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Hemijski sastav i bioloska aktivnost plodova Lycium barbarum L. i L. ruthenicum Murr.
(Solanaceae) gajenih u Srbiji

Sazetak

Osim primene u tradicionalnoj ishrani i medicini azijskih zemalja, plodovi vrsta Lycium
(Solanaceac), poznati kao godzi, kao i njihovi proizvodi se danas koriste u ishrani Sirom sveta.
S obzirom na rastuce potrebe, vrste Lycium se sve vise uzgajaju u Evropi, ukljucujuci i Srbiju.
U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je sveouhvatna analiza hemijskog sastava i bioaktivnog
potencijala crvenih (Lycium barbarum L.), zutih (L. barbarum var. auranticarpum) i crnih
(Lycium ruthenicum Murr.) plodova godzi, kao i sporednih proizvoda prerade crvenih plodova
godzi (pulpe i pogace) gajenih u Srbiji.

Analiza osnovnog nutritivnog sastava, sadrzaja minerala, masnih kiselina, fitosterola i
polifenola izvrsena je standardnim, spektrometrijskim i hromatografskim metodama, dok su
sadrzaji bioaktivnih jedinjenja, kao i antioksidativni, antienzimski, antibakterijski i prebiotski
potencijali u ekstraktima godzi plodova odredeni spektrofotometrijskim i vizuelnim metodama.
Za optimizaciju procesa ekstrakcije odabranih sastojaka plodova i sporednih proizvoda prerade
plodova godzi koriscen je Plackett-Burman i Box-Behnken eksperimentalni dizajn.

Postoje znacajne varijacije u hemijskom sastavu i bioloskoj aktivnosti izmedu plodova
godzi razli¢itih biljnih vrsta, kao i izmedu plodova godZi sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji. Zuti
plodovi godzi imaju izrazeniji antimikrobni potencijal, a crni plodovi godzi se osim
naizrazenijeg antioksidativnog efekta, odlikuju i izrazenim prebiotskim svojstvima. Analiza
hemijskog sastava, kao i antioksidativni i antienzimski potencijal crvenih plodova godzi, kao i
njihovih sporednih proizvoda, nakon optimizacije ekstrakcije, ukazuju na moguénost njihove
primene u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

Kljuéne reéi: plod godzi; nusproizvodi plodova godzi; bioaktivna jedinjenja; bioloSke

aktivnosti; optimizacija

Naucéna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Bromatologija



Chemical composition and biological activity of Lycium barbarum L. i L. ruthenicum
Murr. (Solanaceae) fruits grown in Serbia

Abstract

In addition to its use in Asian nutrition and traditional medicine, the fruits of the Lycium
species (Solanaceae), known as goji berries, and their products are now used as food all over
the world. Given the growing needs, there is rising interest in Lycium species cultivation in
Europe, including Serbia. In this doctoral dissertation, a comprehensive analysis of the
chemical composition and bioactive potential of red (Lycium barbarum L.), yellow (L.
barbarum var. auranticarpum), and black (Lycium ruthenicum Murr.) goji berries, as well as
by-products of red goji berries processing (pulp and press cake) grown in Serbia, was
performed.

The analysis of the proximate composition, minerals, fatty acids, phytosterols, and
polyphenols was performed using standard, spectrometric, and chromatographic methods,
while the contents of bioactive compounds, as well as antioxidant anti-enzymatic, antibacterial,
and prebiotic potentials in goji berries extracts, were determined using spectrophotometric and
visual methods. The Plackett-Burman and Box-Behnken experimental design was used to
optimize the extraction process of selected components of the fruits and by-products of goji
fruit processing.

There are significant variations in the chemical composition and biological activity
between goji fruits of different plant species and between goji fruits from different locations in
Serbia. Yellow goji fruits have a more pronounced antimicrobial potential, and black goji fruits,
in addition to a more pronounced antioxidant effect, are also characterized by pronounced
prebiotic properties. Analysis of the chemical composition, the antioxidant and antienzyme
potential of red goji fruits, and their by-products after optimization of the extraction indicate
the possibility of their application in the food and pharmaceutical industries.

Key words: goji berries; waste of goji berries; bioactive compounds; biological activities;

optimisation;
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1. UvVOD

1.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE RODA LYCIUM

Konzumiranje bobicastog voc¢a postaje sve popularnije u savremenoj ishrani. Pored
nutritivnog znacaja, bobi¢asto voce sadrzi Sirok spektar bioaktivnih jedinjenja, koja pokazuju
znacajan potencijal za unapredenje zdravlja ljudi. Medu egzoti¢nim voéem, plodovi vrsta
Lycium (Solanaceae), poznati pod nazivom godzi, su poslednjih decenija na globalnom trzistu
predstavljeni kao ,,superhrana‘ ili ,,supervoée®, $to povecava interes za istrazivanjima njihovog
hemijskog sastava, zdravstvenih efekata, kao i potencijalnu primenu u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (1-3).

Porodica pomoc¢nica (Solanaceae) obuhvata oko 100 rodova i 2500 vrsta, ¢ime je svrstana
medu tri najvaznije biljne porodice, odmah nakon Poaceae i Fabaceae. U porodicu Solanaceae
spadaju mnoge ekonomski vazne biljne vrste kao Sto su paradajz (Solanum lycopersicum L.),
krompir (Solanum tuberosum L.), patlidzan (Solanum melongena L.), paprika (Capsicum
annuum L.). Biljke poput duvana (Nicotiana tabacum L.), dature (Datura inoxia Mill.),
velebilje (Atropa belladonna L.) i asvagande (Withania somnifera L.), imaju dobro poznata
lekovita svojstva, dok se neke druge, poput petunije (Petunia spp.) i krumpirovog grma
(Lycianthes rantonnetii (Carriére) Bitter), koriste kao ukrasne biljke (4,5). Rod Lycium takode
pripada porodici Solanaceae i obuhvata oko 100 biljnih vrsta, medu kojima su najpoznatije i
najvise ispitivane Lycium chinense Mill. (LC) i Lycium barbarum L. (LB). Vrsta LB je prvi
put opisana od strane Carla Linnaeus 1753. godine, dok je vrstu LC imenovao Philip Miller,
15 godina kasnije. Plodovi ovih biljaka, poznati kao godzi, vucje bobice (engl. wolfberry) ili
kineske bobice (kin. goukizi), imaju dugu istoriju primene u tradicionalnoj medicini i ishrani
stanovnika azijskih zemalja (6-8). Najveci broj dostupnih literaturnih podataka se odnosi na
hemijski sastav, biolosku aktivnost i primenu plodova ove dve biljne vrste. Poslednjih godina
sve veCi broj istrazivanja je usmeren i na proucavanje drugih Lycium vrsta, kao §to je L.
ruthenicum Murray (LR) (9). Nauc¢na klasifikacija roda Lycium prikazana je u Tabeli 1.

Tabela 1. Nauc¢na klasifikacija roda Lycium (preuzeto i prilagodeno (1))

Domen Eukaryota
Carstvo Plantae

Vrsta Spermatophyta
Podvrsta Angiospermae
Klasa Dicotyledonae
Red Solanes
Porodica Solanaceae
Rod Lycium




Vrste roda Lycium dele zajednicke morfoloske karakteristike. Sve su viSegodi$nji
listopadni drvenasti grmovi, visine od 20 do 200 cm, sa trnovitim granama. Listovi su
sivozeleni, mesnati, kopljastog ili subcilindricnog oblika, naizmeni¢no rasporedeni,
pojedinacni ili u grupama, duzine 0,5-5 cm i Sirine 0,5-7 mm. Cvetovi su ljubicasti,
pojedinacni ili grupisani, sa zvonastom ¢aSicom duzine 3-5 mm i 2-5 reznjeva. lako su ove
karakteristike uobicajene, razliCite Lycium vrste pokazuju morfoloske varijacije, narocito u
obliku, boji i ukusu plodova (10,11).

Na Slici 1. prikazane su morfoloske karakteristike cvetova, kao i svezih i osusenih plodova
LC,LBiLR.

Slika 1. Morfoloske karakteristike cvetova i plodova LC (A), LB (B) i LR (C)

Pored morfoloskih karakteristika, genetski markeri pruzaju dodatne dokaze o specifi¢nosti
razli¢itih Lycium vrsta. Razlike u ekspresiji regulatornih i strukturnih gena, kao i nivo
transkripcije gena za enzime, mogu uticati na fenotipske razlike u biosintezi bioaktivnih
jedinjenja izmedu plodova LR i LB (12).



1.2. RASPROSTRANJENOST PLODOVA GODZI

Kina je najveci svetski proizvoda¢ plodova godZi, sa godiSnjom proizvodnjom od oko 300
000 tona (13). Glavne proizvodne regije pripadaju razli¢itim klimatskim zonama, ukljucujuéi:
monsunsku regiju (Hebei), polususnu regiju (Ningxia, Gansu i Inner Mongolia), visoravni
(Qinghai) i susne regije (Xiniang). Specifi¢ni klimatski i ekoloski uslovi, doprinose razlikama
u senzornim i hemijskim karakteristikama plodova godzi, §to je od kljuénog znac¢aja za njihov
kvalitet i komercijalnu vrednost (Slika 2) (14).

Inner Mongolia
oo

@ Hebei

Slika 2. Glavne proizvodne regije plodova godzi u Kini (15)

Od 1961. godine plantaze iz regiona Ningxia imaju status nacionalnog znacaja za uzgoj
plodova godzi. U ovom regionu se proizvodi oko 45% od ukupnog prinosa plodova godzi u
Kini (15-17). U gradu Yinchuan, Ningxia, se nalazi nau¢ni institut koji se isklju¢ivo bavi
istrazivanjem plodova godzi i sponzorisan je od strane drzave (16). Ningxia je prepoznata kao
daodi region, sto podrazumeva da plodovi poticu iz specifiéne germplazme, uzgajaju se na
odredenoj geografskoj lokaciji i obraduju posebnim tradicionalnim tehnologijama. Ovakvi
plodovi su visoko cenjeni zbog kvaliteta i dugogodi$nje reputacije (3,15). Medutim,
morfoloske analize ukazuju da se plodovi iz polusu$nih regiona znac¢ajno ne razlikuju od godzi
plodova iz drugih regiona, sto posledi¢no poveéava rizik od falsifikovanja porekla godzi
plodova (15).

Vrste Lycium se uglavnhom uzgajaju u susnim i polususnim regionima, za koje su
karakteristi¢ni ekstremni uslovi, kao $to su velika nadmorska visina, intenzivno suncevo
zracenje 1 slano-alkalno zemljiste. Ovi ekoloski uslovi podsticu biosintezu i akumulaciju
razli¢itih primarnih i sekundarnih biljnih metabolita (1,9,18). Zahvaljujuci visokoj otpornosti
na so, susu, niske temperature, snazne vetrove i zagadenje naftom, Lycium vrste se koriste za
kontrolu erozije zemljista i obnavljanje degradiranih ekosistema (19). Rastuc¢a globalna
potraznja za godzi plodovima dovela je do globalne ekspanzije uzgoja LB ukljucujuci Indiju,
Koreju, Japan i druge azijske zemlje (16), kao i na podrucja sa umerenom kontinentalnom
klimom. Smatra se da uzgoj godzi plodova u Evropi datira od XV1I1 veka (1). Prema dostupnim
literaturnim podacima, plodovi godZzi se uzgajaju Sirom evropskih zemalja, ukljucujuéi Italiju
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(20), Greku (21), Poljsku (22), Rumuniju (23), Svajcarsku (24), Portugal (25), Severnu
Makedoniju (26), Sloveniju (27), kao i Srbiju (28). U Evropskoj uniji, trenutno po povrSinama
uzgoja se Rumunija smatra vode¢om zemljom proizvodnje plodova godzi (29).

1.3. UPOTREBA PLODOVA GODZI

Razli¢iti delovi biljaka roda Lycium, ukljuc¢ujuci plodove, listove, cvetove, mlade izdanke
i koru korena imaju dugu istoriju primene u tradicionalnoj ishrani i u medicinske svrhe (3).
Prvi zapisi o lekovitim svojstvima ovih biljaka poticu iz najstarije kineske farmakopeje ,,Shen
Nong Ben Cao Jing“, u kojoj su klasifikovane medu najcenjenijim biljkama zbog efikasnosti i
bezbednosti dugotrajne upotrebe (1,30). Plodovi godzi su najcesce koris¢eni u obliku tonika,
tinktura i praskova za ublazavanje tegoba, kao $to su problemi sa vidom, srcem, neplodnost,
suvi kasalj, bolovi u stomaku i glavobolja, kao i za prevenciju i leCenje razli¢itih bolesti poput
dijabetesa, hipertenzije, umora, nesanice i disfunkcije jetre (3,9,31).

Kineska farmakopeja Narodne Republike Kine propisuje terapijsku upotrebu plodova i
kore LB i LC, pri ¢emu preporu¢ena doza za suSeni plod LB iznosi 5-12 g (32,33). Osim u
kineskoj medicini, plodovi vrsta roda Lycium Koriste se tradicionalno i u medicinskim
praksama u Koreji, Vijetnamu, Japanu i Tibetu (1). Plodovi vrsta roda Lycium obuhvaceni su
brojnim farmakopejama $irom sveta, uklju¢ujuci deseto izdanje Evropske farmakopeje, koje
obuhvata iskljuc¢ivo susene plodove LB (34). Zahtevi i kriterijumi za ispitivanje kvaliteta
plodova godzi se znacajno razlikuju prema farmakopejama, a dodatno su definisani i
medunarodnim standardom (35).

Za razliku od plodova LC, koji se uglavnom koriste u suvom obliku i kuvaju pre
senzorskim svojstvima, konzumiraju svezi. Medutim, visok sadrzaj vode ograni¢ava stabilnost
i duzinu Cuvanja, te se plodovi godzi suse ili se koriste za pripremu sokova, vina, Cajeva,
dzemova, ali i kao dodatak prehrambenim proizvodima, poput sladoleda, marmelade, sosova,
salata, piva, pekarskih i mle¢nih proizvoda (1,7,20,29,36).

Danas su plodovi godzi dostupni na globalnom trzi$tu funkcionalne hrane, kao namirnice
ili kao dodaci ishrani. Ministarstvo zdravlja Italije je uvrstilo plodove godzi na listu namirnica
sa antioksidativnim svojstvima, $to doprinosi njihovoj upotrebu kao aktivnih sastojaka
dijetetskih suplemenata (36). Poslednjih godina, upotreba prirodnih pigmenata u industriji
prehrambenih boja znacajno je povecana, Sto se pripisuje rastucoj svesti o ekoloSkim
opasnostima i potencijalnim nuspojavama sintetskih supstanci koje se koriste kao prehrambene
boje. Posledi¢no, sastojci plodova godzi, posebno antocijani iz plodova LR, imaju potencijal
za upotrebu kao prehrambene boje prirodnog porekla (19,37).

lako plodovi godzi nemaju dugu istoriju upotrebe u Evropi, nisu regulisani
zakonodavstvom Evropske Unije o novoj hrani. Stoga ne postoje ogranicenja ili posebni
zakonski uslovi za njihovu upotrebu u prehrambenoj industriji (38).



1.4. SPOREDNI PROIZVODI PRERADE PLODOVA GODZI

U Evropskoj uniji godi$nje se generiSe oko 88 miliona tona otpada od hrane, $to se dovodi
u vezu sa velikim ekonomskim troskovima (39). Prema podacima Organizacije za hranu i
poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organisation, FAO), oko jedna tre¢ina hrane se
gubi ili baca, §to iznosi oko 1,6 milijardi tona godi$nje. Otpad tokom prerade voca I povréa
ukljucuje koru, kominu, cvetove, stabljike, listove, semena i pulpu, i predstavlja peti
najznacajniji izvor otpada hrane, ¢ineci oko 8% ukupnog prehrambenog otpada (39,40). Pored
ekonomskih tro§kova, znacajni su i negativni uticaji na zivotnu sredinu (41). Industrijski sektor
se suocava sa izazovom prelaska na ekoloski odrzive protokole obrade. Nusproizvodi se danas
¢esto preraduju u stocnu hranu ili poljoprivredni kompost, gde otpad biljnog porekla ima Siru
primenu zbog visokog sadrzaja celuloze i lignina. Celuloza i hemiceluloza iz biljnog otpada
mogu se razgraditi enzimima i zatim fermentisati u etanol pomo¢u mikroorganizama, dok
lignin putem pirolize i aerobne degradacije proizvodi vodonik i metan. Takode, ovaj proces
omogucava proizvodnju enzima i bioplastike. Anaerobna digestija biljnog otpada generise
elektriénu energiju, toplotu i biodubrivo, dok spaljivanjem moze do¢i do formiranja
hidrogelova (42). Najperspektivniji pristup upravljanjem otpadom ukljucuje koris¢enje
nusproizvoda, kao sirovina za dobijanje bioaktivnih jedinjenja koja se dalje mogu koristiti kao
dodaci hrani, kozmeticki sastojci, prehrambene boje i konzervansi (2).

Zbog visokog sadrzaja vode, stabilnost i trajanje svezih plodova godzi su ograniceni. S
toga se na trzistu plodovi godzi nalaze kao suSeni plodovi ili u obliku mati¢nih i koncentrovanih
sokova. Tokom procesa proizvodnje godZi sokova stvara se znacajna koli¢ina nusproizvoda
koji se uglavnom odbacuju, ukljucujuci epikarp i semenke (oko 10 kg na 90 kg soka), dok
tokom cedenja ulja iz semenki nastaje znacajna koli¢ina pogace (41,43). Medutim, ovi
nusproizvodi prerade plodova godzi mogu biti znacajan izvor dijetnih vlakana i1 drugih
bioaktivnih jedinjenja (44). Potreba za ekonomskim i ekoloskim iskori§¢enjem nusproizvoda
plodova godZi je sve izraZenija u savremenoj prehrambenoj industriji, jer omogucava razvoj
funkcionalnih proizvoda sa dodatnom nutritivnom vredno$¢u. Na primer, inkorporiranje
nusproizvoda plodova godzi u pekarske proizvode, moze pruziti koristi i potrosacima i
proizvodac¢ima, ne samo zbog njihove nutritivne vrednosti, ve¢ i zbog ekonomske prednosti,
usled eliminacije tro§kova odlaganja (41). Osim nutritivnih i potencijalnih zdravstvenih koristi,
nusproizvodi 1 njihovi izolovani bioaktivni sastojci se sve vise koriste kao funkcionalni dodaci
u prehrambenoj 1 kozmeti¢koj industriji, zahvaljuju¢i svojstvima kojima poboljSavaju
stabilnost i senzorne karakteristike proizvoda (2).



1.5. NUTRITIVNE KARAKTERISTIKE PLODOVA GODZI

Zahvaljuju¢i napretcima u razvoju instrumentalnih tehnika, slozen hemijski sastav
plodova godzi se detaljno proucava poslednjih godina. 1z razli¢itih delova plodova godzi (Slika
3), do sada je izolovano i identifikovano vise od 350 hemijskih jedinjenja. Medutim, hemijski
profil plodova godzi se moze znacajno razlikovati u zavisnosti od geografskog porekla, nac¢ina
uzgoja i klimatskih uslova. Plodovi godzi su dobar izvor nutrijenata, ukljucujuci lipide,
proteine, vlakna, vitamin C i mineralne materije, kao i brojnih nenutritivnih bioaktivnih
jedinjenja, poput polisaharida, karotenoida i fenolnih jedinjenja (1,21,45,46). Zahvaljujuci
atraktivnoj boji, slatko-ljutom ukusu, nutritivnom i bioloskom znacaju, plodovi godzi se
smatraju funkcionalnom hranom, kao i znafajnom sirovinom U proizvodnji inovativnih
prehrambenih i kozmetickih proizvoda (7).

Slika 3. Delovi ploda LB: 1 — drska ploda; 2- listi¢i ¢aSice; 3- epikarp; 4- pulpa; 5-
semenke (47)

1.5.1. Osnovni nutritivni sastav

Svezi plodovi godzi se karakteriSu visokim sadrzajem vode i niskim sadrzajem lipida,
Sto za posledicu ima nisku energetsku vrednost (48). Zbog visokog sadrzaja vode, duzina
Cuvanja svezih plodova godzi je ograni¢ena na oko nedelju dana na sobnoj temperaturi ili
nekoliko nedelja u frizideru, zbog ¢ega se plodovi najéesce suse, razli¢itim tehnikama susenja
(2). Suvi plodovi godzi mogu se ¢uvati i do godinu dana, na tamnom, suvom i hladnom mestu
(49). Suva materija u plodovima godzi se uglavnom sastoji od ugljenih hidrata, a zatim
proteina, lipida i mineralnih materija. Energetska vrednost suSenog voca je oko Cetiri puta veca
u poredenju sa svezim plodovima (48). Ugljeni hidrati su najzastupljenji nutrijenti u plodovima
godzi, sa sadrzajem Secera preko 50% (18).

Ukupan sadrzaj Secera odreduje kvalitet plodova godZi, jer uti¢e na morfoloske osobine
i slatko¢u. Tokom sazrevanja plodova, dolazi do kontinuiranog povecanja sadrzaja fruktoze i
glukoze, dok se sadrzaj saharoze smanjuje (50). Plodovi LC imaju nizi sadrzaj ukupnih Secera
u poredenju sa plodovima LB, $to doprinosi razlikama u ukusu izmedu plodova ovih vrsta (21).
Sadrzaj fruktoze i glukoze se smatra znac¢ajnim parametrom za razlikovanje plodova LB koji
poticu iz razlicitih regiona (18). Najzastupljeniji Secer u plodovima LR je glukoza, dok su
fruktoza i saharoza prisutne u manjim koli¢inama (51). Kvantitativne razlike u sadrzaju Secera
ne zavise samo od stepena zrelosti plodova, ve¢ i od biljnih vrsta, klimatskih uslova i
agronomskih praksi koje se primenjuju u razli¢itim regionima (24,52).



Plodovi godzi se smatraju dobrim izvorom nesvarljivih ugljenih hidrata, odnosno
dijetnih vlakana. Dijetna vlakna se prema rastvorljivosti dele na rastvorna (kao $to su pektini,
gume i sluzi) i nerastvorna (poput celuloze, lignina i odredenih polimera hemiceluloze) (53).
Odnos nerastvornih i rastvornih dijetnih vlakana u plodovima godzi je oko 3:1 (48). Ve¢i unos
dijetnih vlakana povezan je sa mnogim zdravstvenim koristima, ukljucujuc¢i prevenciju
dijabetesa, gojaznosti, kardiovaskularnih i gastrointestinalnih bolesti. Zbog toga Svetska
zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) i FAO preporu¢uju dnevni
unos od najmanje 25 g dijetnih vlakana (54). Brojne epidemioloske studije ukazuju da je
suboptimalan unos vlakana znacajan nutritivni faktor rizika (55). Konzumiranjem 30 g susenih
plodova godzi se moze obezbediti vise od 10 % preporuc¢enog dnevnog unosa dijetnih vlakana.
Zahvaljujuéi prose¢nom sadrzaju ukupnih vlakana koji je veéi od 6 g/100g, suseni plodovi
godzi ispunjavaju zahteve za nutritivnu izjavu ,,bogat izvor vlakana®, $to ih ¢ini pogodnim za
proizvodnju namirnica obogacenih vlaknima (56).

Prema literaturnim podacima, sadrzaj proteina u plodovima godzi je znacajno veéi u
odnosu na druge vrste bobicastog voca (45). Uprkos znafajnim varijacijama U zavisnosti od
vrste i geografskog porekla, plodovi godzi se smatraju izvorom slobodnih aminokiselina, koje
¢ine 1,0-2,7 %. Pored L-aminokiselina, plodovi sadrze i neproteinske aminokiseline, kao §to
su y-aminobuterna kiselina, taurin, betain, hidroksiprolin i citrulin, koje imaju specifi¢ne
metabolic¢ke funkcije (18,33,57). Prolin i serin su dominantne aminokiseline u plodovima LB,
dok esencijalne aminokiseline ¢ine 17-30 % ukupnih slobodnih aminokiselina. Sadrzaj baznih
aminokiselina (arginina, lizina i histidina) i redukujuéih Secera, koji su klju¢ni za Maillard-ovu
reakciju, se ¢esto koriste kao Kriterijum za optimizaciju procesa susenja plodova godzi. U
plodovima LR, glavne aminokiseline su asparagin i arginin, dok su glutamin, asparaginska
kiselina i serin zastupljeni u manjim koli¢inama (18). Leucin, metionin, izoleucin i fenilalanin
su znacajno vise zastupljeni u plodovima LR (9).

1.5.2. Masne kiseline

Masne kiseline predstavljaju osnovne komponente lipida, koje imaju klju¢nu ulogu u
strukturi 1 funkciji ¢elijskih membrana, kao 1 u skladiStenju energije. Njihova hemijska
struktura se sastoji od dugih lanaca ugljenika i vodonika sa karboksilnom grupom na jednom
kraju, §to ih ¢ini neophodnim za mnoge bioloSke procese. Masne kiseline se dele na zasic¢ene
(engl. Saturated fatty acid, ZMK), koje nemaju dvostruke veze, i nezasi¢ene, koje sadrze jednu
(engl. Monounsaturated fatty acid, MNMK) ili vise dvostrukih veza (Slika 4). Dugolancane
polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acid, PNMK), poput omega-3 (®-
3) i omega-6 (»-6) masnih kiselina, poznate su po svojim zdravstvenim efektima, ukljucujuci
smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti. Dijetarni unos masnih kiselina je od velikog
znacaja, jer one imaju klju¢nu ulogu u regulaciji inflamatornih procesa i funkciji imunskog
sistema (58).

lako plodovi godzi imaju nizak sadrzaj ukupnih masti odlikuju se povoljnim profilom
masnih kiselina. Masno-kiselinski profil plodova LB se karakterise niskim sadrzajem ZMK, a
visokim sadrzajem MNMK i PNMK. Najzastupljenije masne kiseline u plodovima LB su
linolna kiselina, zatim oleinska, palmitinska i stearinska kiselina, koje ¢ine oko 95 % od
ukupnog sadrzaja masnih kiselina (29). Slican sastav masnih kiselina utvrden je i u plodovima
LR (59).

Esencijalna linolna kiselina, koja pripada w-6 seriji, predstavlja dominantnu PNMK u
plodovima LB. Organski uzgajani plodovi LB su bogatiji izvor linolne kiseline u poredenju sa



drugim vrstama bobicastog voca, kao $to su borovnice, acai bobice i brusnica. Dodatno, a-
linolenska kiselina, esencijalna masna kiselina ®-3 serije, prisutna je u znacajnim koli¢inama.
Zahvaljuju¢i sadrzaju linolne i o-linolenske kiseline plodovi godzi se smatraju novim
dijetarnim izvorima esencijalnin masnih kiselina (60,61). Takode, povoljan odnos PNMK i
ZMK, kao i drugih lipidnih indeksa, sugeriSsu da plodovi i ulja plodova godzi imaju
antiaterogeni i antitrombogeni potencijal (26).
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a-Linolenska kiselina (9,12,15-oktadekatrienska)

Slika 4. Strukture najzastupljenijih masnih kiselina u plodovima godzi (9)

1.5.3. Fitosteroli

Fitosteroli su triterpenoidi, tetracikli¢na jedinjenja biljnog porekla, strukturno sli¢na
holesterolu, zbog ¢ega su poznati i pod nazivom biljni steroli. Najvece koncentracije fitosterola
nalaze se u nerafinisanim biljnim uljima. lako se apsorbuju u malim koli¢inama, fitosteroli

.....

endogeno sintetisani holesterol, sto doprinosi njihovim hipolipidemijskim efektima (62). Pored
hipolipemijskog efekta, epidemioloske i klinicke studije ukazuju na antiinflamatorni,
antioksidativni i antikancerogeni potencijal fitosterola (9,63). Procenjeni dijetarni unos
fitosterola iznosi izmedu 100 i 400 mg dnevno (64).

Plodovi godzi smatraju se znacajnim dijetarnim izvorom fitosterola, prvenstveno p-
sitosterola (20). Medutim, utvrdene su znacajne razlike u ukupnom sadrzaju i profilu fitosterola
medu plodovima LB razli¢itog geografskog porekla, $to ukazuje da sastav fitosterola moze biti
koristan parametar za autentifikaciju plodova godzi (61,65). Pored f-sitosterola, u plodovima
LR u ve¢im koli¢inama su zastupljeni kampesterol i stigmasterol (59).

Slika 5. Najzastupljeniji fitosteroli u plodovima godzi (A—f-sitosterol; B—dezmosterol; C—
stigmasterol) (9)



1.5.4. Vitamini

Vitamini su esencijalni mikronutrijenti neophodni za normalno funkcionisanje
humanog organizma. Osnovna podela je na hidrosolubilne (vitamini B kompleksa i vitamin C),
koji se rastvaraju u vodi i ne deponuju u organizmu i liposolubilne (vitamini A, D, E i K), koji
se rastvaraju u mastima i mogu se deponovati u jetri i masnom tkivu (66).

Plodovi godzi predstavljaju izvor L-askorbinske kiseline (engl. Ascorbic Acid, AA),
odnosno vitamina C. Pored antioksidativne uloge, AA je kofaktor nekoliko enzima i uéestvuje
u apsorpciji gvozda (67). Budu¢i da je biosinteza AA u biljkama strogo regulisana, sadrzaj AA
varira medu plodovima razli¢itih vrsta, sorti i varijeteta. Takode, sadrzaj vitamina C zavisi od
abiotickih faktora (svetlost i temperatura) (68), kao i od procesa berbe i rukovanja plodovima
nakon berbe (69). Prema literaturnim podacima, prosecan sadrzaj vitamina C u plodovima
godzi iznosi 30-60 mg/100 g, $to je uporedivo sa sadrzajem vitamina C u citrusnom vocu
(6,33). Preporuceni dnevni unos (engl. Recommended Dietary Allowance, RDA) predstavlja
koli¢inu nutrijenata koja je potrebna da zadovolji dnevne potrebe veline zdravih o0soba
odredene starosti i pola. Uzimajuci u obzir RDA vrednost za vitamin C koja iznosi 80 mg/dan
(70), konzumiranjem 100 g plodova LB obezbedio se unos od oko 60 % RDA. U poredenju sa
plodovima LB, plodovi LC sadrze znatno vece koli¢ine vitamina C (71).

Plodovi godzi sadrze stabilan derivat vitamina C, 2-O-p-D-glukopiranozil-L-
askorbinsku kiselinu (AA-2fG) koji ima provitaminsku aktivnost. Sadrzaj AA-2fG iznosi oko
0,2— 0,3 % u svezim plodovima i oko 0,5 % u susenim plodovima (7,72). Provitamin AA-25G
se sintetiSe u biljkama pri cemu se na AA dodaje glukozni ostatak u enzimski katalizovanoj
reakciji u kojoj ucestvuje glikozil-transferaza (Slika 6). Ovaj proces omogucava stvaranje
glukoznog estra askorbinske kiseline, ¢ime se povecava termicka stabilnost jedinjenja i njegova
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala, u poredenju sa AA i njenim sintetskim derivatom
(AA-20G) (10,14,24). Nakon konzumiranja plodova godzi, AA-2G hidrolizuje u
intestinalnom traktu pod dejstvom enzima glukozidaze, oslobadaju¢i aktivni oblik, tj. L-
askorbinsku kiselinu (73).

OAc OH
HO 5 " i o
HO AcO 0 o HO 8 @ -
- + AcO Glikozil-transferaza HO =
H OH Ac r o 0 OH
Askorbmska o ) 2-0-p-D-glukopiranozil-
kiselina Glukozni ostatak L-askorbinska kiselina

Slika 6. Biosinteza 2-O-p-D-glukopiranozil-L-askorbinske kiseline (AA-25G) (preuzeto i
prilagodeno (74)

Plodovi LB predstavljaju izvor liposolubilnog vitamina E, Kkoji ima izrazeno
antioksidativno svojstvo, koje ostvaruje inhibicijom lipidne peroksidacije u celijskim
membranama (29). Najzastupljeniji oblik vitamina E u plodovima LB je a-tokoferol, dok je -
tokoferol prisutan u manjim koli¢inama (48). U plodovima LR, osim a-tokoferola, od vitamina
B kompleksa u ve¢im koli¢inama su zastupljeni kobalamin (vitamin Bi2), riboflavin (vitamin
B>) i tiamin (vitamin B1) (51).



1.5.5. Mineralne materije

Minerali su esencijalni mikronutrijenti, koji ucestvuju u razli¢itim metaboli¢kim
procesima u organizmu. Dele se na makrominerale, koji su potrebni u ve¢im koli¢inama, kao
Sto su kalcijum, magnezijum, natrijum, kalijum, fosfor i sumpor, i mikrominerale ili elemente
u tragovima, ukljucuju¢i gvozde, cink, selen i bakar, koji su potrebni u manjim koli¢inama.
Plodovi godzi se smatraju zna¢ajnim izvorom i makro- i mikroelemenata sa visokom
bioraspolozivosc¢u (75). Mineralni sastav plodova LB odlikuju se visokim sadrzajem kalijuma,
fosfora, magnezijuma i kalcijuma (48,76). Najzastupljeniji mikroelementi u plodovima LB su
gvozde, cink, bakar i mangan (48,76,77). SliCan profil makro- i mikroelemenata imaju i LR
(51).

Sadrzaj minerala se razlikuje izmedu plodova godzi koji poticu iz razli¢itih geografskih
regija (76,77). Ove razlike se mogu objasniti specificnim sastavom zemljista, klimatskim
uslovima i agrotehnickim merama (20,51,78). Organska dubriva obogacuju zemljiSte
hranljivim materijama, ubrzavajuc¢i akumulaciju minerala od strane biljaka. Na ovaj nacin se
moze objasniti veéi sadrzaj mineralnih materija u organski uzgajanim plodovima godzi u
poredenju sa plodovima iz konvencionalnog uzgoja (46).

Sa nutritivnog aspekta, namirnica se moze smatrati izvorom mineralnih materija ako je
njihov sadrzaj najmanje 15 % RDA (70). Prema literaturnim podacima, svezi plodovi LB su
izvor kalijuma i bakra (48). Suseni plodovi godzi u koli¢ini od 28-30 g ispunjavaju kriterijum
za nutritivnu izjavu ,,dobar izvor* gvozda i cinka (46,76).

1.5.6. Organske kiseline

Organske kiseline znac¢ajno uti¢u na organolepti¢ke osobine i potencijalne zdravstvene
koristi plodova godzi (22). Pored AA plodovi godzi sadrze i druge organske Kiseline.
Najzastupljenija organska kiselina (> 58%) u zrelim plodovima LB je limunska kiselina (50).
Istrazivanja ukazuju na znacajan sadrzaj hininske kiseline (6) i sukcinske kiseline (79,80), dok
su jabuc¢na, fumarna, oksalna i sikiminska Kiselina prisutne u manjim koli¢inama (7,29).

1.5.7. Senzorne karakteristike

Izgled, boja, oblik i veli¢ina plodova, kao i njihov ukus, predstavljaju klju¢ne faktore
koji uti¢u na izbor voca od strane potroSaca. Sadrzaj, kao i medusobni odnos, Se¢era i organskih
kiselina, znacajno utice na senzorne karakteristike i svezeg i preradenog voca (50,81).
Specifi¢ni profili Secera i organskih kiselina uti¢u na senzorni kvalitet i komercijalnu vrednost
razli¢itih plodova godzi. Plodovi LB imaju visok odnos Secéera i kiselina u poredenju sa drugim
vrstama samoniklog i gajenog bobicastog voca (27). Zahvaljujuci veéem sadrzaju ukupnih
Secera i nizoj ukupnoj Kiselosti, plodovi LB imaju sladi ukus u odnosu na plodove drugih
Lycium vrsta, ukljucujuéi LR (17).

1.6. BIODAKTIVNA JEDINJENJA PLODOVA GODZI

Plodovi razlicitih vrsta roda Lycium sadrze veliki broj bioaktivnih jedinjenja koja,
pojedina¢no ili u kombinaciji, doprinose razli¢itim bioloskim aktivnostima. Americko
udruzenje dijeteticara (engl. American Dietetic Association, ADA) definise bioaktivne sastojke
hrane kao: ,fizioloski aktivne sastojke u hrani ili dijetetskim suplementima, dobijene iz
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zivotinjskih i biljnih izvora, Koji zadovoljavaju osnovne nutritivne potrebe i dokazano
doprinose oc¢uvanju zdravlja i bezbedni su za ljudsku ishranu® (7). Najzastupljenija bioaktivna
jedinjenja u plodovima LB i LR su polisaharidi, karotenoidi, fenolna jedinjenja i fitosteroli,
koji ispoljavaju antioksidativne, hipoglikemijske, hipolipemijske, imunostimulatorne i
retinoprotektivne efekte (7,33). Bioaktivni sastav plodova godzi zavisi od razli¢itih faktora,
ukljucujuéi vrstu plodova, geografsko poreklo i klimatske uslove. Tokom sazrevanja plodova
dolazi do fizioloskih, biohemijskih i molekularnih promena, zbog ¢ega zrelost predstavlja jedan
od najvaznijih faktora koji uti¢e na kvantitativni i kvalitativni sadrzaj bioaktivnih jedinjenja
plodova godzi (29).

1.6.1. Polisaharidi

Polisaharidi predstavljaju najvise prouc¢avana bioaktivna jedinjenja plodova roda Lycium.
U odnosu na druge genotipove, plodovi LB sadrze najvece koli¢ine ukupnih polisaharida (engl.
L. barbarum polysacharrides, LBP), koji ¢ine 5-8 % susenih plodova (7,17,82). U istrazivacke
svrhe, sadrzaj LBP se moze povecati i do 23 % suve materije (33). Polisaharidi LR (engl. L.
ruthenicum polysacharrides, LRP) ¢ine 10-17 % suve materije ploda. Sadrzaj LRP u
samoniklim plodovima je ve¢i u odnosu na gajene plodove LR (9,19,51).

Osnovni profil monosaharida LBP ukljucuje ksilozu, glukozu, arabinozu, ramnozu,
manozu, galaktozu, fukozu, galakturonsku kiselinu i glukuronsku kiselinu (83). Monosaharidi
su povezani glikozidnim vezama, najcesce formiranim izmedu pozicija C1 i C4 ili C1i C6 na
glukoznim jedinicama, $§to omoguéava formiranje razgranatih struktura. Glavne strukturne
osnove LBP ukljucuju (1—6)-4-D-galaktopiranozil i (1—4)-a-D-galaktopiranozil-uronske
kiseline (84,85).

Na biosintezu i akumulaciju LBP znacajno uti¢u vrsta i sadrzaj SeCera tokom Sazrevanja
plodova (50). Sadrzaj LBP se smatra jednim od klju¢nih parametara za procenu kvaliteta LB i
njegovu potencijalnu primenu u medicinske svrhe ili kao funkcionalnog sastojka u
prehrambenoj industriji (86).

Bioloska aktivnost polisaharida zavisi od njihovih strukturnih karakteristika, koje
ukljucuju molekulsku masu, vrstu i odnos monosaharida, vrstu glikozidnih veza i konformaciju
polisaharidnih lanaca (84,87). Medu razli¢itim komponentama LBP, posebno se u pogledu
bioloskih efekata isticu glikoproteini sa glikan-O-serin glikopeptidnom strukturom i
galakturonska kiselina (83).

1.6.2. Karotenoidi

Karotenoidi su znacajna grupa lipofilnih sekundarnih metabolita koji pripadaju
porodici terpenoida. Na osnovu hemijske strukture, razlikuju se dve glavne grupe karotenoida:
karoteni, koji se sastoje isklju¢ivo od ugljenika i vodonika i mogu biti cikli¢ni (npr. a-karoten
i p-karoten) ili linearni (npr. likopen), i ksantofile, koji sadrze najmanje jedan atom kiseonika
(npr. lutein, zeaksantin i p-kriptoksantin). Dodatno, karotenoidi se mogu podeliti na
karotenoide sa provitamin A aktivnosc¢u (npr. p-karoten i S-kriptoksantin) i karotenoide bez
provitamin A aktivnosti (npr. likopen i lutein) (88). lako humani organizam ne moze da
sintetiSe karotenoide ne postoje preporuke za njihov preporuceni dnevni unos.

