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1ZvVOD

U okviru ovog rada ispitivana je ekstrakcija antioksidativnih jedinjenja odabranih vrsta roda
Mentha (Mentha piperita i Mentha longifolia), sa dva geografski razli¢ita podru¢ja Crne Gore,
tacnije sa podru¢ja Pljevalja (sjeverni region) i Herceg Novog (juzni region). Primjenjene su
razli¢ite tehnike ekstrakcije (ultrazvucna ekstrakcija, digestija, maceracija i Sokslet (Soxhlet)
ekstrakcija) u cilju utvrdivanja najefikasnije metode za izolovanje antioksidativnih jedinjenja.
Ispitano je kojom se metodom ekstrakcije dobija ekstrakt sa najve¢im sadrzajem antioksidativnih
jedinjenja i utvrdeno da je najpogodnija ultrazvu¢na ekstrakcija. Takode, prilikom ekstrakcije,
koris¢eni su razliciti rastvara¢i i utvrdeno je da etanolni ekstrakti imaju najve¢i sadrzaj
antioksidativnih jedinjenja.

Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja u etanolnim i vodenim ekstraktima pitome nane i divlje nane
(Mentha piperita i Mentha longifolia) ispitivan je primjenom UV-VIS spektrofotometrijske
metode. Folin-Ciocalteu metodom odreden je sadrzaj fenola u svim uzorcima, dok je za
kvantitativno odredivanje flavonoida primjenjena metoda sa aluminijum-hloridom. Analizom
dobijenih rezultata uoceno je da se u etanolnim ekstraktima pitome nane vrijednosti ukupnog
sadrzaja fenola kre¢u u intervalu od 97,04 mg GAE/g suve biljke do 210,5 mg GAE/g suve biljke,
a flavonoida od 71,02 mg Qc/g suve biljke do 184,8 mg Qc/g suve biljke. U vodenim ekstraktima
pitome nane sadrzaj fenola je iznosio od 56,44 mg GAE/g suve biljke do 121,5 mg GAE/g suve
biljke, a flavonoida 51,76 mg Qc/g suve biljke do 116,28 mg Qc/g suve biljke. Sadrzaj fenola u
etanolnim ekstraktima divlje nane se kretao od 139,07 mg GAE/g suve biljke do 241,35 mg GAE/g
suve biljke, dok se sadrzaj flavonoida kretao od 60,42 Qc/g suve biljke do 115,52 Qc/g suve biljke.
U vodenim ekstraktima divlje nane sadrzaj fenola se kretao u intervalu od 79,97 mg GAE/g suve
biljke do 140,04 mg GAE/g suve biljke, a sadrzaj flavonoida od 51,76 mg Qc/g suve biljke do
184,8 mg Qc/g suve biljke.

Antioksidativna aktivnost vodenih i etanolnih ekstrakata pitome i divlje nane odredivana je DPPH i
FRAP testom. U etanolnim ekstraktima antioksidativna aktivnost pitome nane odredivana DPPH
testom se kretala u intervalu od 25,02 pg/mL do 83,71 pg/mL, a mjerena FRAP testom od 1,53
umol Fe?*/g suve biljke do 3,92 umol Fe?*/g suve biljke. U vodenim ekstraktima antioksidativna
aktivnost pitome nane odredivana DPPH testom se kretala od 70,33 pg/mL do 148,07 pg/mL, a
mjerena FRAP testom od 0,73 pmol Fe?*/g suve biljke do 2,42 umol Fe?'/g suve biljke.
Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata divlje nane odredivana DPPH testom je iznosila od
16,50 pg/mL do 58,84 ug/mL, a mjerena FRAP testom od 2,24 umol Fe?*/g suve biljke do 4,27



umol Fe?*/g suve biljke, dok je antioksidativna aktivnost vodenih ekstrakata mjerena DPPH testom
iznosila od 62,15 pg/mL do 162,54 ng/mL, a mjerena FRAP testom 0,62 pumol Fe?*/g suve biljke
do 2,68 umol Fe?*/g suve biljke.

Kljuéne rijeci: Mentha piperita, Mentha longifolia, ekstrakcija, fenoli, flavonoidi, antioksidativna

aktivnost, DPPH, FRAP.



ABSTRACT

Within of this study the extraction of antioxidant compounds of selected species Mentha, (Mentha
piperita and Mentha longifolia) were examined, from two geographically different areas of
Montenegro, exactly from the area of Pljevlja (northern region) and Herceg Novi (southern region).
Various extraction techniques (ultrasonic extraction, digestion, maceration and Soxhlet extraction)
were performed in order to determine the most effective methods for isolating antioxidant
compounds. It was examined which extraction method produces the extract with the highest
content of antioxidant compounds and it was determined that ultrasonic extraction is the most
suitable. Also, during the extraction, different solvents were used and it was determined that
ethanolic extracts have the highest content of antioxidant compounds.

In ethanol and aqueous extracts of cultivated and wild mint (Mentha piperita and Mentha
longifolia) content of antioxidant compounds was examined using the UV-VIS spectrophotometric
method. Folin-Ciocalteu method determined the phenol content in all samples, while the aluminum
chloride method was applied for quantitative determination of flavonoids. Analyzing the obtained
results, it was observed that in ethanol extracts of cultivated mint, the values of the total phenol
content ranged from 97,04 mg GAE/g dry plant to 210,5 mg GAE/g dry plant and flavonoids from
71,02 mg Qc/g dry plant to 184,8 mg Qc/g dry plant. In aqueous extracts of cultivated mint, phenol
content was from 56,44 mg GAE/g dry plant to 121,5 mg GAE/g dry plant and flavonoids 51,76
mg Qc/g dry plant to 116.28 mg Qc/g dry plant. The phenol content in wild mint ethanol extracts
ranged from 139,07 mg GAE/g dry plant to 241,35 mg GAE/g dry plant, while flavonoid content
ranged from 60,42 Qc/g of dry plant to 115,52 Qc/g of dry plant. In wild mint aqueous extracts,
phenol content ranged in the interval 79,97 mg GAE /g dry plant to 140,04 mg GAE/g dry plant,
and flavonoid content from 51,76 mg Qc/g dry plant to 184,8 mg Qc/g dry plant.

Antioxidant activity of aqueous and ethanol extracts of cultivated and wild mint was determined by
DPPH and FRAP test. In ethanol extracts, antioxidant activity of cultivated mint determined by
DPPH test ranged from 25,02 pg/mL to 83,71 pg/mL, and measured by FRAP test of 1,53 pumol
Fe?*/g dry plant to 3,92 pumol Fe?*/g dry plant. In aqueous extracts, antioxidant activity of
cultivated mint determined by DPPH test ranged from 70,33 pg/mL to 148,07 pg/mL, and
measured by FRAP test from 0,73 pmol Fe?*/g dry plant to 2,42 umol Fe?*/g dry plant. Antioxidant
activity of ethanol wild mint extracts determined by DPPH test ranged from 16,50 pg/mL to 58,84
ug/mL, and measured by FRAP test from 2,24 pmol Fe?*/g dry plant to 4,27 umol Fe?*/g dry plant,



while antioxidant activity of aqueous extracts measured by DPPH test was from 62,15 pg/mL to
162,54 pg/mL, and measured by FRAP test 0.62 umol Fe?*/g dry plant up to 2,68 pmol Fe?*/g dry
plant.

Key words: Mentha piperita, Mentha longifolia, extraction, phenols, flavonoids, antioxidant
activity, DPPH, FRAP.
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1 UVvOD

Biljni ekstrakti i drugi produkti biljnih sirovina su baza za proizvodnju razli¢itih ljekovitih
proizvoda. Bilo da su samonikle ili gajene, ljekovite biljne vrste se zbog sadrzaja antioksidativnih
materija koriste u lije¢enju, a imaju i veoma vaznu ulogu u ekonomskom, socijalnom, kulturnom i
ekoloskom razvoju jedne drzave. Ljekovita svojstva se pripisuju prisustvu aktivnih materija, tzv.
sekundarnih metabolita. Ljekovite biljne vrste iz roda Mentha ¢ovjek koristi u svakodnevnom
zivotu, u ishrani, medicini, kozmeti¢koj industriji, industriji boja, deterdzenata, parfema, ali i za
druge namjene. Koristi se cijela biljka ili njeni pojedini djelovi, a koji dio biljke ¢e biti upotrijebljen

zavisi od sadrzaja ljekovitih supstanci.

Specifi¢an geografski polozaj, razli¢iti reljefni i klimatski uslovi sredine uslovili su veliku
raznovrsnost biljnog svijeta u Crnoj Gori. Velike povrSine Suma i livada predstavljaju idealna
staniSta mnogobrojnih ljekovitih biljaka, pa je sakupljanje 1 upotreba ljekovitog bilja na nasim
prostorima duga tradicija. Iako Crna Gora predstavlja veoma povoljno podruéje za intenzivno
gajenje ljekovitog bilja plantazni uzgoj ljekovitog bilja u Crnoj Gori, ukljucujuéi i pitomu nanu, je
prisutan samo na malim porodi¢nim gazdinstvima kao sporedna aktivnost (Jovovic i sar., 2020).
Plantaznim gajenjem ljekovitog bilja dobija se veca koli€ina 1 postiZze se ujednacen kvalitet biljne
sirovine, u poredenju sa prikupljanjem samoniklog bilja (Zivanovi¢-Turudija, 2015). Sakupljanje
samoniklog ljekovitog bilja je sastavni dio aktivnosti mnogih domacinstava u Crnoj Gori. Beraci
prodaju bilje direktno preduzedima ili su organizovani u beracke grupe gdje je voda grupe lice

odgovorno za ubrane koli¢ine, kvalitet i dr. (Jovovic, 2014).

Biljke posjeduju veliku sposobnost sinteze hemijski raznovrsnih sekundarnih metabolita.
Sinteza ovih supstanci, je vazna za razvoj i opstanak biljke (Kovacevic i Kundakovi¢, 2007). Velika
paznja se posvecuje izolaciji takvih jedinjinja iz biljaka. Hemijski sastav razliitih vrsta nane
pokazuje znaCajnu varijabilnost zbog hibridne prirode i postojanja razli¢itih hemotipova, ali i

klimatskih i geografskih prilika (Padalia i sar., 2013).

Pitoma i divlja nana (Mentha piperita i Mentha longifolia) sa podru¢ja Crne Gore su biljne vrste
malo ispitane u pogledu njihovog hemijskog sastava, prisutnih bioloski aktivnih materija kao i
njihovog antioksidativnog potencijala. Od davnina su poznate po svojim aromati¢nim i terapeutskm
svojstvima. Pitoma nana je isklju¢ivo gajena biljka, dok je divlja nana samonikla biljka planinskih
podrucja, a javlja se i u nizijskom pojasu.
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Predmet ovog istrazivanja je odredivanje sadrzaja antioksidativnih jedinjenja, iz etanolnih i
vodenih ekstrakata pitome nane i divlje nane (Mentha piperitae i Mentha longifolia) sa podrucja
Crne Gore, odnosno sa podrucja Pljevalja (sjeverni region) i Herceg Novog (juzni region). Ispitivan
je uticaj razlicitih metoda ekstrakcije na sadrzaj antioksidativnih jedinjenja i antioksidativnog
potencijala dobijenih ekstrakata. Nakon eksperimentalnog dijela istrazivanja, dobijeni rezultati su

poredeni sa rezultatima iz dostupne literature.
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2 TEORIJSKI DIO
2.1 OSNOVNE KARAKTERISTIKE RODA MENTHA

Porodica Lamiaceae (porodica Usnatice) je veoma rasprostranjena, karakteriSe se znacajnim
morfoloskim diverzitetom i ukljuCuje zeljaste, Zbunaste i drvenaste forme, kao i lijane (Tucker i
Naczi, 2007). Osnovna morfoloska karakteristika po kojoj je porodica Lamiaceae i dobila ime
usnatice je grada cvijeta koji je dvousnat i zigomorfan (Dragumilo 2021). Vrste ove familije su
bogate polifenolnim jedinjenjima i posjeduju antioksidativna svojstva (Dzami¢ 1 sar., 2010). Rod
Mentha pripada ovoj porodici i predstavljaju visegodiSnje, zeljaste biljke sa jednostavnim,
karakteristiénim listovima prijatnog mirisa. Biljke iz roda Mentha su rasprostranjene u razli¢itim
dijelovima svijeta i mogu se naci na teritoriji Evrope, zatim Azije, Australije kao i Juzne Afrike.
Ove vrste predstavljaju zeljaste, ljekovite biljke kod kojih stabljika moze biti prilegla, uzlazeca ili
uspravna. Karakteristicno za ove vrste je da imaju najsitnije cvjetove medu svim c¢lanovima
porodice Lamiaceae (Jakovljevic i sar., 2017). Odredivanje vrsta u rodu Mentha je tesko jer rod ima
sloZzenu taksonomiju, odnosno veéina vrsta moze proizvesti hibride (Mamadalieva i sar., 2020).
Vrste, podvrste 1 sorte se razlikuju po boji lista, sadrzaju antioksidativnih jedinjenja, habitusu, kao i
nizu drugih osobina (Sari¢-Kundali¢ i sar., 2009). Prema literaturnim podacima najée$ée se
upotrebljavaju Mentha piperita, Mentha pulegium, Mentha longifolia i Mentha spicata, a u manjoj
mjeri vrste poput Mentha arvensis, Mentha suaveolens, Mentha villosa, Mentha gentilis, Mentha
gracilis i Mentha rotundifolia. Pojedine vrste iz roda Mentha se gaje i kao kultivisane biljke, §to
predstavlja pogodnost za uporednu analizu sadrzaja sekundarnih metabolita i utvrdivanje
eventualnih kvantitativnih razlika izmedu gajenih i samoniklih biljaka (Bokic¢, 2021). Karakterise ih
moc¢no razvijen sistem rizoma i mali cvjetovi koji su sakupljeni u razli¢ito grupisane cvasti. TO Su
vrste koje za svoj rast i razvoj zahtijevaju hranjive elemente i humusna zemljista (Jovovic i sar.,
2020). Predstavljaju izvor mnogih bioloskih i hemijski aktivnih jedinjenja za koje se zna da su od
velikog ekonomskog, farmaceutskog i nutritivnog znacaja. Kao najznacajnija bioloska jedinjenja u
rodu Mentha izdvajaju se sekundarni biomolekuli biljaka, posebno fenoli i flavonoidi (Mamadalieva
i sar., 2020).

