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lzvod

Aromati¢na biljna vrsta timijan (Thymus vulgaris) ima Siroku primjenu u svakodnevnom Zivotu,
narodnoj medicini, ali i u farmaceutskoj industriji. Antioksidativna svojstva ljekovitih i aromati¢nih
biljaka, samim tim i timijana, poti¢u najées¢e od fenola, flavonoida i tanina. Preradom ljekovitog i
aromati¢nog bilja, tj. izolovanjem etarskih ulja, zaostaje otpad (biomasa) koja je potencijalno bogata
bioloski aktivnim jedinjenjima. Sa ekonomskog stanovista, koris¢enje ovog otpada je opravdano jer
je jeftina sirovina za dobijanje drugih, vrijednih proizvoda ¢ija je namjena raznolika. Jedan od
razloga za ovaj nacin iskoriS¢enja otpada je i povecana potraznja za prirodnim antioksidantima, koji
mogu da zamijene potencijalno Stetne sintetske antioksidante. Upravo zbog toga, predmet
istrazivanja ovog master rada je odredivanje flavonoida, fenola i tanina u otpadnom biljnom
materijalu nakon hidrodestilacije lista timijana, primjenom razli¢itih metoda ekstrakcije.

Za dobijanje ekstrakata postdestilacionog otpada timijana primijenjene su tri razlicite tehnike
ekstrakcije: Soxhlet ekstrakcija, ultrazvuc¢na ekstrakcija i maceracija. Ispitano je koja metoda
ekstrakcije daje najbogatiji ekstrakt u pogledu sadrzaja flavonoida, fenola i tanina primjenom 70% i
96% etanola kao rastvaraca.

Folin-Ciocalteu metodom odreden je sadrzaj ukupnih fenola u svim ekstraktima, za kvantitativno
odredivanje flavonoida iskori§¢ena je metoda po Kristu i Muleru, dok su tanini odredeni metodom
koja je opisana u Evropskoj farmakopeji Ph. Eur. 9.0 Koli¢ina fenola krece se od 9,9 do 50,26 mg
GAE/ 100 g suvog lista timijana, koli¢ina flavonoida od 0,72 do 57,6 mg QE/ 100 g suvog lista
timijana, dok je sadrzaj tanina bio u opsegu od 0,31 do 2,94%. Dobijeni rezultati ukazuju na zna¢ajnu
prisutnost navedenih bioaktivnih supstanci u ekstraktima.

Antioksidanti su zasluzni za sprijeavanje oksidacije drugih supstanci, a u bioloskim sistemima
neutraliSu slobodne radikale, zbog Cega su veoma znaCajni. U ovoj master tezi ispitana je
antioksidativna  aktivnost ekstrakata dobijenih iz  postdestilacionog otpada timijana
spektrofotometrijski, primjenom DPPH metode i FRAP metode, a vrSena je i korelaciona analiza
sadrzaja flavonoida, ukupnih fenola, tanina i antioksidativne aktivnosti postdestilacionog otpada
timijana. U ispitivanim ekstraktima timijana utvrden je jak stepen negativne korelacije izmedu
DPPH metode i tanina (-0,886).

Kljucne rijeci: timijan, postdestilacioni biootpad timijana, fenoli, flavonoidi, tanini, antioksidativna
aktivnost, DPPH metoda, FRAP metoda



Abstract

The aromatic plant species thyme (Thymus vulgaris) is widely used in everyday life, traditional
medicine, but also in the pharmaceutical industry. The antioxidant properties of medicinal and
aromatic plants, including thyme, come mainly from phenols, flavonoids and tannins. By processing
medicinal and aromatic herbs, i.e. by isolating essential oils, waste (biomass) is left behind, which
is potentially rich in biologically active compounds. From an economic point of view, the use of this
waste is justified because it is a cheap raw material for obtaining other, valuable products whose
purpose is varied. One of the reasons for this way of using waste is the increased demand for natural
antioxidants, which can replace potentially harmful synthetic antioxidants. Precisely because of this,
the subject of research in this master's thesis is the determination of flavonoids, phenols and tannins
in waste plant material after hydrodistillation of thyme leaves, using different extraction methods.
Three different extraction techniques were used to obtain extracts of thyme post-distillation waste:
Soxhlet extraction, ultrasonic extraction and maceration. It was investigated which extraction
method gives the richest extract in terms of flavonoid, phenol and tannin content using 70% and
96% ethanol as a solvent.

The Folin-Ciocalteu method was used to determine the content of total phenols in all extracts, for
the quantitative determination of flavonoids the Christ and Muller method was used, while tannins
were determined using the method described in the European Pharmacopoeia Ph. Eur. 9.0 The
amount of phenols ranges from 9.9 to 50.26 mg GAE/ 100 g of dry thyme leaf, the amount of
flavonoids from 0.72 to 57.6 mg QE/ 100 g of dry thyme leaf, while the tannin content was in the
range of 0,31 to 2.94%. The obtained results indicate a significant presence of the mentioned
bioactive substances in the extracts.

Antioxidants are responsible for preventing the oxidation of other substances, and in biological
systems they neutralize free radicals, which is why they are very important. In this master's thesis,
the antioxidant activity of extracts obtained from thyme post-distillation waste was examined
spectrophotometrically, using the DPPH method and the FRAP method, and a correlation analysis
of the content of flavonoids, total phenols, tannins and antioxidant activity of thyme post-distillation
waste was performed. In the tested thyme extracts, a strong degree of negative correlation was found
between the DPPH method and tannins (-0.886).

Keywords: thyme, thyme post-distillation waste, phenols, flavonoids, tannins, antioxidant activity,
DPPH method, FRAP method
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1. UVOD

Sve je vise ljudi alergi¢no na kozmeticka sredstva, a uzrok tome je industrijska proizvodnja
preparata koji sadrze sintetske konzervanse (Tasi¢, 2017). Zamjena sintetskih antioksidanata
polifenolnim jedinjenjima, kao prirodnim antioksidantima, posebno privlaci paznju istrazivaca.
Polifenole karakterise Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao Sto su antioksidativna, antifungalna 1
antimikrobna aktivnost (Milutinovi¢ i sar., 2017). Takode, polifenolna jedinjenja imaju zasStitnu
ulogu u hrani i farmaceutskim proizvodima, tako $to usporavaju promjene izazvane oksidacionim
procesima i razvoj patoloSkih procesa uzrokovanih oksidativnim stresom (Gulcin, 2020).
Oksidativni stres karakteriSe povecana proizvodnja slobodnih radikala, pri ¢emu moze do¢i do
oksidativne degradacije proteina, nezasi¢enih masnih kiselina, ugljenih hidrata i nukleinskih
kiselina koje dovode do mnogih patofizioloskih stanja kao §to su ateroskleroza, kardiovaskularne
bolesti, artritis, astma, Parkinsonova i Alchajmerova bolest, autoimuni poremecaji i rak.
Formiranje slobodnih radikala se prirodno kontrolise jedinjenjima koji se nazivaju antioksidanti.
Polifenoli kao §to su flavonoidi 1 antocijanidini imaju svojstva helatiranja metala. Oni vezuju 1
stabilizuju redoks aktivne metale ¢ime inhibiraju njihovo uc¢esce u Stetnim reakcijama (KuliSic i
sar., 2005). Nusproizvodi voca i povrca predstavljaju potencijalni izvor ovih supstanci. Bioloska
svojstva ekstrakata, dobijenih iz biljnog materijala, poticu od jedinjenja kao $to su fenolni sastojci,
terpeni i flavonoidi (Dina i sar., 2022; Omre i sar., 2018).

Aromati¢ne biljke su Siroko proucavane jer predstavljaju bogat izvor fenolnih jedinjenja, prirodnih
antioksidanata i antimikrobnih supstanci koje se relativno lako mogu izolovati primjenom
razli¢itih rastvarata i metoda ekstrakcije (Kulisi¢ i sar., 2015; Predescu i sar., 2020). Sa
ekonomskog aspekta, njihov znacaj ogleda se kroz upotrebu ovih vrsta kao ljekovitih, za¢inskih 1
ukrasnih biljaka (Cancarevié i sar., 2013). Ekstrakcija predstavlja koncentrisanje i izdvajanje
odredenih biljnih sastojaka iz biljnog tkiva pomocu selektivnih rastvaraca i njen cilj je da se dobiju
terapeutski Zeljeni proizvodi u dovoljnoj koli¢ini 1 da se uklone nepozeljne supstance (Elgndi,
2012).

Timijan (Thymus vulgaris L.) je biljka koja pripada porodici usnatica (Lamiaceae) za koju je
karakteristi¢no da sadrZi fenolna jedinjenja. Etarsko ulje se nalazi u Zljezdanim trihomama 1 od
njega potic¢e aroma. Koli¢ina etarskog ulja timijana u listovima je mala (0.8-2.6%), tako da vecina
biljnog materijala ostaje neiskori$¢ena nakon procesa hidrodestilacije (Gavari¢ i sar., 2015a).
Odnedavno su nusproizvodi prehrambene industrije i poljoprivredni otpad poceli da se koriste kao
sirovina za dobijanje bioaktivnih jedinjenja (Pavli¢ i sar., 2018; Nikoli¢ i sar., 2019). Ovi
nusproizvodi predstavljaju biljni materijal losijeg kvaliteta i/ili neupotrijebljeni dio biljke koji nije
komercijalno eksploatisan i1 on predstavlja mocan izvor bioaktivnih sastojaka. Sve veca potraznja
za prirodnim antioksidantima jedan je od razloga iskoriS¢enja biljnog otpada koji je bogat
polifenolima, Sto predstavlja veliki izazov za prehrambenu industriju (Kuli$i¢ i sar., 2015).



Osnovni ciljevi ove master teze su odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i tanina u ekstraktima
dobijenim razli¢itim metodama ekstrakcije u postdestilacionoj biomasi timijana (Thymus vulgaris
L), kao i dokazivanje njenog antioksidativnog potencijala.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. LJEKOVITO I AROMATICNO BILJE

Tradicionalna medicina predstavlja najpristupacniji izvor lijeCenja u sistemu primarne zdravstvene
zastite. Biljke se upotrebljavaju u svrhu lije¢enja od davnina. Spisi ukazuju na terapijsku upotrebu
biljaka ¢ak i 5000 godina p. n. e. Kinezi su prvi koristili prirodne biljne preparate kao ljekove.
Tradicionalna medicina je u odnosu na modernu medicinu sve popularnija iz istorijskih i
kulturoloskih razloga. Vazne prednosti koje se navode za terapeutsku upotrebu ljekovitog bilja
kod razli¢itih oboljenja je njihova bezbjednost, efikasnost i laka dostupnost (Hosseinzadeh i sar.,
2015; Khazim Al-Asmari et al, 2017). Prirodni proizvodi imaju minimalne nezeljene efekte i
kompatibilniji su sa ljudskom fiziologijom u odnosu na sintetske proizvode jer su i sami prirodnog
porijekla. Danas se biljni proizvodi, koriste u mnogim industrijama i imaju visoku komercijalnu
vrijednost. Interesovanje za prirodnim proizvodima i njihova primjena je sve veca (Perez, 2021).

Ekstrakti dobijeni iz ljekovitih i aromati¢nih biljaka su veoma interesantni za razvoj i pripremu
ljekova alternativne medicine i aditiva u hrani (Hossain i sar., 2013). Zahvaljuju¢i sadrzaju
etarskog ulja i polifenola, ove biljke sluze kao pojacivaci arome i ukusa, nalaze primjenu u
parfimeriji i kozmetologiji i pokazuju antioksidativna, antimikrobna i antivirusna svojstva (Moisa
i sar., 2018). Neke od ovih biljaka su koris¢ene u tradicionalnoj medicini od davnina i dostupne su
na trzistu kao infuzi, tablete i/ili ekstrakti (Angelov i sar., 2015). Jedna od najvaznijih porodica
ljekovitih biljaka bogata isparljivim uljima i bioloski aktivnim jedinjenjima je porodica Lamiaceae
koja ima preko 3000 vrsta (Moisa i sar., 2018).

Bioloski aktivna jedinjenja koja se nalaze u biljkama nazivaju se fitohemikalije. Fitohemikalije se
mogu naci u razli¢itim djelovima biljke, npr. liséu, kori, sjemenu, cvijecu, korijenju, koji se koriste
kao ljekovit izvor (Ingle i sar., 2016). One su potrebne biljkama jer predstavljaju odbrambeni
mehanizam od patogena i raznih bolesti, a takode su vazne i za zdravlje ljudi jer pokazuju razli¢ite
bioloske aktivnosti. Vecina ovih biohemikalija se unosi hranom kao $to su voce i povrce, pa se
savjetuje Sto vec¢i unos ovih namirnica (Majekodunmi, 2015).

2.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILIJKE, ETARSKO ULJE

U tradicionalnoj medicini ljudi imaju velike Kkoristi od biljaka i njihovih sekundarnih metabolita
(Micucci i sar., 2020). Biljni metaboliti su jedinjenja koja sintetiSu i luce biljke. Nalaze se u
razli¢itim biljnim vrstama, a medusobno se razlikuju po fizi¢kim, hemijskim i bioloskim
svojstvima. Mogu se podijeliti na primarne i sekundarne biljne metabolite. Primarni metaboliti su
esencijalni za rast i razvoj biljke i omogucavaju osnovne funkcije u ¢eliji. Tu se ubrajaju ugljeni
hidrati, proteini 1 nukleinske kiseline. Uloga sekundarnih metabolita je u zastiti biljke od
oksidativnog stresa 1 ultraljubiastog zraCenja. Sekundarnim metabolitima pripada vecina



farmakoloski aktivnih sastojaka biljaka 1 njih karakteriSe velika strukturna raznovrsnost (Kvrgic,
2016; Dragovi¢, 2020).

Glavnu grupu sekundarnih biljnih metabolita predstavljaju fenoli i polifenoli koji imaju najmanje
jedan fenolni prsten u njihovom molekulu. Antioksidativno ponasanje fenolnih jedinjenja zavisi
od broja hidroksi grupa, njihovog medusobnog poloZaja i mjesta vezivanja za aromati¢ni prsten.
Mnoge biljke proizvode bioloski aktivne sekundarne metabolite kao dio svog odbrambenog
mehanizma i oni djeluju kao insekticidi ili fungicidi (Trivellini i sar., 2015). Antioksidativna
svojstva uglavnom se pripisuju polifenolima, najzastupljenijim sekundarnim metabolitima u vocu,
povréu, bilju i za¢inima (Vergara-Salinas i sar., 2012).

Vecina biljaka koja pripada porodici Lamiaceae predstavlja bogat izvor sekundarnih metabolita sa
dobro poznatim farmakoloskim aktivnostima. Skorija istrazivanja su pokazala potencijal za razvoj
novih proizvoda u sektorima kao Sto su farmaceutska, kozmeticka i prehrambena industrija.
Posebno je poraslo interesovanje u prehrambenoj industriji u cilju zamjene sintetskih
antioksidanata i aditiva prirodnim proizvodima (Celano i sar., 2017). Farmaceutska svojstva
aromati¢nih biljaka djelimi¢no se pripisuju etarskim uljima. Etarska ulja su isparljiva, prirodna i
slozena jedinjenja koje odlikuje jak, aromati¢an miris, a koje sintetiSu aromati¢ne biljke kao
sekundarne metabolite (Pensel i sar., 2014). Karakteristike ovih ulja se razlikuju od masnih ulja
koja imaju slab miris i nisu isparljiva (Mohammad Azmin i Nor, 2022). Prinos i hemijski sastav
etarskog ulja zavisi od vise faktora i njihove interakcije: genotip, okruZenje, godi$nje doba, vrijeme
zetve i starost biljke (Zantar i sar., 2015).

2.3. TIMIJAN (THYMUS VULGARIS)

Porodica Lamiaceae je najznacajnija porodica aromati¢nih biljnih vrsta u farmaciji zbog visokog
sadrZaja etarskog ulja sadrzanog u biljkama (Askary i sar., 2018). Rod Thymus, ¢lan ove porodice,
sadrzi oko 400 vrsta visegodisnjih, aromati¢nih, zimzelenih ili poluzimzelenih zeljastih biljaka sa
mnogo vrsta, varijeteta i oblika (Boruga i sar., 2014). Jedan od brojnih predstavnika roda Thymus
je timijan koji predstavlja najéesc¢e koris¢enu i proucavanu vrstu (Taghuoti i sar., 2020).