Karotenoidi su odgovorni za crveno-narandzastu boju plodova LB, a njihov sadrzaj
iznosi od 0,03 % do 0,5 % suve mase ploda (7,89). Za razliku od plodova LB i LC, prisustvo
karotenoida nije utvrdeno u plodovima LR (9). Odsustvo karotenoida u plodovima LR se
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objaSnjava nedostatkom biosinteze hromoplasta i pojacanom ekspresijom enzima karotenoid
dioksigenaze 4, koji dovodi do konstantne razgradnje karotenoida (90). U plodovima LB je
identifikovano 11 slobodnih karotenoida i sedam karotenoidnih estara (91), ukljucujuci
luteoksantin i epoksi ksantofil estre (76). U nezrelim plodovima roda Lycium preovladuju
slobodni karotenoidi, dok zreli plodovi sadrze uglavnom esterifikovane karotenoide (14).
Zeaksantin-dipalmitat koji ¢ini oko 80 % ukupnih karotenoida u zrelim plodovima godzi ima
bolju bioraspolozivost U odnosu na neesterfikovani zeaksantin (92,93). Od ostalih
identifikovanih karotenoida u plodovima LB prisutni su i g-kriptoksantin, neoksantin i S-
karoten (94-96). Sadrzaj zeaksantina u plodovima LB je veéi nego u drugim namirnicama
bogatim zeaksantinom, kao §to je zumance (97). Zeaksantin se nakon apsorpcije uglavnom
akumulira u retini, a njegovi antioksidativni i retinoprotektivni efekti su od znaaja za
prevenciju starosne makularne degeneracije i katarakte koje su povezane sa starenjem (89).
Sadrzaj karotenoida se koristi i kao indikator kvaliteta plodova LB tokom skladistenja i
industrijske prerade (98). Takode, karotenoidi iz plodova godZzi se mogu koristiti kao prirodne
boje u razli¢itim namirnicama, dijetetskim suplementima i farmaceutskim proizvodima (99).
Najzastupljeniji karotenoidi u plodovima LB prikazani su na Slici 7.

Slika 7. Najzastupljeniji karotenoidi u plodovima LB (A-zeaksantin; B—lutein; C—f-karoten)

9)

1.6.3. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja cine veliku grupu strukturno razli¢itih biljnih metabolita. Zbog
pozitivnog uticaja na ljudsko zdravlje fenolna jedinjenja se intenzivno proucavaju poslednjih
decenija (100). Polifenolna jedinjenja imaju znac¢ajnu ulogu u rastu i razvoju biljaka, zastiti od
biotskog i abiotskog stresa, kao i od patogena i infekcija. Pored zastitnih efekata na biljke,
polifenolna jedinjenja uti¢u na organolepti¢ke osobine i bioloSku aktivnost namirnica (29).

Do sada je utvrdeno prisustvo vise od 8000 razli¢itih fenolnih jedinjenja, koja se mogu
grupisati na osnovu sli¢nosti u hemijskoj strukturi, bioloskim funkcijama i izvorima. Na
osnovu hemijske strukture, polifenoli se dele na: fenolkarboksilne kiseline, flavonoide, tanine,
stilbene i kumarine (Slika 8) (101). Strukturna razli¢itost fenolnih jedinjenja proizilazi iz
razlika u biosintetskim putevima u koje su ukljuceni specificni enzimi, §to rezultuje
formiranjem razlicitih fenolnih struktura.
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Vrste roda Lycium bogate su fenolnim jedinjenjima. Do sada je identifikovano oko 200
polifenola. Medutim postoje znacajne razlike u pogledu ukupnog sadrzaja i profila polifenolnih
jedinjenja u plodovima godzi. Sadrzaj ukupnih polifenola, kao i pojedina¢nih fenolnih
jedinjenja zavisi od geografskog porekla, klimatskih uslova, na¢ina uzgoja, kao i od analitickih
faktora, kao Sto su izbor rastvaraca i metoda kori$¢enih za ekstrakciju (1,94,102).

POLIFENOLI ]

4 4
FENOLNE KISELINE ] [ STILBENI ] FLAVONOQOIDI ] [ KUMARINI ]
| Hidroksibenzojeve ! ~  Flavonoli .
] T 1 e 1
! kiseline !
e \ ] Flavan-3-oli 1
i Hidroksicimethe | TTTTTTTTo T omms
. e
1 kiseline I 1 - |
L ) Flavoni 1

Slika 8. Podela polifenola (101)
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1.6.3.1. Fenolkarboksilne kiseline

Fenolkarboksilne kiseline ¢ine znacajnu grupu polifenola, koje su u prirodi najcesce
prisutne u konjugovanom obliku. Na osnovu hemijske strukture, fenolkarboksilne kiseline se
mogu podeliti na derivate hidroksibenzojeve 1 hidroksicimetne kiseline (Slika 9).
Hidroksicimetne kiseline su dominatnije i poseduju izraZeniju antioksidativnu aktivnost U
poredenju sa hidroksibenzojevim kiselinama. Antioksidativni potencijal fenolkarboksilnih
kiselina i njihovih derivata zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih grupa na aromati¢nom
prstenu, nacina vezivanja, kao i od vrste prisutnih supstituenata (103).

U plodovima roda Lycium identifikovano je prisustvo razli¢itih fenolkarboksilnih
kiselina, kao $to su galna, hlorogenska, kafena, p-kumarinska i ferulinska kiselina. Takode,
utvrdeno je prisustvo kafeoilhininske, vanilinske, 2,4-dihidroksibenzojeve, siringinske i
protokatehinske kiseline. Poznato je da ove kiseline imaju izrazena antioksidativna svojstva
(7,89,104).

R, R,

R, \ / COOH R \

COOH

(3

R, R R R, R R

OH OH OH Kafenakiselina OH OH H
Vanilinska kiselina OCH; OH H  Ferulinska kiselina OCH; OH H
p-Hidroksibenzojeva kiselina ~ H OH H Sinapinksa kiselina OCH; OH OCH;

Slika 9. Struktura derivata hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline zastupljenih u
plodovima godzi (preuzeto i prilagodeno (105))

1.6.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolna klasa jedinjenja, koja uz karotenoide i hlorofil, znacajno
doprinose karakteristicnim bojama voca i povréa. Ova polifenolna jedinjenja su najcesce
zastupljena u formi glikozida, gde su hidroksilne grupe fenolnih jedinjenja povezane sa
razli¢itim Secerima. Proces biosinteze flavonoida zapocinje iz aromati¢nih aminokiselina, kao
Sto su fenilalanin i tirozin, a rezultira formiranjem strukture sa tri prstena (C6-C3-C6), pri ¢emu
su dva fenolna benzenova prstena spojena piranskim prstenom. Na osnovu oksidacionog stanja
centralnog C-prstena, flavonoidi se klasifikuju u Sest glavnih grupa: flavoni, flavonoli,
flavanoli, flavanoni, izoflavoni i antocijanidini (106). Osnovna struktura flavonoida i
najvaznijih podklasa je prikazana na Slici 10.

14



Flavonoidi su najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja u plodovima roda Lycium.
Medu njima se izdvajaju flavonoli, kao §to su heterozidi kemferola, kvercetina i miricetina, pri
¢emu su najdominantniji kvercetin-ramno-di-heksozid i rutin (83,89,104). Flavanoni,
ukljucujuéi hesperidin i heterozide naringenina, prisutni su u LB i LR plodovima (107).
Flavoni, poput heterozida apigenina i luteolina, nalaze se samo u plodovima LB, a
dihidrohalkon (floretin) isklju¢ivo u plodovima LR. Flavan-3-oli, poput katehina i epikatehina,
kao 1 tanini, prisutni su u manjim koli¢inama i njihova koncentracija opada tokom sazrevanja
plodova godzi (104).

Antioksidativna svojstva flavonoida zavise od broja i polozaja hidroksilnih grupa na B
prstenu, pri cemu dve hidroksilne grupe u orto poloZaju pokazuju najizrazeniju antioksidativnu
aktivnost. Dodatno, molekuli flavonoida sa jednostrukim vezama izmedu C2 i C3 atoma imaju
vecu fleksibilnost 1 pokazuju bolju sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u poredenju sa
onima koji sadrze dvostruke veze. Pored neutralizacije slobodnih radikala, flavonoidi pokazuju
sposobnost heliranja metalnih jona, §to dodatno doprinosi njihovoj antioksidativnoj aktivnosti
(25,108).

Osnovnastruktura flavonoida

] 0.
! o

OH

o

Flavonoli Flavan-3-ol Flavanon

Slika 10. Osnovna struktura flavonoida i glavnih podklasa (preuzeto i prilagodeno (106))
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Heterozidi antocijanidina, poznati kao antocijani, predstavljaju vaznu grupu flavonoida
koji su odgovorni za mnoge pozitivne bioloske aktivnosti biljaka. Osnovna struktura antocijana
je fenilovani benzopiran, poznat kao flavilijum katjon, sa skeletom C6-C3-C6 (Slika 11).
Stabilnost antocijana zavisi od razli¢itih faktora, uklju¢uju¢i pH vrednost, temperaturu,
svetlost, organske kiseline, metale, kao i vezane Secere (9,109,110). Antocijani imaju najvecu
stabilnost u kiselom medijumu, obi¢no pri pH vrednostima izmedu 1 i 3. Boja antocijana varira
u zavisnosti od pH vrednosti; u kiseloj sredini preovladuje crvena, a u baznoj sredini plava
boja. Takode, broj hidroksilnih grupa na B prstenu uti¢e na boju antocijana; veci broj
hidroksilnih grupa doprinosi plavoj boji, a prisustvo glikozida crvenoj boji (111).

Plodovi LR sadrze antocijane poput heterozida petunidina, malvidina, delfinidina,
pelargonidina, peonidina i cijanidina, koji su odgovorni za njihovu karakteristicnu tamno-
ljubicastu boju (Slika 11). Odsustvo antocijana u plodovima drugih vrsta roda Lycium
pretpostavlja se da je rezultat inaktivacije gena povezanih sa sintezom antocijana (19,104,112).
Suseni plodovi LR sadrze do 3 % antocijana, $to je znacajno veca koncentracija U poredenju
sa drugim vrstama bobicastog voca (113). Osim medicinske primene, antocijani iz plodova LR
se mogu koristiti i kao sredstvo za bojenje (9). Za razliku od derivata cijanidina, koji su
dominantni antocijani u drugim vrstama bobicastog voca, plodovi LR sadrze acilovane derivate
petunidina, kao S$to je petunidin-3-O-rutinozil-(trans-p-kumaroil)-5-O-glukozid (114).
Antocijani se mogu acilovati fenolkarboksilnim kiselinama, poput p-kumarinske, kafene i
ferulinske kiseline, sto doprinosi povecanju njihove stabilnosti, posebno prema UV zraéenju i
niskim temperaturama. Profil antocijana u susenim i svezim plodovima LR se razlikuje usled
razlaganja antocijana tokom procesa susenja. Derivati cijanidina se nalaze samo u susenim
plodovima LR, dok su u svezim plodovima uglavnom zastupljeni antocijani sa 5-O-
glukozidnom strukturom (115).

Osnovna struktura antocijana

Antocijani R, R, R,
Delfinidin OH OH OH
Malvidin OCH; OH OCH;
Petunidin OCH; OH OH
Peonidin OCH; OH H

Slika 11. Osnovna struktura antocijana (A) i najvazniji predstavnici (B) (preuzeto i
prilagodeno (116))
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1.6.3.3. Kumarini

Kumarini su sekundarni metaboliti koji doprinose karakteristicnim senzornim osobinama
biljaka. U plodovima godzi je identifikovano prisustvo kumarina, poput umbeliferona,
skopoletina i eskuletina. Ovi sastojci ne samo da doprinose karakteristicnom mirisu, veé¢
doprinose i razli¢itim bioloskim aktivnostima plodova godzi, ukljuéujuci antioksidativnu,
antienzimsku i antimikrobnu aktivnost (9).

1.6.4. Alkaloidi

Alkaloidi predstavljaju veliku grupu organskih jedinjenja. Sadrze najmanje jedan atom
azota unutar heterociklicnog prstena. Prema hemijskoj strukturi, alkaloidi se mogu
klasifikovati u razli¢ite podgrupe, kao $to su indolni, hinolinski, izohinolinski, pirolidinski,
piridinski, pirolizidinski i tropanolni alkaloidi (117). 1z plodova LR izolovan je i identifikovan
veci broj alkaloida, uklju¢ujuci amide hidroksicimetnih kiselina (118). Takode, identifikovano
je oko 80 spermidinskih i sperminskih alkaloida u plodovima vrsta roda Lycium (9,83). lako
neki tropanolni alkaloidi, poput atropina i hiosciamina, mogu izazvati nezeljene efekte, njihove
koncentracije u vrstama roda Lycium su niske i znacajno ispod toksi¢nih koncentracija.

1.7. BIOLOSKA AKTIVNOST PLODOVA GODZI

Rezultati brojnih in vitro i in vivo studija na eksperimentalnim zivotinjama, kao i
klini¢kih studija ukazali su na razli¢ite bioloSke aktivnosti plodova roda Lycium. Ove aktivnosti
ukljucuju antioksidativne, antiinflamatorne, antimikrobne, imunostimulatorne, antidijabetske,
neuroprotektivne, antikancerogene i prebiotske efekte (7,33,45,104). Korisna svojstva
konzumiranja plodova godzi se pripisuju pojedina¢nim ili sinergisti¢kim efektima polisaharida,
karotenoida i fenolnih jedinjenja (104,119). Pored ovih glavnih bioaktivnih sastojaka,
bioloSkom potencijalu plodova godzi doprinose i peptidi, dijetna vlakna, fitosteroli, masne
kiseline, organske kiseline, alkaloidi, vitamini i minerali (7,83).

1.7.1. Antioksidativna aktivnost

Slobodni radikali su joni, atomi i molekuli sa jednim ili viSe nesparenih elektrona, §to
doprinosi njihovoj izrazenoj i neselektivnoj reaktivnosti. Najvaznije grupe slobodnih radikala
ukljuéuju reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), reaktivne vrste
azota (engl. Reactive Nitrogen Species RNS) i reaktivne vrste sumpora (engl. Reactive Sulphur
Species, RSS). ROS i RNS mogu biti u radikalskom i neradikalskom obliku. Najées¢i
radikalski oblici ukljucuju superoksid anjonski radikal (O2°*"), hidroksilni radikal (OH®),
hidroperoksilni radikal (HOO®), peroksilni radikal (ROO®) i azot-monoksidni radikal (NO®),
dok su neradikalski oblici singletni kiseonik (*O2), vodonik-peroksid (H202) i peroksinitrit
anjon (ONOO"). Najvece koli¢ine slobodnih radikala nastaju u mitohondrijama, kao
nusprodukt sinteze adenozin trifosfata (120). Medutim, stvaranju slobodnih radikala u
organizmu doprinose i spoljasnji faktori kao $to su zagadenje, UV zracenje, stres, konzumacija
alkohola 1 cigareta, izloZenost teSkim metalima 1 pesticidima, odredeni lekovi, kao 1
metabolicki procesi (121). U niskim ili umerenim koncentracijama, ROS i RNS ucestvuju u
procesima kao $to su celijska proliferacija, apoptoza i regulacija genske ekspresije (122). Na
primer, O2°* i azot- NO*® u niskim koncentracijama ucestvuju kao signalni molekuli u ¢elijskim
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putevima, dok H.O; deluje kao signalni molekul i prekursor za stvaranje drugih reaktivnih
vrsta, poput hipohlorne kiseline (HCIO).

Antioksidansi su supstance koje mogu usporiti, spreciti ili eliminisati o$tecenja molekula
izazvana delovanjem slobodnih radikala (123). Aktivnost antioksidanasa se moze ostvariti na
razlicite nacine, ukljucujuci inhibiciju oksidativnih reakcija, spre¢avanje propagacije
autooksidacije, deaktivaciju singlet-kiseonika, sinergisticko delovanje sa drugim
antioksidansima, redukciju H.O> u stabilnija jedinjenja, heliranje metalnih jona poput gvozda
i bakra u stabilne oblike i inhibiciju prooksidativnih enzima (124). Antioksidansi se mogu
klasifikovati na nekoliko nacina, pri ¢emu je osnovna klasifikacija na prirodne i sintetske
antioksidanse. lako su sintetski antioksidansi cesto efikasniji, neki od njih su povezani sa
Stetnim efektima na zdravlje ljudi, Sto povecava interesovanje za prirodnim alternativama
(125). Prirodni antioksidansi dalje se dele na endogene i egzogene (Slika 12). Endogeni
antioksidansi, koji se stvaraju u organizmu, mogu biti enzimski ili neenzimski. Enzimski
antioksidansi, kao $to su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-reduktaza
(GR) i glutation-peroksidaza (GPx), ¢ine prvu liniju odbrane, transformisuéi reaktivni O2*" i
H202 u vodu i kiseonik (126). Neenzimski endogeni antioksidansi pruzaju dodatnu zastitu
brzim neutralisanjem slobodnih radikala. Egzogeni antioksidansi se unose hranom i ukljuéuju
razlic¢ite Klase jedinjenja poput glutationa, AA, a-tokoferola, dijetnih vlakana, minerala i
polifenola, koji su kljuéni za zastitu ¢elija od oksidativnog oStecenja (127).

[ ANTIOKSIDANSI ]

!
| ]
[ SINTETSKI ] [ PRIRODNI ]
! ]
Enzimski Ne-enzimski
[ L _______ | [P L _______ 1
+ U SOD ! + U Polifenoli !
10 CAT : ' vitamini '
' GPx i ' Q Minerali i
' dGR ! E O Karotenoidi :

Slika 12. Podela antioksidanasa (128)
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Medutim, kada koli¢ina ROS prevazide zaStitni kapacitet endogenih antioksidativnih
enzima i neenzimskih antioksidanasa dolazi do pojave oksidativnog stresa (2,29,122).
Oksidativni stres je usko povezan sa procesom starenja i razvojem brojnih patoloskih stanja,
kao sto su kardiovaskularne bolesti, karcinomi, inflamatorne bolesti, dijabetes, reumatoidni
artritis, neurodegenerativne i autoimunske bolesti (6,129). Kada endogeni antioksidativni
sistemi nisu dovoljno efikasni da sprece oksidativna osteéenja izazvana oksidativnim stresom,
potrebna je suplementacija antioksidansima (122). Najve¢i doprinos antioksidativnom
kapacitetu namirnica, posebno voca i povrca, imaju fenolna jedinjenja, karotenoidi, tokoferol,
polisaharidi i AA (2,22,130).

Plodovi godzi sadrze razli¢ita bioaktivna jedinjenja, a njihova antioksidativna aktivnost se
povezuje sa prisustvom polisaharida, karotenoida, flavonoida i AA-2p5G (7,131,132). Ova
jedinjenja ispoljavaju sinergisticke, aditivne ili u retkim slucajevima antagonisticke efekte.
Smatra se da su antioksidativni efekti bioaktivnih sastojaka plodova godzi posredovani
razli¢itim mehanizmima, kao $to su uklanjanje slobodnih radikala putem prenosa atoma
vodonika ili doniranjem elektrona, heliranjem metala ili interakcijom sa drugim
antioksidansima (108,133). Pored toga, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja mogu stimulisati
ekspresiju antioksidativnih enzima, kao §to su CAT, GPx i SOD, ¢ime se sprecava formiranje
ROS (33,104,112,134). Zbog sadrzaja razli¢itih bioaktivnih jedinjenja i razli¢itih mehanizama
antioksidativnog delovanja, za odredivanje antioksidativne aktivnosti plodova godzi se
primenjuju razli¢ite metode. NajceS¢e koris¢eni testovi ukljucuju procenu neutralizacije
radikala, kao $to su 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") i 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonska kiselina) (ABTS™), zatim odredivanje redukcionog potencijala na osnovu
sposobnosti redukcije gvozda (engl. ferric reducing antioxidant power, FRAP) i bakarnih jona
(engl. cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC), kao i inhibiciju lipidne peroksidacije
(obezbojenje p-karotena) (29).

1.7.2. Hipoglikemijski efekti

Dijabetes melitus je hroni¢ni metabolicki poremecaj uzrokovan nedovoljnom
proizvodnjom insulina ili smanjenom sposobno$¢u njegovog delovanja, §to onemogucava
odrzavanje koncentracije glukoze u krvi (29,104). Dijabetes melitus tip 1 nastaje kao posledica
autoimunog ostecenja f-Celija pankreasa koje proizvode insulin, §to rezultira potpunim
nedostatkom ovog hormona i zahteva dozivotnu terapiju insulinom. Nasuprot tome, dijabetes
melitus tip 2 je najzastupljeniji oblik, Cesto povezan sa gojaznosc¢u i sedentarnim nacinom
zivota. Ovaj tip dijabetesa karakterise insulinska rezistencija i u osnovi le¢enja je promena stila
zivota i nacina ishrane (104,135,136). Uprkos znacajnom napretku u istrazivanju i leCenju
hiperglikemije, dijabetes predstavlja globalni zdravstveni problem. Prema podacima WHO,
viSe od 830 miliona ljudi boluje od dijabetesa (137). S obzirom na brojne komplikacije
povezane sa ovom bolesc¢u, terapija lekovima je ¢esto neophodna, medutim, moze biti i skupa,
teSko dostupna i sa potencijalnim nezeljenim dejstvima (22). Enzimi, kao $to su pankreasna a-
amilaza (engl. a-amylase, a-Amy) i intestinalna a-glukozidaza (a-glucosidase, a-Gls),
razgraduju slozene ugljene hidrate do monosaharida, zbog ¢ega se intenzivno proucavaju
inhibitori ovih enzima i njihovi izvori (22).

Smatra se da su LBP kljucni bioaktivni sastojci odgovorni za hipoglikemijski potencijal
plodova LB, sto je potvdeno brojnim in vitro i in vivo studijama (7,29). Inozitol, metabolit
manoze dobijen iz LBP, povecava ekspresiju transportera glukoze 4 (engl. Glucose transporter
4, GLUT4) i glukokinaze, ¢ime poboljsava insulinsku osetljivost i metabolizam glukoze (138).
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Pored toga, hipoglikemijski efekat moze biti povezan sa sadrzajem rutina i AA (139,140).
Digestijom antocijana plodova LR mozZe Se pojacati bioloska aktivnost, ukljucujuci
antioksidativnu sposobnost i inhibiciju enzima a-Gls i a-Amy (86,141). Ova svojstva
doprinose smanjenju hiperglikemije i olakSavaju konverziju glukoze u glikogen u jetri, dok
istovremeno smanjuju markere oksidativnog stresa (9).

1.7.3. Neuroprotektivni efekti

Neurodegenerativne bolesti, poput Alchajmer-ove bolesti, karakteriSu se progresivnom
kognitivnom disfunkcijom i oSte¢enjem neurona. Prema podacima WHO vise od 55 miliona
ljudi Sirom sveta pati od demencije (142). lako tacan uzrok bolesti nije u potpunosti razjasnjen,
veruje se da inflamacija i akumulacija ROS u mozgu dovode do mitohondrijalne disfunkcije i
apoptoze neuronskih ¢elija. Pored toga, nakupljanje amiloidnih plakova, posebno amiloid-beta
proteina izmedu nervnih ¢elija, moze dovesti do poremecaja ponaSanja i kognitivnih
disfunkcija (29,104).

Enzim acetilholinesteraza (engl. acetylcholinesterase, AChE) ima Kklju¢nu ulogu u
razgradnji neurotransmitera acetilholina, koji je esencijalan za prenos signala izmedu nervnih
¢elija. Povecana aktivnost AChE smanjuje dostupnost acetilholina u sinapsama, §to ometa
komunikaciju izmedu neurona i doprinosi razvoju neurodegenerativnih bolesti. Inhibitori
AChE Koriste se za usporavanje progresije ovih bolesti. Istrazivanja su pokazala da ekstrakti
plodova LR i LB ispoljavaju inhibitorna svojstva prema AChE. Sinergisticki efekti polifenola
sa vitaminima C i E doprinose zastiti od neurodegeneracije, Sto se pripisuje njihovoj
antioksidativnoj aktivnosti, ukljucujuc¢i i regeneraciju endogenih antioksidanasa (102,143).
Pored toga, neuroprotektivni efekti se pripisuju i LBP, kao i dikafeoilsperminima i
spermidinima, koji stimulisu proliferaciju i oCuvanje neurona u hipokampusu (10,29). Ekstrakt
antocijana pripremljen od plodova LR, u dozi od 80 mg/kg, pobolj$ao je pamcenje kod
eksperimentalnih Zzivotinja, uz znaajno smanjenje oksidativnog stresa i inflamacije u
hipokampusu (144,145).

1.7.4. Antiinflamatorni efekti

Inflamacija predstavlja kompleksan bioloski odgovor organizma na Stetne stimulanse,
ukljucujuci patogene, oStecene celije ili iritanse. Inflamatorni odgovor zapocinje aktivacijom
urodenog imuniteta, oslobadanjem efektorskih molekula, inhibicijom specificnih enzima i
produkcijom proinflamatornih medijatora, kao $to su faktor nekroze tumora-a (TNF-a),
interleukini (IL), i nuklearni faktor kapa £ (NF-kp) (146). U fizioloskim uslovima, inflamacija
predstavlja zastitni proces koji omogucava uklanjanje uzro¢nika oStecenja i zapocCinjanje
procesa regeneracije. Medutim, hroni¢na inflamacija 1 nekontrolisana produkcija
proinflamatornih citokina su povezani sa razli¢itim oboljenjima, ukljucujuci kardiovaskularne,
autoimunske i neurodegenerativne bolesti (147).

Lipooksigenaze (engl. lipoxygenase, LOX) su enzimi ukljuceni u proces peroksidacije
lipida i Klasifikuju se prema pozicionoj specifi¢nosti oksigenacije PNMK, kao S§to su
arahidonska, linolna, a-linolenska, y-linolenska kiselina, eikozapentaenska i dokozaheksaenska
kiselina. Enzim 15-lipooksigenaza (engl. 15-lipoxygenase, 15-LOX) je kljuc¢an u oksidaciji
PNMK na 15-tom ugljenikovom atomu, $to dovodi do formiranja proinflamatornih
eikozanoida, ukljucuju¢i leukotriene, koji imaju vaznu ulogu u modulaciji inflamatornog

20



odgovora. Enzim je eksprimiran u razli¢itim celijama ukljucujuéi retikulocite, eozinofile,
dendritske celije, makrofage, epitelne celije disajnih puteva, vaskularne i ¢elije pankreasnih
ostrvaca. Prekomerna aktivnost LOX enzima povezana je sa razvojem i progresijom upalnih
stanja, ukljucujuci aterosklerozu, neurodegenerativne bolesti i razliCite oblike karcinoma.
Inhibicija 15-LOX smatra se potencijalno vaznom strategijom za kontrolu oksidativnog stresa
I smanjenje inflamacije (148,149).

Vrste roda Lycium prepoznate su kao prirodni izvori antiinflamatornih jedinjenja, medu
kojima se isti¢u polisaharidi i polifenoli, a njihova in vitro i in vivo efikasnost procenjena je na
nekoliko zivotinjskih modela. Utvrdeno je da hidrosolubilni arabinogalaktan polisaharid iz
plodova LR, ozna¢en kao LRGP3, znacajno inhibira ekspresiju iNOS, proizvodnju azot-
monoksida i inflamatornih citokina u RAW264 ¢elijama. Antiinflamatorna aktivnost ovog
polisaharida posredovana je NF-kf-iINOS-NO signalnim putem, pri ¢emu klju¢nu ulogu ima
galaktanski skelet (150,151). Osim toga, prisutni antocijani dovode do smanjenja inflamatornih
markera, kao $to su TNF-a, ciklooksigenaza-2, NF-kg i IL-15. Ekstrakti plodova LB, bogati
polifenolima, pokazuju znacajnu inhibiciju 15-LOX, S$to se pripisuje antioksidativnim
svojstvima fenolnih jedinjenja, koja sprecavaju lipidnu peroksidaciju i formiranje reaktivnih
proinflamatornih jedinjenja. Prisustvo polisaharida i karotenoida u plodovima godzi dodatno
doprinosi smanjenju inflamatornih procesa, kroz podrsku antiinflamatornim zastitnim
mehanizmima (7,22,57).

1.7.5. Antimikrobni efekti

Mikrobni agensi obuhvataju razli¢ite vrste mikroorganizama, koji mogu izazvati infekcije
ili bolesti kod ljudi, Zivotinja i biljaka. Glavne kategorije mikrobnih agenasa su bakterije,
virusi, gljivice, paraziti i prioni. Bakterije su jednocelijski organizmi koji se dele na Gram-
pozitivne i Gram-negativne, na osnovu strukture celijske membrane 1 debljine
peptidoglikanskog sloja. Gram-pozitivne bakterije imaju debeli sloj peptidoglikana koji
zadrZzava ljubicastu boju tokom bojenja po Gramu, dok Gram-negativne bakterije imaju tanji
sloj peptidoglikana, uz dodatnu spoljasnju membranu koja sadrzi lipopolisaharide. Ova
strukturna razlika uti¢e na njihovu otpornost na antibiotike, pri ¢emu su Gram-negativne
bakterije Cesto otpornije, zbog prisustva spoljaSnje membrane koja otezava prodiranje
antimikrobnih lekova. Takode, Gram-negativne bakterije ¢esto sadrze efikasne efluks pumpe
koje aktivno izbacuju antibiotike iz ¢elije, dok je kod obe grupe bakterija rezistencija na
antibiotike posledica genetskih mutacija (152,153).

Sekundarni metaboliti biljaka, kao sto su fenolkarboksilne kiseline, flavonoidi i
karotenoidi, ispoljavaju antimikrobno dejstvo putem interakcije sa ekstracelularnim i
rastvorljivim proteinima mikroorganizama, §to rezultira naruSavanjem Strukture celijske
membrane, uklanjanjem metalnih jona i inhibicijom enzima. Antimikrobna aktivnost
polifenolnih jedinjenja moze se dodatno objasniti njihovim specificnim strukturnim
karakteristikama, kao i uticajem pH vrednosti i koncentracije natrijum-hlorida, $to dovodi do
fizioloskih promena u mikroorganizmima i na kraju do ¢elijske smrti (25,154). Hlorogenska
kiselina, jedna od glavnih fenolkarboksilnih kiselina u plodovima godzi, ostvaruje
bakteriostatski i baktericidni efekat prema Escherichia coli (154). Istrazivanja pokazuju da
ekstrakti plodova godzi deluju na Staphylococcus aureus i Escherichia coli, sto ukazuje na
njihov potencijalni znac¢aj kod infekcija izazvanih antibiotik-rezistentnim bakterijama. Pored
antimikrobnih svojstva, plodovi godzi ispoljavaju i snazna antioksidativha svojstva, §to
ublazava inflamaciju izazvanu mikroorganizmima (155).
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1.7.6. Prebiotski potencijal

Prebiotici su nedigestibilni ugljeni hidrati koji selektivno podsti¢u rast i aktivnost
probiotskih bakterija, poput Bifidobacterium i Lactobacillus, ¢ime moduli$u crevnu mikrobiotu
I doprinose opstem zdravlju organizma (156). Mehanizam delovanja prebiotika obuhvata
fermentaciju od strane crevnih bakterija, pri ¢emu dolazi do stvaranja kratkolancanih masnih
kiselina (engl. chort-chain fatty acids, SCFA), poput butirata, propionata i acetata. SCFA imaju
pozitivan efekat na enterocite, poboljSanje imuniteta i smanjenje inflamacije. Prebiotski
potencijal plodova godzi se uglavnom pripisuje polisaharidima i fenolnim jedinjenjima (104).

Studije su potvrdile da LBP iz plodova LB doprinose modulaciji crevne mikrobiote,
stimulisanjem selektivnog rasta probiotskih bakterija i pove¢anjem koncentracije imunoloskih
markera, kao $to su TGF-4, IL-6 i IgA u debelom crevu (157,158). Pored LBP, antocijani iz
plodova LR ispoljavaju pozitivan efekat na crevnu mikrobiotu, stimulisuéi rast korisnih
bakterija i sintezu SCFA (159,160). U in vivo ispitivanjima na miSevima, antocijani iz LR su
poboljsali strukturni integritet crevne barijere i rast probiotskih bakterija (161).
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1.8. POTENCIJALNI RIZICI KONZUMIRANJA PLODOVA GODZI1

Plodovi godzi imaju dugotrajnu istoriju upotrebe u azijskim zemljama. U SAD i Evropi,
plodovi godzi i njihovi proizvodi dostupni su kao hrana i dodaci ishrani (7,33,89). Klinicke
studije su potvrdile bezbednost upotrebe plodova godzi u dozama koje se koriste u
tradicionalnoj medicini. Medutim, potencijalnu opasnost po zdravlje moze predstavljati
prisustvo toksi¢nih sastojaka poput tropanolnih alkaloida, kao i hemijskih kontaminanata,
ukljucujuéi teske metale (olovo, kadmijum, arsen, ziva, bakar), pesticide (organohlorni,
organofosforni i triazolni) i sulfite (8).

Postoje kontroverzni podaci o sadrzaju atropina u plodovima godzi. U jednoj studiji iz
1989. godine utvrden je sadrzaj atropina u koli¢ini od 0,95 % u uzorcima plodova godzi iz
Indije. Medutim, kasnija istrazivanja su ukazala na znacajno nize koncentracije oko 19 pg/kg,
§to je ispod minimalnih toksi¢nih koncentracija atropina (7,13,33,162,163). Od 2009. do 2017.
godine, prema izvestajima Uprave za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration,
FDA) i Sistema brzog uzbunjivanja i obavestavanja za hranu i hranu za Zivotinje (engl. Rapid
Alert System for Food and Feed, RASFF), 208 uzoraka plodova godzi uvezenih u SAD i EU
bilo je kontaminirano pesticidima ili sumporom, ukljucujuci i one ozna¢ene kao organski godzi
(164,165). Poznato je da organska proizvodnja moze smanjiti Nivo izlozenosti toksi¢nim
hemikalijima (46). Medutim neka istrazivanja ukazuju da plodovi godzi uzorkovani sa plantaza
sadrze vece koli¢ine pesticida u odnosu na kupljene iz supermarketa, pri ¢emu je izlozenost
toksi¢nim metalima opasnija nego pesticidima (163).

lako se smatra bezbednim za kori§¢enjem, zabelezeni Su slucajevi hepatotoksi¢nosti
koji su povezani sa konzumiranjem plodova godzi (166,167). Takode, pojedini proteini u
plodovima godzi kod odredenih osoba mogu izazvati alergijske reakcije (168,169), ukljuc¢ujuci
anafilaksu (170,171). Pokazano je da postoji visoka unakrsna reaktivnost izmedu plodova
godzi i drugih vrsta iz porodice Solanaceae, poput breskvi, paradajza i duvana, sto doprinosi
relativno vecoj ucestalosti alergijskih reakcija na plodove godzi u evropskoj populaciji (7).

Interakcije izmedu plodova godzi i odredenih lekova mogu biti klinicki znacajne.
Istovremena upotreba plodova godzi sa varfarinom, oralnim kumarinskim antikoagulansom,
moze povecati rizik od krvarenja (172). Takode, zabeleZeno je da je konzumiranje infuza od
plodova godzi kod starije pacijentkinje dovelo do ispoljavanja toksi¢nih efekata antiaritmika
flekainidina (173). Smatra se da potencijalni mehanizmi ove interakcije ukljucuju inhibiciju
enzima CYP2C9 (33).

Prema tradicionalnim kineskim medicinskim izvorima, trudnice i osobe sa odredenim

zdravstvenim stanjima, poput dijareje, groznice, artritisa i tezih inflamatornih oboljenja, treba
da budu oprezne pri upotrebi plodova godzi (33)
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1.9. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE BIOLOSKI AKTIVNIH
JEDINJENJA IZ PLODOVA GODZI

1.9.1. Ekstrakcija bioloski aktivnih jedinjenja

Zbog potencijalnog znacaja i primene veliki broj istrazivanja je usmeren na
identifikaciju najefikasnijih metoda za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz svezih i/ili suSenih
biljaka ili njihovih delova. Pored izbora adekvatne metode, od kljuénog znacaja je odabir
rastvaraca i definisanje optimalnih uslova procesa ekstrakcije, kao $to su temperatura, duzina
ekstrakcije, intenzitet meSanja i odnos biljnog materijala i rastvaraca. lzolovana bioaktivna
jedinjenja se dalje mogu Koristiti u istrazivacke svrhe, ali i kao sirovine u kozmeti¢koj,
farmaceutskoj, hemijskoj i prehrambenoj industriji (174,175).

Pravilna priprema biljnog materijala podrazumeva susenje i usitnjavanje. SuSenjem se
smanjuje sadrzaj vlage i doprinosi ocuvanju mikrobioloske ispravnosti materijala, ¢ime se
obezbeduje dugoro¢no skladistenje. Usitnjavanjem se povecava kontaktna povrsina, ¢ime se
ubrzava ekstrakcija aktivnih jedinjenja. Stepen usitnjenosti zavisi od vrste biljnog materijala i
metode ekstrakcije, te je ¢esto neophodna optimizacija ovog parametra. Takode, za povecanje
prinosa bioaktivnih jedinjenja, biljni materijal moze biti podvrgnut razli¢itim predtretmanima,
kao S$to su enzimski tretmani ili primena mikrotalasa (176).

Ekstrakti se mogu pripremati koris¢enjem tradicionalnih metoda poput maceracije,
metodama, poput ultrazvuéne ili mikrotalasne ekstrakcije, te ekstrakcije superkriti¢énim
fluidima. 1zbor odgovaraju¢e metode zavisi od karakteristika biljnog materijala i bioaktivnih
jedinjenja, ali i njihovih prednosti i ograni¢enja (177).

Tradicionalne metode ekstrakcije se Cesto koriste zbog jednostavnosti izvodenja,
kompatibilnosti sa razli¢itim rastvaracima i niskih troskova opreme. Ogranic¢enja ovih metoda
ukljuéuju duzinu trajanja ekstrakcije, veliku potro$nju organskih rastvaraca, niske prinose i
nedovoljnu selektivnost. Takode, visoke temperature koje se koriste u nekim tradicionalnim
metodama mogu dovesti do degradacije osetljivih bioaktivnih jedinjenja. Nasuprot tome,
savremene metode ekstrakcije su ekoloski prihvatljivije, selektivnije, energetski i vremenski
efikasnije za izolaciju polarnih bioaktivnih jedinjenja. Dodatno, kod ovih metoda se smanjuje
ili eliminiSe upotreba toksi¢nih rastvaraca, ne koriste se visoke temperature tokom ekstrakcije,
¢ime se smanjuje rizik od degradacije osetljivih bioaktivnih jedinjenja (174,178).

Ekstrakcija rastvara¢em je medu najcesce koris¢enim metodama u izolaciji bioaktivnih
jedinjenja, pri ¢emu je izbor rastvaraca od klju¢nog znacaja. NajéeSc¢e koris¢eni rastvaraci su
voda, etanol, metanol, aceton, propilen-glikol, hloroform, etil-acetat i heksan. Idealan rastvarac
treba da bude lako dostupan, selektivan, bezbedan (netoksi¢an, nezapaljiv i neeksplozivan),
hemijski stabilan, ekonomski isplativ, kao i niske tacke kljucanja, odgovarajuce viskoznosti i
povrsinskog napona (179). Voda je finansijski povoljan, lako dostupan, netoksicni i ekoloski
prihvatljiv rastvara¢, koji se lako reciklira. Medutim, njena primena je ogranic¢ena niskom
selektivno$cu, nemoguénoscu rastvaranja manje polarnih jedinjenja, kao i visokim energetskim
zahtevima za njeno uklanjanje (180). Etanol, sa druge strane, pokazuje visoku selektivnost i
nisku toksi¢nost, i moze stabilizovati bioloski aktivna jedinjenja inhibicijom enzima koji ih
razgraduju. Medutim, njegova zapaljivost, cena i moguénost prisustva metanola kao necistoce
predstavljaju ograni¢enja. Za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja Cesto se koriste hloroform,
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benzen, etar, dok se za polarna jedinjenja naj¢esS¢e primenjuju voda, ili njene meSavine sa
metanolom ili etanolom. Kombinacija polarnih i nepolarnih rastvarata moze povecati
selektivnost ekstrakcije specificnih bioaktivnih jedinjenja (180).