Sadrzaj aktivnih komponenti odreduje ljekovitost biljne vrste, a razlika u sadrzaju i vrsti
sekundarnih metabolita postoji i u biljkama iste vrste. Tako, hemijski sastav ekstrakta nane znacajno

zavisi od ekoloskih ¢inilaca (npr. klima, toplota, vlaga, svjetlosno zracenje, zemljiste, geografska
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Sirina i nadmorska visina) i antropogenih uticaja (npr. genotip, oplemenjivanje i dr.) (Aflatuni,
2005). Uslovi rasta na razli¢itim geografskim Sirinama znacajno variraju u zavisnosti od sezone,
duzine dana, intenziteta i trajanje svjetlosti kao i visine temperature. Mnoge biljne vrste se
prilagodavaju uslovima sredine kroz razli¢ite strategije opstanka, od kojih je jedna sinteza dodatnih
sekundarnih metabolita (Jaakola | Hohtola, 2010).

Geografski faktori narocito reljef i oblacnost uslovljavaju znatne razlike u broju suncanih
¢asova u pojedinim mjestima. Od reljefa znatno zavisi vrijeme insolacije, tako da najvise insolacije
primaju juzne padine i ravnice, a sjeverne padine mnogo manje. U planinama se, zbog pada
temperature sa visinom skracuje vegetacioni period, pa je zbog toga vrijeme insolacije vrlo vazan
primorskim oblastima, ali i na ve¢im nadmorskim visinama. Zna¢ajno manji prinosi se dobijaju ako
se nana gaji iznad 800 m, dok se gajenjem nane na nizim nadmorskim visinama koli¢ina aktivnih
materija smanjuje (Jovovic i sar., 2020). Sunéani dani u fazi berbe su najbolji za visok prinos i dobar
kvalitet nane (Salehi i sar., 2018). Niske temperature ne pogoduju nani, ta¢nije usporavaju
akumulaciju etarskih ulja, dok se sa povecanjem temperature povecava koncentracija mentola
(Salehi i sar., 2018). Optimalne temperature za uzgajanje i cvjetanje nane su izmedu 21 °C i 26 °C
(Ringuelet 1 sar., 2003). Vrste iz roda Mentha imaju dugacke, tanke rizome, koje se obi¢no nazivaju
stoloni (Tucker 1 Naczi, 2007). Posto nana ima veoma plitak korijenov sistem, razvoj podzemnih i
nadzemnih stolona je slabiji u toku susnih ljeta, sto dalje dovodi do loseg prinosa ove biljne vrste
(Jovovic i sar., 2020).

Padavine izrazito isticu i1 specificnost klime pojedinih mjesta Crne Gore. Na koli¢inu 1
slozenost padavina, uz slozenost reljefa, bitno utice udaljenost mjesta od Jadranskog mora. Najvece
relativno kolebanje padavina je u mjestima blizim moru, tj. u Herceg Novom, a najmanje u
Pljevljima. Mjesta na ve¢im nadmorskim visinama i dalja od mora imaju vecu relativnu vlaznost.
Pljevlja imaju male koli¢ine padavina i prosjecno dosta visoku relativau vlaznost (Radojicic 2008).
Ako se padavine jave u periodu prije berbe nane, dolazi do ispiranja aktivnih materija rastvorljivih u
vodi i samim tim do smanjenja kvaliteta (Jovovic i sar., 2020).

Tehnike gajenja nane imaju veliki uticaj na rast biljke, kao i na njen fitohemijski sastav
(Salehi 1 sar., 2018). Razmak redova je vazan faktor u odredivanju mikrookruzenja prilikom sadnje
nane. Optimizacija ovog faktora moze dovesti do veceg prinosa i povoljno uticati na apsorpciju
hranljivih materija (Aflatuni 2005). Zbog plitkog korijenovog sistema nani najvise odgovaraju laka,

humusna zemljista (Jovovic i sar., 2020).
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Na kvalitet i koli¢inu aktivnih materija nane znacajan uticaj ima genotip i oplemenjivanje.
Novi genotipovi sa poboljSanim svojstvima odlikuju se znacajno veéim sadrzajem etarskih ulja sa

visokim sadrzajem mentola (Aflatuni 2005).
2.1.1 Mentha piperita (pitoma nana)

Mentha piperita poznatija kao pitoma nana (slika 1), komercijalno vaznija od drugih vrsta

nane, je iskljucivo gajena biljka (Jovovic i sar., 2020).

Slika 1. Mentha piperita https://www.divineplantsonline.com.au/products

Ova vrsta je viSegodiSnja zeljasta biljka sa snazno razvijenim podzemnim stablom -
rizomom, sa velikim brojem izdanaka, tj. stolona. Stoloni se razvijaju po povrsini zemljista kao i
na dubini oko 5 cm i sluZe za vegetativno razmnoZavanje pitome nane. Podzemni stoloni su bijele,
a povrsinski ljubicasto-zelene boje. 1z povrsinskih stolona se razvija korijenov sistem i novi
nadzemni izdanci koji omogucéavaju ovoj vrsti brzo Sirenje i zauzimanje prostora (Aflatuni, 2005).

Velike potrebe za herbom pitome nane, listom (Mentha piperitae folium) i nadzemnim
dijelom (Mentha piperitae herba), kao i njenim etarskim uljem (Aetheroleum menthae piperitae)
dovele su do toga da se ova vrsta gaji Sirom svijeta, u Evropi, Sjedinjenim Americkim Drzavama,
Indiji, Kini i u zemljama bivseg SSSR-a (Aflatuni, 2005). U Crnoj Gori pitoma nana se proizvodi
uglavnom u bastama.

Mentha piperita je jedna od najpopularnijih i najces¢e koris¢enih biljaka, najvise zbog
svojih glavnih komponenti mentola i mentona (Dragumilo, 2021). Gaji se kao dvogodisnja ili

trogodisnja biljka. Na kvalitetnom zemljiStu 1 sa dobrom kultivacijom moze se gajiti 1 viSe od tri
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godine. Obrada zemlji$ta je od velikog znaaja za uzgoje pitome nane, jer su stoloni prilicno
njezni, pa za njihov razvoj treba $to bolje pripremiti povrSinski sloj. Adekvatno navodnjavanje,
dodavanje mikroelemenata bora, molibdena, kobalta i mangana povoljno utice na prinos herbe
pitome nane (Jovovic i sar., 2020).

Ova nana se isklju¢ivo razmnozava vegetativnim putem, jer ova vrsta predstavlja viSestruki

hibrid koji je nastao ukrstanjem vrsta Mentha aquatica i Mentha spicata (Abbaszadeh i sar., 2009).
2.1.2 Mentha longifolia (divlja nana)

Crna Gora je bogata i divljom vrstom nane (slika 2). Mentha longifolia je varijabilna vrsta
u pogledu visine stabla, veli¢ine i oblika listova, a njena identifikacija je dodatno iskomplikovana

Cestom hibridizacijom sa drugim vrstama iz porodice Mentha (Jovovic i sar., 2020; Boki¢ 2021).

Slika 2. Mentha longifolia https://plantsam.com/mentha-longifolia

Sre¢e se kao samonikla biljka na zapuStenim zemljiStima, ivicama Suma, a naseljava i
vlazne livade i Cistine pored obala potoka i rijeka planinskih podruéja, ali se javlja i u nizijskom
pojasu na suvljim livadama, duz puteva i kanala (Tucker i Naczi, 2007). Divlja nana je
viSegodi$nja, zeljasta biljka sa snaZzno razvijenim sistemom rizoma, prijatnog mirisa na mentol ili
limun. Stablo je visine od 60 cm do 180 cm, naj¢esce uspravno, veoma razgranato, na poprecnom
presjeku Cetvorouglasto, gotovo golo ili u gornjem dijelu prekriveno jednostavnim dlakama. Liska
je istaknutija ukoliko su listovi pri osnovi zaobljeni. Listovi su tamnozeleni ili sivobijeli, a ¢aSica
zvonasta. Krunica je dugacka 4-5 mm, ruziCaste ili ljubicaste boje, rijetko bijele (obi¢no kod

zenskih cvjetova). Cvjeta od jula do septembra (Harley, 1972).
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2.1.3 Upotreba pitome i divlje nane

Medu ljekovitim biljkama, vrste roda Mentha ispoljavaju visestruka zdravstvena dejstva
npr. antimikrobna, antiinflamatorna, antidijabeti¢ka i kardioprotektivna, kao rezultat svog
antioksidativnog potencijala (Brahmi i sar., 2017; Mamadalieva | sar., 2020), niske toksi¢nosti i
visoke efikasnosti djelovanja (Tafrini i sar., 2021). Biljke iz roda Mentha prepoznate su kao
ljekovite biljke, koje se tradicionalno koriste za lije¢enje 1 prevenciju velikog broja oboljenja.
Veliki broj taksona roda Mentha se jo§ od davnina gaji zbog jedinstvenog ukusa, mirisa i
terapeutskih svojstava, kao svjez ili suv materijal se Koristi za pripremu ¢ajeva i pica, kao zacini,
dodaci hrani, ljekovima za gastrointestinalne, kardiovaskularne, respiratorne ili neuroloske
probleme, kozmeticki proizvodi ili insekticidi (Mamadalieva i sar., 2020).

Svjezi 1 suSeni biljni materijali biljaka iz roda Mentha se koriste u industriji konditorskih
proizvoda, u proizvodnji farmaceutskih proizvoda, kozmetike itd. Fitokemikalije dobijene iz roda
Mentha su pokazale antikancerogeno dejstvo protiv razlic¢itih vrsta karcinoma kod ljudi, tako je
dokazano da djeluju na karcinom grlica materice, plu¢a i dojke (Tafrihi i sar., 2021). Mogu da se
koriste za sniZzavanje nivoa holesterola, lijeCenje hipertenzije, prehlade, mucnine i povracanja,
djeluju umirujuce kao sedativ, ublazuju glavobolje i vrtoglavice. Osim toga, pozitivno djeluju na
bolesti izazvane narusenim metabolizmom (Hanildou i sar., 2004; Karousou 1 sar., 2006; Redzic
2007; Tsioutsiou 1 sar., 2019). Dodatno, poznat je i znacaj fitohemikalija iz roda Mentha za
¢iS¢enje urinarnog trakta, lijeCenje insomnije, anksioznosti, depresije, aritmije, upale grla, astme,
prehlade i stomacnih problema (garié—Kunda]ié i sar., 2010; Sari¢-Kundali¢ i sar. 201 1.

U terapiji oboljenja nervnog i krvnog sistema biljni preparati se najceSce upotrebljavaju u
obliku ¢aja (Bekti¢ 1 sar., 2019). Brojna ljekovita svojstava pitome nane su nau¢no dokazana i
priznata, a svakodnevno se primjenjuje i u narodnoj medicini, kao ¢aj i kao za¢in (Dragumilo 2021).
Mentha piperita se cesto Kkoristi kao narodni lijek jer je bogat izvor sekundarnih metabolita.
Pripisuju joj se antigljivi¢no, antivirusno, antimikrobno, insekticidno, antioksidativno dejstvo, ali se
takode Koristi kao supresor centralnog nervnog sistema (sedativ). VVodeni i etanolni ekstrakti pitome
nane posjeduju i antibakterijsko dejstvo (Patil i Godghate, 2016). Navedeno je i da se primjenjuje i
kao lijek za bolesti srca, visoki pritisak, crijevne upale, parazite, kao i za njegu usta, zuba, stopala,
povoljno uti¢e na metabolizam Zuci 1 kod poremecaja varenja a koristi se 1 za respiratorne, kozne i
stomacne probleme (Brahmi i sar., 2017).

Mentha longifolia se koristi za ¢iS¢enje krvi, lijeCenje groznice, glavobolje, migrene, visokog
pritiska, crijevnih parazita, kamena u bubregu, suncanice, pozitivno djeluje na metabolizam
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holesterola, zuci, varenje, zarastanje rana, primjenjuje se nakon ujeda, za higijenu usta i zuba, kod
respiratornih i koznih problema. U vidu ¢aja se konzumira kao sedativ jer djeluje opustaju¢e na
nervni sistem i probleme gastrointestinalnog sistema (Jaric i sar., 2006; Pieroni i sar., 2011; Jari¢ i
sar., 2014; Boki¢, 2021).

Pitoma i divlja nana su korisne i za opste jaGanje organizma (Bokic¢, 2021). Navode se i kao "biljke

koje mogu da lijeCe sve" (Pieroni i sar., 2011; Nedelcheva i sar. 2017).

2.2 Antioksidativna jedinjenja

2.2.1 Definicija i podjela antioksidativnih jedinjenja

Antioksidansi se definisu kao komponente koje mogu da odloze ili sprijee oksidaciju drugih
biomolekula (enzima, proteina, lipida i nukleinskih Kiselina), jer predstavljaju donore atoma
vodonika, elektrona i mogu da heliraju katjone metala i na taj nacin neutraliSu slobodne radikale.
Kao najznacajniji izdvajaju se antioksidativna jedinjenja, odnosno fenolne kiseline, flavonoidi,
lignani, tanini i drugi (Dai i Mumper, 2010).

Organska jedinjenja koje biljke sintetiSu se mogu podijeliti na primarne i sekundarne
metabolite. Primarni metaboliti uticu na rast i razvoj biljaka, a nastaju u raznim procesima kao $to su
fotosinteza, sinteze aminokiselina, proteina, enzima, proces glikolize i sli¢no. U primarne metabolite
spadaju Seceri, aminokiseline, nukleinske kiseline i njihovi polimeri, koje biljke koriste za svoj rast,
razvoj i reprodukciju. Sekundarni proizvodi metabolizma su jedinjenja koja su od velikog znacaja za
opstanak biljke, bez energetskog su znacaja i nijesu u direktnoj vezi sa rastom i razvicem biljaka
(Sarcevié-Todosijevic i sar., 2019). Hemijska raznolikost sekundarnih metabolita predstavlja
izuzetno bogat biogeni resurs za otkrivanje novih i za razvoj inovativnih lijekova. Sekundarni
metaboliti se nalaze u tkivu biljke ili reaguju sa drugim sastojcima biljnog tkiva, pri ¢emu se

stvaraju razli¢iti kompleksi (Sarcevi¢-Todosijevic i sar., 2019).
2.2.2 Antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su u organizmu prisutni u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
(biomolekul) koji se oksiduje i1 znaCajno usporavaju ili sprecavaju oksidaciju tog supstrata.
Djelovanje antioksidanasa zasniva se na njihovoj sposobnosti da djeluju kao hvataci slobodnih
radikala tj. kao donori elektrona ili H-atoma peroksil ili hidroksil radikalima, zatim kao akceptori

elektrona ili H-atoma ugljenikovih slobodnih radikala, pri ¢emu se slobodni radikali stabilizuju
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(slika 3) (Masella i sar., 2005). Mogu da djeluju i tako Sto kompleksiraju jone metala ¢ime

sprecavaju katalizu reakcije stvaranja inicijatora oksidacije lipida (\VVaya i Aviram, 2001).

