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Pivo je pice sa niskim sadrzajem alkohola, karakteristicnom aromom i sa prijatnim
gorkim ukusom. Osnovne sirovine za proizvodnju piva su pivski slad, pivski kvasac, hmelj i
voda. Od pivskog jeCma se najpre dobija slad, od koga se pravi sladovina, koja nastaje
ekstrakcijom aktivnih sastojaka slada i hmelja i koja se zatim fermentiSe u pivo. JeCam daje
pivu sastojke od kojih zavisi punoc¢a ukusa. Hmelj daje pivu gorak i aromati¢an ukus i bitno
uti¢e na kvalitet 1 stabilizaciju piva.

Pitanju kinetike i efikasnosti ekstrakcije aktivnih supstanci iz je¢ma i hmelja nije
poklonjena narocita paznja, mada su kineti¢ki parametri dragoceni za izbor optimalnih uslova
ekstrakcije.

Ekstrakcija ¢vrsto-te¢no se uglavnom Koristi za dobijanje rastvora Zeljene supstance iz
¢vrstog materijala u odredenom rastvaracu. Za ekstrakciju aktivnih komponenti iz biljnog
materijala najcesce se koristi smesa etanol-voda kao estragens, jer etanol u malim koli¢inama
ne deluje Stetno na ljudski organizam. Smesa etanol-voda je polaran ekstragens, te se iz
biljnog materijala mogu ekstrahovati polarne komponente u koje spadaju fenoli, flavonoidi
idr.

Cvrsto-te¢nu ekstrakciju defini§u opiti zakoni prenosa mase, zatim fizi¢ko-hemijska
slicnost rastvaraca 1 aktivnih supstanci, kao 1 osobine polaznog materijala. U opStem slucaju
proces prenosa mase predstavlja prenos materije u smeru uspostavljanja ravnoteze. Proces
difuzije je odgovoran proces prenosa mase, tj. molekulska difuzija se ostvaruje usled
koncentracionog gradijenta rastvorenih materija u fazama koje su u kontaktu. Uticaj
pojedinih faktora na proces difuzije matematicki je definisan Fikovim zakonima difuzije.
Ekstrakcija ¢vrsto-te¢no, uproséeno gledano, odigrava se u dve faze: prva, rastvaranje
ekstrahovanih supstanci koje se nalaze na povrSini Cvrstih Cestica (tzv. ispiranje ili brza
ekstrakcija) 1 druga, difuzija ekstrahovanih supstanci iz unutrasnjosti prema spoljasnjoj
povrsini Eestice i njihov prenos u glavninu rastvora (tzv. spora ekstrakcija). Matematicki opis
1 analiza procesa ekstrakcije ¢vrsto-te¢no znacajno se pojednostavljuje primenom uproséenih
fizickih modela, od kojih se najceSce koriste modeli zasnovani na teoriji filma 1 teoriji
nestacionarne difuzije u biljnom materijalu. Upotrebljava se takode i jednacina Ponomarjeva,
koja predstavlja matemati¢ki opis promene koli¢ine ekstrahovane supstance u biljnom
materijalu u periodu spore ekstrakcije, a dobija se uproS¢avanjem modela nestacionarne
difuzije kroz biljni materijal.

U okviru ove doktorske disertacije bice ispitana:
e Ekstrakcija 1 efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja jeCma postupkom maceracije

pri razli¢itim operativnim uslovima (koncentracije vodenog rastvora etanola,
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hidromodula, koncentracije kiseline, vremena i temperature ekstrakcije). Sadrzaj
ukupnih fenola u ekstraktima bi¢e odreden spektrofotometrijski Folin-Ciolteu

metodom.

e Ekstrakcija i efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja i antioksidativnih komponenti
hmelja postupkom maceracije pri razli¢itim operativnim uslovima (koncentracije
vodenog rastvora etanola, hidromodula, koncentracije kiseline, vremena i temperature
ekstrakcije). Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima bice odreden spektrofotometrijski

Folin-Ciocalteu metodom, a antioksidativna aktivnost DPPH metodom.

e Ekstrakcija i efikasnost ekstrakcije fenolnih kiselina i flavonola hmelja postupkom
maceracije pri razli¢itim operativnim uslovima (koncentracije vodenog rastvora
etanola, hidromodula, koncentracije kiseline, vremena i temperature ekstrakcije).
Sadrzaj fenolnih Kiselina i flavonola u ekstraktima bi¢e odreden HPLC-DAD

metodom.

e Moguénost modelovanja kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz je¢ma, kao i
fenolnih jedinjenja, antioksidativnih komponenti, fenolnih kiselina i flavonola iz
hmelja kori$¢enjem dva modela: modela zasnovanog na teoriji nestacionarne difuzije
kroz Cvrst materijal 1 empirijskog modela Ponomarjeva. Na osnovu rezultata
ispitivanja kinetike ekstrakcije bie odredeni koeficijenti brze (b) i spore (k)

ekstrakcije, a potom i termodinamicki parametri.

e Ekstrakcija i efikasnost ekstrakcije metalnih jona jeCma i hmelja postupkom
maceracije pri razli¢itim operativnim uslovima (koncentracije vodenog rastvora
etanola, hidromodula, koncentracije kiseline, vremena i temperature ekstrakcije).

SadrZaj metalnih jona u ekstraktima bice odreden ICP-OES metodom.

U okviru ove doktorske disertacije bi¢e odreden i:
e Sadrzaj metalnih jona, ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativne aktivnosti (DPPH,
ABTS i FRAP metodama) u etanolno-vodenim ekstraktima veceg broja uzoraka

je¢ma, primenom spektrofotometrije i ICP-OES metode.

e Sadrzaj metalnih jona, ukupnih fenola, flavonoida, fenolnih kiselina, flavonola i

antioksidativne aktivnosti (DPPH, ABTS i FRAP metodama) u etanolno-vodenim
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ekstraktima veceg broja uzoraka hmelja, primenom spektrofotometrije, HPLC-DAD i
ICP-OES metode.

e Sadrzaj metalnih jona, ukupnih fenola, flavonoida, antioksidativne aktivnosti (DPPH,
ABTS i FRAP metodama) i fenolni profil veceg broja komercijalnih piva, primenom

spektrofotometrije, HPLC-DAD i ICP-OES metode.



2. TEORIJSKI DEO
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2.1. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je metoda odvajanja i koncentrovanja koja se zasniva na raspodeli
supstanci izmedu dveju faza koje se medusobno ne mesaju. Ekstrakcija je vrlo efikasna, brza
I popularna tehnika razdvajanja supstanci.

Moguce metode ekstrakcije su:

o Ekstrakcija rastvaracem,;

e Ekstrakcija te¢no-tecno;

e Ekstrakcija ¢vrsto-tecno;

e Superkriti¢na ekstrakcija;
e Ekstrakcija mikrotalasima;
e Soxlet ekstrakcija i

e Ekstrakcija ultrazvukom.

U ovom radu je vrsena ekstrakcija ¢vrsto-te¢no.

2.1.1. Ekstrakcija ¢vrsto-te¢no

Ekstrakcija ¢vrsto-tecno je operacija prenosa mase kojom se jedan ili viSe sastojaka
izdvaja iz ¢vrstog materijala pomoc¢u pogodnog rastvarac¢a (Coulson i sar., 1991). Jedan deo
¢vrstog materijala, koji po pravilu sadrzi zeljenu supstancu, rastvara se u rastvaracu, a zatim
se rastvor odvaja od iscrpljenog, nerastvornog dela &vrstog materijala. Cvrst materijal je
najcesce biljna ili mineralna sirovina, dok se voda, organski rastvaraci i rastvori Kiselina, baza
ili soli koriste kao rastvara¢. Deo ¢vrstog materijala koji se rastvara predstavlja ekstraktivne
supstance, dok se dobijeni rastvor naziva ekstrakt.

Ekstrakcija ¢vrsto-te¢no se najcesce izvodi kao maceracija ili perkolacija. Maceracija
se izvodi u suspenziji, kao Sarzna operacija, tako Sto se ¢vrst materijal potapa u rastvarac, a
perkolacija poluSarzno, tako Sto kroz nepokretan sloj ¢vrstog materijala kontinualno protice
rastvarac.

Ekstrakcija razli¢itim vrstama rastvaraca je naj¢e$¢e upotrebljavana tehnika pripreme
ekstrakta iz biljnog materijala zbog njene efikasnosti 1 Siroke primenljivosti. Udeo
ekstrahovanih fenolnih jedinjenja zavisi od polarnosti upotrebljenog ekstragensa, vremena i
temperature ekstrakcije, kao i od fizicko-hemijskih osobina ekstrahovanog uzorka.
Rastvorljivost fenolnih jedinjenja zavisi od hemijske strukture jedinjenja koja se ekstrahuju iz
biljnog materijala, kao i od polarnosti rastvaraca (Bimakr i sar., 2011). U zavisnosti od

upotrebljenog rastvaraca, tokom postupka ekstrakcije iz biljnog materijala ¢e se uz fenolna
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jedinjenja ekstrahovati i druga jedinjenja kao npr. Seceri, organske kiseline, masti, proteini,
pigmenti i sl., koje je ponekad potrebno ukloniti iz ekstrakta.

Posto metoda ekstrakcije ima veliki uticaj na odredivanja fenolnih jedinjenja, razlicite
komparativne studije su sprovedene od strane brojnih autora koji su koristili razlicita
ekstrakciona sredstva i1 metode za ekstrakciju u cilju odredivanja fenolnih jedinjenja iz
razli¢itih matriksa. Razliciti rastvaraci imaju razliCitu efikasnost za razli¢ite matrikse. Stoga,
ako se ispituje jedna vrsta uzorka treba uzeti najbolji rastvara¢ za njega, a ako se ispituju
razli¢iti uzorci bolje je uzeti ,,univerzalniji” rastvarac. Interference matriksa igraju znacajnu
ulogu u mogucénosti ekstrakcije, preciS¢avanja i kasnije odredivanja.

Rastvaraci kao $to su metanol, etanol, aceton, etil-acetat i njihovi vodeni rastvori su
najefikasniji za izolovanje fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala. Organski rastvaraci koji
se koriste za ekstrakciju iz biljaka, osim §to ne bi trebalo da imaju tacku kljucanja vecu od
80°C, bilo bi poZeljno da zadovolje i sledece karakteristike:

e polarnost;

e niska tacka kljuCanja (zbog lakSeg uklanjanja rastvaraca iz ekstrakta);

e da hemijski ne reaguju sa ekstrahovanim supstancama, niti da ih razgraduju;
e viskoznost mora biti niska;

e da su stabilni na toplotu, kiseonik i svetlost i

e sigurni za upotrebu (po mogucstvu nezapaljivi 1 netoksicni).

Izbor rastvaraca za ekstrakciju zavisi od stepena hidrofilnosti sipstanci. Prema stepenu
hidrofilnosti, supstance koje se ekstrahuju iz biljne sirovine mogu se podeliti na:
e rastvorne u polarnim rastvara¢ima (hidrofilne supstance);
e rastvorne u slabo polarnim rastvaracima i

e rastvorne u nepolarnim rastvara¢ima (hidrofobne supstance).

Koristi se poznato pravilo: sli¢no se rastvara u sliénom. Polarne supstance, sa visokim
vrednostima dielektri¢ne konstante, dobro se rastvaraju u polarnim rastvara¢ima i obratno.

Viskoznost 1 povrSinski napon su takode veoma vaZzne fizicke osobine rastvaraca.
Uvecanje viskoznosti proporcionalno smanjuje koeficijent difuzije. Takode, smanjenje
povrsinskog napona povoljno se odrazava na brzinu ekstrakcije.

Prisustvo 1 udeo vode u organskom rastvaracu ima vaznu ulogu, jer voda pojacava

proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala.
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Na ekstrakcioni kapacitet izdvajanja fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala, osim
izbora i polarnosti rastvaraca, znaCajan uticaj ima temperatura i vreme trajanja ekstrakcije,
koji utiCu na rastvorljivost i razlaganje analita (Duran i sar., 2007). Porastom temperature
ekstrakcije dolazi do poveéane rastvorljivosti i veéeg prinosa mase. Koeficijent difuzije i
temperatura povezani su medusobno jednacinom (Ponomarev, 1976):

Di/Dy=Tim2/ Tomp (1)
gde su: Dy i D, — koeficijenti difuzije na razliCitim temperaturama T; 1 T, a m1 1 M2 —
viskoznost te¢nosti na temperaturama Ty i To.

Zagrevanje rastvaraca do kljucanja ubrzava difuziju ne samo zbog povecanja
temperature, ve¢ i zbog poboljSanja hidrodinamickih uslova.

Medutim, mnoga fenolna jedinjenja vrlo lako podlezu hidrolizi i oksidaciji. Predugo
vreme ekstrakcije 1 visoka temperatura povecavaju mogucnost oksidacije fenolnih jedinjenja
Sto dovodi do smanjenja udela fenolnih jedinjenja u ekstraktu.

Prilikom izbora tehnike i1 uslova ekstrakcije posebnu paznju treba obratiti i na veli¢inu
Cestica. Ekstrakti dobijeni iz biljne sirovine razliitog stepena usitnjenosti nisu jednaki po
sastavu. Tehnike usitnjavanja biljne sirovine su: lomljenje, rezanje, struganje, istiranje i udar.
Kvalitet usitnjavanja sirovine odreduju tri karakteristike: veli¢ina Cestica, povrSina Cestica i
broj razorenih ¢elija. Ekstrakcija iz biljnih sirovina kod kojih je celijska struktura vise
razorena bic¢e brza, kao posledica ubrzavanja ispiranja supstanci iz razorenih ¢elija. Kod
sirovina usitnjenih rezanjem 1 struganjem, ekstrakcija je sporija, Sto je posledica
preovladavanja procesa unutrasnje difuzije nad procesima ispiranja i spoljne difuzije.

Nezavisno od primenjene tehnike, postupak ekstrakcije cvrsto-tecno ukljucuje:
rastvaranje supstanci u rastvaracu, odvajanje ekstrakta od nerastvornog ostatka Cvrstog
materijala i ispiranje ¢vrstog ostatka rastvaraCem. Po zavrSenoj ekstrakciji, ekstrakt se odvaja
od iscrpljenog materijala cedenjem ili presovanjem.

Pri procesu ¢vrsto-tecne ekstrakcije iz biljnog materijala principijelno se razlikuju dva

slucaja: ekstrakcija iz sveZe ili nabubrele sirovine, i ekstrakcija iz osusene biljne sirovine.

Proces ekstrakcije iz sveze ili nabubrele biljne sirovine se odvija u tri faze:
e ispiranje ekstraktivnih supstanci iz razorenih Celija;
e prenos ekstraktivnih supstanci kroz porozne zidove ¢elija i

e prenos supstanci sa povrsine biljne sirovine u rastvara¢ za ekstrakciju.
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Proces ekstrakcije iz osuSene biljne sirovine se sastoji iz vise faza:
e prodiranje rastvaraca u biljnu sirovinu,

e kvaSenje supstanci koje se nalaze unutar éelija;

rastvaranje ekstraktivnih supstanci sa ¢elijskih zidova;

difuzija ekstraktivnih supstanci kroz pore ¢elijskih zidova i

prenos ekstraktivnih supstanci sa povrsine biljne sirovine u rastvor.

Proces prodiranja rastvaraca u biljni materijal odvija se pod uticajem kapilarnih sila.
Biljni materijal ima ogroman broj pora kapilarnog tipa, zbog ¢ega rastvarac prodire u tkiva po
kapilarama i popunjava celije i druge Supljine. Vreme popunjavanja kapilara i celija
rastvaraCem moze biti veoma veliko, zbog vazduha koji se nalazi u njima, i ono ¢e biti
odredeno brzinom difuzije vazduha kroz rastvarac.

Istovremeno sa prodiranjem rastvaraca u biljni materijal proti¢e i proces kvasenja
supstanci unutar celija. KvaSenje materijala rastvara¢em zavisi od hemijske srodnosti
materijala i ekstragensa. Pri tome, povrSinski aktivne supstance pobolj$avaju proces kvaSenja
I prodiranja rastvaraca u biljni materijal.

Brzina rastvaranja supstanci koje se nalaze na celijskim zidovima definiSe se prvim
Fikovim zakonom, i u oshovi zavisi od koeficijenta prenosa mase. Unutar rastvorenog
materijala rastvarac prakti¢no ne struji, tako da je debljina difuzionog sloja ista kao 1 veli¢ina
Cestica biljnog materijala. Brzina rastvaranja supstanci unutar cestica je odredena brzinom
prenosa mase kroz Supljine biljnog materijala:

dm/dt=kS (cs—C) (2)

k=D/x 3)
gde je: m — masa rastvorenih supstanci u vremenu t; S — povrSina Cestica; ¢s - koncentracija
zasicenja; c, - koncentracija u rastvoru; k — koeficijent; D — koeficijent difuzije i x — debljina
difuzionog sloja.

Prenos mase unutar biljne sirovine ukljucuje difuziju ekstraktivnih supstanci kroz
¢elijski rastvor 1 kroz ¢elijske zidove.

Brzina difuzije u Celijskom rastvoru zavisi od broja i veliine ¢elija, a brzina prenosa
mase kroz ¢elijske zidove od vise faktora: debljine i1 broja slojeva, broja i veli¢ine pora u
¢elijskom omotacu i broja omotaca.

Prenos ekstraktivnih supstanci sa povrSine biljnog materijala u rastvor je poslednji

stadijum ekstrakcije. Predlozeno je nekoliko mehanizama ovog procesa. Najjednostavnija
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teorija filma predstavlja da se difuzija supstanci vrsi kroz nepokretan film rastvaraca oko

¢vrstih Cestica.

2.1.2. Kinetika ¢vrsto-tecne ekstrakcije

Cvrsto-te¢nu ekstrakciju definiu opsti zakoni prenosa mase, zatim fizi¢ko-hemijska
slicnost rastvaraca i ekstrahovanih supstanci, kao i osobine polaznog materijala (Lepojevic,
2000). U opstem slucaju proces prenosa mase predstavlja prenos materije U SMeru
uspostavljanja ravnoteze (Peki¢, 1980). Proces difuzije je odgovoran za proces prenosa mase,
tj. molekulska difuzija se ostvaruje usled koncentracionog gradijenta rastvorenih materija u
fazama koje su u kontaktu, kao i usled haoticnog kretanja molekula materije odredene
kineticke energije (Toli¢, 1996). Porastom temperature raste i kineticka energija molekula, te
¢e 1 brzina kretanja biti veca, a samim tim kao rezultat se javlja pozitivan uticaj na brzinu
difuzije. Kako sistem ima teznju da uspostavi termodinamicku ravnotezu, molekuli materije
koja difunduje kretace se haoticno sa mesta ve¢e na mesto manje koncentracije.

Na brzinu difuzije takode uti¢e molekulska masa jedinjenja koje difunduje, debljina
sloja kroz koji difunduje, kao 1 veli¢ina dodirne povrSine faza. Ukoliko je povrSina kontakta
veca, a debljina sloja manja, difuzija je brza (Nadanin, 2013).

Pri ekstrakciji supstanci iz biljnog materijala, prisutni su slede¢i koeficijenti prenosa
mase: koeficijent unutrasnje difuzije (Du), koeficijent slobodne difuzije (Ds) 1 koeficijent
turbulentne difuzije (B). Koeficijent unutrasnje difuzije karakteriSe brzinu prenosa mase
unutar Cestica biljnog materijala. Koeficijent slobodne difuzije karakteriSe brzinu prenosa
mase u Celijskom soku 1 difuzionom sloju. Koeficijent turbulentne difuzije, odnosno
koeficijent konvektivne difuzije karakteriSe brzinu prenosa mase u pokretnom sloju
ekstragensa. Na tok ekstrakcije uti¢u sva tri koeficijenta, dok je sumarni koeficijent prenosa
mase (K) izrazen jednacinom:

K=1/(1/8 +1/Du+s/Ds) (4)
gde je: | — precnik Cestice; S — debljina grani¢nog sloja.

Koeficijent slobodne difuzije (Ds) (molekulske) zavisi od temperature i odreduje se
jednacinom:

Ds=kT /6mnR 5)
gde je: k — Bolcmanova konstanta; T — apsolutna temperatura; R — radijus difundirajucih

Cestica i 1 — viskoznost tecne sredine.

10
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Koeficijent unutrasnje difuzije (Du) je znacajno manji od koeficijenta slobodne
difuzije, zbog smanjenja povrsSine prenosa materije. Sa druge strane, koeficijent konvektivne
difuzije (B), veéi je od koeficijenta slobodne difuzije. Sa povecanjem konvektivnosti veli¢ina
B raste i postaje maksimalna pri turbulentnom strujanju.

Operacija Cvrsto-tecne ekstrakcije ima dva perioda, brzu i1 sporu ekstrakciju.
Neposredno pre ekstrakcije vrsi se usitnjavanje osuSenog biljnog materijala. Pri ekstrakciji
usitnjenog biljnog materijala dolazi do kvasenja, rastvaranja i brzog prenos mase iz razorenih
¢elija (brza ekstrakcija) i period spore difuzije rastvorenih supstancija iz nerazorenih celija.
Prva faza ekstrakcije tece nekoliko puta brze od druge i zavisi od hidrodinamickih uslova,
kao i od stepena usitnjenosti biljnog materijala. Druga faza ekstrakcije zavisi od koeficijenta
prenosa mase unutar biljnog materijala (koeficijent unutrasnje difuzije Du). U ovoj fazi
ekstrakcije pocinje separacija ekstraktivnih supstanci iz unutrasnjosti Cestica biljnog
materijala. Rastvorak iz nerazorenih biljnih ¢elija na povrsini i u unutrasnjosti cestica biljnog
materijala sporo difunduje kroz rastvarac u porama cCestica.

Ovaj proces unutrasnje difuzije, ili spore ekstrakcije, odvija se u tri glavne faze:

e rastvaranje ekstraktivnih supstanci u rastvarau koji je adsorbovan biljnim
materijalom;
o difuzija ekstraktivnih supstanci kroz rastvara¢ koji se nalazi u porama cestica biljnog

materijala prema spoljasnjoj povrsini 1

e difuzija ekstraktivnih supstanci od spoljaSnje povrSine cestica biljnog materijala u
glavninu rastvora.

Bilo koja od faza ekstrakcije moZe limitirati brzinu ukupnog procesa. Obicno je
rastvaranje ekstraktivnih supstanci u rastvaracu brz proces koji ne utice na brzinu celokupnog
procesa, dok je po pravilu, difuzija ekstraktivnih supstanci kroz unutrasnjost Cestica biljne
sirovine najsporija faza. Kada difuzija ekstraktivnih supstanci kroz Cestice kontrolie brzinu
ekstrakcije, biljnu sirovinu treba usitniti da bi se povecao stepen razaranja biljnih Celija i
skratio put ekstraktivnih supstanci kroz Cestice. Ako je difuzija ekstraktivnih supstanci sa
povrsine Cestica prema glavninu rastvora limitiraju¢i faktor, onda je potrebno obezbediti

dovoljno intenzivno mesanje suspenzije.

2.1.3. Matematic¢ki modeli procesa ekstrakcije
Matematicki opis procesa ekstrakcije Cvrsto-te€no je veoma sloZen zbog sloZenosti

samog procesa prenosa mase iz unutraSnjosti ¢estica do glavnine rastvora. Matematicki opis 1

11
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analiza ekstrakcije ¢vrsto-teCno se znacCajno pojednostavljuje primenom uproscenih fizickih
modela, od kojih su u ovom radu korisceni:
e model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni materijal i
e cmpirijska jednaCina Ponomarjeva, koja predstavlja matematicki opis promene
koli¢ine ekstraktivnih supstanci u biljnoj sirovini u periodu spore ekstrakcije, a dobija

se upros¢avanjem modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal.

Primena matematickih modela omogucuje kvantitativno opisivanje ekstrakcije i
eksploataciju dobijenih rezultata. Koriste se u planiranju i prenosu postupaka sa
laboratorijskog na industrijski nivo. Model ne sme da bude samo matematicki instrument, veé
treba da reflektuje fizicku sliku koja proizilazi iz ispitivane materije i eksperimentalnih
ispitivanja. Matematicki modeli koji se ne podudaraju sa materijalom i postupkom imaju
ograni¢enu vrednost, iako mogu biti iskoriS¢eni za slaganje nekih eksperimentalnih podataka
(Milenovi¢, 2001).

Na osnovu rezultata ispitivanja kinetike ekstrakcije grafickim 1 analitickim

postupcima se potom odreduju koeficijenti brze (b) i spore (k) ekstrakcije.

2.1.3.1. Model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni materijal

Proces prenosa mase kroz Cvrst materijal pri ekstrakciji ¢vrsto-te¢no odigrava se
difuzijom. Iako mehanizam difuzije nije jednostavan kao u slucaju gasova i tenosti, obi¢no
se brzina prenosa mase ekstraktivnih supstanci (rastvorak) kroz ¢vrst materijal, natopljen
rastvaraCem moze opisati Fikovim zakonima. Uslovi difuzije pri ekstrakciji ¢vrsto-tecno su
po pravilu nestacionarni, tako da se brzina promene koncentracije ekstrahovanih supstanci
pod uslovom da se ne odigrava hemijska reakcija, opisuje jedna¢inom drugog Fikovog
zakona. Kada se prenos mase odigrava u jednom pravcu, diferencijalni oblik ove jednacine
je:

dc/dt=D (d%c/dx?) (6)

gde je: ¢ — koncentracija ekstraktivnih supstanci; t — vreme; X — duzina u pravcu prenosa mase
i D — koeficijent difuzije ekstraktivnih supstanci.

Analiticko reSavanje jednacine zahteva sloZzen matematicki aparat, pa se ona moze
koristiti za reSavanje problema nestacionarne difuzije pri ekstrakciji ¢vrsto-te¢no samo u
slucaju prostijih geometrijskih oblika ¢vrstih Cestica (ravna ploca, cilindar 1 sfera),

integraljenjem uz primenu odgovarajuc¢ih pocetnih i grani¢nih uslova.

12
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U cilju analitickog reSavanja jednacine uvode se sledece predpostavke:

e Cestice biljnog materijala su izotropne i jednake po veli€ini;

e meSanje suspenzije je intenzivno;

e difuzija se odigrava samo u jednom pravcu;

e koeficijent difuzije ekstraktivnih supstanci kroz Cesticu je konstantan;

e na pocetku (za t=0), koncentracija ekstraktivnih supstanci je ravnomerna i iznosi Co;

e koncentracija ekstraktivnih supstanci na spoljasnjoj povrsini Cestice je stalna i iznosi
Coo;

e srednja koncentracija ekstraktivnih supstanci u Cestici (c) menja se sa vremenom,
saglasno promeni prostorne raspodele koncentracije ekstraktivnih supstanci i

e u svakom trenutku u osi Cestice je (Oc / 0X)x=0 = 0.

Intenzivno mesSanje iskljucuje uticaje prenosa mase od spoljasnje povrSine Cestica
prema rastvoru. Predpostavka da je koncentracija ekstraktivnih supstanci stalna, znac¢i da ne
postoji otpor difuziji ekstraktivnih supstanci u te€nosti oko Cestice, da je zapremina rastvora u
suspenziji jako velika, tako da se koncentracija rastvora ne menja sa vremenom, ili da se
rastvor kontinualno obnavlja svezim rastvara¢em. U vecini slucajeva, otpor difuziji unutar
Cestice je dovoljno veliki, tako da vazi predpostavka o zanemarljivom otporu difuziji u
rastvoru (Treybal, 1985).

Kada se biljna sirovina potopi u rastvarac, ekstraktivne supstance ¢e difundovati kroz
Cestice prema spoljasnjoj povrSini. Neka je koncentracija ekstraktivnih supstanci c,, na
spoljasnjoj povrSini Cestica nepromenljiva sa vremenom. Ako ekstrakcija traje beskonacno
dugo, onda ¢e koncentracija ekstraktivnih supstanci da padne na vrednost c.,, pa ¢e razlika (c,
- Cy,) biti mera mase ekstraktivne supstance koja je ekstrahovana. Ako se ekstrakcija zaustavi
u nekom trenutku t, tada je srednja koncentracija ekstraktivnih supstanci u Cestici (¢), onda ¢e
razlika (c - c.) biti mera mase ekstraktivnih supstanci koja je zaostala u Cestici do
posmatranog trenutka. Odnos mase ekstraktivnih supstanci koja je zaostala u Cestici i mase
ekstraktivnih supstanci koje ¢e se ekstrahovati posle beskona¢nog vremena, zavisi¢e od
bezdimenzionog kriterijuma Dt / h* (Ponomarev, 1976):

(C-Cx)/(Co-Cx) =F(Dt/h%) (7)
gde je: h — poludebljina ravne ploce, odnosno poluprecnik cilindra ili sfere.

Za neke geometrijske oblike Cestica, funkcija f (Dt / h?) se moze naci u literaturi.

13
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U slucaju drugih jednostavnih geometrijskih oblika dolazi se do jednacine opSteg
oblika:
(C-Ce)/ (Co-Cu) =A - POV (g)
gde su: A 1 B konstante ¢ije vrednosti zavise od oblika Cestica.
Ako se predpostavi da je ¢,=0, onda se poslednja jedna¢ina moze uprostiti:
Clco= A - B0 9)

Promena sadrzaja ekstraktivnih supstanci u biljnom materijalu je najcesce opisana
transformisanim oblikom jednacine. Ako se koncentracije co i ¢ zamene odgovarajuéim
masama ekstraktivnih supstanci u biljnoj sirovini na pocetku (qo) i posle odgovarajuceg
vremena ekstrakcije (g;) dobija se:

qi/qo=A - e BOUM (10)
Za izraCunavanje parametara jednacine koristi se njen linearni oblik:
In(i/ qo) = INA— (BD / h?) - t (11)
odnosno:
In(gi/qo) =In(L-b)—k -t (12)
gde je: b = (1 — A) — koeficijent ispiranja; k = (BD / h?) — koeficijent spore ekstrakcije.

Kineticki parametri ove jednacine mogu se izraunati grafoanaliticki (Ponomarev,

1976), ili analiticki. Grafoanaliti¢ki nacin je ilustrovan na Slici 2.1. Na grafikonu su

naznacena dva perioda ekstrakcije: ispiranje (I) 1 spora ekstrakcija (II).

= |
3 |
6‘- |
N 5 I | II
|
|
A =2\ |
Sa |
= C
|
T l'
t. min

Slika 2.1. Dijagram zavisnosti In(gi/q,) od vremena.
U periodu spore ekstrakcije zavisnost In(gi/q,) od vremena je linearna. Koeficijent

ispiranja se izracunava iz odsecka pravolinijskog dela zavisnosti na ordinati za t=0, dok se

koeficijent spore ekstrakcije izraCunava iz nagiba zavisnosti.
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2.1.3.2. Empirijski model Ponomarjeva

Ovaj model predpostavlja da u periodu spore ekstrakcije postoji linearna zavisnost

izmedu (0o - qi)/ o | Vremena, tako da je:
(Qo-G)/Qo=b+k-t (13)
gde je: b — koeficijent ispiranja; k — koeficijent pravca linearne zavisnosti.

Koeficijent ispiranja je mera mase ekstraktivnih supstanci koja se rastvori posSto se
biljni materijal potopi u rastvarac, tj.:

b = ((do - di) / do)t=0 (14)

Parametar k je, u stvari, brzina rastvaranja ekstraktivnih supstanci u odnosu na
njihovu pocetnu masu u periodu spore ekstrakcije, pa se moze smatrati specificnom brzinom
spore ekstrakcije, tj.:

k= (/g0 - (Qo- )/ qo)u  (15)
gde I oznacava da se radi o periodu spore ekstrakcije.

IzraCunavanje parametara b i k grafoanalitickim postupkom je prikazano na Slici 2.2.

1- gi/qo

I

t. min

Slika 2.2. Dijagram zavisnosti 1-gi/q, od vremena.

15



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

2.2. PIVO | SIROVINE ZA PROIZVODNJU PIVA

Pivo je penusavo osvezavajuée pice sa karakteristicnom aromom i sa prijatnim
gorkim ukusom. Pivo sadrzi mali sadrzaj etanola i zasi¢eno je ugljen-dioksidom. Posto
predstavlja dobar emulgator hrane, pivo doprinosi kod postizanja pravilnije razmene materija
i povecanja iskoriS¢enja pojedinih sastojaka hrane u organizmu. Pored toga, ekstrakt piva
organizam veoma lako i potpuno asimiluje. U pivu postoje i izvesne koli¢ine vitamina, kao na
primer vitamina B; (tiamin), B, (riboflavin), H (biotin), Bs (piridoksin), a znatno viSe
vitamina PP (niacin). Pivo poboljSava apetit. Zbog svoje hranljive vrednosti 1 prijatnog
karakteristicnog ukusa, pivo je kao napitak veoma rasprostranjeno u Svetu

(http://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/tehnologija-proizvodnje-piva).

2.2.1. Istorijat proizvodnje piva

Na osnovu podataka pisanih klinastim pismom na kamenu i glini, arheolozi su utvrdili
da su Vavilonci proizvodili pivo jo§ 7.000 godina pre nase ere. Iz Vavlilona se proizvodnja
piva iz Zitarica prenela u drevni Egipat, Persiju, Gr¢ku i druge zemlje. Egipcani su ve¢ 2.000
godine pre nase ere znali da prave pivo iz je¢ma. Poznate pivare su bile u Peluziji na uséu
Nila.

Gret, koji su primili civilizaciju od Egip¢ana, naucili su od njih da proizvode opojni
napitak od jeCma (je¢meno vino), koje su nazivali ziton. Rimljani su takode od davnina
upotrebljavali napitak, dobijen od je¢ma, pSenice 1 drugih trava, koji su nazivali jecmeno
vino. U prvom veku pre nase ere u Aleksandriji je dobijano je¢meno pivo sa dodatkom
aromati¢nih materija, tzv. citos. Pivo su ljudi pili u Iberiji (drevnoj Spaniji) i Frakiji, u Iliriji i
Panoniji. U prvom veku pre nase ere vestina proizvodnje piva preneta je iz Spanije u Galiju
(danasnju Francusku), gde je ona brzo rasprostranjena u narodu. Cim su drevni Germani
poceli da obraduju zemlju, oni su poceli da vare pivo iz pSeni¢nog zrna. U drevnim

letopisima Gala, Bretonaca 1 Skandinavaca takode ima podataka o pivu.

Proizvodnja hmeljnog napitka, preteCe savremenog piva, pojavila se u Sibiru i u
jugoisto¢nim delovima Rusije, odakle hmelj vodi poreklo. Primena hmelja predstavlja vazno

otkri¢e, posto ona predstavlja osnovu savremene tehnologije piva.

U pocetku se pivo proizvodilo samo za kuénu upotrebu ali sa razvitkom trgovine pivo
postaje predmet razmene. Na ovaj nacin pocinje razvoj pivarstva kao samostalnog zanimanja.

Bez obzira na to $to se pivo proizvodilo u velikim koli¢inama, uspeh proizvodnje zavisio je
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od slucaja ili od vestine majstora i njegovog viSegodi$njeg iskustva. Uloga mikroorganizama
kod transformacija organskih materija postala je poznata tek u XI1X veku. U prvoj polovini

X1X veka u tehnologiji pivarstva dolazi do korenitih promena.

Osnovne sirovine za proizvodnju piva su pivarski slad, pivarski kvasac, hmelj i voda.
Od pivarskog je¢ma se najpre dobija slad, od koga se pravi sladovina, koja se zatim
fermentiSe u pivo. Proizvodnja piva je slozen i dugotrajan proces koji se deli na tehnologiju

slada i tehnologiju piva.

2.2.2. JeCam

JeCam je osnovna sirovina za dobijanje piva (slada). U pivarstvu se upotrebljavaju

samo specijalne sorte jeCma, tzv. pivarski jecam.

Anatomska grada zrna jeCma je jedan od razloga $to je jeCam u pivarstvu uvek imao
prednost pred ostalim zrnastim kulturama. Posto je zrno jecma obuveno, kod filtracije komine
od drobljenog je¢menog slada dobija se porozan sloj tropa, ¢ime se olakSava odvajanje
sladovine od tropa. Istina, upotrebom savremenih tehni¢kih sredstava lako se mozZe
preradivati 1 pSenica, €ije zrno nema plevice. Ipak, samo pivo od jeCma predstavlja pravo

pivo (Slika 2.3.).

"’:@?ﬁ
el

Slika 2.3. Je¢cam (Hordeum vulgare L.)

JeCam je najstarija kultivisana zitarica i nezaobilazni deo ishrane naroda istocne
Evrope, Bliskog 1 Dalekog istoka. Potice iz Etiopije i jugoistone Azije, gde se uzgajao jos
pre deset milenijuma. U antickoj Grckoj bio je osnovni sastojak u pripremi hleba 1 vazna

namirnica u ishrani vojnika i tadasnjih sportista. [zuzetno je cenjen i u starom Rimu, a snazne

17



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

gladijatore su zvali "hordeari", $to je znacilo "oni koji jedu je¢am". Drevni Kinezi su ga

smatrali simbolom muske zrelosti.

Danas se najvise koristi kao sirovina u proizvodnji piva, mada se od slada dobija i
brasno visoke hranljive vrednosti, bogato vitaminom B12, koji je redak u namirnicama
biljnog porekla. Poseduje i zavidnu koli¢inu vitamina E, kao i enzime koji podsti¢u lucenje

zeludacnih sokova, zbog ¢ega se preporucuje i rekonvalescentima, deci i starijima.
2.2.3. Hmelj

Hmelj daje pivu gorak i aromati¢an ukus i bitno uti¢e na kvalitet i stabilizaciju piva
(Slika 2.4.). Specifi¢ni sastojci hmelja znacajni za pivarstvo su: ukupne smole (meke i tvrde),

hmeljna ulja i taninske materije (polifenoli). Prisustvo tvrdih smola je nepozeljno.

Sigarice hmelja su jajaste, lake, rastresite cvasti, dugacke 3-4 cm, Siroke oko 2 cm,
nesto pljosnate, toplog i gorkog ukusa, prijatnog aromatiénog mirisa. Sisarice se lepe za prste.
Oko krivudave osovine, dugacke oko 2 m, poredani su plodni listi¢i u cik cak. Na njihovoj
bazi golim okom se mogu videti oble, sjajne, prozirne, zute zlezde koje se lako mogu istresti
(lupulin). Plodni listi¢i (brakteje) su vrlo tanki, hartijasti, jajasti, zuto-zelenkasti ili zuti, oko
10 mm dugacki 1 oko 7 mm Siroki, mreZasto iSarani sitnim nervima i lako se mogu odvojiti.
Upotrebljava se samo gajen hmelj. Hmelj potice iz isto¢ne Evrope. Kod nas raste uz grmlje

po vlaznim mestima kao divlja povijusa.

Gaji se kod nas i u drugim zemljama za potrebe pivara. Upotreba hmelja u pivarstvu
je novijeg datuma, a u medicini tek od pocetka XIX veka. Smola lupulina konzervira pivo
spreavaju¢i razvoj mlecno-kiselih bakterija, etarsko ulje mu daje prijatan miris, gorke
materije gor€inu, a tanin ga bistri taloZe¢i belancevine jeCmenog slada. Hmelj se bere u
septembru po lepom i suvom vremenu i brzo susi na tavanu ili u zagrejanim susarama. Dobro

osuSeni hmelj ima lepu zelenu boju. Pre pakovanja se sumporise radi konzervisanja.
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Slika 2.4. Hmelj (Humulus lupulus L.)

2.2.4. Kvasci

Kvasci razlazu Secere iz slada u etanol i ugljen-dioksid. Kvasci koji se upotrebljavaju
u pivarstvu dele se na vrste koje se medusobno razlikuju po karakteru rasta na hranljivim
podlogama (kolonijama), veli¢ini i obliku celija, stepenu fermentacije Secera, itd. Pivski

kvasac je kultivisani rod Saccharomices (Slika 2.5.).

Slika 2.5. Kvasci

Kvasac koji se na kraju vrenja talozi na dno fermentacione posude naziva se kvasac
donjeg vrenja. Kvasac koji se na kraju vrenja nalazi na povrSini piva je kvasac gornjeg

vrenja.
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Izbor vrste kvasca ima veliki znacaj, poSto od osobina kvasca zavise brzina
fermentacije, stepen fermentisanosti i izbistravanje piva, a takode i ukus i aroma piva. U
pivarstvu se cene oni kvasci kod kojih je fermentacija brza, a stepen fermentacije veliki, i koji
obezbeduju dobro izbistravanje, blag i ¢ist ukus, 1 prijatnu aromu piva. Sve ove osobine
nema, medutim, ni jedna odredena vrsta tako, da se u proizvodnji primenjuju mesSane vrste, ili
se fermentacija vodi upotrebom raznih rasa, i zatim se vr$i meSanje mladog piva u leznim

tankovima.
2.2.5. Voda

Voda je jedna od oshovnih sirovina za proizvodnju piva. Sastav vode koja se

upotrebljava za proizvodnju sladovine uti¢e na kvalitet piva.

