, dok se samo u jednom radu navodi sadrzaj fenolnih
jedinjenja ispitivanih uz pomo¢ te¢ne hromatografije. Cer i dzanarika nisu dovoljno ispitivani. U
jednom izvoru je ispitivan sadrzaj isparljivih jedinjenja u razli¢itim delovima dve sorte dzanarike.
Za cer nisu ispitivani sadrzaj isparljivih i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja.

Te¢nom hromatografijom ispitivan je hemijski sastav vina koje je odleZavalo u kontaktu sa drvenim
buradima (Sanz i sar., 2012b; Chinnici i sar. 2015), kao i poredenje hemijskog sastava vina koja su
odlezavala u drvenim buradima sa vinima koja su odlezavala u kontaktu sa iverjem drveta
(Fernandez de Simon i sar., 2014a). Takode je ispitivano vinsko sir¢e koje je odlezavalo u drvenim
buradima (Cerezo i sar., 2010) ili destilati tradicionalne rumunske jabukovace koji su odlezavali u
kontaktu sa fragmentima drveta (Coldea i sar., 2020). Pored toga su ispitivani ekstrakti usitnjenog
drveta u model-rastvoru vina (vodeno-etanolni rastvor sa dodatim tartaratnim puferom) (Soares i
sar., 2012; Chinnici i sar., 2015; Jorddo i sar., 2016) ili u sme$i metanol-voda (Alafion i sar., 2011;
Sanz i sar., 2010, 2011, 2012a).

Gasna hromatografija je neSto rede koriS¢ena u odnosu na tecnu hromatografiju. Gasnom
hromatografijom ispitivan je profil isparljivin komponenti vina koje je odlezavalo u kontaktu sa
drvenim buradima (De Rosso i sar., 2009b) ili ekstrakti usitnjenog drveta u rastvorima koji
simuliraju alkoholna pica, kao §to su vodeno-etanolni rastvor ili model-rastvor vina (vodeno-
etanolni rastvor sa dodatim tartaratnim puferom) (Flamini i sar., 2007; De Rosso i sar., 20093,
Fernandez de Simon i sar., 2009, 2014b; Jorddo i sar., 2016). Takode, ispitivani su destilati
tradicionalne rumunske jabukovace koji su odlezavali u kontaktu sa fragmentima drveta (Coldea i
sar., 2020). Vanilin i eugenol se navode u literaturi kao glavna jedinjenja detektovana u drvetu koja
poseduju visok intenzitet mirisa (Flamini i sar., 2007). Prema istom izvoru, navodi se da hrastovo i
drvo bagrema imaju znacajno vece koli¢ine vanilina 1 siringaldehida u odnosu na tre$nju i dud.

2.3.4.1 Hrast

Medu vrstama drveta koje se koriste za odleZzavanje alkoholnih pic¢a, drvo hrasta luznjaka 1 hrasta
kitnjaka je najviSe ispitivano s obzirom da se najcesce koriste u te svrhe.

Iz razli¢itih ispitivanja moze se uocCiti da je hrast bogat fenolnim kiselinama, isparljivim
jedinjenjima, taninima, i prakti¢no ne sadrzi flavonoide (Zhang i sar., 2015).
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Elaginska kiselina je karakteristiCan sastojak za uzorke siréeta koji su odlezavali u buradima
napravljenim od kestenovog i hrastovog drveta (Cerezo i sar., 2010). Za hrast, kao i za kesten,
karakteristi¢no je prisustvo velikih koli¢ina elagitanina (Alafion i sar., 2011).

U hrastovom drvetu su elagitanini najvise zastupljeni u kori (Kovac i sar., 2000). Takode, i beljika i
sréevina hrasta sadrze elagitanine. Elagitanini ¢ine oko 10% suve mase sréevine hrastovog drveta
(Gadrat i sar., 2021). Zahvaljuju¢i njima drvo poseduje veliku trajnost, visoku antioksidativnu
aktivnost, kao i1 otpornost na razgradnju pod uticajem gljivica posto su ova jedinjenja toksi¢na za
mikroorganizme 1 mogu da sprece brzo propadanje drveta. Takode, prisustvo elagitanina u drvetu
hrasta uti¢u na gor¢inu i oporost ekstrakta.

Sadrzaj elagitanina je veoma heterogen i zavisi od vrste hrasta i njegovog geografskog porekla, s
tim da je americki hrast bogatiji njima u odnosu na evropske vrste (Kova¢ i sar., 2000). U vrstama
hrasta koje se koriste za proizvodnju buradi dominiraju veskalagin i kastalagin, koji predstavljaju
40% - 60% ukupnih elagitanina, dok su u manjim koli¢inama detektovani dimeri (roburin A i
roburin D), kao i derivati liksoze/ksiloze (grandinin (proizvod kondenzacije veskalagina sa
liksozom), roburin B, roburin C i roburin E) (Zhang i sar., 2015).

Takode, prisustvo velikih koli¢ina isparljivih jedinjenja je karakteristi¢no za hrastovinu, kao $to su
cis i trans izomeri -metil-y-oktalakton i eugenol (Mosedale i Puech, 1998).

Prema Flamini i sar. (2007) i De Rosso i sar. (2009a), drvo hrasta ima najveéu kvalitativnu i
kvantitativnu zastupljenost isparljivih jedinjenja (broj isparljivih jedinjenja i njihovu koli¢inu) u
odnosu na druge vrste drveta koje se upotrebljavaju za odlezavanje alkoholnih pica.

De Rosso i saradnici (2009a) navode da su glavna isparljiva jedinjenja u ekstraktu hrasta sledeca:
furfural, benzaldehid, cinamaldehid, vanilin, siringaldehid, koniferilaldehid, acetovanilon, 4-
vinilgvajakol, eugenol, 4-etilgvajakol, gvajakol, 3-okso-a-jonol, cis- i trans-f-metil-y-oktalakton.
Hrastovo drvo sadrzi viSe eugenola u odnosu na druge vrste drveta.

U ekstraktu hrasta, detektovane su znaCajne koli¢ine vanilina, siringaldehida, eugenola i
metoksieugenola (Flamini i sar. 2007; De Rosso i sar., 2009a), kao i a-terpineola i cis- i trans- /-
metil-y-oktalaktona (De Rosso i sar., 2009a).

Prema Diaz-Maroto i saradnicima (2008), jedinjenja sa visokim intenzitetom mirisa u hrastu koji
nije podvrgnut termickom tretmanu predstavljaju gvajakol, heksanal, trans-2-nonenal, cis- i trans-4-
metil-y-oktalakton, eugenol, vanilin i trans-izoeugenol, dok su, pored ovih jedinjenja, furfural, 4-
metilgvajakol i cis-izoeugenol, vazni za hrast podvrgnut termi¢kom tretmanu.

2.3.4.2 Cer

Src¢evina cera sadrzi manje koli¢ine fenolnih jedinjenja i tanina u odnosu na hrast luznjak 1 hrast
kitnjak (Barjaktari i sar., 2018).

Prema Lavisci i Scalbertu (1991), sadrzaj fenolnih jedinjenja je znacajno nizi u sréevini nego u
beljici cera. Pored toga, ekstraktivne supstance u ceru c¢inili su uglavnom proantocijanidini
(kondenzovani tanini), koji ¢ine oko 3% suve mase drveta. Identifikovani su tragovi elaginske
kiseline u ceru, odsustvo elagitanina i prisustvo proantocijanidina (kondenzovanih tanina) u
koncentraciji do 4 mg-g™* drveta.
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2.3.4.3 Bagrem

U literaturi se moze pronaci vise radova u kojima su ispitivani ekstrakti drveta bagrema ili vina koja
su odlezavala u kontaktu sa bagremovim drvetom.

Ispitivanjem ekstrakta bagremovog drveta (Sanz i sar., 2012a), utvrdeno je da su za ovu vrstu drveta
bili karakteristicni galni i p-resorcilni aldehidi, kofeinska 1 p-resorcilna Kkiselina, dva
neidentifikovana hidroksicinami¢na jedinjenja, kao i kondenzovani tanini prorobinetinskog tipa.
Prema tom izvoru, za bagremovo drvo bez termickog tretmana karakteristiCan je dihidrorobinetin,
dok je za termicki tretirano bagremovo drvo karakteristian robinetin. Prema drugoj studiji (Sanz i
sar., 2012b), u kojoj je ispitivano vino koje je odlezavalo u drvenim buradima, sledec¢a jedinjenja se
izdvajaju kao potencijalni fenolni markeri autentiCnosti za bagrem: velike kolicine
dihidrorobinetina, zatim znacajne koli¢ine robinetina, 2.,4-dihidroksibenzaldehida,
tetrahidroksidihidroflavonola,  fustina, butina, trihidroksimetoksidihidroflavonola i 2,4-
dihidroksibenzoeve Kiseline. Prema Fernandez de Simén i saradnicima (2014a), detektovano je
ukupno 15 fenolnih jedinjenja kao potencijalnih markera za odlezavanje crvenih, roze i belih vina u
kontaktu sa bagremovim drvetom. Medu ovim jedinjenjima, najzastupljeniji su bili
dihidrorobinetin, zatim robinetin i za njim 2,4-dihidroksibenzaldehid, dok su ostala jedinjenja
detektovana u znaCajnim koli¢inama: cetiri  dihidroflavonola  (fustin, tetrahidroksi-,
trihidroksimetoksi- i pentahidroksi- dihidroflavonol), dva dihidroflavona (robtin i butin), jedan
halkon (butein), jedan auron (tetrahidroksiauron), 2,4-dihidroksibenzoeva Kkiselina i tri
neidentifikovana jedinjenja. Prema Zhang i saradnicima (2015), bagrem sadrzi samo malu koli¢inu
kondenzovanih tanina i ne sadrzi hidrolizujuée tanine.

Medu isparljivim jedinjenjima, u literaturi se navodi da ekstrakt bagrema sadrzi znacajne kolicine
siringaldehida i vanilina, ali ne sadrzi eugenol (Flamini 1 sar., 2007; De Rosso i sar., 2009a). De
Rosso i saradnici (2009a) navode da je u ekstraktu bagrema detektovana i znacajna koliina
dihidroksibenzaldehida. Prema Flamini i saradnicima (2007), bagrem nije sadrzao metoksieugenol,
dok je prema De Rosso i saradnicima (2009a) detektovan metoksieugenol u malim
koncentracijama.

Od isparljivih jedinjenja, navodi se da su rezorcinol i 3,4-dimetoksifenol detektovani jedino u
bagremovom drvetu, i da mogu da doprinesu identifikaciji bagremovog drveta (Fernandez de Simon
i sar., 2014b).

2.3.4.4 Tresnja

Tres$njino drvo je bilo predmet velikog broja studija u cilju razmatranja njegove upotrebe za
odlezavanje alkoholnih pi¢a. Ova vrsta drveta se izdvaja od ostalih vrsta po karakteristicnoj boji 1
velikom sadrzaju flavonoida, od kojih veliki broj ovih jedinjenja znacajno doprinosi identifikaciji
ekstrakata koji su odlezavali u kontaktu sa treSnjom (Coldea i sar., 2020).

Prema Chinnici i saradnicima (2015), u tresnjinom drvetu su zastupljena fenolna jedinjenja
uglavnom iz klasa flavanola, flavanona, flavona i flavanonola. Medu njima su najzastupljeniji
flavanoli i procijanidini, dok su flavanoni ¢inili drugu najrasprostranjeniju klasu jedinjenja. Oko
90% ukupne koncentracije flavanola u treSnjinom drvetu ¢ine (+)-katehin i procijanidin dimer B
tipa. Takode, identifikovano je pet flavanona u ekstraktu drveta tresnje: eriodiktiol, naringenin,
hesperetin, sakuranetin i pinocembrin. Ostali flavonoidi (uglavnhom kvercetin i kempferol) su
zastupljeni u ekstraktima u veoma malim koli¢inama (<3 mg-g™).

Prema Sanz i saradnicima (2010), najzastupljenija jedinjenja u prirodno suSenom tre$njinom drvetu
su flavan-3-oli, medu kojima dominira (+)-katehin. Takode, u prirodno su$enom tre$njinom drvetu
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detektovan je veliki broj flavonoida sa koncentracijama u opsegu od 20 pg-g™ do vise od 30 000
ng g™ drveta, uglavnom flavan-3-ola ((+)-katehin, procijanidin dimer B tipa i procijanidin trimer B
tipa, flavanoni (naringenin, izosakuranetin i eriodiktiol), i flavanonoli (aromadendrin i taksifolin),
svi sa koncentracijama preko 1000 pg-g™ drveta. Prema Alafion i saradnicima (2011), tresnja sadrzi
malu koli¢inu elagitanina.

Sanz i saradnici (2012a) su detektovali sledeca jedinjenja samo u drvetu treSnje: fenolne Kiseline i
njihove estre kao $to su benzoeva kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, 3,4,5-trimetilfenol, p-
kumarinska kiselina, metil-siringat i metil-vanilat, flavonoidi naringenin, aromadendrin,
izosakuranetin 1 taksifolin, kao i velike koli¢ine kondenzovanih tanina procijanidinskog tipa. Prema
Coldea i saradnicima (2020), p-hidroksibenzoeva kiselina nije karakteristicna samo za ekstrakte
koje su odlezavali u kontaktu sa tresnjom, ali je zastupljena u koli¢inama znatno ve¢im nego kod
vecéine drugih uzoraka ispitivanih u toj studiji. Prema njima, jedino je uzorak jabukovace koji je
odleZavao u kontaktu sa kestenom sadrzao vece koli¢ine ovog jedinjenja.

Chinnici 1 saradnici (2015) su identifikovali eriodiktiol, sakuranetin, pinocembrin i hrizin kao
moguce fenolne markere za vina koja su odlezavala u kontaktu sa tre$njinim drvetom. Fernandez de
Simon i saradnici (2014a) su u crnim, roze i belim vinima tokom svih vremena odlezavanja u
prisustvu iverja tresnjinog drveta detektovali aromadendrin, naringenin, taksifolin i izosakuranetin u
velikim koli¢inama, a prunin 1 eriodiktiol u manjim koli¢inama 1 pretpostavili su da bi navedena
jedinjenja mogla da predstavljaju moguce fenolne markere odlezavanja u kontaktu sa treSnjinim
drvetom.

Prema Fernandez de Simoén i saradnicima (2014a), u vinima koja su odlezavala u kontaktu sa
tre$njinim drvetom detektovane su znacajno vece koncentracije p-hidroksibenzoeve kiseline i (+)-
katehina nego u ekstraktima koji su odleZavali u kontaktu sa kestenovim, bagremovim, jasenovim i
hrastovim drvetom. Coldea i saradnici (2020) su zapazili da su se destilati koji su odlezavali u
kontaktu sa tre$njinim drvetom izdvojili u odnosu na destilate koji su odlezavali u kontaktu sa
ostalim vrstama drveta koji su ispitivali prema najve¢em sadrzaju katehina, $to je u skladu sa
prethodnim zapazanjima. U suprotnosti sa ovim zapazanjima, De Rosso i saradnici (2009b) su
detektovali najmanju koncentraciju (+)-katehina u vinima koja su odlezavala u tre$njinom buretu,
§to se moze objasniti najvis§im stepenom oksidacije u tom buretu.

Ispitivanjem sirceta koje je odlezavalo u kontaktu sa razli¢itim vrstama drveta, taksifolin je
detektovan jedino u uzorcima koji su odlezavali u kontaktu sa treSnjinim drvetom (Cerezo 1 sar.,
2010).

Ortega-Vidal i saradnici (2021) izolovali su iz grana tre$nje zaostalih nakon orezivanja sledeca
jedinjenja: jednu fenolnu kiselinu (benzoevu kiselinu), kao i flavonoide iz sledeé¢ih klasa: flavanoli
((-)-katehin), flavanonoli ((-)-taksifolin, (+)-aromadendrin, i aromadendrin-7-O-glukozid),
flavanoni ((-)-naringenin, naringenin-7-O-glukozid, sakuranetin, sakuranetin-5-O-glukozid, (+)-
pinocembrin 1 likviritin), i flavoni (hrizin, tektohrizin, (+)-dihidrovogonin, dihidrovogonin-7-O-
glukozid i apigenin). Vinciguerra i saradnici (2003) su uz pomo¢ gasne hromatografije
identifikovali flavanone naringenin, sakuranetin, pinocembrin, pinostrobin i dihidrovogonin,
flavone hrizin i tektohrizin, kao i dihidroflavonol aromadendrin-7-metiletar.

Medu isparljivim jedinjenjima, u ekstraktu tresnje je identifikovano nekoliko derivata benzaldehida,
ali ne u velikim koli¢inama, kao i velika koli¢ina trimetoksifenola (Flamini i sar., 2007; De Ro0ssO i
sar., 2009a). Ekstrakt divlje treSnje je sadrzao veoma male koli¢ine eugenola i metoksieugenola (De
Rosso i sar., 2009a).
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2.3.4.5 Dzanarika

Dzanarika nije mnogo ispitivana. Postoji nekoliko istrazivanja na temu sastava sréevine i otpada
drveta §ljive zaostalog nakon orezivanja, kao i razli¢itih delova stabla dzanarike, odakle moze da se
pretpostavi da je njihov sastav sli¢an.

Iz srCevine drveta S$ljive (P. domestica) izolovana su slede¢a jedinjenja: pinocembrin,
izosakuranetin, hrizin, naringenin i kvercetin, kaempferid, prudomestin, dihidrokempferid,
kempferol i aromadendrin (Nagarajan i sar. 1977), kao i 5,7,4’-trihidroksi-3-metoksiflavanon, 3,5,7-
trihidroksi-6,4’-dimetoksiflavanon i 3,5,7-trihidroksi-8,4’-dimetoksiflavanon (Parmar i sar., 1992).

Ispitivan je sadrzaj isparljivih jedinjenja u razli¢itim delovima dve sorte dzanarike (Bandeira Reidel
I sar., 2017). Prema njima, u stablu Prunus cerasifera ‘Pissardii’ su bili najzastupljeniji (E)-3-
heksen-1-ol (18,6%) i limonen (20,7%), dok je u stablu Prunus cerasifera najzastupljeniji
benzaldehid.

Song i saradnici (2018) su ispitivali lis¢e i grane dzanarike (Prunus cerasifera) i zapazili su
prisustvo kondenzovanih tanina koji sadrze afzelehin/epiafzelehin, katehin/epikatehin, i
katehin/epikatehin kao glavne jedinice i katehin i epikatehin kao jedinice na krajevima (terminal
units). Otpad drveta $ljive zaostao nakon orezivanja imao je slican fenolni profil kao grane
dzanarike. U ekstraktu drveta Sljive sorte ‘De la Rosa’ (Prunus domestica) izolovano je i
identifikovano devet jedinjenja (Ortega-Vidal i sar., 2022), od kojih su dva iz klase flavan-3-ola
(katehin i epikatehin), zatim glukozid (anfenon) i Sest dimernih proantocijanidina A tipa ((-)-ent-
epikatehin-(2a—0—7,40—38)-katehin, (-)-ent-epikatehin-(20—0—7,4a—8)-epikatehin, (-)-ent-
epiafzelehin-(2a—0—7,4a—8)-katehin,  (+)-epiafzelehin-(26—0—7,45—8)-epikatehin,  (+)-
epiafzelehin-(26—0—7,45—28)- afzelehin i (-)-ent-epiafzelehin-(20—0—7,4a—8)-epiafzelehin).
Od navedenih jedinjenja, proantocijanidini su bili najzastupljeniji, sa ukupnim sadrzajem od 8,51
mg-g™ suve mase drveta, zatim anfenon (2,34 mg-g™ suve mase drveta), i, na kraju, flavan-3-oli, sa
ukupnim sadrzajem od 1,43 mg-g™ suve mase drveta. Na osnovu ovih podataka mozZe se primetiti
da je §ljiva potencijalni izvor proantocijanidina A tipa. Proantocijanidini poseduju mnoge bioloske
osobine kao $to su antioksidativna, antikancerogena aktivnost, antimikrobna, neuroprotektivno i
kardioprotektivno dejstvo, a medu njima su procijanidini A tipa korisni u prevenciji infekcija
urinarnog trakta (Raouf i sar., 2019).

2.3.4.6 Dud

Drvo duda je manje ispitivano u odnosu na hrast, bagrem i tresnju. Ispitivana su fenolna i isparljiva
jedinjenja ekstrakata duda ili alkoholnih pi¢a (vina ili rumunskih jabukovaca) koja su odlezavala u
kontaktu sa dudom.

U razli¢itim delovima belog duda identifikovani su terpenoidi, alkaloidi, flavonoidi (ukljucujuci
halkone i antocijane), fenolne kiseline, stilbeni i kumarini (Chan i sar., 2016).

Ispitivanjem destilata rumunske jabukovace koji su odlezavali u kontaktu sa drvetom, velika
koli¢ina dikafeoilhininske kiseline (94,68 + 2,19 mg-L™ GAE), koja je kvantifikovana u odnosu na
standard galne kiseline, bila je detektovana jedino u destilatima koji su odlezavali u kontaktu sa
dudom (Coldea i sar., 2020). Pored toga, hlorogena kiselina je takode bila karakteristicna za
destilate koji su odlezavali u kontaktu sa dudom ali i za kontrolni destilat bez dodatka drveta. To
govori da navedene fenolne kiseline mogu da doprinesu identifikaciji drveta duda.

Prema Zhang i saradnicima (2015), drvo duda je karakteristicno po visokom sadrzaju polifenola,
posebno oksiresveratrola i njegovih glikozida, kao i glikozida kumarina. Oksiresveratrol je analog
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resveratrola koji sadrzi dodatnu hidroksilnu grupu na aromati¢nom prstenu, $to poboljSava njegovu
rastvorljivost u vodi. Oksiresveratrol poseduje antiinflamatornu, antioksidativnu, antiviralnu
aktivnost, smanjuje sadrzaj holesterola, deluje protiv gojaznosti, titi jetru i deluje neuroprotektivno
u preklinickim studijama (Chen i sar., 2016). Takode, poseduje fotozastitno dejstvo i posvetljava

kozu, $to moze da se primeni u kozmetologiji i dermatologiji.

Dud je imao najmanju kvalitativnu i kvantitativnu zastupljenost isparljivih jedinjenja u odnosu na
druge ispitivane vrste drveta koje se koriste za odlezavanje alkoholnih pic¢a (Flamini i sar., 2007; De
Rosso i sar., 2009a). U dudu je najzastupljeniji trimetoksifenol (2,07 ug-g* drveta) a zatim
siringaldehid (0,53 pg-g™ drveta), hidroksibenzaldehid (0,33 pg-g* drveta), koniferilaldehid (0,25
ng-g™* drveta), vanilin (0,05 pg-g™* drveta) i gvajakol (0,04 pg-g™* drveta) Flamini i sar. (2007).
Eugenol je detektovan u tragovima, dok metoksieugenol nije detektovan (De Rosso i sar., 2009a).

2.3.5 Mineralni sastav

Azot, fosfor, kalijum, kalcijum i magnezijum predstavljaju najvaznije makroelemente u drvetu, dok
su bakar, cink, kobalt, bor, molibden, nikl, gvozde i mangan najvazniji mikroelementi u drvetu
(Ciri¢, 1991). Mineralni sastav drveta zavisi od vrste drveta, uslova njegovog rasta (zemljiste, klima
i zivotna sredina), dela drveta i vremena kada je drvo poseceno (Szczepkowski i Nicewicz, 2008).

Koren drveta apsorbuje minerale i teSke metale uglavnom iz zemljiSta, zatim se u beljici grade
kompleksna jedinjenja koja se transportuju u ostale delove drveta. Teski metali u zemljistu mogu
imati geohemijsko i/ ili antropogeno poreklo (industrijsko zagadenje i dubrenje zemljista). Kiselost
zemljiSta povecava dostupnost teskih metala zato Sto se grade kompleksna jedinjenja koju drvece
lakse apsorbuje, dok dubrenje, uglavnom fosfatnim dubrivima, moze da uti¢e na povecan nivo
teSkih metala u zemljistu.

Korenje i stablo (posebno godisnji prstenovi prirasta (godovi)) predstavljaju glavna tkiva za
akumulaciju teSkih metala u visegodi$njim biljkama (Li¢ina i sar., 2017). Biljke koje su tolerantne
na teSke metale u procesu detoksikacije skladiSte (gomilaju) vise neesencijalnih metala u ¢elijski zid
2012). Takode, ove biljke imaju potencijal da koncentruju i uklanjaju teSke metale iz zagadenog
zemljiSta 1 time da Ciste zemljiSte. Zbog toga, drvenaste biljke sa umerenim kapacitetom da
skladiste teSke metale u nadzemnim delovima mogu da se upotrebljavaju kao alternativa za
uklanjanje ili stabilizaciju metala iz kontaminiranog zemljiSta. Ove biljke su brzorastuce, imaju
duboko 1 rasireno korenje i proizvode veliku biomasu (Zhou i sar., 2015).

Mineralni sadrzaj drveta moze da se odredi preko sadrzaja pepela, odnosno ostatka posle potpunog
sagorevanja drveta. Samo deo mineralnih sastojaka drveta je rastvoran u vodi ili mineralnim
kiselinama. Najveci sadrzaj pepela se nalazi u metabolicki-fizioloski najaktivnijim delovima (lis¢u),
a zatim, po opadaju¢em sadrzaju supstanci mineralnog porekla, slede kora, korenci¢i, grancice,
korenje, grane 1 stablo (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993).

Prema prethodno navedenoj referenci, drveée umereno kontinentalne klime obi¢no sadrzi izmedu
0,2% i 1% pepela, dok tropske vrste mogu da sadrze vise od 5% pepela. Prema Fengelu i Wegeneru
(1983), sadrzaj pepela u beljici hrasta je 0,5%, a u sréevini je 0,3%, dok je sadrzaj pepela u drvetu
hrasta luznjaka (Q. robur) i bagremovom drvetu isti i iznosi 0,3%. Sadrzaj pepela u drvetu cera je
povisen u odnosu na hrast i bagrem, i iznosi 0,93% (Barjaktari i sar., 2018). Sadrzaj pepela u dudu
je veéi u odnosu na prethodno navedene vrste drveta i iznosi 2% (Rahman i Jahan, 2014).

Na osnovu sadrzaja neorganskih supstanci izrazenih po elementima, mogu da se izdvoje glavni
sastojci pepela (preko 50 ppm) i elementi u tragovima (manje od 50 ppm). Neki elementi u
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tragovima, kao $to su gvozde, mangan, bor, bakar, kobalt, nikl i cink, imaju izuzetan znacaj u
fiziologiji biljaka (Stevanovi¢ Janezi¢, 1993). Prema prethodno navedenim autorima, glavni katjoni
koji se javljaju u pepelu drveta su katjoni kalcijuma, kalijuma i magnezijuma, dok su uobicajeni
anjoni u pepelu drveta karbonatni i sulfitni anjon, kao i oni koji odgovaraju fosfor-pentoksidu i
silicijum-dioksidu. Kalcijum je najrasprostranjeniji element pepela drvnih vrsta umereno
kontinentalne zone koji, racunat kao CaO, moze da ¢ini od polovine do tri Cetvrtine sadrzaja
ukupnog pepela. Sadrzaj kalijuma, racunat kao K,O, ¢ini izmedu 10% i 30% pepela i moze da bude
znacajan za potencijalnu upotrebu pepela iz drveta kao dubriva. Sadrzaj MgO u pepelu drveta varira
izmedu 5% i 10%. Pored ovih elemenata, u pepelu uobicajenih vrsta drveta pojavljuju se u
promenljivom sastavu i katjoni Fe, Al, Mn i Na, kao i hloridni anjon. SadrZzaj mangana u pepelu je
obi¢no manji od 1%, dok ga neke vrste drveta sadrze u veéim koli¢inama.

Drvo koje se koristi za odlezavanje alkoholnih pi¢a smatra se materijalom koji dolazi u kontakt sa
hranom, koji je regulisan u Evropskoj Uniji Uredbom EC 1935/2004, i predstavlja jedan od izvora
metala u alkoholnom picu. Prilikom odlezavanja alkoholnih pi¢a u kontaktu sa drvetom moze doc¢i
do oslobadanja toksi¢nih metala i drugih elemenata iz drveta u rakiju, $to u velikoj meri utice na
njen kvalitet i bezbednost.

Sadrzaj metala u alkoholnim pi¢ima regulisu i kontroliSu lokalne vlasti, medutim veéina voénih
rakija se tradicionalno proizvodi i prodaje na lokalnom trziStu bez ikakve kontrole (Ivanova-
Petropulos i sar., 2017). Takode, ne postoji uredba o sadrzaju metala u letvama i komadi¢ima drveta
koja se koristi u domacoj proizvodnji.

Nema puno dostupnih podataka o mineralnom sastavu ekstrakata drveta. Ispitivan je sadrzaj teSkih
metala kao i elemenata u tragovima u rakijama (Boni¢ i sar., 2013; Ivanova-Petropulos i sar., 2017),
i u vinu (Orescanin i sar., 2003). Obic¢no se prati koncentracija teskih metala u vinu, kao §to su Cu i
Pb, posto je apsorpcija ovih elemenata u gastrointenstinalnom traktu visoka (u opsegu od 45% do
98% za Cu i 16-75% za Pb). Dnevni unos vina i rakije sa visokim sadrzajem teskih metala moze da
izazove hroni¢no trovanje. Kako bi se izbegao ovaj problem, utvrdena je maksimalna dozvoljena
koncentracija (MDK, mg-L™") u rakijama sa slede¢im vrednostima: Pb (0,5 mg-L ™), Zn (2 mg-L™%),
As (10 mg-L ™), i Cu (10 mg-L™) (Bonié i sar., 2013).

2.4 Antimikrobna aktivnost

Rezistencija patogena na lekove je globalni problem. Rezistentni patogeni mogu da uzrokuju stanja
opasna po zivot koja se ne mogu leciti sa jednim ili viSe poznatih lekova koji su do sada korisceni u
te svrhe. Razvijanje alternativnih lekova izolovanih iz prirodnih izvora predstavlja atraktivnu
opciju, zato sto mnogi flavonoidi izolovani iz biljaka imaju razli¢ite mehanizme antibakterijske
aktivnosti u odnosu na konvencionalne lekove, i posto su nezeljena dejstva jedinjenja izolovanih iz
biljaka minimalna u odnosu na sinteticke lekove (Gorniak i sar., 2019).

Prema prethodno navedenom izvoru, minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna
baktericidna koncentracija (MBC) predstavljaju vazne parametre za ispitivanje atimikrobne
aktivnosti. Odredivanje MIC obi¢no predstavlja prvi korak prilikom ocenjivanja novih
antimikrobnih agenasa. MIC predstavlja minimalnu koncentraciju koja uzrokuje vidljivu inhibiciju
rasta bakterija. Biljni ekstrakti sa MIC < 100 pug-mL™ kao i pre&iiéena jedinjenja sa MIC < 10
ng-mL ™ smatraju se potencijalno korisnim. Pored vrednosti MIC, MBC takode predstavlja vazan
parametar u ispitivanju antimikrobne aktivnosti. Vrednost MBC manja od Cetvorostruke vrednosti
MIC ukazuje na baktericidnu aktivnost testiranog jedinjenja.

Pretpostavlja se da fenolna jedinjenja mogu da ostete celijsku membranu bakterija tako Sto
interaguju sa proteinima c¢elijske membrane ili sa ¢elijskim enzimima (Alafion 1 sar., 2015). Na ovaj
nain, oni mogu direktno ili indirektno da uzrokuju metabolicku disfunkciju i, na kraju, smrt
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bakterije (Hartmann i sar., 2010). Fenolna jedinjenja mogu da inhibiraju 'quorum sensing’ signalne
receptore bakterija, enzima, kao i izlu¢ivanje toksina (Cushnie i Lamb, 2010). Na rast bakterija
utiu soj bakterije, kao 1 tip, struktura i koncentracija fenolnih jedinjenja. Velike koncentracije
fenolnih jedinjenja mogu biti toksi¢ni za bakterije, dok se manje koncentracije mogu Koristiti kao
supstrati (Alafion i sar., 2015).

Poznato je da je drvo bogat izvor fenolnih jedinjenja. Brojna ispitivanja su sprovedena kako bi se
utvrdila antimikrobna aktivnost ekstrakata drveta, i doslo se do zanimljivih zakljuc¢aka.

Drvo hrasta je bogato taninima, koji su toksi¢ni za mikroorganizme i Stite drvo od raspadanja pod
uticajem gljivica (Zhang i sar., 2015).

Metanolni ekstrakt (80%, v/v) kore hrasta (Q. robur) pokazao je umerenu baktericidnu, fungicidnu,
bakteriostatsku i fungistatsku aktivnost na S. aureus, Enterobacter aerogenes (danas poznata kao
Klebsiella aerogenes) i C. albicans (Andrensek i sar., 2004). Kora hrasta luznjaka (Q. robur)
pokazala je jaku antibaterijsku aktivnost na Pseudomonas aeruginosa, M. flavus i E. coli, kao i
umerenu aktivnost na druge vrste bakterija (Elansary i sar., 2019).

Cer se upotrebljava u tradicionalnoj mediteranskoj medicini kao terapija protiv infektivnih bolesti i
u druge svrhe. Ekstrakt razli¢itih delova cera (list, stablo, plod) ima izrazenu aktivnost u inhibiciji
stvaranja biofilma stafilokoka (Hobby i sar., 2012).

Ispitivanjem dejstva ekstrakta razli¢itih vrsta hrasta (Quercus macranthera Fisch. & Mey. ex Hohen
subsp. syspirensis (C. Koch.) Menitsky, Q. cerris L., Q. pubescens Willd., i Q. coccifera L.) na
mikroorganizme (dve standardne gram pozitivne bakterije Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis; dve standardne Gram negativne bakterije: Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa; i tri
gljivice: Candida albicans, C. krusei i C. parapsilosis), ustanovljeno je da su sve ispitivane vrste
imale dobru antifungalnu aktivnost, naroc¢ito prema C. krusei (Séhretoglu i sar., 2007). Takode, za
sve ispitivane vrste je antibakterijska aktivnost bila manje izraZena nego antifungalna aktivnost, dok
ekstrakti Q. cerris i Q. pubescens nisu pokazali antibakterijsku aktivnost.

Sréevina i smola tre$njinog drveta pokazuju antifungalnu aktivnost i imaju karakteristiku da
inhibiraju citohrom (McNulty i sar., 2009), dok ekstrakti drveta treSnje pokazuju znaéajnu
antimikrobnu aktivnost na 9 od 11 testiranih sojeva vinskih organizama, odnosno na sledece sojeve:
Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus casei, Pedioccocus pentosaceus, dva soja Oenococcus oeni,
Gluconobacter oxydans, tri soja Bretanomyces bruxellensis (Alafién i sar., 2015).

Ispitivana je antimikrobna aktivnost ekstrakta i pojedina¢nih jedinjenja dobijenih od orezanih grana
tresnje i Sljive (Ortega-Vidal i sar., 2021, Ortega-Vidal i sar., 2022), na slede¢e mikroorganizme:
Salmonella enterica, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, Bacillus cereus, Enterococcus
casseliflavus, E. faecium, Staphylococcus saprophyticus, Lactobacillus casei, Pantoea
agglomerans, Klebsiella terrigena, Enterobacter sp. i Salmonella sp. Prema ovim studijama,
jedinjenja iz tresnje i §ljive pokazala su znacajnu antimikrobnu aktivnost jedino na multirezistentni
soj bakterije Enterobacter sp, za koji je karakteristi¢na visoka tolerancija na razlicite biocide. Sva
izolovana jedinjenja iz Sljive, kao i neka jedinjenja izolovana iz tresnje (katehin, taksifolin,
aromadendrin, pinocembrin i tektohrizin) pokazala su MIC vrednosti od 100 pg-mL™ na ovu
rezistentnu bakteriju. Takode, taksifolin se izdvojio kao jedinjenje koje moze da inhibira nastajanje
biofilma (na koncentraciji od 1 pg-mL™) mikroorganizma Enterobacter sp. ili uzrokuje ostecenje
veé nastalog biofilma ovog mikrooorganizma (na koncentraciji od 0,1 pg-mL™).

Za (+)-katehin se zna da poseduje jaku antimikrobnu, antioksidativnu, antifungalnu i antitumornu
aktivnost, pri ¢emu je uoceno da (+)-katehin poseduje antibakterijsku aktivnost na grupu Gram-
negativnih biljnih patogena (Veluri i sar., 2004).

22



Anita Smailagié Doktorska disertacija Opsiti deo

2.5 Elektrohemijska karakterizacija

Elektrohemijske metode su brze i osetljive metode, koje omoguéavaju analizu razli¢itih matriksa
bez potrebe za komplikovanom pripremom uzoraka i po relativno niskoj ceni. Medu ovim
metodama, ciklicna voltametrija (CV) je Siroko prihvacena za ispitivanje elektrohemijskog
ponasanja i antioksidativnog kapaciteta, dok se diferencijalna pulsna voltametrija (DPV) cesto
koristi za detekciju razli¢itih analita zbog toga Sto je jednostavna elektroanaliticka metoda sa
Sirokim operativnim opsegom i niskim granicama detekcije.