Postoji nekoliko pretpostavki o porijeklu imena Thymus. Neki autori smatraju da ime roda potice
od gréke rije¢i thyo $to znaci miris, dok drugi smatraju da poti¢e od grcke rijeci thymos sto
predstavlja hrabrost i snagu i ukazuje na stimulirajuc¢e djelovanje biljke (Kvrgi¢, 2016).

Naucni naziv: Thymus vulgaris L.

Carstvo: Plantae

Klasa: Magnoliopsida

Red: Lamiales

Porodica: Lamiaceae

Rod: Thymus

Vrsta: Thymus vulgaris (Kvrgic¢, 2016)



2.3.1. Morfoloske karakteristike timijana

Timijan (Thymus vulgaris) je ljekovita, aromati¢na biljka koja pripada porodici Lamiaceae
(Stevanovié, 2021). To je visegodisnji poluZbun visine do 50 cm (Cangarevi¢ i sar., 2013). Ima jak
i razgranat korijenov sistem (Zrni¢, 2007). Stabljike su uspravne i granaju se ve¢ od korijena. Donji
dio stabljike je drvenast, dok je gornji dio zeljast i tamnocrvene boje (Siljes i sar., 1992). Na vrhu
stabljike se nalaze cvasti koje se sastoje iz blijedoruziCastih cvjetova dugih 3-6 mm (Blazekovic i
sar., 2006). Cvasti suizduzene, a ¢asSica je prekrivena kratkim dlakama (Aleksi¢, 2016). Na kratkoj
peteljci su smjesteni listovi (Radovanovi¢ i sar., 2020), sitni su i linearno rasporedeni (Pruteanu i
sar., 2015). Dostizu duzinu od 4-10 mm. Nali¢je listova je obraslo gustim sivim dla¢icama, a na
njihovom vrhu se nalaze kvrzice koje su bogate etarskim uljem. Sjeme je klijavo 2-3 godine (Siljes
i sar., 1992), okruglo je i veoma sitno (Mandal i DebMandal., 2016).

Na slikama 1 i 2 su dati morfoloski prikazi biljke timijan.

Slika 1. Morfoloske karakteristike timijana
(Kvrgi¢, 2016)



Slika 2. Timijan A) Biljka B) Cvijet C) List D) Sjeme
(Patil i sar., 2021)

Timijan u pocetku raste vrlo sporo i ne podnosi zasijenjene povrsine, dok su ve¢ naredne godine u
rano proljeée biljke u punoj vegetaciji (Siljes i sar., 1992). Prve godine berba se vrii jednom,
pocetkom godine, a ve¢ sljedec¢e godine dva puta, u maju ili po¢etkom juna i u septembru ili
oktobru. Nakon zetve lis¢e timijana treba odmah skinuti sa granéica, §to se vrsi rucno ili sa
posebnim ,.cesljevima“. Potom se vr$i suSenje, a osuseno lis¢e ne treba Cuvati u istoj prostoriji sa
drugim biljkama (Buha, 2006).

2.3.2. Hemijski sastav timijana

Hemijski sastav timijana je razli¢it izmedu razli€itih vrsta, pa ¢ak i unutar iste vrste (Wiese i sar.,
2018). Za Thymus vulgaris je karakteristi¢no 6 razli¢itih hemotipova: timol, karvakrol, geraniol,
linalol, a-terpinol i tujanol-4. Timol i karvakrol predstavljaju fenolne hemotipove i za njih su
karakteristi¢na topla i suva staniSta. Geraniol, linalol, a-terpinol i tujanol-4 predstavljaju
nefenolne hemotipove i za njih je karakteristi¢na hladnija i vlaznija klima (Kvrgi¢, 2016).

Fenolna jedinjenja predstavljaju proizvode sekundarnog metabolizma biljaka koji su veoma
rasprostranjeni. Do sada je poznato oko 8000 fenolnih jedinjenja koja se veoma razlikuju po svojoj



strukturi. U svojoj strukturi ova jedinjenja sadrze aromati¢ni prsten sa jednom ili vise hidroksilnih
grupa (Jankovi¢, 2017). Velika raznovrsnost strukture polifenolnih jedinjenja odreduje njihovu
raznovrsnu biolosku aktivnost. Imaju pozitivan efekat na zdravlje ljudi zbog njihovih
antioksidativnih, antibakterijskih, antigljiviénih i antiinflamatornih svojstava. U hrani, ova
jedinjenja su odgovorna za boju, ukus, miris i stabilnost (Ostolski i sar., 2021). Posebno su
osjetljivi na oksidaciju i povisenu temperaturu (Grigore i sar., 2019). Oni su zastupljeni u
nadzemnim djelovima biljaka kao $to su cvijece, listovi, sjeme, plodovi biljke i korijenje (Koksal
i sar., 2017).

Fenolne kiseline predstavljaju podgrupu fenolnih jedinjenja sa antioksidativnim kapacitetom
(Sytar i sar., 2022). One nastaju iz acetata i predstavljaju jedinjenja koja sadrze najmanje jednu
karboksilnu i jednu hidroksilnu grupu. Dijele se na derivate benzojeve i derivate cimetne kiseline.
U timijanu su najzastupljenije kafena i rozmarinska kiselina (slika 3). Kafena kiselina je
najzastupljeniji derivat cimetne kiseline u biljnom svijetu, dok je rozmarinska estar kafene kiseline
(Kvrgic, 2016).
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Slika 3. Fenolne kiseline timijana (kafena kiselina i rozmarinska kiselina)
(Kvrgic, 2016)

Fenolna jedinjenja uklju¢uju flavonoide, fenole i tanine (Azeez i sar., 2017).

1) Flavonoidi — Flavonoidi predstavljaju najve¢u grupu fenolnih jedinjenja (Azeez i sar.,
2017). Zajednicka osobina za sve flavonoide jeste njihova struktura od 15 atoma
ugljenika i oni predstavljaju najrasprostranjenije sekundarne produkte metabolizma u
svim biljkama. U timijanu je pronadeno 25 razli¢itih flavonoida, od kojih su
najznacajniji apigenin 1 luteolin (slika 4) (Kvrgi¢, 2016).
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Slika 4. Flavonoidi timijana (apigenin i luteolin)
(Kvrgi¢, 2016)

Flavonoidi, kao vazna grupa prirodnih antioksidanata, mogu smanjiti oksidativni stres kod
kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti (Jovanovi¢ i sar., 2017). Imaju Sirok
spektar bioloskih funkcija i vaznu ulogu u interakciji izmedu biljaka i njihovog okruZenja.
Stite biljku od 3tetnog dejstva UV zraGenja i imaju kljuénu ulogu u procesu polne
reprodukcije (Paradikovi¢, 2014; Rahmah i sar., 2018). Nalaze se u povréu i vocu i nosioci
su antioksidativne aktivnosti (Nadia i Rachid, 2013). Postoji sve veci interes za ekstrakciju
ovih metabolita iz biljnih izvora, kako bi se dobila sigurna, prirodna i jeftina alternativa
sintetskim antioksidativnim komponentama od kojih neki imaju toksi¢na i mutagena
dejstva (Jovanovic i sar., 2017).

2) Monoterpenski fenoli — timol i karvakrol (Kvrgi¢, 2016)

Timol i njegov izomer karvakrol su supstance koje se nalaze u etarskom ulju timijana i
njihov hemijski sastav zavisi od geografskog regiona i sezone skupljanja (Pavela i sar.,
2018; Netopilova i sar., 2021). Uprava za hranu i ljekove ih smatra bezbjednim za upotrebu
(Galovicova i sar., 2021).

Timol je u obliku bezbojnih kristala, u vodi se tesko rastvara, dok se dobro rastvara u
etanolu, etil etru i siréetnoj kiselini. Izomer je karvakrola. Koristi se u medicini, kozmetici
i prehrambenoj industriji kao antiseptik (Kvrgi¢, 2016). Obi¢no se u kombinaciji sa
glicerinom, alkoholom i drugim isparljivim materijama koristi za pravljenje vode za
ispiranje usta (Salehi i sar., 2018).

Karvakrol je bezbojna te¢nost koja je viskozna. U vodi se tesko rastvara, dok je dobro
rastvoran u etanolu, etil etru, bazama i acetonu (Kvrgi¢, 2016). Karvakrol je fenolni
monoterpenoid koji se nalazi u etarskom ulju timijana. Njegova antimikrobna aktivnost je
veca od aktivnosti kod drugih isparljivih jedinjenja prisutnih u etarskom ulju zbog prisustva
slobodnih hidroksilnih grupa, hidrofobnosti i fenolnog dijela. Karvakrol je posebno
efikasan protiv patogena koji se prenose hranom (Sharifi-Rad i sar., 2018).



Na slici 5 su prikazane strukturne formule timola i karvakrola.
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Slika 5. Strukturne formule timola i karvakrola
(Kvrgi¢, 2016)

U jednoj studiji je pokazano da je sadrzaj timola u etarskom ulju timijana mnogo veéi (do
60%) u poredenju sa sadrzajem karvakrola (6%) (Zekovi¢, 2000).

Posljednjih godina, kako bi se smanjila upotreba pesticida u kontroli bolesti, Steto¢ina i
korova u poljoprivredi, uloZeni su veliki napori da se identifikuju novi biopesticidi koji su
efikasni kao sintetske hemikalije. Timol i karvakrol su primjeri bioaktivnih jedinjenja koja
mogu da postanu sastavni dio poljoprivredne prakse kao biopesticidi. Ova jedinjenja su
potencijalno korisna u kontrolisanju emisije mirisa i patogena u svinjskom otpadu i
povezana sa znacajnim fitotoksi¢nim dejstvom na mnoge korove 1 kultivisane vrste
(Konstantinovi¢ i sar., 2022).

3) Tanini predstavljaju biljne fenolne polimere. Mogu se svrstati u dvije kategorije:
kondenzovani i hidrolizujué¢i tanini (slika 6). Kondenzovani tanini predstavljaju
jedinjenja koja nastaju vezivanjem flavonoidnih jedinica, Cesta su komponenta
drvenastih biljaka. U prisustvu jakih kiselina mogu se hidrolizovati do antocijanidina.
Hidrolizuju¢i tanini predstavljaju heterogene polimere koji sadrze galnu kiselinu 1
jednostavne Secere. Oni se mogu hidrolizovati razblazenim kiselinama (Rahmah i sar.,
2018).
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Slika 6. Struktura kondenzovanog tanina (A) i hidrolizujuéeg tanina (B)
(Gali¢, 2020)

Vrijeme ekstrakcije ima znacajan uticaj na sadrzaj tanina. Duze vrijeme ekstrakcije moze smanjiti
sadrzaj tanina (Rahmah i sar., 2018). Kod ljudi, tanini izazivaju osjecaj zatezanja u ustima jer
vezuju proteine pljuvacke. Cest je visok sadrzaj tanina kod nezrelih plodova (Gali¢, 2020). Tanini
pokazuju znacajna farmakoloSka svojstva koja su korisna po zdravlje ljudi, od kojih su
najznacajnija antioksidativna i antibakterijska svojstva (Jing i sar., 2022). Hrana bogata taninima
ima nisku nutritivnu vrijednost. Fizioloski efekti tanina su raznovrsni. Mogu smanjiti krvni
pritisak, utiCu na brzinu zgruSavanja krvi ubrzavajuéi je, smanjuju nivo lipida u serumu i
moduliraju imunoloske odgovore (Chung i sar., 2010).

Timijan predstavlja i bogat izvor vitamina. Posebno je bogat vitaminima A i C. Vitamin A je
antioksidant koji je od vitalnog znacaja za odrzavanje zdrave sluzokoze i koze, kao i dobar vid.
Vitamin C pruZa otpornost na zarazne bolesti 1 bori se protiv Stetnih proinflamatornih slobodnih
radikala. Od vitamina B kompleksa najzastupljeniji je vitamin Be koji djeluje protiv stresa. Od
ostalih vitamina, zastupljeni su vitamin K, vitamin E i folna kiselina. Timijan je takode izvor
minerala koji su vazni za odrzavanje dobrog zdravlja. Njegovi listovi su odli¢an izvor kalijuma,
magnezijuma, gvozda, mangana, kalcijuma i selena (Daugan i Abdullah, 2017).
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2.3.3. Upotreba timijana

Svi dijelovi ove biljke su vazni sa medicinskog aspekta i Siroko se koriste za lijeGenje raznoraznih
bolesti zbog njihove ljekovite vrijednosti. Zahvaljujuci fenolnim jedinjenjima koje sadrzi, timijan
jaca imuni sistem (Gumus i sar., 2017). Osuseni, nadzemni dio timijana se koristi kao ¢aj kod upale
grla i bronhitisa u alternativnoj medicini (Koksal i sar., 2017; Hossain i sar., 2022). Za smanjenje
kaslja preporucuje se ekstrakt timijana zasladen medom (Salehi i sar., 2019). Ekstrakt lista timijana
nalazi primjenu i u tretmanu bolesti desni i zuba, inflamatornih procesa usne duplje, larinksa i
traheje. Zbog antiseptiCnog i osvjeZavajuCeg efekta predstavlja sastavni dio pasta za zube
(Cancarevi¢ i sar., 2013). Izbacuje gljivice iz Zeluca i crijeva i ima sposobnost da poveéa apetit
zbog prisustva timola koji ima sposobnost da ubije bakterije i parazite. PoboljSava protok krvi i
ima okrepljujuci efekat na cijeli organizam (Dauquan i sar., 2017). Posebno se preporucuje kod
djece koja imaju problem sa parazitima, pogotovo glistama. Na zivce djeluje umirujucée
(Paradikovi¢, 2015).

Osim u medicini, timijan i njegovi ekstrakti nalaze primjenu u industriji hrane i aroma, a Siroko se
koristi kao kulinarski sastojak (Yalcin i sar., 2020). Rimljani su koristili timijan kao konzervans
sira 1 alkoholnog pica §to je bilo od velikog znacaja u vrijeme kada nije bilo frizidera 1 drugih
nacina za prevenciju kvarenja namirnica. Grci su ga dodavali u vodu za kupanje smatrajuéi ga
izvorom hrabrosti (Salehi i sar., 2019). Timijan sluzi kao konzervans za razne vrste prehrambenih
proizvoda, posebno zbog svog antioksidativnog dejstva (Hosseinzadeh i sar., 2015). Biljka se od
davnina koristila kao kulinarski sastojak za dodavanje ukusa siru i likerima i aromatizaciju mesa
(Satyal i sar., 2016). Zacini i njihovi ekstrakti imaju mnogo korisnih tehnoloskih i bioloskih
svojstava, pa se njihova upotreba pros$irila na mnoge namirnice (Hossain i sar., 2010). Zacini se
od davnina koriste u pripremi hrane, ne samo za pobolj$anje organoleptickih svojstava, ve¢ i za
njeno ocuvanje. Danas, savremeni potro$aci zahtijevaju hranu koja je minimalno obradena i sadrzi
Kontaminacija hrane mogla bi se kontrolisati upotrebom prirodnih konzervanasa, kao $to su zacini
i etarska ulja (Filipovi¢ i sar., 2016; Gavaric¢ i sar., 2015b).