1.9.2. Eksperimentalni dizajn

Optimizacija procesa ekstrakcije bioloski aktivnih jedinjenja predstavlja klju¢ni korak u
razvoju novih lekova, suplemenata i funkcionalnih namirnica. Efikasnost i stabilnost ovih
jedinjenja zavise od razli¢itih faktora, uklju¢ujué¢i hemijski sastav, primenjenu metodu
ekstrakcije, kao i interakcije sa drugim komponentama. Tradicionalni univarijantni pristup
optimizacije, poznat kao metoda ,jedan faktor u vremenu“ (engl. One Factor at a Time,
OFAT), analizira uticaj svakog pojedina¢nog faktora, ali zahteva veliki broj eksperimenata, sto
¢ini proces vremenski, resursno i finansijski zahtevnim. Pored toga, OFAT pristup ne
omogucava analizu interakcija izmedu faktora. Nasuprot tome, viSefaktorske metode
optimizacije koriste eksperimentalne dizajne za simultano ispitivanje vise faktora, ¢ime se
smanjuje broj potrebnih eksperimenata, Stede vreme i resursi, uz detaljan uvid u medusobne
interakcije faktora (181).

Eksperimentalni dizajn (engl. Design of Experiments, DoE) je strukturirani
metodoloski pristup koji omoguéava planiranje i sprovodenje eksperimenata, kako bi se
identifikovale matematicke veze izmedu faktora (nezavisnih promenljivih) i ispitivanih
odgovora (zavisnih promenljivih) unutar definisanog eksperimentalnog prostora, uz minimalan
broj potrebnih eksperimenata (182). Jedna od naj¢e$ce koris¢enih visefaktorskih metoda u
ovom procesu je metodologija povrsine odgovora (engl. Response Surface Methodology,
RSM), koja se zasniva na eksperimentalnom dizajnu i predstavlja graficki prikaz matematickog
modela.

Dizajn eksperimenata za karakterizaciju i optimizaciju sistema se sprovodi kroz faze
skrininga i optimizacije. U situacijama sa velikim brojem faktora, kada nema dovoljno
literaturnih podataka, koristi se skrining metod za selekciju znacajnih faktora. Najcesce se u te
svrhe primenjuje Plackett-Burman dizajn (PB), razvijen od strane R.L. Plackett-a i J.P.
Burman-a. Ovaj frakcioni faktorski dizajn varira faktore na dva nivoa, nizem (-1) i viSem (+1),
omogucavajuéi ispitivanje kvantitativnih i kvalitativnih uticaja faktora, pri ¢emu zanemaruje
interakcije medu njima. Ovakav pristup omogucéava brzu i efikasnu identifikaciju klju¢nih
varijabli za dalju analizu i optimizaciju, znacajno smanjujuci kompleksnost narednih
istrazivackih faza. Medutim, kako se interakcije izmedu faktora ne uzimaju u obzir, ovaj dizajn
nije pogodan za istraZivanje kompleksnih sistema kod kojih su interakcije faktora presudne za
razumevanje ponasSanja sistema. Takode, ne omogucéava analizu nelinearnih efekata (183).

Box-Behnken dizajn (BBD), razvijen od strane George Box-a i Donald Behnken-a, jedan
je od najcesce koris¢enih metoda za optimizaciju procesa istrazivanja bioaktivnih jedinjenja.
Namenjen je za optimizaciju procesa sa viSe faktora i analizu nelinearnih odnosa izmedu
faktora i odgovora. BBD se zasniva na rotacionom dizajnu, koji se karakterise izvodenjem
eksperimenata na srednjim vrednostima nivoa faktora, a ne na ekstremnim vrednostima. Na
ovaj nacin se omogucava preciznija procena optimizovanih uslova, istovremeno smanjujuci
rizik od eksperimentalnih gresaka i oSte¢enja opreme ili materijala. Prednosti ovog dizajna
ukljucuju istrazivanje kvadratnih efekata uz relativno mali broj eksperimentalnih tacaka.
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Medutim, BBD nije idealan za eksperimente koji zahtevaju ekstremne uslove, jer ne obuhvata
sve tacke u prostoru (184).

Kombinacija PB i1 BBD dizajna pruza sveobuhvatan pristup u optimizaciji ekstrakcije
bioaktivnih jedinjenja. PB dizajn sluzi kao inicijalni skrining, efikasno identifikujuci klju¢ne
faktore koji najvise uti¢u na proces, dok BBD dizajn omoguc¢ava finu optimizaciju kroz
procenu nelinearnih efekata i interakciju izmedu ovih varijabli. Ovaj integrisani pristup
omogucava precizno modelovanje i maksimizaciju prinosa ciljnih bioaktivnih jedinjenja,
minimizirajuéi vreme i resurse potrebne za izvodenje eksperimenata (185).

1.9.3. Statisticka procena modela

Rezultati dobijeni primenom dizajna eksperimenata najcesce se procenjuju primenom
RSM, koja koristi matematicke i statisticke tehnike za modelovanje zavisnosti izmedu faktora
i odgovora. Ova zavisnost se moze izraziti polinomskom jedna¢inom:

y=f(X123.n)+ ¢ (D

y — zavisna promenljiva (odgovor)
X — nezavisna promenljiva (faktor)
n — broj faktora

f — funkcija

€ — statisticka greska

Koriste¢i navedenu jednacinu, omoguéava se kvantifikacija uticaja svakog faktora i
identifikacija optimalnih uslova za postizanje zeljenih vrednosti odgovora, ¢ime se olakSava
interpretacija podataka 1 donoSenje zaklju¢aka o optimalnim uslovima procesa.

Kako bi se omogucilo direktno poredenje faktora koji se razlikuju po jedinicama i
opsezima vrednosti, koristi se kodiranje vrednosti prema sledecoj jednacini (186):

X, — X
X=( = 0) (2)

X — kodirana vrednost faktora

Xi — stvarna vrednost

Xo — srednji nivo

AX —razlika izmedu susednih nivoa

Najcesce se koriste polinomi prvog i drugog reda za opisivanje zavisnosti odgovora u
modeliranju, dok se polinomi viseg reda rede primenjuju zbog slozenosti. Kvadratna jednacina
koja opisuje predvideni odgovor U procesu optimizacije moze se prikazati na slede¢i nacin
(184):
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Y = Bo+ iﬁiXi + iﬁiiXiZ + 24: i BijXiXj (3)

i=1 j=i+1

e fo— odsecak

e S — linearni koeficijent

e fi—kvadratni koeficijent
e f; —koeficijent interakcije
e XiXj —interakcije

e Xi?—kvadratni efekti

Koeficijenti modela se odreduju primenom metode najmanjih kvadrata, dok se njihova
statisticka znacajnost procenjuje Studentovim t-testom ili F-testom. Vrednosti koeficijenata
ukazuju na relativni uticaj pojedina¢nih faktora na sistem, dok predznak koeficijenata
(pozitivan ili negativan) ukazuje da li porast faktora povecava ili smanjuje odgovor. Kvadratni
Clanovi modela izrazavaju zakrivljenost povrSine odgovora, dok interakcioni koeficijenti
ukazuju na medusobno dejstvo faktora. Statisticka relevantnost celokupnog modela se takode
procenjuje koriS¢enjem t-testa ili F-testa, dok koeficijent determinacije (R?) ukazuje na
uskladenost modela sa eksperimentalnim podacima, pri ¢emu vrednost 1 oznacava potpunu
uskladenost. Lack of Fit test ispituje odstupanje izmedu stvarnih i predvidenih vrednosti, $to
pomaze u prepoznavanju potencijalnih uzroka odstupanja, bilo zbog eksperimentalnih gresaka
ili ograni¢enja modela. Model se smatra validnim ako je statisti¢ki znacajan, uz uslov da Lack
of Fit nije znacajan, §to se procenjuje analizom varijanse (187).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je bila procena hemijskog sastava i bioloske
aktivnosti plodova vrsta roda Lycium uzgajanih u Srbiji, kao i sporednih proizvoda koji nastaju
tokom njihove prerade. Istrazivanje je sprovedeno u Cetiri faze kojima je obuhvaéeno:

1) Ispitivanje hemijskih i nutritivnih karakteristika svezih i/ili liofilizovanih plodova L.
barbarum i L. ruthenicum gajenih u Srbiji;

2) Procena in vitro bioloskih aktivnosti (antioksidativne, antienzimske, antimikrobne i
prebiotske) vodenometanolnih ekstrakata plodova godzi;

3) Optimizacija procesa ekstrakcije odabranih bioaktivnih sastojaka plodova godzi i
bioloSka karakterizaciju dobijenih ekstrakata;

4) Analiza hemijskog sastava, optimizaciju procesa ekstrakcije i procena bioloske

aktivnosti sporednih proizvoda prerade plodova godzi (L. barbarum) nakon cedenja soka
(pulpa) i nakon cedenja ulja iz semena (pogaca).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. HEMIKALIJE, REAGENSI | STANDARDI

Koris¢ene hemikalije bile su analiti¢kog stepena Cistoce.

>

Vecina koris¢enih standarda i hemikalija nabavljena je od proizvodaca Sigma-Aldrich
(Darmstat, Nemacka): reagensi za procenu antioksidativne aktivnosti: 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), 2,2'-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina
(ABTS), neokuproin, bakar-hlorid, natrijum-acetat, f-karoten, Folin-Ciocalteu reagens,
natrijum-karbonat, kalijum-peroksodisulfat, gvozde-(l111)-hlorid-6-hidrat, amonijum-
acetat; reagenasi i standardi za procenu antienzimske aktivnosti [a-amilaza, a-glukozidaza,
acetilholinesteraza, L-tirozin, dinitrosalicilna kiselina, tris(hidroksimetil)aminometan, 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina, p-nitro-p-D-glukopiranozid, akarboza, galantamin,
kalijum-natrijum-tartarat]. Od istog proizvodaca su nabavljeni i standardni polifenolnih
jedinjenja (hlorogenska kiselina, kafena kiselina, ferulinska kiselina, rutin, kemferol,
kvercetin i katehin), rastvara¢i (metanol, hlorovodoni¢na kiselina, sumporna kiselina,
hloroform, aceton, heksan, fenol, etar, etil-acetat), kao i kalijum-hidroksid, natrijum-
hidroksid, natrijum-sulfat, natrijum-hlorid, aluminijum-(l11)-hlorid, natrijum-nitrit, bis-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamidom (BSTFA).

Enzimski kit za odredivanje ukupnog sadrzaja dijetnih vlakana nabavljen je od proizvodaca
Megazyme International (K-TDFR, Wicklow, Irska).

Reagensi koris¢eni za odredivanje sadrzaja minerala ukljucuju Multi—-Element Plasma
Standard Solution 4 (Specture®, Alfa Aesar, John Mutthey Company), Major Elements
Stock (EPA Method Standard, VHG Labs), 6020A ICS Stock (EPA Method Standard,
VHG Labs), Mercury Standard (Merck) i Arsen Standard (Merck).

Standard koji¢ne kiseline nabavljen je od kompanije Avena Lab (Vrsac, Srbija).

Galna kiselina, glukoza, natrijum dihidrogen-fosfat, natrijum hidrogen-fosfat, linolna
kiselina i acetilholin-jodid nabavljeni su od proizvodac¢a Acros Organics (Gel, Belgija),
dok su etanol, glacijalna sir¢etna kiselina i Tween 20 nabavljeni od kompanije Fischer
Chemicals (Masacusets, SAD).

Svi standardni sojevi mikroorganizama nabavljeni su od proizvodaca American Type
Culture Collection (ATCC) (Manasas, SAD), a Mueller-Hinton i Sabourud bujoni od
kompanije Lab M Limited (Beri, UK).
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3.2. MATERIJAL

U okviru ove doktorske disertacije, analizirani su uzorci plodova roda Lycium,
sakupljeni u fazi potpune zrelosti. Analizirani su uzorci plodova Lycium barbarum L., crvene
boje (LB), plodovi L. barbarum var. aurauticarpum, ,,Amber Sweet Goji”, zute boje (LBa), kao
i crni plodovi Lycium ruthenicum Murray (LR) (Tabela 2). Plodovi LB sakupljeni su sa
plantaza iz razli¢itih regiona u Srbiji: Vojvodina (Subotica i Ruma), juzna Srbija (Nis),
beogradski region (Beograd i Smederevo) i zapadna Srbija (Pozega), Slika 13. Plodovi LBa i
LR, prikupljeni su sa privatne plantaze ,,Goji-Ljuba i sinovi“ u Nisu, koja je jedini uzgajivaé
ovih biljnih vrsta u Srbiji. Sporedni proizvodi prerade plodova godzi (LB), dobijeni nakon
cedenja soka (pulpa) i ulja iz semena (pogaca) dobijeni su sa plantaze u Beogradu.

Plodovi roda Lycium identifikovani su na Katedri za botaniku, Farmaceutskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu i zavedeni su pod brojevima HFF_ 4306, HFF_4307 i
HFF_4308. Podaci o uzorcima, oznakama, lokalitetima i godini sakupljanja ispitivanih plodova
roda Lycium prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Podaci o analiziranim plodovima roda Lycium

Takson Opis Oznaka Plantaza Godina berbe
SU Subotica 2020
SD Smederevo 2020
. . PZ Pozega 2020
Lycium barbarum Crveni plod BG Beograd 2020
NI Nis 2019;2020
RU Ruma 2020
Lycium barbarum Zuti plod LBa Nig 2019
var. auranticarpum
Lycium ruthenicum Crni plod LR Nis 2019:2020
Murray
Sporedni proizvodi prerade plodova
Lycium barbarum  Ostatak nakon Pulpa Beograd 2020

cedenja ploda

Ostatak nakon

cedenja ulja iz Pogaca Beograd 2020
semena

Lycium barbarum
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Slika 13. Lokaliteti plantaza u Srbiji sa kojih poti¢u analizirani plodovi vrsta Lycium
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3.2.1. Priprema uzoraka

Plodovi razli¢itih Lycium vrsta su nakon sakupljanja ¢uvani na temperaturi 4°C do
analize. Uzorci plodova LB prikupljeni sa razli¢itih plantaza su liofilizovani, na temperaturi od
-40°C i pod pritiskom od 0,02 mBar, pomocu liofilizatora Elbi LS500 model (Valjevo, Srbija).
Nakon liofilizacije, uzorci i sporedni proizvodi prerade plodova su usitnjeni koris¢enjem mlina
(Bosch, Nemacka), vakuumirani u plastiénim kesama i ¢uvani su na -20°C do analize.

3.2.2. Priprema vodenometanolnih ekstrakata

Svezi 1/ili liofilizovani uzorci i sporedni proizvodi prerade plodova ekstrahovani su
postupkom maceracije na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti, tokom 24 h. Odnos droga
: rastvarac iznosio je 1:10 (m/v), a kao rastvarac koris¢ena je mesavina metanola i vode (80/20;
v/v). Dobijeni ekstrakti su filtrirani, a metanol je uklonjen uparavanjem pod sniZzenim pritiskom
na 45°C pomocu rotacionog vakuum uparivaca (Buchi Rotavapor R-100, Flavil, Svajcarska).
Dobijeni suvi vodenometanolni ekstrakti su ¢uvani na +4°C u frizideru.

3.3. Analiza hemijskog sastava plodova godzi

3.3.1. Nutritivni sastav i energetska vrednost

U uzorcima svezih i/ili liofilizovanih plodova godzi, kao i sporednim proizvodima
prerade plodova godzi, analizirani su sadrzaj vlage, pepela, ukupnih masti i proteina prema
standardnim metodama Asocijacije zvani¢nih hemicara analiticara (engl. Association of
Official Analytical Chemists, AOAC) (188). Sadrzaj vlage odreden je gravimetrijskom
metodom suSenjem uzoraka do konstantne mase u susnici na 105°C (AOAC 925.09), dok je
sadrzaj pepela odreden zarenjem uzoraka na temperaturi od 600°C do postizanja konstantne
mase (AOAC 923.03). Sadrzaj proteina odreden je indirektnom metodom po Kjeldahl-u
(AOAC 968.06, 992.15), dok je sadrzaj masti odreden gravimetrijskom metodom po Soxhlet-
u, uz upotrebu hloroforma kao rastvaraca (AOAC 989.05). Sadrzaj rastvornih (engl. Soluble
Dietary Fiber, RDV) i nerastvornih dijetnih vlakana (engl. Insoluble Dietary Fiber, NDV)
odreden je enzimsko-gravimetrijskom AOAC metodom 991.43, koris¢enjem enzimskog kita
za odredivanje ukupnih dijetnih vlakana (K-TDFR; Megazime International, Wicklow, Irska)
(189). Sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana (engl. Total Dietary Fiber, UDV) predstavlja zbir
sadrzaja NDV i RDV. Sadrzaj ugljenih hidrata izracunat je ra¢unskim putem, oduzimanjem %
sadrzaja prethodno odredenih jedinjenja od 100. Rezultati su izrazeni kao g/100 g svezih (engl.
fresh weight, fw) ili g/100 g suve materije (engl. dry weight, dw) plodova. Energetska vrednost
je dobijena ra¢unskim putem (190):

Energija, k] = 37 X (g masti) + 17 X (g proteina + g ugljenih hidrata) + 8 X (g UDV)
(4)

32



3.3.2. Odredivanje masnih kiselina

Transesterifikacija masnih kiselina u isparljive metil-estre masnih kiselina (engl. Fatty
Acid Methyl Esters, FAME) izvrs$ena je prema postupku koji su opisali Blasi i saradnici (60).
Oko 1,5 g uzorka ekstrahovano je mesavinom hloroforma i metanola (2:1, v/v), u ultrazvu¢nom
kupatilu tokom jednog sata. Nakon izdvajanja i filtracije hloroformski ekstrakt je ispiran sa 50
mL destilovane vode, a zatim 3 puta sa po 20 mL heksana u levku za odvajanje. Gornji
heksanski sloj je filtriran kroz anhidrovani natrijum-sulfat, a transesterifikacija je vrSena
pomocu heksana i 2M KOH u metanolu. Nakon centrifugiranja na 3000 obrtaja u minuti (rpm),
tokom 1 minuta, uklonjen je gornji heksanski sloj, koji je koris¢en za dalju kvalitativnu i
kvantitativnu analizu masnih kiselina.

FAME u plodovima i sporednim proizvodima prerade plodova godzi, odredeni su
koris¢enjem gasne hromatografije (Agilent Technologies, Agilent 7890 GC Chem
StationOperation, SAD) u kombinaciji sa plameno-jonizuju¢im detektorom (GC-FID) prema
prethodno opisanoj proceduri (191). Separacija FAME izvrsena je na kapilarnoj koloni CP-
Sil88 (100 m x 0,25 mm) sa debljinom stacionarne faze 0,2 um (SUPELCO, Bellefonte, PA,
SAD). Brzina protoka helijuma kao gasa nosaca podesena je na 1,0 mL/min, dok je protok
dodatnog gasa (azot) bio 25 mL/min. Injektovana zapremina uzorka iznosila je 1 pL sa ,,split*
odnosom 20:1. Radna temperatura injektora bila je 250°C, a detektora 270°C. Inicijalna
temperatura kolone je podeSena na 80°C, a zatim je povecavana za 4°C/min do dostizanja
220°C, gde se odrzala 5 min. Pod istim uslovima, temperatura je pove¢ana do 240°C, gde se
odrzala 10 minuta. Analiza je ukupno trajala 55 minuta. Identifikacija masnih kiselina izvr§ena
je poredenjem retencionih vremena komponenata hromatograma sa standardnom FAME
mesavinom (Supelco FAME Mix, Bellefonte, PA, SAD), dok je kvantifikacija bazirana na
povrsinama pikova.

Profili masnih Kkiselina izrazeni su kao procenat (%) ZMK, MNMK, PNMK i
nezasi¢enih (engl. Unsaturated Fatty Acids, NMK) masnih kiselina.

Oksidativna stabilnost procenjena je na osnovu vrednosti Cox (engl. Calculated
OXidizability) i OS (engl. Oxidative Susceptibility) indeksa, koris¢enjem slede¢ih formula
(192,193):

€18:1 + 10,3 x C18:2 + 21,6 x (C18:3
Cox = 100 (5)

0S = MNMK + 45 x €18:2+ 100 x C18:3 (6)

Dodatno izracunati su razli¢iti indeksi: PNMK/ZMK, indeks aterogenosti (engl.
Atherogenicity index, Al) i indeks trombogenosti (engl. Thrombogenecity index, T1), primenom
slede¢ih formula (193):

PNMK polinezasi¢ene masne kiseline

(7)

ZMK zasi¢ene masne Kkiseline

I_4 x C14:0 + C16:0 + C18:0
N MNMK + PNMK

(8)
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C14:0+ C16:0 + C18:0

TI =
0,5x MNMK+0,5x®w—6+3xw—3+ (w—3/w—6)

€)

3.3.3. Odredivanje fitosterola

Liofilizovani plodovi LB (1,5 g) su ekstrahovani heksanom (15 mL) u ultrazvu¢nom
kupatilu tokom 1 h, nakon ¢ega su heksanski ekstrakti filtrirani i upareni (Buchi Rotavapor R-
100, Flavil, Svajcarska). Ostatak nakon uparavanja je zatim saponifikovan mesavinom 50 %
kalijum hidroksida (5 mL) i etanola (30 mL) na temperaturi od 90°C, tokom 60 minuta.
Nesaponifikovane frakcije ekstrahovane su petroletrom (3 x 50 mL), zatim ispirane 10 %
etanolom (3 x 50 mL) i filtrirane kroz anhidrovani Na SOs. Nakon uklanjanja rastvaraca,
nesaponifikovane frakcije (5 mg/mL rastvora u dihlorometanu, 300 pL), tretirane su bis-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamidom (BSTFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD; 200 uL) na
60°C, tokom 60 minuta, radi dobijanja isparljivih trimetilsilil (TMS) derivata. Uzorci su
analizirani u roku od 6 h nakon derivatizacije.

Profil fitosterola analiziran je metodom gasne hromatografije pomoc¢u Agilent 6890N
(Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija, SAD) sa split/splitless injektorom, FID
detektorom i kapilarnom kolonom (30 m x 0,25 mm, debljina stacionarne faze 0,25 um), kao i
Agilent 5975C instrumenta sa masenim selektivnim detektorom (MSD). Brzina protoka
helijuma kao gasa nosa¢a podesena je na 1,0 mL/min. Zapremina injektovanog uzorka iznosila
je 1 pL, uz ,,split* odnos 1:10. Eksperimentalni uslovi obuhvatali su temperaturni program od
60 do 280°C sa linearnim porastom temperature od 3°C/min, a kona¢na temperatura odrzavana
je 20 minuta. Temperatura injektora postavljena je na 200°C, dok su FID detektor i MSD radili
na 300°C, odnosno 250°C, u rezimu elektronskog udara (El) sa snagom od 70 eV.

Identifikacija jedinjenja vrSena je poredenjem masenih spektara sa podacima iz
biblioteka: Wiley Libraries 8™ edition i NIST/NBS 05, kao i dostupnim literaturnim podacima
(59,194). Identifikacija stigmasterola, g-sitosterola (oba Val-de-Reuil, Francuska) i g-amirina
(Sigma-Aldrich) potvrdena je koris¢enjem komercijalnih standarda, dok je kvantifikacija
bazirana na povrSini pikova dobijenih FID analizom.

3.3.4. Odredivanje sadrzaja 2-O-#-D-glukopiranozil-L-askorbinske kiseline

Sadrzaj 2-O-f-D-glukopiranozil-L-askorbinske kiseline (AA-25G), derivata AA, u
plodovima godzi odreden je te¢nom hromatografijom visokih performansi (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC), prema prethodno opisanoj proceduri (195).
Oko 2,5 g uzorka je odmereno, preneto u erlenmajer i pomesano sa 32 mL 0,1 M H2SO.. Nakon
ultrazvucne ekstrakcije od 30 minuta, pH vrednost rastvora je podeSena na 4,5 pomocu
natrijum-acetata, a zatim je smesa preneta u normalni sud od 50 mL i dopunjena destilovanom
vodom. Nakon filtracije kroz Whatman filter papir No. 1 (0,45 pum), uzorci su analizirani
te¢nom hromatografijom Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD),
opremljenom detektorom sa diodnim nizom (DAD). Razdvajanje komponenti izvrSeno je na
koloni Zorbax Eclipse XDB (150 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 pm). Gradijentno eluiranje
uklju¢ivalo je dve mobilne faze: vodu sa 0,1 % trifluorosiréetnom kiselinom i acetonitril sa 0,1
% trifluorosir¢etnom kiselinom, uz protok od 1,3 mL/min. Kvantifikacija je obavljena na
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talasnoj duzini od 245 nm, a rezultati su izraZzeni kao mg AA-25G na 100 g svezih ili 100 g
suve materije plodova.

3.3.5. Odredivanje mineralnih materija

Sadrzaj mineralnih materija u plodovima i sporednim proizvodima prerade plodova
godzi, odreden je nakon mikrotalasne digestije pomoc¢u Berghof-ovog instrumenta SpeedWave
XPERT, prema prethodno opisanoj metodi (77). Odmereno je oko 0,8 g uzorka i pomesano sa
smesom 5 mL azotne kiseline (65 %) i 2 mL vodonik-peroksida (35 %). Dobijeni rastvori su
filtrirani, preneti u normalne sudove od 50 mL i razblaZeni ultra ¢istom vodom. Koncentracije
makroelemenata (K, Na, Ca, Mg, P, S) kvantifikovane su koris¢enjem opti¢kog emisionog
spektrometra sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES) model Thermo Fischer
ICAP6300 Duo (Kembridz, UK), dok su mikroelementi (Fe, Zn, Cu, Mn, Cr, Mo) analizirani
ICP-MS uredajem (Kembridz, UK). Kalibracija instrumenata obavljena je standardnim
serijama pripremljenim kori§¢enjem internih standarda poznatih koncentracija, razblazivanjem
komercijalnih standarda za kalibraciju Multi-Element Plasma Standard Solution 4 (Specture®,
Alfa Aesar, John Mutthey Company), Major Elements Stock (EPA Method Standard, VHG
Labs), 6020A ICS Stock (EPA Method Standard, VHG Labs), Mercury Standard (Merck) i
Arsen Standard (Merck). Rezultati su izrazeni u mg ili ug na 100 g uzorka, u odnosu na
standardne rastvore poznatih koncentracija analizirane istovremeno sa uzorcima.

3.3.5.1. Odredivanje nutritivne referentne vrednosti

U cilju procene nutritivnog potencijala, vrSeno je izraCunavanje procenta nutritivne
referentne vrednosti (NRV) za minerale u analiziranim uzorcima na sledeci nacin:

Sadrzaj mineralnih materija
% NRV = NRV %X 100 (10)

3.4. Analiza fizicko-hemijskih parametara plodova godzi
3.4.1. Odredivanje pH vrednosti

pH vrednosti hidrometanolnih ekstrakata svezih plodova godzi odredene su direktnom
potenciometrijskom metodom, pomoc¢u pH metra (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten,
Vajlhajm, Nemacka).
3.4.2. Odredivanje ukupne rastvorljive suve materije

Kolicina ukupne rastvorljive suve materije (engl. Total Soluble Solids, TSS) u svezim
plodovima godzi, izrazena kao °Brix, odredena je koriS¢enjem ru¢nog refraktometra sa

automatskom temperaturnom kompenzacijom (HI 96811 Digital Brix Refractometer, Hanna
Instruments®, Vunsoket, SAD) (SRPS EN 12143:2005) (196).
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3.4.3. Odredivanje titrirane Kiselosti

Odredivanje titrirane kiselosti (engl. Titratable Acidity, TA) odredeno je prema
protokolu, SRPS EN 12147:2005 (197). Odmereni uzorci pomesani su sa 10 mL vode i
zagrevani na vodenom kupatilu 30 minuta. Nakon hladenja, dopunjeni su destilovanom vodom
do 50 mL. Zapremina od 10 mL uzorka titrirana je rastvorom 0,1 M NaOH, uz dodatak fenol-
ftaleina kao indikatora. Rezultat je izrazen kao procenat limunske kiseline u svezim plodovima
godzi. Takode, izracunat je odnos TSS/TA.

3.5. Analiza bioaktivnih jedinjenja u plodovima godzi
3.5.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polisaharida

Sadrzaj ukupnih polisaharida (engl. L. barbarum polysacharrides, LBP) u plodovima
godzi i sporednim proizvodima prerade plodova LB odreden je prema proceduri opisanoj u
Kineskoj farmakopeji (32). Ukratko, 0,5 g uzorka ekstrahovano je sa 40 mL etra na sobnoj
temperaturi tokom 20 minuta, a potom 1 h u ultrazvu¢nom kupatilu (Model LBS 2, FALC
Instruments, Treviglio, Italija). Nakon toga, supernatanti su dekantovani, a ostatak je osusen i
zatim ponovo rastvoren u 20 mL 80 % metanola. Nakon ultrazvuc¢ne ekstrakcije tokom 1 h,
supernatanti su dekantovani, a osuseni ostatak rastvoren u 50 mL kljucale destilovane vode.
Ekstrakcija je nastavljena na sobnoj temperaturi 2 h, a zatim 1 sat u ultrazvu¢nom kupatilu.
Nakon toga, rastvor je centrifugiran na 4000 rpm tokom 10 minuta (Model Z 206 A, HERMLE
Labortechnik GmbH, UK). Dobijeni supernatanti (500 uL) su pomesani sa 1 mL 5 % rastvora
fenola, 1,5 mL destilovane vode i 5 mL koncentrovane sumporne Kiseline. Nakon inkubacije
od 10 minuta na sobnoj temperaturi i 15 minuta na 40°C, vrednosti apsorbancije su izmerene
na talasnoj duzini od 490 nm (LLG-uniSPEC 2 Spectrophotometer, Meckenheim, Nemacka).
Kalibraciona kriva je konstruisana koris¢enjem standardnog vodenog rastvora D-glukoze u
koncentracijama od 0,01 do 1,0 mg/L, a rezultati su izrazeni kao miligrami ekvivalenata
glukoze (Glu) na g suve materije plodova ili 100 g sporednih proizvoda prerade plodova godzi.

3.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih karotenoida

Sadrzaj ukupnih karotenoida (engl. Total Carotenoid Content, TCC) u liofilizovanim
plodovima LB odreden je spektrofotometrijskom metodom, uz odredene modifikacije (198).
Oko 0,5 g uzorka ekstrahovano je sa 10 mL 80 % acetona, tokom 10 minuta, u ultrazvu¢nom
kupatilu (Model Z 206 A, HERMLE Labortechnik GmbH, UK). Nakon filtracije, apsorbancije
supernatanta merene su na tri razliCite talasne duzine, 450, 663,2 i 646,8 nm, na
spektrofotometru, model LLG-uniSPEC 2 (Meckenheim, Nemacka). Rezultati su izrazeni u mg
TCC na g suve materije plodova koris¢enjem sledec¢ih jednacina:

Ch—a =12,25 X A663,2 — 279 x A646,8 (11)

Ch—b =21,5 x A646,8 — 5,1 X A663,2 (12)
100 X A470 — 1,82 X Ch—a —85,2 X Ch — b

TCC = 58 (13)
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e Ch—a—hlorofil a
e Ch -b—hlorofil b

Ukupni sadrzaj karotenoida u svezim plodovima LB, LBa i LR odreden je
spektrofotometrijskom metodom, prema ranije opisanom postupku (199). Ukratko, nakon
ekstrakcije smeSom acetona i heksana (4:6 v/v), smesa je homogenizovana i centrifugirana, a
apsorbancije supernatanta izmerene na cetiri talasne duzine 453, 505, 645 i 663 nm, pomocu
UV-VIS spektrofotometra (Thermo Scientific Evolution 201, Voltam, SAD). Rezultati su
dobijeni rac¢unskim putem i predstavljeni kao mg TCC na 100 g svezih plodova.

TCC = 0,216 Ages — 1,22 Agys — 0,304A50s + 0,4524,c5 (14)

3.5.3. Odredivanje polifenolnih jedinjenja

3.5.3.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola (engl. Total Phenolic Content, TPC) u svezim LB, LBa, LR
plodovima, liofilizovanim LB plodovima i sporednim proizvodima prerade plodova LB,
odreden je koris¢enjem komercijalnog Folin-Ciocalteu reagensa, koji se sastoji od
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, prema metodi koju je opisao Attard (200). U
mikrotitracionu ploc¢u su dodata razli¢ita razblaZzenja uzorka (10 uL), Folin-Ciocalteu reagens
(100 pL) koji je prethodno razblazen destilovanom vodom u odnosu 1:9 (v/v) i vodeni rastvor
7,5 % Na>COs (80 pL). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi i tamnom mestu tokom 1 h,
izmerene su apsorbancije reakcione smese na talasnoj duzini od 630 nm, koriste¢i ELISA ¢ita¢
(ELx800 Absorbance Microplate Reader, BIOTEK, USA). Sadrzaj ukupnih polifenola
izraunat je koriS¢enjem kalibracione krive pripremljene sa galnom kiselinom (0,1 g/L) u
opsegu koncentracija 10-80 mg/L. Rezultati se izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline
(engl. Gallic Acid Equivalent, GAE) na 100 g svezih plodova ili na g suve materije plodova.
Za sporedne proizvode prerade plodova LB rezultati su izrazeni kao mg GAE/100 g.

3.5.3.2. Hromatografska analiza profila polifenolnih jedinjenja

Kvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima
liofilizovanih plodova LB analiziran je koris¢enjem HPLC sistema. Aparatura se sastojala od
hromatografa (Agilent 100, Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD), opremljenog
degaserom, binarnom pumpom (G1312A), kolonom Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 250
mm sa veli¢inom cestica 5 pm) i fotodiodnim detektorom (DAD) (G1315B). Suvi
vodenometanolni ekstrakti liofilizovanih plodova godzi su rastvoreni u metanolu (10 mg/mL)
i eluirani gradijentnim dvofaznim sistemom pri brzini protoka od 0,8 mL/min i temperaturi od
25°C. Mobilna faza je bila: faza A — voda:fosforna kiselina (99,97 : 0,03, v/v), pH 2,75 i faza
B —10 % A u acetonitrilu. Gradijentni profil je bio: 0 min 90 % A, 10 % B; 5-15 min 75 % A,
25 % B; 20 min 70 % A, 30 % B; 25 min 50 % A, 50 % B; 30 min 30 % A, 70 % B i 35 min
90 % A, 10 % B. Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 50 pL, temperatura 25 °C i pritisak
80 bara. Fenolkarboksilne kiseline detektovane su na talasnoj duzini od 250 nm, a flavonoidi
na 320 nm. Kvalitativna analiza je izvrSena poredenjem retencionih vremena spektara uzoraka
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sa retencionim vremenima komercijalnih standarda. Za svako jedinjenje (hlorogenska kiselina,
galna kiselina, kafena kiselina, ferulinska kiselina, rutin, kemferol i kvercetin) pripremljene su
serije standardnih rastvora, a kalibracione krive su konstruisane kao zavisnost povrsine pika od
koncentracije. Kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja dobijena je rac¢unski na osnovu
povrsine pika uzoraka i jednaCine linearne zavisnosti standardnih rastvora.

Linearnost, limiti detekcije (LOD) i limiti kvantifikacije (LOQ) komercijalnih
standarda procenjeni su u skladu sa smernicama Medunarodne konferencije za harmonizaciju
(201):

SDb
LOD =3,3x— (15)
SDb
LOQ =10 x—- (16)

e SDb - standardna devijacija odsecka na ordinati
e a—nagib kalibracione krive

Jednagine kalibracionih kriva, r?, LOD i LOQ standarda polifenolnih jedinjenja su prikazane u
Tabeli 3.

Tabela 3. Jednacine kalibracionih kriva, r?, LOD i LOQ standarda polifenolnih jedinjenja

Jednacina kalibracione ) LOD LOQ

SENREE krive r (mg/mL)  (mg/mL)

Fenolkarboksilne kiseline

Hlorogenska kiselina y = 19157x + 129,35 0,9999 0,10 0,32
Galna kiselina y = 22298x + 255,2 0,9954 0,17 0,56
Kafena kiselina y = 51077x + 196,38 0,9985 0,17 0,58
Ferulinska kiselina y = 30937x — 83,79 0,9991 0,10 0,33
Flavonoidi

Rutin y = 21278x — 134,53 0,9987 0,06 0,18
Kemferol y = 134,20x + 1246,32 0,9983 0,09 0,31
Kvercetin y = 44,59x + 882,07 0,9976 0,12 0,39

Kvalitativna analiza fenolnih jedinjenja u metanolnom ekstraktu plodova LR je
izvrSena koris¢enjem LC-MS sistema, koji se sastojao od hromatografa (Agilent 1260/6130,
Agilent Technologies, Valdbron, Nemacka), injektora (G1329B), kvaternarne pumpe
(G1311B), degasera (G1311B), kolone (G1316A), detektora fotodiodnog niza (G4212B) i
kvadrupolnog detektora mase (6130). Uzorci su rastvoreni u metanolu u koncentraciji 10
mg/mL, i filtrirani kroz membranske filtere veli¢ina pora 0,45 um. Injektovana zapremina
uzorka je 5 pL. Razdvajanje je postignuto na koloni reverzne faze (Zorbax SB-Ak, 3 x 150
mm, veli¢ina Cestica 3,5 um, Agilent Technologies) na 25°C. Mobilna faza se sastojala od 0,1
% vodenog rastvora mravlje kiseline (A) i acetonitrila (B) sa protokom od 0,35 mL/min.
Koriséen je sledeci program eluiranja: 5-25 % B (0—20 min), 25-90 % B (20—24 min), 90 %
B (24-25 min), i povratak na 5 % B (25— 30 min). UV spektri jedinjenja su snimljeni u opsegu
od 190-640 nm, dok su UV hromatogrami snimljeni na 210, 270, 320 i 350 nm. Jonizacija je
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sprovedena API-ES metodom, sa opsegom skeniranja masa od 100-1200 m/z, i naponom
fragmentora od 100 ili 250 V. Parametri komore za rasprSivanje su ukljucivali protok gasa za
susenje 10 L/min, temperaturu od 350°C, pritisak nebulizatora od 40 psi, i kapilarni napon od
3500 V. Analiza derivata hidroksicimetne kiseline obavljena je u negativnom rezimu, dok su
antocijani analizirani u pozitivnom rezimu. Podaci su obradeni koris¢enjem ChemStation
softvera Rev. B.04.03-SP1, a identifikacija jedinjenja je izvrSena poredenjem UV i MS spektra
sa relevantnim literaturnim podacima (112,202—-206).

3.5.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (engl. Total Flavonoid Content, TFC) u svezim plodovima LB,
LBa, LR odreden je spektrofotometrijskom metodom prema Evropskoj farmakopeji 7.0 (207).
Uzorci suvih vodenometanolnih ekstrakata su ekstrahovani smeSom acetona, urotropina i HCI,
nakon cega je gornji sloj, koji sadrzi flavonoide, esktrahovan cetiri puta sa etil-acetatom.
Spojeni etil-acetatni slojevi su isprani vodom, a zatim im je dodat aluminijum-(l11)-hlorid i
rastvor 5 % glacijalne siréetne kiseline u metanolu. Apsorbancije rastvora su izmerene na
talasnoj duzini od 425 nm (uniSPEC 2, LLG Labvare, Turnov, Ceska Republika), u odnosu na
slepu probu koju ¢ini rastvor bez AIClIz.

Ukupni sadrzaj flavonoida, izrazen kao mg ekvivalenta hiperozida (HE) na 100 g svezih
plodova, izraunat je prema sledecoj formuli:

, Ax 1,25
% flavonoida = o (17)

e A —apsorbancija ispitivanog rastvora na 425 nm
e m—masa ekstrakta u gramima

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima liofilizovanih plodova LB i sporednim
proizvodima prerade plodova LB odreden je spektrofotometrijskom metodom, koja se zasniva
na stvaranju kompleksa flavonoid-aluminijum (208). U mikrotitracionu plo¢u dodati su
razblazeni ekstrakti (10 pL), rastvor 10 % AICI3 (30 pL), 5 % NaNO2 (30 puL), 1M NaOH (20
ML) i 200 pL destilovane vode. Nakon mesanja, apsorbancija reakcone smeSe merena je na 490
nm pomocu ELISA c¢ita¢a (BIOTEK, ELx800 Absorbance Microplate Reader, USA). Sadrzaj
ukupnih flavonoida izra¢unat je pomocu standardne krive konstruisane upotrebom katehina (1
g/L) u opsegu koncentracija 100-800 mg/L. Rezultati su izrazeni kao mg katehin ekvivalenata
(engl. Catechin Equivalent, CE) na g suve materije plodova LB, ili na 100 g sporednih
proizvoda prerade plodova godzi.