Do sada su mnogi autori ispitivali antioksidativna svojstva alkoholnih pi¢a koja su odlezavala u
kontaktu sa drvetom uz pomo¢ direktnih elektrohemijskih metoda. Antioksidativna svojstva vina i
polifenola vina ispitivana su uz pomo¢ cikli¢ne voltametrije uz koris¢enje elektrode od staklastog
ugljenika (Kilmartin i sar., 2001). Alonso i saradnici (2003) su razvili elektrohemijsku metodu
zasnovanu na elektrohemijskoj oksidaciji ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin—6—sulfonska
kiselina) radikala za odredivanje antioksidativne aktivnosti proizvoda na bazi grozda kao §to su
vino, rakija i sirée. Gay i saradnici (2010) su pratili odleZavanje crvenih vina na tri razli¢ita na¢ina
(u drvenim buradima, koris¢enjem duga i mikrooksigenacijom (micro-oxygenation) uz pomoc¢
elektronskog jezika (electronic tongue). Antioksidativni kapacitet konjaka i brendija ispitivan je uz
pomo¢ hronoamperometrije (Ziyatdinova i sar., 2014a) i diferencijalno pulsne voltametrije
(Ziyatdinova i sar., 2014b), uz koriséenje elektrode od staklastog ugljenika modifikovane
viseslojnim ugljeni¢nim nanocevima (multi-walled carbon nanotube (MWNT) modified glassy
carbon electrode) u oba slucaja. Pored toga, Ziyatdinova i saradnici (2015) su ispitivali potencijal
kulometrijske titracije, diferencijalno pulsne voltametrije i hronoamperometrije za procenjivanje
kvaliteta brendija na osnovu antioksidativnog kapaciteta. Guiberteau-Cabanillas i saradnici (2015)
razvili su metodu za elektrohemijsku karakterizaciju i odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja sa niskim oksidacionim potencijalom u vruéoj vodi koja se koristi u industrijskoj
proizvodnje plute, za koju se zna da je bogata fenolnim jedinjenjima, uz kori$éenje Stampane
elektrode modifikovane grafenom. Sanchez-Guillén i saradnici (2017) su odredivali antioksidativni
kapacitet alkoholnih pi¢a koja su odlezavala u kontaktu sa hrastovim drvetom, kao §to su brendi,
staro vino i slatko vino uz pomoc¢ elektrohemijskih i fotohemiluminescentnih metoda.

Elektrohemijske metode su takode koriS¢ene za odredivanje antioksidativnog kapaciteta nekih vrsta
drveta ili tanina izolovanih iz drveta. Cilkli¢na voltametrija i diferencijalna pulsna voltametrija su
kori§¢ene za odredivanje antioksidativnog kapaciteta ekstrakta razli¢itih delova drveta Bunchosia
glandulifera (Jacq.) Kunth (kora, listovi, korenje, voc¢na pulpa i seme) (de Menezes Peixoto i sar.,
2017). Wirth i saradnici (2021) su upotrebili linearnu voltametriju (voltametriju sa linearnom
promenom potencijala) za analizu fragmenata hrasta (iverje, granule, letve) podvrgnutih termickom
tretmanu. Doménech-Carb6 i saradnici (2017) su ispitivali arheoloske objekte napravljene od
razlicitih vrsta drveta ciklicnom voltametrijom. Takode, ispitivani su komercijalni enoloski tanini
uz pomoc¢ cikli¢ne voltametrije (Ricci i sar., 2019).

U raspolozivoj literaturi do sada nije ispitivan sadrzaj antioksidanasa u ekstraktima drveta koja se
upotrebljavaju za odlezavanje alkoholnih pi¢a uz pomo¢ cikli¢ne voltametrije ili diferencijalno
pulsne voltametrije.

2.6 Prirodno i vestacko susenje drveta
Sveze poseceno drvo sadrzi 70% vlage i nije pogodno za odlezavanje alkoholnih pi¢a, posto sadrzi
visak fenolnih jedinjenja koji prenose gorak ukus kao $to su elagitanini i kumarini. Drvo koje se

koristi za odlezavanje alkoholnih pi¢a se obicno suSi na otvorenom prostoru (prirodno susenje
drveta) ili u susnici (vestacko susSenje drveta).
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Prirodno suSenje drveta podrazumeva izlaganje drveta vremenskim uslovima na otvorenom prostoru
i obi¢no traje izmedu 18 i 36 meseci (Fernandez de Simon i sar., 2010). Tokom prvih 10 meseci
prirodnog susenja dolazi do intenzivne dehidratacije, a nakon tog perioda drvo sazreva, odnosno
poboljsava svoje fizicke i aromati¢ne osobine (dos Santos, 2017).

Tokom procesa prirodnog susenja, dogadaju se razliiti fizicko-hemijski procesi, koji doprinose
smanjivanju vlaznosti drveta, kao i smanjivanju gorcine i oporosti. Vlakna drveta se skupljaju i
vlaznost se smanjuje dok se ne uspostavi ravnotezno stanje sa vlazno$¢u vazduha. Pored toga
smanjuje se sadrzaj fenolnih jedinjenja rastvorljivih u vodi kao §to su elagitanini, pod uticajem
razliitih fizickih 1 hemijskih procesa kao Sto su ispiranje pod uticajem kiSe, hidroliza i oksidacija
uz uéestvovanje enzima ili gljivica (Fernandez de Simén i sar., 2010). Ova promena je najizraZenija
u prvih nekoliko milimetara daske drveta (Zhang i sar., 2015).

U procesu prirodnog suSenja drveta, menja se njegov hemijski sastav i profil isparljivih jedinjenja.
Procesom prirodnog susenja, narocito u toplim klimatskim uslovima, povecava se sadrzaj isparljivih
fenolnih jedinjenja i fenolnih aldehida, kao $to su eugenol, vanilin, siringaldehid, koniferilaldehid 1
sinapaldehid (Zhang i sar., 2015). Tokom prirodnog suSenja hrasta povecava se koncentracija
razli¢itih aromati¢nih jedinjenja, kao S§to su eugenol, siringaldehid i vanilin nastali razgradnjom
lignina, kao i oba izomera p-metil-y-oktalaktona, medu kojima dominira cis oblik (dos Santos,
2017). Prema navedenom autoru, mikroorganizmi mogu u razli¢itoj meri da uti¢u na smanjenje
koncentracija ovih jedinjenja.

Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuéiti da proces prirodnog susenja uglavnom pozitivno
utice na sastav isparljivih jedinjenja i senzorne osobine drveta (Fernandez de Simon 1 sar., 2010).

Pod vestatkim suSenjem podrazumeva se drzanje dasaka drveta jedan mesec u su$nici na
temperaturi od 40 °C do 60 °C uz stalnu ventilaciju (Kova¢ i sar., 2000). Ovom tehnikom se
znaajno smanjuje vreme susenja i ne menjaju se fizicka svojstva drveta medutim, sveZe drvo mora
da se postepeno susi, kako bi se izbegle pukotine zbog skupljanja drveta tokom suSenja. Posto se, U
odnosu na vestacko suSenje, tokom prirodnog suSenja dogada mnogo vise reakcija koje imaju
preteZno pozitivan efekat na sastav isparljivih komponenti 1 senzorne karakteristike drveta, prirodno
suSenje se smatra boljom tehnikom u odnosu na vesStacko susenje (Fernandez de Simon i sar.,
2010).

2.7 Primena drveta za odlezavanje alkoholnih pica

Proizvodnja domace rakije je veoma zastupljena u Srbiji i procenjuje se da se godiSnje proizvede
viSe od 50 miliona litara.

Odlezavanje nekih alkoholnih pi¢a u kontaktu sa drvetom predstavlja proces koji se primenjuje u
cilju poboljSanja senzorskih svojstava, kao $to su boja, ukus i aroma pica.

Tokom odleZavanja alkoholnih pi¢a, dogadaju se razliCite fizi€ke i1 hemijske interakcije usled
kontakta alkoholnih pi¢a i povrsine drveta, kao Sto su ekstrakcija malih molekula iz drveta i
postepena razgradnja sastojaka drveta (Cernisev, 2017; Mosedale i Puech, 1998). Pored navedenih
promena, takode dolazi do povecavanja antioksidativnog kapaciteta i sadrzaja fenolnih jedinjenja u
alkoholnim pic¢ima (Alafion i sar., 2011). Prema navedenom izvoru, blaga oksidacija pojedinih
fenolnih jedinjenja kiseonikom iz vazduha, koji prolazi kroz pore drveta, dovodi do smanjenja
oporosti i promene boje pica.

Vrsta drveta upotrebljena u procesu odlezavanja uti¢e na kvalitet alkoholnih pica, posto svaka vrsta
drveta poseduje razlicita fizicka svojstva i hemijski sastav. Najcesée se upotrebljavaju drvena burad
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pravljena od hrasta luznjaka (Quercus robur L.) ili kitnjaka (Quercus petraea (Matt.) Liebl.),
uglavnom zbog dobrih mehani¢kih svojstava i male propustljivosti. Medutim, zbog ograni¢ene
koli¢ine i kvaliteta hrasta, kao i cene procesa, upotrebljavaju se i alternativne vrste drveta, kao Sto
su tresnja (Prunus avium (L.) L.), bagrem (Robinia pseudoacacia L.) i beli dud (Morus alba L.).

Odlezavanje alkoholnih pi¢a u drvenim buradima je veoma kompleksan, skup i dugotrajan proces.
Fizicke 1 mehanic¢ke osobine drvenog bureta, kao $to je poroznost, mogu ponekad da potpomognu
brzu oksidaciju polifenola i gubitke u zapremini alkoholnih pi¢a. Ovi gubici mogu da se svedu na
minimum kori§¢enjem jeftinijih alternativa kao $to su letve i komadi¢i (dascice, kockice, iverje)
(Fernandez de Simén i sar., 2014a), koji su ¢esto podvrgnuti procesu prirodnog susenja (Natural
seasoning process) sa ili bez termic¢kog tretmana. Koris¢enjem jeftinijih alternativnih materijala se
skra¢uje 1 pojednostavljuje proces odlezavanja i prevazilazi se nedostatak mehanickih osobina
drveta za proizvodnju buradi (Cabrita i sar., 2012).

lako nije regulisano pravilnikom, za veéinu domacih alkoholnih pi¢a primenjuje se odleZavanje u
kontaktu sa komadi¢ima (iverjem) drveta u trajanju od nekoliko dana.

Prema Zakonu o jakim alkoholnim pi¢ima ("SI. glasnik RS", br. 92/2015) i Evropskoj regulativi
(REGULATION (EU) 2019/787 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL,
L 130/32 EN Official Journal of the European Union, 62, 17.5.2019) definisano je da se
odlezavanje alkoholnih pi¢a odvija u odgovaraju¢im sudovima tokom odredenog vremenskog
perioda i da se tada dogadaju odredene prirodne reakcije koje jakom alkoholnom pic¢u daju
specifi¢ne karakteristike koje ranije nije imalo. Prema aneksu Evropske regulative, za voéne rakije
se pominje da mogu da odlezavaju u kontaktu sa drvetom, medutim nije striktno definisano da
moraju da odlezavaju u hrastovim buradima.

Internacionalna organizacija za grozde i vino (International Organisation of Vine and Wine, OIV)
je odobrila upotrebu duga drveta ili letvi kao alternative drvenim buradima za ubrzavanje procesa
odleZzavanja alkoholnih pica (Coldea i sar., 2020). Prema EEC regulativi No. 1507/2006, 11 oktobar
2006, moguce je koristiti komade hrasta i1 kestena za ubrzavanje procesa odleZavanja vina (Jorddo i
sar., 2016). Pored toga, navodi se mogucnost koriséenja hrastovog iverja u procesu odleZavanja
zestokih  alkoholnih  pi¢a  (https://www.ecfr.gov/current/title-27/chapter-l/subchapter-A/part-
19/subpart-M/subject-group-ECFR925819f2bfa57ac/section-19.331).

Tokom proizvodnje drvenih buradi za odleZavanje alkoholnih pic¢a zaostaje velika koli¢ina otpada.
Procenjeno je da u Srbiji godisnje zaostaje vise od 200 tona drvnog otpada iz proizvodnje buradi,
koji ¢ini viSe od 60% polazne zapremine drveta (Trade Map, 2018). Ovaj otpad predstavlja prema
ceni dostupan materijal koji moze da se koristi za dobijanje komadi¢a drveta za odlezavanje
alkoholnih pic¢a. Takode, otpad drveta Cesto je bogat izvor fenolnih jedinjenja koji poseduju mnoge
bioaktivne osobine kao Sto su visoka antioksidativna i antimikrobna aktivnost, zbog ¢ega moze da
se upotrebi u industriji hrane, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Do sada je ispitivana
mogucnost upotrebe vodenog ekstrakta hrasta u prehrambenoj industriji kao konzervansa (Soriano i
sar., 2018) ili suplementa (Robuvit®, https://www.robuvit.com/home/), kao i moguénost izolovanja
tanina iz drveta i upotrebe kao aditiva u hrani (Molino i sar., 2019). Takode, uo¢eno je da otpad
drveta iz proizvodnje buradi za odlezavanje alkoholnih pi¢a ima potencijal da se Koristi za
simultano uklanjanje kadmijuma i dezinfekciju otpadnih voda (lvanovska i sar., 2021).

Posto su u poslednjim decenijama sve rasprostranjenija istrazivanja i upotreba agroindustrijskog
otpada u industriji hrane, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji, moguca je procena potencijalne
primene drvnog otpada u tim industrijama na osnovu sadrzaja fenolnih jedinjenja kao
antioksidanasa.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Hemikalije, reagensi i standardi

Rastvaraci, reagensi i standardi koriS¢eni za odredivanje sadrzaja ukupnih i pojedinacnih fenolnih
jedinjenja

Acetonitril i siréetna kiselina (MS &istoée), metanol HPLC ¢istoce, Folin-Cikalteu reagens (eng.
Folin Ciocalteu reagens), natrijum-acetat trihidrat, glacijalna siréetna kiselina, i anhidrovani
natrijum-karbonat nabavljeni su od firme Merck (Darmstadt, Germany). DPPH" (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) i 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) i standardi
fenolnih jedinjenja koriS¢eni za analizu pojedinacnih polifenola visokoefikasnom te¢nom
hromatografijom i hromatografijom na tankom sloju nabavljeni su od firme Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

Ultracista voda (Thermofisher Scientific, Bremen, Germany) je koriS¢ena za pripremanje
standardnih rastvora i slepih proba.

Membranski filteri (13 mm, PTFE membrana 0,45 um) nabavljeni su od firme Supelco (Bellefonte,
PA, USA).

Rastvaraci koriséeni za HPTLC analizu
Etil-acetat je nabavljen od firme Merck (KGaA, Darmstadt, Nemacka); dok su mravlja kiselina,
heksan i 2-aminoetil-difenilborinat (NTS) nabavljeni od firme Fluka (Steinheim, Nemacka).

Reagensi i standardi kori§¢eni za odredivanje mineralnog sastava ekstrakata drveta

Azotna kiselina (HNO3; 70%, ACS reagent, Sigma Aldrich, Nemacka) i vodonik-peroksid (H,O;
30%, ACS reagent, Sigma Aldrich,Germany) su koris§¢eni za totalnu mineralizaciju ekstrakata
drveta.

Tri multielementna standarda su koris¢ena prilikom pripremanja standardnih rastvora za kalibraciju
instrumenta: Multi-Element Plasma Standard Solution 4, Specpure®, 1000 pg-mL™ (Alfa Aesar
GmbH & Co KG, Germany), ILM 05.2 ICS Stock 1 i SS-Low Level Elements ICV Stock (VHG
Labs, Inc- Part of LGC Standards, Manchester, NH 03103 USA).

3.2 Uzorci drveta

Analizirano je sedam razli¢itih vrsta drveta (Tabela 3), i to: po tri uzorka hrasta kitnjaka i hrasta
luznjaka razli¢itog geografskog porekla, i po jedan uzorak cera, bagrema, dzanarike, divlje tresnje i
belog duda. Svi uzorci osim jednog uzorka hrasta kitnjaka (uzorak 5) i cera prirodno su suseni u
trajanju od 12 meseci na otvorenom u industriji VBX-SRL. D.O.O. u Centralnoj Srbiji u Kraljevu.
Sveze iseCeni uzorci hrasta kitnjaka (uzorak 5) i cera su skladisteni i suSeni na sobnoj temperaturi.
Svi uzorci su potom ¢uvani U laboratoriji na sobnoj temperaturi 20 + 2 °C, relativna vlaznost
vazduha 65 + 5% tokom 30 dana, a zatim ¢uvani u hermeticki zatvorenim i obeleZenim posudama.
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Tabela 3. Latinski i uobi¢ajeni nazivi vrsta, starost uzoraka, geografsko poreklo i tip zemljista na kojem su
rasle ispitivane biljne vrste drveta

RB Biljna vrsta Latinski naziv Starost Geografsko poreklo Tip
uzorka drveta zemljista
1 > 60 Slavonija (Hrvatska) Gajnjace
2 > 60 Gornji Radan (Srbija) Ranker
Hrast luznjak ~ Quercus robur L. Olovo (B )
ovo (Bosna i
3 > 60 Hercegovina) Ranker
4 > 60 Kucaj (Srbija) Crvenica
Hrast kitnjak ~ Quercus petrea (Matt.) Liebl. > 60  KurSumlija (Srbija) Ranker
6 > 60 Ravna Gora (Srbija) Ranker
7 Cer Quercus cerris L. > 60 KurSumlija (Srbija) Ranker
8 Bagrem Robinia pseudoacacia L. > 40 Kraljevo (Srbija) Fluvisol
9 Dzanarika Prunus cerasifera Ehrh. > 40 Vrnjacka Banja (Srbija)  Vertisol
10 Divlja tre$Snja  Prunus avium (L.) L. > 40 Ravna Gora (Srbija) Ranker
11 Beli dud Morus alba L. > 40 Vrnjacka Banja (Srbija)  Vertisol

3.3 Taksonomska identifikacija vrsta drveta

Osnovu za identifikaciju drveta predstavljaju odredene makroskopske 1 mikroskopske celijske
karakteristike svojstvene svakoj vrsti drveta. Neke od osnovnih anatomskih karakteristika koje
IAWA Komisija (IAWA Committee - International Association of Wood Anatomists) preporucuje za
identifikaciju liS¢arskih vrsta (IAWA Bulletin, 1989) predstavljaju izrazenost prstenova prirasta
(godova), poroznost, raspored (difuzno ili prstenasto porozne), grupisanje, dimenzije traheja i
njihov broj po 1 mm? (udestalost), kao i tip jamica i prisustvo (ili odsustvo) tila, zatim raspored
aksijalnog parenhima (traka drveta) i oblik c'eli%'a koje ga grade, Sirina (jednoredne ili viSeredne) i
visina (broj ¢elija) traka i njihov broj po 1 mm®, prisustvo (ili odsustvo) traka razli¢itih dimenzija,
debljina zida, $irina lumena i duZina vlakana. Veéina pomenutih strukturnih karakteristika celija
najbolje se uo€avaju sa povrsine popre¢nog preseka drveta.

Taksonomska identifikacija ispitivanih biljnih vrsta uradena je analizom prethodno pripremljenih
mikroskopskih preparata uzoraka drveta u Laboratoriji za anatomiju drveta Sumarskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

Mikroskopski preparati drveta pripremljeni su na slede¢i nacin: upotrebom klizeceg mikrotomskog
noza (Reichert) iz uzoraka su izrezani poprecni preseci debljine oko 14 um, koji su potom stavljeni
na predmetno staklo i pokriveni pokrovnim staklom. Ovako pripremljeni preparati posmatrani su
svetlosnim mikroskopom (Boeco, Germany) i fotografisani sa uve¢anjem 100x i 400x. Uzorci
drveta identifikovani su na osnovu analize njihove anatomske strukture sa napravljenih
mikrofotografija i poredenja sa poznatim vrstama.

3.4 Priprema ekstrakata drveta

Komadi drveta su usitnjeni u mlinu za drvo i prosejani (Slika 2).

Za pripremu ekstrakata koriS¢ene su Cestice drveta granulacije u opsegu od 0,5 mm do 1,5 mm.
Usitnjeno drvo (100 g) je zatim ekstrahovano etanolom (1000 mL, 60%, v/v) uz konstantno mesanje
na laboratorijskom Sejkeru brzinom od 100 rpm. Ekstrakcija je trajala 7 dana na sobnoj temperaturi
(20 £ 2 °C) u mraku. Ekstrakti su profiltrirani i drzani u frizideru (4 °C) do analize. Neposredno
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pred analizu, uzorci su profiltrirani kroz PTFE membranski filter (0,45 um). Ovako pripremljeni
uzorci koriS¢eni su za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i antioksidativni potencijal,
identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja pojedinacnih fenolnih jedinjenja, boju ekstrakata, odredivanju
sadrzaja fluorofora, elementalni sastav, kao i preliminarna elektrohemijska ispitivanja.

~, -

Bagrem (8) Dzanarika (9) Divljatresnja (10) Belidud (11)
Slika 2. Usitnjeni uzorci drveta pre prosejavanja

3.5 PRVI DEO - Analiza uzoraka i ekstrakata drveta

U ovom delu rada izvrSena je hemijska karakterizacija prethodno pripremljenih ekstrakata tako sto
su odredeni: boja ekstrakata, sadrzaj fluorofora, antioksidativni potencijal, sadrzaj ukupnih fenola,
sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja, sadrzaj isparljivih jedinjenja, elementalni sastav i
procena rizika (Risk Assessment) na osnovu sadrzaja potencijalno toksi¢nih elemenata.
Bioautografija je primenjena za procenu bioloske i antimikrobne aktivnosti ekstrakata.

3.5.1 Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i antioksidativnog potencijala

Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni potencijal su odredeni spektrofotometrijski na UV-VIS
spektrofotometru Thermo Scientific Evolution 600 (Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen,
Germany).

Sadrzaj ukupnih polifenola (Total phenolic content, TPC) ekstrakata drveta odreden je Folin-
Cikalteu testom (Singleton i Rossi, 1965). Analizirani ekstrakti drveta su razblazeni destilovanom
vodom u razli¢itom odnosu. U 0,5 mL uzorka dodato je 2,5 mL Folin-Cikalteu reagensa (kompleks
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fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline), a zatim, 5 minuta kasnije, dodato je 2 mL rastvora
Na,CO; (75 g-L™). Nakon inkubacije od 2 sata u mraku, apsorbancija je merena na 760 nm na UV-
VIS spektrofotometru. Destilovana voda (0,5 mL) je koris¢ena za slepu probu. Standardna serija
galne kiseline koncentracija 10-80 mg-L™ korii¢ena je za konstruisanje standardne krive za
odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola. Za uzorke koji su pre analize razblazeni, sadrzaj ukupnih
polifenola izraCunat je mnoZenjem rezultata ocCitanog sa standardne krive sa odgovaraju¢im
stepenom razblazenja. Rezultati su izrazeni u gramima ekvivalenata galne kiseline po kilogramu
ekstrakta (g GAE (gallic acid equivalents)-kg™).

Antioksidativni potencijal (Radical scavenging activity, RSA) je odreden DPPH’ testom sa
modifikacijama (Veljovic i sar., 2017). Analizirani ekstrakti drveta su razblazeni sa 96% etanolom u
razli¢itom odnosu. U 0,2 mL uzorka dodato je 2,8 mL radnog rastvora DPPH" (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil), koji je prethodno napravljen mesanjem etanolnog rastvora DPPH" (1,86 - 10™* mol-L’
') sa 0,1 M rastvorom acetatnog pufera u odnosu 2:1 (v/v). Izvriena je inkubacija u mraku na sobnoj
temperaturi u trajanju od 90 minuta, a zatim je merena apsorbancija na 525 nm na UV-VIS
spektrofotometru. Etanol je kori$¢en za slepu probu. Standardna serija troloksa koncentracije od 0,2
mM do 0,8 mM kori$¢ena je za konstruisanje standardne krive zavisnosti procenta inhibicije DPPH’
radikala u funkciji koncentracije rastvora troloksa, sa koje je ocitana antioksidativni potencijal
uzoraka. Rezultati su izrazeni u milimolovima ekvivalenta troloksa po kilogramu ekstrakta (mmol
TE (Trolox equivalents)-kg™). Procenat inhibicije DPPH' radikala se izracunava na osnovu sledece
formule:

% DPPH’ inhibicije = [(A—As)/A] - 100%,
gde su: As - apsorbancija slepe probe, A - apsorbancija analita.

Sva merenja (TPC i RSA) su izvrSena u triplikatu i podaci su izrazeni kao srednja vrednost *
standardna devijacija (SD). Znacajna razlika u vrednostima TPC i RSA medu ekstraktima drveta
odredena je Tuki testom (p < 0,05).

3.5.2 lIspitivanje sadrzaja pojedina¢nih polifenola primenom UHPLC-DAD MS/MS

Ultra-efikasna te¢na hromatografija spregnuta sa detektorom sa nizom dioda i masenom detekcijom
(UHPLC-DAD MS/MS) je primenjena za identifikaciju i kvantifikaciju pojedinac¢nih polifenola,
dok je visokoefikasna teCna hromatografija sa detektorom sa nizom dioda (HPLC-DAD)
primenjena za identifikaciju i kvantifikaciju flavanola. Detalji analize su opisani u nastavku teksta.

Razdvajanje, odredivanje i kvantifikacija polifenola izvrSena je na Dionex Ultimate 3000 UHPLC
(Ultra-High Performance Liquid Chromatography) sistemu sa detektorom sa nizom dioda (Diode
Array Detector, DAD) i TSQ Quantum Access Max masenim spektrometrom sa trostrukim
kvadrupolom (ThermoFisher Scientific, Basel, Switzerland).

Eluiranje je izvrSeno na temperaturi od 40 °C na Syncronis C18 koloni, mobilnom fazom u sastavu:
0,01% vodeni rastvor siréetne kiseline (A) i acetonitril (B), u slede¢em gradijentu koncentracija: 0-
2,0 min 5% B; 2,0-12,0 min 5-95% B; 12,0-13,0 min 95-5% B; 13,0-20,0 min 5% B. Brzina
protoka je podesena na 0,3 mL-min™ i detekcija je vriena na talasnim duZinama 254 i 280 nm.
Injekciona zapremina je iznosila 5 pL.

U sastavu TSQ Quantum Access Max masenog spektrometra sa trostrukim kvadrupolom je jonski
izvor tipa elektrosprej jonizacije sa zagrevanjem (HESI - Heated Electrospray lonization).
Temperatura isparivaca (vaporizer temperature) iznosila je 250 °C, a jonski izvor je podeSen na
slede¢e vrednosti: napon spreja jonskog izvora 4500 V, pritisak noseceg gasa (N2) 27 AU, pritisak
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pomocnog gasa (auxiliary gas, N2) 7 AU, temperatura kapilare 275 °C. Analiza uzoraka uradena je
u negativnom jonizacionom modu, u opsegu od 100 do 1000 m/z.

Za kvalitativnu analizu ispitivanih jedinjenja primenjeni su pun skeniraju¢i mod (full scanning
mode, FS) i mod skeniranja produkata (product ion scanning, PIS) na masenom spektrometru.
Eksperimenti sa koliziono-indukovanom fragmentacijom izvrSeni su uz pomo¢ argona kao
kolizionog gasa, i vrednost kolizione energije zavisila je od ispitivanih jedinjenja. Za svako
jedinjenje su definisana dva dominantna MS2 fragmenta u PIS eksperimentima i koriS¢eni u
eksperimentima pracenja odabranih reakcija (time-selected reaction monitoring, tSRM) za
kvantitativnu analizu polifenola (Gasi¢ i sar., 2015).

Xcalibur software (verzija 2.2) koris¢en je za kontrolu rada instrumenta. Fenolna jedinjenja su
identifikovana direktnim poredenjem sa komercijalnim standardima. Ukupna koli¢ina svakog
jedinjenja procenjena je raCunanjem povrSina ispod pika i izraZzena u jedinicama mg-kg . Znacajna
razlika u vrednostima pojedina¢nih polifenola medu ekstraktima drveta odredena je Tuki testom (p
<0,05).

3.5.3 Odredivanje sadrzaja flavanola primenom HPLC-DAD

Identifikacija i kvantifikacija katehina izvrSena je visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) (Thermo Ultimate 3000 RS) sa DAD detektorom na
Hypersil Gold aQ C18 koloni (150 mm x 3 mm, 3 um) na 30 °C. Komponente mobilne faze su bile:
0,1% vodeni rastvor mravlje Kkiseline (komponenta A) i acetonitril (komponenta B).
Hromatografsko eluiranje je izvr§eno sa brzinom protoka od 0,6 mL-min~* u slede¢em gradijentu: 0
min 2% B; 0-7,0 min 2 -26% B, 7,0-8,0 min 26 % B; 8,0-11,0 min 26%-2% B. Detekcija je
vrSena na tri talasne duzine: 220, 254 i 280 nm. Injekciona zapremina je bila 20 pl. Analiza
podataka je uradena na softveru Chromeleon, v6.8 (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany).

3.5.4 Odredivanje boje ekstrakata drveta

Merenje boje ekstrakata drveta izvrSeno je uz pomoé¢ prenosnog kolorimetra tristimulus Chroma
Meter model CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japan) koji meri tristimulusne vrednosti analizirane
boje. Rezultati su izrazeni u CIELab (Commission Internationale de /’Eclairage Lab, Laboratorija
medunarodne komisije za rasvetu) parametrima L*, a*, i b*, koji predstavljaju koordinate u
prostoru boja. Koris¢enjem D65 svetlosnog izvora i ugla posmatranja (observer angle) od 2°,
mereni su sledeéi parametri: L* (svetlina, lightness), a* (+a* = udeo crvene boje, -a* = udeo zelene
boje), b* (+b* = udeo Zute boje, -b* = udeo plave boje), C* (zasi¢enost boje, chroma) i h (ugao tona
boje, hue angle). L* definiSe svetlinu i njene vrednosti se kre¢u od 0 (crna boja) do 100 (bela boja).
Parametri a* i1 b* nemaju broj¢ana ogranicenja; pozitivna vrednost parametra a* definiSe intenzitet
crvene boje, dok negativna vrednost ovog parametra odreduje intenzitet zelene boje. Pozitivna
vrednost parametra b* definise intenzitet Zute boje, dok negativna vrednost ovog parametra definise
intenzitet plave boje. Parametar C* predstavlja zasi¢enost boje, dok parametar h (ugao) definise ton
boje. CIELab tristimulusne vrednosti kalibrisane su u odnosu na standardnu belu ploc¢u (Y=84,8;
x=0,3199; y=0,3377). Merenja su uradena u triplikatu i podaci su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija (SD). Znacajna razlika medu ekstraktima drveta za svaku komponentu boje
odredena je Tuki testom (p < 0,05).

3.5.,5 Odredivanje sadrzaja fluorofora u uzorcima drveta i njihovim ekstraktima

Fluorescentni spektri opiljaka drveta i njihovih ekstrakata snimani su na FI3-221 P
spektrofluorimetru (JobinYvon, Horiba, France), koji je opremljen ksenonskom lampom koja radi
na 450 W i fotomultiplikatorom. Opiljci drveta su snimani tako $to su ubaceni u drzac¢ za cvrste
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uzorke u konfiguraciji prednje strane (engl. front-face) uredaja. Ekstrakti su snimani u Kkiveti sa
optickim putem od 10 mm i zapreminom od 1 mL, u konfiguraciji pod pravim uglom.

Fluorescentni emisioni spektar opiljaka drveta, odnosno ekstrakata drveta, moze da bude suma dve
ili vise individualnih komponenti koje odgovaraju razli¢itim fluoroforama. Kako bi se odredili broj 1
emisioni profili komponenti u integralnom spektru, izvrSena su merenja serija emisionih spektara na
razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije (excitation wavelengths), i na taj nacin su dobijene
ekscitaciono-emisione matrice (excitation-emission matrices, EEM)) koje su zatim analizirane uz
pomo¢ analize glavnih komponenata (PCA). Opseg ekscitacionih spektara je 250-450 nm za uzorke
drveta i 310-385 nm za ekstrakte drveta, dok je opseg snimljenih fluorescentnih emisionih spektara
335-595 nm za uzorke drveta, odnosno 400-600 nm za ekstrakte drveta. Vreme integracije iznosilo
je 0,5 sekundi. Korak za ekscitaciju je iznosio 5 nm, a za emisiju 1 nm. Sirina otvora za propustanje
pobudne i emitovane svetlosti (slitovi) je bila 2 nm.

3.5.6 Odredivanje fenolnih profila ekstrakata drveta primenom visokoefikasne hromatografije na
tankom sloju (HPTLC)

3.5.6.1 Priprema uzoraka

Za HPTLC analizu ekstrakti su pravljeni na slede¢i nacin: uzorci drveta su samleveni i prosejani u
cilju dobijanja Cestica veli¢ine izmedu 0,45 mm i 2,5 mm. Zatim su opiljci svake vrste drveta (0,5
g) ekstrahovani etanolom (10 mL, 45% v/v) u trajanju od mesec dana u mraku uz povremeno
muckanje. Nakon ekstrakcije je ekstrakt odvojen od ¢vrstog ostatka uz pomo¢ automatske pipete i
¢uvan u zamrzivacu (na -20 °C) do analize.

3.5.6.2 Dobijanje fenolnih profila

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC) je primenjena u cilju dobijanja fenolnih
profila, dok je DPPH-HPTLC analiza primenjena u cilju dobijanja podataka o fenolnim
jedinjenjima koja doprinose antioksidativnom potencijalu ekstrakata drveta.

Plo¢e HPTLC Silica gel 60F254 (Merck, Germany) koris¢ene su za HPTLC i DPPH-HPTLC
analize. Ekstrakti hrastova i divlje tresnje (5 YL), kao i bagrema, dzanarike i belog duda (2 pL),
zajedno sa Cetiri standardna jedinjenja: galna kiselina, ferulinska kiselina, kofeinska kiselina i p-
kumarinska kiselina (2 pL, ¢ = 1000 ppm), naneti su kao trake (8 mm) koris¢enjem Linomat 5
sistema (CAMAG, Muttenz, Switzerland). Primenjena je mobilna faza u sastavu: etil-
acetat:heksan:mravlja kiselina:voda (11:2:1:0,5 v/v/v/v). Ploce su razvijene na sobnoj temperaturi
(20 °C) u kadici (CAMAG) prethodno zasi¢enoj parama mobilne faze tokom 15 minuta. Front
rastvarac¢a je iznosio 70 mm. Dobijeni HPTLC hromatogrami su derivatizovani rastvorom 2-
aminoetil-difenilborinata (NTS — 0,2% u etanolu) kako bi se pojacao intenzitet fluorescencije
jedinjenja. Plocica je stavljena u komoru pod UV lampom i fotografisana na 254 nm i 366 nm.

Za DPPH’-HPTLC analizu, razvijen HPTLC hromatogram je uronjen ru¢no tri sekunde u metanolni
rastvor DPPH" (0,2%) i zatim fotografisan. Slike plo¢ica su fotografisane kamerom mobilnog
telefona od 13 megapiksela (Huawei P Smart) i zapamcene su kao TIF fajlovi.

3.5.6.3 Analiza slike HPTLC hromatograma

Fenolni profili dobijeni su uz pomo¢ elektronski dostupnog ImagelJ softvera (Ristivojevi¢ i sar.,
2014) na slede¢i nacin: dobijeni HPTLC hromatogrami su izdvojeni za svaki uzorak i Sumovi su
uklonjeni koris¢enjem median filtera Sirine tri piksela. Zatim su slike izmenjene i trake su
selektovane uz pomoé pravougaonog alata. Slike su rotirane za 90° (Image/Transform/Rotate 90
Degrees Right) kako bi se dobio profil pojedinih zona uzoraka. Grafici fenolnih profila su
generisani koriS¢enjem opcije Plot Profile za svaki uzorak. Dobijeni profili predstavljaju 2-D grafik
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zavisnosti intenziteta zona (izrazen u pikselima) od rastojanja. Dobijene vrednosti su prenesene u
Excel, i koriS¢ene su za dalju analizu. Zatim je primenjena PCA analiza na matricu podataka
dobijenih iz HPTLC hromatograma (11 uzoraka x 389 varijabli), u kojoj varijable predstavljaju
intenzitete piksela na 389 jedinica duzine.

3.5.7 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata
3.5.7.1 Priprema ekstrakata drveta

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata drveta uzorci su pripremljeni na slede¢i nacin:
usitnjeno drvo granulacije 0,5-1,5 mm (2,5 g) ekstrahovano je u erlenmajeru sa 25 mL etanola
(60%, v/v). Ekstrakcija je vrSena sa konstantnim meSanjem na magnetnoj mesalici u trajanju od
sedam dana u mraku na sobnoj temperaturi (20 + 2 °C). Ekstrakti su centrifugirani dva puta (5
minuta na 8000 rpm), a zatim upareni na vakuum uparivacu. Odmerena je masa suvog ostatka, Koji
je zatim razblazen metanolom do koncentracije od 50 mg-mL’l.