Rok upotrebe svjezeg ili osusenog timijana je ogranicen, a moze biti produzen i do 4 nedelje ako
se pravilno ¢uva. Treba izbjegavati i jednostavno sijeCenje biljke jer to izaziva isparavanje ulja i
dovodi do hemijskih promjena ulja (Milanovi¢, 2015). Takode, postoje istrazivanja koja ukazuju
na to da treba da postoje ograni¢enja u upotrebi timijana u slucajevima kada pacijent ima visok
krvni pritisak. Odredeni hemotipovi koji sadrze visoke nivoe timola i karvakrola mogu biti toksi¢ni
i treba ih izbjegavati u aromaterapiji (Mandal i DebMandal., 2016).
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2.3.4. Upotreba etarskog ulja timijana

Zbog antimikrobnog, antifungalnog i antioksidativnog dejstva etarskog ulja timijana, ono se moze
koristiti kao prirodni konzervans za hranu (Jabraeili i sar., 2021). Medutim, njegova upotreba za
o¢uvanje hrane je nepovoljna zbog karakteristi¢nog, jakog mirisa i moguéeg uticaja na senzorne
karakteristike hrane (Bouloumpasi i sar., 2021). Etarsko ulje ekstrahovano iz svjezih listova moze
se koristiti i u farmaceutskim proizvodima i kozmetici u vidu aditiva (Shabnum i Wagay., 2011;
Ferreira i sar., 2016; Fachini-Queiroz i sar., 2012). Koristi se i kod dermatoloskih problema kao
Sto su akne, masna koza, dermatitis i reumatski bolovi, a nalazi primjenu i u aromaterapiji (Patil i
sar., 2021). Studija je pokazala da etarsko ulje timijana ima baktericidno dejstvo na bakteriju koja
je uzro¢nik akni (Propionibacterium acnes) (Abdelhamed i sar., 2022). Lokalnom primjenom
etarskog ulja timijana moze do¢i do smanjenja reumatskih bolova, $to se najvise pripisuje prisustvu
timola koji posjeduje najveéi antiinflamatorni potencijal (Li i sar., 2019). Etarsko ulje timijana
nalazi primjenu u kozmetic¢koj industriji gdje se koristi prilikom pripreme krema i losiona (Dudas
i sar., 2010). Djeluje umirujuée na nerve i povecava koncentraciju. Preventivno se koristi u
sprijeCavanju gubitka kose 1 poboljSava otpornost organizma za oralne infekcije (Salehi i sar.,
2018). 1 u narodnoj i u savremenoj medicini, etarsko ulje timijana se koristi inhalatorno za lije¢enje
respiratornih oboljenja (Koksal i sar., 2017).

Karijes zuba, parodentalna oboljenja i streptokokni faringitis su najceS¢e oralne zarazne bolesti
Covjeka. Ispitivanja su pokazala snaznu antimikrobnu aktivnost etarskog ulja timijana, pa se ono
moze Koristiti u prevenciji ili za lijeCenje oralne infekcije (Fani i Kohanteb, 2017).

2.4. MOGUCNOST ISKORISCENJA BIOMASE

Po definiciji, biomasa predstavlja sav materijal koji je bio ili koji je dio zivog svijeta. Mada, kada
se razmatra upotreba biomase kao sirovine, misli se na organske materijale (Casau i sar., 2022)
biljnog i Zivotinjskog porijekla koji su podvrgnuti procesu sagorijevanja ili konverzije za
generisanje energije. Trenutno najveci izvor biomase je drvo. Medutim, energija iz biomase se
takode moze generisati i iz poljoprivrednih 1 Zivotinjskih ostataka. Moze se koristiti direktno ili
indirektno. Direktna upotreba, koja se ¢esc¢e naziva tradicionalno koriséenje biomase, prvenstveno
podrazumijeva proces sagorijevanja. Energija koja se generiSe obi¢no se koristi za kuvanje,
grijanje prostora i raznorazne industrijske procese. Indirektna upotreba ili moderna upotreba tice
se naprednijih procesa konverzije biomase u sekundarnu energiju. Ovo ukljucuje gasifikaciju i
proizvodnju elektri¢ne energije (Sagisaka i sar., 2018).

Direktno sagorijevanje je najjednostavniji metod koris¢enja energije iz biomase. U industrijskim
postrojenjima za sagorijevanje biomase mogu se sagorijevati mnoge vrste goriva od biomase,
ukljucujuéi drvo, poljoprivredne ostatke, te¢nost za proizvodnju pulpe, komunalni ¢vrsti otpad i
gorivo dobijeno od otpada.
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U procesu gasifikacije se ¢vrsto gorivo izlaze visokim temperaturama i kiseoniku, kako bi se
dobilo gasovito gorivo. Gas proizveden ovim procesom je mjeSavina gasova kao $to su ugljen
monoksid, ugljen dioksid, azot, vodonik i metan (Khan i sar., 2015).

Biomasa je obecavajuci obnovljivi resurs koji se moze primijeniti i za proizvodnju razli¢itih vrsta
biogoriva, ukljucujuci bioetanol (Tsolcha i sar., 2021). Najveca paznja je posvecena efektima
upotrebe biomase na globalno zagrijavanje, dok neke druge kategorije uticaja na Zivotnu sredinu,
kao S§to su koriS¢enje zemljiSta, formiranje Cestica itd. su praktiéno zanemareni i/ili ih treba
poboljsati i razmotriti sa ve¢om paznjom (Peri¢ i sar., 2016). Statisticki gledano, biomasa je jedan
od tri najvaznija izvora goriva koji se koriste za proizvodnju toplotne i elektri¢ne energije. Danas
se koriste mnoge savremene tehnologije na globalnom nivou za efikasno pretvaranje biomase u
toplotnu energiju, energiju pare, kao i u te¢na i gasovita biogoriva. Zbog velikog potencijala drveta
za komercijalnu upotrebu proizvodnje biogoriva, o¢ekuje se kontinuirano povecanje drvnih
resursa, posebno tzv. energetskih plantaza (Kietbasa i sar., 2021).

Agroindustrijski ostaci su najzastupljeniji i obnovljiv resurs na Zemlji koji je slabo valorizovan ili
ostavljen da propada na Zemlji. Akumulacija velikih koli¢ina ove biomase svake godine rezultira
ne samo pogorsanjem zivotne sredine ve¢ takode 1 gubitkom potencijalno vrijednog materijala koji
se moze obraditi kako bi se dobio neki vazan proizvod (Azeez i sar., 2017). Agroindustrijski
procesi koji koriste ljekovito 1 aromati¢no bilje stvaraju razli€ite vrste ostataka poput rezidualne
biomase od destilacije aromati¢ne biljke i1 neiskoris¢enih djelova ljekovitog bilja. Ova preostala
biomasa pogodna je za izolaciju fitohemikalija kao $to su fenoli — antioksidanti koji se mogu
koristiti u farmaceutskoj, kozmetickoj i parfimerijskoj industriji. Ovo je znacajno i sa ekonomskog
stanovisSta. Posljednjih decenija doSlo je do ogromne potraznje za novim, prirodnim
antioksidantima i postoji dovoljno prostora za istrazivanje nusproizvoda agroindustrije kao izvora
antioksidanata. Zbog niske cijene 1 ekoloski prihvatljivog upravljanja, koriS¢enje ovih ostataka kao
alternativnih izvora antioksidanata moze biti najbolja opcija (Saha i Basak, 2019).

Zbog porasta potraznje potroSaca Zivinskih proizvoda, poljoprivredna grana je suocena sa
potrebom poboljSanja uslova sto€arstva i smanjenja uticaja proizvodnog ciklusa na Zivotnu sredinu
(Amouei i sar., 2021). U vecini zemalja u razvoju postoji problem sa stocnom hranom jer je
ograni¢ena njena dostupnost, Sto zahtijeva pronalaZenje alternativnih izvora. Jedna od alternativa
jeste 1 zaostala biomasa koja se moze direktno koristiti kao sto¢na hrana. Biomasa koja se sastoji
od agrootpada mozZe se iskoristiti za proizvodnju biogasa koji je isplativ, ekoloSki prihvatljiv 1
odrziv za zajednicu (Saha i Basak., 2019). Otpadni materijal takode moze da posluzi pri pravljenju
asfaltne baze, za poboljsanje odredenih fizickih i hemijskih karakteristika asfaltne mjesavine
(Milad i sar., 2020).

2.4.1. Postdestilaciona biomasa
Biljne sirovine i biljni preparati se tradicionalno primjenjuju za lijecenje ili prevenciju mnogih

bolesti jos od davnina. Posljednjih decenija se smanjuje broj stanista sa samoniklim ljekovitim
biljem, najvise zbog dejstva antropogenih faktora. To dovodi do iscrpljivanja izvora sirovine
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fitoncida i ukazuje na neophodnost pronalazenja novih perspektivnih vrsta biljaka koje mogu da
akumuliraju ciljana bioaktivna jedinjenja (Jasicka-Misiak i sar., 2021). Bioaktivna jedinjenja su
nutritivni sastojci koji se u malim koli¢inama nalaze u biljnim proizvodima. Najbrojnija bioaktivna
jedinjenja su sekundarni metaboliti, polifenoli i flavonoidi koji su prisutni u vi§im biljkama (Azeez
I sar., 2017). Prisustvo etarskog ulja je znacajno za biljku, prvenstveno zato Sto obezbjeduje
energiju za biohemijske procese. Osim toga, privlaci insekte radi oprasivanja i Stiti biljku od
infekcija gljivicama i1 bakterijama (Elgndi, 2012). Biljke iz porodice Lamiaceae se smatraju
aromati¢nim biljkama jer sadrze etarsko ulje koje se obi¢no izoluje postupkom hidrodestilacije
(Alimpi¢ i sar., 2017). Racionalnom preradom sirovina aromati¢nih biljaka moze se dobiti mnogo
otpada bogatog fenolnim jedinjenjima (Jasicka-Misiak i sar., 2021). Zbog brojnih neZeljenih
efekata sintetskih antioksidanata, sve je vece interesovanje za antioksidantima iz prirodnih izvora
(Zekovi¢ i sar., 2017), $to je podstaklo istrazivace na ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz
nedovoljno iskoris¢enog agrootpada (Azeez i sar., 2017). Oporavak frakcija sa perspektivnim
bioloskim potencijalom je znacajan i sa ekonomskog stanovista (Jasicka-Misiak i sar., 2021). Zbog
niske cijene biootpada i velike koli¢ine sadrzanih vrijednih komponenti sve je veci broj istrazivanja
na ovu temu (Musto et al, 2022). Koli¢ina etarskog ulja destilovanog iz biljaka ili listova nije veca
od 3%. Poslije izolovanja isparljivih jedinjenja iz biljaka koje sadrze etarsko ulje, u znacajnoj
koli¢ini zaostaje biljni otpad (slika 7) koji moze biti bogat izvor polifenola i drugih neisparljivih
farmakoloski aktivnih supstanci. Optimizacija tehnika za efikasno koris¢enje vrijednih prirodnih
jedinjenja iz preostalih nusproizvoda je od velikog znacaja jer izvori bogati polifenolima posjeduju
visok antioksidativni potencijal (Jasicka-Misiak i sar., 2021).

Slika 7. Postdestilacioni otpad timijana (autor: Kristina Burzanovi¢)

Potencijal koris¢enja materijala je danas sustinska tema za promovisanje odrzivog koris¢enja
prirodnih resursa, otpadnih materijala i industrijskih nusproizvoda, u skladu sa principom odrZivog
razvoja i procjene zivotnog ciklusa. Zbog ovoga, bioloski potencijal razlicitih biljnih otpadnih
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materijala je u fokusu brojnih istrazivanja. Ove studije su vazne, kako u ekonomskom, tako i u
ckoloskom smislu, kako bi se rasvijetlio nacin efikasnijeg eksploatisanja postdestilacionog
otpadnog materijala aromati¢nog bilja i drugih biljnih otpadnih materija (A¢imovi¢ i sar., 2016).
Ponovna upotreba postdestilacionog otpadnog materijala bi mogla doprinese smanjenju ekoloskog
opterec¢enja vezanog za odlaganje zaostalog materijala iz proizvodnog podru¢ja (Klan¢nik i sar.,
2017). Ostaci nakon hidrodestilacije etarskog ulja timijana mogu biti od interesa i za ishranu
zivotinja (Chizzola i sar., 2008). Kako bi se otpad transformisao u hranljive sastojke potreban je
redosljed operacija koji ¢e unistiti strukturne barijere, ukloniti Stetna jedinjenja, kao i potencijalno
dodavanje hranljivih materija koje se mogu asimilirati (Capozzi, 2022).

lako je otpad iz industrije etarskih ulja pokazao manju antioksidativnu aktivnost od originalne
biljke, moguce je iskoris¢enje odredeene kolic¢ine antioksidanata iz ovog otpada. Nekoliko studija
je potvrdilo korisnost ovih ekstrakata kao izvora prirodnih antioksidanata u razne namjene
(Grigore i sar., 2019).

2.4.2. Aromatiéna voda

Aromati¢ne vode, poznate i kao hidrolati i hidrosoli predstavljaju vodenu fazu dobijenu
hidrodestilacijom razli¢itih djelova aromati¢nih biljaka poslije odvajanja etarskog ulja. Sastav
hidrolata varira u zavisnosti od porijekla biljnog materijala, primijenjene tehnike i instrumentalnih
tehnika koje se koriste za analizu (Politi i sar., 2022).

Tokom hidrodestilacije voda isparava istovremeno sa etarskim uljem. Nakon kondenzovanja pare
u kontaktu sa hladnim sudovima ili cijevima, te¢ne komponente se razdvajaju na 2 faze (slika 8):
1. uljnu fazu — unutar sabirne posude i
2. aromati¢nu vodu — koja je zasiCena isparljivim komponentama biljke koje se
djelimicno ili potpuno rastvaraju u vodi.

|
=37
==

Slika 8. Aromati¢na voda i etarsko ulje timijana (autor: Kristina Burzanovic)
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Etarsko ulje se obi¢no koristi u farmaceutskoj ili kozmeti¢koj industriji, dok se aromati¢na voda,
u zavisnosti od njenih bioloskih svojstava razblazuje vodom u odnosu 1:8 ili 1:12 i Kkoristi u
aromaterapiji (Hamedi i sar., 2017a). Za razliku od ¢istog etarskog ulja, koje je obi¢no jakog,
ostrog mirisa, aromaticna voda je umjerena i uravnotezena i njene isparljive komponente su
rastvorljive u vodi. Aromati¢na voda ima svoj individualni miris i sastav koji se znatno razlikuje
od Cistog etarskog ulja sa kojim je kodestilisana (Hamedi i sar., 2017b).

Proizvodnja hidrolata je jednostavna i jeftina i oni se danas Siroko koriste u farmaceutskoj,
prehrambenoj, kozmeti¢koj industriji i aromaterapiji (Konstantinovi¢ i sar., 2022). Ruzina voda i
voda narandze se tradicionalno koriste u medicini za njegu koze i u ishrani za pripremu kolaca 1
pica u razli¢itim djelovima svijeta, dok se timijan, bosiljak, nana, eukaliptus i lavanda koriste u
parfimeriji (Andola i sar., 2014).

Hemijska svojstva hidrolata su nedovoljno ispitana. Neki literaturni podaci ukazuju na njihova
antimikrobna i antifungalna svojstva (D’ Amato i sar., 2018; Shafie i sar., 2022).

2.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Zivot je slozen proces koji zahtijeva energiju da bi se odrzao. Jedan od kljuénih elemenata
neophodnih za postojanje zivota na Zemlji je kiseonik. Kada je antioksidativna zaStita prekinuta
tokom patoloSkog stanja ili stresa, viSak slobodnih radikala ispoljava stetne efekte i ima
destruktivne implikacije na Celije organizma (Aebisher i sar., 2021). Kada se poremeti ravnoteza
izmedu celijske antioksidativne odbrane i prekomjerne proizvodnje reaktivnih kiseonikovih
jedinjenja dolazi do osteéenja razlicitih ¢elijskih makromolekula i takvo stanje se karakteriSe kao
oksidativni stres (slika 9). Usko je povezan sa procesima starenja i brojnim poremecajima u
organizmu (Petrovi¢ i sar., 2017). Oksidativni stres je uzro¢nik velikog broja oboljenja poput
kardiovaskularnih bolesti, plué¢nih bolesti, autoimunih bolesti, bolesti jetre i pankreasa, o¢nih i
koznih bolesti i mnogih drugih (Vidanovi¢, 2019). Takode, ima znacajnu ulogu u procesu
napredovanja raka dojke (Coughlin, 2018). Posljednjih godina je prepoznato da oksidativni stres
moze Objasniti mehanizam veze gojaznosti i povezanih komplikacija posto oksidativni stres
uzrokuje oSteenje tkiva kroz promjene u celijskoj strukturi (Malenica i Meseldzi¢, 2022).
Esencijalni nezasi¢eni molekuli su posebno podlozni oksidativnim procesima. Oksidacija
nezasi¢enih masnih kiselina u bioloskim membranama dovodi do smanjenja fluidnosti membrane
I narusavanja funkcija i struktura membrana (Haraguchi i sar., 1996).
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zdrava éelija éelija "napadnuta”

: g7 s ¢elija sa oksidativnim stresom
slobodnim radikalima

Slika 9. Celija prije i poslije izlaganja oksidativnom stresu
(Tasi¢, 2017)

Prooksidansi su jedinjenja koja mogu da prouzrokuju ili ubrzaju reakciju oksidacije i oni se dijele
na slobodnoradikalske vrste i neradikalske vrste. Neradikalske vrste predstavljaju oksidaciona
sredstva koja mogu lako pre¢i u slobodne radikale koji imaju izrazeno svojstvo reaktivnosti
(Stankovié, 2019).