Antioksidans

rwx‘i
1S ]
R :

Slobodni radikal

Slika 3. Dejstvo antioksidansa (https://www.glutationpremium.com/oksidativni-stres)

Slobodni radikali (SR) su termodinamicki nestabilni atomi, molekuli ili fragmenti molekula
koji u svom sastavu sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona (Halliwell 1 Gutteridge, 1985).
Obiljezavaju se velikim latiniénim slovom R sa ta¢kom (R¢) koja simbolizuje nespareni elektron, a
ovaj elektron je uzrok visoke i neselektivne reaktivnosti slobodnih radikala. U slobodne radikale se
ubrajaju reaktivne vrste kiseonika i reaktivne vrste azota. U organizmu su tokom normalnih
metaboli¢kih procesa, prisutni u veoma niskim koncentracijama (10°-10° mol/dm?®) i u ravnotezi sa
antioksidativnim sistemom odbrane organizma (Zirojevic i sar., 2002; Finkel, 2003). Medutim, pri
nekontrolisanom stvaranja slobodnih radikala dolazi do oksidativnog stresa i tada koli¢ina slobodnih
radikala prevazilazi antioksidativni kapacitet celije (Macip | sar., 2006). Nastajanje slobodnih
radikala u bioloSkim sistemima mozZe biti uzrokovano razliitim endogenim (prooksidativni
enzimski sistemi, proces celijske respiracije, fagocitoze, itd.) i egzogenim (zracenje, kontaminiran
vazduh, itd.) faktorima (\Valko i sar., 2007).
Mehanizam oksidativnog oStecenja odvija se u vise faza:
1. stvaranje slobodnih radikala;
2. nastali radikali iniciraju stvaranje jo§ reaktivnijih oksidanasa, i
3. oksidansi oStecuju i inaktiviraju biomolekule (Fridovich i Porter, 1981; Bielski i sar., 1983)
Aerobni organizmi svakodnevno su izlozeni djelovanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)
¢iji su efekti pod kontrolom odgovaraju¢ih antioksidantnih sistema (AOS). Kada u bioloskim

sistemima dode do velike produkcije reaktivnih vrsta kiseonika i azota, ovi molekuli dalje reaguju sa
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¢elijskim komponentama izazivaju¢i oSteCenja DNK, oksidativnu modifikaciju proteina i
polinezasi¢enih masnih kiselina. Sto dalje vodi ka nastanku degenerativnih procesa, oboljenja
centralnog nervnog sistema i kancera (Halliwell I Guteridge, 1999). Oksidativni stres dovodi do
oSteenja primarnih biomolekula: proteina, lipida, nukleinskih kiselina i ugljenih hidrata, $to dalje
moze dovesti do Citavog niza poremecaja u metabolizmu i nastanka mnogih oboljenja. Uklanjanje
reaktivnih oblika kiseonika kao i ublazavanje njihovih Stetnih dejstava preduslov je Zivota u
aerobnim uslovima (Halliwell 1 sar., 2005). Antioksidativna jedinjenja u biljkama imaju znacajnu
ulogu u uklanjanju slobodnih radikala, obezbjedujuéi tako zastitu ljudima od oksidativnog ostecenja
DNK (Arumugam 1 sar., 2006). Slobodni radikali oksidisu makromolekule predaju¢i im svoje
nesparene elektrone i time mijenjaju njihovu funkciju a samim tim dovode do ostecenja Celije.
Nasuprot tome antioksidansi neutralisu slobodne radikale i tako stite tkiva od oStecenja, odnosno
organizam od razli¢itih bolesti (Dordevi¢, 2019). Biljni ekstrakti i fitokonstituenti su efikasani
antioksidansi jer uklanjaju slobodne radikale i inhibiraju lipidnu peroksidaciju (Mateji¢, 2013).
Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja u ekstraktu direktno zavisi od brojnih faktora, kao Sto su
postupak ekstrakcije, rastvara¢, stepen usitnjenosti biljnog materijala, organa biljke Kkoji je

upotrebljen za ekstrakciju (Gupta i sar., 2012).

2.2.3 Fenolna jedinjenja

Fenoli predstavljaju veliku grupu hemijskih jedinjenja koji u svom sastavu sadrZe najmanje
jedan aromati¢ni prsten, sa jednom hidroksilnom grupom ili vise hidroksilnih grupa koje mogu biti

metilovane ili esterifikovane (slika 4) (Leucuta i sar., 2005).

OH

Slika 4. Strukturna formula fenola https://www.chemistrystudent.com

Fenolna jedinjenja iako su kao produkti sekundarnog metabolizma, podlozni promjenama
usled dejstva abiotickih i biotickih faktora, mogu ukazati na hemijsku varijabilnost biljnih taksona.

Kao sekundarni metaboliti znacajno su zastupljeni kod ljekovitih i aromati¢nih biljaka i
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antioksidativno djelovanje biljnih ekstrakata uglavnom se vezuje za njihovo prisustvo (Dai i
Mumper, 2010). Ova jedinjenja su rastvorljiva u vodi i javljaju se kao bezbojne tecnosti ili bijele
¢vrste materije na sobnoj temperaturi. U zavisnosti od strukture, koja moze biti sa jednim
aromati¢nim prstenom do slozenih polimera kao S§to su tanini i lignini, fenolna jedinjenja su
podijeljena u veliki broj klasa. Smatra se da obuhvataju viSe od 8.000 poznatih jedinjenja. (Gurib-
Fakim, 2006; Wade, 2018). Zbog svoje strukture, veoma su efikasni hvataci slobodnih radikala, a
sluze i kao helatori metala (Hedges i sar., 2007). Posjeduju snaznu antioksidativnu 1 antimikrobnu
aktivnost (Sarcevié-Todosijevic i sar., 2019).

Dodatno, biljni fenoli mogu da uti€u na esencijalne fizioloSke procese kao $to je regulacija
transkripcije, permeabilnost membrane, signalna transdukcija, mogu da indukuju ili inhibiraju

oksidativne procese i uti¢u na intenzitet fotosinteze i ¢elijskog disanja (Bidel i sar., 2010).

2.2.4 Flavonoidi

Flavonoidi su jedinjenja Siroko rasprostranjena u biljkama, razli¢itih hemijskih struktura i
funkcionalnih uloga (Jaakola i Hohtola, 2010). To su sekundarni metaboliti koji nemaju direktan
uticaja na rast i razvoj biljaka. Ova jedinjenja su moc¢ni antioksidansi koji djeluju kao hvataci
slobodnih radikala. Osnovnu strukturnu jedinicu flavonoida ¢ini difenilpropan (C6-C3-C6) (slika 5)
(Guntarti 1 sar., 2017; Mili¢ i sar., 2000; Ku-Vera i sar., 2020). Veéina flavonoida su zute boje i od
njih potice karakteristi¢na boja cvjetova mnogih biljaka. Zbog razlic¢ite strukture njihova funkcija u

organizmu je razli¢ita, a za neke od njih jo$ uvijek i nepoznata (Gurib-Fakim, 2006).

Slika 5. Osnovna strukturna jedinica flavonoida (Ku-Vera i sar., 2020)

Flavonoidi imaju Ssirok spektar pozitivnog djelovanja na zdravlje (antioksidativno,
antiinflamatorno, antimutageno 1 antikancerogeno dejstvo) i nalaze primjenu u razli¢itim

farmaceutskim i kozmetickim preparatima (Panche i sar., 2016). Pored navedenih karakteristika, ova
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jedinjenja su odgovorna i za organolepticke i nutritivne karakteristike hrane i pica (Gutierrez i sar.,
2017). SintetiSu se u biljnim ¢elijama kako u normalnim uslovima, tako i kao odgovor na odredeni
stres. Ova jedinjena su vazna karika u procesu razmnozavanja, odbrane i u odnosima sa bioti¢kim i
abiotickim faktorima spoljasnje sredine. Na akumulaciju flavonoida u biljnim tkivima utice vise
faktora, ukljucujudi i stres koji moze biti posledica povrede ili nekog vida interakcije sa patogenim
bakterijama, virusima ili gljivicama (Cheynier i sar., 2013). Flavonoidi §tite biljku od UV-§tetnih
efekata. Koncentrisani su u sjemenu, plodu, listu, cvijetu, kori ljekovitih biljaka, a njihov sadrzaj
varira u zavisnosti od biljne vrste, ekologkih i antropoloskih faktora (Gurib-Fakim, 2006, Sarcevic-

Todosijevié i sar., 2019).
2.2.5 Hemijski sastav pitome i divlje nane

Vrste roda Mentha sadrze veliki broj bioloski aktivnih komponenti, a njihov sadrZaj u velikoj
mjeri varira medu vrstama (Salehi | sar., 2018). Kvantitativno-kvalitativni sastav sekundarnih
metabolita se moze mijenjati U zavisnosti od vegetativne faze, godisnjeg perioda, Stanja i ispitivanog
dijela biljke, ali i oksidativnog stresa. Fenolne kiseline (npr. ruzmarinska i kafeinska kiselina),
flavoni (npr. derivati luteolina) i flavanoni (npr. derivati eriocitrina) su glavni antioksidansi dok
vitaminski antioksidansi (npr. askorbinska kiselina i karotenoidi) imaju mali doprinos ukupnom
antioksidativnom potencijalu (Brahmi i sar., 2017). Sumirajuéi istrazivanja o fenolnom sadrZaju
roda Mentha, izdvojeni su kafeinska kiselina i njeni derivati (npr. ruzmarinska i hlorogenska
kiselina) kao glavna fenolna jedinjenja, zabiljezena kod najveCeg broja vrsta i u najvecoj
koncentraciji (Pereira I Cardoso, 2013; Brahmi i sar., 2017). Neke masne kiseline kao §to su linolna,

linolenska i palmitinska kiselina identifikovane su u biljkama Mentha (Mamadalieva i sar., 2020).

Flavonoidi pitome nane su zastupljeni u obliku lipofilnih polisupstituisanih flavon glikozida
(O-metilovani apigenin i luteolin) i kao flavon i flavanon glikozida, ¢iji sadrzaj ponekad doseze i do
17%. Ustanovljeno je da su najzastupljenija fenolna jedinjenja pitome nane eriocitrin, kvercetin,
apigenin, luteolin, rutin i ruzmarinska kiselina (Misan, 2020). Flavonoidni glikozidi, eriocitrin,
narirutin, hesperidin, luteolin-7-O-rutinozid, izorhoifolin, diosmin i ruzmarinska kiselina izolovani

su iz nadzemnog dijela Mentha piperita (Inoue i sar., 2002).

Za rod Mentha su generalno karakteristicni niskopolarni visokometilovani flavonoidi, kao
Sto su ksantomikrol, gardenin B i D, desmetilobiletin, sideritoflavon, timonin, cirsilineol, salvigenin.

Na slici 6 su prikazane hemijske strukture najznacajnijih niskopolarnih visokometilovanih
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flavonoida u rodu Mentha. Pored navedenih jedinjenja biljeze se i luteolin i apigenin i njihovi
derivati, timuzin, peberlin, sorbiofolin, landanein i drugi. Od flavanona, najceS¢e su registrovani
eriodiktiol, eriocitrin, naringenin i hesperidin, dok se flavonoli i dihroflavonoli (kvercetin, rutin i
kemferol) navode u manjoj mjeri i to za vrstu Mentha piperita (Mimica-Duki¢ 1 Bozin, 2007,
Mimica-Duki¢ i Bozin, 2008; Pereira i Cardoso 2013; Boki¢, 2021).

a) ksantomikrol b) gardenin B ¢) gardenin D

d) desmetilobiletin e) sideritoflavon f) timonin

g) cirsilineol h) salvigenin

Slika 6. Hemijske strukture najznacajnijih niskopolarnih visokometilovanih flavonoida u rodu

Mentha (Bokic, 2021).

Analiza isparljivih bioaktivnih komponenata se smatra veoma znacajnom za bolje
poznavanje biljnih vrsta (Boki¢, 2021). Salehi 1 sar. (2018) izdvajaju ruzmarinsku kiselinu,
glikozide luteolin, salvianoli¢nu kiselinu, eriocitrin i hesperidin kao glavne fenolne komponente u

vrstama roda Mentha. Vodeni ekstrakti pitome nane sadrze glikozid eriocitrin i ruzmarinsku
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kiselinu (Misan, 2020).

Najvaznija jedinjenja koja se izdvajaju u etarskom ulju pitome nane su mentol, menton,
mentil acetat, mentofuran, pulegon, izomentol, izomenton, limonen i eukaliptol, dok su kod divlje
nane to mentol, menton, karvon, cineol (ESCOP 1992; Hussain i sar., 2010; Al-Okbi i sar., 2015).
Mamadalieva 1 saradnici (2020) kao najbrojnija i uglavnhom dominantna jedinjenja navode
monoterpene C3-oksidovane p-mentanske klase (npr. mentol i menton i njihovi derivati, pulegon,
piperiton i piperitenon) ili C6-oksidovane p-mentane (npr. karvon).

Na slici 7 su prikazane hemijske strukture najznacajnijih isparljivih jedinjenja u rodu
Mentha (Bokic, 2021).

a) mentol b) menton ¢) mentofuran

d) piperiton e) pulegon f) karvon

Slika 7. Hemijske strukture najznacajnijih isparljivih jedinjenja roda Mentha (Boki¢, 2021)

Niksi¢ 1 saradnici (2012) su kao glavna antioksidativna jedinjenja vrste Mentha longifolia
sa podru¢ja Bosne i Hercegovine izdvojili piperiton oksid (63,58%) i 1,8-cineol (12,03%).
Masteli¢ 1 Jerkovi¢c (2002) su kao glavna antioksidativna jedinjenja vrste Mentha longifolia sa
podrucja Hrvatske izdvojili karvon (33,48%) i piperitenon oksid (28,95%).