Prinos ekstrakcije za svaki ekstrakt izraCunat je na osnovu mase suvog ostatka dobijenog posle
uparavanja ekstrakcionog sredstva i mase drveta upotrebljenog u procesu ekstrakcije.

3.5.7.2 Ispitivani mikroorganizmi i uslovi rasta

Antimikrobna aktivnost je testirana na osam indikatorskih sojeva mikroorganizama. Dva soja su
izolovana iz usne Supljine (Streptococcus mutans i Streptococcus pyogenes), dok su ostali sojevi
referentni (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes i Candida albicans). Suspenzije mikroorganizama
standardne mutnoée 0,5 Mekfarland (McFarland) skale (BioMérieux, Marcy-1’Etoile, France), koja
je sadrzala priblizno 1 - 10 CFU-mL™, napravljene su u skladu sa njihovim uslovima uzgajanja
(Tabela 4).

Tabela 4. Indikatorski sojevi korisc¢eni za testiranje antimikrobne aktivnosti ekstrakata drveta

Medijum  Temperatura Poreklo

Indikatorski sojevi Sifra izolata* . ;
za rast uzgajanja izolata

Streptococcus mutans IBR S0001 LA Usna
Streptococcus pyogenes IBR S0004 I Supljina**
Meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC33591 [
Staphylococcus aureus ATCC25923 I 37 °C .
Escherichia coli ATCC25922 ! Referentni
Enterococcus faecalis ATCC29212 I Sojevi
Listeria monocytogenes ATCC19111 BHA
Candida albicans ATCC10231 TSA

*ATCC- American Type Culture Collection; **sojevi su izolovani iz ljudske usne Supljine
(Nikoli¢ i sar., 2013)

3.5.7.3 Preliminarna ispitivanja antimikrobnog potencijala ekstrakata drveta

Modifikovana difuziona metoda u bunari¢ima (Dimki¢ i sar., 2016) primenjena je za preliminarna
ispitivanja antimikrobnog potencijala ekstrakata drveta. Bunari¢i su sa¢injeni od sterilnih donjih
delova nastavaka za pipete (200 uL) i postavljeni na povr§inu LA/BHA/TSA medijuma (Tabela 4).
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U skladu sa uslovima gajenja koriS¢enih sojeva mikroorganizama, 60 puL odgovarajuéeg soja je
zasejano u 6 mL LA/BHA/TSA poludvrstog “soft” agara i preliveno u Petrijevu posudu sa
odgovaraju¢im ¢vrstim medijumom. Bunari¢i precnika 5 mm su uklonjeni nakon ucévrscivanja
“soft” agara i dodato je 20 uL (1 mg po bunari¢u) od svakog ekstrakta. Vankomicin (antibiotik,
viz., 0,2 mg po bunari¢u) je koris¢en kao pozitivna kontrola za bakterijske sojeve, dok je nistatin
(mikotik, viz., 0,2 mg po bunari¢u) kori$¢en kao pozitivna kontrola za gljivicu C. albicans. Metanol
(20 uL) je koriséen kao negativna kontrola. Petrijeve posude su inkubirane na temperaturi od 37 °C
tokom 24 sata, a zatim su merene zone inhibicije i osetljivost sojeva na testirane ekstrakte. Dobijene
zone inhibicije su izrazene u milimetrima (mm).

3.5.7.4 Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBC)

Mikrodiluciona metoda je kori$¢ena za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i
minimalne baktericidne koncentracije (MBC) ekstrakata drveta. Ekstrakti su testirani u opsegu
koncentracija od 0,02 mg-mL™ do 2 mg-mL™ tako $to je primenjeno dvostruko serijsko razblazenje
odgovaraju¢im rastvaraCem u mikrotitracionim ploCama sa 96 bunari¢a. Negativna kontrola
(kontrola rasta bakterija i gljivice) i kontrola sterilnosti (blank, samo odgovarajuci rastvara¢) su
takode testirane. Finalna koncentracija kontrole rastvaraca (metanol) u prvim bunari¢ima iznosila je
10%. Vankomicin, streptomicin i nistatin su testirani kao pozitivna kontrola u opsegu koncentracija
od 0,001 mg-mL™ do 0,4 mg-mL™. Pored negativne kontrole i kontrole sterilnosti, svaki bunarié je
inokulisan sa 20 uL odgovarajuce hranljive podloge (oko 1-10° CFU-mL™), do ukupne zapremine
od 200 pL. Takode, 22 pL resazurina (indikatora) je dodato u svaki bunari¢. Mikrotitarske ploce su
inkubirane tokom 24 h na temperaturi od 37 °C. U prisustvu zivih bakterijskih ¢éelija, plavo obojeni
resazurin se ireverzibilno redukuje u pink obojeni i fluorescentan rezorufin (Elshikh i sar., 2016).
Najmanja koncentracija ekstrakta koja ne dovodi do promene boje resazurina definisana je kao MIC
vrednost. Vrednosti minimalne baktericidne koncentracije (MBC) i minimalne fungicidne
koncentracije (MFC), odredene su prenoSenjem sadrzaja iz bunari¢a u kojima nije bilo promene
boje na ¢vrste podloge. Ploge su inkubirane tokom 24 h na temperaturi od 37 °C i pracen je rast
mikroorganizama. Najmanja koncentracija bez vidljivog rasta definisana je kao MBC/MFC
vrednost. Rezultati su izrazeni u mg-mL™.

3.5.8 Odredivanje sadrzaja isparljivih komponenata

Gasna hromatografija sa masenom detekcijom (GC-MS) korisc¢ena je za identifikaciju jedinjenja u
ekstraktima drveta, dok je gasna hromatografija sa plameno-jonizuju¢im detektorom (GC-FID)
koriS¢ena za semikvantitativnu analizu. Ekstrakti drveta su pripremljeni te¢no-te¢nom ekstrakcijom
(liquid-liquid extraction) (Veljovi¢ i sar., 2019). Metil-10-undekanoat razblazen u dihlormetanu
(0,01 mg-mL™) je koris¢en kao interni standard. Pripremljeni uzorci su pre analize ¢uvani u
frizideru na 4 °C.

Gasni hromatograf Agilent 7890N sa HP5-MS kapilarnom kolonom (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
kori$¢en je za GC-MS analizu. Primenjen je sledeci temperaturni program: od polazne temperature
od 60 °C temperatura je podizana za 3 °C/min do 280 °C, i zatim je odrzavana 20 min na
temperaturi od 280 °C. Helijum je koris¢en kao noseéi gas, sa brzinom protoka 1 mL-min™. GC je
povezan sa Hewlett-Packard 5972 MSD masenim detektorom koji radi na 70 eV i skenira mase u
opsegu 40-550 m/z. Pikovi su identifikovani uporedivanjem njihovih retencionih vremena
(izracunatih u odnosu na n-alkane) sa podacima iz literature i uporedivanjem fragmentacije njihovih
masenih spektara sa masenim spektrima iz baza podataka (NIST/EPA/NIH biblioteka masenih
spektara NIST2000, Wiley/NBS Registar podataka, 7. izdanje, elektronska verzija) (Adams, 2007;
Flamini i Traldi, 2010).

Za GC-FID analize kori$¢en je gasni hromatograf Agilent 4890A sa HP5-MS kapilarnom kolonom
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Primenjeni temperaturni program je isti kao za GC-MS analize.
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Vodonik je koris¢en kao noseéi gas (1 mL-min™). GC je kuplovan sa FID detektorom koji radi na
300 °C.

3.5.9 Odredivanje mineralnog sastava ckstrakata drveta
3.5.9.1 Priprema uzoraka mikrotalasnom digestijom

Mikrotalasni digestor BERGHOF Speedwave Xpert (Berghof Products and Instruments GmbH,
Germany) sa DAP-60 segmentnim rotorom pod visokim pritiskom koriS¢en je za digestiju
ispitivanih ekstrakata drveta. Etanolni ektrakt drveta (10,00 mL) je sipan u teflonsku kivetu i uparen
do suva na temperaturi od 60 °C u sus$nici sa ventilatorom. Zatim je izvrSena totalna mineralizacija
suvog ostatka dodatkom 8 mL HNOj3 (70%, ACS reagent, Sigma Aldrich) i 2 mL H,0, (30%, ACS
reagent, Sigma Aldrich). Temperatura je tokom prvih 15 minuta postepeno podizana mikrotalasnom
energijom do 210 °C, slede¢ih 20 minuta je bila konstantna (210 °C), a zatim naglo opadala do
sobne temperature. Posle hladenja i bez filtriranja, rastvor je razblazen ultracistom vodom do crte u
normalnom sudu od 10 mL. Ultracista voda Cc¢ija je provodljivost iznosila 18,2 MQ-cm
(ekvivalentno sa 0,05 puS-cm™) pripremljena je koris¢enjem Barnstead™ GenPure™ Pro (Thermo
Scientific, Germany) sistema.

3.5.9.2 Odredivanje elementalnog sastava

Elementalni sastav je odreden primenom induktivno spregnute plazme sa optickom emisionom
spektrometrijom (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) (Thermo
Scientific iCAP 6500 Duo ICP, Thermo Fisher Scientific, Cambridge, UK). Tri multielementna
standarda su koris¢ena prilikom pripremanja standardnih rastvora za kalibraciju instrumenta: Multi-
Element Plasma Standard Solution 4, Specpure®, 1000 pg-mL™ (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Germany), ILM 05.2 ICS Stock 1 i SS-Low Level Elements ICV Stock (VHG Labs, Inc- Part of
LGC Standards, Manchester, NH 03103 USA). Posle digestije uzoraka, izvrSena su ICP-OES
merenja u triplikatu (n=3). Pouzdanost merenja potvrdena je relativnom standardnom devijacijom
manjom od 0,5%. Kontrola kvaliteta analize izvrSena je upotrebom EPA Method 200.7 LPC
Solution (ULTRA Scientific, USA) sertifikovanog referentnog materijala (CRM) za 30 analita
razli¢itih koncentracija. Vrednosti testa obogacenja su bile u opsegu 98-103%. Rezultati su izrazeni
u jedinicama mg-L™ (makroelementi) i pg-L™ (mikroelementi). Zna¢ajna razlika u vrednostima za
makroelemente i mikroelemente medu ekstraktima drveta odredena je Tuki testom (p < 0,05).
Dobijeni podaci su kori§éeni za klastersku analizu i analizu glavnih komponenti kako bi se utvrdila
potencijalna veza izmedu ispitivanih elemenata, najzastupljenijih polifenola karakteristicnih za
svaku biljnu vrstu drveta, TPC i RSA parametara.

3.5.10 Procenarizika

Indeksi zdravstvenog rizika (Health risk indices) kao $to su indeks opasnosti (hazard index, HI) i
koeficijenta opasnosti (hazard quotient, HQ) koris¢eni su za pracenje prenosa zagadujucéih supstanci
iz hrane do ljudi (Rai i sar., 2019). Procenjen je nekancerogeni rizik za 13 elemenata (Al, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Se, Sr, Zn) ra¢unanjem HQ i HI indeksa.

Vrednost hroni¢nog dnevnog unosa (Chronic daily intake, CDI), u jedinicama mg-kg™*-dan™,
izracunat je koriS¢enjem sledece formule:

CDI=C-ED-EF-CF-DI/(BW - AT),

gde je C koncentracija svakog elementa detektovanog u uzorku drveta (ug-L™), ED je vreme
izlozenosti (30 godina), EF je frekvencija izloZenosti (365 dan-godina™), CF je faktor konverzije
(0,001 L-mL™), DI je prosetan dnevni unos alkoholnog pi¢a (60 mL-dan™), i BW je telesna teZina
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odraslog Goveka (80 kg), dok je AT prose¢no vreme (365 dan-godina™ - 30 godina). Proizvod C i DI
predstavlja dnevni unos metala (mg-dan™).

Koeficijent opasnosti (Hazard quotient, HQ, bezdimenziona veli¢ina), izraunat je uz pomo¢
sledece formule:

HQ = CDI/RfD,

gde je CDI hronican dnevni unos (chronic daily intake) (mg-kg™-dan™) i RfD referentna doza
svakog potencijalno toksi¢nog elementa.

Referentna doza (RfD) predstavlja procenu dnevnog unosa odredene supstance oralnim putem od
strane ljudske populacije (ukljucujuéi osetljive grupe) koji tokom zivota verovatno nece proizvesti
znacajan rizik od stetnih efekata (Tvermoes i sar., 2014). Referentne doze (RfD) za potencijalno
toksi¢ne elemente, izrazene u mg-dan™-kg™, iznose: Al = 1, Ba = 0,2, Cd = 0,0005, Co = 0,0003, Cr
= 0,003, Cu = 0,04, Fe = 0,7, Li = 0,002, Mn = 0,024, Ni = 0,02, Se = 0,005, Sr = 0,6, Zn = 0,3
(RAIS, 2013), i Pb = 0,0035 (Bi i sar., 2015).

Indeks opasnosti (Hazard Index, HI) predstavlja kumulativni nekancerogeni rizik i izra¢unava se
kao suma HQ vrednosti svih ispitivanih potencijalno toksi¢nih elemenata (Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Li, Mn, Ni, Se, Sr, Pb i Zn):

HI=YHQ

HI = HQAI + HQBa + HQCd + HQCo + HQCr + HQCu + HQFe + HQLi + HQMn +HQNi +
HQSe + HQSr + HQZn

Vrednosti HQ i HI vece od 1 oznacavaju da postoji velika verovatnoc¢a da se razviju nezeljeni efekti
po zdravlje, dok se za vrednost HQ manju od 1 smatra da je takva hrana bezbedna za konzumiranje.

3.6 DRUGI DEO - Ispitivanje elektrohemijskih svojstava ekstrakata drveta

U ovom delu rada prvo su izvrSena preliminarna elektrohemijska ispitivanja etanolnih ekstrakata
(60%, v/v) drveta koji su odlezavali sedam dana. Primenjene su dve elektrohemijske metode:
cikliéna voltametrija i diferencijalno pulsna voltametrija. Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) primenjena je za detektovanje razlika izmedu prethodno navedenih metoda. Na osnovu
rezultata preliminarnih ispitivanja, odabrana je jedna elektrohemijska metoda (cikli¢na voltametrija)
koja ¢e biti primenjena za analizu ekstrakata dobijenih eksperimentalnim odleZavanjem domacih
rakija i model-rastvora etanola u kontaktu sa drvetom.

Zatim je izvrSeno eksperimentalno odleZavanje u trajanju od 1, 2, 3, 6 i 15 meseci i pracenje
elektrohemijskog ponasanja dobijenih ekstrakata. ANOVA je primenjena kako bi se ustanovile
razlike u elektrohemijskom ponasanju izmedu razli¢itih vremena odleZzavanja, dok je PCA
primenjena kako bi se ustanovile razlike u elektrohemijskom ponaSanju ispitivanih ekstrakata na
osnovu vremena ekstrakcije, primenjenog ekstrakcionog sredstva i vrste drveta.

3.6.1 Preliminarna elektrohemijska ispitivanja

Za preliminarna ispitivanja ciklicnom voltametrijom i diferencijalnom pulsnom voltametrijom,
korisc¢eni su etanolni ekstrakti drveta koji su odlezavali sedam dana, pripremljeni po proceduri
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opisanoj u Odeljku 3.4. ANOVA je koris¢ena za utvrdivanje postojanja statisticki znacajne razlike
izmedu rezultata dobijenih cikliénom voltametrijom i diferencijalno pulsnom voltametrijom.

Na osnovu rezultata preliminarnih elektrohemijskih ispitivanja odabrana je jedna elektrohemijska
metoda (ciklicna voltametrija) i primenjena za analizu ekstrakata dobijenih eksperimentalnim
odlezavanjem rakija i model-rastvora etanola u kontaktu sa drvetom.

3.6.2 Priprema ekstrakcionih sredstava

Za ispitivanje eksperimentalnog odlezavanja u kontaktu sa drvetom, upotrebljena su tri razlicita
ekstrakciona sredstva: etanol — E (96%) i dve domace rakije: jabukovaca — A (prepecenica, 46,7%) i
$ljivovica — P (prepeéenica 46,5%). Sljivovica je spravljena u septembru 2018. godine od plodova
$ljive sorte "Cacanska rodna’ u selu Vrnjci, podneblje Zapadne Morave, Srbija. Domaéi destilat
jabuke spravljen je od plodova jabuke sorte "Red Chief’, koji su ubrani tokom septembra 2018.
godine sa voénjaka u Sidu, Sremski region Srbije. Voée je usitnjeno i dobijeni sok je podvrgnut
spontanoj alkoholnoj fermentaciji, a zatim dvostruko destilovan. Etanol (96%) je nabavljen od
proizvodaca Reahem.

Sva ekstrakciona sredstva su razblazena destilovanom vodom do koncentracije od 45% (v/v).

3.6.3 Eksperimentalno odlezavanje rakija i model-rastvora etanola u kontaktu sa drvetom

Za ceksperimentalno odleZavanje rakija i model-rastvora etanola primenjen je postupak opisan u
nastavku. Uzorci drveta su samleveni i prosejani, posle ¢ega je izdvojena frakcija veli¢ine Cestica
izmedu 0,45 mm i 2,5 mm. Zatim su opiljci svih jedanaest uzoraka drveta (po 0,5 g) ekstrahovani
jabukovacom (A), sljivovicom (P) ili etanolom (E) (10 mL, 45% v/v). Dobijeni ekstrakti su
obelezeni na slede¢i na¢in: E1-E11 (uzorci ekstrahovani etanolom), A1-Al1l (uzorci ekstrahovani
jabukova¢om), P1-P11 (uzorci ekstrahovani §ljivovicom), gde brojevi od 1 do 11 oznacavaju redni
broj uzorka (prema Tabeli 3). Za svaki dobijeni ekstrakt napravljeno je po pet replikata koji se
jedino razlikuju prema duzini odlezavanja (1, 2, 3, 6 i 15 meseci). Ekstrakti su odlezavali u mraku
tokom odgovarajuc¢eg vremenskog perioda, a zatim je supernatant dekantovan i cuvan u zamrzivacu
do analize.

Nakon merenja cikli¢nom voltametrijom, podaci su obradeni uz pomo¢ statistickih metoda,
odnosno analizom varijansi i analizom glavnih komponenti.

3.6.4 Pracenje elektrohemijskih svojstava ekstrakata primenom cikli¢ne voltametrije 1
diferencijalne pulsne voltametrije

Za cikliénu voltametriju 1 diferencijalnu pulsnu voltametriju koriS¢ena je standardna celija
zapremine od 3 mL sa tri elektrode: radnom elektrodom od staklastog ugljenika (Glassy Carbon
Electrode) pre¢nika 3 mm (Metrohm, Switzerland), srebro — srebro-hloridnom referentnom
elektrodom (Ag/AgCl (3M KCI)) i platinske zice velike povrSine kao pomoé¢nom elektrodom. Pre
svake serije eksperimenata radna elektroda je polirana aluminijumskim prahom, isprana
destilovanom vodom i tretirana u ultrazvucnom kupatilu tri minuta. Sva merenja su izvrSena na
sobnoj temperaturi 22 £ 1 °C, na potenciostatu Autolab (The Netherland) model 302 N, sa 2.1 Nova
sistemom. Pre upotrebe elektroda od staklastog ugljenika je polirana aluminijumskim prahom 0,3
MM i 0,05 UM, isprana dva puta destilovanom vodom i etanolom.

Za cikli¢nu voltametriju primenjena je brzina skeniranja od 50 mV-s™. Za merenja diferencijalno-
pulsnom voltametrijom korisé¢ena je brzina skeniranja od 5 mV-s™, amplituda pulsa od 40 mV,
vreme modulacije (modulation time) od 50 ms i korak potencijala (potential step) od 5 mV
(Pordevi¢ i sar., 2017; Pordevic i sar., 2018).
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Jedinjenja koja pokazuju antioksidativnu aktivnost su kvantifikovana kao oblast ispod krive
oksidativnog talasa uz koris¢enje NOVA 2.0.2 softvera.

3.7 Statisticka analiza

U okviru ove doktorske disertacije, univarijantne i multivarijantne statisticke metode kao $to su
analiza glavnih komponenata (PCA), klasterska analiza (CA), jednofaktorska analiza varijansi
(ANOVA) i Tuki test, primenjene su za obradu podataka dobijenih tokom analiza i izvrsena je
klasifikacija ispitivanih uzoraka drveta prema biljnom poreklu.

Analiza glavnih komponenata je primenjena uz koris¢enje PLS ToolBox, v.6.2.1 (Eigenvector
Research, Inc. 196 Hyacinth Road Manson,WA 98831, USA), softverskog paketa za MATLAB
(7.12.0(R2011a) (http://www.eigenvector.com/software/pls_toolbox.htm, Eigenvector Research,
Inc., Wenatchee, WA). Koris¢ena je za Kklasifikaciju uzoraka drveta prema razlikama u emisionim
spektrima, klasifikaciju uzoraka prema podacima dobijenim sa HPTLC hromatograma, odredivanje
moguce veze izmedu elementalnog sastava i sadrzaja fenolnih jedinjenja, kao i za uocavanje razlika
u elektrohemijskom ponasanju ispitivanih ekstrakata na osnovu vremena ekstrakcije, ekstrakcionog
sredstva i vrsta drveta.

PCA analiza je primenjena na ekscitaciono-emisione matrice fluorescentnih spektara u cilju
klasifikacije uzoraka drveta. Zavisne promenljive bile su razli¢ite vrste drveta i njihovi ekstrakii,
dok su nezavisne promenljive bile snimljeni fluorescentni emisioni spektri.

Prilikom klasifikacije podataka dobijenih HPTLC analizom, PCA analiza je primenjena na matricu
podataka dobijenih iz HPTLC hromatograma (11 uzoraka x 389 varijabli), u kojoj varijable
predstavljaju intenzitete piksela na duZini od 389 duZina linija. Podaci su prethodno obradeni uz
pomo¢ korelacije optimizacije savijanja (correlated optimized warping, COW), metoda normiranja
podataka (standard normal variate, SNV) i srednje centriranje (mean centering) radi poboljsavanja
multivarijantnog modela.

Klasterska analiza i analiza glavnih komponenata su primenjene kako bi se utvrdila potencijalna
veza izmedu najzastupljenijih polifenola karakteristicnih za svaku biljnu vrstu drveta i ispitivanih
elemenata. Klasterska analiza je izvedena na skupovima podataka uz koriSéenje SPSS softvera za
Windows, verzija 21. Povezivanje izmedu grupa zasnovano je na Pirsonovim koeficijentima
korelacije (engl. Pearson coefficient). R-mod (R-mode) klasterske analize je koris¢en za
odredivanje medusobnih odnosa elemenata i fenolnih jedinjenja odredenih u ekstraktu drveta.

PCA analiza je primenjena kako bi se utvrdile razlike medu ekstraktima drveta, primenjena je
analiza glavnih komponenata na ukupan set podataka koris¢enih i u klasterskoj analizi. Svi podaci
su pre PCA analize grupno skalirani. Primenjeni su algoritam dekompozicije singularne vrednosti
(SVD) i nivo pouzdanosti 0,95 za Q i Hotelingov T? limit za spoljne vrednosti (outliers).

PCA je primenjena na podatke dobijene ciklicnom voltametrijom kako bi se ustanovile razlike u
elektrohemijskom ponaSanju ispitivanih ekstrakata na osnovu vremena ekstrakcije, ekstrakcionog
sredstva i vrsta drveta. Svi podaci su grupno skalirani pre PCA analize. Primenjeni su algoritam
dekompozicije singularne vrednosti i nivo pouzdanosti od 0,95 za Q i Hotelingov T2 limit za
spoljne vrednosti.

Tuki test i korelacioni matriks uradeni su uz koris¢enje NCSS softverskog paketa (www.ncss.com).
Tuki test (p < 0,05) primenjen je za odredivanje znacajne razlike medu ekstraktima drveta u
sadrzaju ukupnih polifenola, antioksidativnhog potencijala i sadrzaju pojedinac¢nih fenolnih
jedinjenja dobijenih uz pomo¢ HPLC-DAD-MS/MS. Takode, Tuki test je koris¢en za odredivanje
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znacajne razlike medu ekstraktima drveta za svaku komponentu boje i za sadrzaj makroelemenata i
mikroelemenata u ekstraktima drveta.

ANOVA primenjena je uz koriS¢enje MS Excel programa (Microsoft Office 2007 Professional).
Koris¢ena je za utvrdivanje postojanja statisticki znacajne razlike izmedu rezultata dobijenih
ciklicnom voltametrijom i diferencijalno pulsnom voltametrijom, kao i za ispitivanje razlika u
elektrohemijskom ponasanju izmedu razli¢itih vremena ekstrakcije.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Rezultati taksonomske identifikacije vrsta drveta

Uzorci drveta su identifikovani na osnovu njihovih makroskopskih i mikroskopskih svojstava, koja
su poredena sa karakteristikama poznatih vrsta. Posmatranjem mikrofotografija uzoraka (Slika 3)
uoceni su anatomski elementi svojstveni za liscare: traheje, vlakna i parenhim, na osnovu ¢ega se
moze rec¢i da svi uzorci (1 — 11) pripadaju lis¢arskim vrstama. Pored toga, zbog razlike u boji
beljike i srcevine uzorci se mogu svrstati u jedricave vrste, u koje spadaju vrste rodova: Quercus
(hrast), Fraxinus (jasen), Ulmus (brest), Morus (dud), Robinia (bagrem), Prunus (kostuni¢avo
voce), Juglans (orah), Castanea (kesten) i Salix (vrba) (Viloti¢, 2000).

Slika 3. Mikrofotografije uzoraka drveta (1-11). Brojevi 1-11 odgovaraju rednom broju uzorka
prema Tabeli 3
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Na osnovu uocene veli¢ine i rasporeda traheja ustanovljeno je da uzorci 9 1 10 spadaju u difuzno—
porozne jedri¢ave vrste, kojima pripadaju Juglans, Salix i Prunus. Zbog velike Sirine lumena traheja
u ranoj zoni drveta ostali uzorci (1 — 8 i 11) mogu se klasifikovati kao krupno prstenasto—porozne
jedricave vrste u koje spadaju Castanea, Ulmus, Quercus, Fraxinus, Morus i Robinia (Viloti¢,
2000).

Dalja identifikacija izvrSena je na osnovu makroskopskog izgleda (Sirina beljike, uocljivost traka
lignuma) i anatomskih karakteristika uzoraka, kao Sto su: raspored (grupisanje), uCestalost i1 Sirina
lumena traheja, prisustvo ili odsustvo tila, tip (apotrahealan i paratrahealan) i distribucija aksijalnog
parenhima i karakteristika radijalnog parenhima (traka lignuma) kao S$to su grada (homo- i/ili
heterocelularne) i dimenzije: Sirina (jednoredne, viSeredne) i visina traka (IAWA Bulletin, 1989).

Uzorci 1 — 7 imaju zonalno-difuzan apotrahealan aksijalni parenhim, sa ¢elijama aksijalnog
parenhima koje se nalaze izmedu traka drveta, Sto je karakteristicno za vrste roda Quercus,
Castanea i Juglans (Viloti¢, 2000). Uzorke 8 i 11 karakteriSe paratrahealno vazicentriCan aksijalni
parenhim, sa parenhimati¢nim ¢elijama koje opkoljavaju niz traheja celom njegovom duzinom, kao
§to je slucaj sa vrstama roda Fraxinus, Morus, Robinia i Ulmus (Viloti¢, 2000). Aksijalni parenhim
uzoraka 9 i 10 je oskudan paratrahealno-vazicentri¢an i apotrahealno-difuzan.

Kako je prethodno ustanovljeno, na osnovu zonalno-difuznog apotrahealnog aksijalnog parenhima,
uzorci 1 — 7 pripadaju vrstama Quercus, Castanea ili Juglans. Juglans su jedricave, rastresito semi-
prstenasto-porozne vrste, sa trahejama ranog drveta Sirine 200 pm i homocelularnim trakama
lignuma koje nisu vidljive golim okom (Vilotié, 2000), Sto ne odgovara karakteristikama uzoraka 1
— 7 (Slika 3). Castanea su jedri¢ave, krupno prstenasto-porozne vrste, slicne vrstama Quercus, sa
trahejama ranog drveta Sirine oko 500 um i zonalno-difuznim apotrahealnim aksijalnim
parenhimom. Medutim, za razliku od vrsta roda Quercus, trake lignuma kestena nisu vidljive golim
okom. Pored toga traheje poznog drveta su poredane u radijalne nizove koji se racvaju, Sto Cini
osnovne razlike izmedu ove dve vrste (Viloti¢, 2000). Traheje izuzetno Sirokih lumena, vidljive
golim okom na svim presecima, isto kao i trake lignuma, kao $to je slucaj sa uzorcima 1 — 7 (Slika
3), karakteristicne su za rod Quercus (Viloti¢, 2000). Na osnovu toga, kao i tipa aksijalnog
parenhima potvrdeno je da uzorci 1 — 7 pripadaju ovom rodu.

Veci problem je determinacija vrsta podroda Quercus, posebno hrasta luznjaka i kitnjaka, koji
imaju veoma slicnu gradu. Ipak, uprkos brojnim slicnostima i na makroskopskom i na
mikroskopskom nivou, vrste roda Quercus se medusobno razlikuju po nekim svojstvima.

Na makroskopskom nivou, hrast kitnjak (Quercus petrea (Matt.) Liebl.), luznjak (Quercus robur
L.) i cer (Quercus cerris L.) karakterisu markantni prstenovi prirasta, sa trahejama koje su krupne,
rasporedene u vidu prstena i vidljive golim okom na svim presecima. Kao jedricave vrste odlikuje
ih razlika u boji beljike i sr¢evine. Beljika hrasta kitnjaka i luznjaka je uska, Sirine do oko 3 cm, dok
cer odlikuje nesto veca Sirina beljike. Pored toga, 1 beljika 1 sr€evina kitnjaka svetlije su boje nego
kod luznjaka (Viloti¢, 2000). Nadalje, na mikroskopskom nivou, traheje rane zone luznjaka su
veoma $iroke 150—400 um i rasporedene u 3 — 5 tangencijalnih nizova, dok su traheje rane zone
kitnjaka neSto manje Sirine (150 — 350 pum i rasporedene u 1 — 3 tangencijalna niza. NajceS¢e su
ispunjene tilama (Slika 3, uzorci 1 — 6). Traheje ranog drveta cera odlikuju se Sirinom lumena do
280 um i rasporedene su u grupama na pocetku goda (Viloti¢, 2000). Pored razlika u dimenzijama,
postoje i razlike u rasporedu traheja kasnog drveta izmedu vrsta roda Quercus. Traheje kasnog
drveta luznjaka su uske, okruZene vazicentricnim traheidama 1 aksijalnim parenhimom, i
rasporedene pojedinacno ili u grupi. Raspored traheja je radijalan (uzorci 1, 2 1 3), §to odlikuje drvo
ove vrste radijalnim Sarama koje su makroskopski vidljive. Traheje kasnog drveta kitnjaka manjih
su precnika, 1 rasporedene su u radijalnim nizovima, obrazujuéi trouglove sa osnovicama na granici
prstena prirasta (Slika 3, uzorci 4, 5 i1 6). Ovakav raspred traheja kasne zone je specifican za kitnjak,
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I jedna od osnovnih njegovih razlika od luznjaka (Viloti¢, 2000). Traheje kasnog drveta cera manjih
su pre¢nika i rasporedene su u radijalnim nizovima. Drvna vlakna ovih vrsta roda Quercus su uskih
lumena i lignifikovanih zidova (Viloti¢, 2000).

Trake drveta (trake lignuma) hrasta luznjaka, kitnjaka i cera su homocelularne, a po $irini mogu biti
jednoredne 1 viSeredne, i vidljive su na svim presecima. Medutim, dimenzije traka lignuma i
rastojanja izmedu njih se razlikuju izmedu ovih vrsta. Trake drveta luznjaka Sirine su 0,5 — 1 mm i
visine do 7 cm, §to drvetu daje lepu teksturu. Razmak izmedu traka koji iznosi 1 cm karakteristican
za luznjak (Viloti¢, 2000). Kitnjak karakteriSu ili ekstremno uske — jednoredne (visine do 20 ¢elija)
ili ekstremno Siroke — viSeredne trake drveta (Sirine 30 — 35 ¢elija, odnosno 0,7 mm 1 visine od
nekoliko stotina ¢elija (5 cm)). Rastojanje izmedu najSirih traka od oko 5 mm ¢ini jednu od
specificnih karakteristika ove vrste. ViSeredne trake drveta cera Siroke su do 32 ¢elije, a medusobno
su udaljene do 3 mm (Viloti¢, 2000).

Na osnovu makroskopskog izgleda i navedenih mikroskopskih karakteristika uzoraka utvrdeno je
da uzorci 1, 2 i 3 pripadaju vrsti hrast luznjak - Quercus robur L., (sin. Quercus pedunculata Ehrh.),
a uzorci 4, 51 6 vrsti hrast kitnjak - Quercus petrea (Matt.) Liebl. (sin. Quercus sessiliflora Salisb.),
dok uzorak 7, po karakteristikama koje pokazuje, pripada vrsti cer (Quercus cerris L.).

Jedricavo krupno prstenasto-porozne vrste koje karakteriSe paratrahealno vazicentriCan aksijalni
parenhim (uzorci 8 i 11) pripadaju vrstama roda Fraxinus, Morus, Robinia ili Ulmus (Viloti¢,
2000). S obzirom na to da uzorci 8 i 11 imaju usku beljiku i vidljive trake drveta, a traheje su
ispunjene tilama (Slika 3, uzorci 8 i 11), zakljuéeno je da pripadaju vrstama rodova Robinia i/ili
Morus (Viloti¢, 2000).

Karakteristike vrste Robinia pseudoacacia (bagrem) kao $to su: veoma uska beljika (2-5 prstenova
prirasta), traheje ranog drveta vidljive golim okom u vidu rupica 1 rasporedene u 2-3 niza, Sirine
lumena 200-300 pum i ispunjene tilama, traheje kasnog drveta grupisane u kose radijalne i
tangencijalne nizove, trake drveta homo- i heterocelularne, Sirine do 7 ¢elija i jedva vidljive golim
okom na popre¢nom preseku (Viloti¢, 2000) odgovaraju uocenoj anatomskoj gradi uzorka 8, te je
ovaj uzorak identifikovan kao bagrem.

Vrstu beli dud (Morus alba) karakterise uska beljika (do 5 prstenova prirasta), traheje ranog drveta
Sirine lumena 250-370 pum koje su ispunjene tilama i rasporedene pojedina¢no ili u grupama (2-3) u
1-3 tangencijalna niza i vidljive golim okom, dok je zona kasnog drveta sa malim brojem traheja
koje su rasporedene bliZe granici prstenova prirasta, pojedinacno ili u grupama (2-10), formirajuci
tangencijalne nizove. Trake drveta c¢ine parenhimaticne Ccelije razli¢itih dimenzija, te su
heterocelularne. Trake su Sirine 1-9 ¢elija 1 visine do 45 ¢elija, mnogobrojne i golim okom jasno
uocCljive kao wuzane linijje na poprecnom preseku (Viloti¢, 2000). Poredenjem navedenih
karakteristika sa makroskopskim i mikroskopskim karakteristikama uzorka 11 utvrdeno je da ovaj
uzorak pripada vrsti beli dud (Morus alba).

Uzorci 9 1 10 su, na osnovu veli¢ine 1 rasporeda traheja, svrstani u difuzno—porozne jedriCave vrste,
kojima pripadaju Juglans, Salix i Prunus (Viloti¢, 2000). Vrste roda Juglans i Salix karakteriSe
apotrahealan zonalno-difuzan aksijalni parenhim, dok je aksijalni parenhim uzoraka 9 i 10 oskudan
paratrahealno-vazicentri¢an i apotrahealno-difuzan. Pored toga, Juglans karakteriSe Siroka beljika,
traheje Sirine do 200 um koje su vidljive golim okom, dok trake drveta nisu vidljive golim okom a
ni lupom (Viloti¢, 2000), $to ne odgovara uo¢enim karakteristikama uzoraka 9 i 10. Vrste roda Salix
imaju usku beljiku, a traheje 1 trake lignuma nisu vidljive golim okom (Viloti¢, 2000), Sto takode ne
odgovara karakteristikama uzoraka 9 i 10. Na osnovu uocenih karakteristika i poredenjem sa
ostalim difuzno—poroznim jedri¢avim vrstama zakljuceno je da uzorci 9 i 10 pripadaju vrstama roda
Prunus.
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Rod Prunus karakterise uska beljika i trake drveta koje su uske, brojne i jedva vidljive golim okom
na poprecnom preseku. Uzorak 10 karakteriSu jasni prstenovi prirasta sa Sirokom ranom zonom.
Traheje rane zone su nesto vece i brojnije od traheja kasne zone, a na popre¢nom preseku se vide
golim okom kao sitne rupice, Sto predstavlja karakteristiku sitno prstenasto-poroznih vrsta drveta
(Viloti¢, 2000); rasporedene su pojedinacno ili grupama (2-6). Trake drveta su homocelularne i
heterocelularne, brojne i uske (Sirine 2-4 ¢elije). Aksijalni parenhim je oskudan, apotrahealan —
difuzan i paratrahealan — vazicentrican. Na osnovu opisanih karakteristika potvrdena je pripadnost
uzorka 10 vrsti divlja tre$nja (Prunus avium).