Slobodni radikali su prisutni u naSem tijelu i nastaju normalnim fiziolo§kim procesima, ukljuc¢ujuci
aerobni metabolizam i inflamatorne odgovore ¢iji je cilj eliminacija patogenih mikroorganizama.
Ove vrste napadaju lipide, proteine i DNK izazivaju¢i oksidativnu modifikaciju (Banerjee i sar.,
2019). Slobodni radikali su vrlo reaktivni molekuli koji u svojoj atomskoj ili molekulskoj orbitali
sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona (Koji¢, 2009). Oni reaguju sa antioksidativnim
jedinjenjem i tako formiraju bezopasan molekul (Rahmah i sar., 2018).

U ljudskom tijelu, oko 5% udahnutog kiseonika se pretvara u reaktivne vrste kiseonika koje
obuhvataju hidroksilni radikal, superoksid anjonski radikal, vodonik peroksid, singletni kiseonik,
radikal azot oksida, hipohlorit radikal i razne lipidne perokside. Svi su sposobni da reaguju sa
membranskim lipidima, nukleinskim kiselinama, proteinima i enzimima i drugim malim
molekulima, §to dovodi do ostec¢enja celija (Sehwag i Das, 2013). Dejstvom slobodnih radikala
moze biti oStecen svaki tip molekula §to negativno utice na organizam. Mogu oStetiti sve Celijske
strukture, a najve¢i problem nastaje kada dode do oste¢enja DNK. Takode, zbog ubrzanog
propadanja ¢elija ubrzavaju proces starenja organizma. Nastaju pod uticajem raznih faktora (slika
10), kao Sto su izlozenost zagadenom vazduhu i UV zracima, puSenje, a takode mogu biti i
posljedica upale i raznih metabolickih procesa. Njihovo stvaranje i neutralisanje u organizmu je
konstantno, a do problema dolazi kada je veca brzina njihovog stvaranja od brzine neutralisanja.
U cilju odbrane organizma od nabrojanih negativnih uticaja slobodnih radikala preporucuje se Sto
veci unos antioksidanata (Vitkovi¢, 2017).
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Slika 10. Nastajanje slobodnih radikala

(Vitkovic, 2017)

Supstance koje mogu da odloze ili sprijece nastanak slobodnih radikala su antioksidanti (slika 11).
Povrée, voce i zadinsko bilje su glavni izvori prirodnih antioksidanata (Koksal i sar., 2017
Vidanovi¢, 2019). Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina i njihovih estara zavisi od broja
hidroksilnih grupa u molekulu (Rice-Evans i sar., 1996). Antioksidanti su stabilni molekuli
sposobni da smanje Stetu uzrokovanu slobodnim radikalima. Slobodni radikali mogu da doniraju
ili prime elektrone od drugih molekula $to ih ¢ini veoma reaktivnim, pa samim tim I opasnim jer

mogu da ostete relevantne molekule ljudskog tijela kao §to su DNK ili proteini (Perez, 2021).
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Slika 11. Mehanizam stabilizacije slobodnog radikala antioksidantom

(Vitkovié, 2017)
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Primjena antioksidanata moZze znacajno da kontrolisSe ozbiljnost hroni¢nih bolesti uklanjanjem
slobodnih radikala, ali i uklju¢ivanjem u endokrinoloski odgovor. Potencijal dijetetskih
antioksidativnih komponenti u prevenciji hroni¢nih bolesti i za pobolj$anje zdravstvenog kvaliteta
privukao je ogromnu istrazivacku paznju u posljednjih nekoliko decenija (Boruga i sar., 2014).
Veca konzumacija biljne hrane povezana je sa manjim rizikom od razvoja bolesti povezanih sa
oksidativnim stresom (Niciforovi¢ i Abramovi¢, 2013).

Na koli¢inu antioksidanata uneSenih u organizam prvenstveno uti¢u navike u ishrani, a zatim i pol,
genetika i starost. Takode, ti faktori imaju uticaj i na sposobnost neutralisanja Stetnih efekata
slobodnih radikala. Zbog brzog nacina zivota i sve vece zagadenosti vazduha, uloga antioksidanata
je od izuzetnog znacaja za ljudsko zdravlje (Stankovi¢, 2019).

2.5.1. Kilasifikacija antioksidanata

Vise je podjela antioksidanata, a neke od njih su prema porijeklu, mjestu nastajanja, mehanizmu
djelovanja i prema rastvorljivosti (Babovi¢, 2010; Vitkovi¢, 2017).

Postoje dvije osnovne kategorije antioksidanata na osnovu njihovog porijekla, a to su prirodni i
sintetski. Znacajno je poraslo interesovanje za pronalazenjem prirodnih antioksidanata i upotrebu
u ishrani ili medicini kao zamjena za sintetske antioksidante, ¢ija je upotreba ograni¢ena zbog
njihove kancerogenosti (Zheng i Wang, 2001). Istrazivanje je pokazalo da BHT (butilovani
hidroksitoluol) i BHA (butilovani hidroksianizol) djeluju toksi¢no na ljude (Baydar i sar., 2007).
U cilju uspjesnog rastvaranja u mastima i uljima, oni su uvijek supstituisani alkil grupama (slika
12). U prZenim i pecenim proizvodima se BHA i BHT cesto koriste zbog termicke stabilnosti. U
odredenim namirnicama (hrana za babe i hrana za mladu djecu) upotreba ovih antioksidanata je
strogo zabranjena zbog mogucnosti pojave neZeljenih efekata (Babovi¢, 2010).

BHA BHT

Slika 12. Sintetski antioksidanti (BHA i BHT)
(Vitkovi¢, 2017)
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Prema mjestu nastajanja antioksidanti mogu biti endogeni i egzogeni (Vidanovi¢, 2019). U
organizmu nastaju endogeni antioksidanti, dok je egzogene potrebno unijeti putem hrane i ljekova
(Vidanovi¢, 2019; Koksal i sar., 2017).

Prema mehanizmu djelovanja, antioksidanti se dijele na:
» Primarne antioksidante — reagujuc¢i sa lipidnim radikalom mogu da odloze ili
prekinu lan¢anu reakciju pri ¢emu se stvara stabilni produkt.
» Sekundarne ili preventivne antioksidante — njihova uloga je da uspore brzinu
procesa oksidacije (Antolovich et al, 2001).

Takode, antioksidanti se mogu podijeliti i prema rastvorljivosti na hidrosolubilne i liposolubilne.
Hidrosolubilni su vitamin C, albumin, bilirubin, mokra¢na kiselina i neki polifenoli, dok su
liposolubilni vitamini E i A, karotenoidi i odredeni polifenoli (Vitkovi¢, 2017).

2.6. METODE EKSTRAKCIJE

Ekstrakcija je tehnoloski postupak pomocu kojeg se iz razlicitih djelova biljnog materijala mogu
izdvojiti bioaktivna jedinjenja uz prisustvo rastvaraca, primjenom konvencionalnih i ne-
konvencionalnih metoda. Bioaktivna jedinjenja se mogu ekstrahovati iz materijala koji je svjez,
suv, zamrznut, usitnjen ili bez usitnjavanja (Dragovié¢, 2020). Koja ¢e se metoda ekstrakcije
upotrijebiti bitno zavisi od biljne vrste iz koje se vrsi izolovanje. Prilikom procesa izolovanja treba
voditi ratuna da se mirisne komponente §to manje promjene, odnosno da se saCuva miris biljke iz
koje je ulje dobijeno (Damjanovi¢, 2000). Izbor odgovarajuéeg rastvaraca i metode ekstrakcije je
klju¢ za uspjes$nu izolaciju bioaktivnih jedinjenja iz ljekovitog bilja. Rastvaraci za ekstrakciju se
biraju u skladu sa njihovim polaritetom, odnosno sposobnos¢u da izoluju specifi¢ne tipove
jedinjenja razlic¢ite strukture i fizicko-hemijskih svojstava. Cilj procesa ekstrakcije je da se dobije
Sto veci prinos ekstrakta i da dobijeni ekstrakti imaju maksimalnu biolosku aktivnost. Prinos
ekstrakcije i bioloska aktivnost dobijenog ekstrakta zavise od tehnike ekstrakcije i rastvaraca za
ekstrakciju. Pri izboru rastvaraca treba uzeti u obzir nekoliko faktora, uglavnom selektivnost,
rastvorljivost, cijenu 1 bezbjednost. UopSteno, alkoholi, aceton i voda se koriste za ekstrakciju
bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala, ali se selekcija zasniva na svojstvima jedinjenja od
interesa, kao i od koris¢enog biljnog materijala (Kaczorova i sar., 2021).

2.6.1. Hidrodestilacija

Hidrodestilacija je postupak koji se primjenjuje za izolovanje, preciS¢avanje ili razdvajanje
supstanci koje se ne mijesaju sa vodom. Predstavlja jednostavnu i ekonomi¢nu metodu pomocéu
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koje je moguce preraditi velike koli¢ine biljnih sirovina, §to je ogromna prednost ove metode
(Bogdanovi¢, 2016). Hidrodestilacija je metoda koja se primjenjuje za ekstrakciju isparljivog ulja
iz biljnih djelova (Bader Ul Ain i sar., 2020). Najces¢e se primjenjuje hidrodestilacija po
Klevendzeru, koja je opisana po Ph. Jug. IV.

Osnovna ograni¢enja ove metode u pogledu uticaja na hemijski profil etarskih ulja su:

» termoosjetljiva jedinjenja bivaju podvrgnuta transformaciji ili degradaciji,

» trajni kontakt sa vodom povecava hidrolizu, pa se esterifikovana jedinjenja mogu razgraditi
na jedinjenja koja ne postoje u ¢elijama za skladistenje etarskih ulja,

> kada se koristi stakleni Klevendzer, etarsko ulje je izlozeno svjetlosti, $to moze
prouzrokovati foto-oksidaciju (Hzounda Fokou i sar., 2020).

Postoje tri na¢ina izvodenja hidrodestilacije:

> klasi¢na,
» vodeno-parnai
» parna hidrodestilacija (Bogdanovi¢, 2016).

2.6.2. Ekstrakcija ¢vrsto-teéno organskim rastvara¢ima

Bioaktivna jedinjenja se generalno dobijaju iz prirodnih izvora ekstrakcijom uz primjenu
organskih rastvaraca. Biljna sirovina koja je prethodno obradena izlaze se razliitim
rastvaracima koji selektivno ekstrahuju jedinjenja od interesa, kao 1 druge agense (arome 1 boje).
Uzorci se obi¢no centrifugiraju i filtriraju da bi se uklonio Cvrsti ostatak, a ekstrakt se koristi kao
aditiv. Neki od najceS¢e koriS¢enih rastvaraca u procesu ekstrakcije su etanol, metanol, etar,
hloroform i aceton, u razli¢itim odnosima sa vodom. Ovi rastvara¢i se primjenjuju u cilju
ekstrakcije razlicitih jedinjenja, kao $to su fenoli, flavonoidi, tanini i mnogi drugi. Prednost
primjene ove metode je jednostavnost rada i niska cijena obrade (Azeez i sar., 2017).

Najcesce se primjenjuje Soxhlet ekstrakcija. Prednost primjene metode su ekstrakcija velike
koli¢ine uzorka, visestruka ekstrakcija uzorka ¢istim rastvara¢em, kao i to §to nakon ovog postupka
nije potrebno izvrsiti filtriranje (Drini¢, 2020), dok su njeni nedostaci dugo vrijeme neophodno za
ekstrakciju i velika koli¢ina utrosenog reaktanta (Luque de Castro i Priego-Capote, 2009).
Primjena ove metode se ne preporucuje kod termolabilnih jedinjenja jer produzeno zagrijavanje
moze dovesti do degradacije jedinjenja (Pandey i Tripathy, 2013).

2.6.3. Ultrazvu¢na ekstrakcija
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Potencijalna industrijska primjena ultrazvuka prepoznata je u industriji fitofarmaceutske
ckstrakcije za Sirok spektar biljnih ekstrakata. Ultrazvu¢na ekstrakcija se primjenjuje za izolaciju
isparljivih jedinjenja iz prirodnih proizvoda na sobnoj temperaturi sa organskim rastvara¢ima.
Poboljsanje efikasnosti ekstrakcije organskih jedinjenja ultrazvukom se pripisuje fenomenu
kavitacije nastale u rastvaracu prolaskom na ultrazvucni talas (slika 13) (Reyes Jurado i sar., 2014).
Tada dolazi do difuzije unutrasnjeg celijskog materijala bez ikakvog znacajnog povecanja
temperature, ¢ime se izbjegava termicka degradacija sadrzanih vrijednih jedinjenja (Arshadi i sar.,
2016). Celije koje sadrze etarsko ulje posjeduju veoma tanku membranu koja se lako moze unistiti,
a primjenom ultrazvuka olakSava se oslobadanje ekstrahovanih jedinjenja i poboljSava transport
rastvaraca u biljnu celiju. Zbog toga su efikasno unistenje celijskog zida i efikasan prenos mase
dva glavna faktora koja dovode do poboljSanja ekstrakcije primjenom ultrazvuka. Mnogi faktori
uticu na dejstvo ultrazvuka u cilju postizanja efikasne ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja. Neki od
njih su sadrzaj vlage i veli¢ina Cestica, odabir rastvaraca, temperature, pritisak i frekvencija (Reyes
Jurado i sar., 2014). Raspon ultrazvuka koji se koristi kod ultrazvuéne ekstrakcije krece se 20-
2000 kHz (Savi¢, 2014). Ova metoda se smatra efikasnom jer proces ekstrakcije traje kraée u
odnosu na druge metode ekstrakcije, manja je potro$nja rastvaraca i dobija se finalni proizvod
visoke Cistoc¢e koji nije skup i moze da se primjenjuje i u laboratorijskim i u industrijskim uslovima
(Perez, 2021). Primjena ultrazvuka je ekonomic¢na metoda jer se njenom primjenom moze
povecati ekstrakceijski prinos odredenih komponenti, kao $to su polifenoli, antocijani i polisaharidi
(Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Nedostatak postupka je povremeni Stetan efekat ultrazvuéne
energije na aktivne sastojke ljekovitog bilja stvaranjem slobodnih radikala i nepoZeljnih promjena
u lijeku (Gupta i sar., 2012).
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Slika 13. Princip ultrazvucne kavitacije
(Drini¢, 2020)
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2.6.4. Maceracija

Za ovu metodu je potrebno da biljni materijal bude samljeven radi pobolj$anja procesa ekstrakcije
i zatim se dodaje rastvarac i takva mjeSavina treba da odstoji odredeno vrijeme u zatvorenoj posudi,
na sobnoj temperaturi, tako da biljni materijal bude natopljen rastvaracem. Nakon odredenog
vremena vr$i se filtriranje (Perez, 2021). Prinos prvenstveno zavisi od stepena usitnjenosti biljnog
materijala, a zatim i od primijenjenog rastvaraca, vremena trajanja ekstrakcije, procesa mijeSanja
i sli¢no. Pozitivne strane ove metode su mali troskovi, lako¢a izvodenja i ekstrakcija termolabilnih
supstanci, dok su negativne strane nizak prinos ekstrakta, velika potrosnja rastvaraca i dugo
vrijeme izvodenja ekstrakcije (Drini¢, 2020).