Na sastav isparljivih jedinjenja utice genetski sklop, skup spoljasnjih faktora koji djeluju na
biljku, tehnika uzgajanja i cuvanja, stepen ontogenetskog razvoja, tip biljnog organa koji je koris¢en
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u analizi, primjenjene tehnike izolovanja i rastvaraca prilikom obrade biljnog materijala (Fialova i

sar., 2015; Salehi i sar., 2018).
2.3 Postupci ekstrakcije antioksidativnih jedinjenja

Proces prerade ljekovitog bilja sastoji se od nekoliko tehnoloskih operacija, koje obuhvataju
pranje, suSenje, mehani¢ku preradu i ekstrakciju. Priprema uzoraka je od velikog zacaja za analizu
komponenata prisutnih u biljkama i biljnim preparatima (Gupta i sar., 2012). Pranje se primjenjuje
samo za biljne djelove koji se razvijaju u zemlji, kao Sto je korijen i slicno. SuSenje biljne sirovine je
veoma vazan proces koji se obavlja prirodnim ili mehani¢kim putem. Mehanic¢ka obrada obuhvata
usitnjavanje, prosijavanje 1 otpraSivanje biljnog materijala. Usitnjavanjem se dobijaju frakcije
razli¢ite veli¢ine, koje se zatim koriste u daljoj preradi (Zivanovi¢-Turudija, 2015). Ekstrakcija
predstavlja postupak izdvajanja i koncentrisanja ciljanih jedinjenja iz biljnih tkiva primjenom
selektivnih rastvaraca i standardnih procedura (Savic¢, 2014). Potvrdeno je da prilikom izolovanja i
identifikacije razli¢itih bioaktivnih materija iz biljaka veoma vaznu ulogu imaju metode ekstrakcije i
izbor odgovarajuceg rastvaraca, koji uti¢u i na stabilnost i na kvalitet dobijenog ekstrakta (Gupta |
sar., 2017). NajceS€e koriS¢ene metode ekstrakcije bioloski aktivnih materija iz ljekovitih i1
aromati¢nih biljaka su: maceracija, digestija, ultrazvuc¢na, turboekstrakcija, (re)perkolacija i
cirkulatorna ekstrakcija (Savi¢, 2014). Ekstrakti ljekovitog bilja sluze kao aktivna ili pomo¢na
komponenta u izradi velikog broja proizvoda farmaceutske, kozmeticke i prehrambene industrije.
Prinos hemijske ekstrakcije zavisi od vrste rastvaraa sa razli¢itim polaritetima 1 pH, vremena
ekstrakcije i temperature, kao i od hemijskog sastava i fizickih karakteristika uzorka (Xu i Chang,
2007). Savremenim metodama ekstrakcije bioloski aktivnih materija iz biljaka se daje prednost u
poredenju sa konvencionalnim metodama, posebno u smislu smanjenja potroSnje rastvaraca,
minimalne degradacije komponenata i eliminacije nepozeljnih komponenti iz ekstrakta (Gupta i sar.,
2012). Ne postoji univerzalni postupak ekstrakcije koji bi bio pogodan za ekstrakciju svih biljnih
fenola. Naj¢es¢i polarni rastvaraci koji se upotrebljavaju za tecno-¢vrstu ekstrakciju su metanol,
etanol, voda i smjesa etanola/metanola i vode u razli¢itim odnosima. Prilikom ekstrakcije aktivnih
komponenti iz vrsta roda Mentha uglavnom se koriste smjese metanola i vode kao i etanola i vode u
razli¢itim odnosima, ali i petroletar, butanol, aceton, n-heksan itd. (Hassan i sar., 2020). Tehnologija
ekstrakcije antioksidativnih jedinjenja iz ljekovitog bilja je danas na visokom tehnoloskom nivou §to
omogucava dobijanje ekstrakta definisanog kvaliteta (Xu i Chang, 2007; Hassan i sar., 2020; Azahar
i sar., 2020; Boki¢, 2021).
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2.3.1 Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuéna ekstrakcija predstavlja metodu koja se Kkoristi za izolovanje antioksidativnih
jedinjenja iz razliitih dijelova ljekovitih biljaka (Mussatto, 2015). Princip metode se zasniva na
koriS¢enju ultrazvuka, pri ¢emu se usled ultrazvu¢nih vibracija formiraju mikro pukotine i pore na
povrsini Celijskog zida i dolazi do povecanja Celijske propustljivosti. Ultrazvuk su mehanicki talasi
¢ija je frekvencija veéa od opsega Cujnih frekvencija ljudskog sluha (20 Hz do 20 kHz) (Kumar |
sar., 2021). Tacnije, ¢elijski zid postaje propustljiv za rastvara¢ i dolazi do oslobadanja sadrzaja iz
biljnih éelija i difuzije jedinjenja iz &vrste u te¢nu fazu (Trifunovi¢-Spirovi¢ i Toji¢, 2022).
Ekstrakcija se izvodi tako Sto se materijal prelije odredenim rastvara¢em i stavi u ultrazvucno
kupatilo, a vrijeme i temperatura ekstrakcije se kontrolisu (Altemimi i sar., 2017). Postupak
ultrazvuéne ekstrakcije je prikazan na slici 8 (Zhao i sar., 2007). Nakon ekstrakcije, ekstrakt se mora
odvojiti od uzorka filtracijom ili centrifugiranjem (Kim 1 sar., 2012). Sposobnost ultrazvuka da
izazove i poboljsa efikasnost ekstrakcije zavisi od osobina samog zracenja (frekvencije i snage),
osobina rastvaraca i uslova sredine (Henglein 1 Kormann, 1985). Prednost ove metode je §to

omogucava ekstrakciju i termicki labilnih komponenti.

Ultrazvucni pretvara¢ Ultrazvucni generator

1@”\0"5‘5\

/\
Digitalni termometar ? ‘

= . )

|
Podesavanje vremena

Podesavanje temperature

- Ultrazvucna sonda

Rastvarac + ¢vrsta supstanca

], <

K / £

f Kontrola
-L temperature
|

Slika 8. Ultrazvuéna ekstrakcija (Zhao 1 sar., 2007).
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2.3.2 Maceracija

Maceracija je klasi¢na, vrlo jednostavna metoda ekstrakcije koja se izvodi na sobnoj
temperaturi tako $to se usitnjeni biljni materijal potopi u rastvara¢ na odredeno vrijeme. Efikasnost
ekstrakcije zavisi od vremena i primjenjenog rastvaraca (Gurib-Fakim, 2006).

Rastvara¢ se bira na osnovu hemijske prirode jedinjenja sadrzanih u biljci. Najcées¢e se koristi
alkohol jer ekstrahuje veci dio aktivnih sastojaka sadrzanih u biljci, ukljucujuc¢i molekule koji su
hidrofilni, rastvorljivi u vodi ili lipofilni 1 rastvorljivi u ulju ili drugim organskim rastvaraCima
(Drini¢, 2020). Tokom ovog procesa ¢elijski zid biljke puca, prilikom ¢ega dolazi do oslobadanja
bioloski aktivnih materija biljke. Dodirna povrSina izmedu biljnog materijala i rastvaraca moze biti
poveéana mijeSanjem tokom procesa, ¢ime se moze povecati i efikasnost ekstrakcije odredenog

bioloski aktivnog jedinjenja (Fonmboh i sar., 2020).
2.3.3 Digestija

Digestija predstavlja metodu koja se bazira na primjeni povisene temperature koja povecava
efikasnost djelovanja primjenjenog rastvaraca (Savic, 2014). Ova metoda se odvija tako §to se biljni
materijal potopi u rastvarac¢ i zagrijava u vodenom kupatilu na temperaturi od 50 °C (Rudraswamy i
sar., 2021). U cilju povecanja rastvorljivosti slabo rastvorljivih materija biljni material se tretira

rastvaracima koji imaju nisku tacku kljucanja npr. etanol (Handa i sar., 2008).
2.3.4 Soxhlet extrakcija

Soxhlet (Sokslet) ekstrakcija je metoda koja traje dugo sa ciljem vece efikasnost ekstrakcije 1
nije pogodna za organska jedinjenja koja su termicki nestabilna. Sokslet ekstraktor napravljen je od
stakla i sastoji se od balona sa okruglim dnom, komore za ekstrakciju, sifonske cijevi i kondenzatora
na vrhu (slika 9). Proces ekstrakcije zasniva se na kretanju pare, stvorene kljuanjem rastvaraca,
prema uzorku koji se nalazi unutar Sokslet ekstraktora. Fino samljeven biljni materijal se stavlja u
filter papir u obliku ¢aure, dobro se zatvara i postavlja u komoru za ekstrakciju. Rastvara¢ se nalazi
u balonu koji se zagrijava. Nakon dostizanja temperature kljuanja rastvaraca, njegove pare prolaze
kroz boc¢nu cijev do kondenzatora gdje se kondenzuje kada dode u kontakt sa hladnom povrSinom.
Kondenzovani rastvara¢ u obliku kapljica natapa Cauru sa biljnim materijalom. Kada povrSina
rastvaraca premasi maksimalnu visinu sifona, rastvarac koji sadrzi ekstrakt se vraca sifonom u balon
sa rastvaracem. Ovaj proces je kontinuiran i izvodi se do trenutka kada se iscrpi biljni materijal, t].

kada kori$c¢eni rastvara¢ u komori za ekstrakciju postane neobojen (Azahar i sar., 2020).
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Slika 9. Soxhlet ekstraktor (https://glossary.periodni.com/)
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ove master teze raden je u laboratorijama za Organsku hemijsku
tehnologiju, Analiticku hemiju i Instrumentalne metode analize na Metalur§sko-tehnoloskom
fakultetu u Podgorici. U ovom radu je koriS¢en suvi nadzemni dio pitome (gajene) 1 divlje
(samonikle) nane sa teritorije Crne Gore, tacnije sjevernog regiona (okolina Pljevalja) i juznog

regiona (okolina Herceg Novog).

3.1 Karakteristike sjevernog i juznog regiona Crne Gore

P AL

v =
Vi :

B Wy 2 A

5 -1'.-- ¢

i ot ¥ i1 A

Slika 10. Satelitska mapa Crne Gore i lokaliteti odabranih vrsta roda Mentha

Prema Radoji¢icu (2008) u Crnoj Gori se izdvajaju sjeverna, sredi$nja i juzna regija. Pljevlja
pripadaju sjevernoj regiji Crne Gore, prosjeéne nadmorske visine 770 m. Pljevaljski kraj ima
kontinentalnu klimu sa svjezim ljetima i dugim i hladnim zimama. Sjeverna geografska $irina ovog

grada je 43°22', a isto¢na geografska duzina 19°22" (https://geoportal.co.me/Geoportal01/).

Herceg Novi je grad koji pripada juznoj regiji Crne Gore. U zaledu ovog grada je masiv Orijena
nadmorske visine 1850 m. Klima je mediteranska sa toplim ljetima i blagim zimama (Radojicic¢
2008). Sjeverna geografska Sirina ovog grada je 42 “29', dok je istocna geografska duzina 18 °32'

(https://geoportal.co.me/Geoportal01/).
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Razlike u klimi pojedinih krajeva na relativno malom rastojanju, specifi¢nost je Crne Gore. Medu

faktorima koji bitno uti¢u na klimu Crne Gore prioritet imaju geografska $irina, udaljenost od mora,

ceye

3.2 Hemikalije, aparature i instrumenti

Za ispitivanje antioksidativnih jedinjenja u ovom eksperimentalnom radu koris¢eni su
slede¢i reagensi i rastvori: etanol, destilovana voda, natrijum-karbonat (Na.COs), Folin—Ciocalteu
reagens (FC reagens), galna kiselina, aluminijum(lI1)-hlorid heksahidrat (AlICIzx6H20), quercetin
95%, acetatni pufer, hlorovodoni¢na kiselina (HCI, 35%), 2,4,6-tripiridil-triazin (TPTZ),
gvozde(Ill)-hlorid heksahidrat (FeClzx6H20), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), natrijum-acetat
trihidrat (CHsCOONax3H0), glacijalna sir¢etna kiselina.

Od instrumenata je koriS¢en BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar, ultrazvucno
kupatilo SONIC ViIMS 4GT (slika 11), aparatura za Sokslet ekstrakciju (slika 12), susnica.

Slika 11. Ultrazvucno kupatilo (Autor: Ranka Dujovic)
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Slika 12. Koris¢eni Soxhlet ekstraktor (Autor: Ranka Dujovic)

3.3 Priprema biljnog materijala

U master radu vrSena je ekstrakcija nadzemnog dijela pitome i divlje nane, upotrebom 70%
etanola 1 destilovane vode, a koriS€ene su cetiri metode ekstrakcije (ultrazvucna ekstrakcija,
digestija, maceracija i Sokslet ekstrakcija). Materijal je ¢uvan u papirnim vreCama na tamnom i
suvom mjestu do analize, kako bi se sprijecio uticaj spoljasnje sredine. Osuseni materijal je usitnjen
kako bi se od njega dobila homogena praskasta masa (slika 13). Odreden je stepen usitnjenosti, pri
¢emu je za prosijavanje biljnog materijala koriS¢en set sita ERWEKA (3mm, 2mm, 1mm, 0,2mm i
0,1mm). Stepen usitnjenosti utvrden je pomocu veli¢ine srednjeg precnika Cestica (d), koji se dobija

primjenom sledeceg izraza:

Gdje je: mi — maseni procenat i-te frakcije, di — pre¢nik otvora sita.
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Slika 13. Usitnjeni biljni materijal (Autor: Ranka Dujovic)

U nastavku eksperimentalnog dijela uzorci su kori$éeni za proces dobijanja biljnih ekstrakata
razli¢itim metodama ekstrakcije. Kao rastvaraci u eksperimentima koriséeni su etanol i destilovana
voda. Dobijeni ekstrakti su dalje tretirani u cilju analize hemijskog sastava kao i procjene

antioksidativne aktivnosti.

Za ultrazvuénu ekstrakciju: oko 5 g osuSenog, usitnjenog biljnog materijala preliveno je sa
50 mL rastvaraca (70% etanol ili voda). U ultrazvuénom kupatilu vrsena je ekstrakcija u vremenu od
30 minuta na frekvenciji od 50 Hz i na sobnoj temperaturi. Dobijeni ekstrakti su profiltrirani i
odlozeni u frizider (4 °C) do upotrebe.

Za digestiju: Oko 5 g osuSenog, usitnjenog biljnog materijala preliveno je sa 50 mL
rastvaraca (70% etanol ili voda). Ekstrakcija je izvodena na temperaturi od 50 °C tokom 30 minuta,

uz povremeno mijesanje. Dobijeni ekstrakti su profiltrirani i odloZeni u frizider (4 °C) do upotrebe.

Za maceraciju: Oko 5 g osuSenog, usitnjenog biljnog materijala preliveno je sa 50 mL
koriS¢enog rastvaraca (70% etanol i voda). Ekstrakcija je izvodena na sobnoj temperaturi tokom 30
minuta, uz povremeno mijesanje. Dobijeni ekstrakti su profiltrirani i odloZeni u frizider (4 °C) do

upotrebe.