4.2 PRVI DEO — Rezultati analiza uzoraka i ekstrakata drveta
4.2.1 Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni potencijal

U svim ekstraktima drveta odredeni su sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni potencijal, dok
su uz pomo¢ Tuki testa odredene znacajne razlike medu ispitivanim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih
polifenola izrazen je u gram ekvivalentima galne kiseline (gallic acid equivalents, GAE) po
kilogramu drveta (g GAE-kg ™) i nalazio se u opsegu od 5,31 g GAE-kg * (cer, uzorak 7) do 107,69
g GAE-kg™* (beli dud, uzorak 11). Antioksidativni potencijal je izrazen u mmol ekvivalenata
troloksa (trolox equivalents, TE) po kilogramu drveta (mmol TE-kg™") i nalazio se u opsegu od
28,14 mmol TE-kg " (cer) do 844,93 mmol TE-kg™ (beli dud) (Tabela 5).

Trend u sadrzaju ukupnih polifenola je sledeci: beli dud (11) > dZzanarika (9) > bagrem (8) > hrast
luznjak (1-3), tresnja (10), hrast kitnjak (4-6) > cer (7). Ekstrakt belog duda (11) se izdvojio u
odnosu na ostale ispitivane ekstrakte drveta prema znacéajno vecéoj kolic¢ini ukupnih polifenola, sto je
u skladu sa rezultatima koje su dobili De Rosso i saradnici (2009a). Manji sadrzaj polifenola u ceru
(7) u odnosu na ostale uzorke drveta u skladu je sa rezultatima Gortzi i saradnika (2013).

Medu uzorcima hrasta, najveci sadrzaj ukupnih polifenola odreden je u ekstraktima hrasta luznjaka
iz Slavonije (55,51 g GAE-kg ™) i hrasta luznjaka iz Gornjeg Radana (54,21 g GAE-kg ™). Svi ostali
uzorci hrasta (3-6) su sadrzali manje od 40 g GAE-kg . Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima
hrasta nalazio se u sledeé¢im opsezima: 30,30-39,46 g GAE-kg ™" (hrast kitnjak), odnosno 37,51
55,51 g GAE-kg™ (hrast luznjak) i 5,31 g GAE-kg' (cer). MoZe se pretpostaviti da sadrzaj
polifenola zavisi od vrste hrasta, poSto su ekstrakti hrasta kitnjaka generalno sadrzali manje
polifenola nego ekstrakti hrasta luznjaka, $to je u skladu sa rezultatima koje su dobili Alafion i
saradnici (2011), dok se ekstrakt cera izdvojio po najmanjem sadrzaju polifenola. Sadrzaj polifenola
u ekstraktu divlje tresnje (10) nalazio se u okviru opsega za ekstrakte hrasta luznjaka (1-3).

Sréevina hrasta je bogata derivatima lignina, elagitaninima, elaginskom kiselinom i galnom
kiselinom, ali ne sadrzi druge vrste fenolnih jedinjenja (Fernandez de Simdn i sar., 2014a), Sto moze
da objasni manji sadrzaj polifenola u hrastu u odnosu na druge vrste drveta. Takode, sadrzaj
polifenola iz hrasta znacajno raste sa degradacijom lignina u procesu odlezavanja alkoholnih pi¢a u
kontaktu sa drvetom (Zhang i sar., 2015).

Svi ekstrakti drveta osim ekstrakta cera (7) pokazuju znacajan antioksidativni potencijal (Tabela 5).
Antioksidativni potencijal belog duda i dZanarike (844,93, odnosno 612,95 mmol TE-kg %) znadajno
je veci nego kod ostalih uzoraka drveta. Trend u antioksidativnom potencijalu medu uzorcima
drveta je slican kao za sadrzaj ukupnih polifenola (Tabela 5). Jedinu znac¢ajnu razliku predstavlja to
Sto je antioksidativni potencijal bagrema (8) u istom opsegu sa antioksidativnim potencijalom
uzoraka hrasta luznjaka (1-3), dok je treSnja (10) pokazala nizi antioksidativni potencijal u odnosu
na vecinu uzoraka hrasta (1, 2, 4, 6).
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Tabela 5. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i antioksidativni potencijal (RSA) ispitivanih
ekstrakata drveta

Redni broj uzorka* TPC (g GAE-kg™) RSA (mmol TE-kg™)
1 55,51 + 3,15° 473,92 + 13,99°
2 54,21 + 2,47° 405,24 + 10,87°
3 37,91 +0,86° 283,15 + 12,01¢
4 39,46 + 1,14° 437,95 + 13,73%
5 30,30 + 0,95° 220,79 + 6,18"

6 37,10 +£1,17% 333,73 £ 13,88'
7 5,31 +0,15" 28,14 + 0,95'

8 74,28 +1,73° 451,47 +11,13%
9 81,71 +0,32° 612,95 + 13,43"
10 49,69 + 1,88° 299,93 + 8,41
11 107,69 + 6,05 844,93 + 20,312

*Brojevi 1-11 u prvoj koloni odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3.
Razlicita slova u istoj koloni ozna¢avaju znacajnu razliku prema Tuki testu, p < 0,05.

Na osnovu dobijenih podataka (Tabela 5), izracunat je koeficijent korelacije izmedu
antioksidativnog potencijala (RSA) i sadrzaja ukupnih polifenola (TPC) ekstrakata drveta. Dobijena
je visoka vrednost koeficijenta korelacije (r=0,951), koja potvrduje prethodno uocenu sli¢nost u
trendovima za antioksidativni potencijal i sadrzaj ukupnih polifenola.

4.2.2 Sadrzaj pojedinacnih polifenola odreden primenom UHPLC-DAD MS/MS

Primenom ultravisoko-efikasne te¢ne hromatografije spregnute sa detektorom sa nizom dioda i
masenim spektrometrom sa trostrukim kvadrupolom (UHPLC-DAD MS/MS), u ekstraktima drveta
je kvantifikovano ukupno trideset sedam polifenola, medu kojima je osam fenolnih kiselina (1-8),
devet flavonola (9-17), Sest flavona (18-23), Cetiri flavanona (24-27), jedan flavanonol (28), dva
izoflavona (29, 30), tri stilbena (31-33), dva kumarina (34, 35), jedan dihidrohalkon (36) i jedan
cinamaldehid (37) (Tabela 6).
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Tabela 6. Sadrzaj pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima drveta (mg-kg™)

R

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Fenolne kiseline
L Galna kiselina 117,70 £ 52,25 + 17,38 + 27,72 + 22,99 26,4 + ] 58,74 + ] ] ]
6,17° 1,24° 0,99 1,78¢ +1,83° 0,53¢ 3,15°
, Protokatehuinska 34,76 + 35,86 + 20,13 + 30,69 + 9,79 + ) 22,33 + 15,62 533,39+ 83,16+ 201,85+
kiselina 1,17¢ 0,98¢ 0,66° 2,03 0,79' 1,32 +0,21" 14,512 9,36° 6,08"
5-0-
. 0,88 + 15,18 + 0,66 +
3 K_afe_onhmmska - - - - - - Ologb - 0,842 - 0.02°
kiselina
A ﬁ"i droksiberizoeva ) ) ) ) ) ] 1958+ 164,78+ 5346+ 51,70+ 260,04 +
iseli 1,12¢ 12,36° 3,48° 6,66° 13,032
iselina
5 p-Kumarinska 22,44 + 5,50 =
kiselina i ) i i i i i i i 1,29° 0,75
6 Ferulinska i ) i i i i i i i 8,03 + 539 +
kiselina 0,57 0,11°
7 Elaginska kiseling ~ 15958:80 936386+ 303941+ 1009932+ 889295+ 887205+ 20515+ 113146+ 67254+ 267,74+ 37576+
g +459,63°  236,14° 94,58° 335,23 215,46 198,55¢ 14,11 58,63 22,94° 9,59' 12,22"
g Kofeinska 1,32+ 1,21 + 110+ 0 g3  088% 1,10 + ] 1,43 + 2,09 + 2,64 + 1,43 +
kiselina 0,05¢ 0,07¢ 0,03¢ S 0,00° 0,04 0,03° 0,23 0,12 0,05°
Flavonoli
; 0,44 + 0,33+
9 Rutin - - - - - - 0,0la - - 0,00b -
. . 0,33 + 0,55 + 3,63+
10 Hiperozid - - - - - - 0,01° - - 0,05b 0,13°
11 Izoramnetin-3-O- i ) i i i i i i i i 0,22 +
glikozid 0,00
12 Kempferol-7-O- i ) i i i i i i 0,44 + i 3,08 +
glikozid 0,00° 0,09%
. 9,46 + 9,35 + ¢ 9,90+ 9,46 + 10,12 + 10,23+ 187,11 %
13 Kvercetin 0,00° 0,05° - 9.46£005° 5 ge 0,03 - 0,06" 0,26" 7.36° |
14 Kempferol 0,66 + ] ) 0,77 + ) ) ) ) 140,14+ 57,31+
P 0,06° 0,06° 6,257 3,14°
15 lzoramnetin - - - - - - 5,94 bi - - - 6,16
0,13 017
) 0,44 + 54,23 +
16 Galangin - - - - 0,01° - - - - 128°
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. 011+ 8,58 +
17 Kempferid - - - - 0,00 - - - 0,50°
Flavoni
.. 022+ 66,88 +
18 Viteksin - - - 0,00b - - - 3.20° -
. . 108+ 077+ 5599+ 396+
19 Luteolin - - - 0,66 + 0,01 0,29° - - 0’03,1 217° 0,34b
. 0,66 + 0,22 + . 1364+ 1,10+ 055+ 132+ 187+ 71610+ 418+
20 Hrizin 0,029 0,01 - 275£061° " gz 0,06 0,01" 0,15° 042°  1431° 0,23°
21 Asicenin ] ] ] ] 1,21 + ] ] 198+ 044+ 23397+ 207+
P19 0,06 0,21° 0,01¢ 8,99% 0,14
. . 121+ 6149+ 022+
22 Acacetin - - - 0,22 £ 0,00 0,10b - - - - 1,52 0,02°
. . 121+ 6006+ 022+
23 Genkvanin - - - 0,22 £0,01 0,07° - - - i 0,99° 0,01°
Flavanoni
- 264z 011z 033 ¢ 121+  40920% 539+
24 Naringenin | - - 033£001° 5o 0,00 0,02° - 0,06° 4,62° 0,39"
25  Naringin e H o] . 0,33 +0,04° : b : P . . P
o 0,66 + 0,77+ 099+ 8954+ 110+
26  Eriodiktiol - - 0,05° - - - 0,04° - 0,09 2,967 007"
. . 11+ 0,44 + 033+ . 2673+ 1,08 + 088+ 352+ 286+ 185119+ 6,71t
27 Pinacembrin 0,09" 0,01 001«  H18X0A4T “hggp 0,11° 0,08' 0.12° 0,26' 26,34° 0,56°
Flavanonoli
- 572+ 814+ 1144+ 407 0,99 + 9.00 % 13618+ 845570+ 403460 %
28 Taksifolin 0,10° 0,30" 098¢ 220£015  yon 0,07 0,46° - 5,68° 32,35? 17,32
Izoflavoni
T 077+
29 Daizdein - - - - - - - - !
0,03
o 1,65+ 13717 +
30 Genistein - - - - 0,11b - - - 4.16°
Stilbeni
31 Resveratrol - - - - - - - - - 12:’952 *
: . 374+ 1507+ 4455+ 385+ 173173 +
32  Oksiresveratrol - - - 3,30+ 0,10 O,31d - 0.58° 1,56b 0,23d 62.31°
. 12,21 +
33 Pterostilben - - - - - - - - - 0,56
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Kumarini
34 Eskulin 0,44 + 0,22 + 0,11 + i 0,44 + i i 1,87 + 231+
0,01° 0,01° 0,00 0,00° 0,09° 0,117
. 12,87 + 102,30 + 29,15 +
35 ESkU'etln - - = - = 0,56C - 3’473 1,34b
Dihidrohalkoni
36 Floretin i ) i 0,44 + i 0,33+ 1,43 + 17,16 + 0,44 +
0,07° 0,05° 0,13° 1,312 0,08°
Cinamaldehidi
e . 13,86 + 7,26 + 20,13 + d 9,90 + 6,05 + 2,64 £ 3,85+ 0,99 +
37  Koniferil aldehid 1.52° 0,35° 115° 8,91+0,20 0,78° - - 041" 011" 0,09° 0,07

Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3. Redni brojevi u kolonama ozna¢avaju redni broj ispitivanog jedinjenja. Razliita

slova u istom redu oznaéavaju znacajnu razliku medu ekstraktima drveta prema Tuki testu, p < 0,05
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Elaginska kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u svim ekstraktima drveta. Najveca koli¢ina
elaginske kiseline kvantifikovana je u ekstraktu hrasta luznjaka iz Slavonije (uzorak 1, 15958,80
mg-kg %), dok je najmanja koli¢ina elaginske kiseline kvantifikovana u ekstraktu cera (205,15
mg-kg!). U poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima drveta, ekstrakti hrasta luznjaka i kitnjaka
(uzorci 1-6) sadrzali su najvece koli¢ine elaginske kiseline, koje se nalaze u opsegu od 3039,41
mg-kg * (uzorak 3) do 15958,80 mg-kg * (uzorak 1).

Galna kiselina je zastupljena u hrastovima luZznjacima i kitnjacima (uzorci 1-6) u opsegu od 17,38
mg-kg " (uzorak 3) do 117,70 mg-kg™* (uzorak 1), kao i u bagremu (58,74 mg-kg ™). Alafién i
saradnici (2011) zapazili su znacajno vecu koncentraciju galne i elaginske kiseline u hrastu nego u
divljoj tresnji, Sto je u skladu sa rezultatima ove disertacije. Medutim, prema Coldea i saradnicima
(2020), galna kiselina je detektovana u treSnji u znacajnim koli¢inama, dok u ovoj disertaciji nije
bila detektovana u ekstraktu ove vrste drveta.

Protokatehuinska kiselina je detektovana u svim uzorcima osim u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore
(uzorku 6). Najveéi sadrzaj protokatehuinske kiseline je detektovan u dzanarici (533,39 mg-kg*,
uzorak 9), i to u koli¢inama koje su vise nego dvostruko vece u odnosu na ostale uzorke drveta. Beli
dud (uzorak 11) i divlja tre$nja (uzorak 10) su takode bogate protokatehuinskom kiselinom (201,85
mg-kg™, odnosno 83,16 mg-kg ). Sadrzaj ove kiseline u ekstraktima hrasta je kvantifikovan u
opsegu od 9,79 mg-kg* (uzorak 5) do 35,86 mg-kg* (uzorak 2). Madrera i saradnici (2010) su
detektovali protokatehuinsku kiselinu u drvetu divlje tresnje u niZoj koncentraciji (1,13 mg-L™) u
odnosu na ispitivani uzorak tre$nje, dok u njihovom ekstraktu hrasta nije detektovano ovo
jedinjenje, sto je u skladu sa rezultatima iz ove disertacije samo za uzorak hrasta iz Ravne Gore
(uzorak 6). Ove razlike mogu da se pripisu razli¢itom geografskom poreklu i uslovima rasta drveta,
ali i uticaju termickog tretmana na uzorke koje su Madrera i saradnici (2010) ispitivali.

p-Hidroksibenzoeva kiselina je zastupljena u svim uzorcima osim u hrastu luznjaku i kitnjaku
(uzorci 1-6). Najveca koli¢ina ovog jedinjenja detektovana je u belom dudu (260,04 mg-kg,
uzorak 11), dok je najmanje zastupljena u ceru (19,58 mg-kg*, uzorak 7). U bagremu je takode
kvantifikovana velika koli¢ina ovog jedinjenja (164,78 mg-kg ', uzorak 8). Prema Alafion i
saradnicima (2011), ovo jedinjenje je detektovano u ekstraktu tresnje, Sto je u skladu sa rezultatima
ove disertacije. Medutim, prema njima, p-hidroksibenzoeva kiselina nije detektovana u uzorcima
hrasta kitnjaka, dok je sadrzaj ovog jedinjenja u uzorcima hrasta luznjaka bio u opsegu 0,00-17,11
Hg-g™. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije. Prisustvo ovog jedinjenja
u uzorcima hrasta luznjaka iz literature moze da se objasni razli¢itim geografskim poreklom i
uslovima rasta uzoraka drveta, kao i razli¢itim postupkom pripreme uzoraka.

p-Kumarinska i ferulinska kiselina detektovane su jedino u ekstraktima belog duda i divlje tresnje.
Divlja tre$nja je bila bogatija ovim jedinjenjima u odnosu na beli dud.

Najveéa koli¢ina p-kumarinske kiseline kvantifikovana je u ekstraktu divlje tre$nje, $to je u
suprotnosti sa Alafidn i sar. (2011), prema kojima je hrast sadrzao vece koli¢ine ovog jedinjenja
nego treSnja. S druge strane, prema Coldea i saradnicima (2020), p-kumarinska kiselina nije
detektovana u tresnji, hrastu i dudu.

Najveca kolicina ferulinske kiseline je detektovana u ekstraktu tresnje, $to je u skladu sa rezultatima
iz literature (Alafidn i sar., 2011; Coldea i sar., 2020). Medutim, prema navedenim referencama iz
literature ferulinska kiselina je detektovana u ekstraktima hrasta, dok u uzorcima ispitivanim u
okviru ove disertacije ona nije detektovana. Sa druge strane, prema Kovacu i saradicima (2000),
ferulinska kiselina nije zastupljena u evropskim vrstama hrasta, ve¢ samo u americkom hrastu.
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Divlja tresnja je, u odnosu na hrast, sadrzala vece koli¢ine protokatehuinske, p-kumarinske,
kofeinske i ferulinske kiseline, kao i manje koli¢ine koniferilaldehida, §to je u suprotnosti sa
rezultatima Alanon i saradnika (2011). Ovo zapazanje se moze objasniti razliitim procesom
ekstrakcije ili razli¢itim geografskim poreklom drveta, kao i moguc¢im razlikama u starosti i
polozaju na stablu sa kog su uzeti uzorci.

Prema Chan i saradnicima (2016), u razli¢itim delovima belog duda identifikovana su sledece
fenolne kiseline: 3-O-kafeoilhininska kiselina (hlorogena kiselina), elaginska Kiselina, p-
hidroksibenzoeva kiselina (plod), 5-O-kafeoilhininska kiselina (neohlorogena Kkiselina), p-
kumarinska  kiselina, ferulinska kiselina, galna Kkiselina, hidroksibenzoeva kiselina,
protokatehuinska kiselina (list, plod). U ekstraktu drveta duda ispitivanom u okviru ove disertacije
su detektovana sva jedinjenja koja navode Chan i saradnici (2016), osim galne kiseline, koja nije
detektovana i 3-O-kafeoilhininska kiselina, koja nije ispitivana u ovoj disertaciji.

Flavonoli su detektovani u svim uzorcima osim u hrastu luznjaku iz Olova (uzorak 3). U najve¢em
broju uzoraka, kvercetin je najzastupljeniji flavonol. Ovo jedinjenje nije detektovano u hrastu
luznjaku (uzorak 3), ceru i belom dudu, dok je u nekim uzorcima hrasta (2, 4, 6), bagremu i
dzanarici predstavljao jedini detektovan flavonol.

Divlja tre$nja i beli dud su jedini sadrzali flavonole u koncentraciji veéoj od 50 mg-kg ™.
Najzastupljeniji flavonoli u divljoj trednji su kvercetin (187,11 mg-kg™), kempferol (140,14
mg-kg ™) i galangin (54,23 mg-kg %), dok je najzastupljeniji flavonol u belom dudu kempferol
(57,31 mg-kg ™).

U ekstraktima hrasta u kojima je detektovan kvercetin, kvantifikovan je u opsegu od 9,35 mg-kg™
(uzorak 2) do 9,90 mg-kg™ (uzorak 5). Kada je re¢ o uzorcima hrasta, najveéi broj flavonola je
detektovan u hrastu kitnjaku iz KurSumlije (uzorak 5), dok je cer sadrzao flavonole koji nisu
detektovani u uzorcima hrasta luznjaka i kitnjaka. Navedena dva uzorka jedini nisu podvrgnuti
procesu prirodnog susenja. Najzastupljeniji flavonol u ceru je ramnetin (5,94 mg-kg ).

Flavoni su detektovani u svim ekstraktima osim u ekstraktu hrasta luznjaka iz Olova (uzorak 3).
Hrizin je najzastupljeniji flavon u ekstraktima svih uzoraka, osim bagrema, u ¢ijem je ekstraktu
najzastupljeniji apigenin. Od svih ispitivanih uzoraka, jedino je ekstrakt divlje tresnje sadrzao sve
ispitivane flavone u koncentracijama iznad 50 mg-kg ', dok koncentracija pojedina¢nih flavona
detektovanih u ostalim ekstraktima nije premasivala vrednost od 15 mg-kg . U hrastu kitnjaku iz
KurSumlije (uzorak 5) su takode detektovani svi ispitivani flavoni, ali u znafajno manjim
koncentracijama nego u divljoj tresnji.

Medu uzorcima hrasta, hrizin je zastupljen u hrastu Kitnjaku iz KurSumlije (uzorak 5) u znacajno
veéim koli¢inama u poredenju sa ostalim uzorcima (13,64 mg-kg ™), dok je u ostalim ekstraktima
hrasta zastupljen u opsegu od 0,22 mg-kg™* (uzorak 2) do 2,75 mg-kg * (uzorak 4). U veéini
uzoraka hrasta (uzorci 1, 2, 6, 7) hrizin je bio jedini detektovan flavon, u koncentracijama ispod 2
mg-kg ™, dok su dva uzorka hrasta kitnjaka bili jedini uzorci hrasta koji su sadrzali flavone razlicite
od hrizina, odnosno luteolin, acacetin, genkvanin (uzorci 4, 5), viteksin i apigenin (uzorak 5).

Prema nasem istrazivanju, pinocembrin je najzastupljeniji flavanon u ekstraktima svih vrsta osim
hrasta luznjaka iz Olova (uzorak 3), u kojem je najzastupljeniji eriodiktiol. Divlja tre$nja je sadrzala
izrazito vece koli¢ine pinocembrina (1851,19 mg-kg ™), naringenina (409,20 mg-kg™) i eriodiktiola
(89,54 mg-kg ™) u odnosu na druge ekstrakte. SadrZaj pinocembrina je znadajno veéi u hrastu
kitnjaku iz Kur§umlije (26,73 mg-kg*, uzorak 5) u odnosu na druge ekstrakte hrasta, koji su
sadrzali pinocembrin u opsegu koncentracija od 0,33 mg-kg * (uzorak 3) do 4,18 mg-kg * (uzorak
4).
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Taksifolin, jedini ispitivani flavanonol, zastupljen je u ekstraktima svih vrsta drveta osim bagrema.
Ekstrakt divlje trenje (uzorak 10) je sadrzao najvecu koli¢inu taksifolina (8455,70 mg-kg %), zatim
ekstrakt belog duda (4034,69 mg-kg*, uzorak 11) i dzanarike (136,18 mg-kg*, uzorak 9), dok su
ekstrakti hrasta (uzorci 1-7) sadrzali najmanju koliginu taksifolina (0,99 — 11,44 mg-kg ). Medu
ekstraktima hrasta, moze se zapaziti da su hrast luznjak (uzorci 1-3) i cer (uzorak 7) sadrzali vecu
koli¢inu taksifolina u odnosu na hrast kitnjak (uzorci 4-6). Prema literaturi, prisustvo taksifolina je
zapazeno tokom ispitivanja ekstrakta tresnje (Sanz i sar., 2010, Chinnici i sar., 2015). Pored toga,
taksifolin je okarakterisan kao marker za sirce koje je odlezavalo u kontaktu sa tre$njinim drvetom
(Cerezo i sar., 2010). Na osnovu rezultata ove disertacije, taksifolin nije karakteristiCan samo za
tresnju, ali je njegova koli¢ina u ekstraktu divlje treSnje viSe nego dvostruko vec¢a u odnosu na
ekstrakte ostalih vrsta drveta.

Izoflavoni su detektovani samo u divljoj tresnji (uzorak 10) i u hrastu kitnjaku iz KurSumlije
(uzorak 5). Medu ispitivanim izoflavonima, daidzein je detektovan samo u divljoj tresnji (uzorak
10), ali u maloj koli¢ini (0,77 mg-kg™), dok je genistein zastupljen u divljoj tre$nji u mnogo veéoj
koli¢ini (137,17 mg-kg ™) nego u hrastu kitnjaku iz Kur§umlije (uzorak 5, 1,65 mg-kg™).

Stilbeni su zastupljeni u belom dudu (uzorak 11), bagremu (uzorak 8), ceru (uzorak 7), dzanarici
(uzorak 9) i dva uzorka hrasta kitnjaka (uzorci 4 i 5). Ekstrakt belog duda (uzorak 11) je jedini
sadrzao sve ispitivane stilbene i izdvojio se po najveéoj koli¢ini ovih jedinjenja. Ovo je u skladu sa
literaturnim podacima, u kojima se navodi da velike koli¢ine stilbena mogu da doprinesu
identifikaciji belog duda (Zhang i sar., 2015). U belom dudu, oksiresveratrol je najzastupljeniji
stilben (1731,73 mg-kg '), dok je sadrzaj resveratrola (121,55 mg-kg™) i pterostilbena (12,21
mg-kg ™) znacajno nizi. Resveratrol 1 oksiresveratrol su detektovani u grancici 1 stablu duda (Chan 1
sar., 2016). Takode, prisustvo resveratrola u razli¢itim delovima duda potvrdeno je u razli¢itim
sortama belog duda Morus alba L. (Song i sar., 2009; Choi i sar., 2013; Wu i sar., 2013). Ovi
podaci iz literature su u skladu sa rezultatima ove disertacije.

Ostali ispitivani ekstrakti drveta u kojima su detektovani stilbeni sadrzali su samo oksiresveratrol,
ali u znac¢ajno manjim koli¢inama nego ekstrakt belog duda. Stilbeni nisu detektovani u ekstraktima
divlje tre$nje (uzorak 10), hrasta luznjaka (uzorci 1-3) i jednog uzorka kitnjaka (uzorak 6).

Medu ispitivanim kumarinima, eskuletin je detektovan u divljoj tre$nji (uzorak 10, 102,30
mg-kg ™), belom dudu (uzorak 11, 29,15 mg-kg ™) i ceru (uzorak 7, 12,87 mg-kg ), dok je eskulin
detektovan u malim koli¢inama u belom dudu (uzorak 11), dzanarici (uzorak 9), svim ispitivanim
hrastovima luznjacima (uzorci 1-3) i u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore (uzorak 6). Kumarini nisu bili
zastupljeni u bagremu i uzorcima hrasta kitnjaka (uzorak 4 i 5).

Najveée koli¢ine floretina detektovane su u divljoj trednji (17,16 mg-kg*, uzorak 10), dok su
dzanarika (uzorak 9), beli dud (uzorak 11), hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) i cer (uzorak 7)
sadrzali dosta manje koli¢ine ovog jedinjenja. Ekstrakti bagrema (uzorak 8) i uzoraka hrastova koji
su podvrgnuti procesu prirodnog susenja (uzorci 1 - 4, 6) nisu sadrzali floretin.

Koniferilaldehid, proizvod degradacije lignina, detektovan je u svim ekstraktima osim u hrastu
kitnjaku iz Ravne Gore (uzorak 6) i ceru (uzorak 7). Hrastovi u kojima je on detektovan sadrzali su
znacajno vece koli¢ine ovog jedinjenja u odnosu na druge vrste drveta.

Poredenjem sadrzaja koniferilaldehida u hrastovima u kojima je detektovano ovo jedinjenje,
najveéa koliGina (20,13 mg-kg ™) je kvantifikovana u hrastu luznjaku iz Olova (uzorak 3), dok je
najmanja koli¢ina (7,26 mg-kg ™) kvantifikovana u hrastu luznjaku iz Gornjeg Radana (uzorak 2).
Sa druge strane, posmatrajuci ostale ispitivane uzorke drveta, koniferil aldehid je najzastupljeniji u
bagremu (6,05 mg-kg *, uzorak 8), zatim divljoj tre3nji (3,85 mg-kg *, uzorak 10), dZanarici (2,64
mg-kg*, uzorak 9) i, na kraju, u belom dudu (0,99 mg-kg*, uzorak 11).
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4.2.2.1 Veza izmedu fenolnog profila i biljnog porekla

Kako bi se na osnovu fenolnog profila procenilo biljno poreklo, razmatrani su i kvalitativni
(jedinjenja koja su detektovana samo u jednoj biljnoj wvrsti) i kvantitativni profil (razlike u
koli¢inama).

Na osnovu rezultata, samo nekoliko jedinjenja je karakteristicno samo za jednu biljnu vrstu drveta:
samo u divljoj tresnji su zastupljeni daizdein i izoramnetin-3-O-glikozid, ali u malim koli¢inama,
dok su samo u belom dudu detektovani resveratrol i pterostilben. Moze se pretpostaviti da
prethodno navedena jedinjenja mogu da budu potencijalni indikatori biljnog porekla drveta. U
literaturi, utvrdeno je da velike koli¢ine stibenoida mogu da doprinesu identifikaciji drveta belog
duda (Zhang i sar., 2015).

Divlja tre$nja se izdvojila u odnosu na ostale uzorke drveta po znacajnoj koli¢ini jedinjenja iz
sledecih klasa: fenolne kiseline (p-kumarinska, ferulinska kiselina), flavonoli (kvercetin, kempferol,
galangin), flavoni (viteksin, luteolin, apigenin, acacetin, genkvanin), flavanoni (naringenin,
eriodiktiol, pinocembrin), izoflavoni (genistein) i kumarini (eskuletin). Najzastupljeniji polifenol u
divljoj tresnji je flavanonol taksifolin (8455,70 mg-kg ™), za kojim slede flavanoni pinocembrin
(1851,19 mg-kg™!) i naringenin (409,20 mg-kg '), kao i flavon hrizin (716,10 mg-kg™'). Ova
jedinjenja su prepoznata u literaturi (Sanz i sar., 2012a; Chinnici i sar., 2015) kao supstance koje
mogu da doprinose identifikaciji ove vrste drveta. Konkretno, Sanz i saradnici (2012a) su zapazili
da flavanoni prunin, naringenin, izosakuranetin, eriodiktiol, i flavanonoli aromadendrin i taksifolin
mogu da se upotrebe za identifikaciju tresnjinog drveta, dok su Chinnici i saradnici (2015) zapazili
da slede¢a jedinjenja: eriodiktiol, sakuranetin, pinocembrin i hrizin, mogu da se koriste kao
potencijalni markeri za tre$njino drvo i vino koje je odlezavalo u kontaktu sa tim drvetom.

Svi ispitivani hrastovi luznjaci i kitnjaci sadrze galnu i elaginsku kiselinu, kofeinsku Kiselinu i
taksifolin. Velike koli¢ine elaginske kiseline, kao i prisustvo galne kiseline u hrastovima luznjacima
1 kitnjacima mogu da se upotrebe za njihovu identifikaciju, $to su takode predloZili i drugi autori
(Sanz i sar., 2012a). Pored toga, u svim ispitivanim uzorcima osim u hrastovima luznjacima i
kitnjacima detektovana je p-hidroksibenzoeva kiselina.

Hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) se izdvojio kao uzorak koji je imao najveci broj detektovanih
jedinjenja u odnosu na druge uzorke hrastova luznjaka i kitnjaka. Ovaj uzorak jedini nije podvrgnut
procesu prirodnog suSenja. Ova pojava moze da se objasni time §to se u postupku prirodnog susenja
ispiraju jedinjenja rastvorna u vodi i odigravaju razliciti hemijski procesi.

Bagrem je, slitno uzorcima hrasta luznjaka i kitnjaka, sadrzao vece koli¢ine galne kiseline,
medutim koli¢ina elaginske kiseline je znac¢ajno niza u odnosu na ove uzorke.

Cer se izdvojio po najmanjem sadrzaju ukupnih i pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja, kao i po
najmanjem antioksidativnom potencijalu. Najzastupljenije fenolno jedinjenje u ceru bila je
elaginska kiselina (205,15 mg-kg™), medutim njen sadraj je najmanji u poredenju sa drugim
ekstraktima drveta.

U belom dudu je identifikovan najveéi broj ispitivanih jedinjenja, odnosno ukupno 29 od 37
analiziranih jedinjenja. Beli dud se izdvojio po najvecem sadrzaju p-hidroksibenzoeve kiseline i
oksiresveratrola. Takode, resveratrol i pterostilben predstavljaju potencijalne markere za
identifikaciju belog duda, posto su oni identifikovani jedino u toj vrsti drveta.

Dzanarika se izdvojila po najveéem sadrzaju protokatehuinske i neohlorogene kiseline (5-O-
kafeoilhininska kiselina). Takode, identifikovane su velike koli¢ine taksifolina koji je, pored
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navedenih jedinjenja, verovatno znacajan sastojak drveta dzanarike. U raspolozivoj literaturi nema
dovoljno kvantitativnih podataka o polifenolima karakteristi¢nim za §ljivu i dZzanariku.

4.2.3 Sadrzaj flavanola primenom HPLC-DAD

Uz pomo¢ HPLC-DAD detektovano je ukupno 6 flavanola (Tabela 7), odnosno katehin (C), (-)-
epikatehin (EC), (-)-epikatehin-galat (EC-G), (-)-katehin-galat (C-G), (-)-galokatehin (GC) i (-)-
epigalokatehin-galat (EGC-G).

Tabela 7. Sadrzaj flavanola u ispitivanim uzorcima drveta izrazeni u jedinicama ppm

c(ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C 2235 242 10,75 - - - - - 56 851,90 -
EC - - - - - - 855 2057 - 1215 -
EC-G 4455 61,7 6445 8040 57,0 7505 2955 374 - 46,1 -
C-G - - - - - - - 527 1460 - 500
EGC - - - - - - - - - - -
GC - - - 71,55 - - - - - - -
EGC-G - 2755 - - 2955 - - 404 551 - -

Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3. Ispitivana jedinjenja su
navedena u prvoj koloni: C: Katehin; EC: (-)-epikatehin; EC-G: (-)-epikatehin-galat; C-G: (-)-katehin-galat;
EGC: (-)-epigalokatehin; GC: (-)-galokatehin; EGC-G: (-)-epigalokatehin-galat.

Katehin je zastupljen u uzorcima hrastova luznjaka (uzorci 1-3), dzanarike (uzorak 9) i divlje
tresnje (uzorak 10). Divlja tresnja se izdvojila po znacajno vecem sadrzaju katehina u odnosu na
druge uzorke drveta. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz literature (Coldea i sar. 2020; Sanz i
sar., 2010), prema kojima je treSnja znacajan izvor katehina.

Epikatehin i epikatehin-galat su bili najzastupljeniji u bagremu (uzorak 8), gde su kvantifikovani u
znaajno vecoj koli¢ini u odnosu na ostale uzorke. Epikatehin je detektovan i1 u divljoj tresnji
(uzorak 10) i ceru (uzorak 7), dok je epikatehin-galat kvantifikovan u svim uzorcima hrasta (uzorci
1-7), bagremu (uzorak 8) i divljoj tresnji (uzorak 10). Poredenjem sadrzaja epikatehin-galata u
uzorcima hrastova, zapazeno je da uzorci hrasta kitnjaka koji su podvrgnuti procesu prirodnog
susenja (uzorci 4 i 6) sadrze najvece koli¢ine, dok je cer (uzorak 7), koji nije podvrgnut procesu
prirodnog susenja, sadrzi najmanje koli¢ine ovog jedinjenja.

Katehin-galat i epigalokatehin-galat su najzastupljeniji u dzanarici (uzorak 9), a velike koli¢ine ovih
jedinjenja su detektovane i u bagremu (uzorak 8). Katehin-galat je detektovan i u belom dudu
(uzorak 11), dok je epigalokatehin-galat zastupljen u jednom hrastu luznjaku (uzorak 2) i u hrastu
kitnjaku koji nije podvrgnut procesu prirodnog susenja (uzorak 5).

Galokatehin je zastupljen samo u hrastu kitnjaku (uzorak 4).

4.2.4 Boja ekstrakata

Boja je jedan od glavnih faktora koji utice na senzorni kvalitet odlezavanih alkoholnih pi¢a. Neka
jedinjenja ekstrahovana iz drveta mogu da promene boju alkoholnih pica.

Dobijeni CIELab parametri boje prikazani su u Tabeli 8. ZnaCajne razlike medu razli¢itim
uzorcima drveta za svaku komponentu boje izrazene su razli¢itim slovima dobijenim Tuki testom.
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Tabela 8. Vrednosti CIELab parametara boje ekstrakata drveta.