3.5.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana (engl. Total Anthocyanins Content, TAcy) u svezim plodovima
LB, LBa i LR odreden je spektrofotometrijskom metodom opisanoj u Evropskoj farmakopeji
7.0 (207). Uzorci suvih vodenometanolnih ekstrakata su hidrolizovani 0,1 % (v/v) rastvorom
HCI u metanolu. Intenzitet apsorbancije dobijenih rastvora je izmeren na talasnoj duzini od 528
nm (UniSPEC 2, LLG Labvare, Turnov, Ceska Republika).

Sadrzaj antocijana, izrazen preko cijanidin-3-glukozid hlorida (engl. Cyanidin-3-glucoside,
C3G), izracunat je koris¢enjem formule:
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A x 5000

% Antocijana = T8xm

(18)

e A —apsorbancija rastvora na 528 nm
e m —masa ekstrakta u gramima

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana (engl. Total Monomeric Anthocyanin Content,
MAC) u ekstraktu plodova LR odreden je pH diferencijalnom kolorimetrijskom metodom,
zasnovanoj na reverzibilnoj promeni boje rastvora, pri promeni pH sredine. Na pH 1,0
antocijani su u obojenom oksonijum obliku, dok na pH 4,5 preovladuje bezbojni hemiketalni
oblik. Razlika u apsorbanciji izmedu talasnih duzina 520 nm i 700 nm proporcionalna je
koncentraciji antocijana u uzorku. Rezultati su izrazeni kao mg C3G na g uzorka, koris¢enjem
sledece formule (209):

A X M X DF x 103

MAC = e (19)
o A —[(As20nm= A700nm) pH 1] — [(As20 nm — A700 nm) pH 4,5]
e M —molekulska masa cijanidin-3-glukozida (449,2 g/mol)
e DF —faktor razblaZenja
e ¢ —molarni ekstinkcioni koeficijent (26900 L/mol cm)
e | —duzina optickog puta kivete (cm)

3.5.5.3. Hromatografska analiza antocijana

Antocijanski aglikoni u plodovima LR identifikovani su i kvantifikovani HPLC metodom
uz neznatne modifikacije, prema prethodno opisanoj proceduri (210). Oko 1 g uzorka plodova
LR ekstrahovano je sa 10 mL mesavine rastvara¢a metanol:voda:37 % HCI = 50:33:17 (v/v), u
ultrazvuénom kupatilu 20 minuta. Ekstrakt je filtriran kroz filter papir (0,45 um), a zatim
hidrolizovan 60 minuta u vodenom kupatilu na 100°C. Nakon brzog hladenja, analize su
izvrSene na HPLC sistemu (HP serije 1090, Kalifornija, SAD) opremljenom DAD detektorom.
Razdvajanje jedinjenja je izvrSeno na reverzno-faznoj koloni Lichrospher RP-18 (250 x 4 mm,
veli¢ina Cestica 5 um). Mobilne faze se sastoje od rastvora A (10 % vodeni rastvor mravlje
kiseline) i rastvaraca B (acetonitril). Ekstrakti su razdvojeni gradijentnim eluiranjem prema
slede¢oj semi: 1 % B (0-0,5 min), 1-7 % B (0,5-1 min), 7 % B (1-4 min), 7-10 % B (4-7,5
min), 10-14 % B (7,5-11,5 min), 14 % B (11,5-15,5 min), 14-18 % B (15,5-18,5 min), i 18
% B (18,5-22 min). Protok mobilne faze bio je konstantan i podesen na 1 mL/min, a detekcija
je sprovedena na talasnim duzinama: 290, 350 i 520 nm. Delfinidin i petunidin su
kvantifikovani koriS¢enjem kalibracionih krivi autenti¢nih standarda (Ektrasynthese,
Francuska). Rezultati su izrazeni kao mg po gramu suve materije ploda LR.
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3.5.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih tanina

Ukupni sadrzaj tanina (engl. Total Tannins Content, TT) u ekstraktima svezih plodova
LB, LBa i LR odreden je spektrofotometrijskom metodom, prema proceduri opisanoj u
Evropskoj farmakopeji 7.0 (207). Ova metoda se zasniva na osobini fenolnih jedinjenja da u
reakciji sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom u baznoj sredini formiraju obojeni kompleks, ¢ija
se apsorbancija meri na talasnoj duzini od 760 nm. Nakon inicijalnog merenja sadrzaja ukupnih
polifenola, uzorci su tretirani kozom u prahu, koja adsorbuje tanine, a zatim je odreden sadrzaj
neadsorbovanih polifenola. Sadrzaj ukupnih tanina je izracunat iz razlike sadrzaja ukupnih
polifenola pre tretmana (A1) i sadrzaja polifenola koji ne adsorbuju na kozni prah (Az), prema
sledecoj formuli:

62,5 X (A; —A) Xm
% tanina = 1(4 1>< mZ) 2 (20)
3 1

m1 - masa ekstrakta u gramima

m - masa pirogalola u gramima

A1 — apsorbancija ukupnih polifenola

A — apsorbancija polifenola koji ne adsorbuju na kozni prah
Az — apsorbancija pirogalola

Rezultati su izraZzeni kao mg pirogalola (engl. Pyrogallol Equivalents, PYE) na 100 g svezih
plodova.

3.6. Analiza bioloskih aktivnosti plodova godzi

3.6.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativni potencijal vodenometanolnih i vodenoetanolnih ekstrakata plodova i
sporednih proizvoda prerade plodova godzi procenjen je primenom pet razli¢itih in vitro
mikrometoda. Za procenu antiradikalske aktivnosti koris¢eni su testovi sa 2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH") i 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonska kiselina (ABTS™)
radikalom, za procenu redukcionih sposobnosti analiziranih ekstrakata koriS¢ene su metode
sposobnosti redukcije Fe3* jona (FRAP metoda) i Cu?* (CUPRAC metoda), dok je za procenu
inhibicije lipidne peroksidacije koris¢éena metoda inhibicija obezbojavanja p-karotena (105K).

3.6.1.1. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH* radikala

Metoda se zasniva na redukciji ljubicastog DPPH" radikala (2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazila), koji primanjem protona prelazi u Zuto obojeni difenilpikrilhidrazin (Slika 14),
i odredena je prema metodi koji su opisali Norma i saradnici (211).

41



WY LK

N i NH
0N NO, Antioksidans > ON NO,
N02 NO2
DPPH* DPPH-H

Slika 14. Mehanizam reakcije neutralizacije DPPH' radikala (preuzeto i prilagodeno (212))

Radni rastvor, koji je zbog nestabilnosti pripremljen neposredno pre upotrebe, sadrzao
je etanolni rastvor DPPH (1,86 x 10 mol/L) i 0,1 M acetatni pufer (pH = 4,3), u odnosu 2:1
(v/v). U bazenci¢e mikrotitracione plo¢e dodato je po 7 uL razblazenih vodenometanolnih i
vodenoetanolnih ekstrakata plodova godzi i sporednih proizvoda prerade plodova godzi i 193
ML radnog rastvora DPPH. Nakon inkubacije od 30 minuta, na sobnoj temperaturi, zasti¢eno
od svetlosti, izvreno je merenje apsorbancija na talasnoj duzini od 490 nm, u odnosu na slepu
probu, koriséenjem c¢itaca mikrotitracionih plo¢a (ELk800 Apsorbance Microplate Reader,
BIOTEK, Santa Klara, Kalifornija, SAD). Stepen inhibicije obezbojavanja DPPH radikala
izraCunat je na osnovu standardne krive, konstruisane koris¢enjem 2 mM Troloks (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilnroman-2 karboksilna kiselina) u etanolu, u opsegu koncentracija 0,2-0,7
mmol/L. Rezultati su izrazeni kao umol troloks ekvivalenta (engl. Trolox Equivalent, TE) na
100 g svezih i 100 g suve materije plodova godzi, kao i na 100 g sporednih proizvoda prerade
plodova godzi.

3.6.1.2. Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS™ radikala

Procena neutralizacije ABTS"" radikala koja se zasniva na reakciji obezbojavanja plavo
obojenog ABTS™ radikala (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) sa
antioksidativnim jedinjenjima (Slika 15), odredena je prema metodi koji su opisali Re i
saradnici (213).
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Slika 15. Mehanizam reakcije neutralizacije ABTS™" radikala (preuzeto i prilagodeno (214))

Osnovni ABTS* rastvor pripremljen je meSanjem jednakih zapremina fosfatnog
rastvora ABTS (14 mM) i kalijum-peroksodisulfata (4,9 mM). Dobijeni plavo-zeleni rastvor
inkubiran je 12-16 sati na tamnom mestu. Radni rastvor ABTS je pripremljen razblazenjem
osnovnog rastvora 5 mM fosfatnim puferom (pH = 7,4), u odnosu 1:80 v/v, pri ¢emu je dobijen
rastvor Cija je apsorbancija na 734 nm bila u opsegu 0,7 £ 0,02. U bazen¢i¢e mikrotitracione
plo¢e je dodato po 20 uL razblazenih vodenometanolnih i vodenoetanolnih analiziranih
ekstrakata plodova i sporednih proizvoda prerade plodova godzi i 280 pL radnog rastvora
ABTS. Nakon inkubacije od 5 minuta, na temperaturi od 30°C, izvrSeno je merenje
apsorbancije na talasnoj duzini od 630 nm (ELk800 Apsorbance Microplate Reader, BIOTEK,
Santa Klara, Kalifornija, SAD), u odnosu na slepu probu. Kalibraciona kriva konstruisana je
na osnovu apsorbancija troloks rastvora u etanolu, u opsegu koncentracija od 0,2-1,5 mmol/L.
Rezultati su izrazeni kao mmol TE na 100 g svezih plodova ili sporednih proizvoda prerade
plodova godzi i kao umol TE na 100 g suve materije plodova LB.

3.6.1.3. Odredivanje sposobnosti redukcije jona gvozda (FRAP metoda)
Sposobnost redukcije Fe®* jona izvrSena je metodom koju su opisali Benzie & Strain,

uz odredene modifikacije (215). Ova metoda se zasniva na redukciji kompleksa [Fe-(111)-
(TPTZ)2]*3 do intenzivno plavo obojenog kompleksa [Fe(11)-(TPTZ)2]*? (Slika 16).
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Slika 16. Sposobnost redukcije Fe3* jona (preuzeto i prilagodeno (216))

Radni FRAP rastvor pripremljen je meSanjem 300 mM acetatnog pufera (pH = 3,6), 10
mM TPTZ rastvora (2,4,6-tripiridil-s-triazin) u 40 mM HCI i 20 mM FeCls x 6 H20 u odnosu
10:1:1 (vivlv). U bazenci¢e mikrotitracione ploce je dodato po 20 upL razblazenih
vodenometanolnih i vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda prerade
plodova godzi i 280 L radnog rastvora FRAP. Nakon inkubacije od 40 minuta, na temperaturi
od 37°C, izvrSeno je merenje apsorbancije na talasnoj duzini od 630 nm (ELk800 Apsorbance
Microplate Reader, BIOTEK, Santa Klara, Kalifornija, SAD), u odnosu na slepu probu.
Kalibraciona kriva je konstruisana na osnovu vrednosti apsorbancija razli¢itih koncentracija
Troloksa (0,1-0,8 mmol/L) u etanolu, a rezultati su izrazeni kao umol TE na 100 g svezih
plodova godzi, 100 g suve materije plodova godzi i kao mmol TE na 100 g sporednih proizvoda
prerade plodova godzi.

3.6.1.4. Odredivanje sposobnosti redukcije jona bakra (CUPRAC metoda)

Metoda se zasniva na sposobnosti antioksidanasa da redukuju Cu*? do Cu*, i odredena
je metodom koju su opisali Apak i saradnici (217). Joni bakra (Cu*?) formiraju bezbojni helatni
kompleks sa neokuproinom (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), Cu(ll)-Nc (bis-(neokuproin)-
bakar(Il)). U prisustvu redukcionih sredstava, Cu(ll)-Nc prelazi u narandzasto obojen
kompleks Cu(l)-Nc, koji ima maksimum apsorbancije na 450 nm (Slika 17).

— 2+ — 1+
HA At

NN
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Slika 17. Sposobnost redukcije Cu?* jona (218)
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U bazenci¢e mikrotitracione plo¢e dodato je po 67 uL razblazenih vodenometanolnih i
vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda prerade plodova godzi, 61 uL
rastvora CuCl, (0,01 M), 61 uL 1 M amonijum-acetata (pH = 7) i 61 L rastvora neokuproina.
Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi, izvrSeno je merenje apsorbancije na
talasnoj duzini od 450 nm (ELk800 Apsorbance Microplate Reader, BIOTEK, Santa Klara,
Kalifornija, SAD), u odnosu na slepu probu. Kalibraciona kriva je konstruisana na osnovu
apsorbancije rastvora troloksa u etanolu, u opsegu koncentracija 0,1-0,8 mmol/L. Rezultati su
izrazeni kao umol TE na 100 g svezih plodova, 100 g suve materije plodova godzi i kao mmol
TE na 100 g sporednih proizvoda prerade plodova godzi.

3.6.1.5. Odredivanje inhibicije obezbojavanja g-karotena

Metoda se zasniva na pracenju Smanjenja intenziteta narandzasto-zute boje S-karotena,
usled njegove oksidacije izazvane peroksil-radikalom, nastalim oksidacijom linolne kiseline i
odradena je prema prethodno opisanoj metodi (219). Dodatak ekstrakta koji sadrzi
antioksidanse usporava proces obezbojavanja f-karotena (Slika 18).

+ROOH

Slika 18. Mehanizam reakcije inhibicije obezbojavanja f-karotena (220)

Radni rastvor pripremljen je rastvaranjem 4 mg S-karotena u 1 mL hloroforma. Nakon
uparavanja hloroforma, uz pomo¢ vakuum uparivaéa (Buchi Rotavapor R-100, Flavil,
Svajcarska) na temperaturi od 40 °C, dodato je 360 mg Tween 20, 50 pL linolne kiseline i 25
mL destilovane vode. Slepa proba je pripremljena na identican nacin, ali bez dodatka /-
karotena. U bazenci¢e mikrotitracione ploce je dodato po 25 pL razblazenih metanolnih
ekstrakata plodova godzi i 200 L radnog rastvora. Merenje apsorbancije je vrS§eno u nultom
minutu (Ao) 1 nakon 120 minuta (A1), na talasnoj duzini od 450 nm (ELk800 Apsorbance
Microplate Reader, BIOTEK, Santa Klara, Kalifornija, SAD).
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Procenat inhibicije obezbojavanja S-karotena (I0fK) izracunat je koris¢enjem sledece
formule:

o A
% inhibicije = 1 x 100 (21)
0

e Az — apsorbancija izmerena u 120 minutu
e Ao —apsorbancija izmerena u 0 minutu

3.6.1.6. Izrac¢unavanje antioksidativnog kompozitnog indeksa (ACI)

U cilju sveobuhvatne procene antioksidativne aktivnosti vodenometanolnih i
vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda prerade plodova godzi, kao i
njihove komparativne analize, izraGunate su vrednosti antioksidativnog kompozitnog indeksa
(engl. Antioxidant Composite Index, ACI). Na osnovu dobijenih vrednosti za testove DPPH,
ABTS, FRAP, CUPRAC i lofK izracunati su odgovarajuéi indeksi, gde je vrednost 100
dodeljena najvisSem rezultatu u svakom pojedinaénom testu. Srednja vrednost dobijenih
indeksa predstavlja antioksidativni kompozitni indeks i izrazava se u %.

ACI (%) = rezultat za uzorak % 100 29
o najbolji rezultat (22)
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3.6.2. Antienzimska aktivnost

Suvi vodenometanolni i vodenoetanolni ekstrakti uzoraka plodova i sporednih
proizvoda prerade plodova godzi su rastvoreni u odgovaraju¢em puferu, a inhibitorna aktivnost
je odredivana in vitro na enzime: a-amilazu, a-glukozidazu, tirozinazu, acetilholinesterazu.
Antiinflamatorna aktivnost uzorka suvog vodenometanolog ekstrakta LR plodova ispitana je
na enzim 15-LOX. Rezultati su izrazeni kao ICso vrednosti, koje su izra¢unate pomocu sledece
jednacine:

Ak —Aw)

% inhibicije = T 100 (23)

e Ak —apsorbancija kontrole
e Au —apsorbancije analiziranih uzoraka pri razli¢itim koncentracijama

3.6.2.1. Odredivanje inhibicije a-amilaze

Pod uticajem enzima a-amilaze (a-Amy), dolazi do razgradnje skroba, slozenog
ugljenog hidrata, do redukujué¢ih disaharida, odnosno maltoze, kao i monosaharida glukoze.
Dodavanjem reagensa za razvijanje boje nastaje Zuto-narandZasto obojenje ¢iji Se intenzitet
odreduje spektrofotometrijski. Intenzitet apsorbancije direktno je srazmerna aktivnosti enzima,
odnosno koli¢ini redukujuéih Secera (Slika 19).

OH OH
OH OH
({ 0 0 }) + 10 a-Amilaza ’ ‘
OH OH 2 o t oH
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OH OH OH OH

Polisaharid Glukoza

Slika 19. Reakcija hidrolize polisaharida pod dejstvom enzima a-amilaze

Ispitivanje inhibitornog potencijala razli¢itih koncentracija vodenometanolnih i
vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda plodova godzi na enzim a-Amy
izvrSeno je koris¢enjem prethodno opisane metode (221), uz odredene modifikacije.
Analizirani ekstrakti su razblazeni u fosfathnom puferu (pH = 6,9) i pomesani sa rastvorom
enzima a-Amy (tip VI-B, > 10 jedinica/mg ¢vrste supstance). Rastvori su inkubirani u
staklenim epruvetama na 37°C tokom 15 minuta. Zatim je dodat rastvor skroba (1,0 %) i
inkubacija je nastavljena dodatnih 10 minuta. Nakon dodatka reagensa za bojenje, 3,5-dinitro
salicilne kiseline, inkubacija je nastavljena 15 minuta na 100°C. Apsorbancije su merene na
540 nm (UniSPEC 2, LLG Labvare, Turnov, Ceska Republika). Akarboza je koris¢ena kao
pozitivna kontrola.
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3.6.2.2. Odredivanje inhibicije a-glukozidaze

Enzim a-glukozidaza (a-Gls) katalizuje reakciju konverzije supstrata, p-nitrofenil-a-
D-glukopiranozida do D-glukoze i zuto obojenog p-nitrofenola (Slika 20).

CH,0H CH,OH

Q /@_ idealiis @ @‘

p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid D-glukoza p-nitrofenol

Slika 20. Reakcija delovanja enzima a-glukozidaze (preuzeto i prilagodeno (222))

Ispitivanje inhibitorne aktivnosti razli¢itih koncentracija vodenometanolnih i
vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda plodova godzi na enzim a-Gls
izvrSeno je koris¢enjem prethodno opisane metode (223), uz odredene modifikacije. U
analizirane uzorke razblazene u fosfatnom puferu (pH = 5,0), dodat je rastvor supstrata p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozida u fosfatnom puferu (pH = 5,0). Nakon inkubacije u staklenim
epruvetama na 37°C tokom 10 minuta, dodat je rastvor enzima a-Gls u fosfatnom puferu (tip
I, > 10 jedinica/mg Cvrste supstance) i inkubacija je nastavljena 30 minuta. Reakcija je
prekinuta dodavanjem 0,2 M rastvora Na2COs (pH = 10), a apsorbancije dobijenih rastvora su
izmerene na talasnoj duzini od 405 nm (UniSPEC 2, LLG Labvare, Turnov, Ceska Republika).
Akarboza je koris¢ena kao pozitivna kontrola.

3.6.2.3. Odredivanje inhibicije acetilholinesteraze
Metoda se zasniva na hidrolizi acetilholin-jodida pod dejstvom enzima

acetilholinesteraze (AChE) do acetata i holina. Oslobodeni holin reaguje sa 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzojevom kiselinom) pri ¢emu nastaje zuto obojeni 5-tio-2-nitrobenzoat (Slika 21).
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Slika 21. Reakcija hidrolize acetilholina katalizovana enzimom acetilholinesterazom
(preuzeto i prilagodeno (224))
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Ispitivanje  inhibitorne  aktivnosti  razli¢itih ~ koncentracija  analiziranih
vodenometanolnih i vodenoetanolnih ekstrakata plodova i sporednih proizvoda plodova godzi
na enzim AChE izvrSeno je koris¢enjem modifikovane metode koju su prethodno opisali
Ellman i saradnici (225). Serijska razblazenja analiziranih uzoraka i rastvor enzima AChE (tip
VI-S, > 222 jedinice/mg Cvrste supstance) u Tris-HCI puferu (pH = 8,0) su inkubirani u
staklenim epruvetama na 37°C tokom 15 minuta. Nakon dodatka supstrata (acetilholin jodid) i
hromogena (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina), smesa je inkubirana ponovo 30 minuta na
37°C. Apsorbancije su izmerene na talasnoj duzini od 412 nm (UniSPEC 2, LLG Labvare,
Turnov, Ceska Republika). Galantamin je koris¢en kao pozitivna kontrola.

3.6.2.4. Odredivanje inhibicije tirozinaze

Enzim tirozinaza (TIA) katalizuje oksidaciju L-tirozina do L-dihidroksifenilalanina
(DOPA), a zatim do o-dopahinona, koji je blago ruzicaste boje (Slika 22).

Mono-oksigenazna aktivnost Oksidazna aktivnost
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Slika 22. Reakcija oksidacije L-tirozina do o-dopahinona pod dejstvom enzima tirozinaze
(preuzeto i prilagodeno (226))

Ispitivanje  inhibitorne  aktivnosti  razli¢itih ~ koncentracija  analiziranih
vodenometanolnih i vodenoetanolnih ekstrakata plodova godzi i njihovih sporednih produkata
na enzim tirozinazu odredeno je koris¢enjem modifikovane metode koju su prethodno opisali
No i saradnici (227). Serija razblazenja analiziranih uzoraka i rastvor enzima tirozinaze (>
1000 jedinica/mg ¢vrste supstance) u fosfatnom puferu (pH = 6,6) su pomesani i inkubirani u
mikrotitracionoj ploc¢i na 30°C, tokom 10 minuta. Zatim je dodat rastvor supstrata (L-tirozin)
u fosfatnom puferu (pH = 6,6) i inkubacija je vrsena dodatnih 30 minuta. Apsorbancije rastvora
su izmerene na 490 nm (ELk800 Apsorbance Microplate Reader, BIOTEK, Santa Klara,
Kalifornija, SAD). Kao pozitivna kontrola kori$¢ena je koji¢na kiselina.
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3.6.2.5. Inhibicija enzima 15-lipooksigenaze

Enzim lipooksigenaza katalizuje oksidaciju linolne kiseline do hidroperoksioktadeka-
9,11-dienske kiseline (Slika 23) (228).
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Slika 23. Reakcija oksidacije linolne kiseline pod dejstvom enzima lipooksigenaze

Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti vodenometanolnih ekstrakata plodova LR na enzim
15-LOX iz soje, izvrseno je koris¢enjem komercijalnog kompleta Lipoxygenase Inhibitor
Screening Assay (CAY-760700-96, Cayman Chemical, SAD). Razli¢ita razblazenja uzoraka,
pripremljenih u 0,1 M Tris-HCI puferu (pH = 7,4) pomeSana su sa rastvorom enzima. Nakon
dodavanja supstrata (linolna kiselina) i hromogena, apsorbancije su izmerene na 490 nm
(ELk800 Apsorbance Microplate Reader, BIOTEK, Santa Klara, Kalifornija, SAD).

3.6.3. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost suvih vodenometanolnih ekstrakata plodova godzi testirana je na
osam laboratorijskih kontrolnih sojeva mikroorganizama (KWIK-STIK™, Microbiologics,
Saint Cloud, MN, USA): tri Gram-pozitivne bakterije: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) i Enterococcus faecalis (ATCC 29212); Cetiri
Gram-negativne bakterije: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (NCIMB
8267), Salmonella enterica (NCTC 6017) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), i gljivicu
Candida albicans (ATCC 24433). Minimalne inhibitorne koncentracije (engl. minimum
inhibitory concentration, MIC) ekstrakata odredene su testom mikrodilucije u skladu sa
smernicama Evropskog komiteta za ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove (229).

Mikroorganizmi su pripremljeni u fizioloskom rastvoru prema McFarland standardu (0,5)
(Bio-Merieux, Marcy I’Etoile, Francuska), dok su analizirani ekstrakti rastvoreni u DMSO i
zatim razblazeni u opsegu 0d 125-2000 mg/mL u Mueller-Hinton bujonu za bakterije (MHB,
Lab M Limited, Bury, UK) i Sabouraud-dekstroznom bujonu za C. albicans (SDB, Lab M
Limited, Bury, UK). Mikrotitracione ploce sa duplikatima razblazenja ekstrakata su
inokulisane sa 5 x 10° CFU/mL mikroorganizama i inkubirane na 35 + 1 °C u trajanju od 24
sata.

Detekcija MIC vrednosti izvrSena je dodavanjem resazurina (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-
on 10-oksid), redoks indikatora koji menja boju iz plave u ruziCastu kada su prisutni zZivi
mikroorganizmi (Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstat, Nemacka). Rezultati su predstavljeni
kao MIC, odnosno najniZza koncentracija ekstrakta koja inhibira rast mikroorganizama. U
istrazivanje su ukljuc¢ene pozitivne i negativne kontrole za dodatnu pouzdanost eksperimenta.
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3.6.4. Prebiotska aktivnost

Potencijalna prebiotska aktivnost suvih vodenometanolnih ekstrakata plodova LR
ispitivana je na Cetiri probiotska soja Gram-pozitivnih bakterija: Lactobacillus plantarum Lp
299v, Limosilactobacillus reuteri Protectis (DSM 17938), Lactobacillus rhamnosus GG i
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ST-21; dva soja gljivica Saccharomyces
boulardii, i dve meSavine probiotskih sojeva laktobacila/bifidobakterija: Lactobacillus
helveticus, L. rhamnosus i Bifidobacterium longum (MIX1) i njihove kombinacije sa
Saccharomyces boulardii (MIX2). Kulture probiotskih sojeva uzgajanih na odgovaraju¢im
medijumima (Sabouraud Dektrose agar za S. boulardii i agar za laktobacile) suspendovane su
u fizioloskom rastvoru prema McFarland standardu (0,5) i potom razblazene do inokuluma od
5 x 10° CFU/mL.Vodenometanolni ekstrakti plodova LR rastvoreni su u DMSO i razblaZeni u
opsegu od 0,312 do 5 mg/mL. Razblazeni uzorci su dodati u triplikatu u bunarice
mikrotitracione ploce i inokulisani su sa 5 x 10° CFU/mL mikroorganizama, uporedo sa
pozitivnim i negativnim kontrolama.

Mikrotitracione plo¢e inkubirane su izmedu 20 i 48 h na 35°C u aerobnim ili
mikroaerofilnim uslovima, a opti¢ka gustina je merena na 600 nm za bakterije i 530 nm za
gljivice pomo¢u ELISA ¢itaca mikrotitracionih ploca (Multiskan™ FC Microplate
Photometer, Thermo Fisher Scientific, SAD). Rezultati su izrazeni kao procenat stimulacije
rasta u prisustvu ekstrakata, u poredenju sa kontrolnim grupama (100 %), koristeci sledecu
jednacinu:

) 0D uzorak
% prebiotskog efekta = 0D pozitivna kontrola x 100 (24)
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3.7. OPTIMIZACIJA PROCESA EKSTRAKCIJE
3.7.1. Ekstrakcija

Liofilizovani i usitnjeni plodovi godzi ili sporedni proizvodi njihove prerade (0,5 Q)
ekstrahovani su odgovaraju¢om koli¢inom rastvaraca (5-40 mL) u termostatiranom vodenom
kupatilu (Grant, model LSB 18, UK) koriste¢i PB za fazu skrininga i BBD za fazu optimizacije.

3.7.2. Skrining parametara ekstrakcije

Ekstrakcija liofilizovanih plodova godZi i sporednih proizvoda njihove prerade izvrSena
je upotrebom etanola u koncentracijama od 50 % i 96 % (v/v), na temperaturama od 25 °C ili
60 °C tokom 30 ili 180 minuta. Odnos droge i rastvaraca je bio 1:10 ili 1:80 (m/v). Tokom
ekstrakcije, deo uzoraka je mesan, dok su drugi bili podvrgnuti tretmanu ultrazvukom snage
40 kHz. Dodatno, neki uzorci su pre procesa ekstrakcije podvrgnuti postupku maceracije na
sobnoj temperaturi, u trajanju od 30 minuta. Nakon zavrSetka ekstrakcije, svi uzorci su filtrirani
kroz filter papir.

Postupci ekstrakcije za plodove godzi i sporedne proizvode njihove prerade realizovani
su koriste¢i PB, prema matrici prikazanoj u Tabeli 4. Ispitan je uticaj sedam nezavisnih
varijabli, koje ukljucuju temperaturu, vreme, odnos izmedu droge i rastvaraca, tretman
ultrazvukom, koncentraciju etanola, meSanje i prethodnu maceraciju ili veli¢inu Cestica.

Tabela 4. PB matrica prema kojoj su izvedeni eksperimenti za plodove LB i pulpu (X1 —
temperatura, Xz — vreme, X3 — odnos izmedu droge i rastvaraca, X4 — tretman ultrazvukom, Xs
— koncentracija etanola, Xes — mesanje, X7 — prethodna maceracija) i pogacu (X1 — temperatura,
X2 — vreme, X3 — odnos izmedu droge i rastvaraca, X4 — koncentracija etanola, Xs — tretman
ultrazvukom, Xe — veli¢ina Cestica, X7 — meSanje)

X1 X2 X3 Xa Xs Xs X7
-1 -1 -1 1 -1 1 1
1 -1 -1 -1 1 -1 1
1 1 -1 -1 -1 1 -1
-1 1 1 -1 -1 -1 1
1 -1 1 1 -1 -1 -1
-1 1 -1 1 1 -1 -1
-1 -1 1 -1 1 1 -1
1 1 1 1 1 1 1

U Tabeli 5 prikazane su realne i kodirane vrednosti ispitivanih faktora za plodove LB i pulpu,
dok su vrednosti za pogacu prikazane u Tabeli 6. Kao zavisne varijable odredeni su sadrzaji
ukupnih polifenola (TPC) i ukupnih flavonoida (TFC) i procenjena je in vitro antioksidativna
aktivnost, upotrebom pet razli¢itih testova, na osnovu Kojih je izraunat antioksidativni
kompozitni indeks (ACI).
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Tabela 5. Nezavisne varijable u okviru PB dizajna za plodove LB i pulpu

Kodirane vrednosti

Nezavisne varijable Jedinica Simbol

-1 +1
Temperatura °C X1 25 60
Vreme min X2 30 180
Odnos droga/rastvarac m/v X3 1:10 1:80
Tretman ultrazvukom kHz X4 0 40
Koncentracija etanola % (V/V) Xs 50 96
Mesanje rpm Xe 0 200
Prethodna maceracija min X7 bez sa

Tabela 6. Nezavisne varijable u okviru PB dizajna za pogacu

Kodirane vrednosti

Nezavisne varijable Jedinica Simbol

-1 +1
Temperatura °C X1 25 60
Vreme min X2 30 180
Odnos droga/rastvarac m/v X3 1:10 1:80
Koncentracija etanola % (VIV) X4 50 96
Tretman ultrazvukom kHz Xs 0 40
Velic¢ina Cestica mm Xe <0,75 >0,75
Mesanje rpm X7 0 200

3.7.3. Optimizacija ekstrakcije
Efekti nezavisnih varijabli analizirani su prema slede¢em linearnom modelu:
y = AO + A1X1 + A2X2 + A3X3 e+ Aan (25)

e y—zavisna varijabla

e Ao— konstanta

e A: do An— Koeficijenti linearne regresije
o Xz, Xz, X3..Xn —ispitivani faktori
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Dalji eksperimenti za plodove LB i pulpu su sprovedeni prema centralnom kompozitnom
dizajnu (Tabela 7). Nakon faze skrininga, tri nezavisne varijable (A — koncentracija etanola, B
— odnos izmedu droge i rastvarac¢a i C — vreme) odabrane su za dalju analizu i varirane na tri
nivoa, ¢ime je omogucéena analiza interakcija i kvadratnih efekata. Ekstrakcija je izvedena
upotrebom razli¢itih koncentracija etanola (40-80% v/v) u trajanju od 30 do 90 minuta, pri
¢emu je odnos izmedu droge i rastvaraca variran izmedu 1:20 i 1:60 m/v. Prethodna maceracija
u trajanju od 30 minuta, temperatura od 40°C i meSanje odrZzavani su konstantno. Mereni
odgovori bili su isti kao u prethodnoj fazi skrininga. Dizajn je obuhvatao 15 eksperimenata
nasumi¢no postavljenih sa tri ponavljanja u centralnoj tacki.

Tabela 7. Uslovi eksperimenata u fazi optimizacije za plodove LB i pulpu

N° A B C
1 40 (-1) 20 (-1) 60 (0)
2 80 (1) 20 (-1) 60 (0)
3 40 (-1) 60 (1) 60 (0)
4 80 (1) 60 (1) 60 (0)
5 40 (-1) 40 (0) 30 (-1)
6 80 (1) 40 (0) 30 (-1)
7 40 (-1) 40 (0) 90 (1)
8 80 (1) 40 (0) 90 (1)
9 60 (0) 20 (-1) 30 (-1)
10 60 (0) 60 (1) 30 (-1)
11 60 (0) 20 (-1) 90 (1)
12 60 (0) 60 (1) 90 (1)
13 60 (0) 40 (0) 60 (0)
14 60 (0) 40 (0) 60 (0)
15 60 (0) 40 (0) 60 (0)

A- koncentracija etanola (%); B— odnos droga/rastvara¢ (m/v); C— vreme trajanja (min)

Dalji eksperimenti za pogacu sprovedeni Su prema centralnom kompozitnom dizajnu
(Tabela 8). Cetiri nezavisne varijable (A — koncentracija etanola, B — temperatura, C — vreme
i D — odnos izmedu droge i rastvaraca) odabrane nakon faze skrininga, varirane su na tri nivoa,
¢ime je omogucena analiza interakcija i kvadratnih efekata. Ekstrakcija je izvedena upotrebom
etanola razlicitih koncentracija (40—80% v/v) u trajanju od 30 do 180 minuta, na temperaturama
izmedu 25 1 60°C, pri ¢emu je odnos izmedu droge i rastvaraca variran od 1:50 do 1:80 (m/v).
Mereni su isti odgovori kao u prethodnoj fazi skrininga. Dizajn je obuhvatao 27 nasumi¢nih
eksperimenata, uz tri ponavljanja u centralnoj tacki.
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Tabela 8. Uslovi eksperimenata u fazi optimizacije za pogacu

N° A B C D
1 40 (-1) 25 (-1) 105 (0) 65 (0)
2 80 (1) 25 (-1) 105 (0) 65 (0)
3 40 (-1) 60 (1) 105 (0) 65 (0)
4 80 (1) 60 (1) 105 (0) 65 (0)
5 60 (0) 42,5 (0) 30 (-1) 50 (-1)
6 60 (0) 42,5 (0) 180 (1) 50 (-1)
7 60 (0) 42,5 (0) 30 (-1) 80 (1)
8 60 (0) 42,5 (0) 180 (1) 80 (1)
9 40 (-1) 42,5 (0) 105 (0) 50 (-1)
10 80 (1) 42,5 (0) 105 (0) 50 (-1)
11 40 (-1) 42,5 (0) 105 (0) 80 (1)
12 80 (1) 42,5 (0) 105 (0) 80 (1)
13 60 (0) 25 (-1) 30 (-1) 65 (0)
14 60 (0) 60 (1) 30 (-1) 65 (0)
15 60 (0) 25 (-1) 180 (1) 65 (0)
16 60 (0) 60 (1) 180 (1) 65 (0)
17 40 (-1) 42,5 (0) 30 (-1) 65 (0)
18 80 (1) 42,5 (0) 30 (-1) 65 (0)
19 40 (-1) 42,5 (0) 180 (1) 65 (0)
20 80 (1) 42,5 (0) 180 (1) 65 (0)
21 60 (0) 25 (-1) 105 (0) 50 (-1)
22 60 (0) 60 (1) 105 (0) 50 (-1)
23 60 (0) 25 (-1) 105 (0) 80 (1)
24 60 (0) 60 (1) 105 (0) 80 (1)
25 60 (0) 42,5 (0) 105 (0) 65 (0)
26 60 (0) 42,5 (0) 105 (0) 65 (0)
27 60 (0) 42,5 (0) 105 (0) 65 (0)
28 60 (0) 42,5 (0) 105 (0) 65 (0)
29 60 (0) 42,5 (0) 105 (0) 65 (0)

A — koncentracija etanola (%); B — temperatura (°C); C — vreme trajanja (min); D — odnos
droga/rastvara¢ (m/v)

Dobijeni rezultati analizirani su kori$¢enjem metodologije povrSine odgovora (RSM).
Kvadratni polinomski modeli koji opisuju uticaj nezavisnih varijabli na zavisne varijable,
izrazeni su sledeCom jednacinom:
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k k K
Y =Bo+ Z BiXi + z BiiX1? + Z BUXIX] (26)
i=1 i=1

1<]

e Y —zavisna varijabla

e fo — konstanta modela

e f5i — koeficijent za linearni efekat nezavisne varijable Xi

o fii — koeficijent za kvadratni efekat nezavisne varijable Xi
e pij — koeficijent za interakciju izmedu varijabli Xi i Xj

e Xii Xj—nezavisne varijable

3.7.4. Statisticka analiza rezultata optimizacije

Koeficijenti u kvadratnom polinomnom modelu izracunati su viSestrukom linearnom
regresijom, a finalne jednacine izvedene su koriS¢enjem softvera Design-Expert 8.06 (probna
verzija, State-Ease Inc., Minneapolis, MN, SAD). Kvalitet modela procenjen je koeficijentom
determinacije (R?), dok je statisticka znacajnost potvrdena F-testom. Znacaj pojedina¢nih
nezavisnih promenljivih 1 njithovih medusobnih interakcija analiziran je primenom analize
varijanse (ANOVA) sa nivoom znacajnosti p < 0,05. Najpouzdaniji model ima najvisi
koeficijent determinacije (R?), koji pokazuje koliki deo varijabilnosti odgovora moze biti
objasnjen varijacijama faktora. Model se smatra validnim ako je p < 0,05, dok vrednost za Lack
of Fit sa p > 0,05 ukazuje na eksperimentalne greske, a ne na neadekvatnost modela. Validacija
modela izvedena je kroz pet ponavljanja.

3.8. STATISTICKA ANALIZA

Sve analiticke procedure izvedene su u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ standardna devijacija. Za analizu razlika izmedu plodova godzi razli¢itih biljnih vrsta, kao i
izmedu uzoraka plodova LB sa razli¢itih lokaliteta, primenjena je jednofaktorska ANOVA.
Tuckey’s post hoc test koriscen je za odredivanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu srednjih
vrednosti (p < 0,05). Za procenu razlika u sporednim proizvodima prerade plodova godzi
primenjen je Studentov t-test. Statisticke analize izvedene su upotrebom softverskog paketa
SPSS verzije 26.0 (SPSS, Inc., Cikago, IL, SAD).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Prva faza istrazivanja

U okviru prve faze ispitivanja izvrSena je analiza hemijskog sastava i nutritivnih karakteristika
svezih plodova LB, LBa i LR sa plantaze u Nisu, kao i liofilizovanih plodova LB sa razli¢itih
lokaliteta u Srbiji.

4.1.1. Nutritivni sastav i energetska vrednost plodova LB, LBa i LR

Nutritivni sastav i energetska vrednost svezih plodova LB, LBa i LR prikazani su u
Tabeli 9.