U prirodnoj vodi uvek postoji manja ili ve¢a koli¢ina raznih rastvorenih soli. Soli iz
vode predstavljaju tek neznatan deo ekstrakta piva (0,3-0,5 g/1) ali one izrazito uti¢u na ukus
piva. Mineralne materije vode ne uti¢u toliko neposredno na ukus piva, koliko posredno,
svojim uticajem na enzimske i koloidno-hemijske reakcije, do kojih dolazi u toku procesa
proizvodnje piva. Kvalitet pivarske vode je jedan od najvaznijih faktora dobrog kvaliteta

piva.

Posto uti¢u na promene kiselosti komine 1 sladovine, soli vode uti¢u na enzimsku
hidrolizu skroba, fermentaciju i druge biohemiske transformacije kod proizvodnje piva, i

samim tim, i na prinos i kvalitet gotovog piva.
2.2.6. Proizvodnja piva

Proizvodnja piva sastoji se od dve osnovne faze: od pripremanje sladovine i vrenje.

Ekstrakcijom vrednih sastojaka slada i hmelja dobija se sladovina. Cilj proizvodnje
sladovine je da se nerastvorne materije u sladu prevedu u rastvorni oblik delovanjem enzima.
Pripremanje sladovine obuhvata niz operacija: mlevenje slada; komljenje; kuvanje komine;
cedenje sladovine; ohmeljavanje sladovine; cedenje ohmeljene sladovine; hladenje ohmeljene

sladovine; bistrenje sladovine.

Pripremanjem sladovine dobija se ekstrakt pivarskog slada, a od njegovog sastava

zavisi vrsta piva. Kako pivarski slad sadrzi samo 10-15% materija rastvorljivih u vodi (Seceri,
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deo proteina i proizvodi njihove razgradnje), to se komljenjem pivarskog slada, ako su uslovi
za delovanje enzima prisutnih u sladu optimalni, menjaju nerastvorljive materije slada,
uglavnom skrob. Pod dejstvom enzima amilaze slada skrob se transformise u maltozu i
dekstrine, a pod dejstvom proteolitickih enzima razlazu se proteini. Na ovaj nain se
nerastvorljive materije transformiSu u Secere 1 druge organske materije koje se rastvaraju u

vodi, odnosno postize se maksimalna ekstrakcija pivarskog slada.

Sastav sladovine zavisi od vrste slada 1 nacina na koji se izvode pojedine faze i od

uslova pod kojima se one odvijaju, a posebno od postupka ekstrakcije.

Vrenje je najvaznija faza u proizvodnji piva. Od vrenja zavisi vrsta i kvalitet gotovog
proizvoda. Proces vrenja pocinje dodavanjem pivarskog kvasca u sladovinu. U glavnom
vrenju veéi deo Seéera razlaze se do etil-alkohola i ugljen-dioksida, a u naknadnom vrenju
fermentiSe ostatak Secera, stvaraju se buketne materije, pivo se bistri i zasi¢uje ugljen-

dioksidom.

U pivarstvu se uglavnom koriste kvasci donjeg vrenja, prilagodeni alkoholnom vrenju

sladovine pri niskoj temperaturi sa manjim ili ve¢im stepenom previranja.
2.2.7. Hemijski sastav piva

Glavni sastojci piva su voda, alkohol, ugljendioksid i ekstrakt (nefermentisani deo

ekstrakta osnovne sladovine).

Sadrzaj alkohola zavisi od koncentracije osnovne sladovine i stepena fementacije.
Zavisno od vrste piva, sadrzaj alkohola krece se od 2,8 do 6% vol. Pored etanola, u pivu se

nalaze male koli¢ine visih alkohola i 0,2-0,3% glicerola.

U pivu normalno ima 0,35-0,45% ugljen-dioksida. Samo u prekomerno presicenom
pivu ima do 0,7% CO2. U toku vrenja i naknadnog vrenja ekstrakt se tro$i na nastajanje
alkohola i ugljendioksida, na ishranu kvasca, gubi se sa cedeljkom i talozima koji zaostaju u
fermentoru, leZznom tanku 1 na filtru. Prema tome, ekstrakt piva je ostatak nefermentisanih
materija uvecan sa kolicinom organskih materija, koje su presle u pivo iz kvasca u toku

glavnog i naknadnog vrenja (Saki¢, 2005).
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Na osnovu ugljenohidratnog sastava piva moze se doneti sud o ugljenohidratnom
sastavu sladovine iz koje je ono dobijeno. U pivu zaostaju relativno velike koli¢ine maltoze, a
od ugljenih hidrata ima jo$ i gumastih materija, pentozana i proizvoda karamelizacije

ugljenih hidrata.

Znatan deo ekstrakta (8-10%) cine azotne materije medu kojima su proteini,
albumoze, peptoni, amidi, aminokiseline, amonija¢ne soli. Koli¢ina azotnih materija u pivu se
smanjuje ako se koristi slad dobijen iz je¢ma siromaSnog azotom i kod upotrebe
nesladovanog jeCma ili Secera. Zbog toga je sadrzaj azotnih materija u ekstraktu vrlo
promenljiv. Izvesna koli¢ina azota (oko 10%) ulazi u sastav melanoidina, holina i drugih

materija (Petersen, 2004).

Od ostalih organskih materija ekstrakta, koje se u pivu nalaze u malim koli¢inama,
treba spomenuti gorke materije hmelja, taninske materije (hmelja i slada), obojene materije
(melanoidini) i organske kiseline mle¢na, ¢ilibarna, oksalna, jabu¢na. Sadrzaj gorkih materija
hmelja (izohumulona) krece se od 0,03-0,09 g/, zavisno od koli¢ine hmelja upotrebljene u

fermentaciji.

Vredne su paznje i mineralne materije, koje ¢ine 3-4% ekstrakta. Koli¢ina ovih
materija varira u zavisnosti od sastava sirovine i narocito od sastava vode. U sastav pepela
piva ulaze KCI, NaCl, P,0s, SiO,, A;03, Fe,03, CaO, MgO. Pepeo piva ¢ine soli kalijuma i
natrijuma (oko 30%), soli fosforne kiseline (oko 30%, kao P205), silicijumove kiseline (oko
10% SiO,) i male koli¢ine Ca, Mg, Al i Fe (Semiz, 1979).

Udeo ekstrakta piva, zavisno od koncentracije osnovne sladovine i stepena
fermentacije, krece se od 3-10%. Hemijski sastav piva zavisi uglavnhom od koncentracije

osnovne sladovine koja je za svaku sortu piva utvrdena standardom.

Znatan deo ekstrakta piva su koloidne materije. Uporedo sa hemijskim sastavom,
treba uzeti u obzir i fizicko-hemijsko stanje pojedinih sastojaka piva, koje je presudno za
pojedine osobine piva. Dekstrini, pentozani, sloZene azotne materije, hmeljne smole, taninske
I obojene materije nalaze se u pivu u obliku koloida, koji su elektri¢no nabijeni. Ukus, punoca
ukusa, penivost i stabilnost piva u velikoj meri zavise od veli¢ine i1 sastava ovih micela.
Mineralne materije i kiseline se u pivu nalaze najve¢im delom kao joni, koji se adsorbuju na

koloidima, 1 uti¢u na njihovo naelektrisanje 1 hidrataciju. Ovde naroc€ito vaznu ulogu imaju
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H-joni. Sve ove materije u pivu uzajamno su povezane i nalaze se u koloidno-hemijskoj

ravnotezi.

Pojedine osobine piva, kao penusavost, ukus i koloidna stabilnost, zavise od koloidne
ravnoteze u pivu, koja se brzo menja. Usled braunovog kretanja micela, svaki koloidni
rastvor se menja u smeru koagulacije. Koloidi piva takode posle duzeg ili kra¢eg vremena
koaguliSu. Pivo pocinje da opalescira i na kraju u njemu se izdvaja koloidni talog.
Istovremeno se menja i ukus piva. Penivost piva predstavlja karakteristican koloidni proces

(Malcev, 1967).
2.2.8. Hranljiva vrednost piva

Pivo se pre svega posmatra kao piée prijatnog ukusa koje gasi zed. Medutim, pivo ima
i odredenu hranljivu vrednost jer u njemu ima ugljenih hidrata i azotnih materija. Ekstrakt

piva se skoro potpuno iskori§¢ava u organizmu (do 95%).

Pivo je slab rastvor alkohola u vodi. Alkohol u ljudskom organizmu sagoreva do CO,
i H,0 skoro bez ostatka. Pri sagorevanju 1 g alkohola oslobada se 29,6 kJ, a sagorevanjem 1 g

ekstrakta oslobada se 15,9 kJ energije. Na osnovu ovoga, moze se re¢i da 1 litar pivasa 35 g

alkohola i 50 g ekstrakta daje 1793 kJ energije (Semiz, 1979).

Energetska vrednost piva moze odrediti na osnovu koli¢ina alkohola i ekstrakta, ili na
osnovu koli¢ina alkohola i ugljenih hidrata zajedno sa proteinima, poSto su energetske

vrednosti ugljenih hidrata i proteina jednake.

Energetska vrednost litra piva se kre¢e u granicama 1670-3350 kJ. Poredenja radi

energetska vrednost mleka iznosi oko 2850 kJ po litri.

Bez obzira na veliku energetsku vrednost pivo se ne smatra prehrambenim
proizvodom, posto samo jedan deo materija koje se nalaze u njemu sluZzi za izgradnju tkiva
ljudskog organizma. Oko 60% energetske vrednosti piva otpada na alkohol koji ne

predstavlja hranljivu materiju, poSto ne sluzi za sintezu novih tkiva (Malcev, 1967).

Pivo sadrzi 1 bioloski vredne materije, koje su potrebne za dobar rad organa za

varenje, 1 sa fizioloSke tacke gledista igraju vaznu ulogu. Tako ugljendioksid, koji daje pivu
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karakter osvezavajuceg pica, povoljno deluje na rad organa za varenje. Gorke materije hmelja

pobuduju lucenje zuci i poboljSavaju proces varenja hrane.

Pored ovoga, pivo je dobar emulgator hrane. Koloidi piva, koji u organima za varenje
emulguju 1 dispreguju materije, povecavaju povrSine enzimskih akcija i dodira hrane sa
crevima. Ovo uti¢e na pravilnije varenje i povecanje koeficijenta iskoriS¢enja hrane. Pored

toga, materije koje se nalaze u pivu ljudski organizam lako asimiluje (Petersen, 2004).

U pivu takode ima i vitamina. Medu njima u znacajnijim koli¢inama se srecu tiamin,
riboflain i nikotinske koseline. Tiamina ima mnogo u sladu i sladovini, ali ga kvasac
apsorbuje. U gramu jeéma ima 1-2 pg riboflavina i njegov sadrzaj se povecava u toku
proizvodnje slada, i on prelazi u pivo. Vitamin B; se sre¢e rede. Najbogatiji izvor ovog
vitamina je kvasac. Zbog toga je i1 predloZzen Citav niz postupaka za obogalivanje piva

vitaminom By, dobijenim iz kvasca (Saki¢, 2005).
2.2.9. Lekovita svojstva piva

Specifican hemijski sastav omoguéava da pivo poseduje definisana terapeutska i
dijetetska svojstva. Najmanje $to se moze reci je to da ako se unosi u umerenoj koli¢ini
poboljsava opSte stanje organizma. Medutim, u umerenoj koli¢ini povoljno deluje i u
smanjenju rizika od pojave pojedinih bolesti, pre svega bubreznih i kardiovaskularnih, ali i
¢itavog niza drugih.

Umerena koli¢ina piva skracuje vreme zadrzavanja vode u organizmu. Nizak sadrzaj
natrijuma, mala koli¢ina alkohola i derivata nukleinskih kiselina, odnosno visok sadrzaj
kalijuma izazivaju diuretski efekat. Zbog toga pivo pokazuje povoljno delovanje u leenju
hipertonije, edema i koronarne profilakse (Piendl, 1982). Prisustvo citrata u kombinaciji sa
diuretskim svojstvima smanjuje stvaranje kamena u bubrezima, a mala koli¢ina prisutnog
akohola u kombinaciji sa ostalim sastojcima potpomaze izlucivanje urina. Istovremeno
povoljno uti¢e na cirkulaciju krvi u mozgu, bubrezima i kozi i uti¢e na sirenje krvnih sudova,
Sto takode snizava krvni pritisak. Pokazalo se da osobe koje redovno unose umerene koli¢ine
piva imaju manje sr¢anih smetnji, problema sa visokim pritiskom i u manjoj meri oboljevaju
od ¢ira (Buday i Denis, 1974; Muller-Limmroth i Brauwelt, 1982). U prilog tome govore
rezultati brojnih istraZivanja vrSenih poslednjih godina, koji pokazuju da umerena koli¢ina
alkohola ima povoljno delovanje na smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti i da osobe

koje svakodnevno konzumiraju umerenu koli¢inu alkohola u manjoj meri oboljevaju od ovih
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bolesti od onih koji uopste ne konzumiraju alkohol, ili ga unose u prekomernoj koli¢ini
(WHO, 1994).

Pored toga, pivo sadrzi polifenole sliéne onima u crnom vinu. Oni se po reaktivnosti
ne razlikuju mnogo, a polifenoli poreklom iz hmelja su ¢ak i reaktivniji od onih prisutnih u
vinu. Kao sto je poznato, oni uéestvuju u brojnim enzimskim reakcijama koje katalizuju
hidrolaze, kinaze i hidroksilaze, a poseduju sposobnost da vezuju slobodne radikale u
organizmu i kao takvi su efikasni agensi u koronarnoj i kancerogenoj profilaksi (Piendl,
1990). Najnovija istrazivanja pokazuju da u pogledu antioksidativnog delovanja efekat koji se
postize konzumiranjem vina i piva se prakti¢no ne razlikuje (Hendriks, 1999).

Postavlja se pitanje $ta je to "umereno” konzumiranje alkohola i da li je svejedno u
kom se obliku on unosi. U najSirem smislu posmatrano, pod umerenim konzumiranjem
alkohola smatra se unosenje alkoholnog pic¢a u koli¢ini koja ne uzrokuje Stetne posledice po
organizam i okolinu pojedinca.

U kvantitativnom smislu najéesc¢e je re€¢ o 1 - 3 (u proseku 2) alkoholna pic¢a na dan,
odnosno 10 - 40 g apsolutnog alkohola na dan. To odgovara koli¢ini od 1 do 3 boce piva od
0,331 sa 40g/l, ili 50 ml alkohola (Piendl, 1999). U pogledu prirode alkohola, nekoliko
momenata zasluzuje paznju. Utvrdeno je da od koncentracije alkohola i prirode rastvora
zavisi brzina i nacin resorpcije alkohola, a samim tim i maksimalna vrednost koja prelazi u
jetru i krv. Pivo je blago alkoholno pic¢e i koloidni rastvor iz koga se alkohol sporo distribuira
i resorbuje.

Zahvaljujué¢i tome, sadrzaj alkohola u krvi raste sporije nego u slu€aju drugih
alkoholnih pic¢a, a maksimalna vrednost koja se dostize je niza (Piendl, 1982; Leskosck-
Cukalovic, 1998). Sve je to razlog da se pivo preporucuje kao sastavni deo razlicitih terapija.
Uspesno se koristi u dijetama u kojima je limitiran sadrzaj natrijuma, kalcijuma, proteina,
lipida. Dozvoljava se pacijentima koji smeju uneti umerenu koli¢inu alkohola. Onima kojima
je zabranjen, preporucuje se bezalkoholno pivo. Posebno povoljno delovanje pivo je u
umerenim koli¢inama pokazalo kod starijih osoba (zdravih) kod kojih je vazno postici
umirujuci efekat, poboljsati san i poboljSati vazodilataciju i diurezu (Gastineau i sar., 1979).
Pri tome treba biti svestan da pivo pojacava delovanje pojedinih medikamenata: sedativa,
trankvilizera, anksiolitika, diuretika, o cemu treba voditi raduna prilikom primene
odgovarajucih terapija.

Poslednjih godina opsezno je ispitivano delovanje piva u kondicionim treninzima
vrhunskih sportista. Pokazalo se da je u situacijama kada je potrebno nadoknaditi veliku

koli¢inu vode u organizam, pivo izuzetno pogodno sredstvo. Povoljan odnos sadrzaja vode i
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energetske vrednosti, prisustvo vitamina, minerala i elektrolita i Cinjenica da se prisutne
komponente brzo i lako resorbuju ornogucava adekvatnu nadoknadu 3 - 5 % telesne teZine
koja se gubi prilikom treninga. To je pogotovo od znacaja pri teSkom fizickorn radu i
intenzivnim treninzima, kada se gubitak elektrolita mora relativno brzo nadoknaditi, kako ne
bi doslo do gubitka radne sposobnosti (drhtavice i malaksalosti). Registrovano je da umereno
konzumiranje piva poboljSava radni ué¢inak, izdrzljivost i sposobnost koncentracije sportista
(Piendl, 1990).

Specifi¢na svojstva piva mogu se uspesno iskoristiti 1 kod jo$ Sire populacije. Pivo se
moze preporuciti svim zdravim osobarna koje su izlozene velikim fizickim naporima i
visokim temperaturama, ekoloski $tetnirn supstancama, pogotovo pusacima i Zenama u vreme
trudnoce i dojenja. Pivo u svim ovim slu€ajevirna ne samo da obogacuje ishranu i pomaze
normalizovanju metabolitickih procesa narusenih primenom odgovaraju¢ih dijeta, uslova

rada, odnosno stanjem organizma, ve¢ ima i povoljan psiholoski efekat.
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2.3. FENOLNA JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog metabolizma
biljaka i antioksidativnho delovanje biljnih ekstrakata uglavnom se vezuje za njihovo
prisustvo. Poznato je vise od 8000 fenolnih jedinjenja, koja se po svojoj strukturi veoma
razlikuju, od jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline do visoko polikondenzovanih
jedinjenja kao S§to su tanini. Fenolna jedinjenja ili polifenoli, u svojoj strukturi sadrze
aromati¢ni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa. Antioksidativna aktivnost fenola se
prepisuje njihovoj sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i da kao takvi uklanjaju
slobodne radikale uz formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala (Slika 2.6.)

Ph-OH + ROO—— Ph-O" + ROOH

Ar-OH + OH— H,0 + ArO’

©T @H’é**@H@'

OH

— R

Slika 2.6. Mehanizam nastajanja fenoksil radikala.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne
kiseline), flavanoli, flavonoidi i dihidrohalkoni.

Fenoli imaju kiseo karakter usled disocijacije hidroksilne grupe. Oni su slabo
reaktivna jedinjenja i1 obi¢no grade vodoni¢ne veze. Druga njihova veoma vaZna osobina je
da mogu da grade komplekse sa teSkim metalima. Takode se mogu lako oksidovati i mogu
graditi polimere tamne boje. Tamnjenje biljnih delova na mestu preseka je posledica ovih
reakcija kojima podlezu fenolna jedinjenja. Fenolna jedinjenja se veoma retko nalaze
slobodna u biljnim ¢elijama. Ona se najc¢eS¢e kupluju sa drugim molekulima, kao $to su
ostaci Secera (glikozidi), ostaci sumporne kiseline 1 siréetne kiseline.

Fenolna jedinjenja su toksi¢na u obliku aglikona (slobodnom obliku), njihova

toksi¢nost se smanjuje kada se vezu sa drugim molekulima. ZaStitna uloga fenolnih jedinjenja
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se moze objasniti ¢injenicom da na mestu ostecenja biljke dolazi do porasta sinteze fenolnih
jedinjenja koja se nagomilavaju na mestu oStecenja u obliku polimerne mase. Glikozidacija
flavonoida ima vazan ekoloski znacaj. Oni §tite biljke od razli¢itih insekata i drugih Stetocina.
Mnoga fenolna jedinjenja imaju ulogu fungicida i pesticida.

U Tabeli 2.1. prikazane su najvaznije klase fenolnih jedinjenja.
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Tabela 2.1. Najvaznije klase fenolnih jedinjenja.

Broj . o
Osnovni skelet Klasa Jedinjenje
C-atoma
6 Cs Prosti fenoli, Katehol, hidrohinon, rezorcinol
Benzohinoni
7 Cs-Cy Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina
8 Cs-C, Fenilsiréetne kiseline p-hidroksifenilsir¢etna
9 Cs-Cs Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, miristicin
Kumarini Umbeliferon, skopolin
Hromoni Eugenin
10 Cs-C, Naftohinoni Juglon
13 Cs-C1-Cg Hantoni Mangostin, magniferin
14 Ce-C,-Cq Stilbeni Rezveratrol
Antrahinoni Apigenin, luteolin, sinensitin
15 Cs-C3-Cq Flavanoli Dihidrokvarcetin i dihidrokamferol
glikozidi
Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Hesperidin, neohesperidin
Antocijanini Glikozidi peralgonidina, peonidina,
delfinidina, petunidina, cijanidina
Katehini Katehin, epikatehin, galokatehin,
epigalokatehin
Halkoni Floridtin, arbutin, halkonarigenin
18 (Cs - Ca), Lignani, neolignani Pinorezinol
30 (Ce—C3-Ce): Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavon
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Flavonoidi su najrasprostranjenija grupa polifenolnih jedinjena i u prirodi se najéesce
nalaze u u obliku monoglikozida, a rede u obliku di i tri glikozida. Glikozide najc¢esce grade
sa D-glukozom, D-galaktozom i L-ramnozom. Ostali monosaharidi su manje zastupljeni.
Flavonoidna jedinjenja su veoma znacajni biljni pigmenti. Flavonoidi i njihovi glikozidi se

znatno razlikuju po nijansama boja. Nalaze se u svim delovima biljaka.

Hemijska struktura flavonoida bazira se na Cis skeletu sa hromanovim prstenom za

koji je vezan bezenov prsten u poloZajima najcesce 2, rede 3 ili 4 (Slika 2.7.).

Slika 2.7. Osnovni skelet flavonoida.

Klase flavonoida medusobno se razlikuju prema oksidacionom statusu
heterocikli¢nog prstena C i poziciji vezivanja B-prstena. Najznacajnijih grupe flavonoida

su prikazane na Slici 2.8.

30



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

Flavonol Flavanon
0 @ o) @ @ g\ @
@ e @ ¢ Z OH
OH OH
®
Flavononol Flavanol Antocijanidin

Halkon Izoflavon

Slika 2.8. Najzastupljenije klase flavonoida.

Flavonoidi su prirodni antioksidansi. Prisustvo flavonoida dovodi do prekidanja
slobodno-radikalskih reakcija, pri ¢emu oni predaju vodonikov atom radikalima i sami
prelaze u slobodne radikale. Ovako nastali slobodnii radikali rezonantno su stabilizovani i

nemaju dovoljno energije da pokrenu lan¢anu reakciju sa supstratom (Slika 2.9.):

ROO'+ Flavonoid-OH—ROOH + Flavonoid-O°

OH® + Flavonoid-OH—H,0O + Flavonoid-O’
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O -
O3 R* RH
E i" OH
ROH RO*
-
R* RH

Slika 2.9. Mehanizam delovanja flavonoida.

Flavonoli su veoma rasprostranjeni u biljkama i javljaju se najcesce kao glikozidi, a
mogu da budu i kopigmenti antocijana u cvetnim laticama i liS¢u visih biljaka. Nalaze se u
svim delovima biljaka. Poznato je preko 100 flavonolnih aglikona, a najrasprostranjeniji su
kemferol, kvercetin i miricetin (Slika 2.10.).

||?1
2/ ‘\4 ~OH

HO\?/B\ 1\2)\]3

é'\;lﬁ/ .
OH o
Kemferol R;=R,=H
Kvercetin R;=0OH, R,=H

Miricetin R1=R,=0OH

Slika 2.10. Strukture najznacajnijih flavonola.

Fenolne kiseline su derivati benzoeve i cimetne kiseline. Para-hidroksi benzoeva,
vanilinska, galna i prokatehinska kiselina su derivati benzoeve kiseline dok su ferulna, kafena

I kumarinska kiselina derivati cimetne kiseline (Slika 2.11.).
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R R,

R COOCH R CH=—CH—COOH

R3
Benzoeva kiselina R;=R,=R3;=H Cimetna kiselina R;=R,=H
p-hidroksibenzoeva R;=0H; R;=R,=H Kafena kiselina R;=R,=0OH
kiselina
Vanilinska kiselina R;=0H; R,=CH30; Ferulna kiselina R;=0H, R,=0CH;
R3=H
Galna kiselina R1=R,=R3=0H p-kumarna kiselina Ri=H, R,=0H

Slika 2.11. Najznacajnije fenolne kiseline.

Fenolne Kiseline su poznati antioksidansi zbog sposobnosti da predaju vodonik ili
elektron kao i zato Sto njihovi stabilni interemedijeri radikali spreavaju oksidaciju razli¢itih

komponenti, naro¢ito masnih kiselina i ulja.

Hidroksi derivati benzoeve i cimetne kiseline su prisutni u hrani biljnog porekla
(voce, povrce, Zitarice). Nalaze se u svim delovima biljaka (koren, stabljika, liS¢e, seme). U
razli¢itim delovima biljaka nalaze se razli€ite koncentracije fenolnih kiselina. Osim toga, u
razli¢itim stadijumima razvoja biljaka prisutne su razli¢ite fenolne Kiseline. Uslovi rasta, kao

Sto je temperatura, utiCu na sadrzaj fenolnih kiselina.

Manji deo fenolnih kiselina se nalazi u slobodnom obliku dok je ve¢ina vezana
estarskom, etarskom ili acetalnom vezom sa strukturnim komponentama biljaka (celulozom,
proteinima i ligninom) ili sa manjim organskim molekulima (glukoza, kvinska, maleinska i

vinska kiselina) i drugim prirodnim proizvodima (terpeni).

Fenolne kiseline su prisutne u vo¢u u glikozidnoj formi, iz koje se mogu osloboditi
kiselom hidrolizom (Riberau-Gayon, 1965). Slobodne fenolne kiseline prisutne u obojenom
vocu 1 sokovima, uglavnom su nastale reakcijama kiselom hidrolizom glikozida, alkalnom
hidrolizom estara ili termickom degradacijom kompleksa antocijana (Galvin, 1993). Estri sa
vinskom kiselinom, pre svega estar kafene kiseline lako podlezu oksidaciji i odgovorni su za

brzo potamnjivanje Sire.
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2.4. ANTIOKSIDANSI

Slobodni radikali su reakcione intermedijerne cCestice koje imaju barem jedan
nespareni elektron, uglavhom nemaju naelektrisanje dok u hemijskim reakcijama reaguju sa
neutralnim molekulima ili drugim radikalima. Nespareni elektron, odnosno radikalski centar,
moze se stvarati 1 postojati na sp3 i sp2 hibridizovanim ugljenikovim atomima (alkil, vinil,
aril radikali), zatim na Kkiseoniku (alkoksi radikali), azotu (amino, amido radikali),
sumporu,fosforu i mnogim drugim elementima (Cekovié, 2000).

Antioksidansi su prirodne ili veStacke supstance koje imaju sposobnost da se

suprotstave oksidaciji ili da inhibiraju reakcije koje iniciraju reaktivne vrste (Slika 2.12.).

antioksidans

./. : ‘\.
¥ 3 |
L . I / \
\ - <4\
B PR o o e = .
elek;:ron \ /
slobod:;iradﬂcal

Slika 2.12. Mehanizam neutralisanja (stabilizacije) slobodnog radikala antioksidansom.

Tokom viSegodiSnjeg istrazivanja otkriveno je da razli¢iti oblici reaktivnih
kiseoni¢nih (ROS) i azotnih vrsta (RNS) ucestvuju u oksidativnoj degradaciji prehrambenih
proizvoda i u patogenezi nekih humanih oboljenja: arteroskleroza, Dijabetes melitus,
hroni¢ne upale, neurodegerativni poremecaji 1 odredene vrste raka.

Zastitni efekti antioksidanasa u odnosu na oksidacijom izazvane reakcije, danas se
ispituju sa velikom paznjom, narocito u medicini, biologiji, hemiji, prehrambenoj tehnologiji,
itd. Istrazivanje obuhvata postojanje jednostavne, pogodne i pouzdane analiticke metode (in
vitro) za brzo odredivanje antioksidativnog kapaciteta ¢istog jedinjenja ili kompleksa u hrani
ili u bioloskim uzorcima. Neke od najceS¢e koris¢enih metoda za in vitro odredivanje

antioksidativnog kapaciteta bi¢e opisane u tekstu.
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U zavisnosti od oblasti primene, mete koje antioksidansi Stite su razliCite. Na primer u

hemijskoj industriji to su najceS¢e proizvodi od plastike i gume. Efikasan antioksidans je

onaj koji interaguje sa reaktivnim vrstama i prekida autooksidaciju. Sterno zaklonjeni fenoli i

amini pokazuju takve osobine i Cesto se koriste kao antioksidansi u proizvodnji plastike i

gume. Naro€ito su znaCajni antioksidansi u prehrambenoj industriji, jer sprecavajuci

nezeljene reakcije i omogucavaju normalno odvijanje mnogih procesa u organizmu.

Antioksidans je supstanca koja moze efikasno da smanji Stetno dejstvo pro-oksidansa,

a da istovremeno dovede do formiranja proizvoda bez ili sa niskim nivoom S$tetnosti. Oni

uspevaju da zastite bioloSke mete od loSeg uticaja.

Zastita bioloSkih meta se zasniva na slede¢im mehanizmima (Leposavié, 2008):

e inhibicija stvaranja i hvatanje ROS i RON

e redukcioni kapacitet

o metal-helatni kapacitet

e aktivnost antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze, katalaze, glutation
peroksidaze)

e inhibicija  oksidativnin  enzima (NOS sintaze, ksantin  oksidaze,

ciklooksigenaze)

Bioloski antioksidansi podrazumevaju enzimske antioksidanse i neenzimske
antioksidanse (Shi i sar., 2001):

ENZIMSKI katalaza

BIOLOSKI

NEENZIMSK oksidativni enzimi (aspirin, ibuprofen)/

superoksid dizmutaza ~

glutation peroksidaza

kofaktori antioksidativnih enzima (Se, Q10)

helatori prelaznih metala (EDTA)

whvata¢i® radikala (vitamin C i E)- hemijski
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Prema nacinu delovanja u ljudskom organizmu antioksidansi su podeljeni na:

1. preventivne antioksidanse— antioksidansi koji sprecavaju nastanak slobodnih radikala i
iniciranje lancane reakcije peroksidacije dekompozicijom vodonik peroksida i lipidnih

hidroperoksida, kompleksiranjem jona metala i eliminacijom ROS.

2. "skevindZer" antioksidanse— antioksidansi koji poseduju sposobnost da “hvataju”
slobodne radikale i tako inhibiraju inicijaciju i prekidaju propagaciju reakcije lipidne
oksidacije, pa se nazivaju i '"prekida¢i" lancanih radikalskih reakcija. Prema

rastvorljivosti ovi antioksidansi dele se na:

e hidrosolubilne- rastvorljive u vodi (vitamin C, mokraéna kiselina, bilirubin, albumin,

glutation, neki polifenoli)

e liposolubilne- ne rastvorljive u vodi a rastvorljivi u lipidima (vitamini E i A,

karotenoidi, neki polfenoli) (Ohara i sar., 1993).

3. "reparacione™ antioksidanse— ovi antioksidansi deluju posebnim mehanizmima,
obnavljaju¢i ili uklanjaju¢i osteCene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima

oksidativnog stresa.
Antioksidansi znac¢ajni za ljudski organizam dele se na endogene i egzogene.

Endogeni antioksidansi predstavljaju antioksidanse koji nastaju u ljudskom
organizmu i izgraduju sistem antioksidansne zastite organizma. Tu spadaju: enzimski sistemi
(superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), mokraéna kiselina, bilirubin, tioli
(glutation, lipolna kiselina, N-acetil cistein), koenzim Q10 (ubihinon), proteini koji

kompleksiraju jone metala.

Antioksidansi koji se u organizam unose putem hrane ili lekova predstavljaju
egzogene antioksidanse (vitamin C, vitamin E, karotenoidi (B-karoten), oksikarotenoidi
(likopen), polifenolna jedinjenja (flavonoidi, fenolne kiseline, proantocijanidoli), itd (Piletic¢ i
sar., 2003).

2.4.1. Mehanizam delovanja antioksidanasa

2.4.1.1. Primarna antioksidativna zastita

Enzimski sitemi koji ucestvuju u primarnoj antioksidativnoj zastiti su superoksid

dismutaza, glutation peroksidaza i katalaza. Superoksid dismutaza (SOD) katalizuje
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dismutacije medu superoksid anjon radikalima uz produkciju H,O, i kiseonika. Neutralizaciju
nastalog H,O; vrse glutation peroksidaza ili katalaza.
20% + 2H*— Hy0; + O,

Glutation peroksidaza (GSHPx) redukuje H,O; i hidroperokside masnih kiselina. Ovaj
enzim je prisutan u citosolu gde stiti fosfo- i sfingolipide membrana od oksidativne
destrukcije.

2H,0, — 2H,0 + O,
SH; + H,0, —S + 2H,0

Katalaza (CAT), katalizuje razgradnju nastalog H,O,, dok peroksidaza katalizuje

oksidaciju razli¢itih supstrata pomocu H;O.

H,0O, + 2GSH——2H,0 + GSSG
2RO0O’ + 2GSH—— 2ROH + O, + GSSG

Pored ovih enzima, postoji i niz drugih sa slicnom funkcijom kao $to su selennezavisna
GSHPx, glutation reduktaza, redukovani glutation (GSH) i glukozo-6-fosfat dehidrogenaza.
U sistem primarne antioksidantne zastite ubrajaju se i neenzimske supstance kao §to su
proteini transferin i ceruloplazmin koji imaju bitnu ulogu u transportu metalnih jona, zatim
albumin, mokracna kiselina i bilirubin (Ruberto i sar., 2007). Svi navedeni primarni

antioksidanti ¢ine koordiniranu odbranu organizma od reaktivnih radikalskih oblika.

2.4.1.2. Sistem sekundarne antioksidativne zastite

Sistem sekundarne antioksidativne zaStite Cine brojna niskomolekularna jedinjenja
razlicitog porekla i karaktera, kao $to su ubihinon, L-askorbinska kiselina, tokoferoli,
karotenoidi, fenoli i njihove kiseline, flavonoidi, derivati hidroksicinamata i dr.(Halliwell,
1990; Acworth, 2003). Kako je struktura ovih jedinjenja veoma raznovrsna, tako su razli¢iti i
mehanizmi kojima ona ostvaruju svoju aktivnost u sistemu antioksidantne zastite. NajceSce
su to hvataci (“skevindzeri” ) slobodnih radikala, donori protona, inhibitori enzimskih
sistema, helatori jona prelaznih metala, itd. (Halliwell, 1989). U sistem sekundarne
antioksidantne zaStite mogu se ubrojiti 1 enzimi koji aktivno ucestvuju u otklanjanju
oksidativnih o$te¢enja nukleinskih kiselina, lipida i proteina, kao §to su: endo- |
egzonukleaze, DNK polimeraze i ligaze, fosfolipaza A2, GSHPx i fosfolipid-zavisna GSHPX,
glikozilaze, kao 1 brojni proteoliti¢ki enzimi. Ovi enzimi “popravljaju” oSte¢ene molekule
DNK, uklanjaju oksidovane masne kiseline membranskih lipida i kroz procese resinteze

obnavljaju oksidovane aminokiseline i proteine (Vertuani, 2004).
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2.4.2. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

In vitro analiticke metode za odredivanje antioksidantnog kapaciteta oslanjaju se na

dva razlic¢ita pristupa: konkurentna i nekonkurentna reakcija (Slika 2.13.).

Konkurentna reakcija

meta oksidovana meta
\reaktivna vrsta \ : == ﬁ> redukovana
J & vrsta
antioksidans oksidovani antioksidans

Nekonkurentna reakcija

reaktivna vrsta |* f\ — BT
vrsta

antioksidans oksidovani antioksidans

Slika 2.13. Konkurentna i nekonkurentna reakcija.

U konkurentnoj reakciji ciljna vrsta- meta (biomolekuli koji mogu biti napadnuti in
vivo) i antioksidansi se takmiCe za reaktivno jedinjenje (radikal ili neradikal). Procena
antioksidativne sposobnosti (kapaciteta) se zasniva kvantifikaciji, tj. odredivanju koli¢ine
jedinjenja koje olaksava analiticko merenje i definiSe se kao proba. Kod konkurentnih testova
proba je ciljna vrsta ili oksidovani oblik. Proba moze biti 1 neka vrsta koja se dodaje nakon
navedenih reakcija koje prate kvantifikaciju preostalih reaktivnih vrsta ili ciljnih molekula.

U ovim testovima, antioksidativni kapacitet testiranih jedinjenja zavisi od:

e brzine reakcije izmedu njih i reaktivnih vrsta,

e Dbrzine reakcije ciljnih molekula i reaktivnih vrsta i

e koncentracionog odnosa izmedu antioksidanasa i ciljnog molekula.

Neophodno je ispuniti uslove za izvodenje ovih testova:
e test proba mora biti reaktivna sa antioksidansom pri niskim koncentracijama

e maksimalna osetljivost u spektroskopskom ispitivanju izmedu polaznog i

oksidovanog oblika
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e ne smeju postojati sporedne reakcije

e antioksidans ne bi trebalo da reaguje sa ciljnim molekulom.

U nekonkurentnim testovima, navedena je reakcija izmedu antioksidansa i reaktivne
vrste u odsustvu ciljnih molekula, §to, u pocetnoj smesi, uklju¢uje dve kompenente, koje
takode mogu biti probe za pracenje reakcije. Preostale reaktivne vrste se mogu meriti

dodatkom pogodnog reagensa (Vertuani, 2004).

Metode koje se koriste za odredivanje antioksidativnog kapaciteta mogu se podeliti u tri

velike grupe (Tabela 2.2.):

e metode koje ukljuéuju H- transfer reakcije
e ET- metode (elektron transfer)

e ostale metode
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Tabela 2.2. Glavne metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta.

Metode in vitro odredivanja antioksidatinog kapaciteta

1. ORAC (oxygen radical absorbance

Metode koje ukljucuju H- transfer reakcije capacity)
ROO+ + AH — ROOH + Ae-
ROO+ +LH — ROOH + Le 2. TRAP (total radical trapping

antioxidant parameter)
3. Crocin test izbeljivanja
4. 10U (inhibited oxygen uptake)
5. Inhibicija oksidacije linoleinske kiseline
6. Inhibicija oksidacije LDL

1. TEAC (Trolox equivalent antioxidant
ET- metode capacity)

M(n) + e (iz AH) — AHe+ M(n-1) . e
2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

3. FRAP (ferric ion reducing antioxidant

parameter)
4. Cu(ll) redukcioni kapacitet

5. Odredivanje ukupnih fenola FC

reagensom

1. TOSC (total oxidant scavenging

Ostale metode capacity)

2. Hemiluminiscencija (CL)
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2.4.2.1. Elektron-transfer metode
ET- metode su veoma koris¢ene metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta in
vitro. Ove metode podrazumevaju prisustvo dve komponente u reakcionoj smesi: oksidans
(proba) i antioksidans, kao i odvijanje elektron- transfer reakcije:
Oksidans (proba) + € (iz antioksidansa) — Redukovana oksidans + Oksidovani antioksidans
Proba, odnosno oksidans, uzima elektron iz antioksidansa i dovodi do promene boje
rastvora. Promena intenziteta obojenosti rastvora je proporcionalna koncentraciji
antioksidansa. Reakcija izmedu antioksidansa i oksidansa je zavrSena onda kada boja rastvora
prestane da se menja. U svim metodama spektrofotometrijski se meri apsorbancija
ispitivanog rastvora i prati njena zavisnost od molarne koncentracije. Zavisnost izmedu
promene asorbancije (AA) i koncentracije antioksidansa je linearna. Nagib krive daje
kapacitet antioksidansa koji se predstavlja kao Trolox ekvivalent (TE) ili kao ekvivalent
galne kiseline (GAE).
Metode koje su koris¢ene u ovom radu su:
e DPPH- metoda (Scavengig of 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil Radical Assay)
e TEAC- metoda (Total Equivalent Capacity Assay)

e FRAP- metoda (Ferric lon Reducing Antioxidant Power Assay)

DPPH- metoda (Scavengig of 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil Radical
Assay) - Odredivanje ,,scavening™ antioksidansnog slobodno-radikalskog kapaciteta prema
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikalu zasniva se na redukciji ljubiCastog 2,2-
difenilenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH") odgovaraju¢im oksidansima do bledo-zutog
hidrazina (Slika 2.14. i 2.15.). Antioksidativna aktivnost se odreduje u organskom sistemu
pracenjem promene apsorpcije na 515 do 528 nm, sve dok apsorpcija ne postane konstantna

(Slika 2.16.); ili ESR-om (elektron-spin rezonancom).

mozw O,N
Ph Ph R
11 . * 1
R\ N=N NO, —»  N=N NO,
PH PH
O,N O,N

Slika 2.14. Mehanizam neutralisanja slobodnog radikala DPPH-radikalom.