Za ekstrakciju po Soksletu: 10 g osusenog, usitnjenog biljnog materijala je stavljeno u cauru
od filter papira i dobro zatvoreno. Caura je postavljena u komoru za ekstrakciju. U balon je nasuto

200 mL 70% etanola, a cijela aparatura stavljena na grejno tijelo. Ekstrakcija je vrSena na
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temperaturi kljucanja rastvaraca i cijeli proces se nastavlja vise puta, odnosno sifonirenje je vrSeno

pet puta. Ekstrakti su profiltrirani i odlozeni u frizider (4 °C) do upotrebe.
3.4 Kvantitativne metode odredivanja sadrZaja antioksidativnih jedinjenja

Spektrofotometrija je analitiCka metoda kojom se mjeri koli¢ina svjetlosti koju uzorak
apsorbuje, pri ¢emu je opseg talasnih duzina svjetlosti u oblasti ultraljubicastog i vidljivog dijela
spektra. Ova metoda proucava linearna opticka svojstva materijala, kako se svjetlost koja pada na
materijal reflektuje, prenosi, apsorbuje i rasprSuje medijum. Svaka supstanca apsorbuje svjetlost na
drugadiji nacin i ima jedinstven UV-VIS spektar. Samim tim, spektrofotometrijska mjerenja se
koriste za identifikaciju ili kvantifikaciju supstance. Spektrofotometrijska mjerenja se takode mogu
koristiti za ispitivanje unutrasnje fizicke prirode materijala, kao Sto je njegov indeks prelamanja.
Metoda se moze koristiti i za kvalitativnu hemijsku analizu jer izgled apsorpcionog spektra zavisi od

sastava i strukture supstance (Germer i sar., 2014).

Slika 14. Koris¢eni spektrofotometar (Autor: Ranka Dujovic)
3.4.1 Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja (fenola) u ekstraktima pitome i divlje nane odreden je
spektrofotometrijskom metodom Folin-Ciocalteu, prema protokolu Jakovljevica | saradnika (2015)
uz odredene modifikacije. Ova reakcija predstavlja antioksidativni test koji se bazira na transferu
elektrona, koji mijeri redukcioni kapacitet antioksidansa (Lamuela-Raventds, 2017). Fenolna
jedinjenja formiraju plavo obojeni kompleks sa Folin Ciocalteu reagensom u alkalnoj sredini, i

intenzitet boje se mjeri na talasnoj duzini od 760 nm (Bancuta i sar., 2016). Intenzitet boje je
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proporcionalan koncentraciji polifenola (slika 15). Ovaj test je jednostavan i Siroko se koristi za
kvantifikaciju fenolnih jedinjenja u biljnim materijalima i ekstraktima (Dai i Mumper, 2010).
Smatra se pozeljnijim u poredenju sa drugim metodama jer ima Siroku primjenu u odredivanju
ukupnog sadrzaja polifenola u hrani biljnog porijekla i bioloskim uzorcima (Lamuela-Raventos,
2017).

Postupak metode je koncipiran prema klasi¢noj proceduri (Singleton i sar., 1999). U staklenu
epruvetu se odmjeri 20 pL ekstrakta uzorka, zatim se dodaje 0,2 mL Folin-Ciocalteu reagensa (koji
je prethodno razblazen destilovanom vodom deset puta) i 2 mL destilovane vode. Nakon 3 minuta
stajanja na sobnoj temperaturi dodaje se 1 mL zasi¢enog 7,5% rastvora natrijum karbonata.
Dobijena smjesa se zatim inkubira 30 minuta na temperaturi od 50 °C u vodenom kupatilu. Nakon
zavrsenog perioda inkubacije ocita Se apsorbancija na spektrofotometru, na talasnoj duzini od 760
nm. Slijepa proba je pripremljena na isti naéin, ali umjesto ekstrakta herbe nane dodat je koriséeni
rastvaraC. Rezultati su izrazeni pomocu standardne krive. Kao standard za izradu kalibracione krive
koris¢ena je galna kiselina. Rezultati ukupnog sadrzaja fenola prikazani su kao ekvivalent galne
kiseline (GAE) u miligramima po gramu suve biljke prema dobijenoj formuli Y=0,0057 X + 0,1203,
uz koeficijent determinacije R?=0,9913. Mjerenje je izvrSeno tri puta radi preciznosti i izracunata je

srednja vrijednost dobijenih rezultata.

Slika 15. Plavo obojenje prilikom odredivanja koncentracije fenola (Autor: Ranka Dujovic)
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3.4.2 Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Za odredivanje sadrzaja flavonoida koriS¢ena je metoda sa aluminijum-hloridom uz
odredene modifikacije (Chandra | sar., 2014). Sadrzaj ukupnih flavonoida odredivan je
spektrofotometrijski, metodom koja se zasniva na formiranju kompleksa izmedu flavonoida 1
aluminijum hlorida (slika 16). U staklenu epruvetu se odmjeri 1,5 mL biljnog ekstrakta, zatim se
doda 1,5 mL 2% rastvora AlICIsx6H20. Pripremljena smjesa je inkubirana 60 minuta na sobnoj
temperaturi. Apsorbancije ovako pripremljenih rastvora su ocitavane, nakon perioda inkubacije, na
talasnoj duZini od 420 nm pomocu spektrofotometra. Za izradu kalibracione krive kori§¢ena je serija
standardnih rastvora kvercetina (pocetne koncentracije 1 mg/L). Na osnovu izmjerenih apsorbanci,
iz kalibracione krive odredena je koncentracija flavonoida koris¢enjem jednacine prave: Y=0,0157
X + 0,3033, uz koeficijent determinacije R?=0,9756. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima
ispitivanim u ovom radu je izrazen kao mg ekvivalenta kvercetina na jedan gram suve biljke.

Mjerenje je izvrSeno tri puta radi preciznosti i izracunata je srednja vrijednost dobijenih rezultata.

Slika 16. Zuto obojenje prilikom odredivanja koncentracije flavonoida (Autor: Ranka Dujovic)
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3.5 Metode za odredivanje antioksidativnog potencijala

3.5.1 DPPH test- odredivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala

Posto polifenolna jedinjenja i druga bioaktivna jedinjenja u biljnim ekstraktima ispoljavaju
antioksidativnu aktivnost u bioloskim sistemima na viSe nacina potrebno je koristiti vise metoda za
procjenu antioksidativnog potencijal, kako bi se dobili Sto bolji rezultati. Za procjenu
antioksidativne aktivnosti pitome i divlje nane koriS¢ene su dvije metode, aktivnost uklanjanja
slobodnih radikala DPPH testom i FRAP testom koji se bazira na mehanizmu heliranja metalnih
jona.

Za procjenu antioksidativnog potencijala biljnih ekstrakata naj¢eS¢e se koristi DPPH test.
DPPH metoda je brza, jednostavna, jeftina i1 Siroko primjenjivana metoda za odredivanje
antioksidativnog potencijala (Kedare i Singh, 2011). DPPH*® (molekul 1,1-difenil-2-pikril-hidrazila)
se karakteriSe kao stabilan slobodni radikal zbog delokalizacije nesparenog elektrona u cijelom
molekulu, tako da molekuli ne dimerizuju. DPPH molekul u etanolnom rastvoru ima
tamnoljubicastu boju, koja se karakteriSe apsorbancijom na oko 517 nm. Kada se rastvor DPPH
pomijesa sa supstancom koja moZe donirati atom vodonika, dolazi do redukcije pri ¢emu rastvor

gubi ljubicastu boju i prelazi u Zutu (slika 17) (Kedare i Singh 2011, Behrendorff i sar., 2013).

Q\N. +RH* +RQ

O,N NO,

NO,

Slika 17. Reakcija redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Behrendorff i sar., 2013)
Procenat inhibicije DPPH izracunat je prema sledecoj formuli (Blois, 1958):

% DPPH = 100 — [ (As — Ab) x 100 Ac]
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gdje je:

As — apsorbanca uzoraka koji su tretirani DPPH rastvorom,
Ab — apsorbanca uzoraka bez tretiranja DPPH rastovorom,
Ac — apsorbanca etanolnog rastvora DPPH.

Dobijeni rezultati koris¢enjem DPPH metode su izrazeni kao ICso vrijednosti koje
predstavljaju koncentraciju uzorka koji dovodi do 50% neutralizacije DPPH- (Rivero-Cruz i sar.,
2020). Promjena boje djeluje kao pokazatelj antioksidativne aktivnosti (slika 18).
Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti mjerene DPPH testom, ekstrakta nane
vr$i se tako $to se u 300 pL rastvora uzoraka (razli¢itih koncentracija) doda po 2700 pL 0,1 mM
rastvora DPPH 1 nakon pola sata ¢uvanja na tamnom mjestu izmjeri apsorbanca na A=517 nm,

koriste¢i rastvarac kao slijepu probu.

Slika 18. Promjena boje prilikom redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Autor: Ranka Dujovic)
3.5.2 FRARP test- odredivanje sposobnosti redukcije feri jona

Pored DPPH testa, za odredivanje antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata koris¢en je 1
FRAP test. FRAP metoda se zasniva na sposobnosti antioksidanasa da redukuju, Zuto obojen
kompleks [Fe(I11)-(TPTZ)2]** do intenzivno plavo obojenog kompleksa [Fe(11)-(TPTZ)2]** u kiseloj
sredini (Fernandes i sar., 2016). Redukcija jona Fe(l11) u Fe(ll) pri niskom pH dovodi do formiranja
obojenog kompleksa Fe(lll)-tripiridiltriazina koji dostize apsorpcioni maksimum na 539 nm
(Pavlovic, 2012). FRAP analiza je jeftina, reagensi se jednostavno pripremaju, rezultati su veoma
ponovljivi, a procedura je jednostavna i brza (Benzie i Strain, 1999). Na slici 19 je prikazana
reakcija redukcije feri-TPTZ kompleksa (Xiao i sar., 2020).
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Slika 19. Reakcija redukcije Fe (111)-TPTZ kompleksa (Xiao i sar., 2020)

Za procjenu antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata pripremljen je radni reagens FRAP
upotrebom acetatnog pufera, TPTZ/HCI i gvozde (III)- hlorid heksahidrata. Svjeze pripremljeni
FRAP reagens je inkubiran 10-15 minuta na temperaturi od 37 °C. U epruvetu je dodat 1 mL
destilovane vode nakon cega su epruvete inkubirane 5 minuta na 37 °C. Po zavrsetku perioda
inkubacije, dodato je 20 L test uzorka, 80 UL koris¢enog rastvaraca i 3 mL radnog FRAP reagensa.
Pripremljena smjeSa je ponovo inkubirana 4 minuta na temperaturi od 37 °C, nakon cega se mjeri
apsorbancija spektrofotometrom na talasnoj duzini od 593 nm uz slijepu probu za koju se koristi

smjesa od 100 pL rastvaraca i 3 mL FRAP rastvora.

Slika 20. Plavo obojen kompleks [Fe(I)-(TPTZ)2]? (Autor: Ranka Dujovic)

Za konstrukciju kalibracione krive kori$éena je serija standarnih rastvora gvozda koji su pravljeni od
FeSO4x7H20 u FRAP reagensu. Rezultati su izrazeni kao umol Fe?*/g suve biljke (Benzie i Strain,

1999).
39



4 REZULTATI I DISKUSIJA

Na hemijski sastav ljekovitih biljaka uti¢u brojni faktori, kao $to su vrsta, uslovi uzgajanja,
berba, faza zrelosti, uslovi ¢uvanja, metoda ekstrakcije i izbor rastvaraca. Veoma je komplikovano
interpretirati podatke zbog razlika u metodama koje se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima koji se
koriste za procjenu sadrzaja antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti. Rezultati analize
antioksidativne aktivnosti iste biljke mogu znacajno da variraju u zavisnosti od primjenjene metode.
Osnovni ciljevi ovog istrazivanja su:

- determinacija sadrzaja polifenolnih jedinjenja (fenola i flavonoida) primjenom kvantitativnih
metoda za odredivanje koli¢ine antioksidativnih jedinjenja u ekstraktima herbe pitome i divlje nane,
- utvrdivanje kojom od primjenjenih metoda ekstrakcije je moguce, ostvariti maksimalnu ekstrakciju
antioksidativnih jedinjenja iz odabranih vrsta roda Mentha,

- uticaj upotrebe razli€itih rastvaraca (vode i etanola) na ekstrakciju pomenutih komponenti,

- odredivanje antioksidativnog potencijala dobijenih ekstrakata DPPH i FRAP metodom,

- uporedivanje sadrzaja antioksidativnih jedinjenja u ekstraktima vrsta roda Mentha porijeklom iz

sjevernog (Pljevlja) 1 juznog (Herceg Novi) regiona Crne Gore .
4.1 Ukupni sadrZaj fenola u ekstraktima pitome i divlje nane

U vodenim i etanolnim ekstraktima pitome i divlje nane, sa podruc¢ja Pljevalja (sjeverni
region) i Herceg Novog (juzni region), dobijenim postupcima ultrazvuéne ekstrakcije, digestije,
maceracije 1 Sokslet ekstrakcije odreden je sadrzaj ukupnih fenola. Dobijene vrijednosti za koli¢inu
ukupnih fenolnih jedinjenja predstavljene su kao ekvivalent galne kiseline - mg GAE/g suve biljke.
Navedeni rezultati su dati kao srednje vrijednosti tri mjerenja. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima
pitome nane prikazan je na grafikonima 1 1 2, dok je sadrzaj ukupnih fenola divlje nane prikazan na

grafikonima 3 i 4.