Tabela 9. Nutritivni sastav i energetska vrednost svezih plodova LB, LBa i LR

LB LBa LR
Nutritivni sastav
Energetska vrednost . b c
(KJ/100 g fw) 394+6 353+11 246 £ 6
Vlaga (%) 75,3 +0,34° 77,5+0,73° 84,2 + 0,362
Pepeo (%) 0,84 £0,072 0,88 + 0,092 0,63 + 0,052
Ukupne masti (%) 1,15 + 0,082 0,83 + 0,06° 0,71+ 0,03°
Ukupni proteini (%) 1,98 + 0,06° 2,24 £0,30° 1,68 £ 0,01°
Dostupni ugljeni- a b c
hidrati (%) 16,9+ 0,15 15,1+ 0,80 9,91+0,29
UDV (%) 3,63 £ 0,252 3,34+0,172 2,76 £ 0,21°
NDV?Z (%) 2,73 £0,162 2,68 £0,10? 2,17 +0,15°
RDV? (%) 0,90 + 0,092 0,66 + 0,07° 0,59 + 0,08°

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR-L. ruthenicum Murr.; *UDV-
ukupna dijetna vlakna; 2NDV-nerastvorna dijetna vlakna; 3RDV-rastvorna dijetna vlakna; fw-
sveZa masa uzorka; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisticku zna€ajnost prema
Tuckey’s testu (p < 0,05)

U svim analiziranim plodovima godzi utvrden je visok sadrzaj vlage, pri ¢emu su
plodovi LR sadrzali znacajno veci sadrzaj vlage u poredenju sa ostalim analiziranim uzorcima
(p < 0,05). Posledi¢no, plodovi LR imaju najnizu energetsku vrednost. Energetska vrednost
svezih plodova LR je za 38 % niza od plodova LB 1 oko 30 % od plodova LBa. Medutim, visok
sadrzaj vode ogranicava rok trajanja i cuvanja svezih plodova. Zbog toga se najvece koli¢ine
svezih plodova godzi (oko 90 %) suse ili preraduju u sok, vino, ¢aj, prah ili tablete (31,33). U
plodovima LB utvrden je znacajno ve¢i sadrzaj ukupnih masti u poredenju sa plodovima ostalih
vrsta (p < 0,05), dok se vrednosti sadrzaja proteina i pepela nisu znacajno razlikovale medu
plodovima razli¢itih Lycium vrsta (p > 0,05), iako je nesto veci sadrzaj proteina odreden u
plodovima LBa. Sadrzaj UDV je bio sli¢an u plodovima LB i LBa i znacajno je bio ve¢i od
sadrzaja koji je odreden u plodovima LR. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
prethodnih studija u kojima je utvrdeno da su dijetna vlakna, drugi najzastupljenosti
makronutrijenti u plodovima godzi (48,51). S obzirom da plodovi LB i LBa sadrze vise od 3 g
dijetnih vlakana na 100 g, ispunjavaju kriterijume za nutritivnu izjavu ,,izvor vlakana“ (190).

57



Nutritivni sastav plodova godzi, osim od vrste, zavisi i od brojnih drugih faktora.
Nutritivni sastav i energetska vrednost liofilizovanih plodova LB sa razlic¢itih lokaliteta u Srbiji
prikazani su u Tabeli 10.

Kao sto je 1 o¢ekivano, analiza uzoraka plodova LB sa razlicitih lokaliteta ukazala je na
znacajne razlike u nutritivnom sastavu (p < 0,05), koje se mogu objasniti uticajima faktora
zivotne sredine i razli¢itim agrotehni¢kim praksama, ukljucujuci karakteristike zemljista,
klimatske uslove i tehnike dubrenja (26,230). Za produzenje roka trajanja i o¢uvanje kvaliteta
plodova godzi nakon berbe mogu se primeniti razli¢ite metode (67). U ovom istraZivanju
izabrana je metoda suSenja zamrzavanjem, odnosno liofilizacija. Na ovaj nacin se znacajno
smanjuje sadrzaj vlage, ¢cime se utic¢e na mikrobiolosku stabilnost i produzava rok trajanja, bez
znacajnog uticaja na hemijski sastav plodova godzi (102).

Ukupni pepeo je varirao izmedu 3,07 % i 4,05 %. Dobijeni rezultati ukazuju da plodovi
LB sa razli¢itih lokaliteta imaju razli¢it sadrzaj mineralnih materija, ali i ukupnih lipida. U
poredenju sa literaturnim podacima, sadrzaj ukupnih lipida u analiziranim uzorcima plodova
LB je bio za oko 1,5 puta veci (48). Razlike u sadrzajima ukupnih lipida u liofilizovanim
plodovima LB utvrdene u razli¢itim studijama se mogu objasniti primenom razli¢itih rastvaraca
koris¢enih za ekstrakciju lipida (29,46). Za razliku od ostalog voca, npr. jagode, Kupine,
maline, borovnice, brusnica i ribizle, koje se odlikuje niskim sadrzajem proteina (231), sadrzaj
proteina u plodovima LB varirao je izmedu 11,8 % i 17,7 %. Utvrdeni sadrzaj proteina ¢ini
liofilizovane plodove LB pogodnim za primenu kao nutritivno bogate uzine (232).

Sadrzaj NDV u plodovima LB bio je od 7,17 % do 12,5 %, dok je sadrzaj RDV varirao
od 2,71 % do 6,37 %. Na osnovu sadrzaja UDV koji je bio u rasponu od 11 % do 18,9 %
liofilizovani plodovi LB sa razli¢itih lokaliteta mogu se smatrati hranom ,,bogatom vlaknima"
(56). Ove nutritivne karakteristike ¢ine plodove LB pogodnim za obogacivanje namirnica
vlaknima, $to je od znaCaja u formulaciji funkcionalnih prehrambenih proizvoda (41).
Energetska vrednost liofilizovanih plodova LB je u skladu sa sa rezultatima dobijenim u
drugim istrazivanjima (48, 233).
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Tabela 10. Nutritivni sastav i energetska vrednost liofilizovanih plodova LB

~

SuU SD PZ BG NI RU
Nutritivni sastav
Energetska vrednost 357 + 0,11 342+1722 3424133  351+265¢ 356+ 2,23 346 + 1,03
(kJ/100 g dw)
Vlaga (%) 10,1 £ 0,07¢ 11,9 + 0,124 10,4 +0,07¢ 7,68 £ 0,29° 8,33 +0,26" 7,28 + 0,47*
Pepeo (%) 4,05+ 0,14¢ 3,07 +£0,08? 3,32 £0,15% 3,81 +0,19°¢ 3,30 £ 0,212 3,65+0,12°
Ukupne masti (%) 8,96 +0,11¢ 4,76 +0,39° 5,29 +0,57¢ 5,86 +0,12¢ 4,87 +0,07° 5,58 +0,25°
Ukupni proteini (%) 14,4 +0,13° 14,0 £ 0,472 15,7 + 0,052 17,7 £ 0,21° 11,8 + 0,167 13,5+ 0,05°
mﬁ;‘:f&‘;g'le”" 46,7 + 0,542 552+048%  505+143°¢ 490+ 147 60,7 + 0.27° 51,1 +0.11°
ubv?! 15,8 + 0,330¢ 11,0 + 0,102 14,8 + 0,25° 16,0 + 0,27¢ 11,1 + 0,072 18,9 + 0,23¢
NDV?2 11,6 +0,15° 8,31 + 0,35" 10,8 + 0,58° 11,3+ 0,60° 7,17 £ 0,69? 12,5+0,17¢
RDV? 4,29 +0,62° 271 +0,222 4,03 +0,22° 4,8+0,22° 3,91 +0,59° 6,37 + 0,50°

SU-Subotica; SD-Smederevo; PZ—Pozega; BG-Beograd; NI-Ni§; RU-Ruma; UDV- ukupna dijetna vlakna 2NDV-nerastvorna dijetna vlakna;
SRDV-rastvorna dijetna vlakna; dw—suva masa uzorka; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisticku zna¢ajnost prema Tuckey’s testu (p <
0,05)
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4.1.2. Masno-kiselinski sastav plodova LB, LBai LR

Koris¢enjem GC-FID metode, identifikovano je prisustvo devet masnih kiselina u lipidnom
profilu plodova godzi. Relativni sadrzaj masnih Kiselina (% od ukupnih masnih kiselina), odnos
pojedinih klasa masnih kiselina i lipidni indeksi u svezim plodovima LB, LBa i LR su
predstavljeni u Tabeli 11.

Tabela 11. Sastav masnih kiselina i lipidni indeksi u svezim plodovima LB, LBa i LR

Uzorak

Masne kiseline B  Ba R
C14:0 Miristinska kiselina 0,34 £ 0,02¢ 0,49 +0,03° 0,91 £ 0,022
Cl4:1 Miristooleinska kiselina 0,44 +0,02° 0,33 +0,01°¢ 0,71 + 0,022
C16:0 Palmitinska kiselina 17,64 +0,07° 11,76 £ 0,08° 20,42 + 0,042
Cl6:1 Palmitooleinska kiselina 0,69 + 0,04¢ 0,70 +0,02° 1,36 £ 0,032
C17:0 Heptadekanoinska kiselina 0,37 £ 0,022 0,33 +£0,032 nd
C18:0 Stearinska kiselina 3,03 + 0,06° 4,25 + 0,05°¢ 6,93 + 0,032
Cl18:1»-9 Oleinska kiselina 23,55 + 0,092 21,58 £0,08° 17,13 +£0,05¢
Cl18:2m-6 Linolna kiselina 52,08 + 0,08° 59,38 £0,13% 49,45+ 0,03¢
Cl18:30-3 a-Linolenska kiselina 1,87 +0,11° 1,19 £0,02° 3,11 + 0,032
Y ZMK Zasi¢ene MK 21,38 +0,13° 16,83 £0,18° 28,26 + 0,082
> MNMK Mononezasi¢cene MK 24,68 + 0,032 22,61 +0,07° 19,20 £+ 0,04¢
> PNMK Polinezasi¢ene MK 53,94 + 0,04P 60,58 + 0,112 52,55 +0,01°¢
> NMK Nezasi¢ene MK 78,63 + 0,01P 83,18 + 0,042 71,75 + 0,05¢
PNMK/ZMK Polinezasi¢ene/Zasi¢ene 2,52 +0,01° 3,59 + 0,042 1,86 +0,01°
Lipidni indeksi
Al Indeks aterogenosti 0,28 + 0,00P 0,22 £ 0,00° 0,43 £ 0,002
Cox Izra¢unata oksidativnost 6,00 + 0,01° 6,59 + 0,012 5,94 + 0,00¢

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR-L. ruthenicum Murr.; nd—
nije detektovano; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisticku znac¢ajnost prema
Tuckey’s testu (p < 0,05).
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Najzastupljenije masne kiseline u analiziranim plodovima godzi su linolna, oleinska,
palmitinska i stearinska kiselina. Ove masne kiseline ¢ine oko 95 % od ukupnih masnih
kiselina. Sli¢ni sastavi masnih kiselina su utvrdeni za plodove LB u Italiji (20,61), Grékoj (21),
Turskoj (233), Severnoj Makedoniji (26), kao i za plodove LR uzgajane u Kini (77). Medutim,
nema literaturnih podataka o sastavu masnih kiselina u plodovima LBa.

Uprkos sli¢cnom kvalitativnom sastavu, utvrdene su znacajne kvantitativne razlike u
masnim kiselinama izmedu razli¢itih plodova godzi. Ove razlike su uticale na znacajne
varijacije u sadrzajima ZMK, MNMK i PNMK. Plodovi LR su imali najveci sadrzaj ZMK, dok
su plodovi LBa imali najveéi sadrzaj PNMK. Najdominantnija masna kiselina u svim
plodovima godZi je bila linolna kiselina, sa sadrzajem oko 50 %. Procentualna zastupljenost
palmitinske kiseline, kao najzastupljenije ZMK, iznosila je od 11,8 do 20,4 %, dok je sadrzaj
stearinske kiseline bio znacajno nizi u rasponu od 3,0 do 6,9 %. Prisustvo heptadekanoicne
kiseline je utvrdeno samo u plodovima LB i LBa. Sadrzaj oleinske kiseline u plodovima godzi
iznosio je od 17,1 % do 23,6 %, pri ¢emu je najveci sadrzaj bio u plodovima LB.

Odnos PNMK i ZMK se smatra parametrom kvaliteta ulja. Uzimajuc¢i u obzir
potencijalne zdravstvene efekte razli¢itih klasa masnih kiselina, odnos PNMK/ZMK treba da
bude veéi od 0,45 (234). Odnos PNMK/ZMK u plodovima godzi bio je iznad ove vrednosti,
pri ¢emu je najveca vrednost utvrdena za plod LBa. Takode, ovaj uzorak se odlikuje i najnizom
vrednoSc¢u indeksa aterogenosti. U pogledu oksidativne stabilnosti, najnizu Cox vrednost je
imalo ulje ploda LR, koje sadrzi najmanje koli¢ine PNMK. Iako su ulja plodova LB i LBa
imala vece Cox vrednosti, njihova oksidativna stabilnost se moZe smatrati zadovoljavaju¢om.

Sastav masnih kiselina (% od ukupnih masnih kiselina) i lipidni indeksi liofilizovanih
plodova LB sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji predstavljeni su u Tabeli 12.
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Tabela 12. Sastav masnih kiselina i lipidni indeksi liofilizovanih plodova LB

o Uzorak
Masne kiseline sU sD Py BG NI RU
C16:0 Palmitinska kiselina 12,5 +0,09° 13,8 +0,48° 17,8+0,15" 12,9+0,02° 9,40+0,04° 7,38+ 0,042
C18:0 Stearinska kiselina 3,30 +0,16° 3,01 +0,05° 347+0,13° 3,01+0,07° 2,75+0,01* 2,86+ 0,04%P
C18:10-9 Oleinska kiselina 14,0 £ 0,02° 20,3 +0,15° 11,8+0,16% 205+0,21°¢ 24,4+0,29° 23,0+0,12°
C18:20-6 Linolna kiselina 61,7 +0,13¢ 57,1+ 0,07° 56,5+0,272 57,1+0,16° 59,6 +0,34° 64,6 +0,14°
C18:30-3 a-Linolenska kiselina 4,64 +0,12¢ 3,61 +0,27° 10,4 +0,07" 6,56+0,16° 3,89+0,05° 2,17 +0,08?
Y ZMK Zasi¢ene MK 15,8 +0,05¢ 16,8+0,30  21,2+0,02¢ 159+0,04° 122+0,02° 10,3 +0,00°
Y PNMK Polinezasi¢ene MK 66,3 + 0,01° 60,7 + 0,142 66,9+0,14° 63,6+0,01° 635+0,21° 66,7 +0,04%
Y NMK Nezasi¢ene MK 80,3 + 0,06° 81,0 +0,10° 78,7+0,10*° 84,1+0,03° 879+0,16° 89,8+0,03
PNMK/ZMK  Polinezasi¢ene/Zasi¢ene 4,19 + 0,04¢ 3,62 +0,03° 3,15+0,03* 3,99+0,02° 522+0,04° 6,51+0,01F
Al Indeks aterogenosti 0,20 + 0,00¢ 0,21 +0,01° 0,27 £0,000 0,19 +0,00° 0,14+0,00° 0,11 + 0,007
TI Trombogeni indeks 0,31 + 0,001 0,34 + 0,02 0,32+0,00° 0,27 +0,00° 0,23+0,00° 0,20 + 0,00
Cox Izradunata oksidativnost 7,50 + 0,014 6,86 + 0,052 8,18+0,03¢ 750+0,04% 722+0,02° 7,35+0,03°
oS Oksidativna stabilnost 3255 + 6,06¢ 2951 +2428 3592 +13,7° 3244+20,79 3094+11,3° 3145+ 12,9°

SU-Subotica; SD-Smederevo; PZ—Pozega; BG—Beograd; NI-Nis; RU-Ruma; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisti¢ku znacajnost prema
Tuckey’s testu (p < 0,05)
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Dobijeni rezultati analize masno-kiselinskog sastava su pokazali da su analizirani
uzorci plodova LB imali visok sadrzaj NMK, Kkoji je bio u rasponu od 78,7 % do 89,8 %.
Najzastupljenije masne Kiseline su linolna kiselina, zatim oleinska i a-linolenska kiselina.
Sadrzaj ZMK je bio relativno nizak u rasponu izmedu 10,3 % i 21,2 %. Prisustvo esencijalnih
masnih Kkiselina, linolne i a-linolenske kiseline, dodatno ukazuje na nutritivni znacaj plodova
LB.

Sadrzaj NMK, koji predstavlja zbir MNMK i PMK, u analiziranim uzorcima plodova
LB je veci u poredenju sa rezultatima za plodove LB u Gr¢koj (21) i Portugalu (25), dok je u
skladu sa rezultatima za plodove LB u Severnoj Makedoniji (26) i Italiji (20). Ove razlike se
mogu objasniti analitickim faktorima, kao i razli¢itim klimatskim uslovima (20,230). Ranije je
utvrdeno da je prosecna godiSnja temperatura u inverznoj korelaciji sa sadrzajem masnih
kiselina sa 18 ugljenikovih atoma (235). Generalno, veci sadrzaji oleinske, linolne i a-
linolenske kiseline u plodovima godzi u poredenju sa drugim vo¢em, poput banana, jabuka i
brusnice (236), ukazuju na njihove specificne nutritivne prednosti.

U analiziranim plodovima LB, odnos PNMK/ZMK ukazuje na vrlo povoljan profil
masnih Kiselina, dok niske vrednosti Al i Tl dodatno ukazuju na antiaterogeni i antitrombogeni
potencijal godzi plodova. Lipidni indeksi utvrdeni za plodove LB u Srbiji su u skladu sa
literaturnim podacima za godzi plodove iz Italije (20), ali su povoljniji u poredenju sa
plodovima godzi iz Grcke, Mongolije, Brazila i Kine (21,230).

4.1.3. Sastav fitosterola plodova LB

Koris¢enjem GC-FID/MSD, identifikovano je i kvantifikovano deset fitosterola, u
liofilizovanim plodovima LB sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji, koji su predstavljeni u Tabeli 13.
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Tabela 13. Sastav fitosterola u liofilizovanim plodovima LB (GC-FID/MSD)

. . Uzorak
Fitosteroli (%) sU sD 7 BG NI RU
Holesterol 10 + 0,6° 4,0+0,12 6,1+ 1,0 8,9 +0,0¢ 50+0,1° 6,8 +0,6°
24-Metilenholesterol 4,1+0,2° 4,4+0,1° 4,7+0,2¢ 23+0,12 5,6 + 0,08 36+0,3°
Kampesterol 5,3+0,72 6,2 +0,1° 4,9 + 0,62 5,1 + 0,0 6,8+0,1° 5,3+ 0,42
Stigmasterol 3,2+0,6% 8,0+ 0,2° 4.4 +0,5°¢ 3,6 +0,6%P 6,1+0,1° 5,2 +0,8¢
24-Metildezmosterol 16 + 1,8°¢ 14 +0,6%P 17 £2,3° 13 + 0,9 17 £0,2° 14 +0,12P
S-amirin 2,8 £0,7%P 3,5+0,5 3,4+0,6° 3,1+0,1° 2,4 0,230 1,9+1,22
p-sitosterol 24 + 5 8°¢ 19 + 0,520 18 + 1,32 26 +0,2¢ 19 + 0,120 23 + 2,33b¢
AS-avenasterol 16 +1,82P 18 + 0,9°¢ 15 + 2,52 16 + 0,22P 20+0,1° 15+ 1,52
Gramisterol 2,6+1,32 3,8+1,5° 2,3+0,12 2,6 +0,42 5,4+ 0,02 2,3+0,6°
Cistrostadienol 3,1+1,8% 4,0 +0,12P 0,9+0,3? 2,9 + 0,920 3,7+0,0° 4,1+1,7°
Ukupni identifikovani steroli 92 + 4,32b 93 + 2,52P 86 + 7,6 92 + 0,820 98 + 0,0 90 + 3,62P
% sterola u nesaponifikovanoj 63 + 1,164 48 + 2,9 27 + 6,07 62 + 1,500 63 + 0,7 57 + 2,8°

frakciji
SU-Subotica; SD-Smederevo; PZ—Pozega; BG-Beograd; NI-Ni§; RU-Ruma; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisti¢ku znacajnost
prema Tuckey’s testu (p < 0,05
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Prema literaturnim podacima, prisustvo fitosterola doprinosi kardioprotektivnim
svojstvima plodova LB (20). Najzastupljeniji su bili g-sitosterol (18-26 %), A%-avenasterol
(15-20 %) i 24-metildesmosterol (13-17 %). Ostali steroli su bili zastupljeni u manjim
koli¢inama (<10 %). U analiziranim plodovima LB odreden je i holesterol (4—10 % ukupnog
sadrzaja sterola). Medutim, njegov sadrzaj u nesaponifikovanoj frakciji je je veoma nizak (oko
0,005-0,03 %). Naime, potrebno je konzumirati oko 2 kg susenih plodova LB, da bi se ostvario
unos holesterola koji je ekvivalentan njegovom sadrzaju u jednom jajetu (oko 200 mg
holesterola).

Literaturni podaci ukazuju da fitosteroli mogu biti od znacaja za utvrdivanje
geografskog porekla plodova LB (61). U ranijim istrazivanjima je pokazano da je f-sitosterol
najzastupljeniji u plodovima godzi poreklom iz Italije (20,61), dok plodovi godzi iz Kine i
Mongolije sadrze znacajne koli¢ine AS-avenasterola i A>?3-stigmastadienola (61). Za razliku
od prethodnih istrazivanja, u plodovima LB iz Srbije utvrdeno je prisustvo 24-
metildesmosterola, §to moze biti od potencijalnog znacaja za identifikaciju plodova LB
poreklom iz Srbije.

4.1.4. Mineralni sastav plodova LB, LBa i LR

Minerali imaju strukturnu, kao i brojne regulatorne uloge u organizmu. Ovi esencijalni
mikronutrijenti se ne mogu sintetisati u organizmu i neophodno ih je unositi putem hrane. U
svezim plodovima LB, LBa i LR utvrdeno je prisustvo ukupno 14 minerala. Sadrzaj makro- i
mikroelemenata u analiziranim plodovima godzi je dat u Tabeli 14.

Tabela 14. Mineralni sastav svezih plodova LB, LBai LR

NRV LB LBa LR

Makroelementi (mg/100 g fw)

Natrijum Na / 74,6 +1,19° 51,1 +0,30¢ 79,6 £ 0,572
Kalijum K 2000 mg 4451 +548°  588,4+0,74% 337,0 £ 1,55°
Kalcijum Ca 800 mg 29,0 +0,41° 15,3 +0,12¢ 46,3 + 0,342
Magnezijum Mg 375 mg 29,2 £ 0,432 27,2+0,12° 25,9 + 0,48°
Fosfor P 700 mg 231,5+3,89* 214,0+0,96° 154,8 +0,85°
Sumpor S / 35,9 +0,36" 41,2 +0,172 22,7 +£0,14°¢
Mikroelementi (mg/100 g fw)

Bakar Cu 1 mg 0,39 +0,02° 0,48 £ 0,012 0,16 £0,01°
Cink Zn 10 mg 0,97 £ 0,022 0,91 £0,01° 0,67 £0,01°
Mangan Mn 2 mg 0,25+ 0,012 0,22 +0,01° 0,19 £0,01°
Gvozde Fe 14 mg 2,20 £ 0,032 1,15+ 0,01° 0,70 £ 0,01¢
Hrom Cr 40 ug 0,02 +0,01° 0,03 £ 0,012 0,01 £0,01°
Kobalt Co / nd 0,24 £ 0,01 0,02 £ 0,00
Selen Se 55 ug 0,006 £ 0,008 0,004 + 0,008 0,002 + 0,002
Bor B / 0,37 £0,122 0,37 £ 0,012 0,25 +0,01°

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR—L. ruthenicum Murr.; NRV —
nutritivna referentna vrednost; nd—nije detektovano; fw—sveza masa uzorka; razli¢ita slova u
istom redu ukazuju na statisticku znac¢ajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)
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Dobijeni rezultati ukazuju da sadrzaj minerala znacajno varira izmedu razli¢itih
plodova godzi. Mineralni sastav LB i LBa prema opadaju¢em sadrzaju je bio: K>P >Na> S
> Mg > Ca > Fe > Zn > Cu > Mn > Cr > B > Se. Sadrzaj kalcijuma i gvozda u plodovima LB
je bio oko dva puta veci u odnosu na plodove LBa. Takode, plodovi LB sadrzali su znacajno
vece koli¢ine natrijuma u odnosu na plodove LBa. Medutim, plodovi LBa su sadrzali vece
kolicine kalijuma 1 kalcijuma u poredenju sa plodovima LB.

U odnosu na plodove LB i LBa, mineralni sastav plodova LR je pokazao odredene
razlike. Za plod LR je utvrden slede¢i sastav minerala: K > P > Na > Ca> Mg > S > Fe > Zn
> B > Mn > Cu > Cr > Se. Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima (51). Osim
natrijuma i kalcijuma, sadrzaj minerala u plodovima LR je bio nizi u poredenju sa plodovima
LB i LBa.

Uzimaju¢i u obzir sadrzaj minerala u 100 g plodova godzi u odnosu na nutritivne
referentne vrednosti (NRV) za odrasle osobe, analizirani uzorci plodova godzi su sadrzali
kalijum, fosfor, bakar i hrom u koli¢inama veé¢im od 15 % NRV (Slika 24), na osnovu ¢ega se
mogu smatrati ,,dobrim izvorom* ovih minerala. Sadrzaj gvozda u plodovima LB je bio oko
pet puta veci u odnosu na plodove LB italijanskog porekla (20,48).
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Slika 24. Sadrzaj minerala u svezim plodovima LB, LBa i LR u poredenju sa nutritivnim
referentnim vrednostima (NRV) (190)

Rezultati analize makrominerala (K, Na, Ca, Mg, P, i S) i mikrominerala (Fe, Zn, Cu,
Mn, Cr, Mo) liofilizovanih plodova LB sa Sest razli¢itih lokaliteta u Srbiji predstavljeni su u
Tabeli 15.
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Tabela 15. Mineralni sastav liofilizovanih plodova LB

sU ) PZ BG NI RU SERE
vrednost
Makroelementi (mg/100 g dw)
K 904 + 0,07° 648 + 0,19° 435+ 0,18? 893 + 1,06° 722 +1,30¢ 571 +0,51° 695 + 172
Na 195 + 0,04° 243 + 0,35° 182 + 0,24° 189 + 0,10° 194 + 1,45° 175 + 1,15° 196 + 3,85
Ca 53,2 +0,19¢ 50,7 + 0,04° 32,8 +0,06° 57,5+ 0,22¢ 53,0 + 0,43° 31,0+0,390 46,4 +10,8
Mg 81,5 + 0,05f 53,7 + 0,281 40,6 + 0,272 74,6 + 0,32¢ 49,7 + 0,50° 444 +0,48° 574+157
P 284 +0,08° 230 + 0,45° 233 +0,40¢ 339+ 0,31 232 +1,27° 211 + 0,152 254 + 45,0
S 143 +0,08° 90,2 + 0,16" 102 +0,11¢ 145 + 0,63f 88,6 + 0,352 91,5 + 0,05° 110 £ 25,1
Mikroelementi (mg/100 g dw)
Fe 0,86 + 0,02° 0,78 + 0,00° 0,49 + 0,022 3,06 + 0,05° 0,77 +0,15° 0,46 +0,108 1,07 +0,93
zZn 1,51 +0,04°¢ 1,41 +0,02° 0,83 + 0,032 2,29 +0,14¢ 1,22 +0,10° 1,17 + 0,02° 1,40 + 0,47
Cu 1,25 +0,02°¢ 1,06 +0,02° 0,50 + 0,032 1,40 £0,17°  1,25+0,04°¢ 124+0,22%° 112+0,32
Mn 1,07 + 0,01¢ 0,47 + 0,012 0,49 + 0,042 1,17 + 0,02¢ 0,60 + 0,01° 0,45+0,01* 0,71+0,30
Cr (ug) 52,0+0,17°¢ 557 +0,66%¢ 27,2 +3,36% 69,3 + 3,19¢ 59,6 + 3,72¢ 50,1 +0,28° 523+134
Mo (ug) 27,0 £ 0,19¢ 9,50 + 0,022 55,0 + 7,424 69,7 + 3,69° 26,3 + 3,20° 17,7+3,03° 344+220

SU-Subotica; SD—Smederevo; PZ—Pozega; BG—Beograd; NI-Ni§; RU-Ruma; dw—suva masa uzorka; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na

statisti¢ku znacajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)
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Kalijum je najzastupljeniji makroelement u svim analiziranim uzorcima, a slede ga
fosfor, natrijum, sumpor, magnezijum i kalcijum. ProseCan sadrzaj mikroelemenata u
plodovima LB prati sledec¢i redosled: Zn > Cu > Fe > Mn > Cr > Mo (Tabela 15). Ovaj profil
minerala sli¢an je profilu plodova LB iz Kine (237), dok su vrednosti nize u poredenju sa
uzorcima iz Severne Makedonije, osim za S (26). Sadrzaji minerala u susenim plodovima LB
iz Italije su u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju, pri ¢emu su za P i Cu
zabeleZene nize, a za Ca i Fe vise vrednosti (48). Varijacije medu uzorcima mogu se pripisati
razli¢itim uslovima zivotne sredine, tehnikama dubrenja i metodama uzgoja (20,233).

Na osnovu preporucenog dnevnog unosa hranljivin materija prema Uredbi (EU) br.
1169/2011 i kriterijuma za nutritivne izjave Uredba (EZ) br. 1924/2006 (56,70), 30 g
liofilizovanih plodova LB iz Srbije moze se smatrati izvorom Cu i Cr (Slika 25). Dobijeni
rezultati za sadrzaj Cu su u skladu sa ranijim istrazivanjima (26,48), dok su vrednosti sadrzaja
Cr nizi u poredenju sa literaturnim podacima (26).
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Slika 25. SadrZaj minerala u liofilizovanim plodovima LB (30 g) sa razlicitih lokaliteta u
poredenju sa nutritivnim referentnim vrednostima (NRV) (190).
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4.1.5. Sadrzaj 2-O-p-D-glukopiranozil-L-askorbinske kiseline u plodovima LB, LBai LR

Plodovi godzi predstavljaju znacajan izvor mikronutrijenata, ukljucujuci vitamine, kao
S§to su tiamin, riboflavin i vitamin C (6,7). Prema literaturnim podacima, prose¢an sadrzaj
vitamina C u svezim plodovima LB iznosi oko 50 mg/100 g, odnosno oko 60 % NRV (6,70).
U prethodnim studijama, sadrzaj vitamina C u plodovima LB je iznosio izmedu 30 1 60 mg/100
g u zavisnosti od sorte i regiona uzgoja (20,28,48,71). Medutim, sadrzaj vitamina C u
plodovima odredenih sorti LB je bio i do deset puta nizi (22,78), §to se moze objasniti
genotipskim razlikama, Klimatskim uslovima, kao i primenjenim postupcima pre i nakon
sakupljanja plodova (69).

Pored AA, plodovi LB sadrze i AA-25G, provitamin vitamina C (72,73), sa
antioksidativnim svojstvima (238). Procenjuje se da AA-24G ¢ini oko 0,5% susenih plodova,
§to je uporedivo sa sadrzajem AA u sveZzem limunu (73). Sadrzaj AA-25G u plodovima LB u
Svajcarskoj bio je u korelaciji sa sadrzajem $ecera i u rasponu od 0,35 do 2,79 mg/g (24). U
svezim plodovima LB odreden je ve¢i sadrzaj AA-25G (33,4 mg/100 g) u odnosu na sveze
plodove LBa (24,2 mg/100 g), dok njegovo prisustvo nije utvrdeno u plodovima LR.

Na Slici 26, su prikazani hromatogrami AA-24G u svezim plodovima godzi.
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Slika 26. Sadrzaj AA-25G dobijen te¢nom hromatografijom pod visokim pritiskom (245 nm)
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4.1.6. Fizi¢ko-hemijski parametri plodova LB, LBai LR

Fizicko-hemijski parametri (TSS, TA, njihov odnos (TSS/TA) i pH vrednosti), kao
indikatori senzornog kvaliteta su predstavljeni u Tabeli 16.

Tabela 16. Fizi¢ko-hemijski parametri u svezim plodovima LB, LBa i LR

Parametar LI ¢
LB LBa LR
TA (% limunske kiseline) 0,70 £ 0,074 0,70 £ 0,062 0,89 + 0,08°
pH 4,71 + 0,042 4,71 + 0,022 4,56 +0,01°
TSS (“Brix) 16,73 £ 0,128 14,97 + 0,06° 9,43 + 0,06°
TSS/ITA 22,442 22,542 10,69°

LB—L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR-L. ruthenicum Murr.; TA-
titrirana kiselost; TSS—ukupna rastvorljiva suva materija; razli¢ita slova u istom redu ukazuju
na statisticku znacajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)

Vrednosti Brix® koje odrazavaju sadrzaj TSS, bile su u rasponu od 9,43 % (LR) i 16,73
% (LB) (p<0,05). Najveca titraciona kiselost i najniza pH vrednost su utvrdeni za plodove LR.
Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, koji su pokazali nize vrednosti TSS i
vecu TA u plodovima LR u poredenju sa drugim genotipovima (17). Odnos TSS/TA je bio
dvostruko veci u uzorcima plodova LB i LBa u poredenju sa plodovima LR, $to ukazuje na
izraZeniji sladak ukus plodova LB u odnosu na plodove LR.

4.1.7. Bioaktivna jedinjenja plodova LB, LBai LR
Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u svezim plodovima LB, LBai LR prikazani su u Tabeli

17.

Tabela 17. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u svezim plodovima LB, LBai LR

) ) o Uzorak
Bioaktivno jedinjenje

LB LBa LR
TCC (mg/100g) 41,71 £1,232 3,60 +0,02° nd
TPC (mg GAE/100g) 162,4 + 11,52 176,3 + 13,02 295,7 +18,8P
TFC (mg HE/100g) 214,2 + 28,6° 335,5 + 27,12 27,40 £ 4,76°
TAcy (mg C3G/100g9) nd nd 196,0 + 10,5
TT (mg PYE/100g) 0,31 +0,02° 0,33 £0,02° 0,63 + 0,032

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR-L. ruthenicum Murr.; TCC-
sadrzaj ukupnih karotenoida; TPC— sadrzaj ukupnih polifenola; TFC— sadrzaj ukupnih
flavonoida; TAcy—sadrzaj ukupnih antocijana; TT—sadrzaj ukupnih tanina; GAE—ekvivalent
galne kiseline; HE-— ekvivalent hiperozida; C3G— ekvivalent cijanidin-3-glukozida; PYE—
ekvivalent pirogalola; nd—nije detektovano; razlicita slova u istom redu ukazuju na statisticku
znacajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)
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TCC je bio znacajno veci u plodovima LB u poredenju sa plodovima LBa, dok njihovo
prisustvo u plodovima LR nije utvrdeno. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranijim
istrazivanjem, koje je pokazalo da LB sadrze velike koli¢ine karotenoida, posebno zeaksantina,
dok u zrelim plodovima LR njihovo prisustvo nije utvrdeno (90). Dodatno, literaturni podaci
ukazuju na razlike u sadrzaju TCC izmedu plodova razli¢itih Lycium vrsta (17,95).

Literaturni podaci ukazuju na znacajne razlike u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu
polifenola izmedu plodova godzi. Sadrzaj TPC i TT u plodovima LR je bio oko dva puta veci
u poredenju sa plodovima LB i LBa. Plodovi LR su imali najnizi sadrzaj TFC. Medutim, za
razliku od plodova LR, prisustvo antocijana nije utvrdeno u plodovima LB i LBa.

Poznato je da se ukupni sadrzaj polifenola znacajno razlikuje izmedu plodova godzi
razli¢itih vrsta (15). Dodatno, uocene razlike medu literaturnim podacima o sadrzaju ukupnih
polifenola, mogu se objasniti razli¢itim klimatskim uslovima, karakteristikama zemljiSta
(239), kao i primenjenim metodama ekstrakcije (79).

Ukupni sadrzaj monomernih antocijana u liofilizovanim plodovima LR, kao i
kvantifikacija fenolnih jedinjenja dobijenih HPLC-DAD analizom nakon hidrolize, prikazani
su u Tabeli 18.

Tabela 18. Sadrzaj ukupnih antocijana i polifenolnih jedinjenja u liofilizovanim plodovima
LR analiziranih HPLC-DAD metodom

Bioaktivno jedinjenje (mg/g dw)

MAC (mg C3G/g dw) 7,50+0,16
Petunidin 581+0,35
Delfinidin 0,34 +£0,08
Kafena kiselina 23,91 +£0,30
p-kumarinska kiselina 3,32+0,23

MAC-sadrzaj ukupnih monomernih antocijana;
C3G—ekvivalent cijanidin-3-glukozida;
dw-suva masa ploda;

Dobijeni rezultati potvrduju da je plod LR bogat izvor antocijana (130). Petunidin je
najzastupljeniji antocijan, dok je delfinidin prisutan u tragovima, a sadrzaj kafene kiseline i
njenih derivata je znacajno vec¢i u odnosu na sadrzaj p-kumarinske kiseline. Ovi rezultati su u
skladu sa profilom antocijana koji je odreden u plodovima LR u Kini (17).

Analizom HPLC-DAD-ESI-MS identifikovano je ukupno deset bioaktivnih jedinjenja
u ekstraktu liofilizovanih plodova LR. Prisustvo Sest glikozida antocijana, ukljucujuci
delfinidin, malvidin, i Cetiri derivata petunidina, kao i fenolne kiseline poput hlorogenske i
dikafeoilhininske kiseline predstavljeno je u Tabeli 19.
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Tabela 19. Polifenolna jedinjenja u liofilizovanim plodovima LR (HPLC-DAD-ESI-MS)

&R N Al R MOIejl;l;llaml Fragj?rt]e b Polifenolna jedinjenja
(min) (nm) jonizacije (mi2) (mi2)
12.7 280 N 634 472, 350, 308 N,N-bis-dihidrokafeoil-spermidin-heksoza
13.8 282 N 472 350, 308 N,N-bis-dihidrokafeoil-spermidin
14.1 296 sh, 326 N 353 191, 179, 135 Hlorogenska kiselina
14.9 294, 532 P 1095 933, 479, 317 Petunidin 3-glukozil-p-kumarolrutinozid-5-glukozid
15.8 290, 320 N 470 334, 308, 291 Dihidrokafeoil-kafeoil spermidin izomer 1
16.0 288, 318 N 470 334, 308, 291 Dihidrokafeoil-kafeoil spermidin izomer 2
17.9 294, 308, P 919 757, 465, 303 Delfinidin 3-p-kumarolrutinozid-5-glukozid
530 949 787, 641, 479, Petunidin 3-kafeoilrutinozid-5-glukozid
317
19.5 292, 308, P 933 771,479, 317 Petunidin 3-p-kumarolrutinozid-5-glukozid
532
21.2 296, 308, P 947 785, 493, 331 Malvidin 3-p-kumarolrutinozid-5-glukozid
530
23.0 294, 312, P 771 317 Petunidin 3-p-kumarolrutinozid
532
24.5 296 sh, 328 N 515 353, 191, 179, Dikafeoilhininska kiselina
135

tr —retenciono vreme; N —negativni; P —pozitivni;
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Fenolna jedinjenja u plodovima LR se sastoje od aglikona i Se¢ernih komponenti
acilovanih p-kumarinskom ili kafenom kiselinom. Najzastupljenije fenolno jedinjenje u
plodovima LR je derivat petunidina, $to je u skladu sa literaturnim podacima o hemijskom
sastavu plodova LR iz azijskih zemalja (112,206). Podaci o sastavu polifenola u plodovima LR
uzgajanim u evropskim zemljama su veoma ograniceni. Slican profil antocijana je utvrden u
plodovima u Severnoj Makedoniji (203). Ranija istrazivanja su pokazala da derivati petunidina
¢ine preko 95 % antocijana u plodovima LR. Za ova jedninjenja je karakteristicna 3,5-
diglikozilacija i acilacija fenolkarboksilnim kiselinama, kao $to su ferulinska, p-kumarinska i
kafena, kao i prisustvo cis- i trans-izomera (238,240). Medu njima, najzastupljeniji je petunidin
3-p-kumaroilrutinozid-5-O-glukozid (19). Acilacija antocijana poboljsava njihovu foto- i
termostabilnost i pozitivno utice na bioloSku aktivnost (241). Prema literaturnim podacima,
sastav antocijana se znacajno razlikuje izmedu svezih i suSenih plodova LR (115,242). Za
razliku od svezih i zamrznutih plodova, suseni plodovi ne sadrze 5-O-glukozid derivate, dok
je prisustvo pelargonidina utvrdeno u susenim plodovima (115). Takode, profil antocijana
plodova LR zavisi i od drugih faktora, poput stepena zrelosti i sorte (241,243).