41



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

CH3 CH3
HyC~~CHy HyC~1—CHs
' i CHs CHs A
. - O2N ' 02N
'{3C HgC '
N@ ' NO; - NO;
Antioksidans :
O2N 02N
HyC |
CHs |
CHy
DPPH radikal Redukovani DPPH

D Q o
12 N—N;QNOZ + W — N—A@NO,

1.0

¥
0.8 ’/\
061
0.4 \/
0.2

0.0 T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650

talasna duzina (nm)

Slika 2.16. Promena apsorbance u toku redukcije DPPH".

Odredivanje antioksidativnog kapaciteta se zasnivalo na amperometrijskoj redukciji
DPPH’ na staklastoj ugljenikovoj elektrodi (Brand-Williams i sar., 1995). Rezultujuéa struja
je proporcionalna koncentraciji DPPH" posle reakcije sa antioksidansom. Biamperometrijski
metod koristi par DPPH/ DPPH" i dve identi¢ne staklaste ugljenikove elektrode u obliku
diska. Reakcioni mehanizam se bazira na elektron-transfer reakciji (ET). Antioksidativni
kapacitet u odnosu na DPPH’ je pod jakim uticajem rastvaraca i pH reakcije . Stask je
zakljucio da je smesa vode i etanola u odnosu 1:1 (50%) dobar izbor za lipofilne i hidrofilne
antioksidanse i brzina reakcije DPPH" i antioksidansa moze znacajno da raste sa povecanjem
koli¢ine vode. (Fuhrman i sar., 2001) Za sadrzaj vode veéi od 60% antioksidativni kapacitet

opada, jer deo DPPH’ koaguli$e $to otezava reakciju sa antioksidansima.
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Rezultati su predstavljeni kao efiksna koncentracija (ECsp): koli¢ina antioksidansa
koja je smanjuje koncentraciju DPPH za 50%. VVreme potrebno da se postigne stabilno stanje
sa efikasnom koncentracijom (ECsp) je izracunato iz kineticke krive i defini$e se kao TECsy.

Antiradikalna efikasnost moze biti odredena izracunavanjem recipro¢ne vrednosti od
ECso X TECso, $to znaci da se efikasnost povecava sa smanjenjem ECso X TECso vrednosti.
Efikasnost hvataca (RSE) predstavlja odnos brzine reakcije (dobijene u prvom minutu) i
efikasne koncentracije (ECsp). OgraniCenje ove metode predstavlja odredivanje ECs

vrednosti. Iz ovog razloga bolje je koristiti utroSenu koncentraciju DPPH".

Sterni prilaz DPPH’ odreduje reakciju, jer mali molekuli lak3e prilaze ovom radikalu i
imaju relativno ve¢i antioksidativni kapacitet. Sa druge strane, veoma veliki antioksidansi,

koji brzo reguju sa peroksil radikalom, u ovom slu¢aju reaguju sporo ili ne regauju.

Spektrofotometrijska merenja mogu biti pod uticajem jedinjenja, kao Sto su

karotenoidi koji apsorbuju na talsnoj duzini odredivanja, i pod uticajem zamucenosti uzoraka.

DPPH test nije pogodan za merenje antioksidativnog kapaciteta plazme, jer se proteini
precipituju u alkoholnom reakcionom medijumu. DPPH reakcija je ,,vremenska“ i moze da

traje od 20 minuta do 6 sati (Magalhaesi sar., 2009).

TEAC- metoda (Total Equivalent Capacity Assay) - Ova metoda ukljucuje
stvaranje dugo-zive¢ih radikala, 2,2’-azobis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfat) radikal-katjon
(ABTS™) koji ima apsorpcione maksimume na talasnim duzinama od 414, 645, 734 i 815 nm
(Slika 2.17.).

®
-03S s ’N%SUSCH- + antioksidans
N}—N /N - KySOs
\ CoHs
CyHs

ABTS- (Xmax = 734 nm)

-038 8 e SUSO:;-
L%

\ C2Hs
CoHsg

ABTS?- (bezbojan)

Slika 2.17. Mehanizam delovanja ABTS™.

Ova metoda se zasniva na aktivaciji mioglobina, deluju¢i kao peroksidaza, sa H,O, do

formiranja feri-mioglobina, radikala koji zatim reaguje sa ABTS pri ¢emu nastaje ABTS™.
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Testirano jedinjenje/uzorak redukuje ABTS™ (rastvor plave boje se obezbojava), meri se
indukcioni period koji predstavlja vreme kasnjenja formiranja radikala. Redosled dodavanja
reagenasa i uzoraka je veoma vazan i predstavlja zamku, zato $to antioksidansi (npr.
kvercetin) mogu reagovati ili sa H,O, ili sa derivatima oksidovane vrste, §to dovodi do

inhibicije ABTS™ i odredivanja antioksidativne aktivnosti.

U zavisnosti od uslova kori§éenja metoda, za odredivanje ABTS™ mogu se Koristiti
razlicite strategije. ABTS™ moze biti odreden reakcijom u kojoj se koristi mangan-dioksid ili
kalijum-persulfat, enzimskim reakcijama koris¢enjem mioglobina ili ren-peroksidaze, ili
elektrohemijski. VVreme trajanja reakcije je od 1 do 30 minuta. Odredivanje se uglavnom vrsi

talasnoj duzini od 734 nm.

Rezulati se izrazavaju kao Trolox ekvivalenti. Kako bi se antioksidativha mo¢
predstavila na razumljiv nacin, askorbinska kiselina (vitamin C) je predlozena kao referentno
jedinjenje umesto Troloxa, a rezultati su dati kao masa askorbinske kiseline na 100 g ili 100
ml testiranog uzorka (VCEAC- vitamin C equivalent antioxidant capacity). Svako jedinjenje

koje ima nizi redoks potencijal od ABTSe moze reagovati sa radikalom (Re i sar.,1999).

FRAP- metoda (Ferric lon Reducing Antioxidant Power Assay) - Metoda
se zasniva se na sposobnosti antioksidanasa da redukuju gvozde-2,4,6-tripiridil-S-triazin
kompleks [Fe(I11)-(TPTZ),]*" do intenzivno plavo obojenog kompleksa [Fe(I1)-(TPTZ).]** u
kiseloj sredini (Slika 2.18.). FRAP vrednosti se izraCunavaju merenjem rasta apsorpcije na
A =593 nm 1 uporedivanjem istih sa standardnim rastvorom obojenih jona, ili standardnim

rastvorom antioksidansa (npr. askorbinska kiselina).

S
1 " )
LI N & N " N
— )|
Fek) N <+ antioksidans - FO(”) N
T -e NTTNT LN ‘
Fe(ll)(TPTZ),13* [Fe(l)(TPTZ)2]2*, Amax = 593 nm

Slika 2.18. Redukcija kompleksa [Fe(111)-(TPTZ),]** do kompleksa [Fe(I1)-(TPTZ),]*".
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Svako jedinjenje sa redoks potencijalom nizim od redoks potencijala para
Fe(I1I)/Fe(1I), teorijski moze redukovati Fe(II) do Fe (II) i usloviti lazno visoke rezultate
FRAP- vrednosti. Sa druge strane, mnogi antioksidansi ne mogu dovoljno brzo redukovati
Fe(lll) kako bi se brzina reakcije mogla meriti u posmatranom vremenskom intervalu
(obi¢no 4 minuta). U zavisnosti od vremena analize red njihove reaktivnosti se menja.
Polifenoli sa takvim ponaSanjem su: kvercetin, feruminska kiselina, kofeinska kiselina,

taninska kiselina.

Antioksidansi koji deluju kao “’gasioci’’ radikala (transferi H-atoma) ne mogu se

odredivati ovom metodom.

FRAP-metoda odreduje redukcionu mo¢ na osnovu redukcije jona gvozda. Produkcija
Fe(Il) jona, koji je veoma poznati pro-oksidans, moze da dovede do stvaranja dodatnih

radikala u reakcionom medijumu, kao $to je OH" iz H,0,.

Jedinjenja koja apsorbuju na talasnoj duzini odredivanja mogu interferirati i izazvati
precenjivanje FRAP vrednosti, npr. neobi¢no visoke vrednosti za bilirubin (duplo vise od
askorbinske kiseline i Troloxa), jer se oksiduje do biliverdina koji znacajno apsorbuje na 593
nm. Niska vrednost pH, koja je neophodna za metodu, moze da dovede do precipitacije nekih

proteina, kao $to je kazein iz mleka (Kranl i sar., 2005).
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2.5. METALNI JONI

Mineralne materije predstavljaju neorganske elemente koji ¢ine posebnu grupu bitnih
faktora ishrane. Odrzavaju hemijsku ravnotezu organizma, ucestvuju u njihovoj izgradnji i
posreduju u mnogim zivotnim funkcijama. U prirodi se nalaze u tlu i u vodi, a odatle
dospevaju u biljni i Zivotinjski organizam. Zivi organizmi ih ne stvaraju sami, te ih moraju
unositi putem ishrane. Biljke se snabdevaju mineralnim materijama iz zemljista, a Zivotinje i
ljudi raznovrsnom ishranom. Minerali su esencijalni nutrijenti. Uneseni hranom dospevaju u
ljudski organizam u mnogo vecoj koli¢ini nego vitamini. Kod odrasle osobe minerali ¢ine Cak

oko 4 % telesne mase. Najvise ih ima u kostima.

Danas je poznato da mineralne materije, u celini, imaju sledece uloge:
e odrzavaju koncentraciju vodonikovih jona na odredenom nivou,
e izgraduju skelet i kostano tkivo,
e UcCestvuju u izgradnji gotovo svih ostalih ¢elija organizma, ukljucujuci tu i1 izgradnju
telesnih te¢nosti: krvi, limfe, citoplazme, protoplazme i dr.,
e odrzavaju osmotski pritisak, od koga zavisi normalan mehanizam ishrane celije i
ravnoteze tecnosti u organizmu,
e reguliSu metabolizam vode,
e odrzavaju koloidno stanje, koje je vazno pri nekim hemijskim reakcijama u ¢elijama i
tkivima organizama.
Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (eng. World Health Organization-WHO)
(1996), elementi u tragovima se na osnovu hranljivog zna¢aja koji imaju za ljudski organizam
dele u tri grupe:

e esencijalni elementi,

elementi koji su najverovatnije esencijalni i

e potencijalno toksi¢ni elementi koji nemaju nikakvu esencijalnu funkciju.

Prema Dancicu (2012), minerali se dele na:

e esencijalne ili glavne: kalcijum, magnezijum, fosfor, natrijum, kalijum, hlor;

e esencijalne u tragovima: gvozde, bakar, hrom, cink, jod, selen, fluor, kobalt, mangan,
molibden;

e verovatno esencijale u tragovima: silicijum, nikl, kalaj, vanadijum;

46



Dusan Paunovi¢

Doktorska disertacija

e neesencijalne: arsen, ziva, olovo, aluminijum, bor, zlato, srebro, titan, litijum,

stroncijum, germanijum, kadmijum, bizmut, rubidijum, brom.

Nedostatak, tako i poviSene koncentracije esencijalnih elemenata, mogu imati

negativan uticaj na zdravlje ljudi. Sadrzaj metala u namirnicama je definisan maksimalno

dozvoljenim koncentracijama, koje predstavljaju onu koli¢inu toksi¢ne supstance koja kod

odrasle osobe od 70 kg, konzumiranjem tokom celog Zivota, nece izazvati nezeljene, toksicne

efekte.

U Tabeli 2.3. prikazane su potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata.

Tabela 2.3. Potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata.

ELEMENT RDI* DRI? uL’
Ca 1mg 1,3mg 2,5mg
Fe 18 mg 18 mg 45 mg
Mg 400 mg 420 mg 350 mg*
Zn 15mg 11 mg 40 mg
Se 70 ng 55 ug 400 pg
Co 2 mg 0,9 mg 10 mg
Mn 2mg 2,3 mg 11 mg

'Referentni dnevni unos (RDI - Reference daily intake) propisan od strane FDA (Food and Drug
Administration), “Dijetetski referentni unos (DRI - Dietary Reference Intakes) propisan od strane Food and
Nutrition Board of the Institute of Medicine, *Dozvoljena gornja granica unosa (UL - Upper Limit), “gornja

granica unosa za Mg koja se odnosi iskljuc¢ivo na unos kroz dijetetske suplemente ili farmaceutske proizvode.
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2.6. METODE ANALIZE

2.6.1. UV/Vis spektrofotometrija

Ultraljubi¢asta/Vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija je spektroskopska metoda koja
obuhvata proucavanje apsorpcije elektromagnetnog zracenja u oblasti izmedu 200 1 800 nm.
Koristi se za kvantitativno odredivanje organskih jedinjenja u rastvoru. Ona je nezamenljiva
metoda za identifikaciju prirodnih konjugovanih jedinjenja, kao S$to su: biljni pigmenti
(karotenoidi), poliacetileni, porfirini, flavonoidi, itd. Njene prednosti nad ostalim metodama
su u velikoj osetljivosti i jednostavnom rukovanju instrumentom.

UV/VIS spektrofotometrija je kvalitativna i kvantitativna metoda.

Kvalitativna analiza zasniva se na ¢injenici da apsorpcioni spektar supstance zavisi od
njenog sastava i strukture. Na osnovu zavisnosti apsorptiviteta talasne duZzine ili vrednosti
apsorptiviteta na odredenoj talasnoj duzini moguce je identifikovati apsorbujuéu supstancu.

Kvantitativna analiza zasnovana je na Lambert-Beer-ovom zakonu, koji kaze da je
apsorbanca rastvora direktno proporcionalna koncentraciji apsorbujuce vrste 1 debljini sloja
kroz koje zracenje prolazi:

A=log(lo /1) =¢l-C (16)
A-apsorbancija
lo-intenzitet upadnog svetla
I-intenzitet propustenog svetla
¢ -konstanta (molarna apsortivnost)
c-trazena koncentracija supstance
I- debljina sloja

U rastvoru koji sadrZi viSe komponenti koje apsorbuju elektromagnetno zracenje, a
koje medusobno ne reaguju, apsorbanca rastvora jednaka je zbiru pojedinacnih apsorbanci
svih komponenti.

A=ZAi=Al+A2+A3+...+Ai (17)

Molarna apsorptivnost, (naziva se joS i ekstinkcioni koeficijent) je karakteristika
analizirajuCe supstance i konstantna je vrednost za konstantne uslove snimanja (talasna
duzina, temperatura i rastvarac). U praksi, vrednost molarne apsorptivnosti takode zavisi 1 od
karakteristika upotrebljenog aparata. Zbog toga se u kvantitativnoj analizi naj¢eS¢e ne koristi
ve¢ odredena vrednost, nego se svaki put snima kalibraciona prava koriste¢i standardni

rastvor ispitivane supstance.
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Za kvantitativnu analizu je bitno da se merenja apsorbance vrSe sa najvecom
mogucom tac¢noscu 1 osetljivos¢u. Da bi se to postiglo bitan je izbor talasne duzine na kojoj
se merenje vr§i. Ona mora da ispuni nekoliko uslova:

e merenjem mora da se postigne maksimalna osetljivost,
¢ mala promena talasne duzine ne sme da uti¢e na reproduktivnost,
e mora da vazi Lambert-Beer-ov zakon.
U zavisnosti od uslova, merenje apsorbance se moze vrSiti na:
e talasnoj duzini gde je maksimalna apsorpcija, Amax,
e na talasnoj duzini optimalne apsorbance, Agpt,
¢ na talasnoj duzini izobesticke tacke, Aizob.
Lambert-Berr-ov zakon ne vazi kada:
e rastvorak postoji u vise oblika koji su u medusobnoj ravnotezi,
e rastvorak i rastvara¢ grade asocijat,
e postoji termicka ravnoteza izmedu osnovnog i pobudenog stanja,
e jedinjenja fluoresciraju ili se hemijski menjaju prilikom apsorpcije zracenja

(Todorovic, 1997).

Spektrofotometar je uredaj za analizu spektra elektromagnetskog zrac¢enja. Sastoji se od
izvora zracenja, monohromatora i detektora. Monohromator menja talasnu duZinu zracenja
koje propusta. Registrovanjem intenziteta zraCenja koje je uzorak apsorbovao, propustio ili

reflektovao u zavisnosti od talasne duzine nastaje spektar (Slika 2.19.).

Lvor = .

zrafenja “'_"-l:-“;.q-_-__a___ -

-\-;\::. :55-; e T - -
=l difraleciona
rezetka
razrez
deteloor
Iaveta sa
uzorkoem

Slika 2.19. Sema spektrofotometra.

Najcesce se mere teCni uzorci, iako se mogu meriti i ¢vrsti i gasoviti uzorci. Uzorak je
smesten u prozirnoj posudi (kiveti) koja ja najéesce Sirine 1 cm. Za vidljivi deo spektra kivete

su staklene, a za UV deo spektra (staklo ne propusta UV zraCenje) koriste se kvarcne kivete.
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Za vidljivi deo spektra najcesce se koristi volframova lampa, dok se za ultraljubicasti deo
spektra koristi deuterijumska lampa.

Spektrofotometri se dele na jednozra¢ne i dvozraéne. Jednozracni spektrofotometri
imaju jedan svetlostni put i jedan uzorak. Referentni uzorak (slepa proba) se mora analizirati
posebno. Dvozraéni spektrofotometri imaju dva svetlostna puta i istovremeno mogu primiti
dva uzorka: mereni uzorak i referentni uzorak (slepu probu). Spektri se automatski oduzimaju

jedan od drugoga, pa naknadna obrada spektra nije potrebna.

2.6.2. HPLC hromatografija

Visoko-efikasna te¢na hromatografija (high performance liquid chromatography —
HPLC) je metoda visoke tacnosti, preciznosti, brzine i efikasnosti, a veoma niskih granica
detekcije. Ovo je ¢ini pogodnom kako za kvalitativne tako i za kvantitativne analize, posebno
uzoraka u kojima je koncentracija ispitivane supstance niska.

Hromatografske metode su separacione metode koje se zasnivaju na procesu
raspodele molekula ili jona uzorka izmedu mobilne (pokretne) i stacionarne (nepokretne)
faze. Stacionarna faza, mobilna faza i analizirana supstanca su osnovni elementi
hromatografskog sistema (Milovanovié, 1985). Mobilna faza je te€nog agregatnog stanja,
najéeSc¢e voda ili neki organski rastvaraé¢, dok je stacionarna faza granulovana ¢vrsta faza ili
teCnost nanesena na granule ¢vrstog nosafa 1 nerastvorna je u te¢nosti koja predstavlja
mobilnu fazu.

Kod HPLC hromatografije mobilna, te¢na faza funkcioniSe pod visokim pritiskom,
Sto je razlikuje od ostalih te¢nih hromatografija. Visok pritisak omogucava kontinuiran
protok mobilne faze i uspostavljenje dinamicke ravnotete sa stacionarnom fazom, §to je uslov
dobre selektivne raspodele komponenti datog uzorka. Visok pritisak omogucuje i efikasno
eluiranje razdvojenih komponenti smese iz kolone. Tu su pre svega snatne pumpe koje mogu
stvarati pritisak 106 Pa (10-tak atmosfera), osposobljene za kontinualnu promenu brzine
mobilne faze. Uzorak se ubacuje u inekcioni blok, nakon c¢ega ulazi u mobilnu fazu pod
visokim pritiskom, podleze razdvajanju na koloni, zatim detekciji 1 na kraju analizi kao 1
kvantitativnoj kolekciji ukoliko se
koristi preparativni tip kolone.

HPLC metoda se izvodi tako §to se analizirana smeSa jedinjenja u odgovaraju¢em
rastvaracu (mobilna faza) propusta kroz kolonu u kojoj se nalazi stacionarna faza. Raspodela

komponenti uzoraka izmedu faza je uzrokovana fizicko-hemijskim procesima: adsorpcijom,
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raspodelom izmedu dve faze, jonskom izmenom, gel filtracijom, stvaranjem jonskih parova.
Posledica toga je da se komponente smeSe razli¢ito raspodeljuju izmedu faza i1 pod uticajem
mobilne faze krecu se kroz stacionarnu fazu razli¢itim brzinama.

Uredaj za HPLC se sastoji od slede¢ih komponenata (Slika 2.20.):

e Rezervoar mobilne faze

e Pumpa

e Injektor
e Kolona
e Detektor

Slika 2.20. Sema uredaja za tecnu hromatografiju visokih performansi: A-rezervoar mobilne
faze; B-ventil za mesanje i pumpa; C- ventil; D-uredaj za kontrolu pritiska, E-komora za
mesanje (mikser),; F-injektor; G-kolona; H-HPLC komponenta; I-detektor; J-kontroler;
kompjuter;L-stampac.

U zavisnosti od polarnosti uzorka i rastvaraca (mobilne faze) HPLC metoda se deli
na:

e HPLC na normalnim fazama i

e HPLC na obrnutim fazama

HPLC na normalnim fazama koristi polarnu stacionarnu fazu i nepolarnu mobilnu
fazu, a koristi se kada je supstanca koja se analizira polarna. Polarna supstanca se adsorbuje i
zadrZzava na Cesticama stacionarne faze. JaCina adsorpcije je veca $to je veca polarnost
supstance, a samim tim vece 1 vreme zadrzavanja. KoriS¢enje polarnijih rastvara¢a u mobilnoj

fazi smanjuje retenciono vreme. Ovaj tip hromatografije je napusten 1970-tih sa razvojem
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HPLC-a na obrnutim fazama, zbog slabe reproduktivnosti, usled promena na cesticama

stacionarne faze pod uticajem rastvaraca.

HPLC na obrnutim fazama (RP-HPLC) koristi nepolarnu stacionarnu fazu i polarnu
mobilnu fazu. NajéeSc¢a stacionarna faza je silikatna, tretirana sa RMe,SiCl, gde je R alkilna
grupa ravnog lanca kao CigHs7 ili CgHi7. Vreme zadrzavanja je duze za manje polarne
supstance. Vreme zadrzavanja se povecava dodatkom polarnih rastvaraca u mobilnu fazu a
smanjuje se dodatkom hidrofobnih rastvaraca. RP-HPLC funkcioniSe na principu hidrofobnih
interakcija, koje su rezultat odbijajucih sila izmedu polarnog rastvaraca i relativno nepolarne

supstance koja se analizira i nepolarne stacionarne faze.

Na brzinu eluiranja uti¢e pH, zbog moguénosti promene polarnosti supstance. Zbog
toga se Cesto u mobilnu fazu dodaju puferi. Kolone za RP-HPLC ne bi trebalo koristiti sa

jakim bazama, zbog moguénosti razgradnje silikatnih Cestica.

2.6.2.1. Kvalitativha HPLC analiza

Dobijen hromatogram sa pikovima koji predstavljaju izdvojene komponente ukazuje
samo na broj komponenti u nekom uzorku, odnosno smesi, ali niSta ne kazuje o vrsti
supstance. Kod kvalitativne analize identifikacija se vr$i poredenjem standarda sa
nepoznatom komponentom ispitivanog uzorka. Uporeduju se vreme zadrzavanja standarda i
izdvijene komponente u hromatografskoj koloni. To jedino 1 ima fizicki smisao jer se vrsi
merenje vremena od ulaska uzorka u kolonu do dostizanja maksimuma pika izdvojene
komponente. Vreme zadrZavanja ili kako se u literaturi naziva retenciono vreme ( lat. retentio
— zadrZavanje) meri se od trenutka kada se uzorak ubaci u kolonu do izlaska, jedne ili viSe
komponenti iz kolone.

Kada se identifikuje komponenta tada se metodom standardnog dodatka, odnosno
dodatkom odredene koli¢ine standarda u ispitivanom uzorku, sa apsolutnom sigurnoséu
identifikuje odredena komponenta pod uslovom da se standardni dodatak i izdvojena
komponenta po retencionom vremnu potpuno poklapaju. To se utvrduje na osnovu povecanja

visine pika izdvojene komponente.
2.6.2.2. Kvantitativna HPLC analiza

Visina pika, ili tacnije povrSina ispod pika, izdvojene komponente direktno je

proporcionalna koncentraciji. Kada se radi o simetricnom piku tada se najc¢e$ce koristi

52


http://bs.wikipedia.org/wiki/Polarnost
http://bs.wikipedia.org/wiki/Polarnost
http://bs.wikipedia.org/wiki/Otapalo
http://bs.wikipedia.org/wiki/Otapalo
http://bs.wikipedia.org/wiki/PH
http://bs.wikipedia.org/wiki/Puferi
http://bs.wikipedia.org/wiki/Baza_(hemija)

Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

metoda poluvisine. Naime, kada se visina pika h pomnozi sa njegovom Sirinom a na
poluvisini h/2 dobija se vrednost koja priblizno predstavlja 94% povrsine ispod pika. Ako se
ista metoda koristi 1 za standard i za uzorak greska od 6% se poniStava, a dobijeni rezultati

potpuno zadovoljavaju (Slika 2.21.).

A
C

h/2

h !

bazna linija

v

Slika 2.21. Kvantitativna HPLC analiza.

Treba voditi raCuna da izraCunate povrSine pikova predstavljaju meru relativnih
koncentracija komponenti u smesi. Ukoliko se zele apsolutne koncentracije komponenata
potrebno je napraviti kalibracioni dijagram koji ¢e povezati povrSine pikova sa
apsorbancijama odgovaraju¢ih komponenti. Osnov za povezivanje je kalibracioni dijagram A
= f(S), prikazan na Slici 2.21., gde je A — apsorbancija, a S — integrisana povrsina pikova.
Apsorbance A su odredene za niz standardnih koncentracija rastvora supstanci, koje se
analiziraju HPLC-om. Kada se nakon izvrSene HPLC analize odredi integrisana povrsina za
dati pik, sa kalibracionog dijagrama procita se odgovarajuc¢a vrednost apsorbancije A na
ordinati, a odatle se preko Beer-ovog zakona (A = abc) izracuna i ta¢na koncentracija (Slika
2.22.).
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& (=) & ()

Slika 2.22. Kalibracioni dijagram (a) i hromatogram (b) za tri komponente date smese, gde je
A — apsorbancija, S — povrsina pika, tg — retenciono vreme.

Nekada je potrebno da pored odredivanja taéne koncentracije komponenti u uzorku i
njihova kvantitativna kolekcija (skupljanje). Tada se koriste preparativne kolone, znatno Sireg
pre¢nika (i do lcm) posebno knstruisane za visoki pritisak. Kolekcije se vr§i prostim
skupljanjem odgovarajuéih vrakcija mobilne faze koje sadrze datu komponentu. Pocetak i
kraj kolekcije se vezuje za momente pojavljivanja i nestajanja odgovarajueg pika na

hromatogramu.

2.6.3. Induktivno spregnuta plazma (ICP)

Metode analize teskih metala u uzorcima namirnica i uzorcima iz zivotne sedine se
zasnivaju na razliitim spektrometrijskim analitiCkim tehnikama: atomska apsorpciona
spektrofotometrija (AAS), opticka emisiona spektometrija sa indukovano spregnutom
plazmom (ICP-OES) i masena spektrometrija sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-MS)
(Peri¢-Grujié i sar., 2009).

ICP spektrometrija je relativno nova metoda emisione spektrohemijske analize koja
koristi ICP kao izvor pobudivanja u kombinaciji sa spektrometrima.

Velika prednost ove metode jeste da se zbog visoke temperature plazme, metoda u
principu koristi za odredivanje svih elemenata periodnog sistema, osim za argon. Upotrebom
hidridne tehnike mogu se odrediti niske koncentracije elemenata koji grade hidride (arsen,
bizmut, germanijum, antimon, selen, kalaj i telurijum). Medutim, u praksi je ograni¢ena za
odredivanje nekih elemenata koji zahtevaju posebne uslove (npr. radioaktivnih) ili posebnu
optiku (kao Sto su hlor, bor i fluor) ili se odreduju sa manjom osetljivoséu nego pomocu
drugih metoda (kao azot ili rubidijum).

Prednosti ICP-spektrometrije nad drugim metodama emisione spektrohemijske

analize su (Anti¢-Jovanovié¢, 2006):
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e mogucnost izvodenja viselementarne analize: za manje od dva minuta moze da se
odredi 20-60 elemenata u probi, zavisno od tipa aparata, sa tacno$¢u koja je istog reda
veli¢ine ili ve¢a nego u drugim instrumentalnim metodama;

e Siroka dinamicka oblast: kao posledica malog efekta samoapsorpcije u posmatranoj
zoni plamena, analiticka kriva je linearna u intervalu koncentracija od nekoliko
redova veli¢ine, tako da podjednako mogu da se odreduju elementi, kako niskih
koncentracija (ispod 1 pg), tako i na visokom, §to je uslov za izvodenje viSelementne
analize;

e analza uzoraka u obliku rastvora: prevodenje analita u rastvor znatno upro$c¢ava
analizu, posebno heterogenog materijala, poSto se pri rastvaranju, uz eventualno
prethodno topljenje, razaranje i sli¢no, svi elementi prevode u isti hemijski oblik,
¢ime se redukuju efekti osnove i olokSava priprema standarda;

e mala kolicina rastvora dovoljna za analizu, §to podrazumeva i malu koli¢inu uzorka;

e relativno dugo vreme boravka Cestica u plazmi: zadrZzavanje Cestica u plazmi nekoliko
milisekundi i njena inertna atmosfera doprinose efikasnosti atomizacije i pobudivanja,

a time 1 osetljivosti odredivanja.

Izvor pobudivanja - 1zvor ima osobinu da svojom energijom dovede atome u stanje u
kome su sposobni da emituju zraenje. U tom smislu svaki izvor prilagoden za potrebe
kvalitativne i kvantitativne spektrohemijske analize mora da obezbedi isparavanje uzorka
kada je u te¢nom ili ¢vrstom stanju, atomizaciju Cestica pare na slobodne atome i pobudivanje
atoma.

Induktivno spregnuta plazma - Kao izvor pobudivanja se najéesée koristi induktivno
spregnuta plazma ili skrac¢eno ICP (Inductively Coupled Plasma). To je jonizovan gas koji se
zbog jedinstvenih osobina smatra posebnim agregatnim stanjem materije uz ¢vrsto, te€no i
gasovito stanje. Slobodna naelektrisanja (katjoni i elektroni) ¢ine plazmu elektri¢éno
provodljivom zbog ¢ega ona snazno oseca uticaj elektromagnetnog polja. To je bezelektrodna
argonska (rede azotna) plazma koja radi na atmosferskom pritisku, a odrzava se induktivnim
sprezanjem sa radiofrekventnim elektromagnetskim poljem.

Plazmenik (Slika 2.23.) se satoji od tri koncentri¢ne kvarcne cevi kojima struji argon
ukupne brzine izmedu 5 i 20 L min™. Pre¢nik najveée cevi je priblizno 2,5 cm. Kroz
untrasnju cev se uvodi uzorak, najées¢e u obliku rastvora koji se prevodi u fini aerosol

pomocu struje argona od priblizno 1 L min™. Argon za formiranje plazme uvodi se kroz
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srednju cev dok se termicka izolacija postiZze tangencionim uvodenjem struje argona kroz
spoljasnju cev gorionika (pre¢nika 15-30 mm), brzinom od ~10 dm® min™. Ova struja hladi
zidove kvarcne cevi ali takode i stabilizuje i centrira plazmu. Oko spoljasnje kvarcne cevi
obmotana su 3-4 navoja indukcionog kalema vezanog za radiofrekventni generator
frekvencije od 5-50 MHz i izlazne shage 1-5 kW. Visokofrekventna struja koja proti¢e kroz
indukcioni kalem stvara oscilatorno magnetno polje H koje indukuje elektrone u gasu koji
protice unutar kvarcne cevi. Oni se ubrzavaju vremenski promenjivim elektri¢nim poljem, Sto

dovodi do zagrevanja i dodatne jonizacije.

Slika 2.23. Izgled plazmenika.

Tempratura plazme varira od 6000 do 10000 K i opada sa visinom iznad indukcionog
kalema tako da se za svako odredivanje moze odabrati pogodna visina na kojoj ¢e se vrsiti
posmatranje.

Ako se koristi polje nize frekvencije, npr. od 5 MHz, plazma ima oblik kapi (Slika
2.24.3). Pri uvodenju aerosola, kapljice zaobilaze ovaj deo zbog velikog otpora
(prouzrokovanog Sirenjem gasa), Sto ima za posledicu nedovoljno zagrevanje uzorka,
odnosno neefikasno isparavanje. Primenom generatora vece frekvencije (obi¢no 27 MHz)
najtopliji deo plazme dobija prstenast ili toroidni oblik (Slika 2.24.b) posto je vrtlozna struja
elektrona tada bliza kalemu, odnosno spoljasnjem sloju plazme. U ovom slucaju aerosol ulazi
u sredi$nji deo, tzv. kanal plazme, u kome je temperatura nesto niza (6000-8000 K), a otpor
manji. U kanalu plazme cCestice se zadrzavaju relativno dugo (2-3 ms) $to, u kombinaciji sa

visokom temperaturom, obezbeduje efikasno isparavanje, atomizaciju i pobudivanje.
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Slika 2.24. Oblik plazme.

Argon kao nose¢i gas obezbeduje hemijski inertnu sredinu tako da atomi ostaju
relativno dugo u slobodnom stanju, §to poveéava verovatno¢u pobudivanja, a samim tim i

osetljivost odredivanja, koja je za ve¢inu elemenata reda pg cm™ (ppm).

Izgled plazme - Zbog visokih temperatura u ICP izvorima dobijaju se dosta slozeni
spektri. Tipi¢na plazma ima vrlo intenzivno, blistavo belo jezgro prekriveno repom slicnom

plamenu (Slika 2.25.).

Slika 2.25. Izgled plazme.

U plazmi mogu da se razlikuju tri oblasti razli¢itih spektralnih osobina (Slika 2.26.):

visokotemperatursko jezgro u ¢ijem centralnom delu (kanalu plazme) uzorak podleze
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efikasnom isparavanju i atomizaciji, analiticka zona koja se nalazi 15-20 mm iznad
indukcionog kalema, u kojoj se pobuduje veéina elemenata i, niskotemperaturni deo — rep

plazme, u kome se pobuduju elementi sa niskim energijama pobudivanja.

T (K) h

6000
6200
6500

8000

10000

Slika 2.26. Tempraturne zone u plazmi.

Uvodenje analita u plazmu - ICP-spektrometrija se uspesno koristi za analizu
razlicitih uzoraka (stena, minerala, vode, bioloSkih materijala itd.) u rastvoru. Odredivani
elementi se po pravilu prevode u rastvor koji se u obliku aerosola uvodi u plazmu.

Za rasprSivanje rastvora koriste se uglavnom koncentriéni pneumatski rasprsivaci
istog tipa kao u plamenoj spektrometrji, od kojih se razlikuju samo po veli¢ini protoka gasa i
pre¢niku kapilare.

Sema opti¢kog emisionog spektrometra data je na Slici 2.27.

radiofrelvenini generator I 'op 5 spekirometar

mikroprocesor

Slika 2.27. Opticki emisioni spektrometar.
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Tacnost i osetljivost metode - Tacnost metode se krece od 1-10% u zavisnosti od
koncentracije odredivanog elementa. U praksi, sa komercijalnim aparatima namenjenim
analitickim potrebama, granice detekcije (LD) mogu da budu vece za faktor 10 i vise, posto
zavise u velikoj meri od kvaliteta (mo¢i razlaganja i svetlosne jacine) spektrometra i tipa
rasprsivaca.

ICP spektrometrija je superiornija u detekciji elemenata sa veCom energijom
pobudivanja, pa se alkalni metali i danas u analitickim laboratorijama odreduju plamenom

spektrometrijom.
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3.1. MATERIJAL

Za analizu je kori$¢eno 10 uzoraka je¢ma, 8 uzoraka hmelja i 24 vrste svetlih, tamnih
1 bezalkoholnih piva (Carslberg, Efes Draft, Efes Pilsener, Pils Plus, Staropramen, Niksi¢ko,
Lav, Lowenbrau, Beck’s, Amstel, Tuborg, Heineken, Stella Artios, Leffew, Jelen, Lasko,
Weifert, Guinness, Jelen Cool, Schlossgold, Union) kupljenih u lokalnim marketima u Srbiji.

3.2. REAGENSI

U radu koris¢eni reagensi: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), 2,2-azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS), kalijum-persulfat, metanol, etanol,
acetonitril, mravlja i siréetna kiselina kupljeni su kod J. T. Baker (Deventer, Holland).
Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) i1 2,4,6-tris-2-piridil-
1,3,5-triazin (TPTZ) su kupljeni od Acros Organics (Geel, Belgium). Folin-Ciocalteu reagens
(FC), Na,CO3z;, NaNO,, NaOH, FeSO47H,0, HCI, FeCls, trihlorsiréetna kiselina (TCA) i
AICI; kupljeni su kod Merck (Darmstadt, Germany). Koris¢eni su i sledeéi sertifikovani
standardi: galna kiselina, kupljena od Carl Roth (Karlsruhe, Germany), katehin, epikatehin,
ferulna, kafena, vanilinska, sinapinska, salicilna, 4-hidroksibenzoeva i 2,5-
dihidroksibenzoeva kiselina, kupljeni kod Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), kvercetin,
kvercetin-rutinozid,  kvercetin-glukozid, = kemferol, kemferol-glukozid, p-kumarna,
hlorogenska i protokatehinska kiselina, kupljeni kod Merck (Darmstadt, Germany) i
kvercetin-galaktozid kupljen od Extrasynthese (Genay, France). Sve hemikalije i rastvaraci
koji su kori$¢eni bili su p.a. 1 HPLC ¢istoce.

Svi rastvori, koji se nisu mogli pripremiti kao primarni standardni rastvori,
standardizovani su poznatim metodama u cilju odredivanja tacne koncentracije.

Sudovi koji su koris¢eni prani su etanolnim rastvorom KOH, zatim rastvorom HCI
(1:1), isprani cesmenskom, destilovanom i dejonizovanom vodom. Vodeni rastvori su

pripremani dejonizovanom vodom specifiéne provodljivosti 0,05 uS/cm.

3.3. APARATI
Za ispitivanje sadrzaja fenolnih komponenti, antioksidativne aktivnosti, kao i
metalnih jona u odabranim uzorcima koriS¢ena je sledeca aparatura:
e Analiti¢ka vaga Mettler Toledo AB-204-S za odmeravanje uzoraka i ¢vrstih supstanci;

e Blender za homogenizovanje materijala;
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e Termostat Julabo MP 5A Open Bath Circulations za termostatiranje rastvora;

e pH metar Hanna Instruments za merenje pH vrednosti rastvora;

e Varijabilne automatske pipette Lab Mate" za pipetiranje rastvora;

e Hronometar za merenje vremena;

e MicroMed high purity water system, TKAWasseraufbereitungsszsteGmbH za
dobijanje demineralizovane vode;

e Elektricna pe¢ za zarenje (VIMS, Srbija);

e Ultrazvuéno kupatilo Bandelin SONOREXe Digital 10 P (Sigma, USA);

e HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) koji se
sastoji od kvaternarne pumpe G1354A, automatskog injektora G1329A,
termostatiranog kolonskog dela G1316A, UV/Vis detektora G1315D, fluorescentnog
detektora G1321A kontrolisanog sa HP Chemstation softverom, za odredivanje
sadrzaja fenolnih jedinjenja;

e UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 sa kivetom duzine opti¢kog puta 1 cm za
odredivanje sadrzaja i ispitivanje kinetike fenolnih jedinjenja;

e ICP-OES iCAP 6000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka) za kvalitativno i

kvantitativno odredivanje metalnih jona.

3.4. METODE

3.4.1. Priprema uzoraka
Uzorci za analizu su pripremani postupkom ekstrakcije maceracijom ili postupkom
mineralizacije u zavisnosti da li se u njima odreduje sadrzaj fenolnih komponenti ili sadrzaj

metalnih jona.

3.4.2. Postupak ekstrakcije uzoraka za UV/Vis, HPLC i ICP-OES analizu

Odmereno je 2 g svakog uzorka je¢ma a zatim je vrSena ekstrakcija rastvaratem
etanol-voda (30/70, v/v%). Rastvara¢ je zakiSeljen pomocu hlorovodoni¢ne Kkiseline.
Ekstrakcija je vrSena sa po 60 ml rastvaraca u toku 2 h. Suspenzija je filtrirana kroz Bihnerov
levak i Whatman No.1 filter papir. Ekstrakti su smesteni u frizideru i na tamnom mestu do

njihovog koriséenja (lacopini i sar., 2008, Borowska i sar., 2009; Katalini¢ i sar., 2010).
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Na isti nacin pripremljeni su ekstrakti hmelja ali bez zakiSeljavanja rastvaraca za
ekstrakciju.

Za pracenje kinetike ekstrakcije, proces ekstrakcije uzoraka je¢ma i hmelja je vrSen
pri razli¢itim vremenima (1, 5, 10, 15, 20, 40, 80 i 120 minuta) i temperaturama (25, 35 i 45
°C).