Redni broj uzorka

L*

a*

b'k

C*

h

P
CHh©o~NO U b wN e

38,20 + 0,01'
41,94 +0,01°
40,87 + 0,03°
36,47 + 0,019
41,56 + 0,01°
31,83 +0,02'
51,52 +0,01°
30,77 + 0,00/
32,33 +0,01"
46,17 + 0,02°
19,98 + 0,01%

18,01 + 0,01°
14,55 + 0,04"
16,15 + 0,06
19,97 + 0,01°
14,99 + 0,05¢
21,43 + 0,06°
5,73 + 0,02

24,63 + 0,02°
27,43 +0,02°
14,12 + 0,03
11,66 + 0,04’

33,14 + 0,03°
36,95 + 0,03°
35,88 + 0,03¢
30,88 + 0,02
35,89 + 0,03°
24,10 + 0,04"
36,81+ 0,01°
22,50 + 0,01'
25,19 + 0,03¢
45,70 + 0,02°
4,03 + 0,03

37,72 + 0,02°
39,71 +0,01°
39,35 + 0,01°
36,78 + 0,029
38,89 + 0,01°
32,25+ 0,01'
37,26 + 0,01
33,36 + 0,01"
37,24 + 0,02
47,84 +0,02°
12,34 + 0,03’

61,48 + 0,02
68,51 + 0,06°
65,76 + 0,11°
57,11 + 0,01¢
67,33 + 0,08°
48,36 + 0,12"
81,16 + 0,04
42,41 0,02
42,56 + 0,05'
72,83 £0,04°
19,06 + 0,17

Razli¢ita slova u istoj koloni ukazuju na znacajnu razliku prema Tuki testu, p < 0,05

Karakteristike boje ekstrakata drveta definisane su kroz tri koordinate: svetlina (L*), crvena/zelena
komponenta boje (a*) i plava/zuta komponenta boje (b*), kao i njihovim izrac¢unatim magnitudama:
zasic¢enost boje (C*) i ugao tona boje (h).

Medu ekstraktima drveta, koordinata L* se nalazila u Sirokom opsegu, od tamne boje ekstrakta
(19,98, beli dud) do svetle boje (51,52, cer), $to najverovatnije odrazava razli¢it kvalitativni i
kvantitativni sadrzaj pigmenata u ispitivanim ekstraktima drveta. Ovde treba ista¢i nizak sadrzaj
fenolnih jedinjenja u ekstraktu cera, odnosno najnizu vrednost TPC (5,31 g GAE-kg ) uz najvecéu
vrednost L*. Ekstrakt divlje tre$nje je imao visoku vrednost koordinate L* (46,17), odnosno svetliji
je u odnosu na vecinu ekstrakata drveta, Sto moze da se objasni ekstrakcijom jedinjenja koja ne
uti¢u mnogo na parametar L* ovog ekstrakta.

Ekstrakcija odredenih (uglavnom fenolnih) jedinjenja iz drveta uti¢e na tamnoc¢u ekstrakta tako $to
se smanjuje vrednost parametra L*, §to je takode uoceno u radu koji su publikovali Peci¢ i saradnici
(2012). Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju ovu pravilnost: ekstrakt belog duda (uzorak
11) koji je pokazao najveéu vrednost TPC (107,69 g GAE-kg™) bio je najtamniji i imao je najmaniju
vrednost parametra L* (19,98).

Medu hrastovima luznjacima i kitnjacima, ekstrakt hrasta kitnjaka iz Ravne Gore (uzorak 6) je imao
najnizu vrednost parametra L*. Parametar L* se nalazio u opsegu od 31,83 (uzorak 6) do 41,56
(uzorak 5) za hrastove kitnjake, odnosno od 38,20 (uzorak 1) do 41,94 (uzorak 2) za hrastove
luZznjake. Prema literaturnim podacima (Peci¢ i sar., 2012), vrednosti parametra L* za §ljivovice
koje su odlezavale u hrastovim buradima bile su u opsegu od 36,41 do 46,86 za hrastove luznjake,
odnosno od 36,18 do 40,98 za hrastove kitnjake, sto je u skladu sa rezultatima ove doktorske
disertacije.

Vrednost parametra a* nalazila se u opsegu od 5,73 (cer) do 27,43 (dZzanarika), Sto znaci da je u
svim ekstraktima prisutna crvena boja razli¢itog intenziteta. Divlja treSnja se moZe prepoznati po
svetloj boji i mnogi proizvodaci jakih alkoholnih pi¢a preporucuju ovu vrstu drveta za odlezavanje
alkoholnih pi¢a kako bi se dobila karakteristicna crvena boja. Medutim, prema rezultatima ove
disertacije, uoceno je da su dzanarika (uzorak 9) i bagrem (uzorak 8), sa najve¢im vrednostima
parametra a* (27,43, odnosno 24,63), znacajni izvori crvenih pigmenata. U ekstraktima hrastova
luznjaka, vrednosti ovog parametra nalazile su se izmedu 14,55 i 18,01, dok su se u ekstraktima
hrastova kitnjaka kretale izmedu 14,99 i 21,43. Vrednosti parametra a* za sljivovice koje su
odlezavale u hrastovim buradima bile su u opsegu izmedu 2,21 i 10,49 za hrastove luZnjake,
odnosno izmedu 6,11 i 16,94 za hrastove kitnjake (Peci¢ i sar., 2012). Ovi rezultati su uglavnom
nizi u odnosu na rezultate dobijene u ovoj disertaciji, najverovatnije zbog uticaja razliCitih faktora
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kao Sto su uslovi ekstrakcije, odnosno odlezavanja, kao i1 karakteristike koriS¢enog drveta.
Sljivovice su odlezavale mnogo duze u odnosu na uzorke drveta iz ove disertacije, primenjen je
razli¢it nacin odlezavanja uzoraka (burad, odnosno usitnjeno drvo) i koris¢eno je razlicito
ekstrakciono sredstvo (Sljivovica, odnosno smesSa vode i etanola). Takode, prema podacima iz
literature, stepen ekstrakcije jedinjenja zavisi i od toga koliko puta je koris¢eno bure. Uzorci drveta
iz ove disertacije su ekstrahovani jednom, odnosno nisu pre kori§¢eni za ekstraciju. Pored
navedenog, rezultati zavise i od uslova rasta drveta (zemljiste, klima), starosti drveta, kao i dela
stabla sa kog je uzet uzorak (radijalno i po visini).

Vrednost parametra b* je bila u svim uzorcima pozitivna, $to znaci da je u svim ekstraktima
prisutna zuta boja razliCitog intenziteta. Vrednost parametra b* je bila najniza za ekstrakt belog
duda, Sto znaci da ekstrahovana jedinjenja najverovatnije nisu uticala na intenzitet zute boje.
Najveci intenzitet zute boje (45,70) zapazen je u ekstraktu divlje tresnje, Sto se najverovatnije moze
Objasniti povecanim sadrzajem flavona i flavonola u tom ekstraktu u odnosu na druge analizirane
ekstrakte (Tabela 6). Ovi flavonoidi apsorbuju svetlost u vidljivom delu spektra zbog hemijskih
modifikacija kao $to su O-glikozilacija i O-metilacija, i na taj nacin doprinose intenzitetu zute boje
ekstrakta.

Vrednost parametra b* za ekstrakte hrastova luznjaka nalazila se izmedu 33,14 i 36,95, dok se za
ekstrakte hrastova kitnjaka nalazila izmedu 24,10 i 35,89. Ovi rezultati su u skladu sa vrednostima
parametra b* u starim srpskim rakijama koje su odlezavale u hrastovim buradima (29,00 - 35,76
(luznjak), 25,42 - 31,29 (kitnjak)) (Peci¢ i sar., 2012).

Na osnovu dobijenih rezulata moze se uociti da biljno poreklo drveta utice na CIElab parametre
ekstrakata, kao i da vrsta hrastovog drveta ima uticaja na neke od parametara.

4.2.5 Sadrzaj fluorofora u drvetu i ekstraktima

Usrednjeni spektri koji potiCu od serija spektara snimanih na razli¢itim talasnim duzinama
ekscitacije omogucavaju proucavanje glavnih emituju¢ih supstanci u uzorcima drveta i njihovim
ekstraktima, Sto predstavlja osnovu za procenu razlika izmedu ispitivanih vrsta drveta. Zapazene su
razlike u oblicima spektara, broju i poziciji emisionih maksimuma medu ispitivanim uzorcima
drveta.

U drvetu 1 ekstraktima drveta mogu se uociti fluorofore koje uglavnom poticu od lignina 1 fenolnih
jedinjenja.

Na Slici 4 prikazana je ekscitaciono-emisiona serija spektara za drvo dzanarike (A) i njen ekstrakt
(B) kao primer. Na Slici 5 prikazani su preklopljeni usrednjeni emisioni spektri ispitivanih uzoraka
drveta i njihovih ekstrakata.
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Slika 4. Ekscitaciono-emisiona serija spektara za dzanariku (A) i njen ekstrakt (B)
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Slika 5. Preklop normiranih emisionih spektara za razli¢ite uzorke drveta (A) i ekstrakte drveta (B).
Spektar svakog uzorka je prosecna vrednost 10 spektara snimljenih na razli¢itim talasnim duzinama
ekscitacije. Brojevi 1-11 odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3.

Uzorci hrasta (luznjaka, kitnjaka i cera) imaju slican oblik spektra i jedan maksimum u opsegu 435—
455 nm (Slika 5A). Polifenoli i lignin su glavni emiteri u drvetu, sa maksimumom u opsegu 430—
455 nm. Ispitivani uzorci hrasta imaju razli¢ite pozicije maksimuma, koji ukazuju na prisustvo
drugih emitujucih jedinjenja kao Sto su hlorogena kiselina, kofeinska kiselina, kumarini, stilbeni,
koji emituju na 430 nm (lzquierdo i sar., 2000; Lang i sar., 1991).

Beli dud ima maksimum pomeren ka manjim talasnim duZzinama, na 420 nm. Moguce objasnjenje
za pomeranje emisionog maksimuma drveta duda ka manjim talasnim duzinama u odnosu na druge
vrste drveta moze biti usled toga $to je u ligninu drveta duda veca zastupljenost fenolnih jedinjenja
koja emituju na manjim talasnim duzinama, kao $to je ferulinska kiselina, u odnosu na najcesce
zastupljene ligninske monomere. Ferulinska kiselina ima emisioni maksimum na 420 nm (Morales,
Cerovic i Moya, 1996), odnosno na istoj vrednosti kao i beli dud. Narocito je vazna zato $to formira
poprecne veze izmedu lignina i drugih polimera u ¢elijskom zidu i na taj nacin utiCe na stepen
umrezenosti polimera i strukturne osobine ¢elijskog zida (liyama, Lam i Stone, 1994; Lam, liyama i
Stone, 1992). Pored toga, analizom pojedina¢nih polifenola u okviru ove disertacije potvrdeno je
prisustvo ferulinske kiseline u ekstraktu drveta belog duda.
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Bagrem sadrzi maksimum koji je znacajno pomeren ka ve¢im talasnim duzinama, na 540 nm, kao i
dodatni manji maksimum na 465 nm (Slika 5A). Prvi (ve¢i) maksimum moze da se pripiSe
flavonoidima, kao §to su flavanoni prisutni u drvetu (Drabent i sar., 1999). Drugi (manji)
maksimum potice od polifenola/lignina, koji je prisutan u maloj koli¢ini u toj vrsti drveta (Latorraca
I sar., 2011) pa je njegov maksimum manji u odnosu na maksimum uzoraka hrasta. Derivati
flavanona koji se nalaze u drvetu mogu da budu odgovorni za emisiju na ve¢im talasnim duzinama
sa manjim maksimumom na manjim talasnim duzinama (Lang i sar., 1991). Dzanarika sadrzi
maksimum koji se poklapa sa maksimumom uzoraka hrasta, ali sadrzi i manji pik na 525 nm (Slika
5A), koji verovatno poti¢e od flavonoida prisutnih u ovoj vrsti drveta. Divlja treSnja sadrzi dva
maksimuma, jedan na 455 nm (poklapa se sa maksimumom uzoraka hrasta) i drugi na 540 nm
(poklapa se sa maksimumom od bagrema). Na osnovu ovog zapazanja moze se pretpostaviti da
divlja tresnja sadrzi sli¢ne fluorofore kao hrast i bagrem, odnosno lignin i flavonoide.

Ekstrakti drveta sadrze jednostavnije oblike spektara (Slika 4B, Slika 5B), kao i manje razlike u
oblicima spektra i polozajima maksimuma nego uzorci drveta (Slika 4A, Slika 5A). To se moze
najverovatnije objasniti time sto ekstrakti, za razliku od drveta, ne sadrze lignin, odnosno poseduju
manje fluorofora.

U ekstraktima uzoraka hrasta pozicije maksimuma nalaze se u opsegu talasnih duzina 420—445 nm.
Za emisione maksimume u toj oblasti odgovorna su fenolna jedinjenja koja su nastala razlaganjem
lignina. Maksimum za ekstrakt divlje tre$nje nalazi se na talasnoj duzini od 455 nm blizu
maksimuma za ekstrakte uzoraka hrasta.

Ako se porede spektri ekstrakata drveta, spektar ekstrakta belog duda je jedini pomeren ka manjim
talasnim duzinama, dok je spektar ekstrakta bagrema jedini pomeren ka ve¢im talasnim duzinama.
Ovo zapazanje se mozZe objasniti prisustvom vece koncentracije ili visokim intenzitetom
fluorescencije odredenih jedinjenja. Maksimum ekstrakta bagrema na 515 nm moZe poticati od
flavanona ili flavonola (Sudo i sar., 2009), dok maksimum za ekstrakt duda na 360 nm moze
poticati od prisustva stilbena (Lang i sar., 1991).

4.2.5.1 Rezultati analize glavnih komponenti fluorescentnih emisionih spektara uzoraka drveta i
njihovih ekstrakata

Analiza glavnih komponenata je koris¢ena kako bi se izvrsila klasifikacija uzoraka drveta prema
razlikama u emisionim spektrima. Zavisne promenljive bile su razli¢ite vrste drveta i njihovi
ekstrakti (hrast, beli dud, dzanarika, bagrem i divlja treSnja). Nezavisne promenljive bile su
snimljeni fluorescentni emisioni spektri. Opseg snimljenih fluorescentnih emisionih spektara bio je
400-600 nm za uzorke drveta, i 335-595 nm za ekstrakte drveta. PCA analizom uzoraka drveta
moze se uoCiti da dve glavne komponente opisuju 93,77% ukupne varijanse (prva komponenta
(PC1) opisuje 56,33% ukupne varijanse dok druga komponenta (PC2) doprinosi sa 37,44%), dok za
ekstrakte drveta one opisuju 90,36% ukupne varijanse (PC1 doprinosi sa 59,36% ukupne varijanse,
dok PC2 doprinosi sa 31,00% ukupne varijanse). Grafici skorova i varijabli dobijeni za uzorke i
ekstrakte drveta prikazani su na Slici 6.

Sa grafika skorova uzoraka drveta (Slika 6A-1) moze se uociti da se uzorci bagrema (8) i divlje
tresnje (10) izdvajaju od ostalih uzoraka drveta. 1z grafika varijabli mogu se identifikovati talasne
duzine koje su uticale na razdvajanje medu uzorcima. Bagrem se izdvajao od ostalih ispitivanih
uzoraka drveta po komponenti PC1. Sa grafika varijabli (Slika 6A-2) moze se zapaziti da je
fluorescencija snimljena na talasnoj duzini od 540 nm izrazito pozitivno doprinela komponenti PC1.
Bagrem je okarakterisan fluorescencijom na talasnoj duzini od 540 nm kao maksimumom
emisionog spektra (Slika 5A). Posto je ovo pomeranje emisionog maksimuma prema veéim
talasnim duzinama u poredenju sa maksimumima veéine ostalih uzoraka drveta povezano Sa
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prisustvom flavanona i drugih flavonoida u ovoj vrsti drveta, moze da se pretpostavi da su ova
jedinjenja odgovorna za razdvajanje bagrema po PC1 osi. S druge strane, fluorescencija snimljena
na talasnoj duzini od 540 nm je imala najnegativniji uticaj na PC2, dok je fluorescencija snimljena
na talasnoj duzini od 505 nm imala najpozitivniji uticaj na PC2 (Slika 6A-3). Talasna duzina od
505 nm je bila najvaznija varijabla za razdvajanje divlje treSnje od ostalih uzoraka drveta po PC2
0si, posSto se na toj talasnoj duzini emisioni spektar drveta divlje treS$nje znacajno razlikovao od
spektara ostalih uzoraka drveta (Slika 5A).

Na osnovu grafika skorova ekstrakata drveta moze se zapaziti razdvajanje ekstrakta bagrema (8) i
cera (7) od ostalih ispitivanih ekstrakata (Slika 6B-1). Sa grafika varijabli (Slika 6B-2) moze se
uociti da je snimljena fluorescencija na 515 nm imala najpozitivniji uticaj na PC1, dok je snimljena
fluorescencija na 385 nm imala negativan doprinos na PC1. Fluorescencija na talasnoj duzini od
515 nm, koja je maksimum emisionog spektra ekstrakta bagrema (Slika 5B) bila je glavni faktor za
razdvajanje ekstrakta bagrema od ostalih ekstrakata drveta. Posto je ovaj maksimum povezan sa
nekim flavanonima i/ili flavonolima (verovatno kvercetin) u ekstraktu, moze se pretpostaviti da su
ova jedinjenja odgovorna za razdvajanje ekstrakta bagrema po PC1. Talasna duzina od 385 nm je
odgovorna za razdvajanje ekstrakta cera. Fluorescencija na talasnoj duzini od 445 nm pokazala je
najpozitivniji uticaj na PC2 (Slika 6B-3) i ovo je najbitniji faktor za razdvajanje svih ekstrakata
drveta koji imaju maksimum emisije na oko 445 nm (kao S§to su hrast luznjak, hrast kitnjak,
dzanarika, beli dud i divlja treSnja) od ekstrakata bagrema i cera. Na osnovu emisionih maksimuma,
moze se zakljuCiti da su za ovo razdvajanje odgovorna glavna fenolna jedinjenja nastala
razgradnjom lignina iz drveta u ekstrakt hrasta luznjaka, hrasta kitnjaka, dzanarike, belog duda i
divlje tresnje.
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Slika 6. Rezultati analize glavnih komponenti fluorescentnih emisionih spektara primenjene na:
uzorke drveta (A), ekstrakte drveta (B): grafici skorova (1); grafici varijabli (2, 3). Brojevi na
graficima 1A i 1B odgovaraju rednim brojevima uzoraka (Tabela 3)

57



Anita Smailagié Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

4.2.6 Rezultati fenolnih profila i antioksidativne aktivnosti dobijeni uz pomo¢ visokoefikasne
tankoslojne hromatografije

Na Slici 7 prikazani su HPTLC hromatogrami ekstrakata drveta i ¢etiri standardna jedinjenja (galna
kiselina, ferulinska kiselina, kofeinska kiselina i p-kumarinska kiselina). Na Slici 7a i 7b je
fotografija HPTLC ploce, prethodno derivatizovane rastvorom NTS-a, pod UV lampom na 366 nm
(@) i 254 nm (b), dok je na Slici 7c plo¢a prethodno uronjena u metanolni rastvor DPPH".

Sa Slike 7a moze se zapaziti da je jedino bagrem sadrzao zelene zone, dok su ekstrakti dzanarike i
belog duda, kao i dva standardna jedinjenja sadrzali plave zone. Ekstrakt dZanarike je imao tri zone,
od kojih je jedna znacajno intenzivnija, koje se ne poklapaju sa standardnim jedinjenjima. Beli dud
je imao jednu izraZzenu zonu na istoj Rg vrednosti kao ferulinska i kofeinska kiselina.

Na Slici 7b mogu se videti crne zone na zelenoj pozadini. MozZe se uociti viSe zona nego na Slici
7a. Ovoga puta mogu se uociti zone kod svih uzoraka i standardnih jedinjenja. Uzorci hrasta su
sadrzali zone koje su se nalazile pri dnu hromatograma, $to ukazuje na prisustvo polarnih jedinjenja
koja se vezuju za stacionarnu fazu. Ekstrakt divlje tre$nje je sadrzao zonu na najvisoj Rg vrednosti,
koja se ne poklapa ni sa jednim standardnim jedinjenjem, i verovatno odgovara nekom nepolarnom
polifenolnom jedinjenju. Ekstrakt dzanarike je imao dve izrazene zone na vrednostima koje su nize
u odnosu na standardna fenolna jedinjenja. Ekstrakt bagrema sadrzi jednu veliku zonu na Rg
vrednosti koja se poklapa sa galnom kiselinom. Ekstrakt belog duda je sadrzao jednu zonu ¢ija se
R vrednost poklapa sa ferulinskom kiselinom i p-kumarinskom kiselinom.

Ispitivanjem antioksidativnog potencijala primenom DPPH’ testa (Tabela 5) uodeno je da je
antioksidativni potencijal za beli dud (844,93 mmol TE-kg™) i dzanariku (612,95 mmol TE-kg™)
znacajno veéi u odnosu na druge uzorke. U DPPH'-HPTLC analizi ispitivana su pojedina¢na
jedinjenja koja pokazuju antioksidativhu aktivnost i njihov doprinos ukupnoj antioksidativnoj
aktivnosti. Na Slici 7c mogu se zapaziti Zute zone na ljubi¢astoj pozadini, koje poticu od supstanci
koje poseduju antioksidativna svojstva. Najdominantnije zone na HPTLC-DPPH" hromatogramu
bila su jedinjenja sa Rg vrednostima koja se poklapaju sa galnom, kofeinskom i ferulinskom
kiselinom. Ekstrakti bagrema, dzanarike, divlje treSnje i belog duda pokazali su jaku
antioksidativnu aktivnost, uglavnom zbog prethodno detektovanih fenolnih jedinjenja. S druge
strane, za sve ekstrakte hrasta zajednicka je intenzivna zona pri dnu hromatograma, kao i jedna zona
slabog intenziteta koja se ne poklapa ni sa jednim standardnim jedinjenjem. Ekstrakti bagrema i
divlje tre$nje sadrze jednu zonu na Rg vrednosti koja se poklapa sa galnom kiselinom. Ekstrakt
dzanarike je sadrzao dve intenzivne zone koje su prepoznate kao antioksidansi, od kojih se jedna
poklapa sa galnom kiselinom. Ekstrakt belog duda sadrzi jednu intenzivnu zonu koja odgovara
kofeinskoj i/ili ferulinskoj kiselini i jednu zonu slabijeg intenziteta koja odgovara galnoj kiselini.
Ova jedinjenja su prethodno prepoznata kao jaki antioksidansi prilikom ispitivanja antioksidativnog
kapaciteta primenom HPTLC hromatografije (Ciésla i sar., 2012).
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Slika 7. HPTLC hromatogrami ekstrakata (hrast luznjak (1-3), hrast kitnjak (4—6), cer (7), bagrem
(8), dzanarika (9), divlja tresnja (10), beli dud (11)) 1 Cetiri standardna jedinjenja (galna kiselina
(12), ferulinska kiselina (13), kofeinska kiselina (14) i p-kumarinska kiselina (15)) pod UV lampom
na: (a) 366 nm; (b) 254 nm; (c) derivatizovana rastvorom DPPH’

Fenolni profili ispitivanih ekstrakata drveta dobijeni obradom HPTLC hromatograma uz pomo¢
ImageJ softvera prikazani su na Slici 8A (hrast luznjak (uzorci 1-3), kitnjak (uzorci 4-6) i cer
(uzorak 7)) i Slici 8B (bagrem (uzorak 8), dzanarika (uzorak 9), divlja tresnja (uzorak 10) i beli dud
(uzorak 11)). Ispitivani ekstrakti drveta sadrzali su nekoliko karakteristicnih fenolnih jedinjenja na
Rr vrednostima od: 0,28; 0,35; 0,43; 0,74; 0,86 (galna kiselina); 0,88 (kofeinska kiselina) i 0,91
(ferulinska ili p-kumarinska kiselina) (Slika 8A i B). Zapazeno je pet razlicitih profila u ispitivanim
uzorcima u zavisnosti od vrste drveta. Uzorci hrasta (uzorci 1-7) su sadrzali jednu zonu slabog
intenziteta na Rg vrednosti od 0,86 (galna kiselina), medu kojima je hrast luznjak iz Slavonije
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(uzorak 1) imao najvecéi intenzitet pika za ovo jedinjenje (Slika 8A). Bagrem (uzorak 8) je sadrzao
tri zone na Rg vrednostima od 0,74, 0,82 1 0,86 (galna kiselina) (Slika 7a).
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Slika 8. Fenolni profili ispitivanih ekstrakata drveta: (A) uzorci hrasta (hrast luznjak (1-3), hrast
kitnjak (4-6), cer (7)); (B) uzorci ostalih vrsta drveta (bagrem (8), dZzanarika (9), divlja tresnja (10) i
beli dud (11))

Divlja tresnja je sadrzala jedan karakteristican pik na 0,36, dok je dzanarika imala potpuno drugaciji
profil u odnosu na ostale ekstrakte drveta sa tri karakteristi¢na pika na Rg vrednostima od 0,28, 0,35
i 0,86 (galna kiselina) (Slika 8B). Razlicit profil ekstrakta dzanarike je takode dobijen primenom
HPLC analize u okviru ove disertacije, gde je kvantifikovana znacajno veca koli¢ina
protokatehuinske kiseline i 5-O-kafeoilhininske kiseline (neohlorogene kiseline) u odnosu na druge
ekstrakte drveta. Profil ekstakta belog duda sadrzao je pikove na R vrednostima od 0,43, 0,86
(galnu kiselinu), 0,88 (kofeinsku kiselinu) i 0,91 (ferulinsku i/ili p-kumarinsku Kiselinu).

4.2.6.1 Rezultati analize glavnih komponenti podataka dobijenih sa HPTLC hromatograma

Vizuelni pregled HPTLC hromatograma je subjektivna metoda i uglavnom zavisi od percepcije
analiticara. S druge strane, multivarijantna hemometrijska analiza primenjena na HPTLC
hromatogram pruza objektivnu klasifikaciju ispitivanih uzoraka za identifikaciju fenolnih jedinjenja
najodgovornijih za klasifikaciju. Dodatno, PCA analizom se utvrduje postojanje spoljnih vrednosti
(outlier-a), odnosno uzoraka koji se obi¢no odstranjuju iz seta podataka poSto imaju razliCite
karakteristike u odnosu na ostale uzorke.

PCA je primenjena na matricu podataka dobijenih iz HPTLC hromatograma primenom ImageJ
softvera (11 uzoraka x 389 varijabli), u kojoj varijable predstavljaju intenzitete piksela na 389
jedinica duzine. Prva glavna komponenta opisuje 33,35% ukupne varijabilnosti, dok druga
komponenta opisuje 20,09% ukupne varijabilnosti. Prvih pet glavnih komponenti opisuju 87,85%
ukupne varijanse. Sa grafika skorova (Slika 9A), moze se zapaziti da je Sest uzoraka hrasta
rasporedeno na levoj strani grafika skorova, dok su ostale Cetiri vrste drveta rasporedene na desnoj
strani grafika skorova. Sa grafika varijabli (Slika 9B, 9C) moze se uociti znacajan doprinos
fenolnih jedinjenja ukupnoj varijansi. Suprotno od drugih uzoraka drveta, uzorci hrasta su sadrzali
male koli¢ine fenolnih jedinjenja sa Rg vrednostima na 0,35; 0,43; 0,86 i 0,91 i ta jedinjenja su
najviSe doprinela razdvajanju uzoraka hrasta od ostalih uzoraka. Polarna jedinjenja, sa nizim R
vrednostima, mogla bi da budu neke fenolne kiseline i/ili glikozidi. Ova fenolna jedinjenja bi mogla
biti identifikovana kao karakteristicni taksonomski markeri za medusobno razlikovanje izmedu
vrsta drveta.
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Slika 9. Rezultati analize glavnih komponenti HPTLC hromatograma: (A) Grafik skorova; (B) i (C)
grafici varijabli. 1-3 hrast luznjak, 4—6—hrast kitnjak, 7—cer. Brojevi na grafiku A predstavljaju
redne brojeve uzoraka prema Tabeli 3.

4.2.7 Antimikrobna aktivnost

U nastavku teksta bi¢e opisan prinos ekstrakcije uzoraka pripremljenih za odredivanje antimikrobne
aktivnosti, kao i rezultati ispitivanja antimikrobnog potencijala dobijeni difuzionom metodom u
bunari¢ima 1 mikrodilucionom metodom.

4.2.7.1 Prinos ekstrakcije

Prinosi ekstrakcije za ekstrakte drveta prikazani su u Tabeli 9. Prinos ekstrakcije je najveci za
uzorak belog duda (7,29%). U isto vreme, ovaj ekstrakt je najtamniji u odnosu na ekstrakte drugih
vrsta drveta. Takode, ekstrakti bagrema (6,37%) i1 dzanarike (5,80%) su imali visok prinos
ekstrakcije.
Prinosi ekstrakcije za uzorke hrastova bili su: hrast luznjak: 4,12-4,44%; hrast kitnjak: 3,05-5,06%;
cer: 1,63%.
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Tabela 9. Prinosi ekstrakcije za ispitivane uzorke drveta. Redni brojevi uzoraka odgovaraju rednom
broju u Tabeli 3.

Uzorak Prinos

4,44%
4,40%
4,12%
5,06%
3,05%
4,58%
1,63%
6,37%
5,80%
3,15%
7,29%

PP OOO~NOUOITRWDNPEF

= O

Uzorci hrasta Kitnjaka su imali veci prinos ekstrakcije u odnosu na uzorke hrasta luznjaka. Jedini
izuzetak je ekstrakt hrasta kitnjaka koji nije podvrgnut procesu prirodnog susenja (uzorak 5), koji je
imao mnogo manji prinos ekstrakcije u odnosu na ekstrakte ostalih hrastova luznjaka i kitnjaka. Cer
(uzorak 7) je imao najmanji prinos ekstrakcije i najsvetliji ekstrakt u odnosu na druge vrste drveta.
Prinos ekstrakcije za tresnju (3,15%, uzorak 10) nalazio se u opsegu kao za hrastove kitnjake.

Interesantno je zapaziti da je trend u prinosu ekstrakcije slican sa sadrzajem ukupnih polifenola u
ekstraktima.

4.2.7.2 Rezultati preliminarnih ispitivanja antimikrobnog potencijala ekstrakata drveta

Antimikrobni potencijal ekstrakata je testiran na osam reprezentativnih humanih 1 oportunisti¢kih
patogena. Pored jasnih zona inhibicije, takode je uoCen i bakteriostatski/fungistatski efekat
testiranih ekstrakata, odnosno da ekstrakti zaustavljaju rast bakterija/gljivica. Ekstrakti drveta su
generalno pokazali najve¢i antimikrobni potencijal protiv S. mutans, S. pyogenes i L.
monocytogenes sojeva u testiranoj koncentraciji od 1 mg po bunari¢u (Slika 10).

Ekstrakt divlje treSnje (uzorak 10) imao je najvece zone inhibicije rasta sojeva S. mutans (21,7) i S.
aureus (19,8) u poredenju sa ostalim ispitivanim ekstraktima. Takode, jedino ekstrakti divlje treSnje
(uzorak 10) i belog duda (uzorak 11) pokazali su umerenu baktericidnu aktivnost prema E. faecalis,
koji je iskljucen iz daljih MIC testiranja zbog pokazane velike rezistentnosti. Pomenuti ekstrakti su
takode pokazali visoku bakteriostatsku aktivnost prema meticilin rezistentnom S. aureus (MRSA).
Ekstrakt divlje tresnje je pokazao jasnu baktericidnu/fungicidnu aktivnost samo protiv L.
monocytogenes i C. albicans, dok su ostali ekstrakti pokazivali vise bakteriostatsko dejstvo. S druge
strane, drugi ekstrakti drveta pokazali su uglavnom bakteriostatski/fungistatski efekat prema skoro
svim patogenima, ukljuc¢ujuéi E. coli. Svi patogeni mikroorganizmi bili su osetljivi na testirani
vankomicin i nistatin.
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u (. albicans W E. coli m E. faecalis BS. mutans QS. pyogenes W MRSA w S. aureus » L. monocytogenes

Slika 10. Antimikrobna aktivnost ekstrakata drveta dobijena difuzionom metodom u bunari¢ima. Brojevi 1-
11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3.

*V/N — Vankomicin/Nistatin. Vrednosti u kolonama predstavljaju srednju vrednost zona inhibicije izrazenu
u milimetrima (mm).

4.2.7.3 Rezultati odredivanja vrednosti minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne
(MBC) ekstrakata drveta

U Tabeli 10 su prikazane vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), dok su u Tabeli 11
prikazane vrednosti minimalne baktericidne koncentracije (MBC) i minimalne fungicidne
koncentracije (MFC) ekstrakata drveta prema ispitivanim patogenima (S. mutans, S. pyogenes, S.
aureus, MRSA, L. monocytogenes, E. coli, C. albicans).

Dobijene MIC vrednosti bile su u opsegu od 0,02 mg-mL* za beli dud (uzorak 11) prema MRSA
do 2 mg-mL* u sluaju aktivnosti dzanarike (uzorak 9) prema C. albicans (Tabela 10).
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Tabela 10. Minimalne inhibitorne (MIC) ekstrakata prema odredenim humanim i oportunistickim
patogenima (mg-mL™)

Indikatorski
sojevi /IMIC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Str  Van Nys
(mg-mL™)
S. mutans 0,25 0,13 025 025 0,25 025 0,13 0,25 0,05 0,13
S. pyogenes - 0,13
S. aureus 0,08 0,05 0,05 0,06 0,05 NT
MRSA 0,06 0,06 0,13 0,06 0,05 0,13 0,13 NT
L. monocytogenes 0,50 0,50 0,75 0,75 0,19 0,63 050 0,13 0,06 0,06 NT

E. coli 0,75 o,75-0,75- - 075 - 075
C. albicans - - - - - - - - -0,25

Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3.

*Str — Streptomicin; Van — Vankomicin; Nys — Nistatin; NT — nije testirano; (-) — nije utvrdeno.
Vrednosti su obelezene nijansama plave boje (najniza vrednost), zute boje (srednja vrednost) i
crvene boje (najvisa vrednost).

Tabela 11. Minimalne baktericidne (MBC) i minimalne fungicidne koncentracije (MFC) ekstrakata
prema odredenim humanim i oportunistikim patogenima (mg-mL™)

Indikatorski

sojevi /IMBC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Str Van  Nys
(mg-mL™)

S. mutans 0,50 NT
S. pyogenes 0,50 1,00 1,00 0,50 0,50 0,50 1,00 NT
S. aureus 0,50 NT
MRSA 0,50 0,50 0,50 0,63 NT
L. monocytogenes ' 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50 1,00 NT
1,00 1,00 NT

E. coli 1,00 1,00-1,00- - 100 -

C. albicans - - 0,50 - NT

Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3.

*Str — Streptomicin; Van — Vankomicin; Nys — Nistatin; NT — nije testirano; (-) — nije utvrdeno.
Vrednosti su obeleZzene nijansama plave boje (najniza vrednost), zute boje (srednja vrednost) i
crvene boje (najvisa vrednost).

Najnize MIC vrednosti (viz., 0,03 mg-mL™) izmerene su prema MRSA (ekstrakti hrasta kitnjaka
(uzorak 5), cera (uzorak 7) i bagrema (uzorak 8)), S. aureus (ekstrakti svih uzoraka hrasta kitnjaka
(uzorci 4-6) i cera (uzorak 7)) i S. pyogenes (ekstrakti uzoraka hrasta luznjaka (uzorci 1 i 3) i
kitnjaka (uzorak 5), dzanarike (uzorak 9), divlje tresnje (uzorak 10) i belog duda (uzorak 11)). S.
mutans je takode pokazao veliku osetljivost na neke testirane ekstrakte sa MIC vrednostima ispod
0,2 mg-mL™. MIC vrednosti za L. monocytogenes bile su u opsegu: 0,03-0,75 mg-mL™, dok su
ekstrakti dzanarike, divlje treSnje i belog duda znac¢ajno inhibirali rast ovog patogena. U poredenju
sa Gram-pozitivnim sojevima, E. coli je bila manje osetljiva na testirane ekstrakte. Candida
albicans je pokazala slabu osetljivost na aktivnost svih ekstrakata, sa izuzetkom ekstrakta divlje
tre§nje, ¢ija je dobijena MIC vrednost bila 0,25 mg-mL™. Alafion i saradnici (2015) takode su
zakljucili da su kvasci otporniji na antimikrobni efekat ekstrakata drveta nego bakterije, posto su,
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prema njima, samo ekstrakti drveta americkog hrasta podvrgnutog termickom tretmanu i divlje
tresnje inhibirali njihov rast. Vrednosti MIC za vankomicin, streptomicin 1 nistatin bile su nize u
odnosu na ispitivane ekstrakte (0,001-0,4 mg-mL™). Pored toga, MRSA je pokazala otpornost na
sve antibiotike i pri najviSoj testiranoj koncentraciji (0,4 mg-mL™). Interesantno, ekstrakt hrasta
kitnjaka koji nije podvrgnut procesu prirodnog suSenja (uzorak 5) pokazao je nizu MIC prema
MRSA i L. monocytogenes u odnosu na druge ispitivane ekstrakte hrasta luznjaka i kitnjaka koji su
podvrgnuti procesu prirodnog susenja (uzorci 1, 2, 3, 4 i 6). Poredenjem rezultata za hrast luznjak sa
rezultatima autora Elansary i saradnika (2019) za koru hrasta luznjaka (Q. robur), ve¢e vrednosti za
MIC dobijene su prema L. monocytogenes i E. coli, ali su manje vrednosti dobijene prema S.
aureus. Pored toga, vrednosti za MIC za streptomicin bile su dosta niZe nego §to su dobili Elansary
I saradnici (2019).