2.7. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Zbog sve veceg interesovanja za primjenu prirodnih antioksidanata, zahtjevi za pouzdanim
metodama mjerenja antioksidativne aktivnosti su sve veci. Kako bi se pravilno odabrala metoda
za odredivanje antioksidativne aktivnosti, vazno je znati prednosti i mane, kao i mehanizam ovih
testova. Pravilan odabir metode daje uvid u realan antioksidativni potencijal ispitivanog ekstrakta
(Shadidi i Zhong, 2015).

Podjela metoda koje sluze za ispitivanje antioksidativne aktivnosti moze se izvrsiti prema:
» nacinu ispitivanja (in vivo i in vitro)
» metodi detekcije (spektrofotometrijski, ESR spektrometrijski i fluorometrijski)
» direktnosti odredivanja (direktne i indirektne) (Bogdanovi¢, 2016).

2.7.1. UV/VIS spektrofotomerija

Ultraljubi¢asta/Vidljiva spektrofotometrija predstavlja spektroskopsku metodu koja obuhvata
proucavanje apsorpcije elektromagnetnog zracenja u oblasti izmedu 200 1 800 nm. Na talasnim
duZinama ispod 200 nm nalazi se vakuumska ultraljubi¢asta oblast, koja nije od znacaja za
odredivanje strukture zbog apsorpcije kiseonika iz vazduha. Ova metoda se uglavnom Koristi za
identifikaciju djelova molekula koji apsorbuju u ovoj oblasti i to najcesce prirodnih konjugovanih
jedinjenja kao $to su antocijani, flavonoidi, fenoli, biljni pigmenti i drugi (Miti¢, 2018).

Spektrofotometar je instrument koji se koristi u UV/VIS spektroskopiji pomocu kojeg se mjeri
intenzitet svjetlosti koji prolazi kroz uzorak i prikazan je na slici 14. Dobijena vrijednost se
uporeduje sa intenzitetom svjetlosti prije nego S$to ona prode kroz uzorak. Odnos ove dvije
vrijednosti se naj¢e$ce izrazava u procentima (Miti¢, 2018). Spektrofotometar se satoji od
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disperzionog elementa (prizme 1 difrakcione resSetke), izvora zraCenja (volframove ili
deuterijumske lampe), detektora koji transformise svjetlosni u elektri¢ni signal, uzorka za analizu
koji se nalazi u kiveti 1 optickih djelova (ogledala, prizme, sociva) (Stankovi¢, 2019). Svi djelovi
UV/VIS spektrofotometra su dati na slici.

detektor

-

monokromator

prizma il
resetka izlaznl
otvor

ulaznl
otvor

izvor uzorak ,

svjetia

Slika 14. Djelovi UV/VIS spektrofotometra
(Stankovi¢, 2019)

2.7.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) test

Antioksidativna svojstva ekstrakata mogu se odrediti metodom neutralizacije DPPH radikala.
Antioksidant reaguje sa slobodnim DPPH radikalom (Ijubicasto obojen rastvor) i prevodi ga u zuto
obojen rastvor (slika 15). Prekida se lancana reakcija oksidacije i dobijeni krajnji proizvod je
stabilan (Milutinovi¢ i sar., 2013). Reakcija je pra¢ena promjenom boje i vrijednost apsorbancije
se mjeri na 517 nm. Promjena boje je pokazatelj antioksidativne aktivnosti (Teixeira i sar., 2013).
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Slika 15. Promjena boje DPPH radikala u prisustvu antioksidanta
(Teixeira i sar., 2013)

Ovo je najceS¢e koriS¢ena metoda za odredivanje antioksidativnog dejstva mnogih ekstrakata
(Stankovié¢, 2019).

DPPH? radikal se slabo rastvara u nepolarnim rastvara¢ima, dok u razli¢itim polarnim organskim
rastvara¢ima pokazuje znacajnu rastvorljivost. Ovaj test se obi¢no vrsi u rastvoru metanola ili
etanola radi lakSeg rastvaranja fitokemikalija (Foti, 2015).

Prednost primjene DPPH testa su njegova lakoca izvodenja, niska cijena, moguc¢nost izvodenja na
sobnoj temperaturi i mogucénost automatizacije (Kedare i Singh, 2011; Munteanu i Apetrei, 2021).

2.7.3. FRAP test

Antioksidativna svojstva ekstrakata mogu se odrediti i FRAP metodom koja mjeri kapacitet
antioksidativne komponente da redukuje prisutnu antioksidativhu komponentu, pri ¢emu dolazi do
transfera elektrona i promjene boje. Promjena boje mijeri se spektrofotometrijski, a stepen
promjene boje je proporcionalan koncentraciji antioksidanta (Milutinovi¢ i sar., 2013). Test se
zasniva na redukcionoj mo¢i jedinjenja (Fernandes i sar., 2015). Uslovi reakcije (temperatura, pH,
zapremine reagensa i uzorka, trajanje reakcije) su fiksirani, a mjerenje vrijednosti apsorbancije se
vr$i na 593 nm (Benzie i Devaki, 2018).

FRAP test se bazira na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa gvozde-2,4,6-tripiridil-s-
triazina pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks
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FRAP test se sprovodi u kiselim uslovima (pH = 3,6) kako bi se odrzala rastvorljivost gvozda.
Reakcija na nizim vrijednostima pH smanjuje jonizacioni potencijal koji pokrece prenos elektrona
i povecava redoks potencijal, izazivaju¢i promjenu u dominantnom mehanizmu reakcije.
Originalni FRAP test koristi tripiridiltriazin (TPTZ) kao ligand koji je vezan za jon gvozda, dok
su alternativni ligandi, kao $to je ferozin (koji takode vezuje jone gvozda), koris¢eni za procjenu
redukcione moci askorbinske kiseline (Munteanu i Apetrei, 2021).

Formiranje intenzivne plave boje moze se desiti na dva razli¢ita naCina sa istim rezultatom.
Antioksidanti mogu ili redukovati Fe** u rastvoru do Fe?*, koji vezuje fericijanid da se dobije
intenzivno plavo obojenje ili redukuje fericijanid u ferocijanid, koji vezuije slobodni Fe®* u rastvoru
i formira intenzivno plavo obojenje. Ova dva nacina se mogu prikazati sljede¢im reakcijama:

Antioksidant + Fe3* — Fe?" + oksidovani antioksidant (1)
Fe®* + Fe(CN)s> — Fe[Fe(CN)s]™ (2)
ili
Antioksidant + Fe(CN)s*> — Fe(CN)s* (3)
Fe(CN)s* + Fe** — Fe[Fe(CN)s] (4)

Na slici 16 prikazana je pojednostavljena Sema za ove dvije reakcije i promjenu boje zajedno sa
mehanizmom reakcije (Munteanu i Apetrei, 2021).
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Slika 16. Mehanizam formiranja intenzivno plave boje FRAP metodom
(Munteanu i Apetrei, 2021)
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Nedostatak primjene ove metode predstavlja moguéa pojava plavog sedimenta, pa je vrijeme
dodavanja Fe3* od sustinskog znacaja (Munteanu i Apetrei, 2021).

2.7.4. Folin-Ciocalteu metoda

Najcesce koriS¢ena metoda za procjenu ukupnih fenola je Folin-Ciocalteu metoda. Princip ove
metode se sastoji u oksidaciji fenolnih jedinjenja iz analiziranog uzorka pomoc¢u Folin-Ciocalteu
reagensa koji se sastoji iz fosfovolframove kiseline i fosfomolibdinske kiseline. Reagens, koji je
zuto obojen, se redukuje i prelazi u plavo obojen kompleks (slika 17). Intenzitet plave boje
novonastalog kompleksa direktno je proporcionalan kolicini fenola koja se nalaze u rastvoru i
detektuje se spektrofotometrijski na talasnoj duZzini izmedu 750 1 765 nm (Stankovi¢, 2019).
Reakcija se izvodi u alkalnoj sredini (Munteanu i Apetrei, 2021).

O. OH o. 0O o. O
] , 1
Na.CO 2P0 7 N olaa o8 ’ .
: > ’ = +2[PM,"*M, 0, ] + 2H
HO" > "OH HO ¥ "OH 07" "OH
OH OH o)
M=MoorW

(a)

\ = 785 nm

Zuto PLAVO

Slika 17. Mehanizam nastajanja plave boje Folin-Ciocalteu metodom
(Munteanu i Apetrei, 2021)

Kao standard za kvantitativnu procjenu fenolnih jedinjenja u uzorku obi¢no se koristi galna
kiselina (Michiu i sar., 2022). Test je osjetljiv na promjenu temperature i pH vrijednosti, pa to
predstavlja glavni nedostatak ove metode (Munteanu i Apetrei, 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL | METODE
3.1.1. Materijal

U ovom radu koriS¢ena je postdestilaciona biomasa timijana, zaostala nakon procesa
hidrodestilacije po Klevendzeru. Upotrijebljeni su listovi autohtone vrste gajene u Dinosi, na
teritoriji opstine Tuzi (slika 18). Timijan je ru¢no ubran u martu 2022. godine i osusen na sobnoj
temperaturi, bez direktne sunceve svjetlosti i u odsustvu vlage. Timijan je zadrzao svjezinu i
sacuvao boju 1 aromu. Materijal je Cuvan u papirnim vre¢ama.

Slika 18. Timijan (Autor: Kristina Burzanovi¢)

Nakon susenja, biljni materijal je usitnjen mljevenjem. Usitnjavanje je veoma vazna operacija jer
tada dolazi do narusavanja strukture biljnog materijala i boljeg prenosa aktivnih materija iz biljne
vrste. Prinos esktrakcije u velikoj mjeri zavisi od veli¢ine Cestica biljnog materijala. Mljevenje
predstavlja operaciju rasipanja komponenti prisutnih u smjesi jednih kroz druge. Za mljevenje
timijana upotrijebljen je blender marke Delimano. Usitnjena droga je zatim prosijavana par minuta
kroz set sita Erweka (slika 19), srednjeg pre¢nika: 0,1 mm, 0,2 mm, 1 mm, 2 mm. Na taj nacin je
odreden srednji precnik Cestica.

28



Slika 19. Set sita Erweka (Autor: Kristina Burzanovic)

Definisanje stepena usitnjenosti i ujednacenosti Cestica droge vrsi se preko veliine srednjeg
prec¢nika (d), koji se racuna iz izraza:

100/d= ¥, mi/di

gdje je:

mi - maseni procenat i-te frakcije (%),
di - srednji preénik i-te frakcije (mm),
d - srednji precnik Cestica (mm).

3.1.2. Metode
3.1.2.1.  Ekstrakcija bioaktivnih materijala

Reagensi

- Etanol 70%
- Etanol 96%

Najvazniji korak prilikom izolacije bioaktivnih komponenti je odabir pravilne metode ekstrakcije
u cilju dobijanja maksimalnog prinosa zeljene komponente. Jedinstveni standardni postupak
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ekstrakcije ne postoji pa ga je potrebno pravilno odabrati u skladu sa karakteristikama biljnog
materijala.

Primijenjene su razlicite metode ektrakcije. Prvo, vrsena je hidrodestilacija po Klevendzeru kako
bi se dobio posdestilacioni otpad koji je koris¢en za eksperiment. Zatim su koriS¢ene Soxhlet
ekstrakcija, ultrazvucna ekstrakcija i maceracija kako bi se ustanovilo koja metoda ekstrakcije je
najefikasnija za izolovanje bioaktivnih materija iz postdestilacione biomase timijana, tj. kojom
metodom se dobija ekstrakt sa najvisim sadrzajem flavonoida, fenola i tanina, i kako bi se
ustanovilo koji ekstrakt pokazuje najbolja antioksidativna svojstva.

Hidrodestilacija po Klevendzeru

Za postupak hidrodestilacije po Klevendzeru korisé¢eno je 100,49 g suvog lista timijana. Nakon
mljevenja lista timijana, ukupan sadrzaj biljne mase iznosio je 100,02 g. Za mljevenje se koristio
aparat marke Delimano.

Nakon mljevenja odreden je stepen usitnjenosti, pomocu seta sita Erweka (0,1 mm, 0,2 mm, 1 mm,
2 mm). Masa biljnog materijala prema setu sita je iznosila:

I d =2 mm masa uzorka iznosila je 8,89 g.

] d =1 mm masa uzorka iznosila je 33,56 g.
i d = 0,2 mm masa uzorka iznosila je 55,26 g.
vV d = 0,1 mm masa uzorka iznosila je 1,58 g.

Sve navedene granulacije su dobro izmijeSane i sjedinjene u laboratorijskoj ¢asi (slika 20).
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Hidrodestilacija po Klevendzeru (slika 21) je metoda pomocu koje se moze precizno odrediti
sadrzaj etarskog ulja u biljnim drogama uz primjenu male koli¢ine biljnog materijala. Usitnjena
droga je usuta u destilacioni balon uz dodatak 600 ml destilovane vode. Na balon je postavljen
kondenzator sa konstantnim proticanjem vode. Nakon toga, destilacioni balon je spusten u grejno
tijelo i smjesa je zagrijavana do kljucanja. Proces je trajao 2 h, kako i propisuje Ph. Yug. IV.

Slika 21. Aparatura po Klevendzeru (Autor: Kristina Burzanovi¢)

Hidrodestilacijom po Klevendzeru izolovano je etarsko ulje timijana u gornjem, graduisanom
dijelu cijevi. Najveci dio destilata je dobijen u prvih pola sata, nakon cega je prinos bio veoma
nizak. Na pocetku procesa je grejno tijelo uklju¢eno na I, 5-10 minuta nakon izdvajanja prvih kapi
destilata, grejno tijelo je pojacano na II, nakon Cega je destilacija trajala oko 90 minuta. Ovim
postupkom dobijeno je etarsko ulje zuc¢kaste boje, karakteristicnog, aromati¢nog mirisa.

Za dalji eksperiment je koris¢en postdestilacioni otpad koji se nalazi u balonu. Taj otpad je
prvobitno bio odvojen od vode, a zatim susen na temperaturi od 35 °C u roku trajanja od 2 h (slika
22). Timijan ne treba susiti na temperaturi vecoj od 40 °C kako bi se sprijeCilo isparavanje etarskog
ulja i denaturacija bioaktivnih komponenata. Zaostala masa postdestilacionog otpada iznosila je
47,78 g.
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Slika 22. Postdestilaciona biomasa timijana (Autor: Kristina Burzanovic)

Soxhlet ekstrakcija

Za Soxhlet ekstrakciju koris¢eno je 27,66 g osusenog postdestilacionog otpada timijana. Biljni
materijal je stavljen u ¢auru, napravljenu od filter papira, koja se postavlja u ekstrakcionu komoru
Soxhletovog ekstraktora. Soxhlet ekstraktor se postavlja na balon u koji je prethodno dodato 250
ml 70% etanola koji se koristio kao rastvarac. Balon se zagrijava uz pomo¢ vodenog kupatila do
kljucanja etanola. Njegove pare se penju uz destilacionu granu i ulaze u komoru za ekstrakciju.
Zahvaljujuéi kondenzatoru, pare rastvaraca se hlade i kapljice se vracaju u ekstrakcionu komoru,
gdje se odvija ekstrakcija. Caura, koja se nalazi u ekstrakcionoj komori se natapa rastvaraéem koji
rastvara Zeljene kopmponente. Onog momenta, kada se komora napuni rastvaracem, njen sadrzaj
se preliva preko sifona, pri ¢emu se rastvara¢ vraca u destilacioni balon. Postupak treba ponavljati

sve do obezbojavanja rastvora, §to je znak iscrpljenja biljne sirovine. Postupak ekstrakcije je trajao
oko 3 h.

Vrsena su 3 sifoniranja:
I sifoniranje je trajalo 1 h i 10 min;
11 sifoniranje je trajalo 57 min;
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111 sifoniranje je trajalo 48 min.

Na slici 23 je prikazana apartura po Soxhletu koja je kori$¢ena u ovom radu.