Kupljeni uzorci piva su ¢uvani u frizideru na 4°C i analizirani odmah nakon otvaranja

kako bi se sprecio gubitak fenolnih jedinjenja oksidacijom.

3.4.3. Postupak mineralizacije

Suva mineralizacija: Uzorci (je¢am, hmelj) tano odmerene mase (2 g), prebaceni su
u porculanski lonci¢ i1 zagrevani u elektricnoj pe¢i. Pe¢ je programirana da podiZze temperatuu
sa 50 °C na 450 °C u toku 8 sati a zatim da tu temperature odrzava konstantnom narednih 12
¢asova. Ohladeni uzorak rastvoren je u 2,5 ml HNOj3 (1:1, v/v), filtriran kroz filter papir
(plava traka) i dopunjen dejonizovanom vodom do 50 ml (Radojevi¢ i Bashkin, 1999).

Prednosti suve mineralizacije jesu mogucnost spaljivanja velike koli¢ine uzoraka,
mala potreba za reagensima i pogodnost tehnike za pripremu velikog broja uzoraka.
Nedostaci se ogledaju u gubicima usled zaostajanja na zidovima suda, kontaminaciji od suda
za spaljivanje 1 pe¢i za zarenje, gubitku pepela male gustine usled strujanja vazduha

(otvorena vrata peci za zarenje) i teSkocama pri rastvaranju odredenih metalnih oksida.

Mokra mineralizacija : Zapremina uzorka (pivo, ekstrakti je¢ma i hmelja) od 5 ml je
prenesena U erlenmajer od 50 ml i dodato je 10 ml koncentrovane azotne kiseline i 4 ml 30%
vodonik peroksida ( HNO3:H,0; je 5:2). Tako pripremljen uzorak zagrevan je na 140+10°C
oko 30 minuta. Kada se rastvor ohladi do sobne temperature procediti, preneti u normalni sud
od 25 ml i dopuniti do crte 0,5% HNOs3.

To je relativno brza i jeftina tehnika (primenjuje se oprema koja se koristi u rutinskoj
analizi), a njeni nedostaci su: niske temperature mineralizacije (temperature kljucanja kiseline
ili primenjene smese), rizik od kontaminacije iz laboratorijskog vazduha, potrebna veca

koli¢ina reagenasa, veliki gubici elemenata u tragovima.

3.5. SPEKTROFOTOMETRIJSKA ANALIZA
UV/Vis spektrofotometrija je primenjena za odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidativne aktivnosti primenom DPPH, ABTS i FRAP testa.
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3.5.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u pripremljenim uzorcima koriS¢ena je
modifikovana metoda po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965; Stratil i sar.,2006).
Metoda se zasniva na oksidaciji fenolnih jedinjenja pomocu reagensa, odnosno rastvora
Folin-Ciocalteu. Rastvor Folin-Ciocalteu sadrzi smesu fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline. Ovaj reagens oksidiSe fenolna jedinjenja, a sam se redukuje u smesu volfram-oksida
i molibden-oksida.

Na,WO,/Na;M0o0O; + Fenol — (fenol-MoW11040)*

Mo(VI) (zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)

Rastvor postaje intenzivno plave boje, Ciji je intenzitet srazmeran koli¢ini fenolnih
jedinjenja. Plava boja oksida je stabilna. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski, na
talasnoj duzini A = 760 nm.

Rastvori i reagensi:
o 20% Na,COs,
e Folin-Ciocalteu reagens
e Standardni rastvor galne kiseline

Postupak:

U normalni sud od 10 ml unosi se zapremina uzorka od (0,5 ml ekstrakta je¢ma; 0,1
ml ekstrakta hmelja; 0,25 ml piva). Nakon toga, dodaje se 2,5 ml dejonizovane vode (smeSa
etanol-voda, 50:50 v/v, u slucaju piva), 0,5 ml rastvora Folin-Ciocalteu i 2 ml rastvora
natrijum karbonata (20%). Sud se dopuni do crte vodom (smeSa etanol-voda, 50:50 v/v, u
slucaju piva) i nakon 2 h se meri apsorbanca na talasnoj duzini A = 760 nm, u odnosu na vodu
kao slepu probu.
Proracun:

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora galne
kiseline odreduje se masena koncentracija (pg/ml) polifenolnih jedinjenja koris¢enjem
jednacine prave (A = 0,0855 [GA] + 0,0065, n = 5, r? = 0,9998), i dobijeni rezultati su

izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (mgGAE/g za jeCam 1 hmelj i mgGAE/L za pivo).
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3.5.2. Inicijalni sadrZaj polifenolnih jedinjenja u je¢mu i hmelju (q,)

Maceriran biljni materijal (2 g) je u erlenmajeru od 250 ml preliven sa 100 ml
ekstrakcionog rastvaraca. Ekstrakcija je vrSena postupkom maceracije u toku 120 minuta.
Ekstrakti su odvojeni od ostatka filtriranjem kroz Whatman No. 1 filter papir. Ostatak je
ekstrahovan dva puta istim svezim rastvaratem a dobijeni ekstrakti su spojeni. Ekstrakti su
zatim koncentrovani i iz njih je uklonjem rastvara¢ na snizenom pritisku na 45°C pomocu
vakuum uparivaca (BUCHI Rotavapor R-200). Osuseni, suvi i koncentrovani ekstrakti su
rastvoreni u ekstrakcionom rastavaracu do analize. OsuSeni ekstrakti su pripremljeni tri puta,

a rezultat je izrazen kao srednja vrednost.

3.5.3. SadrZaj polifenolnih jedinjenja u zasicenim tecnim ekstraktima jeCma i
hmelja (Crax)

Maceriran biljni materijal (2 g) je u erlenmajeru od 250 ml preliven sa 100 ml
ekstrakcionog rastvaraca. Ekstrakcija je vrSena postupkom maceracije u toku 120 minuta.
Tecni ekstrakt je odvojen kao ranije i1 koriSéen za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz daljeg
dela (2 g) biljnog materijala. Ekstrakcija je ponovljena sa tecnim ekstraktom. Rastvarac je
uklonjem na rotacionom uparivacu na 45°C. OsuSeni, suvi i koncentrovani ekstrakti su
rastvoreni u ekstrakcionom rastavaracu do analize. OsuSeni ekstrakti su pripremljeni tri puta,

a rezultat je izrazen kao srednja vrednost.

3.5.4. Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

Flavonoidi imaju osobinu da sa metalima grade odgovaraju¢e metalne komplekse (Jia
i sar., 1999). Narodito je vazan kompleks sa A" (Slika 3.1.). Sadrzaj ukupnih flavonoida
odredivan je koriS¢enjem spektrofotometrijske metode koja je zasnovana na formiranju

komlepksa izmedu flavonoida i aluminijuma (Ordom i sar., 2006, Zhishen i sar., 1999).

Slika 3.1. Kompleks AI** jona sa rutinom.
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Rastvori i reagensi:
e 5% NaNO;
o 2% AICI;
e 1mol/L NaOH

e Standardni rastvor katehina i kvercetina (0,5 mg/L)

Postupak:

Reakciona smesa je pripremljena meSanjem zapremine uzorka od (2 ml ekstrakta je¢ma;
0,5 ml ekstrakta hmelja; 0,25 ml piva), 3 ml dejonizovane vode (smesa etanol-voda, 50:50 v/v,
u slucaju piva) i 0,3 ml 5% NaNOz2. Nakon 5min stajanja na sobnoj temperaturi dodato je 3 ml
1% AICI3, nakon 5 minuta jo§ 2 ml 1mol/L NaOH i dejonizovana voda (sme$a etanol-voda,
50:50 v/v, u slucaju piva) do 10 ml. Apsorbanca je merena na A =510 nm (katehin) i A = 360 nm
(kvercetin), u odnosu na dejonizovanu vodu kao slepu probu.
Proracun:

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora katehina
(za analizu je¢ma i hmelja) i kvercetina (za analizu piva) odreduje se koncentracija (ng/ml)
flavonoida koris¢enjem jednacina: (A = 0,02486 [C] - 0,00507, n = 7, r* = 0,9994) i (A =
0,0592 [Q] + 0,8718, n = 5, r* = 0,9992), a zatim se sadrzaj ukupnih flavonoida u polaznom
uzorku izrazava kao mg ekvivalenta katehina na g biljnog materijala + standardna devijacija
(mg CE/g + SD), odnosno mg ekvivalenta kvercetina po L piva + standardna devijacija (mg
QE/L £ SD).

3.5.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH testom
Postupak:

Za DPPH test (Brand-Wiliams i sar., 1995), rastvor DPPH reagensa (1-10™ mol/L) je
pripremljen u metanolu. 5 ml ovog rastvora 1 0,5 ml ekstrakta jeCma ili 0,1 ml ekstrakta
hmelja, odnosno 100 pl piva, je pomeSano u normalni sud od 10 ml koji je dopunjen
metanolom (smesa metanol-voda, 50:50 v/v, u slucaju piva) do crte. Obezbojavanje DPPH
radikala je mereno na 520 nm 30 minuta nakon reakcije, u odnosu na metanol kao referentni
rastvor. Sve probe su radene u tri ponavljanja.

Proracun:
Na osnovu izmerenih razlika apsorbanci AA=Asiepa proba - Auzorak, Sa Kalibracione krive

standardnog rastvora troloksa odredena je ukupna antioksidativna aktivnost u pmol/ml
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koris¢enjem jednacine prave (AA = 0,0313 [T] - 0,01, n = 5, r* = 0,9998), a zatim je ukupna
antioksidativna aktivnost u polaznom uzorku izrazena kao pmol ekvivalenta troloksa na gram

biljnog materijala za je¢am i hmelj (umolTE/g), odnosno mmolTE/L za uzorke piva.

3.5.6. Odredivanje antioksidativne aktivnhosti ABTS testom
Postupak:

ABTS test je izveden metodom koju su opisali Re (Re i sar., 1999) i Arts (Arts i sar.,
2004) uz male izmene. ABTS je rastvoren u metanolu do koncentracije 710 mol/L. ABTS
radikal katjon nastaje kao proizvod reakcije izmedu ABTS rastvora i 2,4 +10™ mol/L K,S;0g
Nakon stajanja u mraku na sobnoj temperaturi 12-16 sati pre upotrebe. Rastvor ABTS+: je
razblazen metanolom do aposrobance od 0,7 £ 0.02 na 734 nm. 0,1 ml ekstrakta jecma i
hmelja, odnosno 100ul uzorka piva, je pomeSano sa 3,9 ml rastvora ABTS radikal katjona.
Nakon 6 minuta reakcije na sobnoj temperaturi meri se smanjenje apsorbance na 734 nm
(AA=Apank-A).

Proracun:

Rezultati su predstavljeni na slede¢i nacin: TEAC (antioksidativni kapacitet
ekvivalenta troloksa), izraCunat iz standardne krive za troloks (AA = 0,0262 [T] - 0,0154, n =
5, r> = 0,9975, gde je [T] koncentracija troloksa u pmol/ml) i izraZen kao pmol ekvivalenta
troloksa na gram biljnog materijala za jecam i1 hmelj (umolTE/g), odnosno mmolTE/L za

uzorke piva.

3.5.7. Odredivanje antioksidativne aktivnosti FRAP testom
Postupak:

FRAP test je izveden po proceduri koju su opisali Benzie i Strain (Benzie i Strain,
1996). Odredena zapremina ekstrakta (5 ml ekstrakta za jeCam, 1 ml ekstrakta za hmelj 1 100
pl uzorka piva) pomeSana je dejonizovanom vodom, a zatim je dodato 2,1 ml sveze
pripremljenog FRAP reagensa (25 ml acetatnog pufera, 0,3 M, pH 3,6 + 2,5 ml 10 mM TPTZ
u 40 mM HCI + 2,5 ml 20 mM FeCl;3). Nakon inkubacije od 5 min na 37°C merena je
apsorbanca na 595 nm. FRAP reagens je termostatiran na 37°C pre upotrebe.
Proracun:

Koncentracija Fe®* (uM) ekvivalenata u svakom ekstraktu o€itana je direktno sa

kalibracione krive i preradunata pomoéu jednadine prave (A = 0,02344 [Fe?'] + 0,00702, n =

67



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

6, I’ = 0,9999) kao ekvivalent gvozda(Il) na g biljnog materijala (umolFE/g), odnosnho

mmolFE/L za uzorke piva.

3.5.8. HPLC analiza ekstrakata

Tecna hromatografija sa UV/Vis i fluorescentnim detektorom visoke rezolucije (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) primenjena je za razdvajanje i kvantifikaciju
fenolnih jedinjenja u pripremljenim uzorcima. Izvrsen je razvoj HPLC metode pri cemu su
slede¢i parametri pokazali najbolje rezultate.

Za analizu ekstrakata je¢ma i hmelja hromatografsko razdvajanje izvrSeno je na
Eclipse XDB-C18 koloni (4,6mm x 150 mm) uz sistem rastvaraca: A — (H,0 + 5% HCOOH)
i B - (80% HCN + 5% HCOOH + H20). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom
sledeceg linearnog gradijenta: 0-28 min, 0% B; 28-35 min, 25% B; 35-40 min, 50% B; 40-45
min, 80% B, i na kraju poslednjih 10 min ponovo 0% B. Protok mobilne faze je iznosio 0,8
ml/min. Injektovano je 5 pl rastvora uzorka, automatski, koris¢enjem autosemplera. Kolona
je termostatirana na temperaturi od 30°C.

Prilikom analize uzoraka piva hromatografsko razdvajanje izvrSeno je na Eclipse
XDB-C18 koloni (4,6mm x 150 mm) uz sistem rastvara¢a: A — (acetonitril) i B - (0,1%
HCOOH + H,0). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledeéeg linearnog
gradijenta: 0 min, 10% A; 15 min, 10% A; 35 min, 30% A. Protok mobilne faze je takode
iznosio 0,8 ml/min i kolona je termostatirana na temperaturi od 30°C. Injektovano je 20 pl
rastvora uzorka, automatski, kori§¢enjem autosemplera.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku
komponentu. Koris¢eni su standardi: Kkatehina, epikatehina, kvercetina, kvercetin-3-
galaktozida, kvercetin-3-rutinozida, kvercetin-3-glukozida, kemferola, kemferol-3-glukozida,
p-kumarne, hlorogenske, ferulne, kafene, galne, protokatehinske, 4-hidroksibenzoeve, 2,5-
dihidroksibenzoeve, vanilinske, sinapinske 1 salicilne kiseline. Kvantitativno odredivanje
komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg standarda. Za svaki pojedinacni standard je
pripremljen osnovni rastvor standarda masene koncentracije 1,0 mg/ml, rastvaranjem u 10%
rastvoru metanola. Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu dobijenih
povrSina u zavisnosti od masene koncentracije standarda. Iz dobijene jednacine linearne

zavisnosti izraunate su masene koncentracije komponenti u uzorcima. Za komponente u
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uzorcima za koje nije bio dostupan standard, kvantifikacija je izvrSena na osnovu
kalibracione krive, po strukturi odgovarajuceg standarda.

Sve analize su izvr$ene u tri ponavljanja.

3.5.9. ICP-OES metoda
ICP-OES metoda je koriS¢ena za kvalitativnu i kvantitativhu analizu uzoraka,
pripremljenih postupkom mineralizacije, na sadrzaj metalnih jona.
Rastvori i reagensi:
e multi standard — Ultra scientific analytical solution USA,
e HCI (1:1),
e argon 5.0 (99,999% cistoce).

Parametri metode:
e snaga RF generator — 1150 W,
e brzina pumpe — 50 rpm,
e protok gasa za hladenje — 12 L/min,
e protok rasprSivaca gasa — 0,7 L/min,
e pravac posmatranja plazme — aksijalni,
e vreme ispiranja— 30,
e tri probe za svaki uzorak,

e prikaz rezultata u ppm sa Cetiri znacajne cifre.

Za svaki element €iji sadrzaj je bilo potrebno odrediti, formirana je metoda tako $to je
izvrSen izbor odgovarajuc¢ih parametara metode 1 odabirom viSe talasnih duzina. U cilju
konstruisanja kalibracione prave koja daje zavisnost relativnog intenziteta signala na
odgovarajucoj talasnoj duzini u funkciji od koncentracije analita, snimana je slepa proba
(dejonizovana voda) 1 dva rastvora standarda razli¢itih koncentracija dobijenih
razblaZivanjem osnovnog, referentnog standarda. Za svako merenje radene su po tri probe.

Izbor najbolje, pa samim tim i radne talasne duZine vrSen je na osnovu relativnog
intenziteta signala kao mere osetljivosti metode, greSaka na odzivu standarda kao i na osnovu

veli¢ine interferiranja prisutnih elemenata u ovakvom realnom uzorku.
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4.1. KINETIKA | SASTAV EKSTRAKATA JECMA

JeCam je osnovna sirovina za dobijanje piva, odnosno za dobijanje slada. Drobljenje
slada predstavlja mehanicku pripremu slada za ekstrakciju. Glavni zadatak drobljenja slada je
olakSavanje i ubrzavanje fizickih i biohemijskih procesa rastvaranja sadrzaja zrna u toku
ukomljavanja, radi maksimalno moguceg prevodjenja ekstraktivnih materija u vodeni rastvor,
tj. sladovine.

Cilj ovog dela istrazivanja bio je da se odrede optimalni uslovi ekstrakcije fenolnih
jedinjenja i mineralnih materija iz jema. Definisanje optimalnih uslova ekstrakcije bazirace
se na postizanju maksimalne koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja ili mineralnih materija uz
primenu etanola kao rastvaraca. BiCe ispitana kinetika ekstrakcije, a potom, na osnovu
eksperimentalnih rezultata kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja, izvrSice se modelovanje
ekstrakcionog sistema jeCam-maceracija primenom dva modela.

Budu¢i da kvalitet jema moze znacajno varirati u zavisnosti od podrucja gde se gaji,
potrebno je bilo odrediti i sadrzaj mineralnih materija u je¢mu, kao 1 sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja, flavonoida i antioksidativne aktivnosti ekstrakata vise razli¢itih uzoraka je¢ma,

dobijenih pri predhodno odabranim optimalnim uslovima ekstrakcije.

4.1.1. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz jecma
Optimalne uslove ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz je¢ma odredili smo variranjem
koncentracije etanola, koncentracije kiseline HCI, solvomodula, vremena i temperature

ekstrakcije uz primenu postupka maceracije. U Tabeli 4.1. je dat pregled uslova ekstrakcije.

Tabela 4.1. Ispitivani parametri i njihovi intervali vrednosti za ekstrakciju fenolnih jedinjenja
iz jecma.

Parametar Interval
Koncentracija etanola, % 20, 30, 50, 70, 90
Koncentracija HCI, % 0,0.1,1,5
Solvomodul, V/m 15, 20, 25, 30
Vreme ekstrakcije, min 20, 40, 80, 120
Temperatura ekstrakcije, °C 25, 35, 45

Primenom Folin-Ciocalteu-ove spektrofotometrijske metode (Singleton i Rossi, 1965)

odreden je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima.
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4.1.1.1. Odredivanje optimalnih uslova za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz jeCma

Za ispitivanje je koriS¢en jeCam koji je neposredno pre eksperimenta samleven na
mlinu. Mlevenjem je¢ma je dobijen materijal sa srednjim pre¢nikom usitnjenosti manjim od
0,6 mm.

Na Slici 4.1. je prikazana zavisnost sadrzaja ukupnih fenola od koncentracije etanola.
Rezultati pokazuju da se bolji ekstrakcioni kapacitet postize primenom binarnog sistema
rastvaraCa tj. vodenih rastvora etanola, ali se sa porastom udela organskog rastvaraca u
vodenim rastvorima ekstrakcioni kapacitet smanjuje. Moze se takode videti da je najveci
sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu koncentracije etanola 30% (v/v), §to je 1 o€ekivano jer se
radi o najpolarnijem rastvaracu. Ova koncentracija etanola je odabrana za dalja ispitivanja.

Da se prilikom ekstrakcije suvog biljnog materijala bolji rezultati dobijaju primenom
ekstragensa sa ve¢im udelom vodene faze u rastvaracu dokazali su i drugi autori (Meneses i
sar., 2013). Prisustvo i1 udeo vode u organskoj fazi ima znac¢ajnu ulogu, jer voda pojacava
proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala. Bimark i sar.
(2011) su pokazali da je dodatak vode u etanol povecao polarnost rastvaraca i da je
ekstrahovano vise flavonoidnih jedinjenja iz mente nego primenom ¢istog etanola. Meneses i
sar. (2013) su ispitivali uticaj koncentracije etanola na ekstrakciju antioksidativnih fenolnih
jedinjenja iz je¢ma u intervalu od 20 do 100%, pri ¢emu je najbolje rezultate pokazao ekstrakt

dobijen 40% etanolom.
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Slika 4.1. Uticaj koncentracije etanola na ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma (vreme
ekstrakcije: 120 minuta, solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim
slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

U cilju ispitivanja uticaja koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline na efikasnost

ekstrakcije, menjali smo koncentraciju Kkiseline, dok su ostali uslovi ekstrakcije bili
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konstantni. Sa Slike 4.2. se vidi da se najpre sadrzaj ukupnih fenola bitno ne menja sa
povecanjem kiselosti ekstragensa, a da potom naglo raste pri koncentraciji kiseline od 5%, pa
je stoga u daljem radu upotreblajvana ta koncentracija kiseline. Je¢am je prema literaturnim
podacima (Bonoli i sar., 2004; Maillard i Berset, 1995; Zhao i sar., 2006) bogat izvor
fenolnih kiselina. Fenolne kiseline su prisutne u nerastvornom obliku, tj. u obliku estara ili
glikozidnih kompleksa, pa se njihova ekstrakcija osim primene organskog rastvaraca ,
sprovodi u kombinaciji sa kiselom ili baznom hidrolizom. Dodatkom baze ili kiseline dolazi
do hidrolize i oslobadanja vezanih fenolnih kiselina, ali i do hidrolize nekih drugih

nestabilnih jedinjenja (Roberts, 2003), $to dovodi do povecanja vrednosti za ukupne fenole.
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Slika 4.2. Uticaj koncentracije kiseline na ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma (vreme
ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%; solvomodul: V/m=20; t=25°C).
Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov
test visestrukih intervala.

Na Slicu 4.3. je prikazana zavisnost sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima od
solvomodula. Iz slike se moZe videti da se najve¢a vrednost ukupnih fenola dobija pri
solvomodulu 30 (V/m), te je zbog toga u daljem radu upotreblajvana ova vrednost. Veci
solvomodul tj. ve¢e zapremine rastvaraca za ekstrakciju poveéavaju efikasnost ekstrakcije. U
opsStem slucaju, ekstrakcija Cvrsto-te¢no odvija se u dve faze: najpre kvasenje i bubrenje
materijala, a zatim ekstrakcija, Sto zahteva vece koliine rastvarata. U mnogim sluc¢ajevima
se tokom kvaSenja i bubrenja iz biljne sirovine mogu ekstrahovati odredene koliCine
supstanci, pa ovaj proces treba uklopiti u proces ekstrakcije (Ponomarev, 1976). Pri
ekstrakciji znacajna koli€ina rastvaraca je adsorbovana sirovinom, tako da bubrenje utice na
sam proces ekstrakcije. ,,Puna” adsorptivnost, koja predstavlja ukupnu koli¢inu rastvaraca
adsorbovanu od strane sirovine i zadrZzanu na povrsini i medu ¢elijama sirovine, zavisi od

stepena usitnjenosti sirovine i1 sa njenim uvecanjem znatno raste. Medutim, ni preveliki
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solvomoduli ne daju dobre rezultate, pa je neophodno odrediti optimalnu vrednost. Zhong
(2012) je ispitivao uticaj solvomodula (10, 20, 30, 40 i 50 VV/m) na ekstrakciju flavonoida iz
voca, 1 pri tome je dobio znatno veéi prinos ekstrakcije pri solvomodulu 40 u odnosu na

solvomodul 30 ili 50 V/m. Pri ve¢em solvomodulu javlja se uticaj razblazenja.
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Slika 4.3. Uticaj solvomodula na ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma (vreme ekstrakcije: 120
minuta; koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%; t=25°C). Vrednosti
oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test

viSestrukih intervala.
Ispitivanjem uticaja vremena eckstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima

(Slika 4.4.), vidi se da sadrzaj ukupnih fenola raste sa vremenom ekstrakcije u celom

ispitivanom vremenskom intervalu, te je stoga u daljem radu vreme maceracije od 120 minuta

drzano konstantnim.
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Slika 4.4. Uticaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma (koncentracija
etanola: 30%, koncentracija kiseline: 5%, solvmodul: V/m=30; t=25°C). Vrednosti oznacene
razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih
intervala.

Pri optimalnim uslovima ekstrakcije (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija

etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%; solvmodul: V/m=30), pra¢ena je zavisnost sadrzaja
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ukupnih fenola od temperature (Slika 4.5.). Sa porastom temperature povecava se 1 sadrzaj
fenolnih jedinjenja u ekstraktima usled povecanja rastvorljivosti ekstraktivnih jedinjenja i
usled povecanja brzine difuzije, tj. usled veceg prenosa mase, $to je u skladu sa rezultatima
drugih autora (Sant’ Anna i sar., 2012). Medutim, mnoga fenolna jedinjenja vrlo lako
podlezu oksidaciji. Predugo vreme ekstrakcije 1 visoka temperatura povecavaju mogucnost
oksidacije fenolnih jedinjenja Sto dovodi do smanjenja udela fenolnih jedinjenja u ekstraktu.
During i sar. (2007) su istrazivali uticaj vodenih rastvora etanola na efikasnost ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz Zalfije i pri tome su varirali vreme trajanja (1 do 6 sati) i temperaturu
ekstrakcije (22 do 63°C). Najbolji rezultati su postignuti pri temperaturi ekstrakcije od 40°C i
vremenu ekstrakcije od 1 do 3 sata, $to je potpuno u slkadu sa nasim rezultatima. Do sli¢nih

rezultata su dosli i drugi autori (Uma i sar., 2010).

o
o 1,45 a
3
1) b
£ 1,4
S 1,35 ¢
S
(=
= 13
S
= 1,25
25 35 45
Temperatura

Slika 4.5. Uticaj temperature ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma (vreme
ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%; solvmodul:
V/m=30). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi
Duncan-ov test visestrukih intervala.

4.1.1.2. Modelovanje kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz jecma

Za modelovanje kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz je¢ma 30% (v/v) etanolom,
primenjena su dva kineticka modela: model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni
materijal i empirijski model Ponomarjeva. U Tabeli 4.2. dat je prikaz koris¢enih kinetickih

modela ekstrakcije.
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Tabela 4.2. Kineticki modeli ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala.

Kineti¢ka jednacina Linearna transformacija

Model zasnovan na

. —(1. .okt . — hY . L.
nestacionarnoj difuziji 4i/Go= (1-) -€ In(Gi/do) = In(1-b) - k-t

Empirijski model o .
Ponomarjeva 1—(ai/q0) = b + k-t

b — koeficijent brze ekstrakcije (ispiranja); k — koeficijent spore ekstrakcije; g; - koli¢ina ekstraktivnih materija prisutnih u
biljnom materijalu posle odredenog vremena ekstrakcije; o - koli¢ina ekstraktivnih materija prisutnih u biljnom materijalu

na pocetku.

Da bi odredili kinetiku ekstrakcije fenolnih jedinjenja ispitivali smo promenu sadrzaja
ukupnih fenola sa vremenom ekstrakcije pri konstantnoj temperaturi.

Na Slici 4.6. prikazane su promene sadrzaja ukupnih fenola u toku ekstrakcije na
temperaturama od 25, 35 i 45°C, dok su vrednosti date u Tabeli 8.1. (Prilog). Sa slike se vidi
da se ekstrakcija fenolnih jedinjenja odigrava u dve faze. Na pocetku, fenolne komponente
koje se nalaze na povrSini Cestica je¢ma rastvaraju se u kratkom vremenskom periodu (za
dvadesetak minuta). U ovoj fazi, poznatoj kao ispiranje ili brza ekstrakcija, rastvara se veci
deo ekstrahovanih fenolnih jedinjenja. Kasnije, sadrzaj fenolnih jedinjenja sve sporije raste,
kao rezultat difuzije ekstrahovanih jedinjenja iz unutrasnjosti ¢estica je¢ma. U ovoj fazi spore

ekstrakcije sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima dostize najvecu vrednost.
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Slika 4.6. Promena sadrzaja ukupnih fenola sa vremenom ekstrakcije pri optimalnim
uslovima ekstrakcije jecma (koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%;
solvmodul: VIm=30) na temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A) 45+0.1°C.

Na osnovu pocetne vrednosti sadrzaja ukupnih fenola (qp), za slucaj maceracije 30%
etanolom sa 5% HCI (procedura data u delu 3.5.2.), koji iznosi 1,585 mgGAE/g, i na osnovu

jednacina prikazanih u Tabeli 4.2., izraCunati su kineticki parametri ekstrakcije fenolnih
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jedinjenja iz jeCma. Slika 4.7. predstavlja graficki prikaz proratuna kinetickih parametara

ekstrakcije Cvrsto-te¢no po modelu zasnovanom na nestacionarnoj difuziji.

In(@i/go).1

Slika 4.7. Zavisnost In(gi/q,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih fenola
iz jecma (koncentracija etanola: 30%, koncentracija kiseline: 5%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45%0.1°C (model zasnovan na
nestacionarnoj difuziji).

Analizom vrednosti koeficijenta ispiranja (b), koji se izraCunava iz odsecka
pravolinijskog dela zavisnosti na ordinati za t = 0, i koeficijenta spore ekstrakcije (k), koji se
izraCunava i1z nagiba zavisnosti (Tabela 4.3.), moze se zakljuciti da se najvece vrednosti
kinetickih parametara postizu za optimalne uslove ekstrakcije pri 45°C.

Na Slici 4.8. je prikazana zavisnost 1 - gi/qo od vremena na osnovu empirijskog
modela Ponomarjeva, za slucaj ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz jeCma, pod optimalnim
uslovima na temperaturama 25, 35 1 45°C. Kao i u sluc¢aju jednacine modela zasnovanog na
teoriji nestacionarne difuzije kroz ¢vrst materijal, empirijska jednac¢ina Ponomarjeva vazi

samo u oblasti spore ekstrakcije, jer je zavisnost 1 - ¢i/go 0d vremena linearna.
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Slika 4.8. Zavisnost 1-gi/q, od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih fenola
iz jecma (koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45%0.1°C (empirijski model
Ponomarjeva).

Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) izraCunate po
ovom modelu date su u Tabeli 4.3.

U tabeli su prikazane i vrednosti koeficijenata ispiranja i koeficijenata spore
ekstrakcije na razli¢itim temperaturama. Koeficijenti rastu sa povecanjem temperature zbog
bolje rastvorljivosti ekstraktivnih supstanci i poveéanja koeficijenta difuzije. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Veljkovi¢ i Milenovié, 2002, Amarante
i sar., 2014).

Tabela 4.3. Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) za proces
ekstrakcije ukupnih fenola iz jecma.

Temperatura, K b k, min
298 0,810 0,95-10”
Model zasnovan na 308 0.818 108.10°
nestacionarnoj difuziji ’ : =

318 0,824 1,18-10
. 298 0,754 0,76-10°
Empirijski model 308 0.765 0.89.107

P - ] H

onomarjeva 318 0.773 103-10°

Analiza vrednosti ovih koeficijenata pokazuje da koeficijenti ispiranja i koeficijenti
spore ekstrakcije prema modelu zasnovanom na teoriji nestacionarne difuzije imaju vece
vrednosti od koeficijenata izracunatih prema empirijskom modelu Ponomarjeva. Koeficijent
ispiranja je parametar koji odreduje ceo proces ekstrakcije. Ako je u usitnjenoj sirovini broj

razorenih ¢elija mali, to je proces ekstrakcije usporen i odreden je brzinom difuzije materije
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iz biljnog materijala. Nasuprot, pri uvecanju koli¢ine razorenih ¢elija sledi ubrzanje procesa

ekstrakcije zbog uvecanja koeficijenta ispiranja.

4.1.1.3. Termodinamicki parametri ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz je¢ma

Vrednosti koeficijenata spore ekstrakcije (k) su nam posluzili da odredimo
termodinamicke parametre aktiviranog procesa, dok smo termodinamicke parametre procesa
ekstrakcije odredili na osnovu vrednosti koeficijenata brzine ekstrakcije (ke) koji je odreden
prinosom tokom ekstrakcije.

Na osnovu zavisnosti logaritma koeficijenata spore ekstrakcije izra¢unatih pomocu
modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji i empirijskog modela Ponomarjeva (Tabela
4.3.) u funkeciji recipro¢ne vrednosti apsolutne temperature, dobijene su prave prikazane na

Slici 4.9 iz ¢ijih nagiba (-Ea/R) mozZemo izracunati energiju aktivacije (Tabela 4.4.).

b)
6,7 -6,85 7
6751 691
6,95
.6'8 4
. -7
Z 6851 g
7,05
.6'9 4
14
6,95 1 715 -
'7 T T T T 1 '7,2 T T T T 1
313 318 323 328 33 338 313 318 323 328 333 338
(T 10% (T 109

Slika 4.9. Zavisnost Ink od 1/T za ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma: a) model zasnovan na
nestacionarnoj difuziji; b) empirijski model Ponomarjeva.

Termodinamicki parametri aktivacionog procesa izraCunavaju se iz jednacina:
AH =Ea-RT (18)
AG =AH"-TAS" (19)
gde je AH™ aktivaciona entalpija; AS” - aktivaciona entropija; AG - aktivaciona slobodna

energija (Gibsova energija). IzraCunati termodinamicki parametri dati su u Tabeli 4.4.
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Tabela 4.4. Termodinamicki parametri aktivacionog procesa ekstrakcije ukupnih fenola iz
jecma.

Ea, kJ/mol AH, kJ/mol AS, JJIKmol | AG, kd/mol

Model
zasnovan na
nestacionarnoj
difuziji

8,56 6,08 -357,53 112,62

Empirijski
model 11,97 9,48 -350,45 113,83
Ponomarjeva

Pozitivan znak za AH podrazumeva endotermno stanje izmedu aktiviranog
kompleksa i1 polaznih reaktanata, Sto vodi povecanju brzine ekstrakcije sa povecanjem
temperature. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora. Meziane i Kadi
(2008) su za proces ekstrakcije ulja iz masline dobili vrednost energije aktivacije od 8,56
kJ/mol. Energija aktivacije procesa ekstrakcije flavonola iz zelenog ¢aja se kretala u opsegu
od 30 do 50 kdmol™ (Price i Spitzer, 1994).

Razmatranje termodinamike procesa ekstrakcije je neophodno da bi se zakljuéilo da li
je proces spontan ili ne. Promena Gibsove slobodne energija (AG®), entalpije (AH®) i
entropije (AS®) se izradunavaju koriséenjem sledeéih jednacina:

Ke = Ct/Cmax (20)
AG® = - RT Ink, (21)
Inke = - AHY/RT + AS°R  (22)
gde je ke - koeficijent brzine ekstrakcije, c; - sadrzaj ukupnih fenola u te¢nom ekstarktu na
temperaturi T, a Cmax je sadrzaj ukupnih fenola u zasi¢enom te¢nom ekstraktu (Saxena i sar.,
2012).

Sadrzaj ukupnih fenola u zasi¢enom 30% etanolu sa 5% HCI (cmax) (procedura data u
delu 3.5.3.) , iznosi 18,002 mgGAE/qg.

Jednacina (22) je poznata kao Van’t Hoff-ova jednacéina. Graficka zavisnost Inke 0d
1/T daje pravu iz &ijeg se nagiba dobija vrednost za AH® (Slika 4.10.)

Vrednosti za ke, AG’, AH® i AS® za proces ekstrakcije ukupnih fenola iz jetma,
pomocu 30% rastvora etanola sa 5% HCI, izraCunate su koriS¢enjem jednacina (20)-(22), i
date su u Tabeli 4.5. Na Slici 4.10. prikazana je graficka zavisnost Inke od 1/T za ekstrakciju

ukupnih fenola iz je¢ma.
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Tabela 4.5. Termodinamicki parametri procesa ekstrakcije ukupnih fenola iz jecma.

Temperatura, K Ke, % AG®, kd/mol AH®, kd/mol AS°, J/IKmol
298 80,39 -10,86 2,36 44,39
308 82,92 -11,31
318 85,39 -11,76

4,46 -
4,45 -
4,44 -
4,43 -
2 4,42 °
£ 4,41 A
4,4 -
4,39 -
4,38 -
4,37 T T T T |
3,13 3,18 3,23 3,28 3,33 3,38
1/(T+10%)

Slika 4.10. Zavisnost Inke od 1/T za ekstrakciju ukupnih fenola iz jecma.

Negativna vrednost Gibsove slobodne energije pokazuje da je proces ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz je¢ma spontan. Sa porastom temperature vrednost AG° postaje
negativnija, a proces ekstarkicije efikasniji. Pozitivna vrednost za AH° pokazuje da je
ekstrakcija endoterman i ireverzibilan proces. Rezultati su slicni onima koje su dobili

Topallar i Gecgel (2000) i Saxena i sar. (2012).

4.1.2. Ekstrakcija metalnih jona iz je¢cma

Za odredivanje sadrZaja minerala u ispitivanim ekstraktima kreirane su analiticke
metode za svaki element. Za svaki ispitivani element su izabrane po cetiri talasne duzine sa
najveéim relativnim intenzitetom emisije. Najpre su konstruisane kalibracione prave
koriS¢enjem tri standarda, od kojih su dva pripremljena razblaZivanjem referentnog
multistandarda a tre¢i je bila dejonizovana voda. Radna talasna duZina je izabrana na osnovu
relativnog intenziteta emisije, standardne devijacije nagiba, standardne devijacije odsecka,
korelacionog koeficijenta, interferencije na talasnim duZinama levo i desno od odabrane. U
Tabeli 4.6. prikazane su odabrane talasne duZine za svaki element, korelacioni koeficijent

(R?), limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ).
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Tabela 4.6. Karakteristike metoda kvantitaivnog odredivanja ispitivanih elemenata u

ekstraktima jecma.
LOD" LOQ? Korelacioni
Element ) (nm) (1g/9) (1g/) koeficijent
Al 308,215 0,0053 0,0177 0,9999
As 189,042 0,0025 0,0084 0,9999
B 249,773 0,0006 0,0020 0,9997
Ba 455,403 0,0001 0,0001 0,9999
Ca 422,673 0,0005 0,0017 0,9995
Cd 228,802 0,0002 0,0006 1
Cr 283,563 0,0007 0,0024 0,9998
Cu 324,754 0,0007 0,0022 0,9998
Fe 259,940 0,0005 0,0017 0,9999
K 766,490 0,0019 0,0064 0,9998
Li 670,784 0,0001 0,0002 0,9997
Mg 285,213 0,0002 0,0007 1
Mn 257,610 0,0001 0,0004 0,9999
Na 589,592 0,0008 0,0026 0,9997
Pb 220,353 0,0021 0,0069 0,9999
Se 196,090 0,0030 0,0099 0,9997
Si 251,611 0,0018 0,0059 0,9993
Sr 407,771 0,0001 0,0001 0,9997
Vv 309,311 0,0011 0,0036 0,9998
Zn 213,856 0,0002 0,0006 0,9991

'LOD - granica detekcije, °LOQ — granica kvantifikacije.

Ekstrakcija minerala iz je¢ma vrSena je vodenim rastvorom etanola postupkom

maceracije. U Tabeli 4.7. je dat pregled uslova ekstrakcije.

Tabela 4.7. Ispitivani parametri i njihovi intervali vrednosti za ekstrakciju metalnih jona iz

jecma.
Parametar Interval
Koncentracija etanola, % 30, 50, 70, 90
Koncentracija HCI, % 0,01,1,5
Solvo modul, V/m 15, 20, 25, 30
Vreme ekstrakcije, min 5, 10, 15, 20, 40, 80, 120

4.1.2.1. Odredivanje optimalnih uslova za ekstrakciju metalnih jona iz je¢ma

U cilju odredivanja optimalnih uslova za ekstrakciju minerala iz jeCma ispitan je

uticaj koncentracije etanola, hlorovodoni¢ne kiseline, solvomodula i vremena ekstrakcije.

Svi odredivani minerali podeljeni su u Cetiri grupe (Dancié, 2012):

- esencijalni makrominerali (kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum)

- esencijalni u tragovima (gvozde, bakar, mangan, cink, hrom i selen)
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- verovatno esencijalni u tragovima (silicijum i vanadijum)
- neesencijalni 1 toksicni (arsen, olovo, kadmijum, aluminijum, bor, litijum, stroncijum i
barijum).

Nadalje ¢emo pratiti promenu sadrzaja minerala tokom ekstrakcije u okviru svake grupe

pojedinacno.