Pored antocijanskih glikozida, u uzorku LR su identifikovani i derivati hidroksicimetne
kiseline, ukljucujuci hlorogensku i dikafeoilhininsku kiselinu, kao i spermidine. Analiza
ekstrakta, pre i nakon hidrolize, utvrdila je prisustvo hidroksicimetne Kiseline u plodovima LR,
uglavnom u vezanom obliku (Tabela 19). Tokom prolaska kroz gastrointestinalni trakt ove
fenolkarboksilne kiseline se mogu osloboditi iz svojih konjugata, hidrolizom pod uticajem
enzima 1 usled razlika u pH vrednostima, ¢ime postaju dostupne za apsorpciju ili lokalno
delovanje. Sa nutritivnog aspekta, prilikom procene unosa hidroksicinamata potrebno je uzeti
u obzir ne samo slobodne fenolkarboksilne kiseline, ve¢ i njihove glikozide i depside, koji
mogu doprineti antioksidativnim i antiinflamatornim efektima (244,245).

U prethodnim istrazivanjima je utvrdeno da plodovi LR iz Kine sadrze znacajne
koli¢ine hlorogenske kiseline 0,578-2,151 mg/g (246) i 238,59 mg/g (247) za koju je poznato
da ima antioksidativna i antiinflamatorna svojstva (248). Derivati spermidina su zastupljeni u
obliku konjugata sa dihidrokafenom ili kafenom kiselinom, slobodnom ili u kompleksima sa
heksozom, $to doprinosi njihovoj stabilnosti (203).

Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja i sastav polifenola (HPLC-DAD) u liofilizovanim
plodovima LB su prikazani u Tabeli 20.
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Tabela 20. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja i polifenolni sastav (HPLC-DAD) u liofilizovanim plodovima LB

Bioaktivna Uzorak Srednja
jedinjenja SU SD PZ BG NI RU vrednost
TPC 2,43 +0,20° 2,80 + 0,05¢ 2,48 +0,07° 3,06 +0,12¢ 2,18 + 0,042 2,41 +0,09° 256+ 0,31
(mg GAE/q)
Fenolkarboksilne kiseline! (Lg/g ekstrakta)
Hlorogenska 736 + 2173P 555 + 9,42 1907 + 99,1¢ 965 + 92,6° 818 + 147° 942 + 54,4° 987,2
Galna 13,7 + 4,292 390 + 6.21° 50,9 + 9,122 1455 + 53,44 424 + 20,3° 329 + 3,48° 4448
Kafena 335 + 46,0° 167 + 3,86" nd? 580 + 131¢ 236 + 22,1b¢ 291 + 19,5¢ 321,8
Ferulinska 244 + 87,1° nd? 342 +37,5° 354 + 144° nd? nd? 313,3
(Tnf;:CE %) 1,92 +0,09° 0,34 + 0,052 1,42 + 0,05 1,07 + 0,06° 0,54 + 0,05P 0,34 + 0,042 0,94 + 0,61
Flavonoidi? (ug/g ekstrakta)
Rutin nd? 451 + 6,28° nd? 319 +20,8° 650 + 24,74 1087 + 65,2¢ 626,8
Kemferol nd? 422 +9,39° nd? 114 + 0,00° 576 + 33,3¢ 081 + 34,4¢ 523,3
Kvercetin 689 + 57,0° n.d.2 532 + 27,5° 1025 + 192¢ 385 + 14,5° nd? 657,8
(Tn?gc/g) 8,70 + 0,01° 6,81 + 0,00° 13,1 + 0,03f 4,87 + 0,052 5,50 + 0,06" 8,14 + 0,10¢ 7.85+279
'(-rE;Glu m 224 + 2,35P 297 + 7,04¢ 311 +5,28f 165 + 13,87 258 + 3,13¢ 238 + 3,13¢ 248 + 50,0
(Amg'/zl%gg) 15,7 £ 0,17° 80,3 +1,15¢ 13,1 + 0,522 12,6 + 0,632 70,6 +1,75° 11,8 + 0,662 34,03+ 30,3

nd —nije detektovano; TPC—sadrzaj ukupnih polifenola; TFC-sadrzaj ukupnih flavonoida; TCC—sadrzaj ukupnih karotenoida; LBP—Lycium
barbarum polisaharidi; AA-28G—2-0-4-D glukopiranozil-L-askorbinska kiselina; GAE—ekvivalent galne kiseline; CE—ekvivalent katehina; Glu—
ekvivalent glukoze; *—snimljeno na 250 nm; ?—snimljeno na 320 nm; SU—-Subotica; SD—Smederevo; PZ—Pozega; BG—Beograd; NI-Nis; RU-
Ruma; razlic¢ita slova u istom redu ukazuju na statisticku znacajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)



Kao §to je 1 oCekivano, sadrzaj bioaktivnih jedinjenja se znacajno razlikuje izmedu
plodova LB sa razli¢itih lokaliteta (p < 0,05). Ove razlike se mogu objasniti delovanjem
razlicitih faktora, ukljucujuci i klimatske uslove. Poznato je da toplotni stres utice na povecanje
sinteze bioaktivnih jedinjenja (22,102). Sadrzaj TPC u plodovima LB sa razli¢itih lokaliteta je
bio u rasponu od 2,18 mg GAE/g (NI) do 3,06 mg GAE/g (BG), dok je TFC bio u rasponu od
0,34 (SD, RU) do 1,92 mg CE/g (SU). Rezultati za sadrzaj TPC su u skladu sa literaturnim
podacima za sadrzaj TPC u plodovima LB u Turskoj (2,17-4,48 mg/g) (130) i Svajcarskoj
(0,71-2,94 mg/g) (24), ali su nizi u odnosu na plodove LB u Rumuniji (11,6-15,7 mg/g) (23) i
Grekoj (6,9-10,9 mg/g) (1). Medutim, sadrzaj TFC je veci u poredenju sa uzorcima plodova
LB iz Bugarske (0,019-0,057 mg/g) (249).

U pogledu polifenolnog sastava, utvrdeno je prisustvo ukupno sedam fenolnih
jedinjenja. Najzastupljenije fenolkarboksilne kiseline su bile hlorogenska i galna, dok je
prisustvo ferulinske kiseline (SU, PZ, BG), kemferola (SD, BG, NI, RU) i kvercetina (SU, PZ,
BG, NI) utvrdeno samo u nekim uzorcima (Tabela 20). Pored toga S$to doprinosi
organoleptickim svojstvima plodova godzi, hlorogenska kiselina ispoljava antioksidativna,
antikancerogena i antiinflamatorna svojstva, kroz inhibiciju NF-kf signalnog puta (22,83).
Prisustvo rutina, kao znacajnog parametra kvaliteta plodova LB (34), utvrdeno je u uzorcima
SD, BG, NI i RU. Sli¢ni rezultati su utvrdeni u sveZim plodovima LB iz Kine (17). Kvercetin-
3-O-rutinozid i p-kumarinska kiselina su bili najzastupljenija polifenolna jedinjenja u
plodovima LB u Portugalu (25), dok su ferulinska kiselina i rutin bili najzastupljeniji u
plodovima LB u Svajcarskoj (24).

Zeaksantin i njegovi estri, su dominantni karotenoidi u plodovima LB. Osim §to su
odgovorni za karakteristicnu crveno-narandzastu boju plodova LB, karotenoidi doprinose
njihovim antioksidativnim i drugim bioloskim svojstvima (95). Sadrzaj TCC u liofilizovanim
plodovima LB je bio u rasponu od 4,87 (BG) i 13,1 mg/g (PZ). Ovaj sadrZaj je uporediv sa
sadrzajem karotenoida u drugim namirnicama, koje se smatraju dobrim izvorima karotenoida,
kao $to je Sargarepa (540,9-763,7 ng/g) (250). U poredenju sa literaturnim podacima, sadrzaj
TCC je bio vise od 2 puta vec¢i u poredenju sa plodovima LB iz Italije (76) i Poljske (22).

U svim plodovima LB utvrden je visok sadrzaj LBP, koji se smatraju jednim od
najznacajnijih kategorija bioaktivnih jedinjenja u plodovima LB (21). Sadrzaj LBP u
analiziranim uzorcima je u skladu sa literaturnim podacima za plodove LB u Severnoj
Makedoniji (212-370 mg/g) (26), nizi u poredenju sa plodovima LB u Grékoj (370-490 mg/g)
(21), a veci u odnosu na plodove LB u Kini (23,62-42,45 mg/g) (94).

Sadrzaj AA-25G je bio u rasponu od 11,8 do 80,3 mg/100 g, $to je uporedivo sa
literaturnim podacima za plodove LB uzgajane u Svajcarskoj (40-279 mg/100g) (24), a ukazuje
na vec¢i sadrzaj AA-26G u plodovima LB u Srbiji u odnosu na plodove LB u Poljskoj (2,39-
6,24 mg/100g) (22). Na sadrzaj AA-2fG znacajno utiCu faktori zivotne sredine i uslovi
skladiStenja. Dok izlozenost svetlosti povecava, visoke temperature i duzina ¢uvanja smanjuju
sadrzaj vitamina C u plodovima godzi (67,230,251).
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4.2. Druga faza istrazZivanja

U okviru druge faze istrazivanja izvrSena je analiza in vitro bioloskih aktivnosti
(antioksidativne, antienzimske, antimikrobne i prebiotske) vodenometanolnih ekstrakata
svezih plodova godzi i liofilizovanih plodova godzi sa razlic¢itih lokaliteta u Srbiji.

4.2.1. Antioksidativna aktivnost plodova LB, LBai LR

Antioksidativni potencijal metanolnih ekstrakta procenjen je na osnovu sposobnosti
uklanjanja slobodnih radikala (DPPH, ABTS), redukcione sposobnosti (FRAP, CUPRAC) i
inhibicije lipidne peroksidacije (inhibicija obezbojavanja f-karotena). Dobijeni rezultati za
ekstrakte svezih plodova LB, LBa i LR su prikazani u Tabeli 21 i na Slici 27.

Tabela 21. Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata svezih plodova LB, LBa i LR

Antioksidativna Uzorci
aktivnost LB LBa LR
FRAP (umol TE/100g) 532,4 +21,1° 578,5 +21,8° 1943,9 + 18,32
CUPRAC (umol TE/100g) 616,7 + 3,3° 742,7 + 8,9 1057,4 + 7,12
DPPH (umol TE/100g) 452,6 + 3,8° 443,6 + 4,1° 1022,5 + 3,62
ABTS (mmol TE/100g) 12,9+0,7° 14,4 + 0,9 28,4+ 1,58
104K (%) 22,0+ 2,62 18,6 + 1,780 15,9 + 2,5°

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR—L. ruthenicum Murr.; IOfK—
inhibicija obezbojavanja f-karotena; TE—ekvivalent troloksa; razli¢ita slova u istom redu
ukazuju na statisticku znacajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05)

Metanolni ekstrakti plodova LR su pokazali najizraZeniju redukcionu aktivnost (FRAP,
CUPRAC) i sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (DPPH, ABTS), dok je za ekstrakte
plodova LB i LBa utvrden veci kapacitet inhibicije lipidne peroksidacije. Na osnovu vrednosti
ACI indeksa, pokazano je da su plodovi LR imali skoro 1,7 puta vecéi antioksidativni potencijal
u odnosu na plodove LB i LBa (Slika 27). Ovaj rezultat je u skladu sa ranijim istrazivanjima
koja su pokazala da plodovi LR imaju izrazeniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na plodove
LB (130,252). Literaturni podaci ukazuju da antioksidativnom potencijalu plodova godzi
najvise doprinose polisaharidi i fenolna jedinjenja, posebno antocijani (51,246,248). U ranijem
istrazivanju je utvrdena direktna povezanost izmedu sadrzaja TPC 1 antioksidativne aktivnosti,
odredene koris¢enjem DPPH, ABTS i FRAP testova (51,206).
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Slika 27. Antioksidativni kompozitni indeks svezih plodova LB, LBa i LR

Antioksidativna aktivnost metanolonih ekstrakta liofilizovanih plodova LB procenjena
koris¢enjem testova: DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC i IofK, i izra¢unati ACI indeksi, su
predstavljeni na Slici 28.

Il DPPH (umol TE/100 g)

B ABTS (umol TE/100 g)

[ FRAP (umol TE/100 g)

CUPRAC (umol TE/100 g)
TOBK (%)

" Il AC! (%)

Slika 28. Antioksidativna aktivnosti metanolnih ekstrakta liofilizovanih plodova LB sa
razli¢itih lokaliteta (razliCita slova ukazuju na statisticku znacajnost prema Tuckey’s testu (p <

0,05))
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Antioksidativni potencijal plodova LB moze se pripisati prisustvu razlicitih bioaktivnih
jedinjenja, poput polifenola, karotenoida, polisaharida, vitamina, kao i njihovim medusobnim
sinergistickim efektima (29,102,230,233). Statisti¢ki znacajne razlike u antioksidativnom
potencijalu plodova LB sa razli¢itih lokaliteta se mogu objasniti utvrdenim razlikama u
njihovom polifenolnom sastavu. Sli¢ni rezultati su utvrdeni za plodove LB iz Rumunije (102).
Brojne studije su ukazale na znacajan doprinos fenolnih jedinjenja antioksidativnoj aktivnosti
plodova LB (21,24,29,233). U ovom istrazivanju, uzorci u kojima je utvrden najveci sadrzaj
TPC, kao i prisustvo hlorogenske kiseline, kafene kiseline i derivata kvercetina, pokazali su
izrazenije antioksidativne efekte. Razlike u literaturnim podacima o antioksidativnoj aktivnosti
plodova LB mogu se objasniti razlikama u postupcima ekstrakcije, kao i razli¢itim referentnim
standardima kori§¢enim za izraZavanje antioksidativne aktivnosti (22,24,102).

4.2.2. Antienzimska aktivnost plodova LR

Antocijani iz LR plodova prepoznati su kao klju¢na bioaktivna jedinjenja odgovorna
za njihovu antienzimsku aktivnost, prvenstveno zbog snaznih antioksidativnih svojstava.
Njihove specifi¢ne funkcionalne grupe, poput hidroksilnih grupa na aromati¢nim prstenovima,
omogucéavaju interakciju sa aktivnim mestima enzima, §to znacajno doprinosi inhibiciji
enzimskih aktivnosti (253). Antienzimski potencijal metanolonih ekstrakta liofilizovanih
plodova LR procenjen je na osnovu sposobnosti inhibicije enzima: 15-lipooksigenaze, a-
amilaze, a-glukozidaze, tirozinaze i acetilholinesteraze, a dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 22.

Tabela 22. Antienzimska aktivnost metanolnih ekstrakta liofilizovanih plodova LR

Enzim LR Pozitivna kontrola*
Antiinflamatorna aktivnost (ICso pg/mL ekstrakta)

15-Lipooksigenaza 62,67 £ 0,91 /
Antienzimska aktivnost (1Cso mg/mL ekstrakta)

a-Amilaza 6,56 £ 0,272 5,17 +0,16°
a-Glukozidaza 7,28 £ 0,152 110 +10,0P
Tirozinaza 5,32 + 0,052 16,43 +0,23°
Acetilholinesteraza 5,28 £ 0,102 0,45 + 0,06°

* — rezultati izrazeni u pg/mL

Lipooksigenaze su enzimi koji imaju znacajnu ulogu u inflamatornim procesima, jer
katalizuju sintezu leukotriena i lipoksina iz arahidonske kiseline (254). Literaturni podaci
ukazuju da sastojci iz biljnih ekstrakata mogu delovati kao inhibitori LOX enzima. Medutim,
njihov potencijal moze varirati od slabog do veoma izrazenog inhibitornog efekta (255).
Inhibitorni potencijal metanolnog ekstrakta plodova LR, izrazen kroz inhibiciju enzima 15-
LOX, prikazan je u Tabeli 22. Prema literaturnim podacima, antiinflamatorna svojstva plodova
LR se mogu pripisati polisaharidima i antocijanima (150,256). Ranije istrazivanje je pokazalo
da su ekstrakti plodova LR pokazali vecu antiinflamatornu aktivnost u poredenju sa
ekstraktima plodova LB, na osnovu stepena inhibicije enzima ciklooksigenaze-2, kao i sinteze
azotnog oksida i ekspresije proinflamatornih citokina u LPS-stimulisanim BV2 mikroglijalnim
¢elijama (257).
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Dijabetes melitus je hronicni metabolicki poremecaj karakterisan povecanom
koncentracijom glukoze u krvi i predstavlja globalni zdravstveni problem zbog komplikacija
koje moze izazvati kod pacijenata (29). U ljudskom organizmu ugljeni hidrati iz hrane podlezu
hidrolizi pomocu enzima pankreasne a-amilaze i intestinalne a-glukozidaze, koji su klju¢ni u
razgradnji oligosaharida i disaharida u monosaharide (22). Biljke i njihova bioaktivna
jedinjenja ispitani su kao potencijalni inhibitori a-amilaze i a-glukozidaze, medutim,
antidijabetski potencijal plodova Lycium iz Srbije jo§ uvek nije detaljno istrazen. Inhibicijom
ovih enzima moze se usporiti povecanje koncentracije glukoze u krvi nakon obroka, ¢ime se
smanjuje rizik od postprandijalne hiperglikemije, $to je zna¢ajno za kontrolu dijabetes melitusa
tipa 2. Metanolni ekstrakt plodova LR pokazao je izrazeniju inhibiciju na aktivnost a-amilaze
u poredenju sa a-glukozidazom, ali su obe inhibitorne aktivnosti slabije u poredenju sa
akarbozom, kao kontrolnim inhibitorom (Tabela 22). Prethodne studije su utvrdile in vitro
antidijabetski potencijal ekstrakata plodova LB (22,23) i LC (258). Do sada nema dostupnih
literaturnih podataka o efektima ekstrakata plodova LR na inhibiciju antidijabetskih enzima.
Medutim, postoje literaturni podaci da antocijani iz LR inhibiraju a-glukozidazu u kulturama
¢elija Saccharomices cerevisiae i Caco-2, sa ICsp vrednostima od 1,32-1,57 pg/mL i 25,3
pg/mL, koje su uporedive sa akarbozom (259,260). Takode, pokazano je da se tokom digestije
stimuliSe inhibitorni efekat antocijana na a-glukozidazu, $to je verovatno posledica formiranja
stabilnog tercijarnog kompleksa antocijanidin-a-glukozidaza-supstrat (260). Osim antocijana,
u prethodnim istrazivanjima je pokazano da fenilpropanoidi iz plodova LR, kao §to je etil-p-
trans-kumarat, inhibiraju a-glukozidazu, sa stepenom inhibicije koji je slican akarbozi (261).
Sli¢an efekat je utvrden i za pektine izolovane iz plodova LR (262).

Inhibicija acetilholinesteraze, enzima koji je ukljuen u razgradnju neurotransmitera
acetilholina, prepoznata je kao potencijalna strategija od znacaja kod neurodegenerativnih
bolesti (263). lako je metanolni ekstrakt plodova LR inhibirao AchE (ICso vrednost 5,28 + 0,10
mg/mL), stepen inhibicije je znacajno nizi u poredenju sa pozitivnom kontrolom,
galantaminom (Tabela 22). Medutim, prethodna istrazivanja su ukazala na izraZeniji
inhibitorni efekat metanolnih ekstrakta plodova LB na AChE (23). Prema literaturnim
podacima, inihitorni efekti plodova LB se mogu pripisati karotenoidima, naro¢ito zeaksantinu
(239). U prethodnom istrazivanju izvrSeno je ispitivanje AchE inhibitorne aktivnosti 26
derivata fenilpropanoida izolovanih iz plodova LR. Medutim, nijedno od ispitivanih jedinjenja
nije pokazalo inhibitorne efekte na aktivnost AchE (261).

Tirozinaza je enzim uklju¢en u biosintezu melanina, ¢ija prekomerna sinteza moze
dovesti do hiperpigmentacije, fotokarcinogeneze koze, kao i neurodegenerativnih oStecenja
(264). Rezultati ispitivanja antitirozinazne aktivnosti ekstrakta plodova LR i koji¢ne kiseline
(pozitivna kontrola) su prikazani u Tabeli 22. Kao i kod ostalih antienzimskih aktivnosti,
ekstrakt LR plodova pokazao je slabiju anti-tirozinaznu aktivnost u poredenju sa koji¢nom
kiselinom. Dobijeni rezultat je za oko 1,8 puta nizi u odnosu na ranije utvrdeni inhibitorni
efekat vodenog ekstrakta plodova LR, pripremljenog uz dodatak hlorovodoni¢ne kiseline, na
enzim tirozinazu (ICso = 2,95 = 0,02 mg/mL). Pored toga, u istoj studiji je izvrSeno
proc¢is¢avanje antocijana iz plodova LR, koji su pokazali za oko dva puta izrazeniji efekat na
inhibiciju enzima tirozinaze u poredenju sa nepre¢is¢enim ekstraktom, ali slabiji u poredenju
sa koji¢nom kiselinom (265).

79



Antienzimski potencijal metanolnih ekstrakta liofilizovanih plodova LB je prikazan na
Slici 29.
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Slika 29. Antienzimski potencijal metanolnih ekstrakta liofilizovanih plodova LB sa razlicitih
lokaliteta (razli¢ita slova ukazuju na statistiCku zna¢ajnost prema Tuckey’s testu (p < 0,05))

Analizirani metanolni ekstrakti plodova LB su pokazali oko dva puta izraZeniji
inhibitorni potencijal prema a-amilazi (ICso je bio u rasponu od 1,68 do 2,83 mg/mL) u
poredenju sa a-glukozidazom (ICsp je bio rasponu izmedu 5,32 do 6,88 mg/mL) (Slika 29).
Medutim, inhibitorne aktivnosti na oba enzima su bile slabije u poredenju sa pozitivnom
kontrolom. 1Cso vrednosti za akarbozu su iznosile 5,27 pg/mL za a-amilazu i 110 pg/mL za a-
glukozidazu. Izrazeniji inhibitorni efekat ekstrakata plodova LB na enzim a-amilazu je u skladu
sa prethodnim istrazivanjem (22). Medutim, postoje podaci i o izraZzenijoj inhibitornoj
aktivnosti ekstrakata plodova LB prema enzimu a-amilazi u odnosu na a-glukozidazu (266).
Neke studije su ukazale da su LBP primarno odgovorni za hipoglikemijske efekte plodova LB
(102,266). Takode, postoje podaci o potencijalnim sinergistickim efektima LBP, AA i rutina
(10,139). Antienzimski efekat LBP se ostvaruje formiranjem kompleksa sa naelektrisanim
regionom enzima, ¢ime se sprecava difuzija molekula glukoze do aktivnog mesta enzima i dalja
hidroliza slozenih ugljenih hidrata (266). Dodatno, smatra se da i karotenoidi, posebno
zeaksantin, mogu doprineti hipoglikemijskim efektima plodova LB (230).

Metanolni ekstrakti liofilizovanih plodova LB pokazali su antitirozinaznu aktivnost, sa
rasponima ICsp vrednosti od 3,96 do 4,85 mg/mL, §to je slabiji efekat u poredenju sa kojicnom
kiselinom (ICso 16,43 pg/mL) (Slika 29). Suprotno ovim rezultatima, u prethodnom
istrazivanju je utvrdena povezanost izmedu sadrzaja hlorogenske kiseline i inhibicije tirozinaze
(267). Razlike u antitirozinaznoj aktivnosti plodova LB sa razli¢iith lokaliteta su u skladu sa
varijacijama utvrdenim za metanolne ekstrakte plodova LB iz razli¢itih regiona Rumunije (23).
Metanolni ekstrakti plodova LB su pokazali inhibitorni efekat na acetilholinesterazu, a I1Cso
vrednosti su bile u rasponu od 4,84 do 6,20 mg/mL. Svi analizirani ekstrakti su pokazali
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znacajno slabiji inhibitorni efekat na acetilholinesterazu u poredenju sa galantaminom (ICsg
0,45 pg/mL). NajizraZeniji inhibitorni efekat na acetilholinesterazu je utvrden za ekstrakt
plodova LB (BG) koji se odlikuje visokim sadrzajem ukupnih polifenola, pre svega galne,
kafene i ferulinske kiseline, zatim kvercetina, kao i visokim sadrzajem TCC i LBP. Prema
dostupnim literaturnim podacima, inhibitorna aktivnost ekstrakata plodova LB se pripisuje i
prisustvu karotenoida (239).

4.2.3. Antimikrobna aktivnost plodova LB, LBai LR
Antimikrobni potencijal metanolnih ekstrakta svezih plodova LB, LBa i LR ispitivan je na tri
Gram-pozitivne i Cetiri Gram-negativne bakterije, kao i na gljivicu Candida albicans. Dobijeni

rezultati su prikazani u Tabeli 23.

Tabela 23. Antimikrobna aktivnost svezih plodova LB, LBa i LR

MIC
Mikroorganizmi LB LBa LR AM COL CIP FCZ
mg/mL pg/mL
Gram-pozitivne bakterije
Staphylococcus aureus >2,0 >2,0 >2,0 4 (S) N/A 0,001(S) N/A
Staphylococcus 520 20  >20 8(S) NA  0001(S) NIA
epidermidis
Enterococcus faecalis >2,0 >2,0 >2,0 N/A N/A 2 (S) N/A
Gram-negativne bakterije
Escherichia coli >2,0 >2,0 >2,0 8 (S) 0,5(S) 0,125 Y95) N/A
Klebsiella pneumoniae >2,0 2,0 >2,0 4(S) 1(S) 0,250(S) N/A
Salmonella abony 2,0 2,0 >2,0 4 (S) 0,5(S) 0,125(S) N/A
Pseudomonas aeruginosa 2,0 2,0 >2,0 16 (S) 1(S) 0,001(S) N/A
Gljivica
Candida albicans 2,0 2,0 >2,0 N/A N/A N/A 2 (S)

LB-L. barbarum L.; LBa—L. barbarum var. auranticarpum; LR—L. ruthenicum Murr.; MIC—
minimalna inhibitorna koncentracija; AM—amikacin; COL—kolistin; CIP—ciprofloksacin; FCZ—
flukonazol; S— senzitivna; N/A— nije primenljivo

Najizrazenija antimikrobna aktivnost utvrdena je za ekstrakt plodova LBa, koji je u
koncentraciji od 2 mg/mL inhibirao rast tri Gram-negativne bakterije (C. pneumoniae, S. aboni
i P. aeruginosa), kao i gljivicu C. albicans. Prethodno istraZivanje je pokazalo da metanolni
ekstrakt plodova godzi inhibira rast Gram-pozitivnih (MIC 2,5-5 mg/mL) i Gram-negativnih
bakterija (MIC 2,5-20 mg/mL) (25). Izrazeniji antimikrobni potencijal esktrakta plodova LBa
u odnosu na ekstrakte plodova LB i LR je u skladu sa rezultatima prethodnog istrazivanja i
moze Se pripisati ve¢em sadrzaju ukupnih flavonoida (268). Pored flavonoida, antimikrobna
aktivnost ekstrakata plodova godzi se moze pripisati i masnim kiselinama i karotenoidima
(269). Izrazeniji antibakterijski potencijal ekstrakta plodova LBa u odnosu na druge analizirane
ekstrakte se moze objasniti ve¢im sadrzajem nezasicenih masnih kiselina, posebno linolne
kiseline. Suprotno ekstraktima plodova LB i LBa, ekstrakt plodova LR, koji je bogat
antocijanima, nije pokazao inhibitorni efekat na rast mikroorganizama, u ispitivanim
koncentracijama (0,125-2 mg/mL).Literaturni podaci ukazuju da antocijani ne podlezu
digestiji u intestinalnom traktu, ve¢ fermentiSu do SCFA koje stupaju u interakciju sa crevnom
mikrobiotom (160) i doprinose antiinflamatornim efektima u gastrointestinalnom traktu (270).
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Rezultati antimikrobnog potencijala metanolnih ekstrakata liofilizovanih plodova LB
sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji su prikazani u Tabeli 24.

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da metanolni ekstrakti plodova LB
ispoljavaju blagi do umereni antimikrobni potencijal. Antimikrobna aktivnost plodova LB se
moze pripisati bioaktivnim jedinjenjima, kao $to su fenolkarboksilne kiseline. Smatra se da ovi
bioaktivni sastojci interaguju sa proteinima, naruSavaju integritet membrana mikroorganizama
i inhibiraju njihove esencijalne enzime (29).

Literaturni podaci su pokazali da hlorogenska kiselina, u dozno-zavisnim
koncentracijama ispoljava baktericidno dejstvo prema Escherichia coli (154). Umerena
antimikrobna aktivnost ekstrakata plodova LB na Staphylococcus spp. i enterobakterije, poput
E. coli, ima poseban znacaj s obzirom da su ove bakterije uzro¢nici crevnih infekcija koje su
posledica konzumiranja kontaminirane hrane. Dodatno, u jednom istrazivanju je pokazano da
dodatak plodova LB u dimljene riblje kobasice, moze produZiti njihov rok trajanja, $to se
pripisuje antimikrobnom potencijalu sastojaka plodova LB (271).
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Tabela 24. Antimikrobni potencijal metanolnih ekstrakta plodova LB

MIC
. - SuU SD PZ BG NI RU AM COL CIP FCZ
Mikroorganizmi

mg/mL pg/mL

Gram-pozitivne bakterije
2322;"000““5 10 10 10 20 10 20 4 (S) N/A  0,001(S) N/A
Staphylococcus
opidermidis 10 10 10 20 10 10 8 (S) N/A  0,001(S) N/A
fE”te”?COCCUS >20 10 20 >20 20 >20 N/A N/A 2(S) N/A
aecalis

Gram-negativne bakterije
Ei‘i?e”cma 20 10 10 10 10 10 8(S) 05(S) 0125S) N/A
Klebsiella
oneumontae 20 10 10 10 10 10 4(S) 1(S)  0250(S) N/A
2§Lmn§”e”a 20 20 20 20 20 20 4(S)  05(S) 0125(S)  NIA
Pseudomonas >20 >20 >20 >20 >20 >20  16(S)  1(S)  0,001(S) NI/A
aeruginosa

Gljivica

Candida 20 20 20 520 >20 20 NA  NA NA  2(S)
albicans

SU-Subotica; SD—Smederevo; PZ—Pozega; BG-Beograd; NI-Nis; RU-Ruma; MIC—minimalna inhibitorna koncentracija; AM—amikacin; COL—
kolistin; CIP—ciprofloksacin; FCZ—flukonazol; S— senzitivna; N/A— nije primenl
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4.2.4. Prebiotski potencijal plodova LR

Prebiotici su nedigestibilni ugljeni hidrati koji selektivno podsticu rast i aktivnost probiotskih
bakterija, poput Bifidobacterium i Lactobacillus, ¢ime moduli$u crevnu mikrobiotu i doprinose
opStem zdravlju organizma (272). Pored ugljenih hidrata, polifenoli i njihovi metaboliti takode
imaju sposobnost da selektivno moduliraju crevnu mikrobiotu (273,274). Ovi prebiotski efekti
polifenola su povezani sa njihovim antioksidativnim i antiinflamatornim efektima (275). S
obzirom da metanolni ekstrakt plodova LR (0,125-2 mg/mL) nije pokazao inhibitornu
aktivnost na rast Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kao ni na gljivicu Candida
albicans, u cilju ispitivanja selektivnosti njegovog delovanja ispitivan je prebiotski potencijal.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 30. Pokazano je da metanolni ekstrakt plodova LR u
koncentracijama od 0,3 do 5,0 mg/mL, na dozno-zavisan nacin pospesuje rast probiotskih
sojeva mikroorganizama, u rasponu od 111,4 % do 229,2 % u odnosu na kontrolu. Posebno
2,8 puta u poredenju sa kontrolom. Utvrdeni prebiotski efekti ekstrakta plodova LR se mogu
pripisati antocijanima, §to je u skladu sa literaturnim podacima (276). Istrazivanja na
animalnim modelima su pokazala da antocijani iz plodova LR modulacijom crevne mikrobiote,
mogu pozitivno uticati na regulaciju telesne mase i smanjenje rizika od gojaznosti (277,278).
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Slika 30. Prebiotski potencijal metanolnog ekstrakta plodova LR na razlicite probiotske
mikroorganizme (MIX 1- Lactobacillus helveticus, L. rhamnosus i Bifidobacterium longum;

MIX 2-Lactobacillus helveticus, L. rhamnosus, Bifidobacterium longum, Saccharomyces
boulardii)
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4.3. Treca faza istrazivanja

Kako bi se dobio detaljniji uvid u biolosku aktivnost ekstrakata plodova LB, u ovoj
fazi istrazivanja izvrSena je optimizacija procesa ekstrakcije odabranih bioaktivnih sastojaka
plodova LB, kao i bioloska karakterizacija dobijenih ekstrakata.

4.3.1. Skrining faktora koji uti¢u na ekstrakciju TPC, TFC i antioksidativnu aktivnost

Skrining test je sproveden sa ciljem identifikacije glavnih faktora koji uticu na sadrzaj
ukupnih polifenola (TPC) i flavonoida (TFC), kao i na rezultate in vitro antioksidativne
aktivnosti, izraZzene kroz vrednosti antioksidativnog kompozitnog indeksa (ACI), a rezultati su
predstavljeni u Tabeli 25.

Tabela 25. Sadrzaji ukupnih polifenola (TPC) i ukupnih flavonoida (TFC), kao i vrednosti
antioksidativnog kompozitnog indeksa (ACI) u toku faze skrininga

X1 X2 X3 Xa Xs  Xe X7 TPC TFC ACI
-1 -1 -1 1 -1 1 1 24.21 118 81,34
1 -1 -1 -1 1 -1 1 2,78 0,13 27,76
1 1 -1 -1 -1 1 -1 35,03 1,58 90,86
-1 1 1 -1 -1 -1 1 22,09 0,39 62,48
1 -1 1 1 -1 -1 -1 22,82 1,64 49,27
-1 1 -1 1 1 -1 -1 2,72 0,31 27,50
-1 -1 1 -1 1 1 -1 2,91 3,08 27,92
1 1 1 1 1 1 1 7,22 4,90 46,39

TPC — sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/Q); TFC — sadrzaj ukupnih flavonoida
(mg CE/g); ACI — antioksidativni kompozitni indeks (%)
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Slika 31. Uticaj ispitivanih faktora (X1 — temperatura, Xo — vreme, X3 — odnos izmedu droge i
rastvaraca, X4 — tretman ultrazvukom, Xs— koncentracija etanola, X¢ — mesanje, X7 — prethodna
maceracija) na ekstrakciju TPC, TFC i ACI

Dobijeni rezultati su pokazali da poveéanje temperature (X1) ima pozitivan uticaj na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja (Slika 31). Ovaj efekat se moZe objasniti olak$anim
oslobadanjem polifenola iz biljnog materijala, usled narusavanja strukture celijskih zidova,
povecane permeabilnosti 1 ubrzane difuzije u rastvarac. Takode, povecanje temperature
smanjuje viskoznost rastvaraca, ¢ime se omogucava brzi prenos mase 1 povecava efikasnost
ekstrakcije (279,280). Osim toga, povecanje TPC doprinosi izrazenijoj antioksidativnoj
aktivnosti ekstrakta plodova LB (281). Medutim, prekomerno povecanje temperature moze
dovesti do degradacije termolabilnih bioaktivnih jedinjenja usled oksidacije, enzimske
degradacije ili razgradnje. Stoga je vazno odrediti optimalnu temperaturu koja omogucava
maksimalan prinos polifenola uz o¢uvanje njihove strukture i antioksidativnog potencijala
(209). Vreme ekstrakcije (X2) nije pokazalo znacajan uticaj na sadrzaj TPC i TFC, kao ni na
vrednosti ACI. Zbog toga je u narednim fazama eksperimenata primenjeno najkrac¢e vreme
ekstrakcije od 30 minuta. Kraca duZina procesa ekstrakcije ima brojne prednosti u pogledu
energetske efikasnosti, ekonomi¢nosti i smanjenja rizika od degradacije termolabilnih
bioaktivnih jedinjenja, povecavajué¢i kvalitet ckstrakata (282). U prethodnoj studiji
optimizacije ekstrakcije plodova LB je takode pokazano povecanje prinosa ekstrakcije sa
produzenjem vremena ekstrakcije sa 10 na 30 minuta. Medutim, daljim produzenjem vremena
ekstrakcije prinos ekstrakcije se smanjio, §to se moze objasniti hidrolizom i delimi¢nom
degradacijom bioaktivnih jedinjenja plodova LB (283).

Razli¢iti odnosi droge 1 rastvara¢a imaju znacajan uticaj na prinos ekstrakta. Stoga
optimalan odnos droge i rastvaraca obezbeduje postizanje maksimalne ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja (284). Kao kljuéni parametar u procesu optimizacije, odnos droga/rastvarac (Xa),
direktno utice na ukupni sadrzaj TPC, TFC i antioksidativnu aktivnost u dobijenim ekstraktima.
Povecanjem zapremine rastvaraca stvara se vec¢i gradijent koncentracije izmedu biljnog
materijala i rastvaraca, ¢ime se pospeSuje difuzija i ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja.
PoveCanjem zapremine rastvaraa se smanjuje zasiCenost sistema, sprecava inhibicija
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ekstrakcije usled prezasic¢enja jedinjenjima. Medutim, nakon dostizanja ravnoteznog stanja,
dalji porast prinosa ekstrakcije se zaustavlja, zbog ¢ega je neophodno definisati optimalan
odnos droge 1 rastvarata. Upotreba velikih koli¢ina rastvaraCa moze znacajno povecati
troskove i1 kompleksnost kasnijih faza koje ukljucuju uklanjanje rastvaraca (184,283).

Pokazano je da veéa koncentracija etanola (Xs) negativno uti¢e na vrednosti sadrzaja
TPC, a pozitivno na TFC. Zbog toga je bilo vazno odrediti optimalnu koncentraciju etanola,
kako bi se postigao maksimalni prinos ekstrakcije ciljnih bioaktivnih jedinjenja. Povecanje
koncentracije etanola moze negativno uticati na sadrzaj TPC usled denaturacije ili precipitacije
odredenih polifenolnih jedinjenja, ¢ime se smanjuje njihova rastvorljivost. Dodatno, veca
koncentracija etanola moze ubrzati oksidaciju polifenola, Sto dovodi do gubitaka bioaktivnih
jedinjenja i smanjenja kvaliteta ekstrakta.

Tretman ultrazvukom (X4), meSanje (Xe) i prethodna maceracija (X7) su dovele do
znacajnog poboljsanja prinosa ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja, kao i antioksidativne
aktivnosti dobijenih ekstrakata, zbog ¢ega su ovi faktori ukljuéeni u dalji proces optimizacije
(Slika 31). Tretman ultrazvukom kroz mehani¢ke efekte ultrazvuénih talasa, povecava
permeabilnost ¢elijskih membrana i olakSava difuziju polifenola u rastvara¢, ¢ime se povecava
antioksidativni potencijal dobijenih ekstrakta (283). Kontinuirano meSanje tokom procesa
ekstrakcije doprinosi ravnomernijoj distribuciji rastvaraca i pobolj$anja kontakta sa biljnim
materijalom, dok prethodna maceracija omogucava duze izlaganje biljnog materijala
rastvaracu, $to dodatno pospesuje oslobadanje i stabilnost polifenolnih jedinjenja.