40



250 1
B Ultrazvuéna ekstrakcija EtOH
200 - . -
m Digestija EtOH
B Maceracija EtOH
2 150 -
ﬁ B Ultrazvuéna ekstrakcija voda
Q
Eﬂ 100 m Digestija voda
B Maceracija voda
50 - m Soxhlet ekstrakcija
0 -

Grafikon 1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima Mentha piperita — Pljevlja

Na osnovu podataka iz grafikona 1 sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima pitome nane sa
podrugja Pljevalja, upotrebom 70% etil-alkohola kao rastvaraca, iznosio je: 193,74 mg GAE/g suve
biljke (ultrazvu¢na ekstrakcija), 143,39 mg GAE/g suve biljke (digestija), 97,04 mg GAE/g suve
biljke (maceracija) dok je koriS¢enjem vode kao rastvaraca sadrzaj ukupnih fenola iznosio: 110,04
mg GAE/g suve biljke (ultrazvucna ekstrakcija), 81,46 mg GAE/g suve biljke (digestija), 56,44 mg
GAE/g suve biljke (maceracija). Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu koji je dobijen Sokslet
ekstrakcijom iznosio je 120,42 mg GAE/g suve biljke.
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Grafikon 2. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima Mentha piperita — Herceg Novi
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Na osnovu podataka iz grafikona 2 uocava se da je sadrzaj ukupnih fenola pitome nane, sa
podrucja Herceg Novog, najvisi u ekstraktu koji je dobijen postupkom ultrazvu¢ne ekstrakcije i to
koris¢enjem 70% etanola kao rastvaraca (210,05 mg GAE/g suve biljke), slijedi ekstrakt dobijen
postupom digestije (169,25 mg GAE/g suve biljke). Sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu
koji je dobijen postupkom maceracije iznosio je 112,41 mg GAE/g suve biljke. U vodenim
ekstraktima sadrzaj ukupnih fenola je iznosio 121,5 mg GAE/g suve biljke za ultrazvu¢nu
ekstrakciju, 90,85 mg GAE/g suve biljke za digestiju, a najmanje fenola ima u vodenom ekstraktu
koji je dobijen postupkom maceracije, 70,01 mg GAE/g suve biljke. Sadrzaj ukupnih fenola u
ekstraktu dobijenom Sokslet ekstrakcijom iznosio je 148,98 mg GAE/g suve biljke.
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Grafikon 3. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima Mentha longifolia — Pljevlja

Iz grafikona 3 se uocava da je najveci sadrzaj fenola iz herbe divlje nane (Mentha longifolia)
sa sjevera Crne Gore izolovano primjenom etanola kao rastvaraca i metodom ultrazvuéne
ekstrakcije, (241,35 mg GAE/g suve biljke). Najmanji sadrzaj fenola, u etanolnom ekstraktu dobijen
je postupkom maceracije (163,72 mg GAE/g suve biljke). Takode, u vodenom ekstraktu, sadrzaj
ukupnih fenola dobijenih ultrazvuénom ekstrakcijom (140,04 mg GAE/g suve biljke) je veci u
odnosu na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu dobijenog postupkom maceracije (96,34 mg GAE/g
suve biljke). Sadrzaj fenola dobijenih postupkom digestije, u etanolnom ekstraktu je iznosio 198,9
mg GAE/g suve biljke, dok je u vodenom ekstraktu iznosio 121,61 mg GAE/g suve biljke. Sadrzaj
ukupnih fenola u ekstraktu dobijenom Sokslet ekstrakcijom iznosio je 102,5 mg GAE/g suve biljke.
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Grafikon 4. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima Mentha longifolia — Herceg Novi

U etanolnim ekstraktima divlje nane sa juznog podruc¢ja dobijena je veca koli¢ina fenola
(199,64 mg GAE/g suve biljke - ultrazvuéna ekstrakcija, 176,44 mg GAE/g suve biljke — digestija,
139,07 mg GAE/g suve biljke - maceracija) u odnosu na vodene ekstrakte (132,93 mg GAE/g suve
biljke - ultrazvuéna ekstrakcija, 116,88 mg GAE/g suve biljke - digestija, 79,97 mg GAE/g suve
biljke - maceracija). Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu dobijenom Sokslet ekstrakcijom iznosio je
122,67 mg GAE/g suve biljke. Kao §to je prije navedeno temperatura, svjetlost, pH vrijednost
zemljiSta i drugi faktori uti¢u na metabolizam i sintezu antioksidativnih jedinjenja, $to je i razlog
zabiljezenih razlicitih koncentracija. Takode svaka metoda ekstrakcije se bazira na drugadijem
mehanizmu izolacije fenolnih jedinjenja, $to utice na njihovu vrijednost.

U studiji Ganzera i saradnici (2008) potvrdeno je da je ukupni sadrzaj fenola u pozitivnoj
korelaciji sa povecanjem nadmorske visine. Jaakola i Hohtola (2010) navode da duza obdanica i visa
prosjeCna temperatura vazduha utiCu na vecu koncentraciju fenola u pitomoj nani. Visoka
koncentracija antioksidativnih jedinjenja u potomoj nani povezuje se sa odbrambenim sistemom ove
biljke (Hossain i sar., 2014).

Rezultati u ovom master radu ukazuju da viSa prosje¢na temperatura vazduha u juznom dijelu Crne
Gore utiCe na povecan sadrzaj fenola kod pitome nane u poredenju sa na pitomom nanom iz
sjevernog regiona gdje su karakteristicne nize temperature.

Lupsor 1 saradnici (2019) su kori$¢enjem etanola kao rastvaraca postupkom maceracije, iz biljnog
materijala Mentha piperita, dobili ukupni sadrzaj fenola 1560 mg GAE/100g svjeze mase.

Jakovljevic 1 saradnici (2017) su ispitivali fitohemijski sadrzaj razli¢itih ekstrakata, dobijenih
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postupkom maceracije razlicitih vrsta roda Mentha, i u ovom istrazivanju sadrzaj ukupnih fenolna u
etanolnim ekstraktima vrste Mentha piperita iznosi 154,28 + 2,11 mg GAE/g suve biljke, dok je za
vrstu Mentha longifolia 113,75 = 1,75 mg GAE/g suve biljke. Poredenjem rezultata ukupnih fenola i
rezultata dobijenih u ovom master radu uoc¢ava se da su dobijene vrijednosti priblizne vrijednostima
dobijenim u ovom istrazivanju.

Benedec 1 saradnici (2013) su u etanolnim ekstraktima vrste Mentha longifolia dobijenim
postupkom digestije dobili sadrzaj ukupnih fenola 219,20 mg GAE/g suve biljke, §to je vise nego
vrijednosti dobijene istom metodom u ovoj master tezi (198,9 GAE/g suve biljke i 176,44 GAE/g
suve biljke).

Stagos 1 saradnici (2012) su koriséenjem vode kao rastvaraca izolovali 216 mg GAE/g suve biljke
ukupnih fenola. Najveci sadrzaj ukupnih fenola za vodeni ekstrakt u ovom master radu je iznosio
140,04 mg GAE/g suve biljke, primjecuje se da su u istrazivanju Stagos | saradnici dobili vecée
vrijednosti.

Pojedini literaturni podaci koji se odnose na ispitivanje vrste Mentha longifolia pokazuju da je u
etanolnom ekstraktu, manja koncentracija fenolnih jedinjenja (67,05 mg GAE/g suve biljke) u
odnosu na vodeni ekstrakt (92,38 mg GAE/g suve biljke) (Bahadori i sar., 2018), §to nije slucaj u
nasem istraZivanju kada je u pitanju metoda maceracije.

U istrazivanju koje su sproveli Stanisavljevic¢ 1 saradnici (2012) nadeno je i da tehnika suSenja ima
uticaj na prinos tj. da ekstrakt prirodno suSene divlje nane sadrzi vise ukupnih fenola 6.52+0.11 mg
GAE/g svjeze biljke) od divlje nane koja je susena u susnici. Najvec¢a koncentracija polifenola u
etanolnom ekstraktu pitome nane u istrazivanju koji je sproveo Hayat (2020) dobijena je postupkom
ultrazvucne ekstrakcije 1 to iz uzorka koji je suSen u mikrotalasnoj pec¢i (406,7 mg GAE/100 ¢ svjeze
biljke, zatim iz svjezeg lista ukupni polifenoli su iznosili 229 mg GAE/100 g svjeze biljke, dok je
najmanji sadrzaj polifenola (183 mg GAE/100 g svjeze biljke) i lista osusenog u peci sa vrelim
vazduhom.

Poredenjem sa rezultatima prethodno publikovanih istrazivanja, potvrdeno je da na sadrZzaj ukupnih
fenola u biljnim ekstraktima veliki uticaj ima izbor rastvaraca sa aspekta njegove polarnosti, ali i
primjenjeni nacin ekstrakcije. Patonay 1 saradnici (2017) su primjenom ultrazvucne ekstrakcije
odredivali ukupni sadrzaj fenola divlje mente. Ukupni sadrzaj fenola primjenom metanola kao
rastvaraca se kretao u intervalu od 20,111 GAE/kg suve biljke do 47,516 GAE/kg suve biljke,
etanola od 14,261 GAE/kg suve biljke, do 40,724 GAE/kg suve biljke, smjeSe etanola 1 vode od
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19,348 GAE/kg suve biljke do 46,986 GAE/kg suve biljke. Ekstrakcija vrste Mentha longifolia sa
70% metanolom dala je ekstrakt bogat fenolima (275 mg/g suve biljke) (Berselli i sar., 2010).

4.2 Ukupni sadrZaj flavonoida u ekstraktima pitome i divlje nane

Sadrzaj ukupnih flavonoida je odreden u etanolnim i vodenim ekstrakatima pitome i divlje
nane sa podru¢ja Pljevalja (sjeverni region) i Herceg Novog (juzni region), koji su dobijeni
ultrazvuénom ekstrakcijom, digestijom, maceracijom i Sokslet ekstrakcijom. Rezultati ukupnih
flavonoida su izrazeni u mg Qc (kvercetina) po gramu suve biljke. Navedeni rezultati su dati kao
srednje vrijednosti tri mjerenja. Sadrzaj ukupnih flavonoida pitome nane sa sjevernog i juznog
podrucja Crne Gore prikazan je na grafikonima 5 i 6, dok je sadrzaj ukupnih flavonoida divlje nane

sa sjevernog i juznog podrucja Crne Gore prikazan na grafikonima 7 i 8.
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Grafikon 5. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima Mentha piperita — Pljevlja

Rezultati dobijeni nakon odredivanja koli¢ine ukupnih flavonoida uzorka pitome nane sa
sjevernog podrucja Crne Gore (okolina Pljevalja), u etanolnim ekstraktima, pokazuju da je najveci
sadrzaj dobijen postupkom ultrazvuéne ekstrakcije, 184,8 mg Qc/g suve biljke, slijedi ekstrakt
dobijen postupkom digestije, 171,02 mg Qc/g suve biljke, a zatim ekstrakt dobijen postupkom
maceracije, 89,92 mg Qc/g suve biljke. U vodenom ekstraktu sadrzaj ukupnih flavonoida je iznosio
116,28 mg Qc/g suve biljke, 102,15 mg Qc/g suve biljke, 63,75 mg Qc/g suve biljke za ultrazvu¢nu
ekstrakciju, digestiju i maceraciju, respektivno. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktu izolovanog

Sokslet ekstrakcijom bio je 142,5 mg Qc/g suve biljke.
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Grafikon 6. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima Mentha piperita- Herceg Novi

Na osnovu dobijenih rezultata za pitomu nanu porijeklom iz juznog regiona Crne Gore
(okolina Herceg Novog), moze se zakljuciti da je sadrzaj flavonoida u etanolnim ekstraktima bio
ve¢i u odnosu na vodene ekstrakte. Dakle, sadrzaj ukupnih flavonoida dobijen postupkom
ultrazvuéne ekstrakcije za etanolni ekstrakt je iznosio 149,62 mg Qc/g suve biljke, dok je za vodeni
ekstrakt iznosio 99,57 mg Qc/g suve biljke. Postupkom digestije za etanolni ekstrakt sadrzaj
flavonoida je 131,57 mg Qc/g suve biljke, a za vodeni ekstrakt 82,25 mg Qc/g suve biljke, dok je
postupkom maceracije za etanolni ekstrakt dobijeno 71,02 mg Qc/g suve biljke, a za vodeni ekstrakt
51,76 mg Qc/g suve biljke. Sadrzaj ukupnih flavonoida dobijen Sokslet ekstrakcijom je iznosio
100,09 mg Qc/g suve biljke.
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Grafikon 7. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima Mentha longifolia — Pljevlja

Na osnovu rezultata prikazanih na grafikonu 7, sadrzaja flavonoida u ekstraktima divlje nane
sjevernog regiona Crne Gore (okolina Pljevalja) primjecuje se da je najvise flavonoida ekstrahovano
metodom ultrazvuéne ekstrakcije, uz koriS¢enje etanola kao rastvaraca, dok se maceracijom,
koris¢enjem vode kao rastvaraca, izolovao najmanji sadrzaj flavonida. U etanolnim ekstraktima
divlje nane sadrzaj ukupnih flavonoida iznosio je 155,2 mg Qc/g suve biljke (ultrazvucéna
ekstrakcija), 126,5 mg Qc/g suve biljke (digestija), 84,6 mg Qc/g suve biljke (maceracija). U
vodenim ekstraktima divlje nane sadrzaj ukupnih flavonoida je 115,52 mg Qc/g suve biljke
(ultrazvuéna ekstrakcija), 104,6 mg Qc/g suve biljke (digestija), 77,75 mg Qc/g suve biljke

(maceracija). Sadrzaj ukupnih flavonoida izolovanih Sokslet ekstrakcijom je bio 105,08 mg Qc/g

suve biljke.
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Grafikon 8. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima Mentha longifolia — Herceg Novi

Uporedivanjem grafikona 7 i grafikona 8 uocava se da je sadrzaj ukupnih flavonoida divlje
nane sa juznog regiona Crne Gore (okolina Herceg Novog) manji u odnosu na sadrzaj ukupnih
flavonoida za divlju nanu sa sjevernog podrucja. Sadrzaj flavonoida u etanolnom ekstraktu divlje
nane sa juznog podrucja dobijen postupkom ultrazvuéne ekstrakcije iznosio je 121,64 mg Qc/g,
slijedi etanolni ekstrakt dobijen postupkom digestije sa sadrzajem flavonoida 100,37 mg Qc/g suve
biljke, zatim vodeni ekstrakti dobijeni ultrazvu¢nom ekstrakcijom 95,86 mg Qc/g suve biljke i
digestijom 86,31 mg Qc/g suve biljke. Nesto manji sadrzaj flavonoida je dobijen Sokslet
ekstrakcijom i iznosi 76,38 mg Qc/g suve biljke. Najmanji sadrzaj flavonoida je u ekstraktima
dobijenim postupkom maceracije i to za etanolni ekstrakt 68,48 mg Qc/g suve biljke i vodeni
ekstrakt 60,42 mg Qc/g suve biljke.

Flavonoidi su mo¢ni hvataci sobodnih radikala i na taj nacin sprec¢avaju peroksidaciju lipida
u biljnim tkivima. Poznato je da kod nekih biljaka veca insolacija podstice vecu sintezu flavonoida,
pri ¢emu ih biljke koriste kao zastitni UV faktor u uslovima stresa (Treutter 2006, Idris i sar., 2018),
Sto moZe biti jedan od razloga zaSto su u ovom istrazivanju vrijednosti flavonoida visoke. U
istrazivanju (Liu 1 sar., 2016) pokazano je da se sa porastom nadmorske visine povecava i
koncentracija ukupnog sadrzaja flavonoida, $to je prikazano i u ovom istrazivanju. Dugi dani sa
hladnim no¢nim temperaturama — uglavnom mogu imati pozitivan efekat na biosintezu flavonoida u
biljkama, iako postoje varijacije u odgovoru izmedu vrste i unutar pojedinih grupa flavonoida
(Jaakola i Hohtola 2010).
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Jakovljevic 1 saradnici (2017) su ispitivali fitohemijski sadrzaj razli¢itih ekstrakata vrsta roda
Mentha. Ukupna koli¢ina flavonoida u etanolnim ekstraktima vrste Mentha piperita je iznosila 218.13
* 3.17 mg RU/g suve biljke dok je kolicinaflavonoida u ekstraktima vrste Mentha longifolia 101.70
+ 0.56 mg RU/g suve biljke.