Uticaj koncentracije etanola

Zavisnost sadrzaja esencijalnih makrominerala u etanolnim ekstraktima od

koncentracije etanola je prikazana na Slici 4.11., dok su vrednosti date u Tabeli 8.2. (Prilog).

a) b)
1400 | @ 40 | a o
1200 b . 35 b
. c .
g 1000 g 30 c
& 800 % ig
¥ 600 S
= 400 s
10
200 c
0 0
30 50 70 90 30 50 70 90
Etanol (%) Etanol (%)
c) d)
120 | a 255
a
100 b b 250
£ g0 E s b
v o0 bc
5 60 = 240
< b c
¥ 40 % 235
20 230
0 225
30 50 70 90 30 50 70 90
Etanol (%) Etanol (%)

Slika 4.11. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;,
¢)Ca i d)Mg u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; solvomodul: V/m=20;
t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi
Duncan-ov test visestrukih intervala.

Na Slici 4.11. vidi se da koncentracija svih elemenata opada sa porastom

koncentracije etanola u rastvaracu za ekstrakciju. Za dalji rad je odabrana koncentracija
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etanola od 30% (v/v) i u daljem ispitivanju optimalnih uslova za ekstrakciju esencijalnih
makroelemenata ova vrednost je odrzavana konstantnom.
Zavisnost sadrzaja esencijalnih minerala u tragovima u etanolnim ekstraktima od

koncentracije etanola prikazana je na Slici 4.12.

a) b)
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£ b b £
@ 2,5 “ 1 d
oo
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1 04
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0 0
30 50 70 90 30 50 70 90
Etanol (%) Etanol (%)
c) d)
3 6 a
a b b
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£ c 3
S 2 d Ea
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= 15 <3
2 'S
¥ 1 x 2
0,5 1
0 0
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Slika 4.12. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Cu; c)Mn; d)Zn,; e)Cr i f)Se u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta, solvomodul:
V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa slike se vidi da je najveéi sadrzaj bakra, mangana i cinka odreden u 30% etanolu,
za gvozde i hrom mogu se koristiti 30% 1 50% ekstragensi s obzirom da ne postoje
signifikantne razlike u sadrzaju izmedu ovih ekstragenasa. U slucaju selena pokazalo se da
50% etanol nije pogodan za ekstrakciju. 30% etanol je odabran kao optimalna koncentracija
rastvaraca za ekstrakciju esencijalnih minerala u tragovima.

Na Slici 4.13. prikazana je zavisnost sadrzaja verovatno esencijalnih minerala u

ekstraktima od koncentracije etanola. Za oba minerala najpogodniji ekstragens je 30% etanol.

a) b)
4,5 a b 1,6 a
4 1,4 b
. 35 ¢ 1,2 d
£ 3 d £
w 2,5 o0
3 2 S 08
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Slika 4.13. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj verovatno esencijalnih minerala u
tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta, solvomodul:
V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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toksi¢nih minerala, a rezultati ispitivanja prikazani su na Slici 4.14.
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Slika 4.14. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)As,; b)Pb;,
c)Cd; d)Al; e)B; f)Li; Q)Sr i h)Ba u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta;
solvomodul: V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
Sa slike se vidi da je optimalna koncentracija etanola 30% (v/v) za sve ispitivane

neesencijalne i toksi¢ne metale.

Uticaj koncentracije kiseline
U daljem radu ispitivan je uticaj koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline u 30% etanolu
na sadrZaj slede¢ih minerala:
- esencijalni makrominerali (kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum)
- esencijalni u tragovima (gvozde, bakar, mangan, cink, hrom i selen)
- verovatno esencijalni u tragovima (silicijum i vanadijum)
- neesencijalni 1 toksicni (arsen, olovo, kadmijum, aluminijum, bor, litijum, stroncijum i
barijum).
Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih
makrominerala u ekstraktima su dati na Slici 4.15., dok su vrednosti date u Tabeli 8.3.
(Prilog).
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Slika 4.15. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;
¢)Ca i d)Mg u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa Slike 4.15. se vidi da je za ekstrakciju K, Na, Ca i Mg najpogodniji ekstragens
30% etanol sa 5% HCI.
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Slika 4.16. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Cu; c)Mn; d)Zn; e)Cr i f)Se u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta,
koncentracija etanola: 30%, solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim
slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Slika 4.16. pokazuje da je za ekstrakciju Fe, Zn i Se najpogodniji 30% etanol sa 5%

HCI, dok selenu odgovara i1 ekstragens sa 1% kiseline. Za ekstrakciju Cr se moze koristiti
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30% etanol sa 0,1, 1 ili 5% HCI, a za ekstrakciju Mn 30% etanol sa 1% HCI, dok bakru
odgovara neutralni ekstragens.
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Slika 4.17. Uticaj koncentracije kiseline na sadrZaj verovatno esencijalnih minerala u
tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija
etanola: 30%, solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Slika 4.17. pokazuje da je efikasnost ekstrakcije Si i V najveéa koris¢enjem 30%
etanola sa 5% HCI kao ekstragensa.

Slika 4.18. prikazuje zavisnost sadrzaja As, Pb, Cd, Al, B, Li, Sr 1 Ba u ekstraktima u
zavisnosti od koncentracije kiseline.
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Slika 4.18. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)As; b)Pb;
c)Cd; d)Al; e)B; f)Li; g)Sr i h)Ba u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta;
koncentracija etanola: 30%, solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim
slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa Slike 4.18. se vidi da je 30% etanol sa 5% HCI najpogodniji ekstragens za
ekstrakciju As, Pb, Al, Li, Sri Ba.
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Uticaj solvomodula

Pri odabranoj koncentraciji etanola (30%) i HCI (5%) ispitan je uticaj solvomodula za

slede¢e minerale:

esencijalne makrominerale (kalijum, natrijum, kalcijum i magnezijum)

esencijalne u tragovima (gvozde, cink, hrom i selen)

verovatno esencijalne u tragovima (silicijum i vanadijum)

neesencijalne i toksi¢ne (arsen, olovo, aluminijum, litijum, stroncijum i barijum).
Rezultati ispitivanja uticaja solvomodula na sadrzaj ovih minerala u ekstraktima

prikazani su na Slikama od 4.19. do 4.22. (svi podaci su dati u Tabeli 8.4. u Prilogu).
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Slika 4.19. Uticaj solvomodula na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na, c¢)Ca i
d)Mg u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
koncentracija kiseline: 5%, t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Slika 4.20. Uticaj solvomodula na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe; b)Zn;
¢)Cr i d)Se u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%,
koncentracija kiseline: 5%; t=25°C). Vrednosti 0znacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Slika 4.21. Uticaj solvomodula na sadrzaj verovatno esencijalnih minerala u tragovima:
a)Si; b)V u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta, koncentracija etanola: 30%;
koncentracija kiseline: 5%, t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Slika 4.22. Uticaj solvomodula na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)As; b)Pb; c)Al; d)Li;
e)Sr i f)Ba u ekstraktu jecma (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
koncentracija kiseline: 5%, t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Slike pokazuju da je u svim sluc¢ajevima solvomodul 30 (V/m) najpogodniji za

ekstrakciju.

Uticaj vremena ekstrakcije

Pri optimalnim uslovima ekstrakcije metalnih jona (30% etanol sa 5% HCI (v/v), 30
(V/m) solvomodul) ispitan je uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn,
Cr, Se, Si, V, As, Pb, Al, Li, Sr i Ba. Rezultati ispitivanja su prikazani na Slikama 4.23 -
4.26., odnosno u Tabeli 8.5. (Prilog).
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Slika 4.23. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;
¢)Ca i d)Mg u ekstraktu jecma (koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%;
solvomodul: V/m=30; t=25°C).

Slika 4.23. pokazuje da se najveci sadrzaj K, Na, Ca i Mg postize nakon 120 minuta
ekstrakcije.
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Slika 4.24. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Zn; c)Cr i d)Se u ekstraktu jecma (koncentracija etanola: 30%; koncentracija kiseline: 5%;
solvomodul: V/m=30; t=25°C).

Slika 4.24. pokazuje da se najve¢i sadrzaj Zn i Cr postize nakon 120 minuta

ekstrakcije, dok je za Fe i Se dovoljno 80 minuta za ekstrakciju.
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Slika 4.25. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrZaj verovatno esencijalnih minerala u

tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu jecma (koncentracija etanola: 30%;, koncentracija kiseline:
5%; solvomodul: V/Im=30; t=25°C).

Slika 4.25. pokazuje da je za ekstrakciju Si i V potrebno 120 minuta, dok se na Slici

4.26. vidi da je za Pb, Al i Sr potrebno isto vreme ekstrakcije. U slu¢aju As, Li i Ba dovoljno
vreme maceracije je 80 minuta.
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Slika 4.26. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)As; b)Pb; c)Al;
d)Li; e)Sr i f)Ba u ekstraktu jecma (koncentracija etanola: 30%, koncentracija kiseline: 5%,
solvomodul: V/m=30; t=25°C).
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4.1.2.2. Koeficijenti ekstrakcije metalnih jona iz jecma

Mineralni sastav ekstrakata jeéma dobijenih pri optimalnim uslovima ekstrakcije
predstavljen je u Tabeli 4.8. Dobijen je sadrzaj elemenata K, Na, Ca, Mg, Zn, Cr, Si, V, Pb,
Al i Sr nakon 120 minuta ekstrakcije, kao i sadrzaj Fe, Se, As, Li i Ba nakon 80 minuta
ekstrakcije. Svaki rezultat predstavlja srednju vrednost + standardna devijacija.

Ako se koli¢ina metala koja se nalazi u ekstraktu (Cj— racunato kao pg po gramu suve
materije) podeli koli¢inom metala u je¢mu od koga je napravljen ekstrakt, pripremljenog po
proceduri datoj u delu 3.4.3. (co - takode racunato kao pug po gramu suve materije), dobija se
procenat ekstrakcije datog metala pri odabranim optimalnim uslovima ekstrakcije: 30%
etanol, 5% HCI, solvomodul 30 (V/m) i t=25°C (Tabela 4.8.). Tako se ovi metali mogu
podeliti na (Szywczycha-Madeja i sar., 2012):

- visoko ekstraktibilne (procenat ekstrakcije je veci od 55%): Na, Ca, Mg, Se i As

- srednje ekstraktibilne (procenat ekstrakcije je izmedu 20 i 55%): K, Zn, Cr, Si, V,
Pb, Al, Sr, Fe i Ba

- slabo ekstraktibilne (procenat ekstrakcije je manji od 20%): Li.

Oslobadanje metala u ekstraktu zavisi od jacine veze kojom je on vezan za organski
matriks kao i od rastvorljivosti datog metala u 30% etanolu sa 5% HCI. Kod Zitarica, dakle i
kod je¢ma, minerali se prvenstveno nalaze u spoljnom sloju omotaca zrna (K, Ca, Mg, Fe,
Zn, Si), pa se ovom ¢injenicom mogu objasniti relativno visoki koeficijenti ekstrakcije za
ve¢inu metala. pH vrednost ekstragensa ima veliki uticaj na stepen ekstrakcije metala iz
jema. Pri tome, smanjenje pH upotrebljenog ekstragensa povecava ekstrakciju elemenata iz
biljne sirovine zbog povecane rastvorljivosti.

Potvrdu nasih podataka u pogledu transfera metala u ekstraktima dobijamo
poredenjem rezultata sa literaturnim podacima. Koeficijenti ekstrakcije krecu se u opsegu
22,78 — 54,19% za Zn i 35,69 — 67,30% za Pb, §to je u skladu sa nasim rezultatima, dok su
ekstrakcioni koeficijenti za Fe (4,7 — 11,20%) nesto nizi od nasih (30,57%) (Sembratowicz i
Rusinek-Prystupa, 2014). Diaconu i sar. (2012) su za vodene ekstrakte razli¢itih lekovitih
biljaka odredili da se koeficijenti ekstrakcije kre¢u od 19,86 — 42,79% za Fe i od 12,50 —
83,56% za Cr u zavisnosti od matriksa. Randelovi¢ i sar. (2013) su pokazali da koeficijenti
ekstrakcije dosta variraju u zavisnosti od biljnog materijala i postupka pripreme vodenih
ekstrakata i to: 42,89 — 88,86% za Zn, 24,98 — 80,73% za Mn, 5,14 — 23,53% za Fe, 23,02 —
56,90% za Pb i 3,27 — 23,22% za Cu. U ovom radu su dobijene ne§to manje vrednosti
koeficijenata ekstrakcije sa obzirom na manju rastvorljivost metalnih jona u vodeno-

etanolnom ekstragensu, §to je u skladu sa rezultatima drugih autora (Micic i sar., 2013).
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Tabela 4.8. Koeficijenti ekstrakcije pri optimalnim uslovima u odnosu na vrednost dobijenu u

uzorku jecma dobijenog procesom mineralizacije.

Doktorska disertacija

Vreme
ekstrakcije Element Ci Co % ekstrakcije
(min)

K 2518,9+2,1 4692,5+4,5 53,68

Na 49,94+0,11 64,85+0,05 77,00

Ca 280,7+0,3 441,3+0,7 63,61

Mg 611,0+1,2 1031,8+0,6 59,22

Zn 7,494+0,003 22,35+0,02 33,53

120 Cr 0,126+0,001 0,320+0,001 39,37
Si 4,436+0,052 | 11,458+0,009 38,71

\ 3,065+0,021 | 10,393+0,002 29,49

Pb 0,045+0,005 | 0,1063+0,0002 42,45

Al 1,368+0,017 3,543+0,008 38,61

Sr 0,405+0,006 1,050+0,001 38,57

Fe 7,251+0,001 23,72+0,03 30,57

Se 0,148+0,004 | 0,1938+0,0002 76,29

80 As 0,065+0,006 | 0,1075+0,0002 60,18
Li 0,520+0,012 4,443+0,005 11,70

Ba 0,534+0,009 | 1,2550+0,0008 42,55

4.1.3. Sastav i antioksidativna aktivnost ekstrakata jecma

Proces pretvaranja jeCma u slad je najbitniji za proizvodnju piva, dok je za kvalitet
slada odgovoran jeCam. Slad se moze napraviti 1 od drugih Zitarica osim jeCma: mogu se
upotrebiti 1 pSenica, zob ili raz. Zapravo, za neke vrste piva, poput nemackih pSeni¢nih piva,
potreban je pSenicni slad. Medutim, jeCam stvara najviSe Secera, pa se 1 najvise koristi.

U daljem radu odreden je hemijski sastav 1 antioksidativna aktivnost je¢ma,

proizvedenog u Srbiji, da bi se odredio kvalitet ove sirovine u proizvodnji piva.

4.1.3.1. Spektrofotometrijska analiza ekstrakata jecma

Za odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti je¢ma
koriS¢eni su deset razli¢itih uzoraka je¢ma kupljenih u lokalnim marketima. Ekstrakcija je
vrsena pri odabranim optimalnim uslovima prema proceduri opisanoj u delu 3.4.2. Rezultati
spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida i antioksidativne

aktivnosti u etanolnim ekstraktima prikazani su u Tabelama 4.9. i 4.10.
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Tabela 4.9. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u uzorcima jecma.

Ukupni fenoli”

Ukupni flavonoidi”

Uzorak mgGAE/g mgCE/g
1 1,372+0,010 0,664+0,017
2 1,474+0,015 0,602+0,003
3 1,334+0,005 0,586+0,008
4 1,414+0,010 0,554+0,018
5 1,299+0,005 0,619+0,004
6 1,302+0,020 0,498+0,013
7 1,260+0,010 0,465+0,008
8 1,295+0,020 0,643+0,004
9 1,348+0,015 0,625+0,013
10 1,411+0,005 0,492+0,013

“srednja vrednost + SD (n = 3)

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima je¢ma se kre¢e od 1,260 mgGAE/g (uzorak 7) do

1,474 mgGAE/g (uzorak 2). Vrednosti su veée od onih koje su publikovali Bonoli i sar.
(2004) (0,38 mgGAE/g). Zhao i sar. (2008) dobili su vece vrednosti za ukupne fenole od
nasih (2,17-2,56 mgGAE/g). Sli¢ne rezultate nasim dobili su Zhao i sar. (2006), Cije se

vrednosti za ukupne fenole kre¢u od 1,03 do 1,87 mg of GAE/g. Koli¢ina ukupnih fenola u

etanolnom ekstraktu je¢ma iz Kine je 1,75 mgGAE/g (Liu i Yao, 2007).

Sadrzaj ukupnih flavonoida (Tabela 4.10.) u ispitivanim ekstraktima je¢ma krece se

od 0,465 mgCE/g (uzorak 7) do 0,664 mgCE/g (uzorak 1). Bonoli i sar. (2004) su publikovali

nize vrednosti za ukupne flavonoide od nasih.

Tabela 4.10. Antioksidativna aktivnost uzorvaka jecma (DPPH, ABTS i FRAP metoda).

Uzorak DPPH " ABTS” FRAP™
MmMolTE/g HMoITE/g umolFE/g
1 8,799+0,027 7,530+0,065 11,082+0,764
2 9,106+0,028 9,133+0,129 12,165+0,768
3 8,713+0,040 8,400+0,130 7,290+1,536
4 8,9052+0,027 8,858+0,130 13,251+0,768
5 8,665+0,028 7,759+0,065 8,373+1,532
6 8,579+0,040 6,522+0,065 5,664+0,764
7 8,473+0,027 6,728+0,033 6,747+0,768
8 8,319+0,054 6,843+0,065 10,539+1,532
9 8,646+0,028 8,583+0,065 13,791+1,532
10 9,019+0,041 9,568+0,098 14,877+1,532

“srednja vrednost + SD (n = 3)

Relativno stabilan organski

radikal

DPPH se Siroko koristi za odredivanje

antioksidativne aktivnosti Cistih antioksidativnih jedinjenja, kao i kod ekstrakata Zitarica
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(Goupy i sar., 1999). Antioksidativna aktivnost (DPPH) ispitivanih ekstrakata uzoraka je¢ma,
izrazena kao umolTE/g, se kre¢e u opsegu od 8,319 (uzorak 8) do 9,106 (uzorak 2) (Tabela
4.11.). Razlike u pogledu antioksidativne aktivnosti ekstrakata jeéma nisu znacajne. Bonoli i
sar. (2004) su objavili vece vrednosti od nasih (oko 13 pmolTE/g). Sli¢ne i vece vrednosti za
DPPH antioksidativnu aktivnost dobili su Zhao i sar. (2008) (9,33-11,78 umolTE/g).

ABTS je takode organski radikal koji se koristi za odredivanje antioksidativne
aktivnosti pojedinacnih jedinjenja i kompleksnih smesa (Zhou i sar., 2004). Vrednosti za
antioksidativnu aktivnost odredenu pomo¢u ABTS metode, za 10 razli¢itih ekstrakata je¢ma,
kre¢u se od 6,522 (uzorak 6) do 9,568 (uzorak 10) umolTE/g. Zhao i sar. (2008) objavljuju
vece vrednosti od nasih (11,39-11,58 pmolTE/g). Analiza ekstrakata jecma iz Kine pokazuje
nize vrednosti za antioksidativnu aktivnost od nasih rezultata (Zhao i sar., 2006).

Odredivanjem antioksidativne aktivnosti ekstarkata jecma FRAP metodom, dobili
smo vrednosti koje se krecu od 5,664 (uzorak 6) do 14,877 umolTE/g (uzorak 10). Sli¢ne
rezultate za antioksidativnu aktivnost ekstarkata jeéma dobili su Stratil i sar. (2007). Uzorci
jeCma koje su analizirali Pellegrini i sar. (2006) pokazali su vecu aktivnost (18,97

MmMOITE/g).

4.1.3.2. ICP-OES analiza mineralnog sastava jecma

Niska granica detekcije i Siroki radni opseg za mnoge elemente ¢ine ICP-OES metodu
idealnom za analizu uzoraka biljnog porekla. U cilju odredivanja sadrzaja minerala u
ispitivanim uzorcima je¢ma, izvrSena je priprema uzoraka po proceduri prikazanoj u delu
3.4.3. (suva mineralizacija). U Tabeli 4.11. prikazane su odabrane talasne duzine za svaki

element, koeficijenti korelacije, granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ).
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Tabela 4.11. Karakteristike metoda kvantitaivnog odredivanja ispitivanih elemenata u

Uzorcima jecma.
LOD" LOQ? Korelacioni
Element ) (nm) (1g/9) (1g/) koeficijent
Al 308,215 0,0053 0,0177 0,9999
As 189,042 0,0025 0,0084 0,9999
B 249,773 0,0006 0,0020 0,9997
Ba 455,403 0,0001 0,0001 0,9999
Ca 422,673 0,0005 0,0017 0,9995
Cd 228,802 0,0002 0,0006 1
Cr 283,563 0,0007 0,0024 0,9998
Cu 324,754 0,0007 0,0022 0,9998
Fe 259,940 0,0005 0,0017 0,9999
K 766,490 0,0019 0,0064 0,9998
Li 670,784 0,0001 0,0002 0,9997
Mg 285,213 0,0002 0,0007 1
Mn 257,610 0,0001 0,0004 0,9999
Mo 202,030 0,0006 0,0018 1
Na 589,592 0,0008 0,0026 0,9997
Ni 221,647 0,0006 0,0019 0,9994
Pb 220,353 0,0021 0,0069 0,9999
Sb 206,883 0,0027 0,0091 0,9999
Se 196,090 0,0030 0,0099 0,9997
Si 251,611 0,0018 0,0059 0,9993
Sn 189,989 0,0011 0,0037 1
Sr 407,771 0,0001 0,0001 0,9997
\% 309,311 0,0011 0,0036 0,9998
Zn 213,856 0,0002 0,0006 0,9991

'LOD — granica detekcije, “LOQ — granica kvantifikacije.

Mineralni sastav deset uzoraka je¢ma je odreden ICP-OES metodom i dobijene
vrednosti za 24 elementa (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Sh, Se, Si, Sn, Sr, V i Zn) su prikazane u Tabelama 4.12., 4.13. i 4.14. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri uzastopna merenja.

Tabela 4.12. Sadrzaj makroelemenata (ug/g) u uzorcima jecma.

Uzorak K Na Ca Mg Na/K
1 4692,5+45 | 64,85+0,05 | 441,3+0,7 | 1031,8+0,6 0,014
2 3975,0+0,4 | 74,68+0,11 | 394,3+0,3 | 846,0+0,5 0,019
3 3847,5+2,8 | 79,85+0,04 | 366,8+0,1 | 836,3+0,4 0,021
4 3620,0+0,6 | 47,73+0,05 | 349,8+0,1 | 777,8+0,8 0,013
5 3722,5+1,3 | 54,28+0,04 | 357,5+0,2 | 776,3+0,3 0,015
6 3572,5+1,9 | 60,85+0,04 | 355,5+0,1 | 775,3%0,3 0,017
7 3812,5+2,1 | 68,03+0,03 | 367,8+0,1 | 789,0+0,3 0,017
8 3775,0£3,0 | 69,68+0,04 | 376,8+0,2 | 783,8+0,2 0,018
9 3640,0+1,9 | 83,53+0,09 | 384,5+0,1 | 773,5+0,6 0,023

10 3700,0+1,5 | 60,08+0,04 | 350,0+0,1 | 758,3+0,2 0,016
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U analiziranim uzorcima najzastupljeniji su alkalni (K, Na) i zemnoalkalni (Ca, Mg)
metali, dok su bioloski vazni elementi (Fe, Zn, Mn, Cu) u sledecoj grupi po zastupljenosti.

Iz Tabele 4.12. se moze videti da je u svim uzorcima jeCma sadrzaj kalijuma bio
najveéi u poredenju sa ostalim detektovanim makroelementima (Ca, Mg i Na). Sadrzaj
kalijuma u uzorcima je¢ma krece se u intervalu 3572,5 — 4692,5 ug/g. PSenica gajena u
Poljskoj sadrzi K u intervalu od 3320 — 4100 pg/g (Debski i sar., 2001), dok pSenica gajena u
Kini sadrzi znatno vise (13029 pg/g) (Tang i sar., 2008). Preporuc¢en dnevni unos kalijuma
(Institute of Medicine, 2004) se kre¢e od 0,4 g za odojc¢ad, 3,8 g za decu od 4 - 8 godina do
4,7 g za adolescente, zene 1 muskarce. Kalijum je vazan sastojak ¢elija i telesnih te¢nosti koje
pomazu kontrolu rada srca i1 krvnog pritiska. Sadrzaj natrijuma se krece u intervalu 47,73 —
83,53 pg/g. U radu Shtangeeva i sar. (2011) odreden je sadrzaj ovog elementa koji je u
skladu sa nasim rezultatima. Uz sve savete o smanjenju unosa natrijuma, treba istaéi
¢injenicu da natrijum i kalijum deluju zajedno i da je ustvari bilans ova dva minerala u ishrani
vrlo vazan. Koeficijent odnosa natrijuma i kalijuma (Na/K), izra¢unat na osnovu
preporuc¢enih dnevnih unosa je 0,3 (600 mg za Na i 2000 mg za K dnevno) (Reports of the
Scientific Committete for Food, 1993). Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.12. moze se
videti da su vrednosti za Na/K koeficijente znacajno male za sve uzorke zbog velike
koncentracije kalijuma u svim uzorcima. Sa druge strane najnizi sadrzaj od svih detektovanih
makroelemenata u uzorcima je¢ma je odreden za natrijum.

Sadrzaj kalcijuma u uzorcima je¢ma je u intervalu 349,8 — 441,3 pg/g. Kalcijum je
najobilniji mineral u ljudskom organizmu. Njegove soli direktno uti¢u na ¢vrstinu kostiju i
zuba. U organizmu se nalazi oko 1 kg kalcijuma, od Cega je najveéi deo u kostima.
Magnezijum ima veoma vaznu ulogu u vezivanju kalcijuma za kosti. Takode, on ucestvuje u
regulisanju sranog ritma 1 sniZzavanju nivoa holesterola. JeCam je bogat izvor magnezijuma.
U ispitivanim uzorcima njegov sadrzaj se kre¢e u rasponu od 758,3 do 1031,8 pg/g.

Pregledom radova u kojima su odredivani makroelementi u uzorcima je¢ma moze se
videti da analizirani uzorci je¢ma iz Pakistana pokazuju veéi sadrzaj ovih metala od nasih
(Shar i sar., 2007). Cheng i sar. (2012) su dobili sli¢ne rezultate za sadrzaj Mg i vece
vrednosti za Ca. Nikkhah (2012) je objavio sli¢ne i vece vrednosti za ove metale u je¢mu
(5700 po/g za K, 500 ng/g za Ca i 1200 ng/g za Mg). Uzorci je¢ma iz Kine pokazuju manji
sadrzaj ovih metala (Liu i Zhang, 2010).
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Tabela 4.13. Sadrzaj mikroelemenata (ug/g) u uzorcima jecma: a) Fe, Cu, Mn i Zn; b) Cr,
Se, Si, ViMoic) NiiSn.

a)
Uzorak Fe Cu Mn Zn
1 23,72+0,03 4,460+0,004 13,50+0,01 22,35+0,02
2 21,49+0,02 4,365+0,018 11,95+0,01 19,08+0,02
3 24,87+0,01 4,963+0,002 12,68+0,03 24,00+0,01
4 18,88+0,01 3,043+0,002 10,36+0,01 15,76+0,01
5 19,40+0,01 3,928+0,002 11,11+0,01 16,44+0,01
6 19,18+0,01 3,585+0,003 10,60+0,04 17,00+0,02
7 20,70+0,01 3,790+0,001 11,98+0,07 19,77+0,03
8 19,24+0,01 3,508+0,004 11,94+0,02 18,56+0,01
9 19,13+0,02 3,563+0,004 11,32+0,01 19,12+0,02
10 19,49+1,08 3,053+0,001 11,60+0,03 18,71+0,03
b)
Uzorak Cr Se Si Vv Mo
1 0,320+0,001 | 0,1938+0,0002 | 11,458+0,009 10,393+0,002 | 0,6225+0,0019
2 0,358+0,001 | 0,0963+0,0009 | 9,565+0,013 9,748+0,004 | 0,4500+0,0009
3 0,370+0,003 | 0,0975+0,0006 | 7,853+0,005 9,693+0,001 | 0,5200+0,0005
4 0,385+0,001 | 0,1488+0,0011 | 6,263+0,004 9,413+0,002 | 0,3675+0,0004
5 0,413+0,003 | 0,0225+0,0011 | 5,868+0,002 9,525+0,002 | 0,3850+0,0002
6 0,383+0,001 | 0,0388+0,0001 | 7,058+0,003 9,415+0,001 | 0,3875+0,0004
7 0,383+0,001 | 0,1750+0,0003 | 8,488+0,003 9,745+0,002 | 0,5200+0,0004
8 0,428+0,002 | 0,1850+0,0003 | 9,198+0,008 9,863+0,001 | 0,5475+0,0007
9 0,355+0,001 | 0,1100+0,0003 | 9,933+0,005 9,728+0,002 | 0,5725+0,0001
10 0,410+0,001 | 0,1613+0,0025 | 10,980+0,004 9,703+0,001 | 0,5900+0,0006
c)
Uzorak Ni Sn
1 0,1900+0,0001 | 0,2088+0,0015
2 0,0375+0,0001 | 0,1188+0,0001
3 0,0638+0,0002 | 0,1163+0,0004
4 0,0238+0,0001 | 0,1425+0,0003
5 0,0213+0,0001 | 0,1225+0,0003
6 0,0113+0,0002 | 0,1275+0,0004
7 0,0063+0,0001 | 0,1075+0,0006
8 nd* 0,1613+0,0004
9 0,0450+0,0001 | 0,1163+0,0002
10 0,0275+0,0001 | 0,0788+0,0004

*-nije detektovano

Mikroelementi su neophodni za izgradnju enzima koji u organizmu imaju bitnu ulogu

u svim biohemijskim procesima. Iz grupe mikroelemenata najveci sadrzaj u svim ispitivanim

uzorcima detektovan je za gvozde 1 krece se od 19,13 do 24,87 ng/g. Preporuceni dnevni

unos za Fe se krece od 0,27 mg za odojcad, 10 mg za decu od 4 - 8 godina, 11 mg za

adolescente, 8 mg za muskarce i 18 mg za Zene (Institute of Medicine, 2001). Zitarice sadrze
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veliku koli¢inu gvozda koja se kod pSenice, razi 1 je¢ma kreCe oko 40 pg/g (Jaredic i Vucetic,
1997). Drugi autori su dobili ve¢e vrednosti koncentracije Fe u uzorcima je¢ma (Shar i sar.,
2013; Cheng i sar., 2012; Liu i Zhang, 2010).

Cink je esencijalna komponenta za veliki broj (>300) enzima koji u€estvuju u sintezi i
razgradnji ugljenih hidrata, lipida, proteina i nukleinskih kiselina kao i u metabolizmu drugih
mikronutrijenata. Cheng i sar. (2012) su objavili veoma sli¢ne rezultate (23,31 mg/kg).
Vrednosti sa koncentracije Zn u je¢mu iz Pakistana su vece od nasih (Shar i sar., 2013), dok
su za je¢am iz Kine manje (6-12 mg/kg) (Liu i Zhang, 2010).

Slede¢i po zastupljenosti mikroelemenata je mangan Ciji se sadrzaj u ispitivanim
uzorcima kreée 10,36 do 13,50 pg/g. Najveci izvor mangana su Zitarice, povrée i voda. Shar i
sar. (2007) su objavili slicne rezultate za Mn, dok su vece vrednosti dobili Cheng i sar.
(2012). Kolic¢ine ostalih metala su pratile slede¢i opadajuc¢i niz: V>Si>Cu. Sadrzaj
vanadijuma u uzorcima je¢ma je gotovo isti i krece se od 9,413 do 10,393 pg/g. Preporucena
dnevna doza za V nije odredena (Institute of Medicine, 2001). Njegova uloga u ishrani je
malo poznata, ali se pretpostavlja da utie na stvaranje insulina. Nalazi se u zitaricama,
orasima i korenastom povréu. Sadrzaj Cu se kreé¢e od 3,0425 do 4,9625 pg/g i ove vrednosti
su nize od onih dobijenih od strane drugih autora (Shar i sar., 2013; Liu i Zhang, 2010).
Cheng i sar. (2012) su objavili sliéne rezultate za Cu (4,19 mg/kg). Ostali mikroelementi
(hrom, selen, molibden, nikl i kalaj) su u uzorcima je¢ma prisutni u malim koli¢inama (manje
od 1 pg/g).

Uzorak 8 sadrzi najvecu koli¢inu Cr (0,4275 ng/g), dok se najmanja koli¢ina nalazi u
uzorku 1 (0,3200 pg/g). Nasi rezultati za Cr su manji od rezultata dobijenih za jeCam iz
Pakistana (Shar i sar., 2007). Uzorak 7 sadrzi veoma malu koncentraciju Ni (0,0063 ug/g)
dok je najveca koncentracija u uzorku 1 (0,19 pg/g). Ni nije detektovan u uzorku 8.
Koncentracija Se se kre¢e od 0,0225 (uzorak 5) do 0,1938 pg/g (uzorak 1). U analiziranim
uzorcima je¢ma koncentracija Se je u opsegu od 0,0788 do 0,2088 ng/g. Najvecu koli¢inu Si

sadrzi uzorak 1 (11,4575 ng/g), a najmanju uzorak 5 (5,8675 ng/g).
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Tabela 4.14. Sadrzaj neesencijalnih elemenata (ug/g) u uzorcima jecma: a) As, Pb, Cd, Al i
B; b)Ba, Li, Sri Sb.

a)
Uzorak As Pb Cd Al B
1 0,1075+0,0002 | 0,1063+0,0002 | 0,0475+0,0001 | 3,543+0,008 | 1,8400+0,0057
2 0,0625+0,0004 | 0,0750+0,0003 | 0,0525+0,0002 | 3,220+0,019 | 0,6300+0,0028
3 0,0975+0,0016 | 0,0625+0,0007 | 0,0600+0,0001 | 3,203+0,012 | 0,3075+0,0009
4 0,0650+0,0004 | 0,3438+0,0008 | 0,0350+0,0001 | 3,068+0,009 | 0,2600+0,0008
5 0,0850+0,0004 | 0,0763+0,0004 | 0,0425+0,0001 | 3,218+0,005 | 0,1363+0,0001
6 0,0725+0,0018 nd* 0,0400+0,0001 | 3,290+0,006 | 0,0925+0,0003
7 0,0700+0,0004 | 0,0425+0,0004 | 0,0350+0,0001 | 2,154+0,003 | 0,1438+0,0002
8 0,0575+0,0008 | 0,0550+0,0004 | 0,0313+0,0001 | 2,348+0,005 | 0,1300+0,0001
9 0,100040,0009 | 0,0750+0,0006 | 0,0015+0,0001 | 2,005+0,007 | 0,2250+0,0001
10 0,0400+0,0007 | 0,0350+0,0003 | 0,0019+0,0001 | 2,413+0,006 | 0,2600+0,0007
b)
Uzorak Ba Li Sr Sb
1 1,2550+0,0008 | 4,443+0,005 1,050+0,001 | 0,1300+0,0009
2 0,8325+0,0010 | 0,600+0,001 1,368+0,001 | 0,1100+0,0001
3 0,7400+0,0001 | 0,358+0,001 1,185+0,002 | 0,1025+0,0003
4 0,9575+0,0008 | 2,103+0,002 1,158+0,001 | 0,1986+0,0012
5 0,8450+0,0004 | 2,193+0,001 1,265+0,001 | 0,1413+0,0002
6 0,9150+0,0005 | 7,115+0,005 1,200+0,001 | 0,1913+0,0004
7 0,9700+0,0004 | 5,738+0,003 1,375+0,001 | 0,1175+0,0001
8 1,0000+0,0003 | 6,540+0,003 1,475+0,003 | 0,1625+0,0001
9 1,0650+0,0008 | 6,038+0,008 1,773+0,002 | 0,2263+0,0005
10 0,8675+0,0003 | 3,043+0,002 1,305+0,001 | 0,1750+0,0007

*-nije detektovano

Aluminijum 1 litijjum su metali koji su detektovani u najveéem sadrzaju od svih ostalih

prisutnih neesencijalnih metala u uzorcima je¢ma. Sadrzaj aluminijuma se krece u rasponu od

2,005 do 3,543 pg/g. Ovi rezultati za sadrzaj Al u jeCmu su manji od rezultata iz Pakistana
(Shar i sar., 2013).

U svim ispitivanim uzorcima je¢ma detektovano je prisustvo kadmijuma i arsena, dok

olovo nije detektovano samo u jednom uzorku. SadrZzaj toksicnih metala je jedan od

parametara koji je neophodno odraditi radi ispitivanja zdravstvene ispravnosti namirnica.

Koncentracije olova, kadmijuma 1 arsena se u uzorcima je¢ma nalaze u intervalu (0,0350 -

0,3438; 0,0015 - 0,0600 i 0,0400 - 0,1075 ng/g). Koncentracije teskih metala u uzorcima

je€ma su ispod MDK vrednosti propisanih domacom regulativom. Razlika uzorka sa

najve¢im 1 uzorka sa najmanjim sadrzajem je 9,8 puta za olovo, 40 puta za kadmijum 1 2,7

puta za arsen. Ovakva razlika u sadrzaju detektovanog kadmijuma u istoj vrsti Zitarice, ali sa
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razli¢itog lokaliteta, potvrduje da izduvni gasovi iz industrijskih postrojenja i motornih vozila
mogu dovesti do povecanja sadrzaja kontaminanata u Zzitaricama. Sadrzaji Pb, Cd 1 As jesu
niski u ispitivanim uzorcima je¢ma, ali imajuci u vidu toksican i kumulativni efekat koji ovi
metali mogu imati u ljudskom organizmu, neophodno je stalno pracenje i odredivanje
sadrzaja ovih metala u zitaricama. Shar i sar. (2013) su objavili rezultate za Cd koji su u
opsegu od 0,23 do 0,45 mg/kg. JeCam iz Kine sadrzi slicnu koncentraciju Cd naSim (0,033
mg/kg) (Cheng i sar. 2012). Sli¢ne vrednosti za Pb su dobijene za jeCam iz Kine (Cheng i
sar. 2012).

Uzorak 6 sadrzi najmanju koli¢inu B (0,0925 ng/g), a uzorak 1 najvecu (1,8400 pg/g).
Sadrzaj Ba u ispitivanim uzorcima je¢ma varira u opsegu od 0,7400 (uzorak 3) do 1,2550
Ma/g (uzorak 1). Shar i sar. (2013) su dobili veée vrednosti za Ba. Uzorak 3 sadrzi najmanju
koli¢inu Li (0,3575 pg/g) a najvecu uzorak 6 (7,1150 png/g). Nivo Sb varira izmedu 0,1025 i
0,2263 pg/g. Sr je zastupljen u koncentracijama od 1,0500 (uzorak 1) do 1,7725 pg/g (uzorak
9).
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4.2. KINETIKA | SASTAV EKSTRAKATA HMELJA

U toku proizvodnje piva, vrsi se kuvanje sladovine sa hmeljom, pri ¢emu se
ekstrahuju gorke i aromati¢ne materije. Koli¢ina hmelja koja se dodaje u sladovinu varira od
200 — 500 g po hektolitru piva, Sto zavisi od vise faktora. Na primer, svetla piva u odnosu na
tamna zahtevaju 20 — 30% vise hmelja po hektolitru piva. Razlog je da svetla piva treba da
imaju hmeljnu gor¢inu, dok su tamna piva slabo aromati¢nog ukusa.

U ovom delu rada odredeni su optimalni uslovi ekstrakcije antioksidanasa, ukupnih
fenola, flavonola, fenolnih kiselina i mineralnih materija iz hmelja. Odreden je i mineralni i
fenolni sastav vise razli¢itih uzoraka hmelja.

Ekstrakcija iz hmelja vrsena je vodenim rastvorima etanola postupkom maceracije. U

Tabeli 4.15. je dat pregled uslova ekstrakcije.

Tabela 4.15. Ispitivani parametri i njihovi intervali vrednosti za ekstrakciju antioksidansa iz
hmelja.

Parametar Interval
Koncentracija etanola, % 20, 30, 50, 70, 90
Koncentracija HCI, % 0,01,1,5
Solvomodul, V/m 15, 20, 25, 30
Vreme ekstrakcije, min 20, 40, 80, 120
Temperatura ekstrakcije, °C 25, 35, 45

4.2.1. Ekstrakcija antioksidanasa iz hmelja

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala ispitivanih ekstrakata odreden je merenjem
njihove sposobnosti da redukuju DPPH" radikale (DPPH test) (Brand-Williams i sar., 1995).
Ukupna antioksidativna aktivnost u polaznom uzorku izraZena je kao ekvivalent troloksa po
gramu uzorka. Na osnovu eksperimentalnih rezultata ispitivanja kinetike ekstrakcije izvrSeno

je modelovanje ekstrakcionog sistema hmelj-maceracija primenom dva modela.