Na osnovu rezultata dobijenih tokom faze skrininga, utvrdeno je da su najznacajniji
faktori koji uti¢u na sadrzaj bioaktivnih jedinjenja (TPC i TFC) i antioksidativni potencijal
(ACI): vreme trajanja ekstrakcije (X2), odnos izmedu droge i rastvaraca (X3s) i koncentracija
etanola (Xs). Ovi parametri su dodatno optimizovani primenom metodologije povrSine
odgovora. Eksperimenti su izvedeni nakon po¢etne maceracije od 30 minuta, pri konstantnoj
temperaturi od 40°C i uz kontinuirano mesanje, kako bi se postigli optimalni uslovi za efikasnu
ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja.

4.3.2. Optimizacija ekstrakcije primenom metodologije povrsine odgovor

4.3.2.1. Statisticka procena modela

StatistiCka analiza znacajnosti modela, sprovedena primenom analize varijanse
(ANOVA), omogucila je identifikaciju znacajnih faktora, §to je prikazano u Tabeli 26.
Kvadratni modeli koji opisuju uticaj ispitivanih faktora na ekstrakciju ukupnih polifenola
(TPC), flavonoida (TFC) i antioksidativni potencijal (ACI) u plodovima godzi pokazali su se
kao statisti¢ki znacajni (p < 0,05). Visoki koeficijenti determinacije (R?) za TPC (0,97), TFC
(0,92) i ACI (0,99) ukazuju na dobro slaganje izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti, §to ukazuje na pouzdanost modela. Pored toga, statisticki neznacajni rezultati za
,Lack of Fit* test (p > 0,05) potvrduju da ovi modeli adekvatno opisuju zavisnost izmedu
ispitivanih faktora i odgovora.
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Tabela 26. Statisticki parametri nakon prilagodavanja eksperimentalnih podataka kvadratnim

modelima
df kvs; dr?:ta E\;gg p; It F-vrednost | p-vrednost

TPC
Model 4 108,12 27,03 74,48 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 12,55 12,55 34,58 0,0002
B — Odnos droga/rastvarac¢ 1 83,92 83,92 231,21 <0,0001
A? 1 8,09 8,09 22,28 0,0008
B2 1 4,36 4,36 12 0,0061
Ukupna greska 10 3,63 0,36
Lack of Fit 8 3,11 0,39 1,48 0,4641
Eksperimentalna greska 2 0,52 0,26
Ukupno 14 111,75
R2 0,97
TFC
Model 4 0,99 0,25 29,65 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 0,63 0,63 75,14 <0,0001
B — Odnos droga/rastvarac¢ 1 0,19 0,19 22,29 0,0008
A? 1 0,10 0,10 12,46 0,0055
B2 1 0,061 0,061 7,26 0,0226
Ukupna greska 10 0,083 8,35*103
Lack of Fit 8 0,049 6,08*10° 0,35 0,8850
Eksperimentalna greska 2 0,035 0,017
Ukupno 14 1,07
R2 0,92
ACI
Model 3 3250,08 | 1083,36 497,78 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 33,25 33,25 15,28 0,0024
B — Odnos droga/rastvarac 1 3188,81 | 3188,81 1465,19 <0,0001
B2 1 28,01 28,01 12,87 0,0043
Ukupna greska 11 23,94 2,18
Lack of Fit 9 19,79 2,20 1,06 0,5754
Eksperimentalna greska 2 4,15 2,07
Ukupno 14 3274,02
R2 0,99

TPC — sadrzaj ukupnih polifenola; TFC — sadrzaj ukupnih flavonoida; ACI- antioksidativni
kompozitni indeks; R? - koeficijent determinacije
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Rezultati eksperimenata u skladu sa BBD dizajnom za TPC, TFC i ACI su predstavljeni u
Tabeli 27.

Tabela 27. Rezultati optimizacije ekstrakcije u skladu sa BBD dizajnom

Nezavisne varijable Odgovori
N A B C TPC TFC ACI
1 40 (-1) 20 (-1) 60 (0) 15,53 0,91 50,24
2 80 (1) 20 (-1) 60 (0) 13,01 1,26 46,32
3 40 (-1) 60 (1) 60 (0) 21,36 1,10 88,11
4 80 (1) 60 (1) 60 (0) 19,48 1,76 86,84
5 40 (-1) 40 (0) 30 (-1) 19,56 1,04 75,68
6 80 (1) 40 (0) 30 (-1) 17,82 1,59 68,55
7 40 (-1) 40 (0) 90 (1) 20,43 1,02 73,57
8 80 (1) 40 (0) 90 (1) 16,55 1,69 69,58
9 60 (0) 20 (-1) 30 (-1) 14,85 0,88 48,62
10 60 (0) 60 (1) 30 (-1) 22,04 1,16 90,91
11 60 (0) 20 (-1) 90 (1) 16,31 0,94 49,66
12 60 (0) 60 (1) 90 (1) 22,73 1,18 88,70
13 60 (0) 40 (0) 60 (0) 19,78 1,34 69,18
14 60 (0) 40 (0) 60 (0) 19,42 1,08 71,76
15 60 (0) 40 (0) 60 (0) 20,43 1,25 71,58

A — koncentracija etanola (%); B — odnos droga/rastvara¢ (m/v); C — vreme trajanja (min); TPC
— sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g); TFC— sadrzaj ukupnih flavonoida (mg CE/g); ACI
— antioksidativni kompozitni indeks (%)

4.3.2.2. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na sadrzaj TPC

Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli (koncentracija etanola, odnos
droga/rastvarac i vreme trajanja) na sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) pokazala je da je sadrzaj
ekstrahovanih TPC bio u rasponu od 13,01 do 22,73 mg GAE/g, pri ¢emu je maksimalni sadrzaj
TPC postignutim primenom 60% (v/v) etanola, tokom 90 minuta ekstrakcije, uz optimalni
odnos droga/rastvara¢ od 1:60 (m/v) (Tabela 27). Prema literaturnim podacima, sli¢ne
vrednosti TPC (17,92 mg GAE/g) su dobijene tokom procesa ekstrakcije na temperaturi od
89,38°C, koncentraciji etanola od 70% i vremenu ekstrakcije od 13 minuta (209). U drugom
istrazivanju, maksimalni sadrzaj TPC postignut je nakon ekstrakcije na temperaturi od 60°C,
pri ¢emu se sa daljim povecanjem temperature sadrzaj TPC smanjivao, verovatno usled
termicke degradacije termolabilnih fenolnih jedinjenja (283).
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Uticaj ispitivanih faktora na sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) je predstavljen na Slici 32.
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Slika 32. Uticaji koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac¢ na TPC

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koriS¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, je:

TPC (mg GAE/g droge) = 19,98 — 1,25 X A+ 3,24 x B — 1,48 x A> — 1,08 x B2 (27)

Rezultati su pokazali znacajan uticaj koncentracije etanola, odnosa droga/rastvarac i
njihov kvadratni efekat na vrednosti TPC. Odnos droga/rastvarac je imao znacajan pozitivan
uticaj, dok je povecanje koncentracije etanola negativno uticalo na sadrzaj ukupnih polifenola.
Prethodna istrazivanja su takode pokazala da je optimalna koncentracija etanola za ekstrakciju
polifenola iz plodova LB izmedu 50-70 %, pri ¢emu sa povecanjem koncentracije dolazi do
smanjenja sadrzaja TPC (209).

4.3.2.3. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na sadrzaj TFC

Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli (koncentracija etanola, odnos
droga/rastvarac i vreme trajanja) na ekstrakciju ukupnih flavonoida (TFC) pokazala je da su
dobijeni sadrzaji TFC bili izmedu 0,88 i 1,76 mg CE/g. Najvece vrednsoti TFC su dobijene
upotrebom 80% (v/v) etanola, tokom 60 minuta, pri odnosu droga/rastvarac 1:60 (m/v) (Tabela
27).

Uticaj faktora na sadrzaj ukupnih flavonoida (TFC) je predstavljen na Slici 33.
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Slika 33. Uticaji koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac¢ na TFC

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost korisS¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, glasi:

TFC (mg CE/g droge) = 1,19 + 0,28 X A + 0,15 X B + 0,17 X A?> — 0,13 X B? (28)

Rezultati su pokazali da znacajan uticaj na vrednosti TFC u ekstraktima plodova LB
imaju koncentracija etanola, odnos droga/rastvarac i njihov kvadratni efekat vremena, pri ¢emu
su koncentracija etanola i odnos droga/rastvara¢ pokazali pozitivan uticaj.

4.2.3.4. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na vrednosti ACI

Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli (koncentracija etanola, odnos
droga/rastvara¢ i vreme trajanja) na rezultate in vitro testova ispitivanja antioksidativne
aktivnosti, izrazene kao vrednosti ACI indeksa su bile u opsegu 46,32 1 90,91 %. Najvise ACI
vrednosti su postignute upotrebom 60% (v/v) etanola, tokom 30 minuta, pri ¢emu je odnos
droga/rastvara¢ bio 1:60 (m/v) (Tabela 27).

Uticaj faktora na vrednosti ACI ekstrakata plodova LB su prikazani na Slici 34.
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Slika 34. Uticaji koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac na ACI ekstrakata plodova LB

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koriS¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, je:

ACI(%) = 71,41 — 2,04 X A + 19,96 X B — 2,74 X B2 (29)

Rezultati su pokazali znacajan uticaj koncentracije etanola, odnosa droga/rastvarac i
kvadratnog efekta odnosa droga/rastvara¢ na vrednosti ACI. Odnos droga/rastvarac je imao
visestruko izrazeniji pozitivan uticaj, dok je povecanje koncentracije etanola negativno uticalo
na antioksidativnu aktivnost ekstrakata.

Na osnovu dobijenih rezultata optimizacije ekstrakcije predlozeno je da se ekstrakcija
plodova LB izvede pod slede¢im definisanim uslovima: ekstrakcija 60% etanolom, uz
prethodnu maceraciju od 30 minuta na sobnoj temperaturi, pri odnosu droga/rastvara¢ od 1:60
i vreme ekstrakcije od 30 minuta uz konstantno mesanje tokom ovog procesa.
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Dobijeni rezultati bioaktivnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti dobijenih
ekstrakata plodova LB pod optimizovanim uslovima ekstrakcije su predstavljeni u Tabeli 28,
a antienzimske aktivnosti esktrakata plodova LB u Tabeli 29.

Tabela 28. Bioaktivna jedinjenja i antioksidativna aktivnosti LB plodova nakon optimizacije
procesa ekstrakcije

Uzorak | TPC HK KK FK TFC LBP ACI

SU 25,40 | 19,78+0,30 | 3,84+2,03 | 27,01+5,34 | 1,05 | 708,33 | 98,55
SD 21,67 nd 6,77+3,25 | 28,57+0,51 | 0,72 | 1061,97 | 77,15
PZ 15,47 3,24+0,56 nd 14,68+2,64 | 0,59 | 681,52 | 70,21
BG 24,36 5,26+£0,25 | 11,55+7,77 | 13,42+1,37 | 0,63 | 850,76 | 79,10
NI 22,70 | 10,41+2,62 nd 12,06+0,61 | 0,58 | 822,58 | 75,15
RU 17,23 4,10+2,87 nd 16,43+0,38 | 0,53 | 575,00 | 69,34

SU-Subotica; SD—-Smederevo; PZ-Pozega; BG-Beograd; NI-Nis; RU-Ruma; TPC — sadrzaj
ukupnih polifenola (mg GAE/g); HK-hlorogenska kiselina (mg/g); KK—kafena kiselina (mg/g);
Fi-ferulinska kiselina (mg/g); TFC— sadrzaj ukupnih flavonoida (mg CE/g); LBP — sadrzaj
ukupnih plisaharida (mg Glu/g); ACI — antioksidativni kompozitni indeks (%); nd— nije
detektovano

Rezultati analize hemijskog sastava i antioksidativnog potencijala plodova LB sa Sest
lokaliteta u Srbiji ukazuju na znacajne razlike pre i nakon optimizacije postupka ekstrakcije.
Pre optimizacije, ekstrakcija je sprovedena koriS¢enjem metanola kao rastvaraca, uz odnos
droga/rastvara¢ od 1:10 (m/v) i trajanju od 24 sata. lako su ovi rezultati omogu¢ili osnovni uvid
U sadrzaj bioaktivnih sastojaka i biolosku aktivnost dobijenih ekstrakata plodova godzi,
koris¢ena metoda ekstrakcije nije bila optimalna, §to je ogranicilo prinos bioaktivnih jedinjenja,
naroc¢ito TPC i LBP (Tabela 20).

Optimizacija postupka ekstrakcije sprovedena koris¢enjem 60% etanola, pove¢anim
odnosom droga/rastvara¢ na 1:60 (m/v) i skracenjem trajanja na 30 minuta, znacajno je
povecala prinos bioaktivnih jedinjenja i antioksidativni potencijal ispitanih uzoraka (Tabela
28). Najveéi sadrzaji TPC i TFC zabeleZeni su kod uzorka SU, dok su uzorci PZ i RU imali
najnize vrednosti. U pogledu sadrzaja LBP, uzorak iz SD se izdvojio sa najvis§im vrednostima,
dok je uzorak RU pokazao najnizi sadrzaj. Ocekivano, najsnazniji antioksidativni potencijal
(ACI) zabelezen je kod uzorka SU, a najslabiji kod uzoraka RU i PZ. Uprkos utvrdenim
varijacijama izmedu ekstrakata plodova sa razli¢itih lokaliteta, dobijeni rezultati jasno ukazuju
na povecanje antioksidativnog potencijala ekstrakata godzi plodova nakon optimizovanog
postupka ekstrakcije.

Tabela 29: Antienzimska aktivnosti LB plodova nakon optimizacije procesa ekstrakcije

Antienzimska aktivnost (ICsp mg/mL ekstrakta)

Uaisel a-Amilaza o-Glukozidaza Tirozanaza  Acetilholinesteraza
SuU 2,56 + 0,04 4,02 +0,05 3,13+0,02 4,82 +0,02
SD 1,60 £ 0,02 3,72+ 0,05 2,63 +0,02 5,14 + 0,01
PZ 2,30 + 0,06 4,53 +0,03 3,44 + 0,03 4,71 +0,03
BG 2,12+ 0,01 3,96 + 0,03 2,73+0,03 4,30+ 0,01
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NI 2,08 + 0,03 4,34 + 0,05 3,73+0,03 4,73 + 0,07
RU 1,94 + 0,01 4,07 £0,13 3,90 + 0,07 5,49 +0,11
SU- Subotica; SD-Smederevo; PZ—Pozega; BG—Beograd; NI-Ni§; RU-Ruma

Na osnovu dobijenih rezultata (Tabela 29), u poredenju sa rezultatima prikazanim na Slici 29,
moze se zakljuciti da ekstrakti plodova LB pripremljeni pod definisanim uslovima ekstrakcije
pokazuju izrazeniju antienzimsku aktivnost.

4.4. Cetvrta faza istraZivanja

U okviru Cetvrte faze istrazivanja izvrSena je analiza hemijskog sastava sporednih
proizvoda prerade plodova LB, ukljuéuju¢i pulpu (nastalu nakon cedenja soka) i pogacu
(ostatak nakon cedenja ulja iz semena). Takode, izvrSena je optimizacija procesa ekstrakcije,
kao i analiza antioksidativnih i antienzimskih aktivnosti ekstrakata sporednih proizvoda
prerade plodova LB.

4.4.1. Nutritivni sastav i energetska vrednost sporednih proizvoda prerade plodova LB

Nutritivni sastav 1 energetska vrednost sporednih proizvoda prerade plodova godzi
prikazani su u Tabeli 30.

Tabela 30. Nutritivni sastav i energetska vrednost sporednih proizvoda prerade plodova LB
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Pulpa Pogaca

Nutritivni sastav

Energetska vrednost (kJ/100g) 1484 + 12,62 1737 +6,73°
Vlaga (%) 12,2 + 0,422 10,6 + 0,12°
Pepeo (%) 5,05 + 0,142 2,93 +0,08°
Ukupne masti (%) 3,82 + 0,352 13,3+0,47°
Ukupni proteini (%) 16,8 + 0,172 19,6 +0,09°
Dostupni ugljeni-hidrati 62,2 £ 0,252 53,6 +0,73P
uDV! 51,17 £ 0,732 59,84 +0,27°
NDV? 44,66 £ 0,532 52,40 +0,13°
RDV3 6,51 + 0,202 7,44 £0,14°

1UDV-ukupna dijetna vlakna; 2NDV—nerastvorna dijetna vlakna; SRDV-rastvorna dijetna
vlakna; razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statistiCku znac¢ajnost (p < 0,05)

Analizirani sporedni proizvodi prerade plodova godzi pokazuju znacajne razlike u
osnovnom nutritivnom sastavu i energetskoj vrednosti (p < 0,05). Nutritivni profil
nusproizvoda zavisi od vrste voca, primenjenih tehnoloskih postupaka i sezonskih varijacija.
Ostaci iz procesa prerade voca, uglavnom sadrze veée koli¢ine ugljenih hidrata, uz manji
sadrzaj proteina i masti (285). Energetska vrednost pulpe je bila statisti¢ki znac¢ajno manja (p
< 0,05) u poredenju sa pogacom, §to je i o¢ekivano zbog visokog sadrzaja masti koji zaostaje
nakon ekstrakcije ulja iz semenki godZi. Sadrzaj ukupnog pepela, koji ukazuje na sadrzaj
minerala, znac¢ajno je veci u pulpi, nego u pogaci. Ukupni sadrzaj masti u pogaci je bio oko 3,5
puta veci nego u pulpi. Sadrzaj ukupnih proteina u pulpi je iznosio 16,8 %, dok je u pogaci bio
19,6 %. Odredeni sadrzaji proteina u sporednim proizvodima prerade plodova LB su veéi u
odnosu na literaturne podatke o sadrzaju proteina u nusproizvodima kupine i borovnice (286,
287). Takode, dobijene razike u sadrzaju proteina izmedu pulpe i pogace su u skladu sa
literaturnim podacima (288). Ugljeni hidrati su najzastupljeniji sastojci u sporednim
proizvodima prerade plodova LB. Sadrzaj NDV i RDV u pulpi i pogaci iznosio je 6,51 % i
44,66 %, odnosno 7,44 % 1 52,40 %, $to ove nusproizvode svrstava u kategoriju ,,bogatih izvora
vlakana“ (56). S obzirom da nusproizvodi prehrambene industrije postaju sve vazniji izvori
proteina i dijetnih vlakana, ovi rezultati ukazuju na povoljan nutritivni profil nusproizvoda
prerade plodova LB 1 njihov potencijalni znacaj u proizvodnji obogacenih namirnica.

4.4.2. Masno-kiselinski sastav sporednih proizvoda prerade plodova LB

Identifikovano je prisustvo Sest masnih kiselina u sporednim proizvodima prerade
plodova LB. Relativni sadrZaj masnih kiselina (% od ukupnih masnih kiselina), odnos
pojedinih klasa masnih kiselina i lipidni indeksi u sporednim proizvodima prerade plodova LB
su predstavljeni u Tabeli 31.

Tabela 31. Sastav masnih kiselina i lipidni indeksi u sporednim proizvodima

Masne kiseline (%) Uzorak
Skraéenice Naziv Pupla Pogaca
C16:0 Palmitinska kiselina 17,03 + 0,15°¢ 6,42 + 0,01¢
C18:0 Stearinska kiselina 3,87 + 0,09¢ 3,38 +£0,01°
Cl18:10-9 Oleinska kiselina 24,98 +0,18° 15,61 +0,17¢
Cl18:2w-6 Linolna kiselina 42,29 + 0,434 72,17 £ 0,22b
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C18:3m-3 a-Linolenska kiselina 11,86 + 0,244 1,65 +0,03°
Yy ZMK Zasi¢ene MK 20,91 +0,09¢ 9,80 + 0,02¢
> PNMK Polinezasi¢ene MK 54,15 + 0,22°¢ 73,82 + 0,242
Yy NMK Nezasiéene MK 79,13 + 0,08° 89,43 + 0,07¢
PNMK/ZMK Polinezasi¢ene/Zasi¢ene 2,59 + 0,024 7,53 + 0,040
Al Indeks aterogenosti 0,26 + 0,00¢ 0,11 +0,00¢
TI Indeks trombogenosti 0,30 + 0,001 0,20 + 0,00f
Oksidativna stabilnost i bezbednost ulja

Cox Izracunata oksidativnost 7,17 £ 0,024 7,95 + 0,032
oS Oksidativna stabilnost 3114 + 9,304 3428 + 11,62

Razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisti¢ku znacajnost (p < 0,05)

Uprkos sli¢nim profilima masnih kiselina, zapazene su znacajne razlike u relativnim
procentima pojedina¢nih masnih kiselina medu ispitivanim nusproizvodima. Pulpa sadrzi veci
udeo palmitinske i oleinske kiseline u poredenju sa pogacom, dok pogaca ima znacajno veci
procenat linolne kiseline. Sli¢ni rezultati rezultati su utvrdeni za pulpu i semena vrste Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. uzgajane u Tunisu (289). Linolna kiselina dominira i u nusproizvodima
grozda sa sadrzajem od priblizno 60 % (290). Ve¢i sadrzaj ZMK u pulpi, koje su otporne na
oksidaciju, ukazuje na mogucnost primene u formulacijama koje zahtevaju duzi rok trajanja.
Sa druge strane, visok sadrzaj NMK u pogaci, doprinosi nutritivnoj vrednosti i ovaj
nusproizvod ¢ini pogodnim za primenu kao funkcionalnog sastojka u namirnicama.

Odnos PNMK i ZMK, koji optimalno treba da bude najmanje 0,5, je znacajno veci i
pogaci u poredenju sa pulpom. Lipidni indeksi, Al i Tl, ukazuju dodatno na povoljne lipidne
profile analiziranih nusproizvoda. Dobijene vrednosti za Al i TI podrzavaju antiaterogeni i
antitrombogeni potencijal nusproizvoda plodova godzi, pri ¢emu nize vrednosti ovih indeksa
u pogaci ukazuju na potencijalno povoljniji efekat u odnosu na pulpu. Ovo je u skladu sa
rezultatima dobijenim za plodove LB sa lokaliteta u Beogradu, od kojih poticu ovi
nusproizvodi (291).

Pogacda pokazuje nesto visi Cox indeks u poredenju sa pulpom, §to ukazuje na vecu
sklonost oksidaciji, usled veéeg sadrzaja PNMK, narocito linolne kiseline. Medutim,
oksidativna stabilnost pogace ostaje relativno visoka, §to je korisno za skladistenje. Studije na
nusproizvodima borovnice pokazuju da proizvodi bogati ®-6 masnim kiselinama imaju visi
Cox indeks, ali se njihova stabilnost moze poboljsati dodatkom antioksidanasa. Nusproizvodi
prerade plodova godZzi, posebno pogaca bi se mogli optimizovati dodavanjem prirodnih
antioksidanasa, ¢ime bi se produzio rok trajanja i poboljsala nutritivna vrednost u funkionalnim
prehrambenim proizvodima (292).

4.4.3. Mineralni sastav sporednih proizvoda prerade plodova LB

Sadrzaj makro- 1 mikrominerala u sporednim proizvodima prerade plodova godzi je
predstavljen u Tabeli 32.

Tabela 32. Mineralni sastav sporednih proizvoda prerade plodova godzi

Naziv Skraéenica NRV Pulpa Pogaca
Makroelementi (mg/100g)

Natrijum Na / 57,54 + 23,12° 121,4 £ 26,01°
Kalijum K 2000 mg 1661,3 + 18,96° 724,8 £ 4,92
Kalcijum Ca 800 mg 59,34 +0,71° 67,17 +0,80¢
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Magnezijum Mg 375 mg 98,35 + 4,512 72,42 +5,33°
Fosfor P 700 mg 500,5 + 6,762 654,6 + 5,23"
Sumpor S / 204,3 +2,81P 229,7 + 2,762
Mikroelementi (mg/100g)

Bakar Cu 1 mg 1,39 £ 0,00° 1,12 + 0,002
Cink Zn 10 mg 2,69 + 0,022 2,71 +£0,02°
Mangan Mn 2 mg 0,67 + 0,002 0,34 +0,00P
Gvozde Fe 14 mg 5,71+ 0,022 2,45 +0,00P
Hrom Cr 40 ug 0,04 £ 0,01° 0,03 £ 0,002
Kobalt Co / 0,003 + 0,00 nd
Selen Se 55 pg nd 0,004 = 0,002
Bor B / 1,24 £ 0,012 0,63 £ 0,012

nd—nije detektovano; NRV—nutritivna referentna vrednost; razli¢ita slova u istom redu ukazuju
na statisticku znacajnost (p < 0,05)

Statisticki znacajne razlike su utvrdene u mineralnom sastavu izmedu sporednih
proizvoda prerade plodova godzi. Kalijum je bio najzastupljeniji makroelement u oba
analizirana nusproizvoda, $to je potvrdeno i u drugim nusproizvodima plodova, poput jabuka,
grozda i banana (285,293). Pulpa zadrzava veci deo minerala karakteristinih za plod,
ukljucujuéi znacajne koncentracije gvozda, koje ima esencijalnu ulogu u enzimskim procesima
i sintezi hemoglobina. Sporedni sastojci plodova borovnice i crnog grozda takode sadrze
gvozde, ali u nizim koncentracijama, Sto moze biti posledica varijacija u sadrzaju
mikroelemenata izmedu plodova razli¢itih biljnih vrsta (294).

Sadrzaj minerala, fosfora i sumpora, je bio veéi u pogaci u poredenju sa pulpom, $to je
verovatno povezano sa razlikama u lipidnim sastavima ovih proizvoda. Prisustvo fosfora,
znaCajnog za sintezu fosfolipida i membranskih struktura utvrdeno je u visokim
koncentracijama u semenkama susama (295). Minerali, kao $to su Na, Ca i Zn prisutni su u
veé¢im koli¢inama u semenkama nego U plodovima, Sto je u skladu sa rezultatima ovog
istrazivanja (288). Prisustvo sumpora u pulpi i pogaci moze imati korisne efekte u detoksikaciji
organizma, podrzavajuéi enzimske procese u zastiti od oksidativnog stresa. Sumpor igra
zna€ajnu ulogu u sintezi glutationa, esencijalnog antioksidansa u ¢elijama, ¢ime dodatno
doprinosi bioloskoj vrednosti ovih nusproizvoda (296).

4.4.4. Bioaktivna jedinjenja sporednih proizvoda prerade plodova LB

Plodovi roda Lycium predstavljaju bogat izvor polifenolnih jedinjenja koja ispoljavaju
brojne bioloske aktivnosti, ukljuujuéi antioksidativni potencijal. Na sadrzaj TPC i TFC
znaajno utiCu razli¢iti faktori, medu kojima znaCajan uticaj ima vrsta i koncentracija
rastvaraca za ekstrakciju. U cilju procene vrste rastvaraca na sadrzaj bioaktivnih jedinjenja,
TPC, TFC i LBP, izvrSena je analiza ekstrakata koja su dobijena upotrebom tri razlicita
rastvaraca: vode, 70 % etanola i 70 % metanola. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 33.

Tabela 33. Bioaktivna jedinjenja sporednih proizvoda prerade plodova godzi

Bioaktivna jedinjenja Rastvarac Pulpa Pogaca
Voda 555,10 + 16,842 91,73 + 5,06"

TPC (mg GAE/100g) 70% etanol 346,55 + 57,792 206,55 + 40,28°
70% metanol 502,13 + 12,092 24475 + 11,62°
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Voda 38,79 + 2,052 34,24 + 1,39°

TFC (mg CE/100g)  70% etanol 31,67 + 3,702 36,21 +5,19°
70% metanol 29,39 + 5,072 17,73 + 3,39°
Voda 433,38 + 14,12° 151,53 + 39,56"

LBP (mg Glu/100g)  70% etanol 610,92 + 86,872 240,32 + 36,11°
70% metanol 397,95 + 52,682 177,89 + 6,03°

TPC—sadrzaj ukupnih polifenola; TFC—sadrzaj ukupnih flavonoida; LBP—sadrzaj ukupnih
polisaharida; GAE- ekvivalent galne kiseline; CE- ekvivalent katehina; Glu— ekvivalent
glukoze; razlicita slova u istom redu ukazuju na statistiCku znacajnost (p < 0,05)

Dobijeni rezultati potvrduju da izbor rastvarata znacajno utice na ekstrakciju
bioaktivnih jedinjenja iz sporednih proizvoda prerade plodova godzi. Voda se pokazala kao
najefikasniji rastvara¢ u pogledu sadrzaja TPC u ekstraktima pulpe, dok je u ekstraktima
pogace najveci sadrzaj TPC imao ekstrakt dobijen upotrebom 70% metanola. Ozkan i saradnici
(2019) su takode utvrdili statisticki znacajne razlike u sadrzaju TPC izmedu vodenih i
metanolnih ekstrakata plodova godzi (252). U prethodnom istrazivanju, oko osam puta veci
sadrzaj TPC je odreden u etil-acetatnom u poredenju sa vodenim ekstraktom plodova godzi,
Sto dodatno potvrduju razlike izmedu ekstrakata dobijenih upotrebom razlicitih rastvaraca
(297). U ovom istrazivanju, veci sadrzaj TPC je odreden u ekstraktima pulpe u poredenju sa
ekstraktima pogace.

Vrsta rastvaraca, osim na sadrzaj TPC, imala je znacajn uticaj na sadrzaj TFC. Vodeni
ekstrakti pulpe su pokazali najvece vrednosti sadrzaja TFC, dok znacajne razlike nisu utvrdene
izmedu eckstrakata dobijenih upotrebom 70 % etanola i 70% metanola. Sadrzaj TFC u
metanolnim ekstraktima pogace je bio oko 2 puta niZi u poredenju sa etanolnim i vodenim
ekstraktima. Ovi podaci mogu biti od znacaja prilikom odabira rastvaraca za pripremu
ekstrakata sa visokim sadrzaj flavonoida, koji imaju izrazena antioksidativna i antimikrobna
svojstva (297). Prema literaturnim podacima. sadrzaj TFC u plodovima godzi varira izmedu
220-1100 mg CE/100g, dok u semenu iznosi 26-237 mg CE/100g, §to ukazuje na nizi doprinos
semena TFC (9-22 %) u poredenju sa pulpom (78-91 %) (252).

Sporedni proizvodi prerade plodova godzi, kao znacajan izvor polisaharida, mogu imati
potencijalni znacaj kao prebiotski sastojci u formulaciji funkcionalnih namirnica (2). Najvec¢i
sadrzaj LBP je odreden u etanolnim ekstraktima pulpe 1 pogace, §to ukazuje na sposobnost
etanola da efikasno ekstrahuje polisaharide. Vodeni ekstrakti su pokazali nizi sadrzaj LBP u
poredenju sa etanolnim ekstraktima.

4.4.5. Bioloske aktivnosti sporednih proizvoda prerade plodova LB

4.4.5.1. Antioksidativna aktivnost sporednih proizvoda prerade plodova LB

Antioksidativni potencijal vodenih, etanolnih i metanolnih ekstrakata sporednih proizvoda
prerade plodova godzi procenjen je na osnovu sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala
(DPPH, ABTYS) i redukcionog potencijala (FRAP, CUPRAC), a dobijeni rezultati su prikazani
u Tabeli 34.

Tabela 34. Antioksidativna aktivnost vodenih, etanolnih i metanolonih ekstrakata sporednih
proizvoda prerade plodova godzi

97



Antioksidativna Rastvaracé Pulpa Pogaca
aktivnost
.- Voda 58151 % 42,13 22865 + 42,710
(umol TE/00g)  _70% etanol 502,66 + 24,68° 434,58 + 29,23
70% metanol 1814,41 + 62,092 621,79 + 25,78°
ABTS Voda 27.02%8.07° 11,91 % 5,76°
(mmel 7100 _10% etanol 28,01 % 3,27° 25,37 + 3,907
70% metanol 45,81 % 2,86° 10,46 % 2,83
Voda 1,06+ 0,14° 0,46 + 0,025
FRAP 70% etanol 0,54 + 0,05° 0,37 + 0,049
(mmol TE/100g) —— o b
70% metanol 0,58 % 0,057 0,58 + 0,01
Voda 2,86+ 0,16° 1,65+ 0,78
(mr%: PTFé'fl%Og) 70% etanol 2.70 % 0,562 184 % 0,35
70% metanol 2,82 +0,372 1,68 + 0,53°

Razli¢ita slova u istom redu ukazuju na statisticku znacajnost (p < 0,05)

Antioksidativna aktivnost oba nusproizvoda moze se pripisati polifenolima,
flavonoidima i drugim antioksidativnim jedinjenjima. Ove aktivnosti su uporedive sa
literaturnim podacima o antioksidativhom potencijalu nusproizvoda borovnice, brusnice i
grozda (287,298,299).

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti vodenih, etanolnih i metanolnih
ekstrakata nusproizvoda pokazala su znacajne razlike izmedu pulpe i pogace, kao i izmedu
ekstrakata dobijenih koriS¢enjem razli¢itih rastvarac¢a. Ekstrakti pulpe su pokazali bolju
antioksidativnu aktivnost u svim koris¢enim testovima, sto je u skladu sa ranijim istrazivanjem
u kome je utvrdena veca antioksidativna aktivnost pulpe u poredenju sa semenom i plodom
godzi (252). Najefikasniji u pogledu antiradikalske DPPH i ABTS aktivnosti je bio 70 %
metanolni ekstrakt pulpe, a najizrazenija redukciona aktivnost (FRAP i CUPRAC) je utvrdena
za vodeni ekstrakt pulpe. Suprotno, 70% etanolni ekstrakt pogace je pokazao vece vrednosti u
ABTS i CUPRAC testu, a metanolni ekstrakt pogace za rezultate DPPH i FRAP testova.
Antiradikalske aktivnosti metanolnih i etanolnih ekstrakata pogace, odredene DPPH testom, su
imale slicne vrednosti u poredenju sa antiradikalskim aktivnostima vodenometanolnog
ekstrakta ploda godzija (Tabela 21). Suprotno, rezultati dobijeni u ABTS testu za metanolni
ekstrakt pogace nizi je u poredenju sa antiradikalskim aktivnostima metanolnog ekstrakta celih
plodova godzija (297). Sa druge strane, metanolni ekstrakt pulpe je pokazao oko Cetiri puta
snazniju antioksidativnu aktivnost procenjenu DPPH, ABTS i CUPRAC testovima, u
poredenju sa metanolnim ekstraktom svezih plodova LB (Tabela 21).

Na Slici 35 su prikazani uticaji rastvaraca na antioksidativni kompozitni indeks
ekstrakata sporednih proizvoda prerade godzi plodova.
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Slika 35. Uticaj rastvaraca na antioksidativni kompozitni indeks (ACI)

Najcesce koriséeni rastvaraci, poput vode, metanola i etanola, omogucavaju selektivnu
ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, $to direktno utice na efikasnost antioksidativnog potencijala
dobijenih ekstrakata. Metanolni ekstrakti, kako pulpe tako i pogace, su pokazali veée vrednosti
ACI u poredenju sa vodenim i etanolnim ekstraktima.

4.4.5.2. Antienzimska aktivnost sporednih proizvoda prerade plodova LB

Antienzimski potencijal metanolnih ekstrakata sporednih proizvoda prerade plodova
godzi procenjen je na osnovu sposobnosti inhibicije enzima: a-amilaze, a-glukozidaze,
tirozinaze i acetilholinesteraze, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 36.
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Slika 36. Antienzimski potencijal metanolnih ekstrakata sporednih proizvoda prerade
plodova LB (a-Amy — a-amilaza; a-Gls — a-glukozidaza; TIA - tirozinaza; AChE -
acetilholinesteraza)

Analiza inhibicije enzima pokazala je razlike u antienzimskoj aktivnosti izmedu
nusproizvoda plodova godzi, pri ¢emu su ekstrakti pulpe pokazali snazniji antienzimski
potencijal na sve ispitivane enzime u poredenju sa ekstraktima pogace. Ovo se moze objasniti
veé¢im sadrzajem bioaktivnih jedinjenja, kao $to su polifenoli i polisaharidi, u metanolnom
ekstraktu pulpe u poredenju sa metanolnim ekstraktom pogace (Slika 36).

Metanolni ekstrakt pulpe pokazao je veéi stepen inhibicije a-Amy, dok su vrednosti
inhibicije a-Gls bile sli¢ne kod oba nusproizvoda, §to moze biti povezano sa visokim sadrzajem
LBP u pulpi (266). Inhibicija antidijabetesnih enzima utvrdena je za nusproizvode grozda (o-
amilaza ICsp 60,2 pg/mL i a-glukozidaza ICsp 62,5 pg/mL) (301) i borovnice (302).

Metanolni ekstrakt pulpe je pokazao izrazeniju TIA inhibitornu aktivnost (ICso 8,89
mg/mL) u poredenju sa metanolnim ekstraktom pogace (1Cso 17,08 mg/mL). Dobijeni rezultati
su izrazeniji u poredenju sa rezultatima inhibicije tirozinaze pod dejstvom ekstrakata
nusproizvoda belog grozda (ICso 243,3-686,3 mg/L) (303), ali visestruko slabiji u odnosu na
nusproizvode nara (1Cso 3,66-114,9 pug/mL) (304). Polifenolna jedinjenja se smatraju izrazenim
inhibitorima tirozinaze (305).

Metanolni ekstrakti oba nusproizvoda pokazuju dozno zavisnu inhibiciju enzima
AChE, pri ¢emu pulpa ima izraZeniji efekat (ICso 3,11 mg/mL) u odnosu na pogacu (ICsp 5,44
mg/mL). Aktivnost ekstrakata sporednih proizvoda plodova godzi mozZe se uporediti sa
inhibitornim efektom nusproizvoda grozda na aktivnost enzima acetilholinesteraze (1Cso 1,71-
2,05 mg/g) (306).

4.4.6. Optimizacija procesa ekstrakcije pogace

4.4.6.1. Skrining faktora koji uti¢u na ekstrakciju TPC i ACI u pogaci

Skrining test je sproveden sa ciljem identifikacije glavnih faktora koji uti¢u na sadrZaj
ukupnih polifenola (TPC) i na testove in vitro antioksidativne aktivnosti, gde je na osnovu
dobijenih rezultata izra¢unat antioksidativni kompozitni indeks (ACI). Rezultati su prikazani u
Tabeli 35 i graficki (Slika 37).

Tabela 35. Sadrzaji TPC i ACI u fazi skrininga

X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 TPC ACI
-1 -1 -1 1 -1 1 1 1.23 23
1 -1 -1 -1 1 -1 1 1,07 35
1 1 -1 -1 -1 1 -1 1,63 25
-1 1 1 -1 -1 -1 1 3,89 76
1 -1 1 1 -1 -1 -1 4,37 80
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-1 1 -1 1 1 -1 -1 0,79 31
-1 -1 1 -1 1 1 -1 0,83 39
1 1 1 1 1 1 1 3,10 85

TPC-sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g); ACI-antioksidativni kompozitni indeks (%)

X1
X2

X3
B ACI
B TPC

X4

X5

X6

X7

-10 0 10 20

Slika 37. Uticaj ispitivanih faktora (X1 — temperatura, Xz — vreme, X3 — odnos izmedu droge i
rastvaraca, X4 — tretman ultrazvukom, Xs — koncentracija etanola, Xe — veli¢ina Cestica, X7 —
mesanje) na TPC i ACI

Dobijeni rezultati su pokazali da je povecanje temperature (X1) pozitivno uticalo na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja, $to se moZe objasniti narusavanjem strukture ¢elijskih zidova 1
povecanom difuzijom u rastvara¢ (280). Medutim, vazno je napomenuti da porast temperature
ne sme dovesti do degradacija termolabilnih fenolnih jedinjenja (283). Ovi rezultati dodatno
potvrduju korelaciju izmedu TPC i antioksidativne aktivnosti, pri ¢emu faktori koji uti¢u na
TPC istovremeno uticu i na ACI. Vreme ekstrakcije (X2), i odnos droga/rastvara¢ (Xs) su
negativno uticali na prinos TPC, kao i na antioksidativnu aktivnost. Eksperimentalni rezultati
potvrduju da primena ultrazvuka pojacava ekstrakciju, kroz process kavitacije i formiranje
mehurica, Sto stvara pritisak koji narusava celijske zidove i omogucava povecanu ekstrakciju
bioaktivnih jedinjenja (307).