Slika 23. Soxhlet ekstrakcija (Autor: Kristina Burzanovic)

Ultrazvucéna ekstrakcija

Za postupak ultrazvuéne ekstrakcije, 10 g osuSenog postdestilacionog otpada timijana je
ekstrahovano sa 100 ml 70% etanola kao rastvaraca. Koris¢en je ultrazvuéni ekstraktor marke
SONIC ultrasonic cleaner VIMS (slika 24). Temperatura, vrijeme ekstrakcije i snaga ultrazvuka
su kontrolisani preko kontrolne table uredaja. Ca3a je stavljena na reSetku uredaja u koji je
prethodno usuta voda do %/3 njegove zapremine. Pored ove posude, nalazila se i posuda napunjena
vodom, kako bi se uspostavio balans. Posude su uvijek postavljene na istom rastojanju u odnosu
na emiter ultrazvuka. Nije primijenjivano dodatno mijesanje tokom ovog procesa. Temperatura je
podesena na 60 °C, a sam proces je trajao 15 minuta.

Nakon ekstrakcije, ekstrakt je profiltriran kroz filter papir. Filtriranjem se odvojio ekstrakt od
nerastvorljivog dijela biljnog materijala.
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Slika 24. Ultrazvucna ekstrakcija (Autor: Kristina Burzanovic)

Maceracija

Za postupak maceracije, koris¢eno je 10 g osusenog postdestilacionog otpada timijana, a kao
rastvara¢ 100 ml 70% etanola. Da bi se biljna droga u potpunosti sjedinila sa rastvara¢em, smjesa
je ostavljena da odstoji 1 h u dobro zatvorenoj posudi na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smjesa
je filtrirana kroz filter papir kako bi se odvojio ekstrakt od nerastvorljivog biljnog materijala (slika
25).

Slika 25. Ekstrakt dobijen postupkom maceracije (Autor: Kristina Burzanovi¢)
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Postupak za sve tri pomenute ekstrakcione metode je ponovno raden, a kao rastvara¢ se koristio
96% etanol. Dobijeni ekstrakti (slika 26), koris¢enjem oba rastvaraca, dalje su ispitivani razli¢itim
metodama za ispitivanje antioksidativne aktivnosti.

Slika 26. Ekstrakti dobijeni razli¢itim metodama ekstrakcije uz primjenu 70% i 96% etanola
(Autor: Kristina Burzanovic)

3.1.2.2.  Hemijska analiza postdestilacionog otpada timijana

Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

Reagensi

- aceton,

- urotropin,

- 25% hlorovodoni¢na kiselina,
- aluminijum hlorid,

- etil acetat,

- siréetna kiselina,

- destilovana voda
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Postupak

Ukupna koli¢ina flavonoida odredena je spektrofotometrijskom metodom prema Kristu i Muleru
(Christ 1 Miiller, 1960). Postupak: 0,3358 g ekstrakta ekstrahuje se sa 20 ml acetona, 1 ml
urotropina i 2 ml 25% hlorovodoni¢ne kiseline u povratnom hladnjaku 30 minuta. Kada se rastvor
ohladi vrsi se filtriranje kroz pamuk. Ostaci biljnog materijala na pamuku se ponovo ekstrahuju sa
20 ml acetona do kljuc¢anja. Rastvor se ponovo propusti kroz pamuk, pa se ekstrakcija acetonom
ponovi jo§ jedanput. U normalnom sudu od 100 ml filtrati se sjedine i normalni sud se dopuni
acetonom do oznake.

20 ml dobijenog rastvora se pomijesa sa 20 ml vode i 15 ml etil acetata, a zatim se vrsi ponavljanje
ekstrakcije sa 10 ml etil acetata, tri puta. Sjedinjene etil acetatne faze dvaput su isprane sa po 50
ml destilovane vode i propustene kroz pamuk, a zatim razrijedene sa etil acetatom do 50 ml.

Od tako dobijenog rastvora uzme se po 10 ml i prenese u 2 normalna suda od 25 ml. Jedan se sud
napuni sir¢etnom kiselinom do oznake 1 taj se rastvor koristi kao slijepa proba. U drugi sud se doda
1 ml aluminijum hlorida i do crte se dopuni rastvorom sircetne kiseline. Apsorbanca dobijenog
rastvora mjeri se na 425 nm nakon 45 minuta stajanja na tamnom mjestu (Christ i Muller, 1960).
Za dobijanje kalibracione krive koriS¢en je kvercetin, a rezultati su izraZzeni kao miligrami
ekvivalenta kvercetina po 100 g biljne sirovine (mg QE/100 g).

Qdredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Reagensi

- Folin-Ciocalteu reagens (FC reagens),
- 7,5 % rastvor natrijum karbonata i
- destilovana voda

Postupak

Sadrzaj ukupnih fenola je odreden spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteu sa
odredenim modifikacijama (Vitkovi¢, 2017). 1 ml ispitivanog ekstrakta je pomijeSan sa 0,5 ml
Folin Ciocalteu reagensa, nakon ¢ega je u smjesu dodato 2,5 ml 7,5% natrijum karbonata. Nakon
2 h stajanja na tamnom mjestu, apsorbanca ovako pripremljenih rastvora je ocitana na talasnoj
duzini od A=740 nm. Slijepa proba napravljena je mijesanjem 0,5 ml FC reagensa, 2,5 ml 7,5%
natrijum karbonata i 1 ml destilovane vode. Za dobijanje kalibracione krive koris¢ena je serija
standardnih rastvora galne kiseline u koncentraciji od 10 do 90 mg/l, a dobijeni rezultati izrazeni
su kao miligram ekvivalenta galne kiseline po gramu uzorka.

FC reagens je zapravo smje$a kompleksa fosfomolibdenove i fosfovolframove kiseline i pri
reakciji sa fenolnim jedinjenjima, ovaj reagens ih oksiduje, pri ¢emu se on redukuje u smjesu
volfram-oksida i molibden-oksida (reakcije 5 i 6).

Naz;WO4/NazMoOs + Fenol — (fenol-MoW11040)* (5)
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Mo(VI) (zuto obojen) + e- — Mo(V) (plavo obojen) (6)

Redukovani rastvor ima intenzivno plavu boju i mjeri se intenzitet boje u odnosu na slijepu probu
koja ne sadrzi uzorak (Gotal, 2020). Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanom ekstraktu
izrazen je kao ekvivalent mase u miligramima galne kiseline na 1 gram biljnog materijala
(mgGAE/g) (Tasi¢, 2017).

Odredivanje sadrzaja ukupnih tanina

Reagensi

- Folin-Ciocalteu reagens (FC reagens),
- natrijum karbonat,

- pirogalol i

- destilovana voda

Postupak

Tanini su odredeni metodom koja je opisana u Evropskoj farmakopeji Ph. Eur. 9.0. (Council of
Europe, 2016). 0,7215 ekstrakta se sa 150 ml destilovane vode zagrijava do klju¢anja i ostavi da
kljuca jo$ pola sata. Ohladeni rastvor se profiltrira pri ¢emu se odbacuje prvih 50 ml filtrata. Od
preostalog filtrata se uzme 5 ml (u normalni sud od 25 ml) i dopuni se destilovanom vodom do
crte. Potom se u drugi normalni sud od 25 ml uzme 2 ml prethodno napravljenog rastvora i doda
se 1 ml FC reagensa, 10 ml vode i dopuni se do crte sa natrijum karbonatom (koji se prethodno
vrtio na mjesalici pola sata). Na 760 nm je izmjerena apsorbanca, a za slijepu probu je koriS¢ena
destilovana voda (Al).

10 ml od prvobitnog filtrata se vrti na mjesalici sa 0,1010 g koznog praha u trajanju od 1 h. Nakon
1 h vrsi se filtriranje. Dobijeni filtrat se potom tretira kao prethodni rastvor 1 nakon dodavanja svih
potrebnih reagenasa, vrs$i se mjerenje apsorbance na 760 nm (A2). Kao slijepa proba se koristi
destilovana voda.

U 100 ml vode se rastvori 50 mg pirogalola. Potom se ponovi postupak kao i za prethodna dva
rastvora i mjerenje se vrSi na 760 nm (A3). I u ovom slucaju se za slijepu probu koristila
destilovana voda.

Njihov sadrzaj je izraCunat na osnovu razlike u apsorbanci ukupnih polifenola (Al) i polifenola
koji se ne adsorbuju na kozni prah (A2). Apsorbance su izmjerene na talasnoj duzini od 760 nm.
Sadrzaj tanina se izrazava kao procenat pirogalola.

Sadrzaj tanina, izraZen kao procenat pirogalola, izracunat je uz pomo¢ formule:

62,5 (A1 - AZ )x mz
Az —my
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gdje je:
m1 - masa ispitivanih ekstrakata timijana u gramima,
m2 -masa pirogalola u gramima.

3.1.2.3.  Odredivanje antioksidativnih svojstava postdestilacionog otpada timijana

Odredivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala-DPPH test

Reagensi

- 70% etanol i
- 0,2 mM rastvor DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
o 0,7656 g DPPH praha rastvori se u 50 ml etanola (slika 27)

~

Slika 27. DPPH rastvoren u etanolu (Autor: Kristina Burzanovic)

Postupak

Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti prirodnih antioksidanata najces¢e se koristi DPPH
metoda. DPPH predstavlja skrac¢enicu za 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Vitkovi¢, 2017). Prati se
transformacija rastvora koji je ljubicasto obojen u redukovani zuto obojen rastvor i na taj nacin se
uz pomo¢ DPPH radikala izraCunava vrijednost antioksidativnog kapaciteta (Tasi¢, 2017).
Napravljena je serija uzoraka od 10 pl, 25 ul, 50 ul, 100 pl i 300 ul i svaki uzorak je bio dopunjen
etanolom tako da ukupni zbir uzorka i etanola iznosi 300 pl. Zatim je u svaki uzorak dodato 2700
pl DPPH. Ovako napravljeni rastvori predstavljaju prvu seriju uzoraka (slika 28).
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Slika 28. Prva serija uzoraka (Autor: Kristina Burzanovi¢)

Za drugu seriju uzoraka su uzete iste vrijednosti uzoraka i etanola s tim §to se na kraju, umjesto
DPPH radikala dodavao rastvarac¢ (2700 ul 70% etanol). Sadrzaj svake epruvete je snazno

promuckan i ostavljen da odstoji 30 minuta na tamnom mjestu, nakon Cega je izmjerena

apsorbanca.

Talasna duZzina na kojoj je izmjerena apsorbanca iznosila je 517 nm. Na taj nacin je izmjeren

intenzitet promjene boje. Za slijepu probu se koristio rastvarac, 70% etanol.

DPPH radikal je veoma stabilan, pa je ova metoda pouzdana i jednostavna za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti razlicitih biljnih ekstrakata i ona se odnosi na ukupni kapacitet uzorka,

a ne na jednu odredenu antioksidativhu komponentu (Babovi¢, 2010).
Procenat inhibicije DPPH izracunat je prema sljedecoj formuli (Blois, 1958):

100
% =100 - | (45 — Ag)x — J

C

gdje je:

As - absorbanca etanolnih ekstrakata prethodno tretiranih DPPH rastvorom,

Ag - absorbanca etanolnih ekstrakata bez prethodnog tretiranja DPPH rastvorom,
Ac - absorbanca etanolnog rastvora DPPH.

Odredivanje sposobnosti redukcije feri jona-FRAP test

Reagensi

1) acetatni pufer (I rastvor)
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- natrijum-acetat (bezvodni),

- siréetna kiselina i

- sestilovana voda

2) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin - 11 rastvor)

- hlorovodonic¢na kiselina i

- destilovana voda

- TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin)

3) gvozde (III) hlorid rastvoren u vodi (111 rastvor)

FRAP: 25 ml acetatnog pufera (I rastvor), 2,5 ml TPTZ (1l rastvor), 2,5 ml gvozde (IIT) hlorida
(11 rastvor)

Postupak

Ova se metoda zasniva na mjerenju stepena redukcije Fe* jona do Fe?* u kiseloj sredini (Babovié,
2010; Milutinovi¢ i sar., 2013). 0,5 g ekstrakta se rastvori u 10 ml 70 % etanola. Od dobijenog
rastvora se uzme 100 pl i rastvori u 10 ml etanola i od tako razblazenog rastvora se ponovo uzme
100 pl i pomijesa sa 3 ml FRAP-a. Dobijeni rastvor treba da odstoji pola sata na temperaturi od 37
°C pri ¢emu treba da nastane plavo obojen rastvor. Talasna duzina na kojoj se mjeri apsorbanca
iznosila je 593 nm. Za slijepu probu se koris¢ena je smjesa etanola i FRAP-a.

Serija standardnih rastvora FeSO4-7H>O u FRAP reagensu u koncentracionom opsegu od 100 do
1000 mmol/l koriscena je za konstrukciju kalibracione krive. Rezultati su izrazeni kao milimolovi
Fe?* jona po gramu biljne sirovine (mmol Fe?*g).

40



4. REZULTATI I DISKUSIJA
41. CILJRADA

Cilj ovog master rada je odredivanje ukupnih flavonoida, fenola i tanina u postdestilacionoj
biomasi timijana (Thymus vulgaris L.) razli¢itim metodama ekstrakcije, kao i uporedivanje
efikasnosti razli¢itih metoda u te svrhe. Takode, cilj je bio i odredivanje antioksidativne aktivnosti
dobijenih ekstrakata uz primjenu 70% i 96% etanola kao rastvaraca.

U tom cilju, uradeno je sljedece:
» Listovi gajenog timijana su sakupljeni u martu 2022. godine u Dinosi, na teritoriji
opstine Tuzi;

» Hidrodestilacijom po Klevendzeru je pored etarskog ulja lista timijana, dobijen i
postdestilacioni otpad timijana, koji je kori$¢en za dalji eksperiment;

» VrSena je ekstrakcija postdestilacione biomase timijana: Soxhlet ekstrakcija,
ultrazvucna ekstrakcija i maceracija, a kao rastvaraC je koris¢en etanol u dvije

razli¢ite koncentracije (70% i 96%);

» Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata ispitivana je razli¢itim metodama:
DPPH metoda, FRAP metoda i Folin-Ciocalteu metoda;

» Sadrzaj ukupnih flavonoida, fenola i tanina u postdestilacionoj biomasi timijana
odreden je metodom spektrofotometrije;

» Dobijeni rezultati su poredeni sa dostupnim literaturnim podacima.
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4.2. SADRZAJ UKUPNIH FLAVONOIDA U POSTDESTILACIONOJ
BIOMASI TIMIJANA

Flavonoidi predstavljaju vaznu klasu niskomolekularnih jedinjenja, polifenolne strukture, Siroko
rasprostranjenu u biljnom carstvu (Panche i sar., 2016). Ove ljekovite komponente imaju znacajnu
biolosku aktivnost, a njihova efikasnost je dokazana u prevenciji nekih bolesti. Flavonoidi nalaze
primjenu u prirodnim bojama, u kozmetici i proizvodima za njegu koze. Najizrazenija primjena
ovih polifenola je u medicinske svrhe (Ullah i sar., 2020).

Kalibraciona kriva koris¢ena za odredivanje sadrzaja flavonoida je data na slici 29.
Eksperimentalno je ispitano prisustvo flavonoida u postdestilacionom otpadu timijana razli¢itih
ekstrakata i rezultati su prikazani na slici 30. Sa S1, U1, M1 oznaceni su ekstrakti dobijeni metodom
Soxhlet ekstrakcije, ultrazvuéne ekstrakcije i maceracije uz primjenu 70% etanola, respektivno;
dok su sa Sz, Uz, My, oznaceni ekstrakti dobijeni metodom Soxhlet ekstrakcije, ultrazvucne
ekstrakcije i maceracije uz primjenu 96 % etanola, respektivno.