Vrednosti MBC i MFC testiranih ekstrakata nalazile su se u opsegu: 0,03-2 mg-mL™ (Tabela 11).
Najniza vrednost MBC bila je dobijena prema S. aureus za ekstrakte hrasta luznjaka (uzorak 2),
hrasta kitnjaka (uzorak 5), bagrema, divlje tre$nje i belog duda.

Prema izlozenim rezultatima (Slika 10; Tabele 10 i 11), ekstrakt drveta divlje treSnje je pokazao
jaku aktivnost protiv svih testiranih patogena. Ovo zapazanje se moze objasniti time $to je ekstrakt
divlje tresnje bogat fenolnim jedinjenjima, Sto se moze videti na osnovu sadrzaja pojedinacnih
polifenola u okviru ove disertacije. Na primer, kempferol je potencijalni kandidat protiv razli¢itih
patogenih mikroba, ukljucujuéi flukonazol rezistentnu C. albicans i MRSA (Shao i sar., 2016).
Pored toga, galangin pokazuje selektivnu anti-citohnromnu i antifungalnu aktivnost (McNulty i sar.,
2009) i pokazao je antimikrobnu aktivnost prema S. aureus (McNulty i sar., 2009; Cushnie i Lamb,
2005), kao i na S. aureus osetljiv na meticilin (MSSA) i MRSA, Enterococcus spp. i P. aeruginosa
(Pepeljnjak i Kosalec, 2004). Flavon apigenin pokazao je jaku aktivnost na Gram-negativne
bakterije (Metsdmuuronen i Sirén, 2019), dok su derivati kvercetina i apigenina pokazali jaku
antibakterijsku aktivnost prema razliitim Gram-negativnim i Gram-pozitivnim bakterijama
(Osonga, i sar., 2019). Neke fenolne kiseline (galna, kofeinska i ferulinska kiselina) pokazale su
vecu efikasnost antibakterijske aktivnosti prema Gram-pozitivnim (S. aureus i L. monocytogenes) i
Gram-negativnim bakterijama (E. coli i P. aeruginosa) nego konvencionalni antibiotici poput
gentamicina i streptomicina (Daglia, 2012). Interesantno je uociti da je ranije primecena znacajna
antimikrobna aktivnost tre$njinog drveta prema slede¢im vinskim organizmima: L. hilgardii, L.
casei, P. pentosaceus, O. oeni, G. oxydans, B. bruxellensis (Alafion i sar., 2015) medutim, koliko je
poznato, njena antimikrobna aktivnost prema oportunistickim i humanim patogenima nije ispitivana
do sada.

Taksifolin je pokazao antibakterijsku aktivnost na klini¢cke patogene poznate do sada: E. coli,
Listeria sp., P. aeruginosa, Bacillus sp. i S. aureus (Asmi i sar., 2017). Za oksiresveratrol,
najzastupljeniji stilben u dudu, dokazana je aktivnost prema MRSA (Joung i sar., 2016). Medu
flavonoidima prisutnim u drvetu divlje tresnje, flavonoli se izdvajaju po efikasnoj antimikrobnoj
aktivnosti na rezistentne bakterije (Shao i sar., 2016).

U Tabeli 12 prikazane su MIC vrednosti dobijene iz literaturnih podataka za ekstrakte razli¢itih
vrsta drveta prema razli¢itim patogenima (S. aureus, MRSA, L. monocytogenes, S. mutans, S.
pyogenes, E. coli, C. albicans). MIC vrednosti za ispitivane ekstrakte drveta hrastova (uzorci 1-7)
prema S. aureus, L. monocytogenes i E. coli bile su slicne sa MIC vrednostima dobijenih za
ekstrakte kore Quercus spp. prikazane u literaturi (Tabela 12), medutim MIC vrednosti prema C.
albicans bile su niZe u poredenju sa rezultatima ove studije.
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Tabela 12. MIC vrednosti za ekstrakte razli¢itih vrsta drveta dobijene iz literaturnih podataka

Biljno poreklo ekstrakta

kore / MIC (mg-mL™) Sa. Mr Lm Sm Sp Ec Ca Referenca

Picea abies 0,13 - 0,16 - - 0,08 0,97 .

] ] Salem i sar., 2016
Larix decidua 0,21 - 0,15 - - 0,33 0,60
Quercus acutissima 0,23 - 0,27 - - 0,17 0,40
Quercus macrocarpa 0,22 - 0,29 - - 0,13 0,34 Elansaryi sar., 2019
Quercus robur 0,23 - 0,25 - - 0,10 0,31
Quercus robur 0,08 - - - - 0,08 - Brantner i Grein, 1994
Quercus ilex 0,13 - - - 051 0,26 - Berahou i sar., 2007
Quercus infectoria - 1,25 - - - - - Khouzami i sar., 2009
Maclura tinctoria - - - 0,08 - - - Lamounier i sar., 2012
Prunus africana 0,07 0,16 - - - - - Bii i sar., 2010
Prunus avium 6,25 - - - - 12,50 - Oyetayo i Bada, 2017
Prunus cerasoides 500 1,00 - - - - 1,00 Arorai Mahajan, 2018
Morus mesozygia 0,16 - - - - 0,04 0,16 Kuetei sar., 2009

Sa — S. aureus; Mr — MRSA; Lm — L. monocytogenes; Sm — S. mutans; Sp — S. pyogenes; Ec — E.
coli; Ca— C. albicans; (-) — nije testirano.

Sa druge strane, ekstrakti kore tresnje iz Nigerije pokazali su nizu antimikrobnu aktivnost prema S.
aureus (MIC = 6,25 mg-mL™) i E coli (MIC = 12,5 mg-mL™) (Oyetayo i Bada, 2017). U poredenju
sa ekstraktima drveta dzanarike i divlje treSnje, koji su ispitivani u ovoj disertaciji, Prunus
cerasoides je pokazala sli¢nu antibakterijsku aktivnost prema MRSA (Arora i Mahajan, 2018).

Za razliku od ekstrakta belog duda ispitivanog u okviru ove disertacije, koji je dobijen od drveta M.
alba, ekstrakti kore drveta Morus mesozygia pokazali su zna¢ajnu antimikrobnu aktivnost prema C.
albicans, sa dobijenom MIC vrednosti od 0,16 mg-mL™ (Kuete i sar., 2009). Interesantno, uo&ena je
veca osetljivost C. albicans na ekstrakte kore vrsta Picea abies i Larix decidua (Salem i sar., 2016),
koje nisu istrazivane u ovoj disertaciji.

U literaturi nije uoCena znacajna korelacija izmedu antimikrobne aktivnosti i sadrzaja ukupnih
polifenola (Alafion i sar., 2015; Fattouch i sar., 2007), kao i izmedu antimikrobne aktivnosti i
antioksidativnog potencijala. Odnos izmedu strukture i funkcije fenolnih ekstrakata ima viSe uticaja
na antimikrobnu aktivnost nego ukupan sadrzaj polifenola (Alafion i sar., 2015). Takode, prema
Cowan-u (1999), mnogi specijalizovani metaboliti koji se mogu naci u drvetu, kao §to su tanini,
terpenoidi i alkaloidi, pokazali su dobru antimikrobnu aktivnost in vitro.

4.2.8 Sadrzaj isparljivih komponenti
Uz pomo¢ gasne hromatografije, kvantifikovano je ukupno 42 jedinjenja, medu kojima je pet
flavonoida (Tabela 13). Rezultati nisu prikazani za uzorke koji nisu prirodno suseni (hrast kitnjak

(uzorak 5) i cer (uzorak 7)) zato Sto je sadrzaj isparljivih jedinjenja u njima bio zanemarljiv u
odnosu na uzorke koji su prirodno suseni.
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Tabela 13. Sadrzaj isparljivih jedinjenja u ekstraktima drveta (ug-g™ drveta)

Jedinjenje 1 2 3 4 6 8 9 10 11
Limonen n.d. n.d. n.d. 0,34 n.d. n.d. 0,49 0,72 n.d.
Acetofenon n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01 n.d.
Benzoeva kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,30 n.d. n.d.
Kumaran n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,48
Vinilgvajakol 0,08 0,19 0,17 n.d. 0,26 n.d. n.d. n.d. n.d.
o-Acetil-p-krezol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,26 n.d. n.d. n.d.
Eugenol 0,08 0,54 0,48 n.d. 0,03 n.d. n.d. n.d. n.d.
Siringol 0,16 0,34 0,34 n.d. 0,27 1,48 n.d. n.d. 1,59
Metilrezorcinol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,33
Rezorcinol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10,07  n.d. n.d. 62,00
pS-Rezorcinaldehid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,46 n.d. n.d. 13,76
Rezacetofenon n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,08 n.d. n.d. n.d.
trans-p-Metil-y-oktalakton 0,17 0,25 0,24 n.d. 0,72 n.d. n.d. n.d. n.d.
cis-f-Metil-y-oktalakton 0,34 1,65 1,59 0,83 0,05 n.d. n.d. n.d. n.d.
Vanilin 0,30 0,78 0,76 n.d. 0,64 n.d. n.d. n.d. n.d.
Izoeugenol (cis- ili trans-)  n.d. 0,16 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Homovanilil alkohol 0,28 0,38 0,35 n.d. 0,43 0,20 n.d. n.d. n.d.
Vanililpropan-2-on 0,69 1,00 0,72 n.d. 0,12 0,95 n.d. n.d. n.d.
Vanilinska kiselina n.d. 0,05 0,19 n.d. 0,88 n.d. n.d. 0,09 n.d.
Propiovanilon 0,32 0,36 0,32 n.d. 0,09 n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4,5-Trimetoksi-fenol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,09 7,64 n.d.
Metoksieugenol 0,32 0,56 0,26 n.d. 0,79 0,67 n.d. n.d. n.d.
Homovanilinska kiselina 0,50 0,50 0,38 0,17 0,44 n.d. n.d. n.d. n.d.
Metil-homovanilat 0,33 0,32 0,27 n.d. 0,44 n.d. n.d. n.d. n.d.
Siringaldehid 1,85 2,17 2,04 n.d. 1,71 0,94 0,20 n.d. n.d.
Siringinska kiselina 0,25 0,92 0,32 n.d. 1,02 n.d. n.d. 0,12 n.d.
Siringilpropan-2-on 0,73 0,73 0,50 n.d. 0,86 n.d. n.d. n.d. n.d.
Butirosiringon 0,52 0,57 0,47 n.d. 0,54 n.d. n.d. n.d. n.d.
Koniferil-alkohol 26,6 25,73 2447 3,33 23,14 9,75 n.d. n.d. 0,36
Koniferil-aldehid 2,47 2,21 2,19 1,19 3,51 2,14 n.d. n.d. 1,55
3;25;?(:?&36;%& kiseling "¢ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,18 n.d. n.d.
Skopoletin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,03 n.d. n.d.
Sinap-aldehid 5,40 4,89 4,49 n.d. 7,95 4,88 n.d. 0,1 n.d.
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Sinapil-alkohol 23,56 24,84 24,71  nd. 25,82 1,53 0,03 n.d. n.d.
Dihidrosinapil-alkohol 0,09 0,53 0,58 n.d. 0,51 n.d. n.d. n.d. n.d.
Pinocembrin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,80 n.d.
Tektohrizin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 220,15 n.d.
2,6-Dimetoksibenzohinon  n.d. n.d. n.d. 0,17 n.d. n.d. n.d. 0,30 n.d.
Hrizin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 467,22 n.d.
Sakuranin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 896,65 n.d.
Naringenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 75,91 n.d.
Sr;thcl)?(rs?EZ;jc-)eva kiseling ™0 n.d. n.d. 0,22 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3;rﬂgcr)i|§tl)-esnféldehid n.d. n.d. n.d. 1,74 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Furfural n.d. n.d. n.d. 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ukupna isparljiva

jedinjenja 65,04 69,67 6584 8,11 70,22 38,41 1,32 1669,71 81,07

Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3. n.d. — nije detektovano.

Najzastupljenija isparljiva jedinjenja u hrastu luznjaku i kitnjaku su koniferil- (uzorci 1, 2 i 4) i
sinapil-alkohol (uzorci 3 i 6). U uzorcima hrasta luznjaka (uzorci 1-3), koniferil-alkohol je
detektovan u opsegu od 24,47 pg-g™* do 26,60 pg-g™, dok je sinapil-alkohol detektovan u opsegu od
23,56 pg-gt do 24,84 pg-g’. U uzorcima hrasta kitnjaka, koniferil-alkohol je detektovan u
koli¢inama 3,33 pg-g" (uzorak 4), odnosno 23,14 pg-g’ (uzorak 6), dok je sinapil-alkohol
detektovan samo u uzorku 6 (25,82 pg-g™*). Najzastupljenije isparljivo jedinjenje u bagremu (uzorak
8) i belom dudu (uzorak 11) je rezorcinol (10,07 pg-g™, odnosno 62,00 pg-g™?), u dzanarici (uzorak
9) limonen (0,49 pg-g™), dok su u divljoj tresnji (uzorak 10) najzastupljeniji flavonoidi, kao 3to su
sakuranin (896,65 pg-g™), hrizin (467,22 pg-g™) i tektohrizin (220,15 pg-g™).

Profil isparljivih jedinjenja u divljoj tresnji (uzorak 10) izdvojio se od profila drugih biljnih vrsta
drveta, pre svega po prisustvu primetno vece koli¢ine flavonoida, ¢ija je ukupna koncentracija
iznosila 1585,12 pg-g™. Ovi podaci su u skladu sa ranijim istrazivanjima, gde je utvrdeno da
sréevina treSnje sadrzi znacajno veée koli¢ine flavonoida u odnosu na hrastovinu (Martinez-Gil i
sar., 2018). Velika koli¢ina flavonoida u ekstraktu divlje treSnje takode je potvrdena analizom
pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u uzorcima drveta u okviru ove disertacije. Uz pomo¢ gasne
hromatografije, jedino u drvetu divlje treSnje detektovano je pet flavonoida, od kojih su tri
flavanona (pinocembrin, naringenin i sakuranin) i dva flavona (hrizin i tektohrizin). Sakuranin je
najzastupljenije jedinjenje u divljoj tres$nji (uzorak 10), kojeg je kvantifikovano u znacajno veéim
koli¢inama (896,65 pg-g™) u odnosu na ostala jedinjenja. Prema literaturi, u tre$njinoj sréevini su,
uz pomo¢ gasne hromatografije, pored pomenutih flavonoida (pinocembrin, naringenin, hrizin i
tektohrizin), identifikovana jo$ tri flavanona (sakuranetin, pinostrobin i dihidrovogonin) i jedan
dihidroflavonol (aromadendrin-7-metiletar) (Vinciguerra i sar., 2003). Smatra se da flavonoidi kao
Sto su eriodiktiol, sakuranetin, pinocembrin i hrizin mogu posluziti kao markeri za identifikaciju
treSnjinog drveta i vina koja su odleZzavala u kontaktu sa tre$njinim drvetom (Chinnici i sar., 2015).

U ekstraktu divlje tresnje (uzorak 10) kvantifikovana je i velika koli¢ina 3,4,5-trimetoksifenola
(7,64 ng-g), kao i i male koli¢ine aromati¢nih jedinjenja, $to je u skladu sa rezultatima iz literature
(Flamini i sar., 2007; De Rosso i sar., 2009a). Vanilin i siringaldehid nisu detektovani u drvetu
tresnje, $to je u skladu sa podacima iz literature (Coldea i sar., 2020) u kojoj se navodi da ova
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jedinjenja nisu detektovana u drvetu treSnje koje nije bilo izlozeno termickom tretmanu. Medutim, u
nasem istrazivanju utvrdeno je i prisustvo limonena, koji do sad, prema dostupnim podacima iz
literature, nije detektovan u drvetu divlje tresnje.

Najzastupljenija jedinjenja u bagremu (uzorak 8) su rezorcinol (10,07 pg-g™) i koniferil-alkohol
(9,75 pg-g™), za kojima sledi sinap-aldehid (4,88 pg-g™), dok je sadrzaj koniferil-aldehida (2,14
ug-gh) i siringaldehida (0,94 pg-g?) bio znaGajno nizi. Detektovane su velike koliGine f-
resorcinaldehida (3,46 pg-g™) i odsustvo eugenola u ispitivanom ekstraktu bagremovog drveta, §to
je u skladu sa rezultatima De Rosso i saradnika (2009a), kao i Flamini i saradnika (2007). Takode,
detektovan je metoksieugenol, ¢ije prisustvo su potvrdili i De Rosso i sar. (2009).

Postojale su izvesne razlike u koncentracijama dominantnih jedinjenja u bagremu (uzorak 8)
(Tabela 13) u odnosu na literaturne podatke. Dok su Fernandez de Simén i saradnici (2009) takode
detektovali koniferil-alkohol i sinap-aldehid kao dominantna jedinjenja, oni nisu detektovali
rezorcinol u ekstraktu bagremovog drveta koje je prirodno suseno. U drugom istrazivanju
(Fernandez de Simén i sar., 2014b), rezorcinol nije detektovan kao najzastupljenije jedinjenje u
bagremu. Pored toga, De Rosso i saradnici (2009a) i Flamini i saradnici (2007) detektovali su
siringaldehid kao najzastupljenije jedinjenje u bagremu, koji u ispitivanom uzorku bagrema (uzorak
8) iz naseg istrazivanja nije dominantan, kao i velike koli¢ine vanilina, koji nije detektovan u nasem
uzorku bagrema (Tabela 13).

U literaturi postoje izvesna neslaganja povodom predloZenih jedinjenja koja se mogu Koristiti za
identifikaciju bagremovog drveta. Dok je rezoacetofenon ve¢ ranije predlozen kao potencijalni
marker za bagrem (Fernandez de Simon 1 sar., 2014b), Sto je u skladu sa rezultatima ove disertacije,
rezorcinol i 2,4-dihidroksibenzaldehid (p-rezorcinaldehid), koji su ranije takode predlozeni kao
potencijalni markeri za bagrem, u ovoj disertaciji nisu bili karakteristicni samo za bagrem. Ova dva
jedinjenja su detektovana u belom dudu (uzorak 11) u veé¢im koli¢inama nego u bagremu (uzorak
8), sto se moze videti u Tabeli 13.

Najzastupljenija jedinjenja u belom dudu (uzorak 11) su bili rezorcinol (62,00 pg-g™?) i p-
rezorcinaldehid (13,76 pg-g™). Venkataraman (1972) je takode detektovao oba ova jedinjenja u
belom dudu, dok su De Rosso i saradnici (2009a) detektovali samo p-rezorcinaldehid. Prema
Flamini i saradnicima (2007), najzastupljenije jedinjenje u dudu je trimetoksifenol koji u okviru ove
disertacije nije detektovan u dudu.

Prema rezultatima ove disertacije (Tabela 13), metilrezorcinol (1,33 pg-g™) i kumaran (0,48 pg-g™)
su detektovani jedino u ekstraktu duda (uzorak 11). U raspolozivoj literaturi se ne pominje prisustvo
ova dva jedinjenja u dudu.

U ekstraktu drveta dzanarike (uzorak 9) kvantifikovana je znacajno manja koli¢ina isparljivih
jedinjenja u odnosu na druge ispitivane uzorke. Najzastupljenije isparljivo jedinjenje u dZanarici je
limonen (0,49 pg-g™). U istrazivanju Reidel i Pistelli (2017), limonen je najzastupljenije jedinjenje
u stablu dzanarike sorte P. cerasifera ‘Pissardii’, dok ovo jedinjenje nije detektovano u stablu
obi¢ne dzanarike (P. cerasifera). U ovoj disertaciji, pored limonena, kao dominantno jedinjenje u
dzanarici detektovana je i benzoeva kiselina (0,30 pg-g?). Jedino u dZanarici je detektovan
skopoletin, §to je u suprotnosti sa podacima iz literature, u kojoj je prvo smatran markerom za
hrastovo drvo, ali je kasnije detektovan i u kestenovom i u drvetu divlje tresnje (Coldea i sar.,
2020).

Prema rezultatima iz ove disertacije, limonen je detektovan u hrastu kitnjaku (uzorak 4), dZanarici

(uzorak 9) 1 divljoj tre$nji (uzorak 10). Coldea i saradnici (2020) su detektovali limonen u
jabukovacama koje su odleZavale u kontaktu sa hrastom kitnjakom, $to je u skladu sa rezultatima
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ove disertacije, ali 1 u destilatima koji su odlezavali u kontaktu sa dudom, §to je u suprotnosti sa
rezultatima ove disertacije.

U uzorcima hrasta (1-3 i 6) je detektovan najveci broj isparljivih jedinjenja u odnosu na ostale
ispitivane vrste drveta, sa izuzetkom hrasta kitnjaka iz Kucaja (uzorak 4), koji je sadrzao znacajno
manji broj isparljivih jedinjenja u odnosu na vecinu uzoraka. Medusobnim poredenjem profila
isparljivih jedinjenja uzoraka hrasta, moze se zapaziti da su sastav i koli¢ine isparljivih jedinjenja u
hrastu kitnjaku iz Kucaja (uzorak 4) znatno drugaciji u odnosu na ostale uzorke hrasta luznjaka 1
kitnjaka (uzorci 1-3 i 6), koji su medu sobom imali relativno sli¢an sastav. U hrastu kitnjaku iz
Kucéaja (uzorak 4), detektovani su limonen, 2,6-dimetoksibenzohinon, 3-hidroksi-4-
metoksibenzoeva kiselina i 4-hidroksi-3,5 dimetoksibenzaldehid, koji nisu detektovani u drugim
ispitivanim uzorcima hrasta, kao i odsustvo mnogih jedinjenja koja su detektovana u ostalim
uzorcima hrasta (uzorci 1-3 i 6).

U ispitivanim uzorcima hrasta, detektovani su cis-f-metil-y-oktalakton (svi uzorci), kao i trans-g-
metil-y-oktalakton, eugenol, metoksieugenol, vanillin i siringaldehid (svi uzorci osim hrasta
kitnjaka iz Kucaja), Sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u literaturi (De Rosso i sar., 2009a;
Flamini i sar., 2007). Eugenol je aromati¢ni terpen koji se smatra karakteristiénim za alkoholna pica
koja su odlezavala u kontaktu sa hrastovim drvetom (Mosedale i Puech 1998). De Rosso i saradnici
(2009a) su detektovali i a-terpineol, koji nije detektovan u ekstraktima drveta ispitivanih u okviru
ove disertacije.

Medu izomerima S-metil-y-oktalaktona, cis-isomer poseduje 2 do 12 puta jaci intenzitet mirisa (sa
drvenastom mirisnom notom i mirisom na kokos) u odnosu na trans-izomer. 1zomer S-metil-y-
oktalaktona u cis obliku je zastupljeniji u uzorcima hrasta luznjaka (uzorci 1-3) (0,34 — 1,65 pg-g™)
i hrasta kitnjaka iz Kucaja (0,83 pg-g™, uzorak 4), dok je trans-izomer zastupljeniji u uzorku hrasta
kitnjaka iz Ravne Gore (0,72 pg-g™, uzorak 6). Ova dva izomera, zajedno sa vanilinom,
predstavljaju glavna aromati¢na jedinjenja hrastovog drveta koja imaju veliki uticaj na aromu vina
(Cémara i sar., 2006).

Postoje odredene razlike u sadrzaju isparljivih jedinjenja u odnosu na podatke iz literature.
Koniferil-alkohol je dominantno jedinjenje u ispitivanim ekstraktima hrasta (uzorci 1-4 i 6), dok je
prema De Rosso i saradnicima (2009a) i Flamini i saradnicima (2007) koniferil-alkohol zastupljen u
maloj koli¢ini u 50% vodeno-etanolnom ekstraktu hrasta. Prema istim autorima, sinapil-alkohol nije
kvantifikovan, sto je u skladu samo sa rezultatima za ispitivani hrast kitnjak iz Kucaja (uzorak 4),
dok je u ostalim ispitivanim uzorcima hrasta (uzorci 1-3 i 6) predstavljao dominantno jedinjenje.
Koniferil- i sinapil-alkohol su glavne komponente lignina koji se oslobadaju tokom odlezavanja
alkoholnih pi¢a i oksiduju se relativno brzo u aromaticne aldehide (koniferil-aldehid i sinap-
aldehid) ili u odgovarajuce kiseline (Cernisev, 2017). Razlika izmedu rezultata za ispitivane vrste
drveta i literaturnih podataka nastaje kao posledica vremena ekstrakcije, poSto se smanjivanje
sadrzaja koniferil- i sinapil-alkohola, a time i porast koncentracija aromati¢nih aldehida i kiselina
dogada prilikom duzeg vremena ekstrakcije, odnosno odlezavanja. Iz istog razloga, u ispitivanim
uzorcima hrasta sadrzaj vanilina (n.d. — 0,78 pg-g™) i siringaldehida (n.d. — 2,17 pug-g™) je manji,
posto nastajanje ovih aromatic¢nih aldehida takode zavisi od vremena odlezavanja hrastovog drveta.

Najveéi sadrzaj vanilina (0,78 pg-g™) detektovan je u hrastu luznjaku iz Gornjeg Radana (uzorak
2), dok je najmanji sadrzaj (0,3 pg-g™) detektovan u hrastu luZnjaku iz Slavonije (uzorak 1).
Vanilin i siringaldehid nisu detektovani u hrastu kitnjaku iz Kucaja (uzorak 4). Prema autorima
Canas (2017) 1 Cernisev (2017), odnos izmedu vanilina 1 siringaldehida nalazio se u opsegu izmedu
1,801 2,21 za skoro sve destilate, dok je u ovoj disertaciji taj odnos bio mnogo veci (2,67 — 2,78),
0sim u sluéaju hrasta luznjaka iz Slavonije (uzorak 1) i hrasta kitnjaka iz Kuc¢aja (uzorak 4). Ovaj
odnos moze biti potencijalno znacajan za odlezavanje alkoholnih pica, prilikom procene dodatka
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razli¢itih komada drveta, posebno dugi (letvi), kao i razlikovanja tehnologije odleZavanja (drvena
burad ili komadi drveta).

Sadrzaj koniferil- i sinap-aldehida bio je najveci u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore (uzorak 6) (3,51
ug-g™*, odnosno 7,95 pg-g™?). Prema Alafién i saradnicima (2011), sadrZaj ovih jedinjenja je veéi u
hrastu kitnjaku nego u hrastu luznjaku, §to se prema rezultatima ove disertacije ne moze tvrditi
posto je u jednom uzorku kitnjaka (4) sadrzaj koniferil-aldehida nizi u odnosu na ostale uzorke
hrasta, a sinap-aldehid uopste nije detektovan. Pored toga, prema podacima iz literature, sadrzaj
koniferil-aldehida (Coldea i sar., 2020; Alafion i sar., 2011) i sinap-aldehida (Coldea i sar., 2020) je
veéi u treS$nji nego u hrastu, dok u ovoj disertaciji treSnja (uzorak 10) nije sadrzala koniferil-aldehid,
dok je sadrzaj sinap-aldehida u tre$nji veci jedino u odnosu na hrast kitnjak iz Kucaja (uzorak 4), u
kojem ovo jedinjenje nije detektovano.

Kad se sumiraju rezultati, moze da se uoc¢i da su neka isparljiva jedinjenja karakteristicna samo za
jednu vrstu drveta. Kumaran i metil-rezorcinol su detektovani samo u belom dudu (uzorak 11), dok
su o-acetil-p-krezol i 2,4-dihidroksiacetofenon (rezoacetofenon) detektovani samo u bagremu
(uzorak 8). Benzoeva Kkiselina, skopoletin i 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoeva kiselina su
detektovani jedino u dzanarici (uzorak 9). Flavonoidi i tragovi acetofenona su detektovani samo u
divljoj tresnji (uzorak 10). Samo u hrastovima bili su zastupljeni homovanilinska kiselina, cis-f-
metil-y-oktalakton (svi uzorci), kao i trans-g-metil-y-oktalakton, vinilgvajakol, eugenol, vanilin,
propiovanilon, metil-homovanilat, siringilpropan-2-on, butirosiringon i dihidrosinapil-alkohol (svi
uzorci osim hrasta kitnjaka iz Kucaja, uzorak 4). Izoeugenol je karakteristican samo za hrast iz
Gornjeg Radana (uzorak 2).

4.2.9 Mineralni sastav ekstrakata drveta

Sadrzaj dvadeset jednog elementa u ekstraktima drveta prikazan je u Tabeli 14. Medu ispitivanim
elementima, Sesnaest elemenata je detektovano u svim uzorcima, dok su Al, Co, Cr, i Li detektovani
u nekim ekstraktima. As nije uopste detektovan u uzorcima drveta. Koncentracije teskih metala u
ekstraktima drveta bile su mnogo nize u odnosu na maksimalne dozvoljene vrednosti u voénim
rakijama (Boni¢ i sar., 2013).

Kalijum je najzastupljeniji element u svim ispitivanim ekstraktima drveta osim u divljoj tresnji
(uzorak 10). U uzorcima drveta, makroelementi kao Sto su Ca, Mg, P, S i Na detektovani su u
koli¢inama koje prelaze 0,3 mg-L™*. Ostali elementi su detektovani u malim koncentracijama, sa
izuzetkom mangana, ¢iji sadrzaj u ceru je iznosio 3,81 mg-L™'. Pored toga, cer se izdvojio od
ostalih ekstrakata po znaCajno vecoj koli¢ini tri makroelementa (K, Na i Mg) i nekih
mikroelemenata (Mn, Zn, Co, Ni, Ba, Sr i Li). Interesantno je uociti da je vrednost sadrzaja pepela
(mineralnog sastava) cera, koju su dobili Barjaktari i1 sar. (2018), znac¢ajno ve¢i u odnosu na sadrzaj
pepela iz literature za hrast i bagrem (Fengel i Wegener, 1983), sto je u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji.
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Tabela 14. Sadrzaj makroelemenata (mg-L™) i mikroelemenata (pg-L™) u ekstraktima drveta

E3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Makroelementi (mg-L™)

K 10,88° 18,81 1515° 14,13" 10,74° 1524° 80,19*  18,40° 32,29° 506" 51,70°
Ca  5,13° 344" 340" 306 322 695  10,99° 11,48 7,60° 6,07 8,01°
Mg 1,159 049 041 055 062" 285  40,73* 567° 332° 145 317°
P 0,60° 035 067° 059 035 1,07  0,35° 058"  881* 032" 0,73
S 2,20° 1,58 1,58 1,82 1,04" 2,24 2,90 2,44° 318 0,74 227"
Na 0,70’ 083 069 079 153 083 946 096° 108" 063" 1,28
Mikroelementi (ug-L™)

Fe 178,90° 97,58' 72,33 142,60 24,41' 223,10*° 28,16  122,60° 4549' 31,40’ 153,10°
Mn  87,50° 30,24 4,18 14,31"  209,40° 156,80° 3813,00* 31,31° 30,90' 6,24' 30,89
Cu 105,40" 110,90° 121,90° 122,90° 92,12' 11500" 12590" 268,00° 306,50*° 52,48 134,40°
Zn 34,04" 2069 2257 16,17 40,98° 29,87" 224,40* 12540° 93,02 31,78° 189,70

Co 059°  n.d. n.d n.d 057° nd 2,71° 015° 035° 010" nd
Ni 2,70" 147 1,88' 1,43 7,200 20,16° 77,62°  7,68°  2385° 3,329 21,64°
Al 53,44° nd n.d 21,38° 566° 66,42 1053° 816" nd n.d 14,16°
As n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

Ba 27,71°  11,02' 14,96' 1059 14,45° 28,82° 46,58 10,38 1533° 26,75" 12,88"
Cd 039" 034" 035 033 032" 037 041° 0,40® 041* 036° 032"
Cr 0,27¢ n.d n.d n.d 0,25¢ 0,77%  nd n.d 0,64° n.d n.d

Li 013 1,21° nd 0,73 067° 1,14° 8598 nd n.d n.d 0,26
Pb 2,58' 1,48" 168 1,22 0,99 347°  3.24° 529°  344°  307° 8,40
Se 635" 634" 701 711" 532 7,74°  8,97° 8,93 956 915" 891
Sr 26,63 21,76" 19,34' 24549 1825  34,71° 47,93*  40,57° 32,96° 19,32' 28,12°

"Brojevi 1-11 u prvom redu odgovaraju rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3. Razli¢ita slova u istom redu
oznaCavaju znacajnu razliku izmedu ekstrakata drveta prema Tuki testu, p < 0,05.

4.2.9.1 Sadrzaj makroelemenata u ekstraktima drveta

U svim ispitivanim ekstraktima drveta osim u divljoj tres$nji kalijum je najzastupljeniji element, sa
opsegom koncentracija izmedu 10,74 mg-L ™" (hrast kitnjak iz Kur§umlije, uzorak 5) i 80,19 mg-L™
(cer, uzorak 7). U divljoj tresnji (uzorak 10) kalcijum je najzastupljeniji element (6,07 mg-L ™).

U vecini ekstrakata fosfor je najmanje zastupljen makroelement. Izuzetak predstavlja ekstrakt
dzanarike (uzorak 9), u kojem je sadrzaj P znacajno visi u odnosu na sadrzaj vecine
makroelemenata. Visok sadrzaj fosfora u ovom ekstraktu moze se objasniti pretpostavkom da je
stablo verovatno raslo na zemljiStu na kojem su upotrebljavana dubriva na bazi fosfora. Mg je
najmanje zastupljen makroelement u hrastu luznjaku iz Olova (uzorak 3) i hrastu kitnjaku iz Kucaja
(uzorak 4), dok je natrijum najmanje zastupljen element u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore (uzorak 6).
Dzanarika i beli dud imaju poveéan sadrzaj magnezijuma i kalcijuma u odnosu na vecinu ostalih
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ekstrakata, Sto moze da se objasni time Sto su rasli na vertisolu, tipu zemljista koje je bogato ovim
elementima (Duchaufour, 1982).

Poredenjem sadrzaja makroelemenata medu ekstraktima drveta, moze se zapaziti da je najveci
sadrzaj fosfora i sumpora detektovan u ekstraktu dzanarike (8,81 mg-L™*, odnosno 3,18 mg-L%,
uzorak 4), dok je najveéi sadrzaj kalcijuma detektovan u ekstraktu bagrema (11,48 mg-L*, uzorak
8). Sa druge strane, najmanja koncentracija makroelemenata je detektovana u ekstraktima hrastova
luznjaka i kitnjaka (Ca u hrastu kitnjaku iz Kucaja, uzorak 4, i Mg u hrastu luznjaku iz Olova,
uzorak 3), kao i u ekstraktu divlje tresnje (uzorak 10), koji je sadrzao najmanje koli¢ine K, S, P i
Na. Prema Ciri¢u (1991), sumsko drveée unosi znacajno veée koli¢ine kalijuma nego fosfora, §to je
u skladu sa rezultatima ove disertacije.

4.2.9.2 Sadrzaj mikroelemenata u ekstraktima i potencijalna toksi¢nost

Svi detektovani mikroelementi u ekstraktima drveta mogu se smatrati potencijalno toksi¢énim
elementima ukoliko se nadu u ve¢im koncentracijama. Medu njima, Cr, Co, Cu, Fe, Mo, Se, Zn, Mn
i | su klasifikovani kao elementi u tragovima koji su neophodni za ljudsko zdravlje (WHO, 1996).
Ovi elementi su obi¢no neophodni za ljude u koli¢inama koje se kre¢u u opsegu izmedu 50
pg-dant i 18 mg-dan™, i moraju se unositi hranom u malim koli¢inama kako bi se odrzale
normalne fizioloske funkcije ljudskog organizma (Koller i Saleh, 2018). Medutim, prekomerna
izlozenost njima moze da dovede do toksi¢nog efekta (Nordberg i Nordberg, 2016).

Ljudi apsorbuju esencijalne i toksi¢ne mikroelemente putem hrane i koze i, u slucaju zagadenja
vazduha, inhalacijom. Prekomerni unos, kao i nedovoljan unos esencijalnih elemenata u tragovima,
moze da uzrokuje zdravstvene probleme (Nordberg i Nordberg, 2016). Takode, neki elementi, kao
Sto je Cr, esencijalni su u jednom obliku, dok su toksi¢ni u drugom. Oblik hroma koji se nalazi u
hrani, Cr®", esencijalan je za odrzavanje normalnog metabolizma glukoze i mozZe biti toksi¢an samo
ako se unese u visku (u tom slu¢aju moze da prouzrokuje probleme sa jetrom i bubrezima). S druge
strane, Cr®* je toksican 1 hroni¢nim izlaganjem prahu hromata povecan je rizik od raka pluca
(Goldhaber, 2003).