U pojedinim literaturnim podacima ekstrakti vrste Mentha longifolia dobijeni postupkom maceracije
pokazuju manji sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnom ekstraktu (23,68 mg RE/g suve biljke) u
odnosu na vodeni ekstrakt (46,18 mg RE/g suve biljke) (Bahadori i sar., 2018).

Stanisavljevic I saradnici (2012) ispitali su sadrzaj ukupnih flavonoida ekstrakata herbe divlje nane
osusene razli¢itim tehnikama. Najveéi prinos ekstrakta dobijen je iz herbe suSene prirodnim putem,
6.08+0.02 mg RU/g svjeze biljke.

Najveci ukupni sadrzaj flavonoida u etanolnom ekstraktu pitome nane dobijen je iz uzorka koji je
suSen u mikrotalasnoj pe¢i (247 mg CE/100 g svjeZe mase), dok je najniza vrijednost (181 mg

CE/100 g svjeze mase) bila u uzorku lista osusenog u peéi sa vrelim vazduhom (Hayat , 2020).

4.3 Odredivanje antioksidativne aktivnosti primjenom DPPH testa

Antioksidativna aktivnost pitome i divlje nane ispitivana je primjenom DPPH metode.
Dobijeni rezultati antioksidativne aktivnosti su izrazeni kao ICso, pg/mL. Sto je veca antioksidativna
aktivnost ekstrakata to je manja 1Cso vrijednost. Na grafikonima 9 i 10 su predstavljeni rezultati
antioksidativne aktivnosti pitome nane, a na grafikonima 11 i 12 su predstavljeni rezultati

antioksidativne aktivnosti divlje nane dobijeni koris¢enjem DPPH testa.

49



1C50, pg/mL

160 -

140 -

120 -

100 -

80 A

60 A

40 A

20 A

B Ultrazvucna ekstrakcija EtOH
M Digestija EtOH

® Maceracija EtOH

B Ultrazvucna ekstrakcija voda
M Digestija voda

M Maceracija voda

1 Sokslet ekstrakcija

Grafikon 9. Antioksidativni aktivnost ekstrakata Mentha piperita dobijena DPPH testom- Pljevlja

Kako najvecu antioksidativnu aktivnost ima onaj uzorak ¢ija je vrijednost 1Cso, pg/mL
najmanja, zna¢i da najvecu antioksidativnu aktivnost, kada se radi o pitomoj nani sa podrucja
Pljevalja, ima etanolni ekstrakt dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom (IC50=32,60 pg/mL).
Antioksidativna aktivnost ekstrakta dobijenog Sokslet ekstrakcijom iznosi 1Cs50=72,06 pg/mL.
Vodeni ekstrakt dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom pokazao je antioksidativni kapacitet od 93,20
pg/mL. Najmanju antioksidativnu aktivnost je pokazao vodeni ekstrakt dobijen maceracijom
(IC50=148,07 pg/mL), dok je etanolni ekstrakt dobijen istom metodom pokazao antioksidativni
kapacitet od 83,71 pg/mL. Antioksidativna aktivnost za etanolni i vodeni ekstrakt koji su dobijeni

postupkom digestije iznose 69,19 ng/mL i 107,25 pg/mL, respektivno.
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Grafikon 10. Antioksidativni aktivnost ekstrakata Mentha piperita dobijena DPPH testom- Herceg

Novi

Na osnovu podataka prikazanih na grafikonu 10 uocava se da je etanolni ekstrakt pitome nane sa
podru¢ja Herceg Novog dobijen postupkom ultrazvuéne ekstrakcije pokazao najvecu
antioksidativnu aktivnost (25,02 pg/mL) u odnosu na ostale etanolne eckstrakte porijeklom sa
pomenutog podrucja. Uporedivanjem vodenih ekstrakata, takode se izdvaja ekstrakt dobijen
postupkom ultrazvuéne ekstrakcije (70,33 pg/mL) u odnosu na ostale vodene ekstrakte. Takode
uporedivanjem etanolnog i vodenog ekstrakata dobijenih postupkom digestije, veéi sadrzaj se
uocava u etanolnom ekstraktu u odnosu na vodeni (62,15 pg/mL i 95,61 pg/mL, respektivno), kao i
kada se radi 0 maceratima (74,47 pg/mL za etanolni i 115,57 ug/mL za vodeni). ICso vrijednost za
ekstrakt dobijen Sokslet ekstrakcijom je 68,20 pg/mL.
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Grafikon 11. Antioksidativni aktivnost ekstrakata Mentha longifolia dobijena DPPH testom-
Pljevlja

Kada je rije¢ o divljoj nani sa podru¢ja Pljevalja, kao $to se primjecuje na grafikonu 11
najvecu vrijednost ICso ima vodeni ekstrakt dobijen maceracijom i to 115,72 pg/mL, zatim slijedi
vodeni ekstrakt dobijen postupcima digestije, 103,53 pg/mL i ultrazvuéne ekstrakcije 62,15 pg/mL.
Najvecu antioksidativnu aktivnost ima etanolni ekstrakt dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom, 16,50
pg/mL, slijede etanolni ekstrakti dobijeni digestijom (31,07 pg/mL), Sokslet ekstrakcijom (39,33
pg/mL) i maceracijom (42,77 pg/mL).

Najvecu antioksidativnu aktivnost, odredenu DPPH testom, kako u slucaju divlje nane tako i
uporedujuéi sa pitomom nanom, sa oba podrucja, ima etanolni ekstrakt sa podrué¢ja Pljevalja,

dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom, 16,50 pg/mL.
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Grafikon 12. Antioksidativni aktivnost ekstrakata Mentha longifolia dobijena DPPH testom-

Herceg Novi

Vodeni ekstrakt divlje nane porijeklom iz Herceg Novog koji je dobijen postupkom
ultrazvucne ekstrakcije pokazuje znatno manji antioksidativni kapacitet (71,02 pg/mL) u odnosu na
etanolni ekstrakt dobijen istom metodom (19,46 pug/mL). Sli¢no je i za vodeni (117,14 pug/mL) i
etanolni (39,43 ug/mL) ekstrakt koji su dobijeni postupkom digestije, ali i za ekstrakte dobijene
maceracijom (162,54 pg/mL i 43,72 pg/mL, za vodeni i etanolni ekstrakt, respektivno). Uporedujuci
antioksidativni kapacitet ekstrakata divlje nane sjevernog i juznog podrucja, dobijenih Sokslet
ekstrakcijom primjecuje se veci kapacitet kod nane koja potice sa vise nadmorske visine odnosno sa
sjevernog podrucja (39,33 ug/mL) u odnosu na nanu sa juznog podrucja (58,84 pg/mL).
Dominantna antioksidativna aktivnost zabiljeZena je u etanolnom ekstraktu divlje nane (ICso= 16,50
pug/mL) sa lokaliteta sa ve€om nadmorskom visinom.

Nickavar 1 saradnici (2008) su u etanolnim ekstraktima, dobijenim postupkom maceracije, odredili
nivo aktivnosti uklanjanja DPPH za vrstu Mentha piperita (1Cs50=13,32 pg/mL) i Mentha longifolia
(ICs50=24,07 pg/mL). Uzorci ispitivani u ovom radu istom metodom, za vrstu Mentha piperita su
iznosili 74,47 pg/mL i 83,71 pg/mL, dok su za vrstu Mentha longifolia iznosili 42.77 pg/mL i 44,62
pg/mL.

Jakovljevic i saradnici (2017) su stepen redukcije slobodnih radikala odredivali primjenom DPPH
metode i predstavili je kao 1Cso vrijednost. Vrstu Mentha piperita karakteriSe antioksidativna
aktivnost 60.01+0.53 pg/mL, dok je vrijednosti za vrstu Mentha longifolia iznosila 122.85+0.81

pg/mL.
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Stanisavljevi¢ 1 saradnici (2012) su DPPH testom ispitivali antioksidativnu aktivnost etanolnih
ekstrakata herbe divlje mente susene prirodnim putem i dobili vrijednost ECso= 0,021+0,002
mg/mL.

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti DPPH metodom uocena je veca aktivnost kod vrste Mentha
longifolia (79%) nego kod vrste Mentha piperita (75%) (Ahmad 1 sar., 2012). Nasuprot tome,
Benedec 1 saradnici (2013) su odredivali antioksidativni kapacitet ekstrakta Mentha longifolia
primjenom DPPH metode i izrazen u procentima iznosi 25,31 %, dok su Stagos | saradnici (2012)
koriS¢enjem vode kao rastvaraca dobili 28+1,0 pg/mL DPPH. Lupsor 1 saradnici (2019) su
analizirali etanolni ekstrakt vrste Mentha piperita i dokazali visoku testnu vrijednost DPPH (5472
mg GAE/100g svjeze mase) i ukazali da je antioksidativni kapacitet dat ne samo sadrzajem fenola
ve¢ i drugim bitnim komponentama koje postoje u ispitivanom maceratu.

Medu nekoliko studija sprovedenih o antioksidativnom potencijalu vrste Mentha, Park i saradnici
(2019) prijavili su da je od devet vrsta Mentha, Mentha longifolia najefikasnija, pokazujuci
antioksidativnu aktivnost od 88,6% u poredenju sa 93,0% aktivnosti askorbinske kiseline u
koncentraciji od 100 pL/mL. Singh i saradnici (2015), ispitivali su antioksidativnu aktivnosti vrste
Mentha piperita i minimalna aktivnost je zabiljeZzena za vodeni ekstrakt. Za etanolni ekstrakt
DPPH vrijednost je iznosila 74.8 + 5.2 %, a za vodeni 70.3 + 6.1%.

U istrazivanju Bahadori i saradnici (2018) antioksidativni kapacitet za vrstu Mentha longifolia
iznosio je 162,08+3.90 mg TE/g suve biljke i 195,96+0,94 mg TE/g suve biljke za etanolni i

vodeni ekstrakt, respektivno.
4.4 OQOdredivanje antioksidativne aktivnosti primjenom FRAP testa

U ovom master radu je odredivana i antioksidativna aktivnost u ekstraktima pitome i divlje
nane pomo¢u FRAP metode, gdje su vrijednosti izrazene kao umol Fe?*/g suve biljke. Najveéu
antioksidativnu aktivnost ima onaj uzorak ¢&ija je vrijednost pumol Fe?*/g suve biljke najveéa.
Rezultati FRAP testa za pitomu nanu sa podru¢ja Pljevalja i Herceg Novog su prikazani na

grafikonima 13 i 14, a rezultati za divlju nanu su prikazani na grafikonim 15 i 16.
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Grafikon 13. Antioksidativna aktivnost ekstrakata vrste Mentha piperita dobijenih FRAP testom-
Pljevlja

Najvecu antioksidativhu aktivnost pokazuje etanolni ekstrakt pitome nane dobijen
ultrazvuénom ekstrakcijom (3,50 umol Fe?*/g suve biljke), dok najmanju vrijednost pokazuje vodeni
ekstrakt dobijen maceracijom (1,12 pmol Fe?*/g suve biljke). Vrijednosti dobijene FRAP testom u
etanolnim ekstraktima pitome nane sa sjevernog podrucja iznosile su za ultrazvucnu ekstrakciju 3,50
umol Fe?*/g suve biljke, maceraciju 2,17 Fe?*/g, digestiju 3,01 pmol Fe?*/g suve biljke i za ekstrakt
po Soksletu 3,14 umol Fe?'/g suve biljke. U vodenim ekstraktima vrijednosti su iznosile za
ultrazvuénu ekstrakciju 2,42 pmol Fe?*/g suve biljke, maceraciju 1,12 umol Fe?*/g suve biljke,

digestiju 1,71 umol Fe?*/g suve biljke.
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Grafikon 14. Antioksidativna aktivnost ekstrakata vrste Mentha piperita dobijenih FRAP testom-

Herceg Novi

Kod pitome nane sa podruc¢ja Herceg Novog najvecu antioksidativnu aktivnost pokazuje
takode etanolni ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom (3,92 pmol Fe?*/g suve biljke), dok
najmanju vrijednost pokazuje vodeni ekstrakt dobijen maceracijom (0,73 pumol Fe?*/g suve biljke).
Etanolni ekstrakt dobijen postupkom digestije pokazuje antioksidativnu aktivnost od 3,42 pmol
Fe?*/g suve biljke, dok vodeni ekstrakt posjeduje nizu vrijednost 1,45 umol Fe?*/g suve biljke. Za

ekstrakt po Soksletu vrijednost antioksidativne aktivnosti iznosi 2,59 pumol Fe?*/g suve biljke.
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Grafikon 15. Antioksidativna aktivnost ekstrakata vrste Mentha longifolia dobijenih FRAP testom-

Pljevlja

Uporedujuci antioksidativnu aktivnost sa grafikona 15 u ekstraktima divlje nane iz Pljevalja
primjenom FRAP testa uocava se da vece vrijednosti imaju etanolni ekstrakti u odnosu na vodene
ekstrakte. Tacnije ultrazvuénom ekstrakcijom za etanolni ekstrakt dobijena je vrijednost 4,27 pmol
Fe?*/g suve biljke, a za vodeni ekstrakt 2,68 pmol Fe?*/g suve biljke. Postupkom digestije za
etanolni ekstrakt dobijeno je 3,65 pmol Fe?*/g suve biljke, dok je za vodeni ekstrakt dobijeno 1,95
umol Fe?*/g suve biljke. Postupkom maceracije dobijena je najmanja antioksidativna vrijednost u
odnosu na prethodno pomenute postupke ekstrakcije, odnosno 2,40 pumol Fe?'/g suve biljke za
etanolni ekstrakt i 0,94 umol Fe?*/g suve biljke za vodeni ekstrakt. Vrijednost dobijena po Soksletu
je 3,69 umol Fe?*/g suve biljke. Etanolni ekstrakti divlje nane sa podru¢ja Pljevalja pokazuju veéi
antioksidativni kapacitet izmjeren FRAP testom, u odnosu na etanolne ekstrakte pitome nane.
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Grafikon 16. Antioksidativna aktivnost ekstrakata vrste Mentha longifolia dobijenih FRAP testom-

Herceg Novi

Antioksidativni kapacitet etanolnih ekstrakata divlje nane sa podru¢ja Herceg Novog iznosio
je 4,13 umol Fe?/g suve biljke za ultrazvuénu ekstrakciju, 2,24 pmol Fe?'/g suve biljke za
maceraciju i 3,12 umol Fe**/g suve biljke za digestiju. Antioksidativni kapacitet vodenih ekstrakata
iznosio je 2,31 pmol Fe?*/g suve biljke za ultrazvuénu ekstrakciju, 0,74 umol Fe?*/g suve biljke za
maceraciju i 1,52 pmol Fe?*/g suve biljke za digestiju. Za ekstrakciju po Soksletu antioksidativni
kapacitet je iznosio 3.36 pmol Fe?*/g suve biljke.