Kalibraciona kriva za ekvivalent kvercetina
0.012

y =0.0019x - 0.0008

R?=0.9999
0.01

0.008
0.006
0.004

0.002

10 20 30 40 50 60

Slika 29. Kalibraciona kriva kori$¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida
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Slika 30. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima postdestilacionog otpada timijana

Najveci sadrzaj flavonoida imali su ekstrakti postdestilacione biomase timijana koji su dobijeni
postupkom ultrazvuéne ekstrakcije Uz (52,7 mg QE/100g) i Uz (57,6 mg QE/100g). Sadrzaj
flavonoida u ekstraktima koji su dobijeni postupkom maceracije M2 bio je 10,02 mg QE/100g i
M1 2,49 mg QE/100g, dok je najniZi sadrzaj flavonoida u ekstraktima Sz (1,40 mg QE/100g) i S1
(0,72 mg QE/100g). Iz prethodno navedenog se zakljucuje da se za izolovanje flavonoida iz
postdestilacione biomase timijana kao rastvara¢ pokazao efikasniji 96 % etanol u odnosu na 70 %
etanol, a da je ultrazvucna ekstrakcija najefikasnija od svih primijenjenih metoda, nezavisno od
koncentracije rastvaraca. Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka se posljednjih godina sve vise koristi
za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala. Ova metoda zasniva se na naru$avanju
zidova biljnih ¢elija i oslobadanju jedinjenja sprijecavajuéi degradaciju termolabilnih prirodnih
sekundarnih metabolita, $to je veoma pogodno za izolaciju fenolnih jedinjenja. Sli¢ne vrijednosti
sadrzaja flavonoida je dobio Gavari¢ sa saradnicima (2015a) ispitivanjem ekstrakta lista timijana
poslije hidrodestilacije uz primjenu 45% (52,89 mg QE/100g) i 75 % (50,09 mg QE/100g) etanola.
Vrijednosti sadrzaja flavonoida dobijene u tom istrazivanju su vr§ene metodom maceracije i vece
su od nasih vrijednosti dobijenih istim postupkom. Ovaj rezultat moze biti posljedica ¢injenice da
je u datom istraZivanju, biljna droga bila potopljena u rastvaracu 24 h, dok je u naSem istrazivanju
biljna droga bila potopljena u rastvaratu 1 h, nakon Cega je vrSeno filtriranje ekstrakta.
Istrazivanjem sadrzaja flavonoida u ekstraktu timijana (El-Guendouz i sar., 2019) gdje je
izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz osusenog lista timijana vrSeno Soxhlet ekstrakcijom, pomocu
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etanola, dobijeno je 0,13 mg QE/100g, $to je manje u odnosu ha rezultate u nasem radu. Ispitivanje
sadrzaja flavonoida u postdestilacionoj biomasi timijana je vrSeno uz metanol kao rastvarac,
metodom maceracije (Luca i sar., 2023), a rezultati su se prikazivali kao ekvivalenti rutina po
gramu uzorka, pa je sadrzaj flavonoida iznosio 24,70 mg RE /g.

Sadrzaj flavonoida u postdestilacionoj biomasi timijana je potrebno uporediti i sa drugim
ekstraktima iz svjezeg lista timijana, za koje je vrSeno ispitivanje u vise studija. Rezultati se
razlikuju, pa tako u jednoj studiji (Koksal i sar., 2017) je ekstrakt timijana imao vrijednost od 36,6
mg QE/100g, u drugoj (Oalde i sar., 2020) je ta vrijednost iznosila 19,57 mg QE/100g, dok je u
treoj (Zeghad i Merghem, 2013) 8,56 mg QE/100g. Za sve tri navedene studije se kao rastvarac¢
koristio etanol, pa se razlika u rezultatima moze objasniti razlikom u geografskom polozaju
ispitivanih uzoraka, bioloSkom porijeklu biljne vrste i njene starosti. U pomenutim istrazivanjima
od metoda su bile primijenjivane maceracija i ultrazvuéna ekstrakcija. Sve navedene vrijednosti
su manje u odnosu na vrijednosti dobijene u ovom radu postupkom ultrazvu¢ne ekstrakcije, ali
vecée u odnosu na druge primijenjene metode. Pored etanola, za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja
iz aromati¢nih i ljekovitih biljnih vrsta se kao rastvara¢ najcesce koristio i metanol. Istrazivanje
lista timijana iz regiona Setif na istoku Alzira metodom maceracije (Amamra i sar., 2018) pokazalo
je sadrzaj flavonoida 21,92 mg QE/100g.

4.3. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA U POSTDESTILACIONOJ
BIOMASI TIMIJANA

Biljne vrste predstavljaju bitan izvor bioloski aktivnih supstanci — antioksidanata. Antioksidativna
aktivnost se uglavnom pripisuje fenolnim jedinjenjima (Baatour i sar., 2015). Unos polifenola
moze se posti¢i konzumacijom hrane biljnog porijekla (Hussein i sar., 2017), prilikom cega se
moze smanjiti rizik od razvoja oboljenja izazvanih oksidativnim stresom. Fenolna jedinjenja mogu
vrsiti svoje antioksidativno djelovanje direktnom reakcijom sa slobodnim radikalima i na taj nacin
proizvesti manje reaktivne radikalne vrste (Venkatesa i sar., 2019).

Na slici 31 prikazana je kalibraciona kriva koja je koriS¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih

fenola, dok je na slici 32 prikazan ukupan sadrzaj fenola u ekstraktima posdestilacionog otpada
timijana (S1, U1, My, Sz, Uz, M2).
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Slika 31. Kalibraciona kriva kori§¢ena za odredivanje sadrZzaja ukupnih fenola
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Slika 32. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima postdestilacionog otpada
timijana
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Najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima postdestilacionog otpada timijana imali su
ekstrakti dobijeni ultrazvuénom ekstrakcijom: uzorak U, 50,26 mg GAE/100 g i uzorak U; 42,82
mg GAE/100 g, zatim postupkom maceracije (21,09 mg GAE/100 g u uzorku Mz i 20,16 mg
GAE/100 g u uzorku M), dok je najmanji sadrzaj fenolnih jedinjenja pronadjen u ekstraktima
dobijenim Soxhlet ekstrakcijom (18,3 mg GAE/100 g za uzorak Sz i 9,9 mg GAE/100 g za uzorak
S1). Ultrazvuk stvara mehanicki pritisak na tkivu i dolazi do kavitacije u uzorku, odnosno do
stvaranja i razgradnje mikroskopskih mjehuri¢a, gdje ultrazvuk visoke frekvencije usljed
djelovanja kavitacije na ¢elijski zid materijala, omogucuje vece prodiranje rastvara¢a u materijal i
povecava prenos mase. Svi ekstrakti, nezavisno od primijenjene metode ekstrakcije, dobijeni
primjenom 96% etanola imali su ve¢i sadrZaj bioaktivnih jedinjenja u odnosu na 70% etanol. Da
veéa koncentracija rastvaraca daje bolje rezultate u pogledu sadrzaja bioaktivnih jedinjenja,
pokazala je i studija (Gavari¢ i sar., 2015a) u kojoj je 75% etanol dao bolje rezultate u odnosu na
45%, a kao metoda je koris¢ena maceracija. Poredenjem rezultata ukupnih fenola dobijenih
analizom ispitivanih uzoraka sa nekoliko objavljenih studija uocene su razlike. Naime, Gavari¢ i
saradnici (2015a) su proucavaju¢i postdestilacioni otpad timijana, u ekstraktu dobijenom
postupkom maceracije i primjenom etanola kao rastvaraca (45% i 75%), detektovali sadrzaj
ukupnih fenola 58,23 do 62,45 mg GAE/100 g. Dobijeni prinosi ukupnih fenola su ve¢i u odnosu
na rezultate u naSem radu. U svim eksperimentima 75% etanol se pokazao kao bolji rastvarac¢ za
izolovanje fenolnih komponenti. Etanol su kao rastvara¢ koristili i EI-Guendouz i saradnici (2019)
i primjenom Soxhlet ekstrakcije dobili da je ekstrakt sa sadrzajem ukupnih fenola u otpadu
timijana iznosio 97,50 mg GAE/100 g, $to predstavlja ve¢u vrijednost u odnosu na nase rezultate.
Luca i saradnici (2023) su u svom istrazivanju koristili metanol kao rastvarac i dobili da je sadrzaj
ukupnih fenola u postdestilacionom otpadu timijana, postupkom ultrazvucne ekstrakcije 65,31 mg
GAE/100 g, sto je priblizno u poredenju sa rezultatima u naSem radu. Prilikom ispitivanja sadrzaja
fenola u postdestilacionom otpadu, metanol se kao rastvara¢ koristio i kod srodnih biljaka Thymus
zygis i Thymbra capitata pri ¢emu su zabiljeZzene nesto vece vrijednosti u odnosu na vrijednosti
kod Thymus vulgaris. Za Thymus zygis (Jordan i sar., 2009) sadrzaj ukupnih fenola u biootpadu
iznosio je od 122,2 do 108,5 mg GAE/100 g u zavisnosti od stepena navodnjavanja, dok je za
Thymbra capitata (Proestos i sar., 2005) iznosio od 126,7 do 197,84 mg GAE/100 g. Dobijene
vrijednosti potvrduju da hidrodestilacioni otpad moze biti potencijalni izvor fenolnih jedinjenja.
Na osnovu dostupnih istrazivanja postdestilacione biomase timijana, uo¢eno je da su se kao
rastvaraci najcesce koristili etanol i metanol u razli¢itim koncentracijama. Oni su pokazali najbolje
rezultate prilikom ekstrakcije fenolnih komponenti zbog njihovog polariteta i dobre rastvorljivosti
fenolnih komponenata.

Sadrzaj fenolnih komponenti u postdestilacionoj biomasi timijana uporeden je i sa ekstraktima
svjezeg lista timijana. Oalde sa saradnicima (2020) je vr$io ispitivanje 6 razliitih ekstrakata iz
porodice Lamiaceae, medu kojima je bio i timijan, pri cemu Su Se kao rastvaraci koristili metanol,
etanol i voda. Najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja u svim ispitivanim uzorcima imali su etanolni
ekstrakti. Vaiciuliene i saradnici (2022) su izvrsili ekstrakciju lista timijana i etanolni ekstrakt
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timijana je imao najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja 35,3 mg GAE/100 g. Za razliku od ovog
istraZivanja, u istrazivanju koje je obavio Gedikoglu sa saradnicima (2019), metanol se pokazao
kao bolji rastvara¢ fenolnih jedinjenja (15,3 mg GAE/100 g) u odnosu na etanol (13,57 mg
GAE/100 g). Sli¢ne rezultate je pokazalo i istrazivanje (Roby i sar., 2013) gdje je sadrzaj fenolnih
jedinjenja u metanolnim ekstraktima iznosio 8,10 mg GAE/100 g, dok je u etanolnim ekstraktima
iznosio 7,30 mg GAE/100 g. U ovom istrazivanju nepolarni rastvaraci, heksan i dietil etar pokazali
mnogo manju sposobnost ekstrahovanja fenolnih jedinjenja u poredenju sa polarnim rastvara¢ima.
Amamra sa saradnicima (2018) je ispituju¢i sadrzaj fenola u ekstraktu timijana koristio vise
rastvaraca: vodu, butanol, hloroform, etil acetat, metanol i petrol etar, pri ¢emu su metanolni
ekstrakti imali najve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja. Prilikom ekstrakcije fenolnih jedinjenja kod
biljaka srodnih biljnoj vrsti Thymus vulgaris, primijecene su sli¢nosti prilikom odabira pogodnih
ekstrakcionih rastvaraca, ali su vrijednosti izolovanih fenolnih jedinjenja bile vece. Naime,
etanolni ekstrakti lista Thymus algeriensis i Thymus quinquecostatus imali su veci sadrzaj fenolnih
jedinjenja u odnosu na Thymus vulgaris. Etanolni ekstrakt lista Thymus algeriensis sadrzao je 125
mg GAE/100 g fenolnih jedinjenja (Rezzoug i sar., 2019), dok je etanolni ekstrakt Thymus
quinguecostatus sadrzao 105 mg GAE/100 g (Kim i sar., 2012). Kod biljaka iz iste familije vr$eno
je poredenje efikasnosti rastvaraca u cilju izolovanja fenolnih jedinjenja iz biljke Thymus
leptobotrys, pa je tako u studiji (Oubihi i sar., 2020), gdje su se kao rastvaraci koristili metanol i
etanol, metanolni ekstrakti (243,08 mg GAE/100 g) imaju bolja svojstva u odnosu na etanolne
ekstrakte (214,26 mg GAE/100 g).

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, za ispitivanje fenolnih jedinjenja u svjezim listovima timijana
primijenjivani su rastvarac¢i: metanol, etanol, voda, aceton, dietil etar, hloroforom, butanol. Od
svih upotrijebljenih rastvaraca, za ekstrakciju fenolnih jedinjenja najbolje rezultate su dali metanol
i etanol zbog svog polariteta. U nekim studijama se metanol pokazao kao bolji rastvara¢ u odnosu
na etanol, u pogledu ekstrakcije fenolnih jedinjenja, ali razlike u vrijednostima nisu velike, pa je
za upotrebu u prehrambenoj industriji zbog svoje netoksi¢nosti etanol adekvatniji kao rastvarac.
Naravno, osim odabira rastvaraCa, na prinos fenola uti€u i razni drugi faktori zbog kojih su
varijacije u rezultatina neminovne. Ukupan sadrzaj fenola varira u zavisnosti od biljne vrste, tkiva,
faze razvoja i faktora Zivotne sredine, kao §to su temperatura, voda, svjetlosni uslovi (Chaves,
2020).

Polaritet rastvaraca za ekstrakciju uti¢e na efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja. Manje polarni
rastvaraci ekstrahuju manje kolicine fenolnih jedinjenja, a samim tim ovi ekstrakti posjeduju manji
potencijal za uklanjanje slobodnih radikala. Posto hidroksilne grupe fenolnih jedinjenja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti, generalno polarniji ekstrakti imaju vece antioksidativne aktivnosti
(Kaczorovai sar., 2021).
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44. SADRZAJ UKUPNIH TANINA U POSTDESTILACIONOJ
BIOMASI TIMIJANA

Tanini predstavljaju Siroko rasprostranjene sekundarne metabolite u biljkama i igraju vaznu ulogu
u njihovim odbrambenim mehanizmima (Swanson, 2003). Djeluju kao odbrambeni agensi biljaka,
Stite drveée od gljivica, patogena, insekata i biljojeda (Das i sar., 2020). Takode, tanini imaju
benefite i po ljudsko zdravlje (Sharma i sar., 2019). Kategorisani su u dvije glavne grupe,
kondenzovani tanini i hidrolizujuéi tanini. Tanini koji se mogu hidrolizovati sadrze glukozu ili
druge polihidroksilne alkohole esterifikovane galnom kiselinom ili heksahidroksidifenskom
kiselinom, pa se u zavisnosti od esterifikacije dijele na galotanine i elagitanine. Kondenzovani
tanini imaju $irok opseg molekularnih tezina od 500 do preko 20 000 i imaju sposobnost da reaguju
sa aldehidima kako bi generisali polimerne materijale. (Das i sar., 2020).

Procentualni sadrzaj tanina u ekstraktima postdestilacionog otpada timijana koji je dobijen u ovom
istrazivanju prrikazan je na slici 33.
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Slika 33. Sadrzaj tanina u ekstraktima postdestilacionog otpada timijana
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U ekstraktu dobijenom ultrazvu¢nom ekstrakcijom detektovan je najveci sadrzaj tanina koji je
iznosio 1,50% (70% etanol), dok je za 96% etanol dobijen rezultat od 2,94%. Potom, najvece
vrijednosti u pogledu sadrZzaja tanina pokazali su ekstrakti M2 (1,41%) i Sz (0,77%), dok su
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najmanje vrijednosti pokazali ekstrakti M1 (0,66%) i S1 (0,31%). Dobijeni rezultati ukazuju da
vece vrijednosti tanina daju ekstrakti dobijeni 96% etanolom, u odnosu na ekstrakte dobijene 70%
etanolom, nezavisno od primijenjene metode ekstrakcije.

Detaljnim pregledom literaturnih podataka nisu pronadeni radovi u kojima je vrSeno ispitivanje
sadrzaja tanina u postdestilacionoj biomasi timijana.

Sadrzaj tanina je ispitan u svjeZzem listu timijana metodom ultrazvucne ekstrakcije uz primjenu 70
% etanola kao rastvaraca (Kindl i sar., 2015) i dobijena vrijednost je iznosila 0.98 %, S$to
predstavlja manju vrijednost u odnosu na rezultate naseg ispitivanja istom metodom ekstrakcije.
Takode, vrSeno je ispitivanje za srodnu vrstu Thymus leptobotrys (Oubihi i sar., 2020) pri ¢emu je
sadrzaj tanina iznosio 2,06 mg/g CE.