Najzastupljeniji mikroelementi u uzorcima bili su Fe, Mn, Cu i Zn. Za njima slede Ba i Sr. Fe i Mn
su medu najzastupljenijim metalima u Zemljinoj kori (WHO, 2004) i njihovo prisustvo u
ekstraktima drveta kao dominantnih mikroelemenata je ocekivano. Poredenjem sadrzaja
mikroelemenata medu ekstraktima drveta, moze se uociti da su najveée koli¢ine Mn i Zn
detektovane u ceru (uzorak 7), sto moze da se dogodi ako je drvo raslo na zemljistu na kojem je
primenjeno stajsko dubrivo (Mottaghian i sar., 2008). Pored toga, najvece koli¢ine Fe detektovane
su u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore (uzorku 6), dok su najvece koli¢ine Cu detektovane u dzanarici
(uzorak 9).

Fe je najzastupljeniji mikroelement u hrastu luznjaku iz Slavonije (uzorak 1) i hrastu kitnjaku iz
Kucaja i Ravne Gore (uzorci 4 i 6), Mn je najzastupljeniji u hrastu kitnjaku iz Kursumlije (uzorak 5)
i ceru (uzorak 7), Zn u dudu (uzorak 11), dok je Cu najzastupljeniji u ostalim ekstraktima.

Kao $to je ve¢ pomenuto (Tabela 14), ekstrakt cera (uzorak 7) je sadrzao najvece koli¢ine Mn, Zn,
Co, Ni, Ba, Li i Sr (3813,00 pg-L™"!, 224,40 pg-L!, 2,71 pg-L™, 77,62 pg-L ", 46,58 pg-L*, 85,98
ng-Lt i 47,93 pg'L™Y, respektivno). Poredenjem sadrzaja ostalih mikroelemenata u ekstraktima
drveta (Tabela 14), najveca koli¢ina Fe, Al i Cr detektovana je u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore
(uzorak 6), Cu i Se u dzanarici (uzorak 9), dok je najveca koli¢ina Pb detektovana u ekstraktu belog
duda (uzorak 11). S druge strane, hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) se izdvojio po najmanjoj
koli¢ini Fe, Pb, Se i Sr. Najmanje koli¢ine ostalih mikroelemenata bile su sledece: Ba u bagremu
(10,38 pg-L ™, uzorak 8), Cu u divljoj tresnji (52,48 pg-L ™, uzorak 10), Mn u hrastu luZnjaku iz
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Olova, (4,18 Fg-L‘l, uzorak 3), dok su Zn i Ni bili najmanje zastupljeni u hrastu kitnjaku iz Kucaja,
(16,17 pg'L i 1,43 pg-L?, respektivno, uzorak 4). Neki mikroelementi (Al, Cr, Li, Co) nisu bili
zastupljeni u svim uzorcima. Konkretno, Al nije detektovan u uzorcima hrasta luznjaka (uzorci 2 i
3), dzanarici (uzorak 9) i divljoj tres$nji (uzorak 10), dok je Cr detektovan samo u Cetiri ekstrakta,
odnosno u uzorcima hrasta kitnjaka (uzorci 5 i 6), hrastu luznjaku (uzorak 1) i dzanarici (uzorak 9).
Li je detektovan u svim uzorcima hrasta kitnjaka (uzorci 4-6), dva uzorka hrasta luznjaka (uzorci 1 i
2), ceru (uzorak 7) i belom dudu (uzorak 11). Co je detektovan u hrastu luznjaku iz Slavonije
(uzorak 1), hrastu kitnjaku iz KurSumlije (uzorak 5), ceru (uzorak 7), bagremu (uzorak 8), dzanarici
(uzorak 9) i divljoj tresnji (uzorak 10).

Sadrzaj Fe u ispitivanim ekstraktima drveta se nalazio u opsegu ili ispod opsega koji su
Szczepkowski i Nicewicz (2008) dobili u drvetu hrasta. Ova pojava je o¢ekivana, S obzirom da
mineralne supstance nisu u potpunosti rastvorljive i da je njihov sadrzaj u drvetu vec¢i nego u
ekstraktu. Sadrzaj Cu u ispitivanim ekstraktima je bio uglavnhom u opsegu koji su dobili
Szczepkowski i Nicewicz (2008), sto predstavlja prirodan nivo ovog elementa u zemljistu (Kabata-
Pendias i Pendias, 2001). Medutim, sadrzaj Mn u svim ispitivanim ekstraktima osim cera (uzorak 7)
je bio nizi u poredenju sa vrednoscu koju su dobili Szczepkowski i Nicewicz (2008), verovatno
zbog toga $to je mineralni sastav veci u drvetu nego u ekstraktu, ali i zbog razli¢itog geografskog
porekla i klime. lako su Zn i Cu sastavni delovi mnogih enzima u organizmu, velika koli¢ina ovih
elemenata moZze biti toksi¢na, posto viSak unetog cinka moZe da inhibira apsorpciju Cu i obrnuto
(Hague i sar., 2008). Ova pojava moze da objasni suprotni trend sadrzaja Zn i Cu u ispitivanim
ekstraktima drveta.

Analizirani ekstrakti drveta su sadrzali relativno veliku koli¢inu Ba i Sr. Nema dokaza da je Ba
kancerogen ili mutagen, medutim moze da uzrokuje hipertenziju (WHO, 2004). Sr je prisutan skoro
svuda u malim koli¢inama, $to moze da objasni njegovu relativno veliku zastupljenost u ekstraktima
drveta. Takode, unos Sr je specifi¢an za biljne vrste i veoma zavisi od osobina zemljista kao §to su
pH, sadrzaj organske supstance i jonski sastav (Pavlovi¢ i sar., 2017), §to moze da objasni razli¢itu
distribuciju Sr medu ispitivanim ekstraktima drveta. Sr moze da bude prirodno prisutan u zemljistu
kao smesa stabilnih izotopa, koji su nastali razgradnjom minerala koji sadrze Sr, ili radioaktivnih
izotopa koji su nastali kao rezultat nuklearnih eksplozija.

Sadrzaj Al, Cr, Pb i Cd je mnogo nizi nego Sto su Szczepkowski i Nicewicz (2008) dobili za drvo
hrasta, verovatno zbog toga $to je mineralni sastav vec¢i u drvetu nego u ekstraktu, kao i zbog
razlicitog geografskog porekla, razliCite klime, karakteristika zemljiSta, uticaja zagadivaca i
prirodnih sastojaka iz Zivotne sredine. Elementi kao §to su Pb, Hg, Cd i As, nemaju nikakvu
poznatu esencijalnu ulogu za fizioloske funkcije ljudskog organizma i izlozenost njima, ¢ak i u
tragovima, moze biti toksi¢na (Nordberg i Nordberg, 2016). Olovo nije esencijalni element i
njegovo prisustvo moze negativno da utice na ljudsko zdravlje. Koli¢ina olova u ekstraktima drveta
je znaGajno ispod maksimalne dozvoljene vrednosti u rakijama koja iznosi 0,5 mg-L™ (Boni¢ i sar.,
2013), tako da se ekstrakti mogu smatrati bezbednim.

Cd je visoko toksi¢an i odgovoran za razliite sluCajeve trovanja hranom, posebno kroz
kontaminiran pirina¢ (Rai i sar., 2019). Cd biohemijski zamenjuje Zn i moze da uzrokuje stanja kao
Sto su poviSen krvni pritisak i oSteCenje bubrega (Dehelean i Magdas, 2013). U ekstraktima drveta
ispitivanih u okviru ove disertacije sadrzaj Cd je detektovan u opsegu od 0,32 pg-L™' do 0,41
ng-L %, §to je ispod maksimalne dozvoljene vrednosti u vodi za pi¢e prema Pravilniku o higijenskoj
ispravnosti vode za pice.

Unos Se u malim koli¢inama je neophodan za normalno funkcionisanje Zivotinjskog i ljudskog
organizma poSto moze da spreci veliki broj bolesti, kao $to su kancer i trovanje teSkim metalima
(Combs i Gray, 1998). Studije geoloskog i bioloskog materijala koji potice iz Srbije ukazali su na
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manjak Se u njima (Cuvardié, 2003). Medutim, prekomeran unos Se dovodi do selenoze, stanja
karakteristicnog po gubitku kose, lomljivim noktima, osipu na kozi, gastrointestinalnim
problemima, zadahu na beli luk i problemima nervnog sistema (Goldhaber, 2003). Selen je
detektovan u ispitivanim ekstraktima drveta u koncentracijama izmedu 5,32 pg-L ™ (hrast kitnjak,
uzorak 5) i 9,56 pg-L* (dzanarika), koje se nalaze ispod maksimalne dozvoljene vrednosti koju je
odredila Svetska zdravstvena organizacija (SZO, 10 ug-L ™).

Ricci i saradnici (2017) ispitivali su elementalni sastav, kao i sadrZzaj potencijalno toksi¢nih
elemenata u komercijalnom taninu za hranu dobijenom iz hrasta luznjaka (Q. robur). Poredenjem
ovih rezultata sa elementalnim sastavom ispitivanih ekstrakata drveta, utvrdeno je da je sadrzaj Cu
mnogo veci nego §to su Ricci i saradnici (2017) dobili, dok je sadrzaj Zn, As, Pb, Cr i Ba bio nizi.
Sadrzaj Sr i Co u ispitivanim ekstraktima drveta nalazio se u opsegu vrednosti kao $to su Ricci i
saradnici (2017) dobili. Teski metali, kao Sto su Cr, Cu i Zn, mogu da uzrokuju nekancerogenu
opasnost po ljudsko zdravlje (Rai i sar., 2019), dok je toksi¢nost Co niska u odnosu na druge
esencijalne elemente u tragovima (Dehelean i Magdas, 2013).

Sadrzaj Ni u ispitivanim ekstraktima drveta je generalno relativno mali (u opsegu: 1,43-77,62
ng-L ™), verovatno zbog male biodostupnosti za biljke, koja je prouzrokovana stvaranjem slabo
rastvornih soli fosfora u zemljistu (Li¢ina i sar., 2017).

Poredenjem elementalnog sastava ispitivanih vrsta drveta sa vrednostima koje su odredene
direktivom koju je propisala SZO za pijacu vodu (WHO, 2004) i Pravilnikom o higijenskoj
ispravnosti vode za pice ("SI. list SRJ", br. 42/98 i 44/99 i "Sl. glasnik RS", br. 28/2019), sadrzaj
Mn i Ni u ekstraktu cera (uzorak 7) je znacajno preSao propisane vrednosti. Sadrzaj Ni u
ekstraktima hrasta kitnjaka iz Ravne Gore (uzorak 6), dzanarike (uzorak 9) i belog duda (uzorak 11)
je malo prelazio vrednost koju je SZO propisala kao maksimalno dozvoljenu za pija¢u vodu, kao i
vrednost propisanu u vodi za pi¢e za vreme redovnih prilika prema Pravilniku o higijenskoj
ispravnosti vode za pice. S druge strane, prema Pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode za pice,
sadrzaj Ni u ovim uzorcima nije prelazio maksimalno dopustenu vrednost propisanu u vodi za pice
za vreme vanrednog stanja.

4.2.9.3 Poredenje elementalnog sastava medu ekstraktima drveta

Posmatranjem i poredenjem elementalnog sastava medu uzorcima drveta, mogu se uociti izvesne
pravilnosti.

Prema sadrzaju makroelemenata, ekstrakt cera (uzorak 7) se izdvojio od ostalih ekstrakata drveta po
najvecoj koli¢ini K, Na i Mg. Bagrem (uzorak 8) se izdvojio prema najvecem sadrzaju Ca.
Dzanarika (uzorak 9) je sadrzala najvecu koli¢inu S i P. S druge strane, ekstrakt divlje tre$nje
(uzorak 10) se izdvojio prema najmanjem sadrzaju Cetiri makroelementa (K, S, P i Na). Hrast
kitnjak iz Kucaja (uzorak 4) je sadrzao najmanju koncentraciju Ca, dok je hrast luznjak iz Olova
(uzorak 3) sadrzao najmanju koncentraciju Mg.

Sadrzaj makroelemenata u ekstraktima hrasta luznjaka i kitnjaka je bio relativno ujednacen.
Poredenjem sadrZzaja makroelemenata medu ovim ekstraktima, moZe se uociti da je hrast kitnjak iz
Ravne Gore (uzorak 6) sadrzao vecu koncentraciju Ca, Mg, P 1 S u odnosu na druge ekstrakte
luznjaka i kitnjaka. Medu ovim elementima, interesantno je zapaziti da je najveci sadrzaj Ca, Mg i S
zapazen u ekstraktu hrasta kitnjaka iz Ravne Gore (uzorak 6), za kojim sledi hrast luznjak iz
Slavonije (uzorak 1), dok je sadrzaj ovih elemenata znacajno nizi u ostalim ekstraktima hrastova
luznjaka i kitnjaka. Hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) sadrzao je vecu koli¢inu Na, kao i manje
koli¢ine K, S i P. Ekstrakt hrasta luznjaka iz Gornjeg Radana (uzorak 2) je takode sadrzao najmanje
P medutim, za razliku od hrasta kitnjaka iz KurSumlije, sadrzao je najvise K u odnosu na ostale
ekstrakte hrasta luznjaka i kitnjaka. Hrast luznjak iz Olova (uzorak 3) je sadrzao manju koli¢inu Mg
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i Na, dok je hrast kitnjak iz Kucaja (uzorak 4) sadrzao manju koncentraciju Ca u odnosu na ostale
ekstrakte luznjaka i kitnjaka.

Poredenjem sadrzaja mikroelemenata, moze se uociti da se ekstrakt cera (uzorak 7) izdvojio od
ostalih ekstrakata drveta prema najvecoj koli¢ini sedam mikroelemenata (Mn, Zn, Co, Ni, Ba, Li i
Sr). Hrast kitnjak iz Ravne Gore (uzorak 6) je sadrzao najvecu koli¢inu tri mikroclementa (Fe, Al i
Cr). Ekstrakt belog duda (uzorak 11) je sadrzao najvecu koli¢inu Pb. DzZanarika (uzorak 9) je
sadrzala najvecu koli¢inu Cu i Se. S druge strane, hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) se izdvojio
po najmanjoj kolicini ¢etiri mikroelemenata (Fe, Pb, Se i1 Sr). Hrast kitnjak iz Kucaja (uzorak 4) je
sadrzao najmanju koli¢inu dva mikroelementa (Zn i Ni), dok je hrast luznjak iz Olova (uzorak 3)
sadrzao najmanju koli¢inu Mn. Ekstrakt divlje treSnje (uzorak 10) se izdvojio prema najmanjem
sadrzaju Cu, dok se bagrem (uzorak 8) izdvojio prema najmanjem sadrzaju Ba. Sadrzaj Cd je
ujednacen u svim analiziranim ekstraktima drveta.

Sadrzaj mikroelemenata u ekstraktima hrasta luznjaka i kitnjaka je mnogo manje ujednacen u
odnosu na sadrzaj makroelemenata u ovim ekstraktima. Razlike u koli¢inama pojedinih
mikroelemenata u ovim ekstraktima su mnogo vecée (u nekim slucajevima ¢ak i preko deset puta
vece). Hrast kitnjak iz Ravne Gore (uzorak 6) sadrzao je znacajno vece koli¢ine Fe, Ni, Al, Cr, Pb,
Sr, Se i Ba, u poredenju sa ostalim ekstraktima luZznjaka i kitnjaka. Medu ovim elementima, najveci
sadrzaj Fe, Ba 1 Pb zapazen je u ekstraktu hrasta kitnjaka iz Ravne Gore (uzorak 6), za kojim sledi
hrast luznjak iz Slavonije (uzorak 1), dok je sadrzaj ovih elemenata znacajno nizi u ostalim
ekstraktima hrastova luznjaka i kitnjaka. Hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) izdvaja se po ve¢em
sadrzaju Mn i Zn, kao i manjim sadrzajem Fe, Cu, Pb, Se i Sr u odnosu na navedene uzorke. Uzorak
hrasta luZznjaka iz Olova (uzorak 3) sadrzao je manju koli¢inu Mn, dok je hrast kitnjak iz Kucaja
(uzorak 4) imao manji sadrzaj Zn, Ni i Ba u odnosu na ostale ispitivane luznjake i kitnjake.

Neki mikroelementi (Al, Cr, Li, Co) nisu bili zastupljeni u svim ekstraktima drveta. Medu razli¢itim
vrstama drveta zapazena je razliCita zastupljenost ovih elemenata. Konkretno, u ekstraktu bagrema
su bili zastupljeni Al i Co, u ekstraktu dzanarike Co i Cr, u ekstraktu divlje treSnje Co, dok su u
ekstraktu belog duda bili zastupljeni Al i Li. U ekstraktu cera su bili zastupljeni Al, Co i Li.
Zastupljenost navedena Cetiri elementa je takode bila razli¢ita medu ekstraktima hrasta luznjaka i
kitnjaka: u hrastu luznjaku iz Slavonije (uzorak 1) i hrastu kitnjaku iz Kursumlije (uzorak 5) su
detektovana sva Cetiri elementa, u hrastu kitnjaku iz Ravne Gore (uzorak 6) Al, Cr i Li, u hrastu
kitnjaku iz Kucaja (uzorak 4) detektovani su Al 1 Li, u hrastu luZnjaku iz Gornjeg Radana (uzorak
2) je detektovan Li, dok hrast luznjak iz Olova (uzorak 3) nije sadrzao ova Cetiri elementa.
Interesantno je zapaziti da Co nije kvantifikovan u vecini ekstrakata hrastova luZznjaka 1 kitnjaka,
dok su koli¢ine u ekstraktima hrasta luznjaka iz Slavonije (uzorak 1) 1 hrasta kitnjaka iz KurSumlije
(uzorak 5) priblizno iste (0,59 pg-L ™" 10,57 pg-L™", respektivno).

Uocene razlike medu ekstraktima drveta u sadrzaju navedena Cetiri elementa mogu da se objasne
¢injenicom da elementalni sastav zavisi od mnogih faktora kao $to su vrsta drveta, geografsko
poreklo, tip zemljista na kojem je drvo raslo, klimatski uslovi kojima je drvo bilo izlozeno i na¢in
susenja drveta.

Na osnovu svega navedenog, moze se zapaziti da se cer (uzorak 7) izdvojio prema najvecoj koli¢ini
mnogih makro- i mikroelemenata. Divlja tresnja (uzorak 10) se izdvojila od drugih ekstrakata
prema najmanjoj koli¢ini makroelemenata, dok se hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) izdvojio
prema najmanjoj koli¢ini veéeg broja mikroelemenata. Ostali ekstrakti drveta su se izdvojili prema
koli¢ini znatno manjeg broja makro- i mikroelemenata u odnosu na druge ekstrakte drveta. Sadrzaj
Cd je ujednacen medu ekstraktima drveta.

Medu hrastovima luznjacima i kitnjacima, hrast kitnjak iz Ravne Gore (uzorak 6) se izdvojio po
najvecoj koli¢ini vecine kvantifikovanih elemenata, za kojim ¢esto sledi hrast luznjak iz Slavonije
(uzorak 1), dok je ekstrakt hrasta kitnjaka iz KurSumlije (uzorak 5) sadrzao najmanje koli¢ine
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vecine elemenata. Interesantno je zapaziti da je hrast kitnjak iz KurSumlije (uzorak 5) jedini uzorak
medu njima koji nije podvrgnut procesu prirodnog susenja.

Moze se zakljuciti da medu ekstraktima drveta postoje razlike u elementalnom sastavu
najverovatnije zbog faktora kao $to su biljna vrsta drveta, geografsko poreklo, faktori sredine i
uticaj zagadujucih supstanci i prirodnih sastojaka iz okoline.

4.2.10 Procenarizika i dnevni unos

Rezultati dobijeni raCunanjem zdravstvenog rizika za elemente sa toksikoloSkom referentnom
vrednoscu (RfD — referentna doza) prikazani su u Tabeli 15. 1z ovih podataka moze se zapaziti da
je HQ vrednost za Mn u ekstraktu cera (uzorak 7) najve¢a. Mn je sastavni deo razli¢itih enzima u
ljudskom telu, kao S$to je superoksid-dizmutaza, i unosi se u relativno velikim koli¢inama
normalnom ishranom, konzumiranjem namirnica kao $to su hleb, ¢aj i voda, ili preko suplemenata.
Medutim, Mn moze da ispolji toksi¢nost kao kumulativan neurotoksin (Hague i sar., 2008).
Dijetalni referentni unos (DRI) za Mn preporucen za decake i devojcice starosti od 14 do 18 godina
je 2,211 1,6 mg-dan*, respektivno (Institute of Medicine, 2001). Posebno je znagajno proceniti rizik
za ovaj uzrast, posto deca tada pocinju da piju alkoholna pic¢a (ukljucujuéi rakiju), i posto su deca
osetljiva kategorija. lako je vrednost za Mn u ekstraktu cera (uzorak 7) ve¢a nego DRI, potencijalni
negativni efekti Mn iz cera na ljudsko zdravlje su minimalni zato $to bi bio neophodan unos jako
velikih koli¢ina ovog ekstrakta (vise od 1L ekstrakta po danu), kako bi se ispoljili znaci toksi¢nosti.
Najveca vrednost za HI je takode izracunata za ekstrakt cera, dok je najmanja vrednost za HI
izraCunata za ekstrakt bagrema (uzorak 8). lako je u ovoj studiji primenjen najgori scenario za
procenu zdravstvenog rizika (koncentracija ukupnog Cr je radunata kao Cr®* i ratunato je da su
ekstrakti konzumirani svaki dan), nekancerogeni rizik za ljudski unos (HI) je bio manji od 1 u svim
ispitivanim ekstraktima. Na osnovu koncentracija devet elemenata (Ca, Fe, Zn, Mn, P, K, Se, Cu i
Mg) u ekstraktima drveta, izraCunat je dnevni unos tih elemenata i, kao najgori scenario,
maksimalna detektovana koncentracija je pomnoZena sa prose¢nim dnevnim unosom rakija (60
mL-dan™*) kako bi se dobio dnevni unos (Tabela 16). Poredenjem dnevnog unosa elemenata sa
njihovim populacionim referentnim i adekvatnim unosom za muskarce koje je definisala EFSA
(2017) (Tabela 16), moze se zapaziti da su dobijene vrednosti bile niZe od referentnih vrednosti, §to
je bilo ocekivano, posto je ovde razmatrana mala koli¢ina alkoholnih pi¢a i nisu uzeti u obzir drugi
izvori hrane. Najmanja razlika izmedu ove dve vrednosti dobijena je za maksimalnu detektovanu
koncentraciju Mn (u ceru), gde je dnevni unos ovog metala oko 10 puta manji nego populacioni
referentni unos (PRI) i adekvatni unos (Al). Za ostale metale, dobijena razlika je 80 ili vise puta
veca.
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Tabela 15. Koeficijent opasnosti (HQ) i indeks opasnosti (HI) izracunat na osnovu sadrzaja potencijalno toksi¢nih elemenata u ekstraktima drveta

*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Al 4,01E-05 0 0 1,60E-05 4,25E-06 4,98E-05 7,90E-06 6,12E-06 0 0 1,06E-05
Ba 1,04E-04 4,13E-05 5,61E-05 3,97E-05 5,42E-05 1,08E-04 1,75E-04 3,89E-05 5,75E-05 1,00E-04 4,83E-05
Cd 5,86E-04 5,17E-04 5,26E-04 5,02E-04 4,76E-04 5,61E-04 6,15E-04 6,02E-04 6,14E-04 5,38E-04 4,79E-04
Co 1,48E-03 0 0 0 1,43E-03 0 6,79E-03 3,80E-04 8,81E-04 2,61E-04 0

Cr 6,84E-05 0 0 0 6,26E-05 1,93E-04 0,00E+00 0 1,61E-04 0 0,00E+00
Cu 1,98E-03 2,08E-03 2,29E-03 2,30E-03 1,73E-03 2,16E-03 2,36E-03 5,03E-03 5,75E-03 9,84E-04 2,52E-03
Fe 1,92E-04 1,05E-04 7,75E-05 1,53E-04 2,62E-05 2,39E-04 3,02E-05 1,31E-04 4,87E-05 3,36E-05 1,64E-04
Li 4,72E-05 4,53E-04 0 2,72E-04 2,50E-04 4,28E-04 3,22E-02 0 0 0 9,81E-05
Mn 2,73E-03 9,45E-04 1,31E-04 4,47E-04 6,54E-03 4,90E-03 1,19E-01 9,78E-04 9,66E-04 1,95E-04 9,65E-04
Ni 1,01E-04 5,49E-05 7,07E-05 5,36E-05 2,70E-04 7,56E-04 2,91E-03 2,88E-04 8,94E-04 1,24E-04 8,12E-04
Se 9,52E-04 9,51E-04 1,05E-03 1,07E-03 7,98E-04 1,16E-03 1,35E-03 1,34E-03 1,43E-03 1,37E-03 1,34E-03
Sr 3,33E-05 2,72E-05 2,42E-05 3,07E-05 2,28E-05 4,34E-05 5,99E-05 5,07E-05 4,12E-05 2,42E-05 3,52E-05
Zn 8,51E-05 5,17E-05 5,64E-05 4,04E-05 1,02E-04 7,47E-05 5,61E-04 3,14E-04 2,33E-04 7,95E-05 4,74E-04
Pb 2,13E-04 1,13E-03 3,17E-04 7,37E-04 5,53E-04 6,95E-04 2,61E-04 1,80E-03 3,61E-04 6,57E-04 7,44E-04

HI 1,20E-02 1,03E-02 5,54E-03 1,18E-02 8,96E-03 1,67E-01 5,19E-03 8,74E-03 4,64E-03 4,37E-03 1,14E-02

"Brojevi u prvom redu predstavljaju oznake uzoraka drveta u skladu sa Tabelom 3
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Tabela 16. Maksimalne detektovane koncentracije elemenata (iz Tabele 14), dnevni unos
elemenata izraCunat na osnovu njihovih maksimalno detektovanih koncentracija, kao i podaci o
populacionom referentnom unosu (population reference intake, PRI), odnosno adekvatnom unosu
(adequate intake, Al) elemenata za muskarce koje je propisala EFSA (2017)

Element Maksimalna detektovana koncentracija Dnevni unos EEFISI : |2017)
Ca 11,48 mg-L™* 0,68 mg-dan™ 950 mg-dan™
P 8,81 mg-L* 0,53 mg-dan™ 550 mg-dan™
Mg 40,73 mg-L™* 2,44 mg-dan™ 350 mg-dan™
K 80,19 mg-L™ 4,81 mg-dan™ 3500 mg-dan™
Cu 306,50 pg-L™ 0,02 mg-dan™ 1,6 mg-dan™
Fe 223,10 pg-L™ 0,01 mg-dan™ 11 mg-dan™
Zn 224,40 pug-L™ 0,01 mg-dan™ 9,4 mg-dan™
Mn 3813,00 pg-L™* 0,23 mg-dan™ 3mg-dan™

Se 9,56 pg-L* 0,57 pg-dan™ 70 pg-dan™

4.2.11 Rezultati klasterske analize (CA) i analize glavnih komponenti (PCA)

Kako bi se utvrdila potencijalna veza izmedu najzastupljenijih polifenola karakteristicnih za svaku
biljnu vrstu drveta i ispitivanih elemenata, primenjene su hemometrijske tehnike (CA i PCA).
Klasterska analiza (CA) je primenjena kako bi se ispitala veza (korelacija) izmedu elemenata
(Tabela 14) i polifenola (Tabela 6), kao i TPC i RSA parametara (Tabela 5). Za analizu su
koris¢ene koli¢ine elemenata i fenolnih jedinjenja u ekstraktima drveta.

Elementi i polifenoli odredeni u ekstraktima drveta podeljeni su u Cetiri klastera (Slika 11).
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Slika 11. Rezultati Klasterske analize primenjene na koncentracije elemenata i fenolnih jedinjenja.
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U prvom klasteru, Al, Fe, galna kiselina, elaginska kiselina i koniferil-aldehid su razdvojeni od
ostalih varijabli. Korelacija izmedu Fe i Al (r = 0,83, p < 0,005) moze da ukazuje na sli¢no
geografsko poreklo. S druge strane, Fe i Al su obi¢no u korelaciji sa organskom supstancom u
zemljistu $to pokazuje da koncentracija metala u zemljiStu ne zavisi striktno od porekla (Licina i
sar., 2017). Prisustvo fenolnih kiselina u ovom klasteru moze da ukazuje na isti zaklju¢ak do kojeg
su dosli Kabata-Pendias i Pendias (2001), odnosno da organske kiseline kao $to su galna i/ili
elaginska kiselina, mogu da podsticu mobilnost slaborastvornih oblika elemenata u tragovima iz
zemljista do biljaka, kao 1 mobilnost u samoj biljci.

U drugom klasteru su se nalazili samo polifenoli, $to ukazuje na odsustvo uticaja sadrzaja
elemenata na sadrzaj ovih polifenola u ekstraktima drveta. Takode, prema rezultatima korelacione
analize kofeinska Kkiselina je bila jedina komponenta bez znacajnih korelacija u ovom podklasteru.

Treci klaster se sastoji od elemenata koji su medusobno korelisani. Najznacajnije korelacije su
dobijene izmedu K, Ni, Li, Mn, Na i Mg, sa regresionim koeficijentima u opsegu od 0,81 do 0,99 (p
< 0,005). Kalijum je pokazao znacajnu korelaciju sa Zn (r = 0,91, p < 0,0001). U okviru ovog
klastera, Ca, Sr, S, Se i Cd su se grupisali na osnovu korelacija medu njima, u kojima u se
regresioni koeficijenti nalazili u opsegu od 0,74 do 0,89 (p < 0,01). Biljke mogu da unose
stroncijum zajedno sa kalcijumom, posto ovi elementi imaju sli¢ne hemijske osobine.

U fizioloskim procesima u biljkama, unos i delovanje stabilnog Sr** na rast biljaka zavise od
koncentracije Ca** (Burger i Lichtscheidl, 2019). Pored toga, Sr moZe da se taloZi zajedno sa Ca u
obliku oksalata i sulfata u razli¢itim tkivima biljaka. Formiranje kristala koji sadrze Ca i Sr mogu da
igraju ulogu u regulaciji i detoksikaciji ovih elemenata u biljkama kao i u zastiti biljaka od
herbivora (He i sar., 2012). S druge strane, korelacija izmedu Se i S moze se objasniti ¢injenicom da
selen ublazava stres u biljkama zbog njegovog kapaciteta da podsti¢e sintezu sumpornih jedinjenja
(Schiavon i sar., 2017).

Cetvrti klaster ¢ine TPC, RSA, Pb, P, Cu, Cr, zajedno sa nekim polifenolima. Ovaj klaster je
podeljen na dva podklastera: jedan se sastoji od P, Cu, Cr i protokatehuinske Kiseline i
neohlorogene kiseline (5-O-kafeoilhininske kiseline). Korelacija izmedu P i protokatehuinske
kiseline (r = 0,93, p < 0,0001) ukazuje na poveéanu biodostupnost fosfora uz pomo¢ ove kiseline,
kao i1 na redukciju u adsorpciji fosfora uz pomo¢ minerala koji vezuju fosfor (Hu i sar., 2005).
Povecavanjem sadrzaja protokatehuinske kiseline, poveéava se mobilnost fosfora u zemljitu i na
taj nacin poboljSava njegova biodostupnost (Hu i sar., 2005).

Drugi podklaster ¢ine parametri koji ukazuju na antioksidativni potencijal ekstrakata, kao $to su
TPC i RSA, kao i neki polifenoli i Pb. Na osnovu ekstrahovanih koncentracija Pb, moze se uociti da
je ekstrakt belog duda bio najvise obogacen ovim elementom. Takode, u ekstraktu belog duda su
uocene 1 najveée vrednosti za TPC i RSA, kao i sadrzaj oksiresveratrola, naringina, hiperozida,
eskulina, kempferol-7-O-glikozida, kao i p-hidroksibenzoeve kiseline. Ovaj uzorak je takode jedini
koji sadrzi resveratrol, pterostilben i izoramnetin-3-O-glikozid.

Kako bi se utvrdile razlike medu ekstraktima drveta, primenjena je analiza glavnih komponenata na
ukupan set podataka koris¢enih za klastersku analizu. Rezultati su prikazani na Slici 12. Na osnovu
PCA, prvih pet glavnih komponenti objasnjavaju 93,83% varijabilnosti seta podataka. Prva glavna
komponenta opisuje 36,70%, druga 22,57%, treca 19,58%, cetvrta 10,04%, i peta komponenta
4,94% od ukupne varijanse (varijabiliteta). Divlja tresnja (uzorak 10) se izdvojila od ostalih
ekstrakata (Slike 12A i 12B) po najve¢em sadrzaju vecine fenolnih jedinjenja. Ovo pokazuje da je
divlja tresnja kao biljka generalno bogat izvor fenolnih jedinjenja koji mogu da se koriste kao
hemotaksonomski markeri. Ovo zapazanje je oCekivano poSto crveno-braon boja drveta divlje
tresnje potice od fenolnih jednjenja. Pored toga, plodovi divlje treSnje predstavljaju bogat izvor
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fenolnih jedinjenja i antocijana (Mratini¢ i sar., 2012). Na osnovu PCA grafika skorova (Slika 12A)
moze se zapaziti grupisanje ckstrakata hrastova luznjaka i kitnjaka (uzorci 1-6) oko PC2. Fenolna
jedinjenja koja izdvajaju ekstrakte hrasta od ostalih uzoraka su galna kiselina (1), elaginska kiselina
(7) 1 koniferil-aldehid (37) (Slika 12B). Velike kolicine Pb, Zn, i razlic¢itih polifenola
(oksiresveratrol (32), naringin (25), hiperozid (10), eskulin (34), kempferol-7-O-glikozid (12), p-
hidroksibenzoeva kiselina (4), resveratrol (31), pterostilben (33), izoramnetin (15) i izoramnetin-3-
O-glikozid (11)) izdvojili su ekstrakt belog duda u odnosu na ostale uzorke. Bilo je o¢ekivano da se
dzanarika (uzorak 9) i divlja treSnja (uzorak 10) grupiSu zajedno po$to obe pripadaju familiji
Rosaceae, medutim njihovo razdvajanje verovatno poti¢e od razliitog kvaliteta drveta, kao i
¢injenice da je divlja treSnja uglavnom Sumska biljka dok se dzanarika ¢esto sadi u voénjacima.
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Slika 12. PCA grafik skorova (A) i grafik varijabli (B). Redni brojevi na grafiku 12A odgovaraju
rednim brojevima uzoraka prema Tabeli 3, dok redni brojevi na grafiku 12B odgovaraju rednim
brojevima fenolnih jednjenja prema Tabeli 6.
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4.3 DRUGI DEO - Elektrohemijska svojstva drveta
4.3.1 Rezultati preliminarnih ispitivanja elektrohemijskog ponaSanja etanolnih model-ekstrakata
drveta

Dve elektrohemijske metode su primenjene za ispitivanje elektrohemijskog ponasanja i procenu
antioksidativne aktivnosti razlic¢itih etanolnih model-ekstrakata. Odgovarajuéi voltamogrami su
prikazani na Slici 13 (cikli¢ni voltamogrami) i Slici 14 (diferencijalno pulsni voltamogrami).
Kalijum-hlorid (0,1 M) upotrebljen je kao pomo¢éni elektrolit. Iz cikli¢nih voltamograma (Slika 13)
moze se zapaziti da ispitivani uzorci sadrze anodne oksidacione pikove, uglavnom jedan anodni pik,
dok u suprotnom smeru nisu zapazeni katodni pikovi. Dva ireverzibilna oksidaciona pika su
zapazena u ekstraktima bagrema i divlje tresnje. Uzorci hrasta pokazuju skoro isto elektrohemijsko
ponasanje, sa jednim dominantnim oksidacionim pikom na oko 0,5-0,6 V.
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—— Hrast Gornji Radan (2)
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Slika 13. Cikli¢ni voltamogrami etanolnih ekstrakata drveta. Brojevi u zagradama pored vrste
drveta odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3.

U ispitivanim ekstraktima drveta uz pomo¢ te€ne hromatografije detektovane su fenolne kiseline za
koje Alafion i saradnici (2011) navode da najviSe doprinose antioksidativnom potencijalu, odnosno
galna, protokatehuinska, p-kumarinska i elaginska kiselina. Takode, pri ispitivanju antioksidativnih
svojstava ekstrakata drveta primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije u okviru ove
disertacije, zapazeno je da galna kiselina, ferulinska kiselina, p-kumarinska kiselina i kofeinska
kiselina znacajno doprinose antioksidativnoj aktivnosti. Simi¢ i saradnici (2007) su ispitivali
elektrohemijsko ponaSanje fenolnih kiselina i moZe se zapaziti da je sli¢no u odnosu na ispitivane
ekstrakte drveta, u smislu odsustva katodnih pikova i sa oksidacionim pikovima na slicnim
potencijalima. Sa Slike 13 zapazeno je da ekstrakt bagrema pokazuje razli¢ito ponasanje u odnosu
na druge uzorke, odnosno prisustvo dva oksidaciona pika pra¢ena viSom oksidacionom strujom, §to
je u skladu sa HPTLC fenolnim profilima tog uzorka dobijenim u okviru ove disertacije. Takode, sa
iste slike se moze zapaziti da su divlja tre$nja, beli dud i dZzanarika sadrzali dva definisana
oksidaciona pika, medutim vrednost dobijene struje je bila znac¢ajno niza u odnosu na ostale uzorke.
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Slika 14. Diferencijalno pulsni voltamogrami etanolnih ekstrakata drveta. Brojevi u zagradama
pored vrste drveta odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3.