4.2.1.1. Odredivanje optimalnih uslova za ekstrakciju antioksidanata iz hmelja

U cilju odredivanja optimalnih uslova za ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja ispitan
je uticaj koncentracije etanola, koncentracije kiseline, solvomodula, vremena i temperature
ekstrakcije na antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata.

Ekstrakcija antioksidanasa iz hmelja sprovedena je primenom binarnih sistema

rastvaraca (20, 30, 50, 70 1 90% vodeni rastvori etanola).
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Zavisnost antioksidativne aktivnosti ekstrakata od koncentracije etanola u ekstragensu
prikazana je na Slici 4.27. Rezultati su pokazali da se sa porastom udela organskog rastvaraca
u vodenim rastvorima ekstrakcioni kapacitet smanjuje. Primenom 30% vodenog rastvora
etanola postignut je najveci ekstrakcioni kapacitet, te je ekstrahovan najveéi maseni udeo
antioksidanasa. Rezultati su u skladu sa istrazivanjima drugih autora, Koji su pokazali da se
bolji ekstrakcioni kapacitet postize primenom binarnog sistema rastvarac¢a. Diankov i sar.
(2011) su sproveli ekstrakciju upotrebom 20, 50 i 70% vodenih rastvora etanola pri ¢emu su

zakljucili da najvecu antioksidativnu aktivnost imaju ekstrakti sa 50% etanolom.
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Slika 4.27. Uticaj koncentracije etanola na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja (vreme
ekstrakcije: 120 minuta, solvomodul: V/m=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim
slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Uticaj kiselosti rastvaraca na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja je ispitan

upotrebom razlic¢itih koncentracija HCI u 30% etanolu kao rastvaracu (Slika 4.28.).
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Slika 4.28. Uticaj koncentracije kiseline na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja (vreme
ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%; solvomodul: V/m=20; t=25°C).
Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov
test visestrukih intervala.
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Rezultati pokazuju da sadrzaj antioksidanasa opada sa porastom koncentacije kiseline
do 1%, a potom opet raste. Medutim kako se najbolji rezultati dobijaju kada u rastvaracu za
ekstrakciju nije dodavana kiselina, to smo u daljem radu koristili 30% etanol bez dodatka
kiseline. Libran i sar. (2013) su pokazali da pri ekstrakciji 75% etanolom, najveéu
antioksidativnu aktivnost pokazuje ekstrakt pri pH=2. Medutim, isti autori su pokazali da u
slucaju ekstrakcije 25% i 50% etanolom optimalna vrednost pH je u intervalu 5,3 — 8,66.

Odnos rastvaraa i Cvrste materije (solvomodul) pokazuje znacajan efekat na

antioksidativnu aktivnost ekstrakta §to je prikazano na Slici 4.29.
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Slika 4.29. Uticaj solvomodula na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja (vreme ekstrakcije:
120 minuta, koncentracija etanola: 30%; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Pri solvomodulu od 30 (V/m) antioksidativna aktivnost je najveéa i iznosi 36,66
umolTE/g. Visoka vrednost solvomodula dovodi do povecanja koncentracionog gradijenta
Sto dalje dovodi do povecanja procesa difuzije koja omogucéava bolju ekstrakciju (Tan i sar.,
2011; Wong i sar., 2013).

Uticaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja je prikazan na Slici
4.30.

I a
w 40 b
E d C
o
£ 30
o
_AE 20
é 10
T
& 0
o
20 40 80 120

t (min)

112



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

Slika 4.30. Uticaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja (koncentracija
etanola: 30%; solvmodul: V/Im=30; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa Slike 4.30. moze se videti da se sa povecanjem vremena ekstrakcije sadrzaj
antioksidanata blago povecava, ali i da se najveca vrednost dobija pri 120 minuta ekstrakcije,
te je nadalje ekstrakcija vrSena u trajanju od 120 minuta.

Na Slici 4.31. prikazan je uticaj temperature na antioksidativnu aktivnost ekstrakta

hmelja.
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Slika 4.31. Uticaj temperature ekstrakcije na ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja (vreme
ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30). Vrednosti
oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test
viSestrukih intervala.

Dosada$nja ispitivanja su pokazala da temperatura ekstrakcije znacajno uti¢e na
ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala (Durling i sar., 2007). Antioksidativna
aktivnost ekstrakata u vodeno-etanolnim ekstraktima znacajno se razlikovala zavisno od
primenjene temperature ekstrakcije, pri ¢emu je veci ekstrakcioni kapacitet izdvajanja
antioksidanasa iz hmelja postignut pri viSoj temperaturi (45°C). Rezultati nasih istraZivanja
su u skladu sa ve¢inom istrazivanja drugih autora. Kosar i sar. (2005) su u biljkama iz
porodice Lamiaceae (bosiljak, ruzmarin, Zalfija i dr.) najve¢i maseni udeo ukupnih fenola
postigli primenom klasi¢ne ekstrakcije pri 60°C sa 50% vodenim rastvorom metanola. Pri
visim temperaturama dolazi do ekstrakcije i drugih jedinjenja, degradacije fenolnih jedinjenja
kao i do povecanog isparavanja i gubitka rastvarac¢a. Alonso-Salces i sar. (2001) su takode
konstatovali da na temperaturama vecim od 60°C dolazi do smanjenja ekstrakcionog
kapaciteta Sto je posledica degradacije fenolnih jedinjenja koja je uzrokovana hidrolizom,

unutra$njim redoks reakcijama i polimerizacijom. Do sli¢nih rezultata su dosli 1 Bucic-Kojic i
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sar. (2011), koji su ispitivali antioksidativnu aktivnost ekstrakata voca 80% etanolom na

temperaturama od 20 do 80°C.

4.2.1.2. Modelovanje kinetike ekstrakcije antioksidanasa iz hmelja
U cilju modelovanja kinetike ekstrakcije antioksidanasa iz hmelja pratili smo promene
antioksidativne aktivnosti sa vremenom ekstrakcije na temperaturama 25, 35 i 45°C, a

dobijene zavisnosti prikazane su na Slici 4.32. (vrednosti date u Tabeli 8.6. u Prilogu).
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Slika 4.32. Promena antioksidativne aktivnosti sa vremenom ekstrakcije pri optimalnim
uslovima ekstrakcije hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (8) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A) 45+0.1°C.

Za modelovanje kinetike ekstrakcije antioksidanasa iz hmelja 30% (v/v) etanolom,
primenjena su dva kineticka modela: model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni
materijal i empirijski model Ponomarjeva. U Tabeli 4.2. dat je prikaz kori§¢enih kinetickih
modela ekstrakcije.

Pocetna vrednost antioksidativne aktivnosti ((o), za slucaj maceracije 30% etanolom
(procedura data u delu 3.5.2.), iznosi 56,79 umolTE/g.

Na Slici 4.33. prikazana je zavisnost In(gi/g,) od vremena ekstrakcije na
temperaturama 25, 35 i 45°C, dobijena po modelu zasnovanom na nestacionarnoj difuziji.
Krive kinetike ekstrakcije su tipicne krive za ekstrakciju iz biljnog materijala sa dva perioda
ekstrakcije. Linearna zavisnost In(qgi/qo) od vremena postoji u kasnijem periodu ekstrakcije
(posle 20 minuta), ali ne u pocetnom periodu gde se uocava odstupanje eksperimentalnih
taCaka od prave linije. Na osnovu modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji odredene su
vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) na tri temperature, koje
su prikazane u Tabeli 4.16.
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Slika 4.33. Zavisnost In(qi/g,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije
antioksidanasa iz hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45+0.1°C (model zasnovan na
nestacionarnoj difuziji).

Na Slici 4.34. je prikazana zavisnost 1-(gi/g,) od vremena na osnovu
empirijskog modela Ponomarjeva, pri optimalnim uslovima ekstrakcije antioksidanasa iz
hmelja. Vrednosti koeficijenata b i k na tri temperature date su u Tabeli 4.16.
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Slika 4.34. Zavisnost 1-(gi/qo) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije

antioksidanasa iz jecma (koncentracija etanola: 30%, solvmodul: V/m=30) na

temperaturama: (e) 25+0.1°C; (m) 35£0.1°C i (A) 45%0.1°C (empirijski model
Ponomarjeva).
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Tabela 4.16. Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) za proces
ekstrakcije antioksidanasa iz hmelja.

Temperatura, K b k, min™

298 0,783 1,31-10”

Model zasnovan na 308 0793 138.10°3

nestacionarnoj difuziji ’ : =3
318 0,799 1,45-10

o 298 0,445 1,75-10°

Empirijski model 308 0,466 1,87-10°

Ponomarjeva 318 0,498 2,15.10°

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.16. vidi se da su koeficijenti ispiranja
dobijeni po modelu nestacionarne difuzije ve¢i od koeficijenata dobijenih po modelu
Ponomarjeva, dok koeficijenti spore ekstrakcije dobijeni po modelu Ponomarjeva imaju vece
vrednosti.

Analizom dobijenih rezultata se vidi da oba kineticka modela mogu biti koris¢ena za
modelovanje procesa ekstrakcije antioksidanasa iz hmelja pomocu 30% vodenog rastvora

etanola.

4.2.2. Ekstrakcija ukupnih fenola iz hmelja

Mnogi autori su pokazali da postoji velika korelacija izmedu sadrZaja ukupnih fenola i
antioksidativne aktivnosti (R>>0,95). Nasa ispitivanja su takode dokazala postojanje visoke
korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola 1 antioksidativne aktivnosti (deo 4.2.7) .Na osnovu
toga se moze zakljuciti da su fenolna jedinjenja (medu kojima su flavonoli i fenolne kiseline)
zasluzna za antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata 1 da osim njih ima veoma malo
drugih jedinjenja odgovornih za opazenu aktivnost. To praktiéno znaci da ¢e odabrani
optimalni uslovi za ekstrakciju antioksidanasa odgovarati i za ekstrakciju fenolnih jedinjenja
iz hmelja. 1z tog razloga smo, polazec¢i od ve¢ odabranih optimalnih uslova ekstrakcije (deo
4.2.1.1.), pristupili modelovanju kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja, flavonola i fenolnih

kiselina iz hmelja.

4.2.2.1. Modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih fenola iz hmelja
Na osnovu podataka (Tabela 8.7., Prilog), prikazana je na Slici 4.35. zavisnost
sadrzaja ukupnih fenola (mgGAE/g) u ekstraktima hmelja sa promenom vremena ekstrakcije

na razli¢itim temperaturama.
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Slika 4.35. Promena sadrzaja ukupnih fenola sa viemenom ekstrakcije pri optimalnim
uslovima ekstrakcije hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A) 45+0.1°C.

Pocetna vrednost sadrzaja ukupnih fenola (go), za slu¢aj maceracije 30% etanolom
(procedura data u delu 3.5.2.), iznosi 17,749 mgGAE/qg.

Na Slici 4.36. prikazana je zavisnost In(qi/q,) (model zasnovan na nestacionarnoj
difuziji), a na Slici 4.36. zavisnost 1-(qi/do) (empirijski model Ponomarjeva), od vremena

ekstrakcije pri razli¢itim temperaturama.

In(@i/do). 1

o] 20 40 60 80 100 120

Vreme (minuti)

Slika 4.36. Zavisnost In(qi/g,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
fenola iz hmelja (koncentracija etanola: 30%, solvmodul: V/m=30) na temperaturama: (®)
2520.7°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45%0.1°C (model zasnovan na nestacionarnoj difuziji).
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Slika 4.37. Zavisnost 1-(gi/q,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
fenola iz hmelja (koncentracija etanola: 30%, solvmodul: V/m=30) na temperaturama: (®)
25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45%0.1°C (empirijski model Ponomarjeva).

Parametri kinetickih jednacina, koeficijent ispiranja (b) i koeficijent spore ekstrakcije
(k) za proces ekstrakcije ukupnih fenola iz hmelja zasnovanih na modelu nestacionarne
difuzije kroz biljni materijal i empirijskom modelu Ponomarjeva prikazani su u Tabeli 4.17.

Tabela 4.17. Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) na
razlicitim tempreraturama za proces ekstrakcije ukupnih fenola iz hmelja.

Temperatura, K b Kk, min™

298 0,791 1,62-10°

Model zasnovan na 308 0.809 176107

nestacionarnoj difuziji ’ : =
318 0,830 1,88-10

L 298 0,475 2,71-10°

Empirijski model 308 0,496 298107

Ponomarjeva 318 0,598 3,02-10°

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.17. vidi da su koeficijenti ispiranja (b)
dobijeni po modelu nestacionarne difuzije ve¢i od koeficijenata dobijenih po empirijskom
modelu Ponomarjeva, dok koeficijenti spore ekstrakcije (k) dobijeni po empirijskom modelu
Ponomarjeva imaju vece vrednosti, Sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u Tabeli 4.16. S
obzirom da se vrednosti koeficijenata b i k, dobijenih za proces ekstrakcije ukupnih fenola
(Tabela 4.17) 1 proces ekstrakcije antioksidanasa (Tabela 4.16.) malo razlikuju, to potvrduje
polaznu pretpostavku da antioksidativna aktivnost hmelja uglavnom potic¢e od fenolnih

jedinjenja prisutnih u njemu.
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4.2.3. Ekstrakcija flavonola iz hmelja

Te¢na  hromatografija  visokih  performansi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) sa UV/Vis detektorom visoke rezolucije primenjena je za
razdvajanje i kvantifikaciju flavonola u pripremljenim ekstraktima hmelja pri optimalnim
uslovima ekstrakcije (30% etanol (v/v), solvomodul 30 (V/m)).

U uzoku hmelja, koji je koris¢en za ispitivanje kinetike, identifikovani su i
kvantifikovani slede¢i flavonoli: kvercetin-3-galaktozid (1), kvercetin-3-rutinozid (2),
kvercetin-3-glukozid (3), kemferol-3-rutinozid (4) i kvercetin (5), kao §to se moze videti sa
hromatograma (Slika 4.72.).

Pocetna vrednost sadrzaja ukupnih flavonola (qp), za slu¢aj maceracije 30% etanolom
(procedura data u delu 3.5.2.), iznosi 2,502 mg/g, dok je sadrZaj pojedina¢nih flavonola dat u
Tabeli 4.18.

Tabela 4.18. Sadrzaj flavonola u ekstraktu hmelja.

Flavonol mg/g
kvercetin-3-galaktozid 0,487
kvercetin-3-rutinozid 0,654
kvercetin-3-glukozid 0,266
kemferol-3-rutinozid 0,534
kvercetin- glikozid 0,561
ukupni flavonoli Qo= 2,502

Iz grupe flavonola dominiraju derivati kvercetina i1 to sa najveéim sadrZzajem
kvercetin-3-rutinozid. Uz derivate kvercetina u znacajnoj koli¢ini je zastupljen i derivat
kemferola i to kemferol-3-rutinozid. Navedeni flavonoli su i prema drugim autorima

karakteristi¢ni za hmelj (Magalhaes i sar., 2010; Alekseeva i sar., 2004).

4.2.3.1. Modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih flavonola iz hmelja

U ekstraktima hmelja dobijenih pri optimalnim uslovima ekstrakcije (30% etanol
(v/v), solvomodul 30 (V/m)) nakon 1, 5, 10, 15, 20, 40, 80 i 120 minuta maceracije na
temperaturama od 25, 35 1 45°C, odredeni su sadrzaji pojedinacnih flavonola. Na osnovu
podataka (Tabela 8.8, 8.9. i 8.10., Prilog) prikazane su na Slikama 4.38. — 4.40. zavisnosti
sadrzaja pojedinacnih flavonola u ekstraktima hmelja sa promenom vremena ekstrakcije na

razli¢itim temperaturama.
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Slika 4.38. Promena sadrzaja (mg/g) pojedinacnih flavonola: O-gli (kvercetin-glikozid), K-
rut (kemferol-3-rutinozid), Q-glu (kvercetin-3-glukozid), Q-rut (kvercetin-3-rutinozid) i Q-gal
(kvercetin-3-galaktozid) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 25°C.

1,8
1,6
1,4

1,2

o 11 . = Qgli
£ 08 . K-rut
[ ] Qo

0,6 - = Q-rut
041 o = Q-gal

o BN . .
1 5 10 15 20 40 80 120
t(min)

Slika 4.39. Promena sadrzaja (mg/g) pojedinacnih flavonola: O-gli (kvercetin-glikozid), K-
rut (kemferol-3-rutinozid), Q-glu (kvercetin-3-glukozid), Q-rut (kvercetin-3-rutinozid) i Q-gal
(kvercetin-3-galaktozid) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 35°C.
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Slika 4.40. Promena sadrzaja (mg/g) pojedinacnih flavonola: Q-gli (kvercetin-glikozid), K-
rut (kemferol-3-rutinozid), Q-glu (kvercetin-3-glukozid), Q-rut (kvercetin-3-rutinozid) i Q-gal
(kvercetin-3-galaktozid) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 45°C.

Na osnovu podataka predstavljenih na Slikama 4.38.-4.40., moze se videti da se
sadrzaj pojedinacnih flavonola znatno povecava sa produzetkom vremena ekstrakcije od 1 do
20 minuta, a da se blag porast uocava pri produzetku vremena ekstrakcije od 20 do 120
minuta. Najvece promene su uocene kod kvercetin-3-galaktozida koji se povecao za 6,38 puta
sa produzetkom vremena ekstrakcije od 1 do 20 minuta, odnosno za 1,55 puta sa
produzetkom vremena ekstrakcije od 20 do 120 minuta. Najmanje promene su uo¢ene kod
kvercetina-glikozida.

Promene sadrZaja ukupnih flavonola sa vremenom na razliitim temperaturama

prikazane su na Slici 4.41. (vrednosti date u Tabeli 8.11., Prilog).

2,5 q

Ukupni flavonoli (mg/g)

(6] 20 40 60 80 100 120
t (min)

Slika 4.41. Promena sadrzaja ukupnih flavonola sa vremenom ekstrakcije pri optimalnim
uslovima ekstrakcije hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45+0.1°C.
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Za modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih flavonola iz hmelja koriS¢ena su dva
kineticka modela: model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni materijal i empirijski
model Ponomarjeva (Tabela 4.2.).

Na Slici 4.42. prikazana je zavisnost In(qi/q,) (model zasnovan na nestacionarnoj

difuziji), a na Slici 4.43. zavisnost 1-(gi/qo) (empirijski model Ponomarjeva), od vremena

ekstrakcije na razli¢itim temperaturama pri definisanim uslovima ekstrakcije.

In(aigo), 1

T T T T
6] 20 40 60 80 100

Vreme (minuti)

Slika 4.42. Zavisnost In(gi/go) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
flavonola iz hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na temperaturama:
(®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45+0.1°C (model zasnovan na nestacionarnoj difuziji).

1-(qi/go), 1

(0] 20 40 60 80

100 120

Vreme (minuti)

Slika 4.43. Zavisnost 1-(gi/q,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
flavonola iz hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na temperaturama:
() 25+0.1°C; (m) 35+£0.1°C i (A) 45%0.1°C (empirijski model Ponomarjeva).

Parametri kineti¢kih jednacina su izracunati i njihove vrednosti su prikazane u Tabeli
4.19.
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Tabela 4.19. Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) na
razlicitim tempreraturama za proces ekstrakcije ukupnih flavonola iz hmelja.

Model Temperatura, K b k, min™

298 0,64 1,46-107

Nestacionarna difuzija 308 0,74 1,74.10°
318 0,80 2,05-10°

298 0,28 1,11-107

Ponomarjev 308 0,36 2,20-10°

318 0,46 3,33:10°

Koeficijenti ispiranja dobijeni po modelu nestacionarne difuzije su veéi od
koeficijenata dobijenih po empirijskom modelu Ponomarjeva, dok koeficijenti spore
ekstrakcije dobijeni po empirijskom modelu Ponomarjeva imaju veée vrednosti (Tabela
4.19.)

4.2.4. Ekstrakcija fenolnih kiselina iz hmelja

U uzorku hmelja, koriS¢enom za ispitivanje kinetike ekstrakcije, identifikovane i
kvantifikovane su jedna hidroksibenzoeva kiselina: 4-hidroksibenzoeva kiselina (1) i tri
hidroksicimetne kiseline: hlorogenska kiselina (2), p-kumarna kiselina (3) i ferulna kiselina
(4), kao $to se moze videti sa hromatograma (Slika 4.73.).

Pocetna vrednost sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina (qo), za slu¢aj maceracije 30%
etanolom (procedura data u delu 3.5.2.), iznosi 0,619 mg/g, dok je sadrzaj pojedina¢nih
fenolnih kiselina dat u Tabeli 4.20.

Tabela 4.20. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktu hmelja.

Fenolna kiselina mg/g
4-hidroksibenzoeva kiselina 0,171
hlorogenska kiselina 0,278
p-kumarna kiselina 0,052
ferulna kiselina 0,118
ukupne fenolne kiseline (o=10,619

Hlorogenska kiselina je prisutna u najve¢em masenom udelu, $to je u skladu sa

rezultatima istrazivanja drugih autora (Kellner i sar., 2007).
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4.2.4.1. Modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih fenolnih kiselina iz hmelja

Promene sadrzaja pojedinacnih fenolnih kiselina u zavisnosti od vremena ekstrakcije
na temperaturama 25, 35 i 45°C prikazane su na Slikama 4.44. — 4.46., odnosno u Tabelama
8.12.,8.13. i 8.14. (Prilog).

0,5
0,45 A ferulna
0,4

0,35 A = p-kumarna

0,3
(=2}
E’ 0,25 A m hlorogenska
0,2 A
0,15 A ®m 4-hidroksibenzoeva
0,1 4
0,05 - . I
0 T T T T T T —
1 5 10 15 20 40 80 120

t(min)

Slika 4.44. Promena sadrzaja (mg/g) pojedinacnih fenolnih kiselina (ferulna, p-kumarna,
hlorogenska i 4-hidroksibenzoeva) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 25°C.

0,5 1
0,45 A ferulna
04 -

0,35 A = p-kumarna

0,3 A
=
2 0,25 A = hlorogenska
0,2 A
0,15 A ® 4-hidroksibenzoeva
0,1 A
0,05 A . I
0 - T T T T T T T -
1 5 10 15 20 40 80 120

t(min)

Slika 4.45. Promena sadrZaja (mg/g) pojedinacnih fenolnih kiselina (ferulna, p-kumarna,
hlorogenska i 4-hidroksibenzoeva) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 35°C.
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0,5
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0,2

® 4-hidroksibenzoeva
0’1 | . I
0 - T T T T T T T
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Slika 4.46. Promena sadrzaja (mg/g) pojedinacnih fenolnih kiselina (ferulna, p-kumarna,
hlorogenska i 4-hidroksibenzoeva) u ekstraktima hmelja sa vremenom ekstrakcije na 45°C.

Sa Slika 4.44.-4,46. , moze se videti da se sadrzaj pojedina¢nih fenolnih kiselina
znatno povecava sa produzetkom vremena ekstrakcije od 1 do 20 minuta, a da se blag porast
uocava pri produzetku vremena ekstrakcije od 20 do 120 minuta. Kod 4-hidroksibenzoeve
kiseline su uocene najvece promene na temperaturi od 25°C, i njen sadrzaj se povecao za
4,57 puta sa produzetkom vremena ekstrakcije od 1 do 20 minuta, odnosno za 1,30 puta sa
produzetkom vremena ekstrakcije od 20 do 120 minuta. Najmanje promene su uocene kod p-
kumarne kiseline.

Promene sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina sa vremenom na razli¢itim

temperaturama prikazane su na Slici 4.47. (vrednosti date u Tabeli 8.15., Prilog).

o
(o))
1

o
a
1

o
N
1

o
N
1

o
[y

Ukupne fenolne kiseline (mg/g)
o
w

o

(o] 20 40 60 80 100 120

t (min)

Slika 4.47. Promena sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina sa vremenom ekstrakcije pri
optimalnim uslovima ekstrakcije hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30)
na temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45+0.1°C.
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I u ovom slu¢aju, za modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih fenolnih Kiselina iz
hmelja 30% etanolom koriS¢ena su dva kineticka modela: model zasnovan na nestacionarnoj

difuziji kroz biljni materijal i empirijski model Ponomarjeva (Tabela 4.2.).

Na Slici 4.48. prikazana je zavisnost In(qi/qo) (model zasnovan na nestacionarnoj

difuziji), a na Slici 4.49. zavisnost 1-(gi/qo) (empirijski model Ponomarjeva), od vremena

ekstrakcije pri razli¢itim temperaturama pri definisanim uslovima ekstrakcije.

In(ai/do), 1

(o] 20 40 60 80 100 120
Vreme (minuti)

Slika 4.48. Zavisnost In(gi/go) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
fenolnih kiselina iz hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/m=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+0.1°C i (A ) 45+0.1°C (model zasnovan na

nestacionarnoj difuziji).

1-(gi/go), 1

(o] 20 40 60 80 100 120
Vreme (minuti)

Slika 4.49. Zavisnost 1-(gi/q,) od vremena pri optimalnim uslovima ekstrakcije ukupnih
fenolnih kiselina iz hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvmodul: V/Im=30) na
temperaturama: (®) 25+0.1°C; (m) 35+£0.1°C i (A) 45£0.1°C (empirijski model

Ponomarjeva).
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Parametri kineti¢kih jednacina (koeficijent ispiranja (b) i koeficijent spore ekstrakcije
(K) za proces ekstrakcije fenolnih kiselina iz hmelja) zasnovanih na modelu nestacionarne

difuzije kroz biljni materijal i empirijskom modelu Ponomarjeva prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 4.21. Vrednosti koeficijenta ispiranja (b) i koeficijenta spore ekstrakcije (k) na
razlicitim tempreraturama za proces ekstrakcije ukupnih fenolnih kiselina iz hmelja.

Model Temperatura, K b k, min™

298 0,84 0,54-10

Nestacionarna difuzija 308 0,85 0,59-107
318 0,86 0,66-10~

298 0,64 0,68-10

Ponomarjev 308 0,66 0,82:10°

318 0,69 0,97-10°3

Kao i u slucaju ukupnih flavonola (Tabela 4.19.), koeficijenti ispiranja dobijeni po
modelu nestacionarne difuzije su veéi od koeficijenata dobijenih po empirijskom modelu
Ponomarjeva, dok koeficijenti spore ekstrakcije dobijeni po empirijskom modelu

Ponomarjeva imaju vece vrednosti (Tabela 4.21.)

4.2.5. Termodinamciki parametri ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz hmelja
Pomoc¢u vrednosti koeficijenata spore ekstrakcije (k) na razlicitim temperaturama

odredili smo termodinamicke parametre aktivacionog procesa ekstrakcije antioksidanasa,

ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina, dok su nam vrednosti koeficijenata brzine

ekstrakcije (ke) posluzili za odredivanje termodinamickih parametara njihove ekstrakcije.

4.2.5.1. Termodinamdciki parametri aktivacionog procesa ekstrakcije

Ako predstavimo logaritam koeficijenata spore ekstrakcije (k) izracunatih pomocu
modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji i empirijskog modela Ponomarjeva za proces
ekstrakcije antioksidanasa, ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina, u funkciji od
recipro¢ne vrednosti apsolutne temperature, dobijamo prave prikazane na Slikama 4.50.-

4.53., iz ¢ijih nagiba moZemo izracunati energiju aktivacije.
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Slika 4.50. Zavisnost Ink od 1/T za ekstrakciju antioksidanasa iz hmelja: a) model zasnovan
na nestacionarnoj difuziji; b) empirijski model Ponomarjeva.
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6,26 1
6,28 1
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Slika 4.51. Zavisnost Ink od 1/T za ekstrakciju ukupnih fenola iz hmelja: a) model zasnovan
na nestacionarnoj difuziji; b) empirijski model Ponomarjeva.
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Slika 4.52. Zavisnost Ink od 1/T za ekstrakciju ukupnih flavonola iz hmelja: a) model
zasnovan na nestacionarnoj difuziji; b) empirijski model Ponomarjeva.
a) b)
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Slika 4.53. Zavisnost Ink od 1/T za ekstrakciju ukupnih fenolnih kiselina iz hmelja: a) model

(AS") i slobodnu energiju aktivacije (AG") izradunali smo primenom jednacina (18) i (19)

zasnovan na nestacionarnoj difuziji; b) empirijski model Ponomarjeva.

Vrednosti

antioksidanasa, ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina prikazane su u Tabeli 4.22.

Ostale termodinamitke parametre, entalpiju aktivacije (AH'), entropiju aktivacije

izraunatih termodinamickih parametara aktivacionog procesa ekstrakcije
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Tabela 4.22. Termodinamicki parametri aktivacionog procesa ekstrakcije antioksidanasa,
ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina iz hmelja.

Model Ea, AH, AS”, AG’,
kJ/mol kJ/mol J/Kmol kJ/mol
S Nesg'?‘]f'oﬂama 4,32 1,85 -365,68 110,82
Antioksidansi ITuzija
Ponomarjev 7,15 4,67 -350,65 109,71
o NeSt"?‘f'of‘_ama 5,65 3,18 357,15 109,61
Ukupni fenoli difuzija
Ponomarjev 4,65 2,18 -350,66 106,67
_ NeSt"?‘f'of‘_ama 13,39 10,92 -406,64 132,03
Flavonoli difuzija
Ponomarjev 44,89 42,42 -232,83 111,79
Nestacionarna
igncl)_lne difuzija 7,92 5,45 -370,55 115,87
1seline Ponomarjev | 13,30 10,82 348,11 114,56

Sli¢ni rezultati su dobijeni za proces ekstrakcije polifenola drugim rastvara¢ima. Za
ekstrakciju polifenola iz grozda pomocéu 50% vodenog rastvora etanola, vrednost energije
aktivacije bila je 1,10 — 7,70 kJ/mol (Buci¢-Koji¢ i sar., 2007), dok je za ekstrakciju sa 60%
metanolom, zakiseljenog sa HCI, vrednost Ea bila 23 kimol™ (Sant'Anna i sar., 2012).

Energija aktivacije procesa ekstrakcije pojedinacnih flavonola iz zelenog Caja krece se

u opsegu od 30 do 50 kJ/mol (Price i Spitzer, 1994), sto je u skladu sa nasim rezultatima.

4.2.5.2. Termodinamciki parametri procesa ekstrakcije

Sadrzaji (cmax) antioksidanasa, ukupnih fenola, flavonola i fenolnih Kiselina u
zasicenom ekstraktu (procedura data u delu 3.5.3.) iznose: 57,610 umolTE/g, 18,002
mgGAE/g, 2,628 mg/g i 0,658 mg/g.

Vrednosti za koeficijente brzine ekstrakcije (ke) za proces ekstrakcije antioksidanasa,
ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina iz hmelja, pomoc¢u 30% rastvora etanola,
izracunate su koris¢enjem jednacine (20), i date su u Tabeli 4.23.

Ako predstavimo logaritam koeficijenta brzine ekstrakcije (ke) za proces ekstrakcije
antioksidanasa, ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina u funkciji recipro¢ne vrednosti
apsolutne temperature, dobijamo prave prikazane na Slikama 4.54. 1 4.55. iz ¢ijih nagiba

mozemo izracunati entalpiju ekstrakcije.
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Slika 4.54. Zavisnost Ink. od 1/T za ekstrakciju: antioksidanasa i b) ukupnih fenola iz hmelja.
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Slika 4.55. Zavisnost Ink. od 1/T za ekstrakciju: a) flavonola i b) fenolnih kiselina iz hmelja.

Ostali termodinamic¢ki parametri: entropija ekstrakcije (AS®) i slobodna energija

ekstrakcije (AG®), izratunati su na osnovu jednacina (21) i (22) i njihove vrednosti prikazane
su u Tabeli 4.23.
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Tabela 4.23. Termodinamicki parametri procesa ekstrakcije antioksidanasa, ukupnih fenola,
flavonola i fenolnih kiselina iz hmelja, pri razlicitim temperaturama.

T, K Ke, % AG®, kd/mol | AH®, kd/mol | AS?, J/Kmol

298 65,05 -10,35 6,65 57,04
Antioksidansi 308 70,63 -10,92
318 76,86 -11,49

298 77,67 -10,78 7,32 60,74
Ukupni fenoli 308 82,93 -11,39
318 93,46 -11,99

298 39,04 -9,07 28,26 125,26
Flavonoli 308 58,98 -10,32
318 80,40 -11,57

Fenolne 298 67,93 -10,36 521 52,25
Kiseline 308 72,19 -10,88
318 77,35 -11,40

Negativna vrednost Gibsove slobodne energije pokazuje da je proces ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz hmelja spontan. Sa porastom temperature vrednost AG® postaje
negativnija, a proces ekstarkicije efikasniji. Pozitivna vrednost za AH® pokazuje da je
ekstrakcija endoterman i ireverzibilan proces. Rezultati su sli¢ni onima koje su dobili
Topallar i Gecgel (Topallar i Gecgel, 2000) i Saxena i saradnici (Saxena i sar., 2012).

Ako se uporede sadrzaji antioksidanasa, ukupnih fenola, flavonola i fenolnih kiselina
nakon 120 minuta ekstrakcije na temperaturama od 25°C 1 45°C (At=20°C), moZemo uociti
da su se sadrzaji povecali u slucaju antioksidanasa za 1,18, za ukupne fenole 1,20, za
flavonole 2,06, a za fenolne kiseline 1,14 puta. Najveci uticaj temperature se pokazao u
slucaju ekstrakcije flavonola. Ovo se moZe objasniti 1 ¢injenicom da se standardna slobodna
energija ekstrakcije smanjila za 2,5 kd/mol (AG%s-AG%s) u slucaju ekstrakeije flavonola, dok

u ostalim sluc¢ajevima smanjenja iznose 1,14; 1,21 1 1,04 kJ/mol.

4.2.6. Ekstrakcija metalnih jona iz hmelja
Za odredivanje sadrzaja minerala u ispitivanim ekstraktima hmelja kreirane su
analiticke metode za svaki element (procedura opisana u delu 4.1.2.). U Tabeli 4.24.

prikazane su odabrane talasne duZine za svaki element, korelacioni koeficijent (R?), limit

detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ).
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Tabela 4.24. Karakteristike metoda kvantitaivnog odredivanja ispitivanih elemenata u
ekstraktima hmelja.

LOD" LOQ? Korelacioni
Element ) (nm) (1g/9) (1g/9) koeficijent
Al 308.215 0.0045 0.0150 0.9841
Ba 455.403 0.0001 0.0002 0.9999
Ca 393.366 0.0001 0.0004 0.9901
Cr 283.563 0.0008 0.0026 0.9997
Cu 324.754 0.0006 0.0020 1
Fe 259.940 0.0006 0.0020 0.9957
K 766.490 0.0017 0.0058 0.9979
Mg 279.553 0.0001 0.0006 0.9985
Mn 257.610 0.0001 0.0003 0.9999
Na 588.995 0.0008 0.0027 1
Pb 220.353 0.0029 0.0097 0.9999
Si 251.611 0.0018 0.0059 0.9993
Sr 407.771 0.0001 0.0007 0.9995
\% 309.311 0.0008 0.0027 1
Zn 213.856 0.0001 0.0004 0.9998

!LOD - granica detekcije, “LOQ — granica kvantifikacije.

Ekstrakcija minerala iz hmelja vrSena je vodenim rastvorom etanola postupkom

maceracije. U Tabeli 4.25. je dat pregled uslova ekstrakcije.

Tabela 4.25. Ispitivani parametri i njihovi intervali vrednosti za ekstrakciju metalnih jona iz
hmelja.

Parametar Interval
Koncentracija etanola, % 30, 50, 70, 90
Koncentracija HCI, % 0,01,1,5
Solvo modul, V/m 15, 20, 25, 30
Vreme ekstrakcije, min 5, 10, 15, 20, 40, 80, 120

4.2.6.1. Odredivanje optimalnih uslova za ekstrakciju metalnih jona iz hmelja
U cilju odredivanja optimalnih uslova za ekstrakciju minerala iz hmelja ispitan je
uticaj koncentracije etanola i hlorovodoni¢ne kiseline, solvomodula i vremena ekstrakcije.

| u ovom slucaju svi odredivani minerali podeljeni su u Cetiri grupe (Dancié, 2012):

esencijalni makrominerali (kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum)

esencijalni u tragovima (gvozde, bakar, mangan, cink i hrom)

verovatno esencijalni u tragovima (silicijum i vanadijum)

neesencijalni 1 toksi¢ni (olovo, aluminijum, stroncijum i barijum)
1 nadalje je pracena promena sadrzaja minerala tokom ekstrakcije u okviru svake grupe

pojedinacno.
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Uticaj koncentracije etanola
Prac¢ene su promene sadrzaja esencijalnih makroelemenata u etanolnim ekstraktima

od koncentracije etanola i dobijene zavisnosti prikazane na Slici 4.56., dok su sve vrednosti
date u Tabeli 8.16. (Prilog).
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Slika 4.56. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;
c)Ca i d)Mg u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; solvomodul: V/m=20;
t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi
Duncan-ov test visestrukih intervala.

Na Slici 4.56. vidi se da koncentracija svih elemenata opada sa porastom
koncentracije etanola u rastvaracu za ekstrakciju, sem u slu¢aju Mg gde se skoro iste
vrednosti dobijaju i u 30% i u 50% etanolu. Za dalji rad je odabrana koncentracija etanola od

30% (v/v) 1 u daljem ispitivanju uslova ekstrakcije esencijalnih makrominerala odrzavana

konstantnom.
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Zavisnost sadrzaja esencijalnih minerala u tragovima u 30, 50, 70 i 90% etanolnim

ekstraktima prikazana je na Slici 4.57.
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Slika 4.57. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Cu; c)Mn; d)Zn i e)Cr u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; solvomodul:
V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Sa slike se vidi da je najveci sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima odreden u 30%
etanolu, pa je 30% etanol odabran kao optimalna koncentracija za ekstrakciju Fe, Cu, Mn, Zn
i Cr.

Na Slici 4.58. prikazana je zavisnost sadrzaja verovatno esencijalnih minerala u

ekstraktima od koncentracije etanola.
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Slika 4.58. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj verovatno esencijalnih minerala u
tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; solvomodul:
Vim=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Za oba minerala (Si i V) najpogodniji ekstragens je 30% etanol.
Ispitan je i uticaj koncentracije etanola na ekstrakciju neesencijalnih i toksi¢nih

minerala, a rezultati ispitivanja prikazani su na Slici 4.59.
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Slika 4.59. Uticaj koncentracije etanola na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)Al; b)Ba; ¢)Pb
i d)Sr u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; solvomodul: V/m=20; t=25°C).
Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov

test visestrukih intervala.
Sa slike se vidi da je optimalna koncentracija etanola 30% (v/v) za sve ispitivane

neesencijalne i toksi¢ne metale.

Uticaj koncentracije kiseline

U daljem radu ispitivan je uticaj koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline u 30% etanolu

na sadrZaj slede¢ih minerala:

esencijalni makrominerali (kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum)
- esencijalni u tragovima (gvoZde, bakar, mangan, cink i hrom)
- verovatno esencijalni u tragovima (silicijum i vanadijum)
- neesencijalni i toksi¢ni (olovo, aluminijum, stroncijum i barijum).
Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih
makrominerala u ekstraktima su dati na Slici 4.60., dok su vrednosti date u Tabeli 8.17.
(Prilog).
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Slika 4.60. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;
c)Ca i d)Mg u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
solvomodul: V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa Slike 4.60. se vidi da je za ekstrakciju esencijalnih makrominerala (K, Na, Ca i
Mg) najpogodniji ekstragens 30% etanol sa 0% HCI.
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Slika 4.61. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Cu; c)Mn; d)Zn i e)Cr u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija
etanola: 30%; solvomodul: V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se
signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Slika 4.61. pokazuje da je za ekstrakciju Fe, Cu, Mn, Zn i Cr najpogodniji 30% etanol
sa 0% HCI, dok se za Cr mozZe koristiti 1 30% etanol sa 5% HCI kao ekstragens.
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Slika 4.62. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj verovatno esencijalnih minerala u
tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija
etanola: 30%; solvomodul: VIm=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se

signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Slika 4.62. pokazuje da je za ekstrakciju Si i V najpogodniji 30% etanol sa 0% HCI
kao ekstragens.
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Slika 4.63. Uticaj koncentracije kiseline na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)Al; b)Ba,
¢)Pb i d)Sr u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
solvomodul: V/im=20; t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno
razlikuju kada se koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.

Sa Slike 4.63. se vidi da je 30% etanol sa 0% HCI najpogodniji ekstragens za
ekstrakciju Al, Pb i Sr, dok je ekstrakcija Ba najefikasnija koris¢enjem 30% etanola sa 5%

HCI kao ekstragensa.