Nasuprot tome, veca koncentracija etanola (Xs) i smanjenje veli¢ine Cestica (Xs)
pokazuju negativan uticaj na TPC i antioksidativnu aktivnost. Poveéanje koncentracije etanola
moZe negativno uticati na sadrzaj ukupnih polifenola usled denaturacije ili precipitacije
odredenih polifenolnih jedinjenja, $to Smanjuje njihovu rastvorljivost. Istrazivanja na
ekstraktima nusproizvoda brusnice pokazale su najvec¢i TPC pri nizoj koncentraciji etanola i
visem odnosu biljnog materijala prema rastvaracu, $to ukazuje na prednosti ovih uslova za
optimalnu ekstrakciju (298). Proces mesanja (X7) tokom ekstrakcije dodatno doprinosi
sadrzaju TPC i antioksidativnoj aktivnosti.
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Na osnovu rezultata dobijenih u toku faze skrininga, kao faktori koji su imali najveci
uticaj na ekstrakciju TPC i antioksidativnu aktivnost, izabrani su koncentracija etanola (X1),
temperatura (X2), vreme trajanja ekstrakcije (X3) i odnos droga/rastvara¢ (X4) koji su dalje
optimizovani kori§¢enjem metodologije povrsine odgovora.

4.4.6.2. Optimizacija ekstrakcije primenom metodologije povrs§ine odgovora

4.4.6.2.1. Statisticka procena modela

Statisticka analiza znacCajnosti modela, sprovedena primenom analize varijanse
(ANOVA), omogucila je procenu znacajnih faktora, $to je prikazano u Tabeli 36. Kvadratni
modeli koji opisuju uticaj ispitivanih faktora na ekstrakciju ukupnih polifenola (TPC),
flavonoida (TFC), karotenoida (TCC), polisaharida (LBP) i antioksidativni kompozitni indeks
(ACI) u pogaci pokazali su se kao statisticki znacajni (p < 0,05). Visok koeficijent
determinacije (R? modela za TPC (0,93), TFC (0,63) i ACI (0,71) ukazuje na dobro slaganje
izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih vrednosti. Pored toga, statisticki neznacajni rezultati za
,Lack of Fit“ test (p > 0,05) potvrduju da ovi modeli adekvatno opisuju zavisnost izmedu
ispitivanih faktora i odgovora.

Tabela 36. Statisticki parametri nakon prilagodavanja eksperimentalnih podataka kvadratnim
modelima

df kvs; dn::ta I?\ng pé It F-vrednost | p-vrednost
TPC
Model 6 1,95 0,326 45,16 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 1,32 1,32 183,67 <0,0001
B — Temperatura 1 0,056 0,056 7,81 0,0112
D — Odnos droga/rastvarac 1 0,033 0,033 4,50 0,0466
A? 1 0,236 0,236 32,68 <0,0001
B2 1 0,107 0,107 14,85 0,0010
D? 1 0,064 0,064 8,92 0,0073
Ukupna greska 20 0,144 0,007
Lack of Fit 18 0,132 0,007 1,21 0,5469
Eksperimentalna greska 2 0,012 0,006
Ukupno 26 2,10
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R? [ 093 | | | |

TFC

Model 1 1008,73 1008,73 42,68 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 1008,73 1008,73 42,68 <0,0001
Ukupna greska 25 590,86 23,63

Lack of Fit 23 529,34 23,01 0,7482 0,7176
Eksperimentalna greska 2 61,52 30,76

Ukupno 26 1599,59

R2 0,63

ACI

Model 8 224470 280,59 5,47 0,0014
A — Koncentracija etanola 1 0,2755 0,2755 0,0054 0,9424
B — Temperatura 1 261,55 261,55 5,10 0,0366
C — Vreme 1 155,08 155,08 3,02 0,0993
D — Odnos droga/rastvarac 1 937,12 937,12 18,26 0,0005
A? 1 318,28 318,28 6,20 0,0228
B2 1 419,61 419,61 8,17 0,0104
C? 1 656,98 656,98 12,80 0,0022
D? 1 299,54 299,54 5,84 0,0266
Ukupna greska 18 923,92 51,33

Lack of Fit 16 681,11 42,57 0,3506 0,9128
Eksperimentalna greska 2 242 81 121,41

Ukupno 26 3168,62

R? 0,71

Rezultati eksperimenata u skladu sa BBD dizajnom za TPC, TFC, LBP, TCC i AClI za
uzorak pogace su predstavljeni u Tabeli 37.

Tabela 37. Rezultati optimizacije ekstrakcije u skladu sa BBD dizajnom

Nezavisne varijable Zavisne varijable
N°
A B @ D TPC TFC LBP TCC ACI
1 40 25 105 65 2,19 8,38 146,13 18,38 69,84
2 80 25 105 65 1,36 38,02 155,01 3,23 68,11
3 40 60 105 65 2,25 9,91 151,01 50,09 82,55
4 80 60 105 65 156 3534 129,07 4,74 81,09
5 60 42,5 30 50 1,89 9,38 115,03 9,84 60,91
6 60 42,5 180 50 201 1313 131,30 16,57 63,44
7 60 42,5 30 80 201 11,77 130,83 7,95 85,32
8 60 42,5 180 80 2,03 13,08 147,02 9,12 83,93
9 40 42,5 105 50 2,07 8,70 126,58 32,13 61,61
10 80 42,5 105 50 1,47 18,02 115,88 19,27 59,15
11 40 42,5 105 80 2,10 8,28 151,75 20,52 71,75
12 80 42,5 105 80 151 2571 145,14 3,57 73,12
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13 60 25 30 65 1,99 10,05 143,28 8,29 53,59
14 60 60 30 65 2,09 1592 147,92 10,33 59,66
15 60 25 180 65 1,98 10,99 296,69 6,95 60,45
16 60 60 180 65 1,90 15,75 199,88 12,46 72,92
17 40 42,5 30 65 1,93 7,41 145,66 15,58 59,14
18 80 42,5 30 65 1,26 20,66 131,15 2,18 62,59
19 40 42,5 180 65 2,04 8,37 139,78 21,12 72,29
20 80 425 180 65 1,42 2334 117,08 3,52 71,31
21 60 25 105 50 1,84 12,00 124,69 11,54 52,56
22 60 60 105 50 2,19 12,82 131,53 15,28 66,51
23 60 25 105 80 2,13 12,21 15391 8,75 79,12
24 60 60 105 80 2,32 16,06 142,58 13,56 76,98
25 60 425 105 65 1,83 11,59 124,55 9,01 75,08
26 60 425 105 65 1,93 11,79 127,44 11,34 86,59
27 60 425 105 65 1,98 21,30 130,80 9,19 97,11
A-— koncentracija etanola (%); B — temperatura (C); C—vreme (min); D —odnos droga rastvarac;
TPC — sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/g); TFC— sadrzaj ukupnih flavonoida (mg CE/g);
LBP-sadrzaj ukupnih polisaharida (mg Glu/g); TCC—sadrzaj ukupnih karotenoida (mg/g);
ACI-antioksidativni kompozitni indeks (%)

4.4.6.2.2. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na sadrzaj TPC u pogaci

Analiza uticaja razliCitih faktora na ekstrakciju TPC u pogaci pokazala je da je prinos
bio izmedu 1,36 i 2,32 mg GAE/g. Najveéi prinos TPC ostvaren je pri upotrebi 60% (v/v)
etanola, tokom trajanja ekstrakcije od 105 minuta, na 60°C, sa odnosom droga/rastvara¢ od
1:80 (m/v) (Tabela 37).

Uticaj faktora na sadrzaj TPC u pogaci je graficki predstavljen na Slici 38.
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Na Slici 39 je prikazan 3D prikaz uticaja temperature i etanola na TPC u pogaci.

46,00

39,00
32,0

b

g
A: Etanol (%) 80,00 25,00

B: Temperatura (°C)

C: Vreme 105 minuta
D: D: Odnos droga/rastvarac 1:80 (m/v)

Slika 39. 3D prikaz uticaja nezavisnih varijabli na TPC u pogaci

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koris¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, glasi:

TPC(mg GAE/g) = 1,88 — 0,334 + 0,07B + 0,05D — 0,204 + 0,13B% + 0,10D% (30)
Rezultati su pokazali znaajan uticaj koncentracije etanola, temperature i odnosa
droga/rastvarac, kao i njihovih kvadratnih efekata na vrednosti TPC. Koncentracija etanola je

imala negativan uticaj na sadrzaj TPC, za razliku od odnosa droga/rastvarac i temperature Sva
tri uticaja su bila nelinearne prirode.

4.4.6.2.3. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na sadrzaj TFC u pogaci

Analiza uticaja razli¢itih faktora na ekstrakciju TFC u pogaci je pokazala da je njihovo
sadrzaj varirao zmedu 7,41 i 38,02 mg CE/g. Najveci prinos TFC ostvaren je pri upotrebi 80%
(v/v) etanola, tokom trajanja ekstrakcije od 105 minuta, na 25°C, sa odnosom droga/rastvarac
od 1:65 (m/v) (Tabela 37).

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koris¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, glasi:

TFC (mg CE/g) = 15,18 + 9,17 x A (31)

Rezultati su pokazali da je jedini znacajan faktor koji pozitivno uti¢e na sadrzaj TFC u
pogaci koncentracija etanola. Ovi rezultati su u skladu sa studijom sprovedenom na
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nusproizvodima jabuke, koja je pokazala da vec¢a koncentracija etanola, u kombinaciji sa duzim
trajanjem ekstrakcije, dovodi do povecanja sadrzaja TFC (308).

4.4.6.2.4. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na ACI pogace

Analiza uticaja razliCitih faktora na rezultate testova antioksidativne aktivnosti i
vrednosti izra¢unatog ACI pogace pokazala je varijacije u ACI izmedu 5256 i 97,11 %.
Najvecéa vrednost ACI dobijen je upotrebom 60% (v/v) etanola, tokom trajanja ekstrakcije od
105 minuta, na 42,5°C, pri odnosu droga/rastvarac od 1:65 (m/v) (Tabela 37).

4.4.6.2.5. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na LBP i TCC u pogaci

Za sadrzaje LBP i TCC, test "Lack of Fit" pokazuje znacajnost, §to ukazuje na odredene
nedostatke u uskladenosti modela sa eksperimentalnim podacima. Matematicke jednacine, koje
opisuju ovu zavisnost koris¢enjem kodiranih vrednosti faktora su:

LBP (mg Glu/g) = 119,58 + 9,81B + 18,16C — 25,36BC + 32,80B2 + 23,29C2  (32)

Na osnovu prethodne jednacine je evidentno da na sadrzaj LBP trajanje ekstrakcije
utie pozitivno i da postoji interakcija izmedu vremena trajanja procesa ekstrakcije i
temperature. Produzeno trajanje ekstrakcije omogucava duzi kontakt izmedu rastvaraca i
biljnog materijala, §to omogucava difuziju i potpuniju ekstrakciju polisaharida. Zbog slozenosti
strukture i velike molekulske mase, potrebno je duze vremena za ekstrakciju, u poredenju sa
molekulima manjih molekulskih masa (309). Yin i Dang su takode pokazali pozitivan uticaj
trajanja procesa ekstrakcije i temperature, gde je nakon 5,5 sati prinos usao u fazu dinamicke
ravnoteze, uprkos daljem produzavanju vremena ekstrakcije (184). Sa povec¢anjem temperature
povecava se difuzija polisaharida u rastvarac, ali pove¢anje temperature preko 60°C dovodi do
smanjenja prinosa ekstrakcije (283).

TCC (mg/g) = 13,13 — 10,11 x A+ 4,11 X B —3,43 X D (33)

Povecanje koncentracija etanola negativno je uticalo na sadrzaj TCC, jer su karotenoidi
nepolarna jedinjenja, te je ekstrakcija etanolom otezana. Veée koncentracije etanola smanjuju
rastvorljivost karotenoida, pa je ekstrakcija efikasnija ukoliko se ekstrakcija vr$i uz dodatak
nekog nepolarnog rastvaraca (310). Sa druge strane, znacajna upotreba etanola pod visokim
pritiskom, moze biti efikasna zamena za aceton U ekstrakciji karotenoida. Ovo je vazno jer
prekomerna upotreba organskih rastvaraca predstavlja ozbiljan ekoloski problem (279).

4.4.7. Optimizacija procesa ekstrakcije pulpe

4.4.7.1. Skrining faktora koji uti¢u na ekstrakciju TPC, TFC i ACI u pulpi

Skrining test je sproveden sa ciljem identifikacije glavnih faktora koji uti¢u na sadrzaj
ukupnih polifenola (TPC) i flavonoida (TFC), kao i na testove in vitro antioksidativne
aktivnosti, gde je na osnovu dobijenih rezultata izracunat antioksidativni kompozitni indeks
(ACI). Dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 38.

Tabela 38. Sadrzaji TPC, TFC i ACI u toku faze skrininga
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X1 X2 X3 X4 Xs X6 X7 TPC TFC ACI

1 1 1 1 1 1 1 8.82 0.49 75,63
1 1 1 1 1 a1 1,96 0,12 36,13
1 1 1 1 1 1 1 128 082 99,53
1 1 1 1 1 1 1 8,95 0,61 77,19
1 1 1 1 1 a1 4 9,82 1,38 62,63
1 1 1 1 1 1 A 2,58 1,01 41,11
4 1 1 1 1 1 4 1,46 4,58 34,91
1 1 1 1 1 1 1 6,62 6,40 56,88

TPC — sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/Q); TFC — sadrzaj ukupnih flavonoida (mg
CE/g); ACI — antioksidativni kompozitni indeks (%)

X1
X2

X3
EACI

X4 EmTFC

X5 WTPC

X6

X7

-20 -10 0 10

Slika 40. Uticaj ispitivanih faktora (X1 — temperatura, X2 — vreme, X3 — odnos izmedu droge i
rastvaraca, X4 — tretman ultrazvukom, Xs— koncentracija etanola, Xe¢ — mesanje, X7 — prethodna
maceracija) na ekstrakciju TPC, TFC i ACI u pulpi

Na osnovu rezultata dobijenih u toku faze skrininga (Slika 40), kao faktori koji su imali
najveci uticaj na ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja (TPC i TFC) i antioksidativnu aktivnost
pulpe, izabrani su vreme trajanja ekstrakcije (X2), odnos droga/rastvara¢ (X3) i koncentracija
etanola (Xs), koji su dalje optimizovani koris¢enjem metodologije povrsine odgovora. Nakon
prethodne maceracije od 30 minuta, eksperimenti su vr$eni na konstantnoj temperaturi od 40°C
1 uz mesanje.
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4.4.7.2. Optimizacija ekstrakcije primenom metodologije povrsine odgovor

4.4.7.2.1. Statisticka procena modela

Statisticka analiza znaajnosti modela, sprovedena primenom analize varijanse
(ANOVA), omogucila je procenu znacajnih faktora, $to je prikazano u Tabeli 39. Kvadratni
modeli koji opisuju uticaj ispitivanih faktora na ekstrakciju ukupnih polifenola (TPC),
flavonoida (TFC) i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) u pulpi pokazali su se kao
statistiCki znacajni (p < 0,05). Visok koeficijent determinacije (R%) modela za TPC (0,93) i TFC
(0,99) ukazuje na dobro slaganje izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih vrednosti. Pored toga,
statisticki neznacajni rezultati za ,,Lack of Fit“ test (p > 0,05) potvrduju da ovi modeli
adekvatno opisuju zavisnost izmedu ispitivanih faktora i odgovora.

Tabela 39. Statisticki parametri nakon prilagodavanja eksperimentalnih podataka

df k\f’: dn::ta E\';Zg ?; It F-vrednost | p-vrednost
TPC
Model 4 16,46 4,12 34,45 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 2,78 2,78 23,31 0,0007
B — Odnos droga/rastvarac¢ 1 12,30 12,30 102,98 <0,0001
A? 1 0,88 0,88 7,40 0,0216
B2 1 0,59 0,59 4,92 0,0509
Ukupna greska 10 1,19 0,12
Lack of Fit 8 1,16 0,15 8,95 0,1044
Eksperimentalna greska 2 0,032 0,016
Ukupno 14 17,66
R? 0,93
TFC
Model 7 1,07 0,15 73,21 <0,0001
A — Koncentracija etanola 1 0,66 0,66 315,37 <0,0001
B — Odnos droga/rastvarac 1 0,17 0,17 83,74 <0,0001
C — Vreme 1 2,81*10° | 2,81*10° 1,35 0,2829
AB 1 0,031 0,031 14,73 0,0064
A? 1 0,027 0,027 12,83 0,0089
B2 1 0,13 0,13 62,45 <0,0001
C? 1 0,041 0,041 19,58 0,0031
Ukupna greska 7 0,015 2,08*103
Lack of Fit 5 0,011 2,27*10°3 1,42 0,4626
Eksperimentalna greska 2 3,20%10° | 1,60*10
Ukupno 14 1,08
R?2 0,99
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Rezultati eksperimenata u skladu sa BBD dizajnom za TPC, TFC i ACI za uzorak pulpe
su predstavljeni u Tabeli 40.

Tabela 40. Rezultati optimizacije ekstrakcije u skladu sa BBD dizajnom

N° Nezavisne varijable Zavisne varijable
A B C TPC TFC ACI
1 40 20 60 6,32 0,77 50,70
2 80 20 60 4,75 1,11 45,90
3 40 60 60 8,20 0,87 87,56
4 80 60 60 7,64 1,56 90,19
5 40 40 30 7,55 0,83 78,73
6 80 40 30 6,86 1,42 70,84
7 40 40 90 8,43 0,86 75,71
8 80 40 90 6,53 1,53 72,54
9 60 20 30 5,82 0,72 49,53
10 60 60 30 8,77 1,05 99,88
11 60 20 90 6,47 0,74 50,95
12 60 60 90 8,67 1,04 90,92
13 60 40 60 7,64 1,14 71,20
14 60 40 60 7,66 1,18 71,51
15 60 40 60 7,43 1,22 72,19

A—koncentracija etanola (%); B — odnos droga rastvara¢ (m/v); C—vreme (min); TPC — sadrzaj
ukupnih polifenola (mg GAE/g); TFC— sadrzaj ukupnih flavonoida (mg CE/g); ACI-
antioksidativni kompozitni indeks (%)

4.4.7.2.2. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na TPC u pulpi

Analiza uticaja razli¢itih faktora na ekstrakciju ukupnih polifenola u pulpi pokazala je
da je sadrzaj TPC bio izmedu 4,75 i 8,77 mg GAE/g. Najveca vrednost TPC dobijena je pri
upotrebi 60% (v/v) etanola, tokom 30 minuta, sa odnosom droga/rastvara¢ od 1:60 (m/v)
(Tabela 40).

Uticaj faktora na sadrzaj TPC u pulpi je grafic¢ki predstavljen na Slici 41.
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Slika 41. Uticaji koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢ na TPC u pulpi

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koriS¢enjem kodiranih vrednosti
faktora, glasi:

TPC (mg GAE/g) = 7,72 — 0,59 X A + 1,24 X B — 0,49 X A% — 0,40 x B2 (34)

Rezultati su pokazali da znacajan uticaj na sadrzaj TPC pulpe imaju koncentracija
etanola, odnos droga/rastvara¢ i njihov kvadratni efekat vremena. Odnos droga/rastvarac je
imao znacajan pozitivan uticaj, dok je povecanje koncentracije etanola negativno uticalo na
sadrzaj TPC. Drugi autori su takode utvrdili najve¢i sadrzaj TPC pri koncentraciji etanola od
60%, gde je daljim porastom sadrzaj opadao (209).

4.4.7.2.3. Analiza uticaja odabranih nezavisnih varijabli na TFC u pulpi
Analiza uticaja razli¢itih faktora na ekstrakciju TFC u pulpi pokazala je da je njihov
sadrzaj bio izmedu 0,72 i 1,56 mg CE/g. Najve¢i TFC ostvaren je pri upotrebi 80% (v/v)

etanola, tokom 60 minuta, sa odnosom droga/rastvara¢ 1:60 (m/v) (Tabela 40).

Uticaj faktora na sadrzaj TFC u pulpi, kao i interakcije su graficki predstavljene na Slici
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Slika 42. Uticaji koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢, kao i njihove interakcije na
TFC u pulpi

Matematicka jednacina, koja opisuje ovu zavisnost koriséenjem kodiranih vrednosti
faktora, glasi:

TFC (mg/g) = 1,18 + 0,294 + 0,158 + 0,019C + 0,0884B + 0,0854%2 — 0,19B% — 0,11C% (35)
Rezultati su pokazali znacajan uticaj koncentracije etanola, odnosa droga/rastvarac,

vremena, kao i njihovih kvadratnih efekata na sadrzaj TFC u pulpi. Pored toga, uocene su
interakcije izmedu koncentracije etanola i odnosa droga rastvarac. Koncentracija etanola,
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odnos droga/rastvara¢, i njihova interakcija, kao i faktor vremena trajanja ekstrakcije su imali
pozitivan uticaj na sadrzaj TFC.

4.4.7.2.4. Antienzimske aktivnosti optimizovanog ekstrakta pulpe

Antienzimske aktivnosti pripremljenog 60 % etanolnog ekstrakta pulpe, sa odnosom
droga/rastvara¢ 1:60 (m/v), i vremenom trajanja ekstrakcije od 30 minuta su predstavljeni u
Tabeli 41.

Tabela 41. Antienzimske aktivnosti optimizovanog ekstrakta pulpe (1Cso mg/mL)

Enzim
a-amilaza a-glukozidaza tirozinaza acetilholinesteraza
3,59 +0,11 10,47 + 0,35 2,77 + 0,05 7,48 + 0,04

Dobijeni rezultati potvrduju antienzimski potencijal optimizovanog ekstrakta pulpe, sa
najizrazenijom inhibitornom aktivno§éu na enzim tirozinazu. Utvrdena anti-tirozinazna
aktivnost ekstrakta pulpe dobijena pod optimizovanim uslovima esktrakcije (ICsg 2,77 mg/ml)
je oko tri puta izrazenija u odnosu na prethodni dobijeni rezultat za metanolni ekstrakt pulpe
(ICs0 8,89 mg/mL). Medutim, u odnosu na metanolni ekstrakt pulpe (IC50 3,11 mg/mL),
ekstrakt pulpe pod optimizovanim uslovima ekstrakcije je pokazao za oko dva puta slabiju
acetilholinesteraznu inhibitornu aktivnost (1C50 3,11 mg/mL).
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5. ZAKLJUCAK

5.1. Zakljudci prve faze istrazivanja

U okviru prve faze istrazivanja izvrSena je analiza hemijskog sastava svezih plodova L.

barbarum ,,No.1” (LB), L. barbarum var. aurauticarpum ,,Amber Sweet Goji” (LBa) i
L.ruthenicum (LR), prikupljenih sa plantaze u NiSu (juzna Srbija), kao i hemijskog sastava
liofilizovanih plodova L.barbarum prikupljenih sa plantaza iz razlicitih regiona Srbije:
Vojvodina (Subotica i Ruma), juzna Srbija (Ni8), beogradski region (Beograd i Smederevo) i
zapadna Srbija (Pozega). Ispitivanje je obuhvatilo odredivanje osnovnih nutritivnih parametara
i izraCunavanje energetske vrednosti, zatim analizu fizicko-hemijskih parametara, kao i
hemijsku karakterizaciju ispitivanih uzoraka u pogledu sadrZaja mineralnih materija, masnih
kiselina, fitosterola, provitamina vitamina C (AA-2BG), kao i sadrzaja ukupnih polisaharida,
ukupnih karotenoida i polifenolnih jedinjenja. Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

Analiza osnovnog nutritivnog sastava je pokazala da su svezi plodovi LB imali znacajno
vec¢i sadrzaj ukupnih masti, dostupnih ugljenih hidrata, dok se vrednosti sadrzaja ukupnih
proteina i ukupnog pepela nisu znacajno razlikovale medu plodovima razli¢itih Lycium
vrsta. Energetska vrednost svezih plodova LR je bila za 38 % niza od plodova LB i oko 30
% od plodova LBa. Sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana je bio slican u svezim plodovima LB
i LBa i znacajno je bio vec¢i od sadrzaja u svezim plodovima LR.

Rezultati fizicko-hemijskih parametara (TSS, TA, odnos (TSS/TA) i pH vrednosti), kao
indikatora senzornog kvaliteta, ukazali su na izraZeniji sladak ukus plodova LB u odnosu
na plodove LR.

Sadrzaj kalcijuma i gvozda u plodovima LB je bio oko dva puta veci u odnosu na plodove
LBa. Osim natrijuma i kalcijuma, sadrzaj minerala u plodovima LR je bio nizi u poredenju
sa plodovima LB i LBa.

Najzastupljenije masne kiseline u analiziranim svezim plodovima godzi su bile linolna,
oleinska, palmitinska i stearinska kiselina, koje su ¢inile oko 95 % od ukupnih masnih
kiselina. Plodovi LR su imali najvec¢i sadrzaj ZMK, dok su plodovi LBa imali najveci
sadrzaj PNMK.

U svezim plodovima LB odreden je veci sadrzaj AA-2BG u odnosu na sveze plodove, dok
njegovo prisustvo nije utvrdeno u plodovima LR.

Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i ukupnih tanina (TT) svezih plodova LR je bio oko dva
puta veci u poredenju sa plodovima LB i LBa. Plodovi LR su imali najnizi sadrzaj ukupnih
flavonoida (TFC). Za razliku od plodova LR, prisustvo antocijana nije utvrdeno u
plodovima LB i LBa.

U ekstraktima lifoilizovanih plodova LB utvrdeno je prisustvo ukupno sedam fenolnih
jedinjenja. Najzastupljenije fenolkarboksilne kiseline su bile hlorogenska i galna, dok je
prisustvo ferulinske kiseline (SU, PZ, BG), kemferola (SD, BG, NI, RU) i kvercetina (SU,
PZ, BG, NI) utvrdeno samo u nekim uzorcima.
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= U metanolnom ekstraktu liofilizovanog ploda LR identifikovano je prisustvo Sest glikozida
antocijana, ukljucujuéi delfinidin, malvidin, i Cetiri derivata petunidina, kao i hlorogenske
i dikafeoilhininske kiseline.

= U liofilizovanim plodovima LB sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji identifikovano je i
kvantifikovano deset fitosterola, od kojih su najzastupljeniji bili B-sitosterol (18-26 %),
A5-avenasterol (15-20 %) i 24-metildesmosterol (13-17 %).

= U liofilizovanim plodovima LB iz Srbije, po prvi put je utvrdeno prisustvo 24-
metildesmosterola, §to moze biti potencijalni marker za identifikaciju plodova LB
poreklom iz Srbije.

= Nutritivni sastav 1 sadrzaj bioaktivnih jedinjenja se znacajno razlikovao izmedu
liofilizovanih uzoraka LB prikupljenih sa razli¢itih lokaliteta.

5.2. Zakljudci druge faze istraZivanja

U okviru druge faze istrazivanja izvrSena je analiza in vitro bioloskih aktivnosti
vodenometanolnih ekstrakata svezih plodova godzi razlic¢itih Lycium vrsta i liofilizovanih
plodova L.barbarum prikupljenih sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji, Antioksidantna aktivnost
vodenometanolnih ekstrakata svezih i/ili liofilizovanih plodova godzi izvrSena je ispitivanjem
antiradikalske i redukcione sposobnosti, kao i ispitivanjem inhibicije lipidne peroksidacije.
Antienzimski potencijal vodenometanolnih ekstrakta liofilizovanih plodova LB i LR procenjen
je na osnovu sposobnosti inhibicije enzima: a-amilaze, a-glukozidaze, tirozinaze i
acetilholinesteraze, Takode, izvrSena je analiza antimikrobne aktivnosti svezih 1 liofilizovanih
plodova godzi. Dodatno, za liofilizovani vodenometanolni ekstrakt LR izvrSena je analiza
inhibicije enzima 15-lipoksigenaze, kao i ispitivanje prebiotske aktivnosti. Na osnovu
dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

» Vodenometanolni ekstrakti plodova LR su pokazali najizraZeniju redukcionu aktivnost
(FRAP, CUPRAC) i sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (DPPH, ABTS), dok je
za ekstrakte plodova LB i LBa utvrden veci kapacitet inhibicije lipidne peroksidacije.

= Antioksidativni kompozitni indeks (ACI) za vodenometanolni ekstrakt plodova LR je bio
oko 1,7 puta ve¢i u odnosu na vodenometanolne ekstrakte plodova LB 1 LBa.

= Vodenometanolni ekstrakti uzoraka liofilizovanih plodova LB u kojima je utvrden najveéi
sadrzaj TPC, kao 1 prisustvo hlorogenske kiseline, kafene kiseline i1 derivata kvercetina,
pokazali su izraZenije antioksidativne efekte.

= Vodenometanolni ekstrakti liofilizovanih plodova LB su pokazali oko dva puta izrazeniji
inhibitorni potencijal prema a-amilazi (ICso je bio u rasponu od 1,68 do 2,83 mg/mL) u
poredenju sa a-glukozidazom (ICso je bio rasponu izmedu 5,32 do 6,88 mg/mL) ali slabije
efekte u poredenju sa akarbozom za koju su ICsp vrednosti iznosile 5,27 pg/mL za a-
amilazu i 110 ng/mL za a-glukozidazu.

= Vodenometanolni ekstrakti liofilizovanih plodova LB pokazali su antitirozinaznu aktivnost
(ICso vrednosti su bile u rasponima od 3,96 do 4,85 mg/mL) i acetilholinesteraznu aktivnost
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(ICso vrednosti su bile u rasponu od 4,84 do 6,20 mg/mL), ali slabiju u odnosu na koji¢nu
kiselinu (1Cso =16,43 pg/mL) i galantamin (ICsp = 0,45 pg/mL), kao pozitivne kontrole.

» Najizrazenija antimikrobna aktivnost utvrdena je za vodenometanolni ekstrakt plodova
LBa, koji je u koncentraciji od 2 mg/mL inhibirao rast tri Gram-negativne bakterije (C.
pneumoniae, S. aboni i P. aeruginosa), kao i gljivicu C. albicans.

= Zarazliku od vodenometanolniih ekstrakata plodova LB i LBa, ekstrakt plodova LR, koji
je bogat antocijanima, nije pokazao inhibitorni efekat na rast mikroorganizama, u
ispitivanim koncentracijama (0,125-2 mg/mL).

= Vodenometanolni ekstrakt plodova LR u koncentracijama od 0,3 do 5,0 mg/mL, na dozno-
zavisan nacin promovisao je rast probiotskih sojeva mikroorganizama, u rasponu od 111,4
% do 229,2 % u odnosu na kontrolu. Posebno izrazen prebiotski potencijal je utvrden na

......

5.3. Zakljucci treée faze istrazivanja

= U okviru trece faze istrazivanja izvrSena je optimizacija ekstrakcije, nakon ¢ega je u
ekstraktima liofilizovanih plodova LB povecan sadrzaj ukupnih polifenola i ukupnih
flavonoida, uz istovremeno povecéanje antioksidativnog potencijala.

= Primenom Plackett-Burman dizajna identifikovani su klju¢ni parametri ekstrakcije:
vreme, odnos droga/rastvara¢ i koncentracija etanola, ¢iji uticaj je dalje optimizovan
koris¢enjem centralnog kompozitnog dizajna i analizom metodologije povrSine
odgovora.

=  Optimalni uslovi za ekstrakciju obuhvatali su upotrebu 60% etanola (v/v), odnos
droga/rastvara¢ 1:60 (m/v) i vreme ekstrakcije od 30 minuta.

= Ekstrakti pripremljeni pod prethodno definisanim uslovima, uz prethodnu maceraciju
od 30 minuta na konstantnoj temperaturi od 40°C uz kontinuirano mesanje, pokazali su
izrazeniju antienzimsku aktivnost u poredenju sa ekstraktima iz prethodne faze
istrazivanja, Sto ukazuje na adekvatnost modela ekstrakcije,

5.4. Zakljucci Cetvrte faze

U okviru Cetvrte faze istrazivanja izvrSena je analiza hemijskog sastava i in vitro
antioksidativne i antienzimske aktivnosti sporednih proizvoda prerade plodova LB (pulpa i
pogaca), kao i optimizacija ekstrakcije njihovih bioaktivnih jedinjenja. Na osnovu dobijenih
rezultata mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

= Sadrzaj ukupnog pepela, koji ukazuje na sadrzaj minerala, znacajno je veci u pulpi,
nego u pogaci. Ukupni sadrzaj masti u pogaci je bio oko 3,5 puta vec¢i nego u pulpi.
Sadrzaj ukupnih proteina u pulpi je iznosio 16,8 %, dok je u pogaci bio 19,6 %.

= Sadrzaj NDV 1 RDV u pulpi 1 pogaci iznosio je 6,51 % 1 44,66 %, odnosno 7,44 % 1
52,40 %, Sto ove nusproizvode svrstava u kategoriju ,,bogatih izvora vlakana®.
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= Pulpa je sadrzala ve¢i udeo palmitinske i oleinske kiseline u poredenju sa pogacom,
dok je pogaca imala znac¢ajno vec¢i udeo linolne kiseline.

= Utvrdene su znacajne razlike u mineralnom sastavu i sadrzaju biokaitvnih jedinjenja
izmedu sporednih proizvoda prerade plodova godzi.

= Veci sadrzaj TPC i LBP je odreden u ekstraktima pulpe u poredenju sa ekstraktima
pogace.

= Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti vodenih, etanolnih i metanolnih
ekstrakata nusproizvoda pokazala su znacajne razlike izmedu pulpe i pogace, kao i
izmedu ekstrakata dobijenih koriS¢enjem razli¢itih rastvaraca.

= Analiza inhibicije enzima pokazala je razlike u antienzimskoj aktivnosti izmedu
nusproizvoda plodova godzi, pri ¢emu su ekstrakti pulpe pokazali snazniji antienzimski
potencijal na sve ispitivane enzime u poredenju sa ekstraktima pogace.

= Optimizacija ekstrakcije pokazala je da izbor rastvaraca znacajno utice na efikasnost
izolacije bioaktivnih jedinjenja, pri ¢emu se voda pokazala najefikasnijom za
ekstrakciju polifenola iz pulpe, a kombinacija vode i etanola za pogacu.

= Optimalni uslovi za ekstrakciju obuhvatali su upotrebu 60% etanola (v/v), odnos
droga/rastvara¢ 1:60 (m/v) i vreme ekstrakcije od 30 minuta.

= Utvrdena anti-tirozinazna aktivnost ekstrakta pulpe dobijena pod optimizovanim
uslovima esktrakcije (ICso= 2,77 mg/mL) je bila oko tri puta izrazenija u odnosu na
antitirozinaznu aktivnost za metanolni ekstrakt pulpe (ICso= 8,89 mg/mL).

5.5. Sveobuhvatni zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je analiza hemijskih i nutritivnih
karakteristika, kao i in vitro bioloskih aktivnosti plodova svezih i/ili liofilizovanih plodova L.
barbarum i L. ruthenicum, kao i sporednih proizvoda prerade plodova L.barbarum, sa
posebnim fokusom na optimizaciju ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja. Rezultati istrazivanja su
potvrdili znacajne razlike u hemijskom sastavu izmedu plodova razlicitih vrsta Lycium gajenih
u Srbiji. Razlike u nutritivnim karakteristikama, sadrzaju bioaktivnih jedinjenja i posledi¢no
bioloSkim aktivnostima izmedu plodova godzi prikupljenih sa razli€itih lokaliteta, ukazuje na
znacajan uticaj klimatskih uslova, kao i primenjenih agrotehnickih mera. Sporedni proizvodi
prerade plodova godzi, pulpa i pogaca, predstavljaju potencijalne nove izvore proteina,
vlakana, kao i drugih bioaktivnih jedinjenja. Optimizacija procesa ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja, poput ukupnih polifenola, flavonoida i polisaharida, uz poveéanje antioksidativnog
I antienzimskog potencijala dobijenih ekstrakata, moze uticati na potencijalnu primenu plodova
i sporednih proizvoda prerade plodova godzi u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
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7. BIOGRAFIJA AUTORA

Tijana D. Ili¢ rodena je 11.09.1994. godine u Smederevu. Osnovnu skolu ,,Dositej
Obradovi¢“ zavrsila je u Smederevu, a srednju Farmaceutsko-fizioterapeutsku skolu u
Beogradu, obe kao nosilac Vukove diplome.

Skolske 2013/14. godine upisala je integrisane akademske studije Farmacija-medicinska
biohemija na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. U toku studiranja bila je
stipendista Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, Fonda za
mlade talente Republike Srbije (stipendija Dositeja), Fondacije Studenica, CEEPUS programa,
kao 1 grada Smedereva. Bila je ¢lan Studentskog parlamenta Farmaceutskog fakulteta,
predstavnik studenata smera Farmacija-medicinska biohemija i ¢lan Komisije za akreditaciju
studijskog programa Farmacija-medicinska biohemija. Deo eksperimentalnog zavr$nog rada
po nazivom ,,Uticaj oksidativnog stresa i zivotnih navika na duzinu telomera kod zdravih
osoba* uradila je na Katedri za klinicku biohemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Ljubljani, u okviru srednjoevropskog programa za razmenu studenata i nastavnog osoblja
(CEEPUS). Zavrsni rad je odbranila u septembru 2018. godine sa ocenom 10 i prose¢nom
ocenom tokom studiranja 9,64. Po obavljenom pripravni¢kom stazu u laboratoriji Specijalne
bolnice za cerebrovaskularne bolesti “Sveti Sava” u Beogradu, polozila je struéni ispit u julu
2019. godine.

Doktorske akademske studije na Univerzitetu u Beogradu-Farmaceutskom fakultetu, modul
Bromatologija, upisala je akademske 2018/19. godine i polozila je sve ispite sa prose¢nom
ocenom 10.

Na osnovu rezultata konkursa Drugog poziva za ukljucivanje 100 talentovanih mladih
istrazivaca-studenata doktorskih akademskih studija za uces¢e na naucnoistrazivackim
projektima, od februara 2019. godine, u zvanju istrazivac-pripravnik, zaposlena je na
Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Tokom 2019. godine, bila je angazovana
na projektu ,,Unapredenje i razvoj higijenskih i tehnoloskih postupaka u proizvodnji namirnica
Zivotinjskog porekla u cilju dobijanja kvalitetnih i bezbednih proizvoda konkurentnih na
svetskom trzistu‘, 11146009, finansiranom od strane Ministarstva prosvete, nauke 1 tehnoloskog
razvoja Republike Srbije. Nakon prijvljene teme doktorske disertacije pod nazivom “Hemijski
sastav i bioloska aktivnost plodova Lycium barbarum L. i L. ruthenicum Murr. (Solanaceae)
gajenih u Srbiji”, od marta 2022. godine, u zvanju je istrazivac¢-saradnik.

Autor je 1 koautur radova saopStenih na nau¢nim skupovima medunarodnog i nacionalnog
znacaja Stampani u izvodu, od ¢ega je 7 radova objavljeno u ¢asopisima sa SCI liste

Osim istrazivackog rada, uCestvuje u realizaciji prakticne nastave na obaveznim 1 izbornim
predmetima Katedre za bromatologiju. U anketama studentskog vrednovanja pedagoskog rada
nastavnika i saradnika ocenjivana je najvisim ocenama. Bila je ¢lan komisija za izradu i
odbranu vise od 80 zavr$nih radova na integrisanim akademskim studijama farmacije i
farmacije-medicinske biohemije. Clan je Drustva za ishranu Srbije i Saveza farmaceutskih
udruzenja Srbije.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora Tijana Ili¢
Broj indeksa 24/2018

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Hemijski sastav i bioloska aktivnost plodova Lycium barbarum L. i L. ruthenicum Murr.
(Solanaceae) gajenih u Srbiji

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora: Tijana Ili¢

Broj indeksa: 24/2018

Studijski program: Doktorske akademske studije — bromatologija

Naslov rada: Hemijski sastav i bioloska aktivnost plodova Lycium barbarum L.
I L. ruthenicum Murr. (Solanaceae) gajenih u Srbiji

Mentor: dr sc. Bojana Vidovi¢, vanredni profesor

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

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci u vezi sa dobijanjem akademskog
naziva doktora nauka, kao $to su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja 1 datum

odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koriS¢enju

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

,Hemijski sastav i bioloska aktivnost plodova Lycium barbarum L. i L.
ruthenicum Murr. (Solanaceae) gajenih u Srbiji*
koja je moje autorsko delo.

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

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

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)
(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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