U ovoj disertaciji je testirana potencijalna upotreba diferencijalno pulsne voltametrije (DPV) kroz
ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja i antioksidativnog potencijala ekstrakata i uporedivanjem
rezultata sa ciklicnom voltametrijom, kao metodom koja je Siroko prihvacena u te svrhe. Ista grupa
uzoraka je ispitivana DPV metodom, u istom opsegu potencijala. Rezultati su prikazani na Slici 14.
Samo oksidacioni pikovi su kori$¢eni, posto redukcioni pikovi nisu bili prisutni u CV
eksperimentima. U DPV metodi su, sli¢no kao kod CV metode, svi uzorci posedovali oksidacione
pikove. Voltamogram uzoraka hrasta je sadrzao jedan oksidacioni pik na slicnom potencijalu kao
kod CV, dok su voltamogrami divlje tresnje, belog duda i dzanarike sadrzali dva dobro definisana i
dobro razdvojena pika. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se uociti da je DPV metoda takode
pouzdana i efektivha metoda za razdvajanje pikova i mogucu procenu tipa polifenolnih jedinjenja.

4.3.2 Rezultati poredenja elektrohemijskih metoda za procenu antioksidativnog potencijala
uzoraka

Elektrohemijske metode se Siroko upotrebljavaju za kvantifikaciju antioksidanasa (jedinjenja koja
pokazuju antioksidativnu aktivnost) u razli¢itim uzorcima. Ove metode se zasnivaju na
kvantifikaciji oblasti ispod oksidacionih/redukcionih pikova. U ispitivanim uzorcima, gde su samo
oksidacioni pikovi prisutni, antioksidativna aktivnost je procenjena kao povrSina ispod
oksidacionog talasa uzoraka, u opsegu od 0 V do 1 V. U uzorcima hrasta, najintenzivniji pik je
detektovan na potencijalu od oko 450 mV, i oblast ispod ovog pika obelezena je kao Qaso. Najveca
vrednost je prikazana kao 100%, dok su ostale vrednosti prikazane u odnosu na ovu vrednost.
Rezultati obe metode su sumirani u Tabeli 17.

Na osnovu rezultata, moze se utvrditi da se obe metode mogu upotrebiti za kvantitativno
odredivanje antioksidanasa u ispitivanim uzorcima. Jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA)
pokazalo se da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu DPV i CV metoda (F (0,00066) < Ferit
(4,35124)). Glavne prednosti elektrohemijskog pristupa predstavlja to Sto su metode brze, nema
potrebe za pripremom uzoraka, nije neophodno razblazivanje uzoraka i ne Kkoriste se dodatne
hemikalije. Glavna razlika u primenjenim metodama je brzina skeniranja. U serijama eksperimenata
CV je nesto pozeljnija metoda posto je brza u odnosu na DPV. Na osnovu toga, cikli¢na
voltametrija je odabrana za dalje eksperimente.
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Tabela 17. Poredenje rezultata antioksidativnog kapaciteta dobijenih cikliénom voltametrijom (CV)
i diferencijalnom pulsnom voltametrijom (DPV) etanolnih model-ekstrakata drveta

Broj uzorka CV DPV
1 26,60 27,52
2 25,89 26,28
3 13,95 14,13
4 19,03 20,27
5 31,04 29,65
6 31,85 31,49
7 0,04 0,06
8 91,00 92,24
9 85,99 85,78
10 19,22 21,35
11 100,00 100,00

* Brojevi 1-11 u prvoj koloni odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3

4.3.3 Elektrohemijska svojstva rakija koje su odlezavale u kontaktu sa drvetom

Nakon uspe$nih preliminarnih elektrohemijskih ispitivanja ekstrakata drveta, pracen je uticaj
razlicitih ekstrakcionih sredstava (etanola i dve domace rakije), vrste drveta i vremena odlezavanja
na ekstrakte. Na osnovu dobijenih rezultata, cikli¢na voltametrija je odabrana za dalje eksperimente
kao analiticka tehnika za brzo pracenje antioksidativnog kapaciteta razlicitih vrsta uzoraka.

Uzorci drveta su ekstrahovani domac¢im rakijama (jabukovacom i §ljivovicom) i etanolom (45%),
koji je koris¢en kao kontrola. Za vreme trajanja eksperimenta (15 meseci) praceno je
elektrohemijsko ponasanje svih ekstrakata posle 1, 2, 3, 6 i 15 meseci ekstrakcije, kao §to je opisano
u odeljku 3.4, i snimljeni su CV voltamogrami. Reprezentativni voltamogrami dobijeni za hrast
luznjak ekstrahovan razli¢itim rastvaracima (jabukovacom (A), Sljivovicom (P) i 45% etanolom
(E)) tokom 1, 2, 3, 6 i 15 meseci prikazani su na Slici 15, dok su rezultati uticaja vremena
ekstrakcije na koncentraciju jedinjenja koja pokazuju antioksidativnu aktivnost prikazani u Tabeli

18.
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Slika 15. Reprezentativni cikli¢ni voltamogrami dobijeni nakon razli¢itih vremena ekstrakcije za
hrast luznjak ekstrahovan: (A) jabukovac¢om; (B) Sljivovicom; (C) 45% etanolom

Tabela 18. Uticaj vremena ekstrakcije uzoraka drveta na koncentraciju jedinjenja koja pokazuju
antioksidativnu aktivnost u ekstraktima (A1-All uzorci ekstrahovani jabukovacom; P1-P11 uzorci
ekstrahovani sljivovicom; E1-E11 uzorci ekstrahovani etanolom (45%))

Period —» 1 mesec 2 meseca 3 meseci 6 meseci 15 meseci
Uzorak | (x10°C)  (x10°C) (x10°C) (x10°C)  (x10°C*)
Al 1,80 1,85 1,82 1,85 1,84
A2 1,30 1,33 1,28 1,33 1,36
A3 0,97 0,97 1,10 0,93 1,07
Ad 1,36 1,41 1,41 1,47 1,51
A5 1,48 1,58 1,53 1,56 1,51
A6 1,78 1,68 1,44 1,67 1,59
A7 0,05 0,04 0,06 0,06 0,06
A8 7,96 7,81 7,46 7,72 7,83
A9 5,90 5,47 5,68 5,93 5,90
A10 1,37 1,43 1,41 1,45 1,44
All 7,52 8,22 7,87 7,65 7,95
P1 1,74 1,68 1,72 1,80 1,78
P2 1,90 1,97 1,76 1,85 1,82
P3 1,00 0,88 1,15 0,94 1,06
P4 1,33 1,43 1,45 1,37 1,39
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PS 2,17 2,31 2,29 2,39 2,29
P6 2,28 2,30 2,42 2,26 2,38
P7 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
P8 6,48 6,75 6,41 6,56 6,54
P9 6,17 6,10 6,15 6,23 6,21
P10 1,36 1,22 1,34 1,30 1,31
P11 7,13 7,04 6,90 7,10 7,00
El 1,67 1,60 1,75 1,67 1,70
E2 1,70 1,58 1,70 1,60 1,77
E3 1,27 1,24 1,23 1,29 1,24
E4 1,50 1,56 1,56 1,54 1,53
ES 2,12 2,08 2,12 2,29 2,19
E6 1,85 2,17 2,26 2,23 2,31
E7 0,08 0,08 0,07 0,08 0,08
ES8 4,68 4,62 4,87 4,73 4,70
E9 6,57 6,86 6,48 6,66 6,76
E10 1,58 1,52 1,53 1,57 1,62
Ell 7,40 7,38 7,34 7,58 7,54

* Vrednosti u tabeli predstavljaju koli¢inu naelektrisanja koja je prosla tokom oksidacije polifenola
iz ekstrakata, i izraZzene su u kulonima (C)

Na osnovu rezultata moze se zapaziti da je najvecéa koli¢ina fenolnih jedinjenja, koji najvise uti¢u na
antioksidativni kapacitet uzoraka, ekstrahovana za vreme prvog meseca ekstrakcije. Sa duzim
vremenom ekstrakcije, primecen je samo blagi rast, a u nekim slucajevima ¢ak i blagi pad u
koncentraciji ovih jedinjenja. Primenom jednofaktorske analize varijanse (ANOVA), dobijeno je
da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu razli¢itih vremena ekstrakcije (F (0,003) < Fgit
(2,428)). Sli¢no tome, Delia i saradnici (2017) su zapazili da je 20 dana odlezavanja bilo dovoljno
za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz iverja francuskog hrasta u crveno vino, §to je u skladu sa
rezultatima ove disertacije. Mogucée objaSnjenje za nepostojanje razlika u koncentraciji ukupnih
fenolnih jedinjenja sa vremenom ekstrakcije je u procesu difuzije i postizanju ravnoteznog stanja.
Ispitujuci sadrZzaj pojedinacnih jedinjenja tokom 12 meseci odlezavanja crvenog vina u kontaktu sa
hrastovim drvetom (burad, iverje i duge), Del Alamo Sanza i saradnici (2004) zapazili su zna¢ajan
porast u koncentraciji p-kumarinske kiseline, ferulinske kiseline, galne kiseline, protokatehuinske
kiseline, kofeinske kiseline i protokatehuinskog aldehida, blagi porast u koncentraciji siringinske
kiseline, sinapinske kiseline i vanilina, i jasan pad u koncentraciji gentizinske kiseline, p-
hidroksibenzaldehida i vanilinske kiseline tokom vremena. Medutim, oni nisu ispitivali sadrzaj
ukupnih antioksidanasa. Moguc¢e je da se u uzorcima ispitivanim u ovoj disertaciji sadrzaj
pojedinac¢nih polifenola menja sa vremenom ekstrakcije, ali da se ukupna koncentracija
antioksidanasa vrlo malo menja. Medutim, bile bi potrebne obimne dodatne studije kako bi se ova
pretpostavka potvrdila. Ove male promene koje su ustanovljene nisu statisticki znacajne, te mogu
da se pripiSu greSkama softvera ili eksperimentalnim greskama, tako da svi rezultati mogu da se
prikazu kao rezultati prvog meseca ekstrakcije, u kojem je efikasnost ekstrakcije najveca.

U Tabeli 19 predstavljeno je poredenje efikasnosti ekstrakcije dobijene posle prvog meseca
ekstrakcije uzoraka drveta u zavisnosti od primenjenog ekstrakcionog sredstva. Zapazeno je da
jabukovaca poseduje najmanju efikasnost ekstrakcije za sve vrste drveta osim za bagrem (uzorak 8),
u kojem je kvantifikovana najveca koli¢ina jedinjenja sa antioksidativnim kapacitetom.

Najveci antioksidativni kapacitet kvantifikovan je u ekstraktima bagrema (uzorak 8), dzanarike
(uzorak 9) i belog duda (uzorak 11), ¢ije su vrednosti mnogo veée u odnosu na ostale uzorke. To je
potvrdeno za sva tri ekstrakciona sredstva. Ova zapazanja su u skladu sa sadrzajem polifenola u
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ekstraktima ispitivanih uzoraka drveta (Tabela 6). S druge strane, najmanji antioksidativni
kapacitet je detektovan u ekstraktu cera, $to je takode u skladu sa zapaZanjima o antioksidativnoj
aktivnosti standardnim spektrofotometrijskim metodama. Ovo se takode moze zapaziti na Slici 14
kao mali i slabo definisan pik na potencijalu od oko 0,3 V (DPV voltamogram).

Tabela 19. Poredenje efikasnosti ekstrakcije ekstrakata drveta posle prvog meseca eksperimenta

Redni broj uzorka*  45% Etanol Sljivovica Jabukovaca
1 22,57 24,40 22,61
2 22,97 26,65 16,33
3 17,16 14,03 12,19
4 20,27 18,65 17,09
5 28,65 30,43 18,59
6 25,00 31,98 22,36
7 1,08 0,42 0,63
8 63,24 90,88 100,00
9 88,78 86,54 74,12
10 21,35 19,07 17,21
11 100,00 100,00 94,47

* Brojevi 1-11 u prvoj koloni odgovaraju rednom broju uzorka prema Tabeli 3.

4.3.4 Rezultati analize glavnih komponenata (PCA analiza) rezultata ciklicne voltametrije

Analiza glavnih komponenata je primenjena kako bi se ustanovile razlike u elektrohemijskom
ponasanju ispitivanih ekstrakata na osnovu vremena ekstrakcije, ekstrakcionog sredstva i vrsta
drveta.

PCA analizom rezultata dobijenih ciklicnom voltametrijom (Slika 16) dobijeno je da dve glavne
komponente opisuju 99,94% varijanse seta podataka. Prva glavna komponenta objasnjava 99,88 %,
dok druga objasnjava samo 0,06 % seta podataka. lako PCA grafik skorova (Slika 16A) nije
pokazao dobro razdvajanje i vecina ekstrakata je grupisana u jedan klaster, ekstrakti bagrema (A8,
P8, E8), dzanarike (A9, P9, E9) i belog duda (All, P11, E11) su se izdvojili po PC1 osi od svih
ostalih ekstrakata. Na osnovu PCA analize moze se videti da ne postoji uticaj vremena ekstrakcije
(1, 2, 3, 6 i 15 meseci), kao ni ekstrakcionih sredstava (jabukovaca, §ljivovica, 45% etanol) na
koncentraciju antioksidanasa. S druge strane, pokazalo se da vrsta drveta ima uticaja na sadrzaj
antioksidanasa i na osnovu grafika varijabli (Slika 16B) moze se zapaziti da su se ekstrakti bagrema
(uzorak 8), dzanarike (uzorak 9) i belog duda (uzorak 11) izdvojili zbog njihovog povecanog
sadrzaja antioksidanasa tokom svih perioda ekstrakcije.
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Slika 16. Grafik skorova (A) i grafik varijabli (B) dobijeni PCA analizom rezultata dobijenih

ciklicnom voltametrijom. Oznake na grafiku A odgovaraju oznakama uzoraka sa Tabele 18.
Oznake na grafiku B odgovaraju vremenima ekstrakcije izrazenom u mesecima
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5. ZAKLJUCAK

Ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije bila su podeljena u dva dela. U prvom delu je uradena
detaljna analiza hemijskog sastava ekstrakata drveta koji se upotrebljavaju u procesu odlezavanja
alkoholnih pi¢a u Srbiji. U drugom delu rada izvrSeno je pracenje hemijskog sastava ekstrakta
drveta koje je bilo u kontaktu sa model-rastvorom etanola, odnosno rakijom, tokom razli¢itih
vremenskih perioda u cilju utvrdivanja uticaja vrste ekstrakcionog sredstva, duzine ekstrakcije i
biljnog porekla drveta na sastav ekstrakta i rakije.

Na osnovu ispitivanja sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnog kapaciteta moze se
zapaziti da svi ekstrakti drveta, osim cera, pokazuju znacajnu antioksidativnu aktivnost. Beli dud i
dzanarika su se izdvojili od ostalih uzoraka drveta po znacajno vecoj antioksidativnoj aktivnosti.
Suprotno tome, cer je sadrzao najmanju koli¢inu polifenola i najnizi antioksidativni kapacitet, §to se
moze uociti 1 na osnovu analize sadrzaja pojedinacnih fenolnih jedinjenja uz pomo¢ visokoefikasne
te¢ne hromatografije.

Ispitivanjem sadrzaja pojedinacnih fenolnih jedinjenja uz pomo¢ visokoefikasne tecne
hromatografije, zapazeno je da su se biljne vrste drveta medu sobom mnogo viSe razlikovale prema
kvantitativnom sastavu, i da je samo nekoliko jedinjenja bilo karakteristicno samo za jednu vrstu
drveta. Daizdein je detektovan samo u divljoj tre$nji, dok su resveratrol, pterostilben i izoramnetin-
3-O-glikozid detektovani jedino u dudu.

Elaginska kiselina je bila najzastupljenija fenolna kiselina u svim ekstraktima drveta.

Ekstrakt divlje treSnje se izdvojio od ostalih uzoraka drveta prema tome S§to je bio najbogatiji
flavonoidima, i jedini je sadrzao velike koli¢ine flavanona i flavona. Najzastupljenija jedinjenja u
ekstraktu divlje tresnje bila su flavanonol (taksifolin), zatim flavanoni (pinocembrin i naringenin),
flavon (hrizin), kao i fenolna kiselina (elaginska kiselina). Drvo tre$nje je bilo karakteristi¢no po
prisustvu izoflavona kao $to su genistein i daidzein. Prema rezultatima ove doktorske disertacije,
pored jedinjenja navedenih u nau¢noj literaturi, sledeca jedinjenja takode doprinose identifikaciji
divlje tresnje: kvercetin, kempferol, galangin, viteksin, luteolin, apigenin, acacetin, genkvanin,
genistein i eskuletin.

Jedino uzorci hrasta luznjaka i kitnjaka nisu sadrzali p-hidroksibenzoevu kiselinu.

Za identifikaciju hrasta luznjaka i hrasta kitnjaka moZe se koristiti prisustvo galne i velike koli¢ine
elaginske kiseline, $to je u skladu sa raspolozivom nau¢nom literaturom. Medutim, prema
rezultatima ove disertacije, u bagremu su takode detektovana ova jedinjenja, ali je sadrzaj elaginske
kiseline u bagremu dosta nizi u odnosu na uzorke hrasta. Najzastupljenije jedinjenje u ceru je, kao i
u slucaju hrasta luznjaka i kitnjaka, elaginska kiselina, medutim, njen sadrzaj je znacajno nizi u
odnosu na ostale uzorke.

Najzastupljenija jedinjenja u bagremu su fenolne kiseline (elaginska i p-hidroksibenzoeva kiselina),
dok su takode zastupljeni i galna kiselina i oksiresveratrol.

U belom dudu je detektovan najveci broj ispitivanih fenolnih jedinjenja. U ekstraktu belog duda je
zapazeno prisustvo stilbena. Najzastupljenija jedinjenja u dudu su flavanonol (taksifolin), stilbeni
(oksiresveratrol i resveratrol), kao i fenolne Kkiseline (elaginska, p-hidroksibenzoeva i
protokatehuinska kiselina). U odnosu na ostale uzorke drveta, beli dud je sadrzao najvece koli¢ine
p-hidroksibenzoeve kiseline i oksiresveratrola, dok su resveratrol i pterostilben detektovani samo u
belom dudu.
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Najzastupljenija jedinjenja u dzanarici su fenolne kiseline (elaginska i protokatehuinska kiselina) i
flavanonol (taksifolin). Dzanarika je sadrzala najveéu koli¢inu protokatehuinske Kiseline i
neohlorogene kiseline. Takode sadrzi velike koliine taksifolina, $to moze da doprinese
identifikaciji ove biljne vrste. U naucnoj literaturi postoji vrlo malo podataka o fenolnom profilu
Sljive 1 dzanarike.

Na osnovu polozaja maksimuma na normiranim fluorescentnim emisionim spektrima uzoraka
drveta i ekstrakata moze se pretpostaviti sledece:

Lignin drveta belog duda sadrzi vecu koli¢inu ferulinske kiseline i druga fenolna jedinjenja koja
emituju na manjim talasnim duzinama, u odnosu na najéeS$¢e zastupljene ligninske monomere.
Divlja treSnja sadrzi sli¢ne fluorofore kao hrast i bagrem, odnosno lignin i flavonoide, posto se
njena dva maksimuma poklapaju sa maksimumom uzoraka hrasta i maksimumom od bagrema.
Dzanarika sadrzi sli¢ne fluorofore kao hrast, odnosno lignin, ali i manju koli¢inu flavonoida.

Oblici fluorescentnih spektara za ekstrakte drveta su mnogo jednostavniji, sa mnogo manjim
razlikama u oblicima spektara i polozajima njihovih maksimuma nego za uzorke drveta, zato $to
ekstrakti, za razliku od drveta, ne sadrze lignin i poseduju manje fluorofora. Ekstrakti belog duda i
bagrema su se izdvojili od ostalih ekstrakata drveta prema polozajima maksimuma njihovih
fluorescentnih spektara. Maksimum za ekstrakt duda je jedini pomeren ka manjim talasnim
duzinama, najverovatnije zbog prisustva stilbena, dok je maksimum za ekstrakt bagrema jedini
pomeren ka ve¢im talasnim duZinama, najverovatnije zbog prisustva flavanona ili flavonola.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti ekstrakata drveta, utvrdeno je da su ekstrakti drveta bili
najaktivniji na MRSA, S. aureus i S. pyogenes. Najnize vrednosti MIC i MBC detektovane su za
ekstrakt duda na MRSA. Pored duda, ekstrakti hrasta kitnjaka koji nije podvrgnut procesu
prirodnog suSenja (uzorak 5), cera (uzorak 7) i bagrema (uzorak 8) su se izdvojili prema Visokoj
aktivnosti na MRSA, dok su se ekstrakti cera i svih hrastova kitnjaka izdvojili prema visokoj
aktivnosti na S. aureus. Najveée zone inhibicije rasta S. mutans i S. aureus uocene su za ekstrakt
divlje treSnje. Ekstrakti dzanarike, divlje treSnje 1 duda znacajno su inhibirale rast L.
monocytogenes. Ekstrakt hrasta kitnjaka koji nije podvrgnut procesu prirodnog susenja (uzorak 5)
imao je nizu MIC vrednost prema navedenom mikroorganizmu u odnosu na druge ekstrakte hrasta
luznjaka i kitnjaka. E. coli je bila manje osetljiva na testirane ekstrakte. C. albicans je pokazala
osetljivost samo na ekstrakt divlje tre$nje, dok je na ostale ekstrakte pokazala slabu osetljivost.

Prema rezultatima odredivanja antimikrobne aktivnosti, ekstrakt divlje tresnje se izdvojio u odnosu
na ostale ekstrakte po jakoj aktivnosti prema svim ispitivanim patogenim organizmima.

Ispitivanjem sadrZaja mikroelemenata 1 makroelemenata u uzorcima drveta, zapazeno je da se
ekstrakt cera izdvojio u odnosu na ostale uzorke prema najve¢im koli¢inama mnogih elemenata,
odnosno Mn, Zn, Co, Ni, Ba, Li i Sr.

Poredenjem elementalnog sastava uzoraka hrasta luznjaka i kitnjaka, hrast kitnjak iz Ravne Gore
(uzorak 6) se izdvojio po najvecoj kolicini vecine elemenata, dok je ekstrakt hrasta kitnjaka iz
Kur$umlije (uzorak 5), jedini uzorak medu njima koji nije podvrgnut procesu prirodnog susenja,
sadrzao najmanje koli¢ine vecine elemenata. Koncentracije teskih metala u ekstraktima drveta bile
su mnogo nize u odnosu na maksimalne dozvoljene vrednosti u vo¢nim rakijama.

Koncentracije elemenata su uglavnom bile u skladu sa vrednostima koje su odredene direktivom
koju je propisala Svetska zdravstvena organizacija (SZO) za pijacu vodu i Pravilnikom o
higijenskoj ispravnosti vode za pice. Jedino su postojala odstupanja u sadrzaju Mn i Ni za neke
uzorke. Konkretno, sadrzaj Mn i Ni u ekstraktu cera je znacajno presao propisane vrednosti, dok je
sadrzaj Ni u ekstraktima hrasta kitnjaka iz Ravne Gore (uzorak 6), dzanarike i belog duda malo
prelazio vrednost koju je SZO propisala kao maksimalno dozvoljenu za pijacu vodu, i vrednost
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propisanu u vodi za pic¢e za vreme redovnih prilika prema Pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode
za pice. S druge strane, prema Pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode za pice, sadrzaj Ni u
uzorcima hrasta kitnjaka iz Ravne Gore, dzanarike i belog duda nije prelazio maksimalno dopustenu
vrednost propisanu u vodi za pi¢e za vreme vanrednog stanja.

Racunanjem procene rizika, dobijeno je da je HQ vrednost za Mn u ekstraktu cera najveca. lako je
vrednost za Mn u ekstraktu cera veca u odnosu na dijetalni referentni unos (DRI) preporucen za
decake i devojcice starosti od 14 do 18 godina, potencijalni negativni efekti Mn iz cera na ljudsko
zdravlje su minimalni zato $to bi bio neophodan unos jako velikih koli¢ina ovog ekstrakta (vise od
1L ekstrakta po danu), kako bi se ispoljili znaci toksi¢nosti. Najveca vrednost za HI je takode
izraCunata za ekstrakt cera, dok je najmanja vrednost za HI izracunata za ekstrakt bagrema.
Nekancerogeni rizik (HI) je za sve ispitivane ekstrakte bio manji od 1, na osnovu ¢ega je zaklju¢eno
da su svi ekstrakti bezbedni.

U drugom delu doktorske disertacije, pra¢enjem elektrohemijskog ponaSanja rakija, odnosno
model-rastvora etanola, koje su eksperimentalno odlezavale u kontaktu sa drvetom i uticaja
vremena ekstrakcije, ekstrakcionog sredstva i vrsta drveta, moze se zakljuciti da ne postoji uticaj
razli¢itih vremena ekstrakcije, kao ni razlicitih ekstrakcionih sredstava (jabukovaca, §ljivovica, 45%
etanol) na koncentraciju antioksidanasa. S druge strane, pokazalo se da vrsta drveta ima uticaja na
sadrzaj antioksidanasa i da su se ekstrakti bagrema, dzanarike i belog duda izdvojili zbog
povecéanog sadrzaja antioksidanasa tokom svih perioda ekstrakcije.

Na osnovu svih prikazanih rezultata moze se zapaziti sledece: ekstrakti su generalno bogati
fenolnim jedinjenjima i imaju visoku antioksidativnu aktivnost. Cer je jedini imao znacajno niZi
antioksidativni kapacitet i sadrzaj pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja, ali je imao veéi sadrzaj
potencijalno toksi¢nih jedinjenja. Divlja tre$nja je imala visok sadrzaj flavonoida, dok je beli dud
bio karakteristican po prisustvu stilbena. Takode, ove dve vrste drveta su se izdvojile prema
znacajnoj antimikrobnoj aktivnosti, zahvaljuju¢i kojoj imaju potencijal da se upotrebe kao
konzervans za zastitu hrane sa kratkim rokom trajanja.

Uz pomo¢ spektrofluorimetrije, beli dud i bagrem su se razdvojili prema tome S§to su pomereni
prema manjim, odnosno ve¢im talasnim duzinama. Uz pomo¢ elektrohemijskih metoda, ekstrakti
bagrema, dzanarike i belog duda izdvojili su se prema vec¢em sadrzaju antioksidanasa u odnosu na
druge uzorke.

Na kraju, moze se zakljuditi da su spektrofluorimetrija, ciklicna voltametrija i diferencijalna pulsna
voltametrija, metode koje do sad nisu primenjivane na uzorcima drveta prema raspolozivoj
literaturi, pogodne za analizu ektrakata drveta kao jednostavne, brze i pristupacne tehnike koje ne
zahtevaju prethodnu pripremu uzoraka.
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6. PRILOZI

Prilog 1. Izvestaj o anatomskim uzorcima drveta

UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF FORESTRY
RS-11030 Belgrade, Kneza Viseslava 1
E-mail: office@sfb.rs  Internet: http://www.sfb.rs

YHUBEP3UTET Y BEOIrPALY
LWYMAPCKHM OAKYNTET
11030 Beorpag, KHe3a Buwecnasa 1
tel: +381 (0) 11 3053-800, fax: +381 (0) 11 2545-485

Ipeamer: M3Bewraj o aHaTOMCKMM y30pLMa JpBeTa

Ha ocHoBy y3opaka apseTa Koju Cy JoHeTH y nabopaTopujy 3a AHaToMujy ApBeTa Ha
[Ilymapcku dakynrer noaHocum ciejehu usseiraj.
M3 11 y3opaka HampaB/beHH Cy NpUBPEMEHH aHaTOMCKH mpenapaTv aebbube 14 pm (um =
1000-tn neo mm) nomohy knmseher mukportoma "Reichert". 3a nakuwy netepmuHaumjy Bpere
MpaB/bEH je NonpeyaH npecek, yrnpaBaH Ha aHATOMCKY OCy y3opka-ae6ia. [Ipecey cy cTaibenn
Ha MPEJAMETHO CTaK/JIO M MPEKO HHX je CTaB/bEHO MOKPOBHO CTAKJIO Kako O mpemapar GHO
MCTIPaBJbeH U CMIPEMaH 32 MUKPOCKOIHPabE.

[Tpenapatu cy nociyxunu 3a 1eTepMUHaLIA]y BPCTE W NpaBiberbe MUKpodoTorpaduja Ha
MuKpockony "Boeco". [Ipeceun cy cHumbeHu Ha yeeanuamwy 100X , 400x.

Caaky npenapar je clMkaH M 03HaY€Ha je BPCTa MCMO/ CBaKe ciuKe. Y30pak Moj peHuM
6p.9 Huje Morao Hajbosbe aa ce ypaau 300r yera je AeTepMUHHCAH caMo PO Prunus.

Beorpax, jynu 2021. [Toanocunan u3Beuitaja

[Tpo ,g Aparuua Bunoruh
' (%//{&/C*—— ‘%.
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H3jaBa o ayropcTBy

Wme u npesume ayropa Anura Cmanaaruh
bpoj nnaexca JIX08/2017

H3jaBibyjem
J1a je JIOKTOpCKa AucepTaiuja Mo/l HacJ0BOM

"XeMHjCKH cACTAB €KCTPAKATA APBETA PA3JHYHTOr GH/BHOT MOPEK/Ia KAa0 NoKa3aTe/b lbHX0Be
ayTeHTHYHOCTH"

* pesyJjTar CONCTBCHOI UCTpaXUBAYKOI' pajaa,

* J1a McepTalija y LeIMHI HU Y JIelIOBUMA Huje Ouila Npe/yIoKeHa 3a CTULambe Apyre AUMIoMe npema
CTYIMjCKUM TTPOrpaMmuMa ApYTHX BUCOKOLIKOJICKHX YCTaHOBA;

* J1a Cy pe3yJITaT KOPEKTHO HaBEICHHU U
* 1@ HECAM KPLIMO/Ma ayTOpcKa Npasa 1 KOPUCTHO/NIA MHTENEKTYalHY CBOJUHY APYTUX JHLA.

N

Y Beorpany, 14 J.10L%

HoTmuc ayTopa

Aipr (rawukau S
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H eJIeKTPOHCKe Bep3Hje JOKTOPCKOr paja

Wwme u npe3ume ayTopa Annrta Cmannaruh

bpoj nuaexca JAX08/2017

CryaMjcku nporpam xemuja

Hacnos pana XeMHjCKH ¢acTAB eKCTPAKATA APBETA PAa3INUMTOr GH/LHOT MOPEKIIa
K20 M0Ka3aTeb lbUX0BE Ay TEHTHYHOCTH

MeHTOp ap Maja Hatuh

W3jaBibyjeM Ja je LTaMnaHa Bep3uja MOr JIOKTOPCKOr paja HCTOBETHA eJIEKTPOHCKO] BEP3UjH KOjy cam
fpeJao/ia paju moxparrsara y JIMruTaaHom penosutopujymy Yuusepsurera y beorpany.

Jl03B0JbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JINYHHM MOALM Be3aH! 3a 100ujarbe aKkafeMCKor Ha3uBa JJOKTOpa HayKa,
Kao LITO CY MMe M Mpe3KMe, FOIMHA 1 MecTo poljerma U AaTym oji0paHe paja.

OBM JIMYHM TOJALM MOry ce 00jaBuTH Ha MpPEKHHM CTpaHuuama aurutanHe Oubmuorexe, y
eIeKTPOHCKOM KaTajlory u 'y myOmikaunjama YHusepsutera y beorpany.

g/ '’ A )
VY beorpany, 14,9, 0153,

IHoTnne ayropa

Arowin CHouwpad—
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H3jasa o kopumhemy

Osnauhyjem Yuusepsurercky oubnuoreky ,,CBeTosap Mapkosuh™ na y JIMruTanHu pernosuToOpHjyM

Yuusepsutera y Beorpajty yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEPTALM]y O] HACJIOBOM:

"XeMHjCKH ¢ACTAB eKCTPAKATA APBETA PA3JHYUTOr GH/bHOT MOPEKJIA KA0 MOKA3aTe/b IbHXO0BE

AyTEHTHYHOCTH"

KOja je Moje ayTOpCKO AeJIo.

Jluceprartijy ca cBUM MPUIO3MMA IPeJao/Jia caM y eNeKTPOHCKOM (hopmaTy MOroJHOM 33 TpajHoO

apXUBUpAbE.

Mojy JOKTOpCKY jJucepTaLnjy noxpameHy y JururaaHom pernozutopujymy YHuBepsuteta y beorpany

1 JIOCTYIIHY Y OTBOPEHOM MPHUCTYITY MOTY J1a KOPUCTE CBH KOJH noLTyjy oapeade caapKaHe y

onabparom Tuny nuuenue Kpearnsne 3ajennuue (Creative Commons) 3a KOJy cam ce oJuTy4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. Ayropetgo — Hekomepuujanto (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMepumjaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjaJIHO — JIEIUTH [TOA UCTUM YCI0BAMA (CC BY-NC-SA)
5. AytopeTso — 6e3 npepazna (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AienuTH noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)
(MOJIMMO J1a 3a0KPYKUTE Camo jeAHy O LIEeCT NOHYl)eHHUX JTULEHIH.
Kpatak oruc JMUEHLH je CacTaBHU €0 OBE M3jaBe).

S
S
AN

V Beorpany, "7744 9

IMoTnuc ayropa

i Ghauracul”
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1. Ayropetso. Jl03B0sbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYLIMY U JaBHO CaoNITaBarbe ACna,  Npepaie, ako
ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaoua JMLCHIE, Hak vy
komepuujante cepxe. OBO je Hajco0oAHM]a O/l CBUX JTHLEHLHU.

2. AyTopeTBO — HeKoMepIHjauHo. J[03Bo/baBaTe YMHOKABAE, AUCTpUOyLMjy ¥ jJaBHO CAOILITABabe
Jena, W mpepane, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oipeheH o1 cTpaHe ayTopa WM 1aBaolid
nuuente. OBa TMLEHIA He 103B0JbaBa KOMepLujaiHy ynorpedy aena.

3. AyTOpeTBO — HEKOMepLHjaIHo — Oe3 npepaja. [lo3Bo/baBaTe yMHOKABAkE, AUCTPUOYLHMjY U jaBHO
caorTaBare Jela, 6e3 npoMeHa, npeodIMKoBatba UM yrnorpebe 1ea y CBOM JIely, ako ce HaBele
nMe ayTopa Ha HadwH oapeheH o cTpaHe ayTopa MK J1aBaoua JIMLCHLE. OBa JMUeHIa He J03B0JbaBa
KoMeplmjanHy ynorpedy iema. Y OJHOCY Ha CBe OCTajle IHMLEHLE, OBOM JIMLCHLOM Ce OrpaHuvasa
najsehin 00uM npasa kopuiuherma jrena.

4. AYTOpCTBO — HEKOMEpPLHjaJqHO — JeJHTH TOJ MCTHM ycaoBuMa. JI03BO/baBaTe yMHOKaBakEe,
JMCTpUBYLHMjy M jaBHO CAOIILITaBake Je/1a, M Npepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HaunH onpeheH o1
cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMLEHIEe W aKo ce Mpepaja AUCTpUOyMpa Moj WCTOM Wi CITUIHOM
nmuuentoM. OBa MHLEHLA He 103B0JbaBa KOMepLUnjaiHy ynoTpedy aena v npepaia.

5. AytopeTBo — 6e3 npepaza. J{03BoJbaBaTe yMHOKABAE, AMCTPUOYIN]Y 1 JaBHO CAOTILITABAbE 1e/a,
6e3 npomeHa, npeoOIIMKOBaba UM ynoTpede jena y CBOM ey, ako Ce HaBele UMe ayTopa Ha HaulH
oapehen o cTpane ayTopa Wi JaBaoua JuueHue. OBa JMIEHLa 103B0JbaBa KOMEpLHMjaIHy yHoTpeOy
aena.

6. AYTOPCTBO — /eJIMTH MOJ HCTHM ycjaoBuma. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKABAmbE, JUCTPUOYLHjY U jaBHO
caomniuTaBame aena, ¥ npepaje, ako ce HaBe/Je MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH 0] CTpaHe ayTopa Wi
JaBaolia JIULEHLE 1 aKo ce mpepaja AUCTpUOyHpa MO UCTOM MM CIMYHOM nuieHuom. OBa JuueHua
J103B0JbABA KOMepLIMjanHy ynotpedy Jena u mnpepaga. Ciuuna je codTBepCKkiM JHMLUEHIAMa, 0JIHOCHO
JAMLeHIaMa OTBOPEHOr KOJa.
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