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti FRAP metodom uocena je veca aktivnost kod vrste
Mentha longifolia nego kod vrste Mentha piperita.

Poredenjem rezultata dobijenih primjenom DPPH i FRAP metoda u ovom istrazivanju
uocene su slicnosti koje se ogledaju u tome da etanolni ekstrakti imaju veéi antioksidativni kapacitet
u poredenju sa vodenim ekstraktima, kao 1 da ekstrakti dobijeni postupkom ultrazvucne ekstrakcije
posjeduju veci antioksidativni kapacitet u poredenju sa maceratima.

Najvecu antioksidativnu aktivnost etanolnih ekstrakata herbe divlje mente osuSene razli¢itim
tehnikama, odredivanu FRAP, pokazuju ekstrakati dobijeni iz herbe suSene prirodnim putem
0.157+0,008 mmol Fe?*/g svjeze bilike (Stanisavljevi¢ i sar., 2012). Vrijednosti dobijene za
etanolne ekstrakte ultrazvuéne ekstrakcije u istrazivanju Stanisavljevi¢ 1 saradnici SU znatno manje
od vrijednosti koje su dobijene u ovom master radu. U drugom istrazivanju Stanisavljevic i saradnici
(2014) antioksidativna aktivnost ekstrakata herbe divlje mente odredivana je FRAP testom i

dobijena je vrijednost 1423.6+8.8 umol Fe*/mL.
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Bahadori 1 saradnici (2018) su antioksidativni kapacitet za etanolni i vodeni ekstrakt vrste Mentha
longifolia odredili FRAP testom i dobili su vrijednosti 239,87+3,95 mg TE/g suve biljke i
346,20+£0,17 mg TE/g suve biljke, za etanolni i vodeni ekstrakt, respektivno.

U odredivanju aktivnosti vezivanja DPPH radikala, uoc¢eno je da na antioksidativni kapacitet uticu 1
rastvaraci, pri ¢emu etanolni ekstrakt pokazuje najveéi antioksidativni kapacitet i DPPH i FRAP

testom.

5 KORELACIJA IZMEDPU SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA |
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI U ISPITIVANIM EKSTRAKTIMA
PITOME | DIVLJE NANE

Korelaciona analiza je radena u cilju procjene korelacionog faktora izmedu sadrzaja
polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata pitome i divlje nane sa
podrucja Pljevalja (sjeverni region) i Herceg Novog (juzni region). Dobijeni rezultati prikazani su u
tabelama 1 i 2. Radena je i korelaciona analiza uticaja metode ekstrakcije na sadrzaj antioksidativnih

jedinjenja i antioksidativnog potencijala. Rezultati su prikazani u tabelama 3, 4, 51 6.

Tabela 1. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim

ekstraktima pitome 1 divlje nane sa podrucja Pljevalja

Fenoli r=-0.85682 r=0.778971
Flavonoidi r=-062543 r=0.743688

Iz tebele 1 se uocava jak stepen korelacije izmedu sadrzaja fenola i1 vrijednosti dobijenih
DPPH testom (r=-0.85682). Korelacija izmedu sadrzaja fenola i vrijednosti dobijenih FRAP testom
je relativno jaka (r=0.778971), kao i korelacija izmedu sadrzaja flavonoida i vrijednosti dobijenih
FRAP testom (r=0.743688). Umjerena korelacija je nadena izmedu sadrzaja flavonoida i vrijednosti
dobijenih DPPH testom (r=-0.62543).
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Tabela 2. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim

ekstraktima pitome i divlje nane sa podrucja Herceg Novog

Fenoli r=-0.853 r=0.917092
r=-0.65999 r=0.789322

Flavonoidi

Iz tebele 2 se uocava da je korelacija izmedu ukupnih fenola i vrijednosti dobijenih DPPH
testom veoma jaka (r=-0,852), kao i vrijednosti dobijenih FRAP testom (r=0,917092). Umjeren
stepen korelacije je naden izmedu sadrzaja flavonoida i vrijednosti dobijenih DPPH testom (r=-
0,65999), kao i FRAP testom (r=0,789322).

Takode, uoCava se da je visi korelacioni faktor izmedu sadrzaja antioksidativnih jedinjenja i

vrijednosti dobijenih FRAP testom u poredenju sa vrijednostima dobijenim DPPH testom.

Tabela 3. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim

ekstraktima dobijenim postupkom ultrazvuéne ekstrakcije

Ultrazvuéna ekstrakcija DPPH FRAP
Fenoli r=-0.96654 r=0.926636
Flavonoidi r=-0.66769 r=0.693499

Tabela 4. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim

ekstraktima dobijenim postupkom digestije

Digestija DPPH FRAP
Fenoli r=-0.90376 r=0.930955
Flavonoidi r=-0.46566 r=0.680981

Tabela 5. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim

ekstraktima dobijenim postupkom maceracije

Maceracija DPPH FRAP
Fenoli r=-0.88908 r=0.813691
Flavonoidi r=-0.53957 r=0.721349
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Tabela 6. Stepen korelacije antioksidativnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim
ekstraktima dobijenim postupkom Sokslet ekstrakcije

Sokslet ekstrakcija DPPH FRAP
Fenoli r=0.723016 r=-0.97041
Flavonoidi r=0.371127 r=-0.09947

Sumirajuéi rezultate prikazane u tabelama 3, 4, 5 i 6 uocava se veoma jak koeficijent
korelacije sadrzaja fenola i vrijednosti dobijenih FRAP testom (ultrazvucna ekstrakcija r=0.926636,
digestija r=0.930955, maceracija r=0.813691 i Sokslet ekstrakcija r=-0.97041). Umjerena korelacija
je nadena izmedu flavonoida i vrijednosti izmjerenih FRAP testom za ultrazvuénu ekstrakciju,
digestiju i maceraciju (r=0.693499, r=0.680981, r=0.721349), za razliku od vrijednosti dobijenih
Sokslet ekstrakcijom gdje je korelacija veoma slaba (r=-0.09947). Negativna korelacija je nadena
izmedu fenola i antioksidativne aktivnosti utvrdene DPPH metodom (r=-0.96654), kao i izmedu
flavonoida i vrijednosti dobijehin  DPPH metodom (r=-0.66769), kada se radi postupkom
ultrazvuéne ekstrakcije. Negativna korelacija je i izmedu ukupnih flavonoida i DPPH kada se radi
postupkom digestije (r=-0.46566), dok je pozitivna korelacija dobijena postupkom Sokslet
ekstrakcije (r=0.371127). U slucaju maceracije, korelacija izmedu flavonoida i vrijednosti dobijenih
DPPH testom je umjerena i negativna (r=-0.53957). Kada je u pitanju stepen korelacije izmedu
ukupnih antioksidativnih jedinjenja odredenih u ekstraktima dobijenih Sokslet ekstrakcijom i
antioksidativne aktivnosti uocava se umjeren stepen korelacije izmedu vrijednosti dobijenih DPPH
testom i fenola (r=0.723016).
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6 ZAKLJUCAK

U ovoj master tezi primjenjene su razlicite tehnike ekstrakcije antioksidativnih jedinjenja iz
pitome i divlje nane (Mentha piperita i Mentha longifolia) sa podrucja Pljevalja (sjeverni region) i
Herceg Novog (juzni region) uz upotrebu razli¢itih rastvarata. U dobijenim ekstrakata
spektrofotometrijski je odreden sadrzaj antioksidativnih jedinjenja kao i antioksidativni potencijal.
Analizom etanolnih i vodenih ekstrakata pitome i divlje nane zapaZene su razlike u pogledu sadrzaja
antioksidativnih jedinjenja.

Na osnovu sprovedenog istrazivanja u ovom master radu zakljucuje se da:

- Vrste Mentha piperita i Mentha longifolia sa podru¢ja Crne Gore sadrze znacajne koli¢ine
antioksidativnih jedinjenja.

- Rezultati dobijeni u ovom master radu pokazuju da izmedu ispitivanih vrsta roda Mentha (Mentha
piperita i Mentha longifolia) postoji razlika u ukupnoj koli¢ini ispitivanih fenolnih jedinjenja, zatim
i flavonoida, kao i antioksidativnoj aktivnosti.

- Na razlike u koncentraciji antioksidativnih jedinjenja u okviru iste biljne vrste uticaj mogu imati
razli¢iti parametri kao Sto su nadmorska visina, klimatske prilike, uslovi gajenja, postupak
ekstrakcije, rastvarac 1 slicno.

- Pitoma nana sa juznog regiona Crne Gore sadrzi ve¢u koncentraciju fenolnih jedinjenja (u
intervalu od 70,01 mg GAE/g suve biljke do 210,5 mg GAE/g suve biljke) u odnosu na pitomu nanu
sa sjevernog regiona (u intervalu od 56,44 mg GAE/g suve biljke do 193,74 mg GAE/g suve biljke).
Uzrok ove razlike moze biti temperatura i intenzitet svjetlosti, jer nana proizvedena na sunéanim

mjestima sadrzi veci procenat antioksidativnih komponenti.

- Na biosintezu flavonoida u biljkama pozitivan uticaj imaju dugi dani sa hladnim noc¢nim
temperaturama, $to moze biti uzrok veée koncentracije flavonoida u pitomoj i divljoj nani sa
sjevernog podrucja, u odnosu na pitomu i divlju nanu toplijeg podruc¢ja. Sadrzaj flavonoida u
ekstraktima pitome nane sa podrucja Pljevalja se kretao u intervalu od 63,75 mg Qc/g suve biljke do
184,8 mg Qc/g suve biljke, dok se u ekstraktima divlje nane kretao od 77,75 mg Qc/g suve biljke do
155,2 mg Qc/g suve biljke. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima pitome nane sa podru¢ja Herceg
Novog se kretao u intervalu od 51,76 mg Qc/g suve biljke do 149,62 mg Qc/g suve biljke, dok se u
ekstraktima divlje nane kretao od 60,42 mg Qc/g suve biljke do 121,64 mg Qc/g suve biljke.
Generalno visoke koncentracije flavonoida dobijene u ovom radu mogu predstavljati odgovor biljke

na uslove abiotickog i biotickog stresa.
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- Na osnovu ispitivanja uticaja razli¢itih metoda ekstrakcije na koncentracije bioaktivnih materija
sadrzanih u biljnim ekstraktima, ultrazvu¢na ekstrakcija se pokazala kao najefikasnija metoda u
poredenju sa drugim tipovima ekstrakcija, a kao najmanje efikasna se pokazala metoda maceracije.
Ukupni sadrzaj fenola u etanolnim ekstraktima dobijenim postupkom ultrazvuc¢ne ekstrakcije je
iznosio od 193,74 mg GAE/g suve biljke do 241,35 mg GAE/g suve biljke, dok je za vodene
ekstrakte vrijednost iznosila od 110,04 mg GAE/g suve biljke do 140,04 mg GAE/g suve biljke.
Ukupni sadrzaj flavonoida u etanolnim ekstraktima dobijenim postupkom ultrazvucne ekstrakcije se
kretao u intervalu od 121,64 mg Qc/g suve biljke do 184,8 mg Qc/g suve biljke, dok je za vodene
ekstrakte vrijednost iznosila od 95,86 mg Qc/g suve biljke do 116,28 mg Qc/g suve biljke. U
etanolnim ekstraktima dobijenim postupkom maceracije sadrzaj fenola je iznosio od 97,04 mg
GAE/qg suve biljke do 163,72 mg GAE/g suve biljke, a u vodenim ekstraktima od 56,44 mg GAE/g
suve biljke do 96,35 mg GAE/g suve biljke. Koli¢ina flavonoida dobijena postupkom maceracije u
etanolnim ekstraktima je iznosila od 68,48 mg Qc/g suve biljke do 89,92 mg Qc/g suve biljke, dok
je primjenom vode kao ekstragensa koncentracija bila manja tj. od 51,76 mg Qc/g suve biljke do
77,75 mg Qc/g suve biljke.

- Shodno prethodno navedenom, na osnovu ispitivanja uticaja razli¢itih rastvaraca zakljucuje se da
su u etanolnim ekstraktima biljnog materijala, ekstrahovane vece koncentracije/koli¢ine ispitivanih
antioksidativnih jedinjenja nego u vodenim ekstraktima.

- Ispitivani biljni ekstrakti imaju visok antioksidativni potencijal dobijen DPPH 1 FRAP testom Sto
ukazuje da su odabrane vrste roda Mentha dobri hvataci slobodnih radikala, tj. antioksidansi koji
mogu da reaguju sa slobodnim radikalima i ograni¢e napad ROS na bioloske sisteme. U ekstraktima
pitome nane antioksidativna aktivnost odredivana DPPH testom je iznosila od 25,02 pg/mL do
148,07 ng/mL, a mjerena FRAP testom od 0,73 pumol Fe?*/g suve biljke do 3,92 pmol Fe?*/g suve
biljke. Antioksidativna aktivnost ekstrakata divlje nane odredivana DPPH testom se kretala u
intervalu od 16,50 pg/mL do 162,54 pg/mL, a mjerena FRAP testom od 0,62 pumol Fe?*/g suve
biljke do 4,27 umol Fe?*/g suve biljke.

Poredenjem rezultata dobijenih primjenom DPPH i FRAP metoda u ovom istrazivanju uoc¢eno je da
najve¢i antioksidativni potencijal imaju etanolni ekstrakti divlje nane, dobijeni postupkom

ultrazvucne ekstrakcije sa podrucja Pljevalja.

- U ispitivanim ekstraktima pitome i divlje nane sa sjevernog i juznog podrucja polifenolna

jedinjenja dala su pozitivni stepen korelacije sa vrijednostima dobijenim FRAP metodom (od
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r=0.743688 do r=0.917092). Uocena je negativna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola i
antioksidativne aktivnosti utvrdene DPPH metodom (od r=-0.62543 do r=-0.85682).

-Kada je rije¢ o metodama ekstrakcije nadena je veoma jaka korelacija izmedu sadrzaja fenola i
antioksidativne aktivnosti ekstrakata mjerenih FRAP testom za koriS¢ene metode ekstrakcije,
odnosno za ultrazvu¢nu ekstrakciju r=0.926636, digestiju r=0.930955, maceraciju r=0.813691 i
Sokslet ekstrakciju r=-0.97041). Veoma slaba korelacija je nadena izmedu sadrzaja flavonoida
ekstrakata dobijenih Sokslet ekstrakcijom i FRAP testa r=-0.09947.

Na osnovu dobijenih rezultata generalno se moze zakljuciti da su ekstrakti herbe pitome i divlje

nane sa sjevernog i juznog podrucja Crne Gore dobar izvor antioksidativnih jedinjenja.
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