Koli¢ina tanina sadrzana u biljci zavisi od geografskog polozaja, bioloSkog porijekla, vrste
populacije i starosti. Odnos ¢vrste materije i rastvaraca predstavlja vazan faktor koji upravlja
procesom ekstrakcije, kao 1 njihovo kontinuirano mijeSanje koje je lakse ukoliko je vec¢i odnos
rastvaraca i ¢vrste materije. Na proces ekstrakcije utic¢e i veliina Cestica, koja treba da je §to manja,
kako bi rastvara¢ mogao lakse da prodre u Cesticu i na taj nacin se skracuje vrijeme ekstrakcije.
Takode, bitan faktor predstavlja i duzina trajanja ekstrakcije, tj.duZe trajanje ekstrakcije daje vecu
koli¢inu tanina (Das i sar., 2020).

45. ANTIOKSIDATIVNA  AKTIVNOST POSTDESTILACIONE
BIOMASE TIMIJANA

Oksidativni stres je uzrokovan neravnotezom izmedu reaktivnih vrsta kiseonika i antioksidativnih
odbrambenih sistema i smatra se glavnim razlogom za pojavu mnogih oboljenja. Antioksidanti u
cilju lijecenja celijskih degeneracija poc¢inju da se razmatraju jer inhibiraju ili odlazu oksidativni
proces blokiranjem oksidativne lanc¢ane reakcije. NaSe tijelo izloZeno stresu ima viSe reaktivnih
vrsta kiseonika od antioksidativnih vrsta, pri ¢emu dolazi do neravnoteze u ljudskom organizmu,
a degradacija Celije na kraju dovodi do djelimi¢nog ili potpunog funkcionalnog gubitka fizioloskih
sistema u tijelu (Shah i Modi, 2015).

Ekstrakti timijana testirani su razli¢itim antioksidativnim testovima, $to je od izuzetne vaznosti jer
antioksidanti mogu dati razli¢ite odgovore kada se tretiraju razliitim testovima. Zbog toga se
preporucuje kombinacija testova koji se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima djelovanja
(Schlesier i sar., 2002). U ovom istrazivanju, antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka timijana
mjerena je DPPH i FRAP metodom. DPPH radikal je ljubicasto obojen, a kada dode u kontakt sa
antioksidantom prelazi u zuto obojen rastvor. Rezultati DPPH testa predstavljeni su onom
koli¢inom antioksidanta koja smanjuje koncentraciju radikala za 50% (efikasna koncentracija-
ICs0). Sto je manja ICso vrijednost, to je uzorak veéeg antioksidativnog potencijala. Rezultati
FRAP testa su izrazeni kao milimolovi jona Fe?* po gramu ispitivanog uzorka (mmol Fe?*/g)
(Guediri i sar., 2021). Ova metoda mijeri kapacitet antioksidativne komponente da redukuje
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prisutnu antioksidativnu komponentu, pri ¢emu dolazi do transfera elektrona, kao 1 do promjene

boje, pri ¢emu je stepen promjene boje je proporcionalan koncentraciji antioksidanta (Milutinovi¢
i sar., 2013).

Na slici 34 prikazana je antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata timijana dobijena
primjenom DPPH testa.
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Slika 34. Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka timijana dobijena primjenom
DPPH metode
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Dobijena ICso vrijednost u ekstraktima postdestilacione biomase timijana iznosila je redom (od
najmanje ka najvecoj): Ui<U2<S;<M2<M:1<S;. Ekstrakti dobijeni metodom ultrazvucne
ekstrakcije U1 (0,38 pg/ml) i Uz (2,18 pg/ml) pokazali su najbolji antioksidativni potencijal, jer
manja ICso vrijednost pokazuje veci antioksidativni potencijal. Potom, ekstrakti Sz (2,28 pg/ml) i
M2 (2,42 pg/ml), dok su najmanji antioksidativni potencijal pokazali ekstrakti M1 (2,85 pg/ml) i
S1(3,62 pg/ml). Gavari¢ i saradnici (2015) dobili su sli¢ne rezultate i ispitivani ekstrakti osuSenog
lista timijana su pokazali vrijednosti 1Cso u rasponu 1,74-2,63 pg/ml za biljnu drogu koja je
izmljevena prije procesa ekstrakcije i 2,11-2,40 pg/ml za biljnu drogu u kojoj operacija mljevenja
nije vrSena. Manje vrijednosti antioksidativnog potencijala osusenog lista timijana detektovalo je
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istrazivanje koje je vrsio El-Guendouz sa saradnicima (2019) pri ¢emu je dobijena vrijednost ICso
iznosila 0,093 pg/ml.

Antioksidativni potencijal DPPH metodom mijeren je i kod ekstrakata lista timijana koji nisu
prethodno destilovani i neka istrazivanja su pokazala veée ICso vrijednosti u odnosu na prethodno
pomenute vrijednosti. Naime, dobijena vrijednost u jednom istrazivanju za ekstrakt Thymus
vulgaris iznosila je 12,27 pg/ml (Vladimir-Knezevi¢ i sar., 2014), dok je drugo istrazivanje (Kindl
i sar., 2015) dalo vrijednosti ICsp 14,41 pg/ml.

Podaci ukazuju na to da je ultrazvucna ekstrakcija bolja od klasi¢nih metoda ekstrakcije jer se
dobijaju ekstrakti sa vec¢im sadrzajem flavonoida, fenola i tanina, shodno tome i bolje
antioksidativne aktivnosti, za znatno krace vrijeme u odnosu na maceraciju i Soxhlet ekstrakciju,
Sto je veoma bitno i sa ekonomske strane.

Za odredivanje antioksidativnog potencijala postdestilacione biomase timijana, u ovom radu
koriséen je i FRAP test, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 35.
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Slika 35. Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka timijana primjenom FRAP
metode
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Analizom antioksidativne sposobnosti osu$enog lista timijana FRAP metodom dobijena vrijednost
u ekstraktima postdestilacione biomase timijana iznosila je redom (od najmanje ka najvecoj):
U2<M2<U1<S1<S,<M. Ekstrakti M1 (0,142 umol Fe?*/g) i S2(0,1044 pmol Fe?*/g) su dali najbolje
rezultate u pogledu antioksidativnih svojstava. Potom, ekstrakti S; (0,0996 pmol Fe?*/g) i U;
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(0,0726 pmol Fe?*/g), dok su najmanji antioksidativni potencijal detektovani u ekstraktima M.
(0,0281 pumol Fe?*/g) i U2 (0,0274 pmol Fe?*/g). Utvrdeno je da najveéu antioksidativnu aktivnost
pokazuju uzorci dobijeni maceracijom i Soxhlet ekstrakcijom, Sto se razlikuje od rezultata
dobijenih DPPH metodom.

Detaljnim pregledom literaturnih podataka nisu pronadeni radovi u kojima je vrSeno ispitivanje
antioksidativne aktivnosti u postdestilacionoj biomasi timijana FRAP metodom.

Za srodnu biljnu vrstu Thymbra capitata vrSeno je istrazivanje antioksidativne aktivnosti
postdestilacionog ekstrakta lista timijana FRAP metodom sa dva podru¢ja (Hcini i sar., 2022), pri
gemu su dobijene vrijednosti 0,0422 pmol Fe?*/g i 0,0521 umol Fe?*/g. Primijenjena je Soxhlet
metoda ekstrakcije, a kao rastvaraé¢ se koristio metanol. Dobijene vrijednosti su manje u odnosu
na vrijednosti naSeg ispitivanja. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti svjezeg lista timijana vrseno
je FRAP metodom u istrazivanju koje je obavio Gedikoglu sa saradnicima (2019). U istrazivanju
je koristio 80 % etanol kao rastvara¢, a od metoda mikrotalasnu ekstrakciju, pri ¢emu su dobijene
vrijednosti 3,18 pmol Fe?*/g. Dobijene vrijednosti ukazuju na ¢injenicu da veéu antioksidativnu
aktivnost pokazuju ekstrakti dobijeni iz svjezeg lista timijana u odnosu na postdestilacioni ekstrakt
timijana.

Poredenjem rezultata dobijenih primjenom DPPH i FRAP metode u ovom istrazivanju uocene su
izvjesne razlike. Naime, najveéi antioksidativni kapacitet primjenom DPPH metode imao je
ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom, dok su primjenom FRAP metode bolje rezultate
pokazali ekstrakti dobijeni maceracijom i Soxhlet ekstrakcijom. Iz ovoga se moze zakljuciti da
samo jedan test procjene antioksidativne aktivnosti nije dovoljan za dobijanje validnih rezultata.

46. KORELACIJA SADRZAJA FLAVONOIDA, FENOLNIH
JEDINJENJA, TANINA | ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI U
ISPITIVANIM UZORCIMA TIMIJANA

Kako bi se procijenio uticaj flavonoida, ukupnih fenola i tanina na antioksidativnu aktivnost
ispitivanih uzoraka timijana koriS¢en je Spirmanov koeficijent korelacije. U radu je analiziran
stepen korelacije prethodno pomenutih polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u
ispitivanim ekstraktima timijana i dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 1 i tabeli 2. Primjenom
korelacione analize, neke studije su potvrdile da koncentracija polifenolnih ekstrakata ima
znacCajnu ulogu na antioksidativnu aktivnost biljke (Hcini i sar., 2022). Takode, pri procjeni
antioksidativne aktivnosti vazno je uzeti u obzir i prisustvo ostalih sekundarnih metabolita biljke
jer njihova antioksidativna aktivnost nije rezultat aktivnosti samo jedne komponente, veé je
posljedica i njihovih medusobnih antagonisti¢kih i sinergisti¢kih djelovanja (Lianda, R.L.P.,
2012).
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Tabela 1. Stepen korelacije flavonoida, ukupnih fenola i tanina i antioksidativne aktivnosti u
ispitivanim uzorcima timijana

DPPH FRAP

Flavonoidi -0,771 -0,714
Ukupni fenoli -0,771 -0,714
Tanini -0,886 -0,771

Tabela 2. p vrijednosti za Spirmanov koeficijent korelacije

DPPH FRAP

Flavonoidi 0,1028 0,1361
Ukupni fenoli 0,1028 0,1361
Tanini 0,0333 0,1028

Vrijednosti Spirmanovog koeficijenta korelacije se kre¢u izmedu -1 i +1, gdje vrijednost bliska -1
ukazuje na jaku negativnu rang-korelaciju, vrijednost bliska +1 ukazuje na jaku pozitivnu rang-
korelaciju, a vrijednost bliska 0 ukazuje na nedostatak rang-korelacije (Schober i sar.,2018).
Vrijednost p predstavlja vjerovatnocu za koju se data korelacija deSava slucajno. Ako je p
vrijednost manja od odredenog praga znacajnosti (najéesée 0,05), to znaci da postoji dovoljno jak
dokaz da postoji znacajna korelacija izmedu varijabli. U tom slucaju, moze se odbaciti nulta
hipoteza da nema korelacije. S druge strane, ako je p vrijednost ve¢a od praga znacajnosti, nulta
hipoteza se ne moze odbaciti i1 zakljucuje se da nema dovoljno jakih dokaza da postoji znacajna
korelacija izmedu varijabli. U nasem sluc¢aju samo je kod DPPH i tanina p<0.05, pa u tom slu¢aju
imamo jaku negativnu korelaciju (-0.886).
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5. ZAKLJUCAK

Po prvi put ovaj rad daje sveobuhvatne podatke o antioksidativnim aktivnostima postdestilacione
biomase biljne vrste Thymus vulgaris u Crnoj Gori. Izvedene su razli¢ite metode ekstrakcije
biljnog otpada sa razli¢itim koncentracijama rastvaraca. Iz rezultata dobijenih ispitivanjem
sadrzaja ukupnih flavonoida, fenola i tanina, antioksidativne aktivnosti DPPH i FRAP metodama,
uzoraka dobijenim razli¢itim ekstrakcionim tehnikama primijenjenim na posdestilacionoj biomasi
timijana, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

e Najveca kolicina ukupnih flavonoida detektovana je u uzorcima dobijenim postupkom
ultrazvuéne ekstrakcije- 57,6 mg QE/ g U2 i 52,7 mg QE/ 100 g U:. U ekstraktu dobijenom
primjenom maceracije bilo je 10,02 mg QE/ 100 g za uzorak M2 i 2,49 mg QE/ 100 g za
uzorak M1, a najmanja koli¢ina nadena je u ekstraktima dobijenim Soxhlet ekstrakcijom
1,40 mg QE/ 100 g za S2i 0,72 mg QE/ 100 g Si.

e Najveca koli¢ina ukupnih fenola detektovana je takode u uzorcima dobijenim postupkom
ultrazvucne ekstrakcije- 50,26 mg GAE/ 100 g Uz i 42,82 mg GAE/ 100 g U1. U ekstraktu
dobijenom primjenom maceracije bilo je 21,09 mg GAE/ 100 g za uzorak M2 i 20,16 mg
GAE/ 100 g za uzorak M:. Najmanja koli¢ina ukupnih fenola ponovo je nadena je u
ekstraktima dobijenim Soxhlet ekstrakcijom i iznosila je 18,3 mg GAE/ 100 g za S»1 9,9
mg GAE/ 100 g S:.

¢ Najveca koli¢ina tanina detektovana je takode u uzorku dobijenom postupkom ultrazvucne
ekstrakcije i procenti sadrzaj tanina je iznosio- 2,94% za U2 i 1,50% za U;. Potom, najvece
vrijednosti u pogledu sadrzaja tanina pokazali su ekstrakti M2 (1,41%) i Sz (0,77%), dok
su najmanje vrijednosti pokazali ekstrakti M1 (0,66%) i S1 (0,31%).

e Na osnovu poredenja dobijenih rezultata tri ekstrakcione tehnike: Soxhlet ekstrakcije,
ultrazvucne ekstrakcije i maceracije, moze se zakljuciti da ultrazvucna ekstrakcija dovodi
do najveceg prinosa bioaktivnih jedinjenja. Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka koristi
energiju kavitacije u rastvaracu koja ubrzava rastvaranje 1 difuziju rastvorene supstance,
kao i prenos toplote, Sto poboljsava efikasnost ekstrakcije. Zbog mehani¢kog uticaja na
¢elijske zidove, metoda ultrazvuka omogucava vece ekstrakcijske prinose u kracem
vremenskom roku, $to uti¢e i na smanjenje utroska energije Manji prinos u pogledu
sadrzaja bioaktivnih jedinjenja daje maceracija i na kraju, kao najmanje pogodna metoda
za izolovanja bioaktivnih komponenti iz postdestilacione biomase timijana- sa najnizim
prinosom, pokazala se Soxhlet ekstrakcija.

e U svim slucajevima, nezavisno od primijenjene tehnike ekstrakcije, 96% etanol je
favorizovao ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz postdestilacione biomase timijana u
odnosu na 70% etanol. Pravilnim odabirom rastvara¢a moze se uticati na povecanje prinosa
zeljenih komponenti. Za ekstrakciju flavonoida, fenola 1 tanina bolje rezultate daje
primjena organskih rastvaraca, zbog sli¢nosti u polarnosti.
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e Antioksidativne vrijednosti dobijene DPPH i FRAP metodom se razlikuju. Naime, najveci
antioksidativni potencijal primjenom DPPH metode imao je ekstrakt dobijen ultrazvuénom
ekstrakcijom, dok su primjenom FRAP metode bolje rezultate pokazali ekstrakti dobijeni
maceracijom i Soxhlet ekstrakcijom. Iz tog razloga se preporucuje primjena razlicitih
testova za odredivanje antioksidativne sposobnosti ekstrakata, kako bi se dobili validni
rezultati.

e Pronadena je jaka negativna korelacija izmedu DPPH metode i tanina (-0,886).

e Rezultati pokazuju da posdestilacioni otpad timijana predstavlja izvor bioloski aktivnih
polifenolnih jedinjenja za kojima potraznja sve vise raste. Takode, ispitivani ekstrakti
biootpada pokazuju antioksidativna svojstva i mogu se Koristiti u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji.

Postdestilacioni otpad timijana se pokazao kao efikasan potencijalni izvor polifenola, koji su

prirodni antioksidanti i korisni po ljudsko zdravlje. Oni mogu da zamijene ili smanje korisc¢enje
sinteti¢kih antioksidanata u hrani, kozmetici i farmaceutskim proizvodima.
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