Uticaj solvomodula
Pri odabranoj koncentraciji etanola (30%) i HCI (0%) ispitan je uticaj solvomodula na
ekstrakciju slede¢ih minerala:
- esencijalni makrominerali (kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum)
- esencijalni u tragovima (gvozde, bakar, mangan, cink i hrom)
- verovatno esencijalni u tragovima (silicijum i vanadijum)
- neesencijalni 1 toksic¢ni (aluminijum, olovo 1 stroncijum).
Rezultati ispitivanja uticaja solvomodula na sadrzaj ovih minerala u ekstraktima

prikazani su na Slikama od 4.64. do 4.67. (vrednosti su date u Tabeli 8.18., Prilog).
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Slika 4.64. Uticaj solvomodula na sadrzZaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na; c)Ca i
d)Mg u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;
t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi
Duncan-ov test visestrukih intervala.

142



Dusan Paunovi¢

Doktorska disertacija

a) b)
45 a 4;5 a
40 b 4 b
35 d € 35
£ 30 E 3 c c
(%] (7]
@ 25 ® 2,5
'E'Jn 20 S 2
X 15 X 15
10 1
5 0,5
0 0
15 20 25 30 15 20 25 30
V/m V/m
c) d)
19,4 a 22 a
19,2 21,5
) b
E 19 . b g 2 b
w 18,8 4 20,5
£ 186 d s 0
%:f , ’3‘10 19,5
18,2 18,5
18 18
15 20 25 30 15 20 25 30
V/m V/m
e)
0,6
a
0,5
€ 04 b ¢
(7]
d
203
)
< 0,2
0,1
0
15 20 25 30
V/m

Slika 4.65. Uticaj solvomodula na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe; b)Cu;
c)Mn; d)Zn i e)Cr u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola:
30%, t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test visestrukih intervala.
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Slika 4.66. Uticaj solvomodula na sadrzaj verovatno esencijalnih minerala u tragovima:

a)Si; b)V u ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%;

t=25°C). Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi
Duncan-ov test visestrukih intervala
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Slika 4.67. Uticaj solvomodula na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)Al; b)Pb i c)Sr u
ekstraktu hmelja (vreme ekstrakcije: 120 minuta; koncentracija etanola: 30%; t=25°C).
Vrednosti oznacene razlicitim slovima se signifikantno razlikuju kada se koristi Duncan-ov
test visestrukih intervala.
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Sa slika vidimo da je solvomodul 30 (V/m) najpogodniji za ekstrakciju metalnih jona
iz hmelja.

Uticaj vremena ekstrakcije

Pri optimalnim uslovima ekstrakcije (30% etanol (v/v), 30 (V/m) solvomodul) ispitan
je uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn Zn, Cr, Si, V, Al, Pb i Sr.
Rezultati ispitivanja su prikazani na Slikama 4.68 - 4.71., odnosno u Tabeli 8.19. (Prilog).
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Slika 4.68. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj esencijalnih makrominerala: a)K; b)Na;
¢)Ca i d)Mg u ekstraktu hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvomodul: V/m=30; t=25°C).

Sa Slike 4.68. se vidi da se najve¢i sadrzaj K, Na, Ca i Mg postize nakon 120 minuta
ekstrakcije.
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Slika 4.69. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj esencijalnih minerala u tragovima: a)Fe;
b)Cu; c)Mn; d)Zn i e)Cr u ekstraktu hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvomodul:
VIm=30; t=25°C).

Najveci sadrzaj Zn 1 Cr postiZe se nakon 80 minuta ekstrakcije, dok je sadrzaj Fe, Cu 1

Mn najveci nakon 120 minuta ekstrakcije (Slika 4.59.).
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Slika 4.70. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrZaj verovatno esencijalnih minerala u
tragovima: a)Si i b)V u ekstraktu hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvomodul: V/m=30;
t=25°C).

Slika 4.70. pokazuje da je za ekstrakciju Si i V potrebno 120 minuta.
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Slika 4.71. Uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj neesencijalnih minerala: a)Al; b)Pb i c)Sr
u ekstraktu hmelja (koncentracija etanola: 30%; solvomodul: V/m=30; t=25°C).

Na Slici 4.71. se vidi da je za Sr potrebno 120 minuta ekstrakcije, dok za Al i Pb
dovoljno vreme maceracije je 80 minuta.

4.2.6.2. Koeficijenti ekstrakcije metalnih jona iz hmelja

U Tabeli 4.26. prikazani su procenti ekstrakcije pri utvrdenim optimalnim uslovima
za ekstrakciju metalnih jona iz hmelja (30% vodeni rastvor etanola, bez dodatka Kiseline,
solvomodul: V/m=30) u odnosu na vrednosti u uzorku hmelja dobijenim procesom

mineralizacije, nakon 120 minuta ekstrakcije za K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Si, V, Sr i 80
minuta ekstrakcije za Zn, Cr, Pb i Al.

148



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

Tabela 4.26. Procenti ekstrakcije pri optimalnim uslovima u odnosu na vrednost dobijenu u
uzorku hmelja dobijenog procesom mineralizacije.

Vreme
ekstrakcije Element Ci Co % ekstrakcije
(min)

K 6273,4+2,2 10511,3+4,1 59,68

Na 58,75+0,25 89,26+0,19 65,82

Ca 758,7+1,1 1253,6+0,9 60,52

Mg 1356,7+1,4 2055,6+2,2 66,00

120 Fe 39,84+0,09 83,15+0,05 47,91
Cu 3,985+0,009 8,924+0,021 44,65

Mn 19,24+0,08 31,49+0,04 61,10

Si 4,983+0,005 12,02+0,01 41,46

\ 5,384+0,012 7,928+0,051 67,91

Sr 4,565+0,008 9,234+0,005 49,44

Zn 22,94+0,01 39,18+0,09 58,55

80 Cr 0,536+0,003 0,781+0,001 68,63
Pb 0,317+0,006 0,471+0,009 67,30

Al 7,654+0,017 15,37+0,11 49,80

Pri optimalnim uslovima ekstrakcije minerala iz hmelja (30% etanol, solvomodul 30 i
t=25°C), oni se mogu podeliti na (Szywczycha-Madeja i sar., 2012):

- visoko ekstraktibilne (procenat ekstrakcije je vec¢i od 55%): K, Na, Ca, Mg, Mn, V,
Zn,CriPb

- srednje ekstraktibilne (procenat ekstrakcije je izmedu 20 i 55%): Fe, Cu, Si, Sri Al

4.2.7. Sastav i antioksidativna aktivnost ekstrakata hmelja
Hmelj svojim svojstvom bitno utice na kvalitet i stabilizaciju piva, i iz tog razloga
potrebno je odrediti hemijski sastav i antioksidativnu aktivnost hmelja proizvedenog u Srbiji.
U cilju ispitivanja kvaliteta hmelja koji se Kkoristi za proizvodnju piva analiziran je
sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja, kao i antioksidativna
aktivnost ekstrakata 8 razli¢itih uzoraka hmelja kupljenih u lokalnim marketima, metodama

spektrofotometrije i teCne hromatografije. Mineralni sastav istih uzoraka hmelja odreden je

ICP-OES metodom.

4.2.7.1. Spektrofotometrijska analiza ekstrakata hmelja

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola i1 flavonoida u
ekstraktima dobijenim pri predhodno odabranim optimalnim uslovima ekstrakcije (30%
etanol, solvomodul 30 (V/m), t=25°C i 120 minuta), prikazani su u Tabeli 4.27.
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Tabela 4.27. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u uzorcima hmelja.

Ukupni fenoli” Ukupni flavonoidi”
Uzorak mgG AElg pmg CEly TF/TP
1 9,54+0,07 3,82+0,03 0,40
2 13,33+0,03 5,54+0,05 0,42
3 10,11+0,07 4,15+0,07 0,41
4 10,54+0,09 4,60+0,02 0,44
5 9,91+0,05 3,57+0,07 0,36
6 10,91+0,07 4,.47+0,03 0,41
7 12,68+0,05 4,78+0,07 0,38
8 11,46+0,09 5,05%0,03 0,44

“srednja vrednost + SD (n = 3)

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima hmelja se kre¢e od 9,54 mgGAE/g (uzorak 1) do
13,334 mgGAE/g (uzorak 2). Poznato je da na sadrzaj polifenolnih jedinjenja uti¢e vrsta
biljnog materijala, ali i uslovi gajenja. Spoljasnji faktori poput svetlosti, temperature i
prisustva hranljivih materija u zemljiStu, imaju bitan uticaj na sastav 1 koli¢inu fenolnih
jedinjenja. Dobijene vrednosti sadrzaja ukupnih fenola u hmelju su uporedive sa literaturnim
podacima koje su dobili Kirca i Arslan (2008) i Lermusieau i sar. (2001), dok su znatno vece
od vrednosti koje su objavili Proestos i sar. (2006), Mudura i sar. (2010) i Wojdylo i sar.
(2007). Rezultati za sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu hmelja (23,1 mg/g), koje su
publikovali Kahkonen i sar. (1999), su vec¢i od nasih.

Flavonoidi su najzastupljenija fenolna jedinjenja i u prirodi se nalaze uglavhom u
obliku glikozida, tj. povezani sa razli¢itim molekulima Secera. Oni doprinose ukusu, najcesce
gor¢ini i oporosti biljaka u kojima se nalaze. Nasi rezultati ukazuju da se ispitivani ekstrakti
malo razlikuju u pogledu sadrzaja flavonoida. Sadrzaj flavonoida krece se od 3,57 mgCE/g
(uzorak 5) do 5,54 mgCE/g (uzorak 2), odnosno od 36 do 44% od ukupnog sadrzaja fenola.

Imajuéi u vidu kompleksnost antioksidativnih mehanizama, i ¢injenice da je u procesu
odredivanja antioksidativnog potencijala uzoraka neophodno izabrati vise in vitro nezavisnih
testova, antioksidativna aktivnost ekstrakata 8 uzoraka hmelja ispitana je DPPH, ABTS i
FRAP testovima (Tabela 4.28.).
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Tabela 4.28. Antioksidativna aktivnost uzoraka hmelja (DPPH, ABTS i FRAP).

Uzorak DPPH ™ ABTS” FRAP™
umol TE/g UMolTE/g pumolFe/g
1 32,25+0,07 41,67+0,07 37,28+2,68
2 37,52+0,20 46,85+0,26 66,26+3,07
3 34,03+0,27 43,78+0,19 54,89+2,29
4 35,13+0,20 43,04+0,07 44,86+1,92
5 32,97+0,27 42,17+0,13 30,50+1,53
6 37,09+0,14 46,25+0,19 71,41+3,45
7 36,52+0,14 44,74+0,13 70,06%0,77
8 35,90+0,20 45,43+0,07 75,48+1,53

“srednja vrednost + SD (n = 3)

Etanolni ekstrakti hmelja pokazuju relativno velike radikal-hvatacke sposobnosti
prema stabilnom DPPH radikalu, pri ¢emu su dobijene vrednosti od 32,25 do 37,52
umolTE/g. Redukcija ABTS moze da bude pouzdaniji test, a zbog manje stabilnosti ovog
radikala dobijene vrednosti su veée i krecu se od 41,67 do 46,85 umolTE/g. FRAP (Ferric
Reducing Antioxidan Power) je metoda koja se bazira na sposobnosti ispitivane vrste (u
ovom slucaju ekstrakta hmelja) da redukuje Fe(Ill) do Fe(II). Rezultati dobijeni ovom
metodom se nalaze u opsegu od 30,50 do 75,48 umolTE/g.

Smatra se da fenolna jedinjenja imaju najvecu ulogu u bioloskoj aktivnosti ekstrakata
i njihovo prisustvo doprinosi antioksidativnoj aktivnosti biljke. Od fenolnih jedinjenja veliki
broj studija ukazuje da je uloga flavonoida od posebnog znacaja. Od strukturnih elemenata
koji su znacajni za antioksidativnu aktivnost flavonoida, hidroksilne grupe imaju najveéi
znacaj (Cotelle, 2001; Heim i sar., 2002). Utvrdeno je da polozaj hidroksilnih grupa ima
mnogo veci uticaj na aktivnost nego njihov broj.

Analizirana je korelacija sadrzaja ukupnih fenola, odnosno ukupnih flavonoida i

pojedinac¢nih antioksidativnih testova (Tabela 4.29.).

Tabela 4.29. Koeficijenti korelacije sadrzaja ukupnih fenola (TP), flavonoida (TF) i in vitro
antioksidativnih testova (DPPH, ABTS i FRAP).

TP TF DPPH ABTS FRAP
TP 1
TF 0,7892 1

DPPH 0,7226 0,7717 1

ABTS 0,6366 0,6812 0,8951 1

FRAP 0,5633 0,5614 0,8077 0,8191 1
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Najveéa korelacija je zapaZena izmedu DPPH i ABTS testa (r°=0,8951). Jako
pozitivna linearna korelacija (r*>0,7) postoji izmedu sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida
(r=0,7892), ukupnih fenola i DPPH testa (r*=0,7226), totalnih flavonoida i DPPH testa
(r*=0,7717), DPPH i FRAP testa (r>=0,8077) i ABTS i FRAP testa (r°=0,8191).

4.2.7.2. HPLC analiza ekstrakata hmelja

U cilju identifikacije i kvantifikacije pojedinih grupa jedinjenja, HPLC metodom
odreden je sadrzaj flavonola, fenolnih kiselina i flavan-3-ola.

Na Slikama 4.72., 4.73. i 4.74. dati su hromatogrami etanolnih ekstrakata hmelja

snimljeni na 360, 320 i fruorescentnim detektorom.

[ DAD1 ©, Sig=360 4 Reroff (MILAN MITICHMELIZ014 20140223 08-21-231002-0201.0
mAl |

20-| [

15—

{ { { { T T
28 20 3z 34 28 23 min

Slika 4.72. HPLC hromatogram etanolnog ekstrakta hmelja na 360 nm: kvercetin-3-
galaktozid (1), kvercetin-3-rutinozid (2), kvercetin-3-glukozid (3), kemferol-3-rutinozid (4),
kemferol-3-glukozid (5), kvercetin-glikozid (6) i kemferol-glikozid (7).

Od flavonola identifikovani su i kvantifikovani: kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-
rutinozid, kvercetin-3-glukozid, kemferol-3-rutinozid, kemferol-3-glukozid i neidentifikovani
glikozidi kvercetina i kemferola. Prema literaturnim podacima (Magalhaes i sar., 2010)
kvercetin 1 kemferol nisu u hmelju prisutni u slobodnom obliku, ve¢ samo u obliku glikozida
sa odgovaraju¢im Secerom u poziciji 3. Isti autori su ove glikozide kvercetina 1 kemferola
identifikovali kao kvercetin-3-acetilheksoza i kemferol-3-acetilheksoza.

U Tabeli 4.30. su prikazani rezultati odredivanja flavonola HPLC metodom u

uzorcima hmelja na 360 nm.
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Tabela 4.30. Sadrzaj flavonola u ekstraktima hmelja izrazen kao mg/g suve mase.

1 2 3 4 5 6 7 8

kvercetin-3- | o 1511 0017 | 0036 | 0,041 | 0050 | 0027 | 0,029 | 0,068
galaktozid

kvercetin-3- | 4 )30 | 0033 | 0001 | 0077 | 0236 | 0122 | 0034 | 0,248
rutinozid

kvercetin-3- | 4 og5 | 0135 | 0319 | 0178 | 0177 | 0236 | 0,108 | 0,187
glukozid

kemferol-3- | 50 | 0051 | 0122 | 0058 | 0049 | 0070 | 0058 | 0,068
rutinozid

kemferol-3- | o | n2 | 000 | 0099 | 0088 | 0115 | nd? | 0086
glukozid

kvercetin- | 108 | 0459 | 0435 | 0536 | 0438 | 0394 | 0460 | 0462
glikozid

kemferol- nd® | nd® | 0204 | 0177 | 0154 | 0120 | 0095 | 0153
glikozid
2 glikozici 0,290 | 0,644 | 0,881 | 0,832 | 0,901 | 0,779 | 0,631 | 0,965
kvercetina
Eg"fkozildi 0,048 | 0,051 | 0546 | 0,334 | 0,291 | 0,305 | 0,153 | 0,307
emrterola

y 0338 | 0,695 | 1427 | 1.166 | 1,192 | 1,084 | 0,784 | 1.272

'srednja vrednost izraZena u mg/g suve mase; “nije detektovano.

Iz Tabele 4.30. se moze videti da je od glikozida kvercetina najzastupljeniji kvercetin-
3-rutinozid. SadrZaj ukupnih flavonola u ispitivanim ekstraktima kre¢e se od 0,338 do 1,427
mg/g. Nasi rezultati su pokazali da je ukupni sadrzaj glikozida kvercetina (0,290 — 0,965
mg/g) veci od ukupnog sadrzaja glikozida kemferola (0,048 — 0,546 mg/g) u svim ispitivanim
uzorcima hmelja, §to je suprotno rezultatima Mc Murrough i sar. (1982) (0,92 mg/g i 1,20
mg/qg), ali je u skladu sa rezultatima Kovacova i sar. (2011) (0,165 mg/g i 0,126 mg/g).

DADT B, 5ig=3204 Ref=off (MILAN MITIC\HMELI2014 201402-25 08-21-23\002-0201.0)

T T T { 7 { T
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Slika 4.73. HPLC hromatogram etanolnog ekstrakta hmelja na 320 nm: 4-hidroksibenzoeva
kiselina (1), hlorogenska kiselina (2), p-kumarna kiselina (3) i ferulna kiselina (4).
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Sa Slike 4.73. se jasno vide pikovi identifikovanih fenolnih kiselina: 4-
hidroksibenzoeva kiselina (1), hlorogenska kiselina (2), p-kumarna kiselina (3) i ferulna
kiselina (4).

U Tabeli 4.31. prikazani su rezultati odredivanja fenolnih kiselina HPLC metodom u

uzorcima hmelja na 320 nm.

Tabela 4.31. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima hmelja izrazen kao mg/g suve mase.

1 2 3 4 S 6 7 8

4-hidroksibenzoeva | 0,018 | 0,020 | 0,224 | 0,111 | 0,047 | 0,019 | 0,018 | 0,118

hlorogenska 0,152 | 0,316 | 0,349 | 0,304 | 0,257 | 0,294 | 0,273 | 0,245

p-Kumarna 0,040 | 0,019 | 0,203 | 0,197 | 0,178 | 0,194 | 0,191 | 0,176
ferulna 0,076 | 0,039 | 0,076 | 0,073 | 0,085 | 0,066 | 0,067 | 0,098
> 0,286 | 0,394 | 0,752 | 0,685 | 0,567 | 0,573 | 0,549 | 0,637

'srednja vrednost izraZena u mg/g suve mase.

Rezultati pokazuju da se ukupni sadrzaj fenolnih kiselina kre¢e u intervalu od 0,286
do 0,752 mg/g. Najzastupljenija komponenta u etanolnim ekstraktima hmelja je hlorogenska
kiselina, ¢ija se koncentracija nalazi u intervalu od 0,152 do 0,349 mg/g. Fenolna kiselina sa
najmanjom koncentracijom u vecini ispitivanih ekstrakata je 4-hidroksibenzoeva kiselina
(0,018 — 0,118 mg/g). Sadrzaj p-kumarne kiseline se kre¢e od 0,019 do 0,203 mg/g, dok se
koncentracija ferulne kiseline nalazi u opsegu od 0,039 do 0,098 mg/g. Proestos i sar. (2006)
su dobili rezultate koji su u skladu sa nasim u pogledu sadrzaja 4-hidroksibenzoeve kiseline
(0,015 mg/g) i p-kumarne kiseline (0,038 mg/g) u ekstraktu hmelja, dok ferulna kiselina nije
detektovana. Wojdylo i sar. (2007) su publikovali veée rezultate za sadrzaj p-kumarne (0,228

mg/qg) i ferulne kiseline (0,143 mg/g) u hmelju.

FLD1 A, Ex=275, Em=322 (MILAN MITICHHMELI2014 2014-02-28 08-21-23004-0401.0)

o
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Slika 4.74. HPLC hromatogram etanolnog ekstrakta hmelja na na 275/322 nm (J.ex/Aem)-
procijanidin B1 (1), katehin (2), procijanidin B2 (3) i epikatehin (4).
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Kao Sto se moze videti sa hromatograma (Slika 4.74.), jasno se uocavaju izrazeni
pikovi flavan-3-ola: procijanidin B1 (1), katehin (2), procijanidin B2 (3) i epikatehin (4).

U Tabeli 4.32. prikazani su rezultati odredivanja flavan-3-ola u ispitivanim
ekstraktima hmelja HPLC metodom na 275/322 nm (Aex/Aem).

Tabela 4.32. Sadrzaj flavan-3-ola u ekstraktima hmelja izrazen kao mg/g suve mase.

1 2 3 4 5 6 7 8
B1 0,131 | 0,165 | 0,143 | 0,123 | 0,089 | 0,117 | 0,148 | 0,079
katehin | 0,264 | 0229 | 0,278 | 0,209 | 0112 | 0,249 | 0,255 | 0,115
B2 0,311 | 0,339 | 0416 | 0,310 | 0,260 | 0331 | 0,325 | 0,132
epikatehin | nd° nd” 0,159 | 0,107 | 0,084 nd” 0,159 | 0,103
y 0,706 | 0,733 | 0,996 | 0,749 | 0545 | 0,697 | 0,887 | 0,429

!srednja vrednost izraZena u mg/g suve mase; “nije detektovano.

Iz Tabele 4.32. se moze videti da je u ekstraktima hmelja od flavan-3-ola
najzastupljeniji procijanidin B2 , a najmanje zastupljen epikatehin . SadrZaj ukupnih flavan-
3-ola u ispitivanim ekstraktima kreé¢e se od 0,429 (uzorak 8) do 0,996 mg/g (uzorak 3).
Callemien i sar. (2005) su u vodeno-etanolnom ekstraktu hmelja odredili sli¢cnu koli¢inu
katehina (0,238 mg/g), ali i znatno vecu koli¢inu epikatehina (1,438 mg/g). Prisustvo
katehina, epikatehina i procijanidina u ekstraktima hmelja potvrdili su Magalhaes i sar.
(2010). Drugi autori su objavili rezultate da je u biljnom materijalu od flavan-3-ola katehin

najzastupljenija komponenta (Proestos i sar., 2006).
4.2.7.3. ICP-OES analiza mineralnog sastava hmelja

U cilju odredivanja sadrzaja minerala u ispitivanim uzorcima hmelja, izvrSena je
priprema uzoraka po proceduri prikazanoj u delu 3.4.3. (suva mineralizacija). U Tabeli 4.33.

su prikazane odabrane talasne duzine za svaki element, koeficijenti korelacije, granice
detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ).

155




Dusan Paunovi¢

Doktorska disertacija

Tabela 4.33. Karakteristike metoda kvantitaivnog odredivanja ispitivanih elemenata u
uzorcima hmelja.

LOD" LOQ* Koeficijent
Element A (nm) (Lg/g) (Lg/g) korelacije
Al 308,215 0,0045 0,0150 0,9841
AS 189,042 0,0026 0,0086 0,9997
Ba 455,403 0,0001 0,0002 0,9999
Ca 393,366 0,0001 0,0004 0,9901
Cd 228,802 0,0002 0,0007 0,9999
Co 238,892 0,0011 0,0034 0,9999
Cr 283,563 0,0008 0,0026 0,9997
Cu 324,754 0,0006 0,0020 1
Fe 259,940 0,0006 0,0020 0,9957
K 766,490 0,0017 0,0058 0,9979
Li 670,784 0,0001 0,0002 0,9983
Mg 279,553 0,0001 0,0006 0,9985
Mn 257,610 0,0001 0,0003 0,9999
Mo 202,030 0,0007 0,0025 0,9999
Na 588,995 0,0008 0,0027 1
Ni 231,406 0,0006 0,0021 0,9999
Pb 220,353 0,0029 0,0097 0,9999
Sb 217,581 0,0029 0,0098 1
Se 196,090 0,0028 0,0094 0,9993
Si 251,611 0,0018 0,0059 0,9993
Sn 189,989 0,0015 0,0049 0,9999
Sr 407,771 0,0001 0,0007 0,9995
V 309,311 0,0008 0,0027 1
Zn 213,856 0,0001 0,0004 0,9998

'LOD - granica detekcije, “°LOQ — granica kvantifikacije.

Mineralni sastav osam uzoraka hmelja je odreden ICP-OES metodom i dobijene
vrednosti za 24 elementa (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Sh, Se, Si, Sn, Sr, V i Zn) su prikazane u Tabelama 4.34., 4.35. i 4.36. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost * standardna devijacija tri uzastopna merenja.

Tabela 4.34. Sadrzaj makroelemenata (ug/g) u uzorcima hmelja.

Uzorak K Na Ca Mg Na/K
1 10511,3+4,1 | 89,26+0,19 | 1253,6+0,9 | 2055,6+2,2 0,008
2 10602,6+1,4 | 78,66+0,11 | 1198,2+0,3 | 2102,5+0,7 0,007
3 9687,6+2,1 | 81,94+1,21 | 1224,2+0,1 | 1945,6+0,7 0,008
4 10124,5+0,6 | 88,54+0,12 | 1096,5+1,2 | 1987,5+0,8 0,009
5 10422,7+1,2 | 89,67+0,09 | 1255,4+0,2 | 2176,4+0,3 0,009
6 10734,5+1,8 | 85,71+0,04 | 1175,8+0,8 | 1874,6+0,5 0,008
7 10065,9+2,3 | 80,14+0,14 | 1167,5+0,4 | 2067,4+1,2 0,008
8 11006,7+£3,5 | 83,74+0,31 | 1202,5+0,6 | 2115,3+0,6 0,008
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Sadrzaj odredivanih makroelemenata u ispitivanim uzorcima hmelja opada u

slede¢em nizu: K>Mg>Ca>Na. Sadrzaj kalijuma u uzorcima hmelja kre¢e se u intervalu

9687,6 — 11006,7 pg/g, dok je natrijum najmanje zastupljen od ostalin makroelementa u

analiziranim uzorcima i njegov sadrzaj se krece u intervalu od 78,66 pg/g do 89,67 ng/g. Na

osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.34. moze se videti da su vrednosti za Na/K

koeficijente znacajno male za sve uzorke zbog velike koncentracije K u svim uzorcima

hmelja. Sadrzaj kalcijuma u uzorcima hmelja je u intervalu 1096,5 — 1255,4 pg/g, dok se

koncentracije magnezijuma krecu od 1874,6 do 2176,4 pg/g. Kara (2009) je objavio sledece

rezultate za sadrzaj makroelemenata u biljnim ¢ajevima: K (7010 - 19700 pg/g), Na (34,4 —
2132 pg/g), Ca (762 — 26908 pg/g) i Mg (802 — 5636 pg/g), §to je u skladu sa nasim

rezultatima.

Tabela 4.35. Sadrzaj mikroelemenata (g/g) u uzorcima hmelja: a) Fe, Cu, Mn, Zn i Co; b)
Cr, Se, Si, Vi Mo; ¢) Ni i Sn.

a)

Uzorak Fe Cu Mn Zn Co
1 83,15+0,05 8,924+0,021 31,49+0,04 39,18+0,09 | 0,081+0,005
2 65,87+0,12 9,541+0,017 32,76+0,12 31,65+0,13 | 0,052+0,006
3 81,98+0,34 9,776+0,009 28,56+0,01 42,74+0,03 | 0,075+0,001
4 72,77+1,22 8,931+0,023 28,54+0,04 37,65+0,11 | 0,085+0,003
5 79,55+0,15 8,113+0,008 30,75+0,05 36,75+0,21 | 0,091+0,005
6 85,11+0,22 7,473+0,011 31,77+0,04 36,43+0,08 | 0,035+0,001
7 84,56+0,11 8,354+0,007 31,89+0,09 39,78+0,15 | 0,058+0,009
8 76,03+0,09 7,881+0,005 33,04+0,05 35,75+0,04 | 0,066+0,002

b)

Uzorak Cr Se Si \Y/ Mo
1 0,781+0,001 0,631+0,003 12,02+0,01 7,928+0,051 1,234+0.021
2 0,456+0,006 0,667+0,006 11,56+0,01 8,653+0,022 2,056+0,009
3 0,678+0,006 0,345+0,006 12,67+0,05 8,014+0,009 1,892+0,011
4 0,871+0,001 0,167+0,012 9,59+0,12 9,017+0,078 1,346+0,004
5 0,613+0,012 0,378+0,011 11,74+0,09 7,124+0,055 1,675+0,015
6 0,688+0,004 0,455+0,008 9,45+0,01 7,765+0,008 1,125+0,008
7 0,487+0,005 0,422+0,011 8,98+0,05 8,345+0,025 1,874+0,016
8 0,556+0,009 0,527+0,009 10,64+0,09 7,752+0,087 1,254+0,007
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c)

Uzorak Ni Sn
1 0,732+0,001 0,681+0,001
2 0,564+0,009 0,792+0,001
3 0,792+0,002 0,626+0,002
4 0,694+0,002 0,455+0,013
5 0,611+0,011 0,667+0,008
6 0,705+0,007 0,551+0,002
7 0,642+0,006 0,611+0,008
8 0,648+0,002 0,712+0,001

Doktorska disertacija

Iz grupe mikroelemenata najveci sadrzaj u svim ispitivanim uzorcima detektovan je
za gvozde 1 krece se od 65,87 do 85,11 pg/g. Nedostatak gvozda dovodi do anemije.
Simptomi anemije su slabost i veca podloznost organizma stresu i bolestima. Bakar je
sastavni deo nekih enzima i neophodan je za sintezu hemoglobina. Medutim, redoks aktivni
elementi (Fe i Cu) mogu izazvati oksidativnu opasnost i time doprineti razvoju nekih bolesti
(Bush, 2002). Sadrzaj Cu u uzorcima hmelja se krec¢e od 7,473 do 9,776 ng/g.

Na osnovu sadrzaja cinka (31,65 — 42,74 pg/g) u uzorcima hmelja, moze se zakljuciti
da je hmelj dobar izvor cinka, ali treba re¢i da na poviSen sadrzaj ovog elementa u hmelju
moze uticati zemljiSte koje je bogato cinkom. Mangan je esencijalni element koji ucestvuje u
formiranju kostiju i metabolizmu aminokiselina, holesterola i uglejnih hidrata, dok ima malo
podataka koji se odnose na posledice nedostatka ovog elementa kod ljudi. Njegova
koncentracija u ispitivanim uzorcima hmelja je oko 30 pg/g. U svim uzorcima hmelja
detektovan je i kobalt (0,035 - 0,091 pg/g). Kobalt je esencijalan za ¢oveka i sastavni je deo
vitamina B12. On ucestvuje u regulisanju krvnog pritiska 1 vaZzan je za normalno
funkcionisanje Stitne Zlezde (Yilmaz i sar., 2010).

Sadrzaj selena se u ispitivanim uzorcima hmelja krec¢e od 0,167 do 0,667 pg/g. U
literaturi se mnogo pazZnje posvecuje selenu zbog svojih zastitnih efekata po zdravlje. Selen je
poznat po svom zastitnom dejstvu protiv oksidativnog stresa (Patching i Gardiner, 1999) i u
prevenciji raka (Cobo-Fernandez i sar., 1995). Preporuceni dnevni unos Se se kre¢e od 15 pg
za odojcad, 30 pug za decu od 4-8 godina, 55 pg za adolescente, muskarce i zene. U trudnoci,
preporuceni dnevni unos Se iznosi 60 pg (Institute of Medicine, 2000).

Od posebnog znacaja je hrom koji se smatra teSkim metalom i zagadivacem a u isto
vreme je 1 mikroelement koji ima vaznu ulogu u metabolizmu glukoze. Hrom postoji u

razli¢itim oksidacionim stanjima koja imaju razli¢ite bioloske efekte. Kod ljudi i1 Zivotinja
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Cr(IIl) ima vaznu ulogu u metabolizmu glukoze, masti i proteina, dok je Cr(VI) kancerogen
(Costa, 2003). Uzorak 4 sadrzi najvec¢u koli¢inu Cr (0,871 pg/g).

Ostali detektovani mikroelementi u uzorcima hmelja su prisutni u slede¢im
koncentracijama: Si (8,98 — 12,67 pg/g), V (7,124 — 9,017 pg/g), Mo (1,125 — 2,056 pg/g),
Ni (0,564 — 0,792 pg/g) i Sn (0,455 — 0,792 pg/g). Vrednosti za nikl su manje od
publikovanih rezultata za sadrzaj ovog metala u biljnim Cajevima (Kara, 2009). Kalaj je u
ishrani prisutan u vrlo malim koli¢inama, u obliku kompleksnog jona, Sn(II). Kod normalne
ishrane (bez konzumiranja hrane ili pic¢a iz limenke) unosi se priblizno 0,2 mg kalaja na dan.

Ukupni proseéni unos Sn iznosi 4 mg/dan (Sarkanj, 2010).

Tabela 4.36. Sadrzaj neesencijalnih elemenata (ug/g) u uzorcima hmelja: a) As, Pb, Cd i Al;
b) Ba, Li, Sri Sh.

a)

Uzorak As Pb Cd Al
1 0,351+0.051 0,471+0,009 0,098+0,003 15,37+0,11
2 0,112+0,042 0,193+0,005 0,066+0,001 16,66+0,09
3 0,362+0,061 0,376+0,013 0,078+0,001 15,01+0,18
4 0,214+0,044 0,301+0,009 0,092+0,003 14,66+0,14
5 0,303+0,043 0,501+0,023 0,055+0,004 13,88+0,02
6 0,281+0,011 0,221+0,015 0,082+0,002 15,32+0,08
7 0,241+0,012 0,157+0,005 0,088+0,001 14,71+0,15
8 0,382+0,082 0,287+0,032 0,059+0,003 16,02+0,11

b)

Uzorak Ba Li Sr Sb
1 4,221+0,021 6,125+0,008 9,234+0,005 0,537+0,001
2 4,002+0,008 5,876+0,009 7,653+0,002 0,455+0,002
3 3,453+0,009 6,711+0,002 6,984+0,012 0,565+0,008
4 3,769+0,002 7,026+0,009 7,112+0,001 0,489+0,011
5 4,319+0,001 6,111+0,003 7,656+0,006 0,546+0,005
6 4,067+0.014 7,832+0,013 8,623+0,015 0,435+0,002
7 2,871+0,009 6,165+0,003 8,142+0,008 0,378+0,005
8 3,886+0,001 6,664+0,009 9,189+0,005 0,466+0,001

Metali koji su detektovani u najve¢em sadrzaju od svih ostalih prisutnih
neesencijalnih metala u uzorcima hmelja su aluminijum 1 stroncijum. Sadrzaj aluminijuma se
kre¢e u rasponu od 13,88 do 16,66 ng/g, a sadrzaj stroncijuma od 6,984 do 9,234 ng/g. Slicne
rezultate za sadrzaj Sr, a vece za sadrzaj Al, dobili su Fernandez-Caceres i sar. (2001).

Koncentracije Li i Ba variraju u opsegu od: 5,876 — 7,832 ug/g i od 2,871 — 4,319 ug/g.
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Karadas i Kara (2012) su publikovali rezultate za sadrzaj barijuma u biljnim ¢ajevima (8,2 —
81,6 pg/g), koji su veéi od nasih.

Teski metali kojima je hrana najceS¢e kontaminirana su olovo, kadmijum i arsen.
Koncentracije As i Pb u naSim uzorcima su manje od 1 pg/g. Kadmijum je veoma toksi¢an
element i ozbiljan zagadiva¢. Sadrzaj Cd u ispitivanim uzorcima hmelja se kre¢e od 0,055
ug/g do 0,098 ng/g. Sadrzaj antimona je veoma sliCan u svim uzorcima piva i kre¢e se od
0,378 do 0,565 pg/g. Koncentracije teskih metala u uzorcima hmelja su ispod MDK vrednosti
propisanih domac¢om regulativom. Olovo se moze naci u hrani prilikom njene proizvodnje,
distribucije ili skladistenja. On se talozi u kostima i manjim delom u jetri, bubrezima i mekim
tkivima. U organizmu on mozZe da zameni cink, kalijum i kalcijum, pa ga je teSko ukloniti.
Arsen je manje toksiCan od ostalih teskih metala. Arsen koji je vezan u organskim
jedinjenjenjima (As®*) i elementarni arsen nisu toksiéni za razliku od neorganskog

trovalentnog arsena (As>*) (Sarkanj, 2010).
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4.3. SASTAV | ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST PIVA

Doktorska disertacija

U ovom radu je analizirano 24 uzoraka tri vrste piva (svetlo, tamno i bezalkoholno). U

Tabeli 4.37. su prikazane karakteristike analiziranih komercijalnih piva.

Tabela 4.37. Karakteristike analiziranih komercijalnih piva.

Sadrzaj
Uzorak Brend Tip alkohola Sirovine | Zemlja porekla
(%, VIV)

1 Carlsberg Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
2 Efes Draft Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
3 Efes Pilsener Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
4 Pils Plus Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
5 Staropramen Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
6 Niksicko Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
7 Lav Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
8 Lowenbrau Svetlo 4,7 Slad, hmelj Srbija
9 Beck's Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
10 Amstel Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
11 Tuborg Svetlo 4,6 Slad, hmelj Srbija
12 Heineken Svetlo 5 Slad, hmelj Holandija
13 Stella Artios Svetlo 5 Slad, hmelj Madarska
14 Leffe Svetlo 6,6 Slad, hmelj Belgija
15 Jelen Svetlo 5 Slad, hmelj Srbija
16 Lav Tamno 6,2 Slad, hmelj Srbija
17 Niksicko Tamno 6,2 Slad, hmelj Srbija
18 Lasko Tamno 59 Slad, hmelj Slovenija
19 Weifert Tamno 6,5 Slad, hmelj Srbija
20 Leffe Tamno 6,5 Slad, hmelj Belgija
21 Guinness Tamno 5 Slad, hmelj Irska
22 Jelen Cool | Bezalkoholno 0 Slad, hmelj Srbija
23 Schlossgold | Bezalkoholno 0 Slad, hmelj Austrija
24 Union Bezalkoholno 0 Slad, hmelj Slovenija

Pivo je jedan od glavnih izvora fenolnih jedinjenja. Njihovo prisustvo u pivu
doprinosi njegovom ukusu 1 boji. Takode, fenolna jedinjenja mogu doprineti odrzavanju
redoks ravnoteze u ljudskom organizmu (Scalbert i Williamson, 2000). Piva bogata
antioksidansima pokazuju bolji kvalitet, ukus i aromu, stabilnost pene i duzi rok trajanja u
odnosu na piva sa manjim sadrzajem antiokisidanasa (McMurrough i sar., 1996; Woffenden i
sar., 2001; Guido i sar., 2007).
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4.3.1. Spektrofotometrijska analiza piva
Spektrofotometrijska metoda je koris¢ena za odredjivanje ukupnih fenola, flavonoida
1 za odredivanje antioksidativne aktivnosti primenom DPPH, ABTS i FRAP testa u

ispitivanim uzorcima piva.

4.3.1.1. Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida u pivu
Rezultati odredivanja ukupnih fenola i flavonoida su prikazani u Tabeli 4.38.

Tabela 4.38. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u uzorcima piva.

Uzorak Brend Ukupni fenoli” Ukupni flavonoidi”
(mgGAE/L) (mgQE/L)
1 Carlsberg 510,24 + 15,51 185,27 +1,91"
2 Efes Draft 415,21 + 13,44° 171,08 + 2,87
3 Efes Pilsener 386,70 + 6,20° 135,61 + 1,44°
4 Pils Plus 331,88 +5,17° 121,42 +1,43°
5 Staropramen 545,32 + 15,51 166,01 + 4,30°
6 Nikgié¢ko 330,41 + 13,44° 146,76 + 3,83°
7 Lav 459,07 + 13,44 129,86 + 6,69°
8 Lowenbrau 367,69 + 2,06" 125,82 +0,95°
9 Beck's 481,73 + 14,477 154,19 + 2.87¢
10 Amstel 342,84 + 2,072 103,85 + 5,26°
11 Tuborg 456,88 + 4,14 146,76 + 6,69°
12 Heineken 420,32 + 8,271 148,45 + 3,34°
13 Stella Artios 380,85 + 6,20° 116,35 + 4,78°
14 Leffe 430,56 + 22,75° 174,12 +7,17°
15 Jelen 445,18 + 18,60° 152,84 + 2 86°
16 Lav 466,38 + 5,17 186,96 + 3,34
17 Niksic¢ko 448,10 + 4,13° 208,58 + 2,39
18 Lasko 510,97 + 8,27" 197,78 + 3,34'
19 Weifert 490,50 + 8,279 161,62 + 3,82
20 Leffe 483,19 + 10,349 183,92 +1,91"
21 Guinness 542,40 + 3,10" 166,69 + 3,349
22 Jelen Cool 328,22 + 8,272 136,29 + 3,34%
23 Schlossgold 356,73 +5,17™ 145,07 + 4,30%
24 Union 336,26 + 7,23° 107,57 + 0,95°

“Srednja vrednost + SD (n = 3). Vrednosti ozna¢ene razli¢itom slovnom oznakom (a-j) unutar
pojedinih kolona se znacajno razlikuju kada se koristi t test (p< 0,05).

Sadrzaj ukupnih fenola varira u zavisnosti od tipa piva i krece se od 328,22 mgGAE/L
kod bezalkoholnih do 545,32 mgGAE/L kod tamnih piva, sa srednjom koncentracijom od
427,82 mgGAE/L. Sadrzaj ukupnih fenola je ve¢i kod tamnih i svetlih piva u odnosu na
bezalkoholna. Rezultati dobijeni Folin-Ciocalteu metodom su sli¢ni rezultatima koje su dobili
Shahidi i Naczk (1995) (270-600 mgGAE/L), Piazzon i sar. (2010) (366-622 mgGAE/L) i
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Lugasi (2003) sa srednjom vredno$¢u od 376 mgGAE/L. Nize vrednosti ukupnih fenola
dobili su Zhao i sar. (2010) (152,01-339,12 mgGAE/L) i Obruca i sar. (2009) (156,49-
201,15 mgGAE/L). Razlike u rezultatima mogu biti posledica prisustva redoks-aktivnih
supstanci, kao $to su proteini (Davalos i sar., 2003) koji su prisutni u pivu u koncentraciji od
3-5 g/L piva (Bamforth, 2002).

Slicno sadrzaju ukupnih fenola, sadrzaj ukupnih flavonoida (Tabela 4.38) u
odabranim uzorcima piva pokazuje znacajne razlike u zavisnosti od vrste piva i kre¢e se u
rasponu od 107,57 mg QE/L za bezalkoholna piva do 208,58 mgQE/L kod tamnih piva.
Rezultati su ve¢i od rezultata koje su dobili Obruca i sar. (Obruca i sar., 2009) (53,49-76,80

mg/L).

4.3.1.2. Antioksidativna aktivnost piva

U Tabeli 4.39. prikazane su antioksidativne aktivnosti ispitivanih uzoraka piva
primenom DPPH, ABTS i FRAP metode.
Tabela 4.39. Antioksidativna aktivnost uzoraka piva (DPPH, ABTS i FRAP).

Uzorak Brend DPPH " ABTS” FRAP”
(mmolITE/L) (mmolTE/L) (mmolFE/L)
1 Carlsberg 0,60 +0,01" 0,21 + 0,00° 524,17 + 6,39'
2 Efes Draft 0,50 + 0,02° 0,25 +0,02° 535,91 + 15,32
3 Efes Pilsener 0,42 +0 ,02° 0,19 + 0,01° 231,59 + 14,04¢
4 Pils Plus 0,39 +0,02° 0,14 +0,01° 91,62 +7,67°
5 Staropramen 0,61 +0,01" 0,23 +0,01° 762,57 +11,49"
6 Niksi¢ko 0,46 + 0,00° 0,17 + 0,00° 583,03 + 4,89
7 Lav 0,52 + 0,00 0,22 +0,02° 419,42 + 6,397
8 Lowenbrau 0,50 + 0,01° 0,21 +0,01° 412,19 + 3,83°
9 Beck's 0,52 + 0,00 0,23 +0,01° 354,40 + 6,39
10 Amstel 0,44 +0,01° 0,21 +0,01° 22,99 + 5112
11 Tuborg 0,65+ 0,01' 0,32 +0,00° 427,55 + 10,229
12 Heineken 0,51 + 0,00° 0,23 + 0,00° 65,43 + 8,94°
13 Stella Artios 0,55 + 0,019 0,21 +0,01° 116,00 + 11,50°
14 Leffe 0,59 + 0,01" 0,26 + 0,01° 535,01 + 6,39'
15 Jelen 0,60 +0,02" 0,20 +0,01° 430,26 + 6,397
16 Lav 0,74 + 0,02’ 0,35+ 0,01" 632,53 + 11,50’
17 Niksicko 0,83+ 0,01% 0,29 + 0,01 708,38 + 3,83
18 Lasko 0,76 + 0,01/ 0,31+ 0,017 712,90 + 12,77™
19 Weifert 0,74 + 0,00/ 0,33 + 0,019 831,20 + 3,83"
20 Leffe 0,55 + 0,029 0,26 + 0,00° 629,82 + 10,21
21 Guinness 0,35+ 0,01° 0,29 + 0,01 673,17 + 10,22
22 Jelen Cool 0,26 +0,01° 0,18 +0,01° 87,11 + 6,39°
23 Schlossgold 0,33 £0,01° 0,19 +0,01° 492 57 +10,22"
24 Union 0,34 +0,01° 0,20 + 0,00° 572,03 + 10,22

“Srednja vrednost + SD (n = 3). Vrednosti ozna¢ene razli¢itom slovnom oznakom (a-n)
unutar pojedinih kolona se znac¢ajno razlikuju kada se koristi t test (p< 0,05).
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Antioksidativna aktivnost svetlih, tamnih i bezalkoholnih piva, primenom DPPH
metode, izrazena kao mmolTE/L, iznosi 0,39-0,65, 0,35-0,83 i 0,26-0,34, respektivno (Tabela
4.39.). Najmanju antioksidativnu aktivnost imaju bezalkoholna piva, dok tamna piva imaju
najvecu. Pils Plus pokazuje najmanju, dok Tuborg ima najveéu antioksidativnu aktivnost kod
svetlih piva. Kod tamnih piva Guinness ima najmanju, a Niksi¢ko najvecu antioksidativnu
aktivnost. Od ispitanih bezalkoholnih piva Jelen Cool pokazuje nisku, dok Union pokazuje
visoku antioksidativnu aktivnost. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su
dobili Zhao i sar. (2010) (0,24-0,70 mmolTE/L; od 24 uzoraka piva samo 4 imaju aktivnost
vecu od 0,70 mmolTE/L) i Lugasi (2003). Rezultati ukazuju da sirovine za proizvodnju piva i
sam proces proizvodnje mogu imati znaCajan uticaj na antioksidativnu aktivnost piva
(Vanbeneden i sar., 2008; Krofta i sar., 2008).

Sadrzaj polifenola 1 antioksidativna aktivnost rastu u sledeéem nizu:
bezalkoholna<svetla<tamna piva, tako da je sadrzaj polifenola i antioksidativna aktivnost
tamnih piva veca 1,5-2 puta u odnosu na bezalkoholna. Vinson i sar. (2003) i Gorjanovié i
sar. (2010) su takode dobili ve¢i sadrzaj polifenola u tamnim pivima u odnosu na svetla i
bezalkoholna.

Antioksidativna aktivnost svetlih, tamnih i bezalkoholnih piva, primenom ABTS
metode, izrazena kao mmolTE/L, iznosi 0,20-0,32, 0,26-0,35 i 0,18-0,20, repsektivno (Tabela
4.39.). Antioksidativna aktivnost raste u sledeCem nizu: bezalkohlona<svetla<tamna piva, §to
je u skladu sa rezultatima dobijenim DPPH metodom. Vrednosti dobijene ABTS metodom su
nize od onih dobijenith DPPH metodom. Ovo zapazanje mozZe biti rezultat razli¢itih reakcija
izmedu fenolnih jedinjenja i ABTS i DPPH radikala (Campos i sar., 1997). Ista zapazanja su
potvrdena prilikom odredivanja antioksidativne aktivnosti voca i povrca (Pellegrini i sar.,
2003; Zhao i sar., 2008).

Na Slici 4.75 je prikazana korelacija izmedu antioksidativnih aktivnosti dobijenih

ABTS i DPPH metodom.
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Slika 4.75. Korelacija izmedu DPPH i ABTS antioksidativne aktivnosti (r = 0,83, p <
0,0001).

Postoji znacajna korelacija izmedu vrednosti dobijenih ovim metodama za
odredivanje antioksidativne aktivnosti.

Vrednosti dobijene odredivanjem antioksidativne aktivnosti FRAP metodom su vece
u odnosu na dobijene vrednosti prethodnim metodama (Tabela 4.39.). Slicno DPPH i ABTS
metodi, rezultati dobijeni FRAP metodom pokazuju znacajne razlike u zavisnosti od tipa
piva. Uzorci tamnih piva pokazuju najvecu antioksidativnu aktivnost, manju aktivnost
pokazuju svetla, a najmanju bezalkoholna piva. Sli¢ne rezultate dobili su Tafulo i sar. (2010).
Vecée antioksidativne aktivnosti u uzorcima piva dobili su Piazzon i sar. (2010).

Takode, korelacija izmedu vrednosti dobijenih FRAP i ABTS (Slika 4.76.) i FRAP i

DPPH metodom (Slika 4.77.) odredena je linearno regresionom analizom.
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Slika 4.76. Korelacija izmedu FRAP i ABTS antioksidativne aktivnosti (r = 0,62, p<0,001).
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Slika 4.77. Korelacija izmedu FRAP i DPPH antioksidativne aktivnosti (r = 0,53, p<0,007).

Korelacije izmedu FRAP i ABTS metode i FRAP 1 DPPH metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti su 0,62 (p<0,001) i 0,53 (p<0,007).

4.3.2. HPLC analiza piva
HPLC metoda se Kkoristi za odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju pojedina¢nih
fenolnih jedinjenja. Ona daje viSe informacija o sadrzaju fenolnih jedinjenja, njihovih

hemijskih karakteristika i antioksidativne aktivnosti.

4.3.2.1. Odredivanje fenolnih i hidroksicimetnih kiselina u pivu

Deset fenolnih jedinjenja, ukljucujuc¢i galnu, protokatehinsku, 4-hidroksibenzoevu,
2,5-dihidroksibenzoevu, vanilinsku, kafenu, p-kumarnu, ferulnu, sinapinsku i salicilnu
kiselinu, su identifikovana u ispitivanim uzorcima piva. Rezultati ispitivanja su prikazani u
Tabeli 4.40.

166



Tabela 4.40. Sadrzaj fenolnih i hidroksicimetnih kiselina u pivima®.

Uzorak Brend Galna Protokatehinska | 4-hidroksibenzoeva | 2,5-dihidroksibenzoeva Vanilinska Kafena p-kumarna Ferulna Sinapinska Salicilna
1 Carlsberg 1,93+0,07 1,35+0,09 0,11+0,01 0,18+0,02 0,28+0,03 0,14+0,03 0,62+0,07 1,78+0,09 0,38+0,06 0,036+0,005
2 Efes Draft 1,88+0,07 1,23+0,12 0,13+0,02 nd 0,25+0,04 0,12+0,02 0,46+0,05 1,62+0,07 0,32+0,05 0,032+0,004
3 Efes Pilsener | 1,96+0,07 1,06+0,11 0,092+0,011 nd 0,310,05 | 0,15+0,03 0,68+0,07 1,810,09 0,31+0,05 0,038+0,005
4 Pils Plus 1,43+0,09 1,29+0,12 0,066+0,008 0,034+0,007 0,12+0,02 0,13+0,07 0,22+0,03 1,26+0,06 0,27+0,04 nd
5 Staropramen | 1,95%0,07 2,04+0,06 0,11+0,02 0,046+0,008 0,28+0,03 0,21+0,04 0,28+0,03 2,16+0,11 0,29+0,05 0,044+0,006
6 Niksi¢ko 1,34+0,09 1,05+0,11 0,12+0,02 0,033+0,007 0,19+0,02 0,15+0,03 0,62+0,05 1,31+0,07 0,25+0,04 0,042+0,006
7 Lav 1,56+0,08 1,27+0,12 0,023+0,003 0,47+0,06 0,23+0,04 0,13+0,02 0,26+0,03 0,97+0,04 0,24+0,04 0,031+0,004
8 Lowenbrau 1,63+0,07 1,47+0,08 0,041+0,006 0,39+0,08 0,16+0,02 0,11+0,02 0,31+0,04 1,21+0,05 0,28+0,05 0,038+0,005
9 Beck's 1,51+0,08 1,49+0,07 0,021+0,003 0,43+0,05 0,31+0,05 0,14+0,03 0,23+0,02 1,23+0,05 0,20+0,03 0,044+0,006
10 Amstel 1,56+0,08 1,06+0,11 0,069+0,008 0,021+0,003 0,13+0,02 0,10+0,02 0,26+0,03 1,63+0,07 0,27+0,04 nd
11 Tuborg 1,35+0,09 1,48+0,09 0,079+0,009 0,047+0,008 0,17+0,02 0,11+0,02 0,21+0,03 1,65+0,07 0,21+0,03 0,032+0,004
12 Heineken 1,53+0,08 1,65+0,07 0,056+0,007 0,11+0,01 0,23+0,04 0,17+0,03 0,21+0,03 0,85+0,04 0,21+0,03 0,044+0,006
13 Stella Artios | 1,51+0,08 1,41+0,09 0,036+0,004 0,35+0,05 0,16+0,02 0,12+0,02 0,18+0,02 1,53+0,06 0,29+0,05 0,049+0,006
14 Leffe 1,58+0,08 1,49+0,07 0,13+0,02 0,39+0,08 0,22+0,03 0,13+0,02 0,21+0,03 1,57+0,06 0,33+0,06 0,037+0,005
15 Jelen 1,41+0,09 1,51+0,07 0,093+0,012 0,041+0,008 0,17+0,02 0,16+0,03 0,26+0,04 1,39+0,07 0,29+0,05 0,029+0,004
16 Lav 1,61+0,08 1,38+0,12 0,051+0,005 0,59+0,06 0,31+0,04 0,19+0,03 0,21+0,03 1,59+0,06 0,28+0,05 0,052+0,007
17 Niksi¢ko 1,59+0,08 1,30+0,12 0,048+0,006 0,57+0,06 0,39+0,05 0,24+0,04 0,18+0,02 1,55+0,06 0,26+0,04 0,049+0,006
18 Lasko 1,49+0,09 1,25+0,16 0,039+0,004 0,48+0,05 0,29+0,03 0,33+0,04 0,17+0,02 1,52+0,06 0,25+0,04 0,043+0,006
19 Weifert 1,55+0,08 1,31+0,12 0,045+0,006 0,51+0,05 0,32+0,04 0,46+0,05 0,23+0,03 1,57+0,06 0,27+0,04 0,047+0,006
20 Leffe 1,71+0,07 1,58+0,08 0,053+0,005 0,63+0,07 0,49+0,06 0,57+0,06 0,28+0,04 1,67+0,07 0,33+0,05 0,056+0,007
21 Guinness 1,68+0,07 1,43+0,09 0,052+0,006 0,54+0,06 0,44+0,05 0,51+0,06 0,37+0,05 1,62+0,07 0,28+0,05 0,053+0,007
22 Jelen Cool 1,13+0,14 1,04+0,12 0,097+0,011 0,024+0,003 0,06+0,01 0,07+0,01 0,11+0,01 1,03+0,07 0,13+0,02 0,019+0,003
23 Schlossgold 1,24+0,16 1,15+0,14 0,018+0,002 0,031+0,007 0,07+0,01 0,09+0,01 0,15+0,02 1,19+0,08 0,19+0,02 0,027+0,004
24 Union 1,19+0,13 1,0740,12 0,014+0,002 0,029+0,003 0,06+0,01 0,08+0,01 0,14+0,02 1,11+0,07 0,15+0,02 0,023+0,003

®Srednja vrednost + SD (n=3); rezultati su izrazeni kao mg/l; nd- nije detektovano
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Na Slici 4.78. prikazan je hromatogram fenolnih i hidroksicimetnih kiselina u
uzorcima piva.
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Slika 4.78. HPLC hromatogram na 320 nm fenolnih i hidroksicimetnih kiselina u uzorcima
piva: galna (1); protokatehinska (2); 4-hidroksibenzoeva (3); 2,5-dihidroksibenzoeva (4);
vanilinska (5); kafena (6); p-kumarna (7); ferulna (8); sinapinska (9); salicilna (10).

U svim uzorcima piva najzastupljenije Kiseline su galna, ferulna i protokatehinksa,
zatim p-kumarna, sinapinska, vanilinska, kafena, 2,5-dihidroksibenzoeva i 4-
hidroksibenzoeva. Dobijeni rezultati se slazu sa podacima iz literature (Piazzon i sar., 2010;
Zhao i sar., 2010; Nardini i Ghiselli, 2004; Floridi i sar., 2003; Bartolome i sar., 2000).
Razlike u sadrzaju ukupnih fenola dobijenih Folin-Ciocalteu i HPLC metodom su rezultat
nespecifi¢nosti Folin-Ciocalteu metode.

Jaka korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti odredene FRAP metodom i ukupnih
fenola, kao i slaba korelacija izmedu vrednosti odredenih FRAP metodom i slobodnih
fenolnih kiselina (Tabela 4.41.) pokazuju da estarske veze prisutnih fenolnih kiselina u pivu
smanjuju antioksidativnu mo¢. 1z Tabele 4.41. se takode moze videti da kafena, vanilinska,

sinapinska i ferulna kiselina najvi$e doprinose antioksidativnoj aktivnosti piva.
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Tabela 4.41. Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti (FRAP) i sadrzaja slobodnih

fenolnih i hidroksicimetnih kiselina i ukupnih fenola.

Kiseline Korelacioni p
koeficijent

Galna 0,24 0,0261
Protokatehinska 0,25 0,0253
4-hidroksibenzoeva 0,008 0,9969
2,5-dihidroksibenzoeva 0,47 0,0204
Vanilinska 0,54 0,0071
Kafena 0,55 0,0049
p-kumarna 0,07 0,7388
Ferulna 0,42 0,0392
Sinapinska 0,49 0,0197
Salicilna 0,061 0,0341
Ukupni fenoli 0,78 <0,0001

4.3.3. ICP-OES analiza piva
ICP-OES metoda je koriS¢ena za odredivanje 17 elemenata (As, B, Ba, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Pb, Se, Sri Zn) u 21 uzorku piva. Parametri ICP-OES metode su

dati u eksperimentalnom delu, dok su karakteristike metoda kvantitativnog odredivanja

ispitivanih elemenata i karakterisitike ispitivanih piva date u Tabelama 4.42. i 4.43.

Tabela 4.42. Karakteristike metoda kvantitativnog odredivanja ispitivanih elemenata u

uzorcima piva.

Element A(nm) LoD" LOQ? Korelacini

(mg/L) (mg/L) koeficijent
As 228,812 0,0828 0,2759 0,999946
B 208,959 0,5947 1,9824 0,997202
Ba 230,424 0,1832 0,6108 0,999733
Ca 422,673 0,0984 0,3279 0,999923
Cd 228,802 0,0828 0,2759 0,999946
Cr 267,716 0,0588 0,1960 0,999973
Cu 324,754 0,1181 0,3936 0,999889
Fe 259,940 0,3089 1,0298 0,999243
K 404,721 0,0203 0,0677 0,999999
Mg 285,213 0,0449 0,1496 0,999984
Mn 257,610 0,0362 0,1206 0,999999
Co 228,616 0,1279 0,4262 0,999879
Ni 341,476 0,1807 0,6023 0,999741
Pb 220,353 0,2191 0,7304 0,999619
Se 196,090 0,2970 0,9900 0,999300
Sr 421,552 0,8929 2,9766 0,993724
Zn 202,548 0,0779 0,2598 0,999952

'LOD - granica detekcije, °LOQ — granica kvantifikacije.
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Tabela 4.43. Karakteristike komercijalnih piva.

: Sadrzaj o Zemlja
Uzorak Brend Tip alkohola | Sirovine
(%, VIV) porekla
1 Carlsberg Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
2 Efes Draft Svetlo 50 Slad, hmelj Srbija
3 Efes Pilsener Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
4 Pils Plus Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
5 Staropramen Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
6 Niksi¢ko Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
7 Lav Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
8 Lowenbrau Svetlo 4,7 Slad, hmelj Srbija
9 Beck's Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
10 Amstel Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
11 Tuborg Svetlo 4,6 Slad, hmelj Srbija
12 Heineken Svetlo 5,0 Slad, hmelj Holandija
13 Stella Artios Svetlo 5,0 Slad, hmelj Madarska
14 Leffe Svetlo 6,6 Slad, hmelj Belgija
15 Jelen Svetlo 5,0 Slad, hmelj Srbija
16 Lav Tamno 6,2 Slad, hmelj Srbija
17 Niksicko Tamno 6,2 Slad, hmelj Srbija
18 Lasko Tamno 59 Slad, hmelj Slovenija
19 Jelen Cool Bezalkoholno 0,0 Slad, hmelj Srbija
20 Schlossgold | Bezalkoholno 0,0 Slad, hmelj Austrija
21 Union Bezalkoholno 0,0 Slad, hmelj Slovenija

4.3.3.1. Sadriaj makro i mikroelemenata

Odredivani elementi su svrstani u dve grupe. Prva grupa sadrzi makroelemente koji su
prisutni u svim pivima, kao §to su K, Ca i Mg. Ovi metali su esencijalni za normalno
odvijanje fizioloSkih funkcija u ljudskom organizmu. Vrednosti ovih elemenata u uzorcima

piva dati su u Tabeli 4.44.
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Tabela 4.44. Sadrzaj makroelemenata (mg/L) u uzorcima piva.

Uzorak Ca K Mg

1 6.90+0,03 | 11,04+0,02 3,240,1
2 32,67+0,05 | 101,90+0,04 48,9+0,1
3 29,20£0,05 | 84,45+0,07 49,1+0,1
4 29,10£0,01 | 82,125+0,007 | 49,1+0,1
5 28,07+0,05 | 78,77+0,08 49,2+0,3
6 29,740,2 85,52+0,07 49,0+0,3
7 31,27+0,06 | 91,47+0,08 49,1+0,4
8 32,85+0,01 | 98,60+0,08 48,9+0,6
9 30,45+0,06 91,1+0,2 49,1+0,1
10 30,5+0,1 89,7+0,2 49,1+0,3
11 33,30+0,03 | 104,1+0,1 48,8+0,1
12 29,12+0,07 81,8+0,1 48,9+0,2
13 27,90+0,06 | 78,47+0,04 49,1+0,2
14 28,60+0,08 | 1,880+0,001 49,1+0,2
15 27,85%£0,03 | 72,73+0,02 49,1+0,5
16 30,50+0,01 | 91,57+0,06 49,1+0,6
17 15,64+0,07 | 39,20+0,09 49,1+0,3
18 31,20+0,02 | 90,82+0,09 49,1+0,4
19 24,48+0,07 | 61,20+0,04 47,9+0,3
20 27,9+0,1 76,8+0,2 49+1
21 26,0£0,1 68,02+0,03 4612

Sadrzaj makroelemenata se krece u sledecem opsegu: K (1,88-104,1 mg/L), Ca (6,9-

33,3 mg/L) i Mg (3,2-49,2 mg/L). Dobijene vrednosti su u skladu sa onim iz literature: K
(135-1100 mg/L) (Bellido-Milla i sar., 2000), (124-648 mg/L) (Alcazar i sar., 2002) i (46,7-
833 mg/L) (Brigs i sar., 2004); Ca (40-140 mg/L) (Bellido-Milla i sar., 2000), (42,2-68,8
mg/L) (Alcazar i sar., 2002) i (3,80-108 mg/L) (Bellido-Milla i sar., 2000); Mg (60-200
mg/L) (Bellido-Milla i sar., 2000), (55,5-265 mg/L) (Alcazar i sar., 2002), (23,7-266 mg/L)
(Brigs i sar., 2004) i (42-110 mg/L) (Pohl i Prusisz, 2004). Visoke koncentracije K, Ca i Mg
poticu iz sirovina za proizvodnju piva (hmelj, jeCam 1 druge Zitarice). Kvasac je takode bogat
izvor ovih metala kao i voda. Nekoliko autora (Brigs i sar., 2004; Hardwick, 1995; Moll,
1995; Walker i sar., 1996; Chanrasena i sar., 1997; Goldammer, 1999; Baxter i Hughes,
2001) je ispitivalo efekat makro i mikroelemenata na kvalitet piva. Kalijum u koncentraciji
iznad 10 mg/L ima laksativni efekat i daje slan ukus pivu. Preporucena koncentracija Ca u
pivu je izmedu 20 1 150 mg/L. Sadrzaj Ca iznad 100 mg/L uzrokuje uklanjanje fosfata i
neadekvatan rast kvasca. Preporucena gornja granica koncentracije Mg je 30 mg/L. Njegova

visoka koncentracija doprinosi kiselom i gorkom ukusu piva.
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Drugu grupu elemenata ¢ine mikroelementi i elementi prisutni u tragovima. Neki od

njih su esencijalni za ljudski organizam, Fe, Zn, Cu, Mn, Se, Sr, B i Ba. Neesencijalni

elementi su Cr, Ni, Pb, Cd i Al, i mogu uticati na zagadenje Zivotne sredine (Carvalho i sar.,

2005). Ovi elementi se nazivaju toksicni i njihove koncentracije date su u tabeli 4.45.

Tabela 4.45. Sadrzaj mikroelemenata i elemenata u tragovima (mg/L) u uzorcima piva: a) B,
Ba, Sr i Fe; b) Co, Cu, Mn, Se i Zn; c) Cr, Ni, Pb, Cd i As.

a)
Uzorak B Ba Sr Fe
1 0,250+0,004 0,0760+0,0001 0,372+0,001 0,435+0,002
2 1,792+0,001 0,1740+0,0003 3,91+0,01 0,598+0,004
3 1,285+0,005 0,1425+0,0002 6,755+0,009 0,912+0,007
4 1,271+0,009 0,1420+0,0005 6,23+0,02 0,720+0,002
5 2,344+0,009 0,1301+0,0003 5,338+0,007 0,558+0,001
6 1,414+0,002 0,1858+0,0002 3,94+0,02 0,874+0,006
7 1,361+0,005 0,5265+0,0007 4,043+0,009 0,670+0,001
8 2,186+0,004 0,1790+0,0001 5,86+0,02 0,381+0,001
9 1,287+0,006 0,1785+0,0001 3,69+0,02 1,204+0,006
10 0,921+0,001 0,1335+0,0004 2,93+0,02 0,485+0,002
11 1,797+0,004 0,2133+0,0006 3,728+0,009 0,495+0,001
12 0,498+0,002 0,1873+0,0001 2,98+0,01 0,826+0,001
13 0,928+0,005 0,1723+0,0006 2,89+0,01 1,352+0,002
14 1,132+0,004 0,1323+0,0005 4,74+0,01 1,111+0,002
15 2,128+0,007 0,1575%0,0002 4,603+0,009 2,678+0,001
16 1,384+0,001 0,135040,0003 4,21+0,01 0,629+0,001
17 0,572+0,003 0,0465%0,0003 1,118+0,004 1,163+0,006
18 1,217+0,002 0,1820+0,0005 3,615+0,003 0,728+0,002
19 0,441+0,002 0,4940+0,0021 2,918+0,007 1,553+0,006
20 0,963+0,003 0,1170+0,0004 2,94+0,02 2,350+0,005
21 0,787+0,005 0,0833+0,0001 2,38+0,02 0,551+0,004
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b)
Uzorak Co Cu Mn Se Zn
1 - 0,1993+0,0006 | 0,0193+0,0001 | 0,048+0,004 | 0,950+0,004
2 - 0,1993+0,0009 | 0,290+0,001 | 0,063+0,003 -
3 - 0,1008+0,0005 | 0,378+0,002 0,11+0,05 -
4 - 0,1718+0,0003 | 0,2965+0,0004 | 0,111+0,009 | 0,299+0,002
5 - 0,212+0,002 0,371+0,001 0,08+0,01 | 0,112+0,002
6 0,0215+0,0002 | 0,210+0,003 0,382+0,003 | 0,079+0,002 | 0,174+0,005
7 0,0048+0,0003 | 0,1968+0,0003 | 0,2758+0,0002 | 0,07+0,01 | 0,227+0,008
8 0,0503+0,0005 | 0,176+0,002 0,390+0,002 0,08+0,01 | 0,118+0,002
9 0,0013+0,0002 | 1,054+0,004 0,237+0,001 0,06+0,01 | 1,239+0,001
10 - 0,753+0,006 0,191+0,001 | 0,034+0,007 | 0,941+0,004
11 - 0,327+0,001 | 0,3165+0,0005 | 0,055+0,002 | 0,758+0,003
12 - 0,2785+0,0004 | 0,1670+0,0004 | 0,06+0,01 | 0,345%0,007
13 0,0033+0,0003 | 0,1533+0,0007 | 0,1353+0,0006 | 0,099+0,004 | 0,238+0,001
14 - 0,1880+0,0007 | 0,2280+0,0008 | 0,13+0,01 | 0,088+0,006
15 - 0,300+0,001 | 0,2495+0,0003 | 0,034+0,007 | 0,426+0,003
16 - 0,1233+0,0005 | 0,370+0,001 | 0,073+0,005 -
17 - 0,0773+0,0004 | 0,0753+0,0002 | 0,08+0,01 -
18 - 0,1775+0,0007 | 0,2643+0,0009 | 0,061+0,007 | 0,24+0,01
19 0,0051+0,0001 | 0,2733+0,0008 | 0,0618+0,0003 | 0,051+0,006 | 0,012+0,003
20 0,0032+0,0008 | 0,0935+0,0007 | 0,2195+0,0007 | 0,091+0,007 -
21 - 0,0525+0,0001 | 0,184+0,001 0,08+0,02 -
c)
Uzorak Cr Ni Pb Cd As
1 0,013+0,001 | 0,009+0,003 | 0,062+0,002 | 0,0023+0,0001 | 0,0023+0,0001
2 0,025+0,002 | 0,025+0,006 | 0,004+0,001 | 0,0032+0,0001 | 0,0031+0,0001
3 0,0158+0,0007 | 0,003+0,004 | 0,002+0,002 | 0,0025+0,0002 | 0,0025+0,0002
4 0,0185+0,0002 | 0,022+0,004 | 0,002+0,004 | 0,0033+0,0001 | 0,0033+0,0001
5 0,0171+0,0009 | 0,018+0,002 | 0,0071+0,0004 | 0,0028+0,0003 | 0,0028+0,0003
6 0,037+0,001 | 0,018+0,003 | 0,0572+0,0008 | 0,0615+0,0002 | 0,0062+0,0002
7 0,0248+0,0007 | 0,008+0,004 | 0,006+0,001 | 0,0065+0,0004 | 0,0065+0,0004
8 0,026+0,001 | 0,001+0,005 | 0,005+0,003 | 0,0051+0,0001 | 0,0051+0,0001
9 0,026+0,001 | 0,059+0,003 | 0,006+0,003 | 0,0038+0,0003 | 0,0038+0,0003
10 0,026+0,001 | 0,014+0,001 | 0,0077+0,0006 | 0,0031+0,0002 | 0,0031+0,0002
11 0,024+0,001 | 0,006+0,006 | 0,014+0,003 | 0,0031+0,0001 | 0,0032+0,0001
12 0,0268+0,0005 | 0,012+0,006 | 0,022+0,002 | 0,0131+0,0002 | 0,0131+0,0002
13 0,0201+0,0003 | 0,002+0,005 | 0,0087+0,0006 | 0,0153+0,0001 | 0,0153+0,0001
14 0,0195+0,0008 | 0,023+0,004 | 0,004+0,006 | 0,0043+0,0004 | 0,0043+0,0004
15 0,019+0,001 | 0,011+0,004 | 0,0077+0,0006 | 0,0025+0,0001 | 0,0025+0,0001
16 0,0261+0,0006 | 0,002+0,009 | 0,006+0,003 | 0,0033+0,0001 | 0,0033+0,0001
17 0,014+0,002 | 0,012+0,002 | 0,006+0,002 | 0,0035+0,0003 | 0,0035+0,0003
18 0,0223+0,0005 | 0,019+0,004 | 0,007+0,002 | 0,0043+0,0003 | 0,0043+0,0003
19 0,0233+0,0004 | 0,016+0,004 | 0,008+0,003 | 0,0028+0,0003 | 0,0028+0,0003
20 0,031+0,001 | 0,027+0,005 | 0,0061+0,0004 | 0,0021+0,0004 | 0,0021+0,0004
21 0,020+0,002 - 0,004+0,001 | 0,0031+0,0003 | 0,0031+0,0003

173



Dusan Paunovié¢ Doktorska disertacija

Koncentracije mikroelemenata kao sto su Sr, B i Ba variraju u opsegu od: 0,372 mg/L
do 6,755 mg/L, od 0,25 mg/L do 2,344 mg/L, i od 0,0465 mg/L to 0,5265 mg/L. Vrednosti za
Sr i Ba su sli¢ne ili veée u odnosu na vrednosti iz literature: 0,23-0,41 mg/L (Alcazar i sar.,
2002), 0,14-0,30 mg/L (Nascentes i sar., 2005) i 0,020-0,032 mg/L (Alcazar i sar., 2002),
0,034-0,049 mg/L (Vela i sar., 1998). Metali kao §to su Fe, Cu, Zn i Mn su esencijalni i imaju
vaznu ulogu u bioloSkom sistemu, dok neesencijalni metali kao Sto su Cr, Ni, Pb 1 Cd, su
toksicni Cak 1 u tragovima.

Gvozde je najzastupljenije od svih ispitivanih metala i neophodno je za normalno
funkcionisanje odredenih enzima u organizmu. Koncentracija gvozda u uzorcima piva krece
se od 0,381 mg/L do 2,678 mg/L. Postoje znacajne razlike u sadrzaju gvozda u okviru istog
tipa a razli¢itog brenda piva. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima: 0,044—
1,20 mg/L (Matshushige i Oliviera, 1993), 0,059-0,545 mg/L (Bellido-Milla i sar., 2000),
0,045-0,530 mg/L (Wyrzykowska i sar., 2001), 0,057-1,065 mg/L (Alcatraz i sar., 2002) i
0,145-0,862 mg/L (Bellido-Milla i sar., 2004). Preporu¢ena gornja granica u pivu je 0,1
mg/L. Visoka koncentracija gvozda doprinosu neprijatnom ukusu i tamnoj boji piva (Brigs i
sar., 2004; Hardwick, 1995; Moll, 1995; Walker i sar., 1996; Chanrasena i sar., 1997,
Goldammer, 1999; Baxter i Hughes, 2001).

Koncentracija bakra u razli¢itim brendovima piva varira od 0,0525 mg/L do 1,054
mg/L. Nivo bakra u ovom radu je veci od vrednosti iz literature: 0,019-0,068 mg/L (Bellido-
Milla i sar., 2000), 0,029-0,150 mg/L (Wyrzykowska i sar., 2001), 0,072-0,098 mg/L (Pohl i
Sergiel, 2000), 0,004-0,057 mg/L (Asita i sar., 2011). Preporuena gornja granica
koncentracije bakra u pivu je 0,1 mg/L. Visoka koncentracija je toksi¢na za kvasac i dovodi
do zamucenja piva (Brigs i sar., 2004; Hardwick, 1995; Moll, 1995; Walker i sar., 1996;
Chanrasena i sar., 1997; Goldammer, 1999; Baxter i Hughes, 2001).

Koncentracija mangana u ispitivanim pivima se kre¢e od 0,0193 mg/L do 0,390 mg/L.
Vrednosti su unutar opsega vrednosti dobijenih od strane drugih autora: 0,044-0,197 mg/L
(Bellido-Milla i sar., 2000), 0,053-0,470 mg/L (Wyrzykowska i sar., 2001), 0,033-0,304
mg/L (Alcazar i sar., 2002). Preporucena koncentracija u pivu je od 0,05 mg/L do 0,2 mg/L.

Od svih metala cink je najmanje toksican, esencijalan element u ljudskoj ishrani i
poboljSava imunitet organizma. Preporuc¢ena dnevna doza cinka za muskarce je 15 mg a za
zene 12 mg (ATSDR, 1994). Koncentracija cinka u uzorcima piva je u opsegu od 0,012 mg/L
do 1,239 mg/L. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su publikovali Bellido-
Milla i sar. (0,020-0,457 mg/L) (Bellido-Milla i sar., 2000), Wyrzykowska i sar. (0,004-0,120
mg/L) (Wyrzykowska i sar., 2001), Alcazar i sar. (0,012-0,975 mg/L) (Alcazar i sar., 2002)
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and Pohl (Pohl, 2008). Preporu¢ena koncentracija u pivu je od 0,15 mg/L do 0,5 mg/L.
Visoka koncentracija je Stetna za kvasac i utiCe na fermentaciju (Brigs i sar., 2004;
Hardwick, 1995; Moll, 1995; Walker i sar., 1996).

Kobalt je detektovan u samo sedam uzoraka piva i njegove vrednosti se krecu od
0,0013 mg/L do 0,0503 mg/L. U literaturi koncentracija kobalta se kre¢e izmedu 0,08 ng/mL
i 0,57 ng/mL (Wyrzykowska i sar., 2001) i izmedu 0,007 mg/L i 0,010 mg/L (Iwegbue, 2010).

U ovom radu koncentracija selena varira od 0,034 mg/L do 0,13 mg/L. Sli¢no tome,
Asita i sar. (Asita i sar., 2011) su dobili rezultate koji se krecu od 0,645 mg/L do 0,942 mg/L
selena u juznoafrickim pivima.

Hrom je detektovan u svim uzorcima sa koncentracijom od 0,013 mg/L do 0,037
mg/L. Prema podacima Agency for Toxic Substances & Disease Registry (ATSDR, 2004)
dozvoljena koncentracija hroma u hrani je 0,1 mg/L. Svi ispitivani uzorci sadrze
koncentraciju hroma ispod preporucene vrednosti u hrani. Dobijeni rezultati se slazu sa
onima koje su objavili Wyrzykowska i sar. (Wyrzykowska i sar., 2001) (3,8-45 ng/mL) u
poljskim pivima, i nizi od rezultata koje su objavili Matsushige i Oliveira (Matsushige i
Oliveira, 1993) (0,43-0,84 ng/mL) u pivima iz Brazila.

Sadrzaj kadmijuma u pivima varira od 0,0021 mg/L do 0,0615 mg/L. ATSDR
(ATSDR, 2004) preporucuje dozu od 0,005 mg/L u hrani. Koncentracija kadmijuma je ispod
dozvoljene granice, osim u uzorcima 6, 12 i 13. Asita i sar. (Asita i sar., 2011) su publikovali
sadrzaj kadmijuma u juznoafrickim pivima koji varira od 0,032 do 0,035 mg/L. U brazilskim
pivima sadrzaj kadmijuma je manji od 0,014 mg/L (Soares i Morales, 2003). Sadrzaj
kadmijuma u ispitivanim pivima je veci od sadrzaja u nigerijskim (0,001-0,01 mg/L)
(Iwegbue, 2010) i poljskim pivima (0,02-0,53 ng/mL) (Wyrzykowska i sar., 2001).

Koncentracija nikla se kre¢e u rasponu od 0,001 do 0,059 mg/L. Prema WHO (WHO,
2003) maksimalna dozvoljena koncentracija nikla u pijacoj vodi je 0,05 mg/L a u alkoholnim
pi¢ima 0,3 mg/kg. Koncentracija nikla u pivima je ispod maksimalno dozvoljene
koncentracije koju propisuje WHO (WHO, 2003). Dobijeni rezultati su u dobroj saglasnosti
sa onima dobijenim od strane Wyrzykowska i sar. (Wyrzykowska i sar., 2001) (0,003-0,045
mg/L) i Asita i sar. (Asita i sar., 2011) (0,004-0,031 mg/L).

Najveci sadrzaj olova je zapazen u uzorku 1 (0,062 mg/L) i 6 (0,0572 mg/L). U
drugim uzorcima piva koncentracija olova je ispod dozvoljene granice u alkoholnim pi¢ima
(0,5 mg/L) (WHO, 2003). Spanska piva sadrze koncentraciju olova koja se kreée od 0,003 do
0,015 mg/L (Biurrum i sar., 1991), dok u brazilskim pivima koncentracija se kre¢e od 0,013
do 0,052 mg/L (Matsushige i Oliveira, 1993).
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Koncentracije arsena su u rasponu od 0,0021 mg/L do 0,0153 mg/L. United States
Environmental Protection Agency (US EPA, 2009) propisuje koncentraciju arsena u vodi za
pi¢e od 0,010 mg/L. Koncentracija arsena u ispitivanim pivima je ispod dozvoljene granice u
pijacoj vodi osim u uzorcima 12 i 13. Dobijeni rezultati su slicni onima koje su publikovali
Wyrzykowska i sar. (Wyrzykowska i sar., 2001) (0,0022-0,013 mg/L). Neorganska jedinenja

arsena su dominantne forme u vodi za pi¢e (ATSDR, 2007).

4.3.3.2. PCA analiza

U cilju diferencijacije ispitivanih uzoraka piva na osnovu sadrzaja metala, analiza
glavnih komponenata (PCA) je koris¢ena. Za ovu analizu, formirana je matrica podataka
dimenzije 17x21, sa analiziranim elementima u kolonama (17) i uzorcima piva u redovima
(21). Broj optimalnih faktora koji je koris¢en u analizi izabran je na osnovu kriterijuma tacke
preloma na Cattelovom scree testu. Na osnovu ovog testa, kriterijjum za odredivanje broja
faktora predstavlja tacka u kojoj karakteristi¢ne vrednosti formiraju silazni trend, tzv. tacku
preloma. Karakterisittne vrednosti su varijanse glavnih komponenata. Dve glavne
komponente (PC) su ekstrahovane prema Kaiser-ovom (Kaiser, 1960) kriterijumu (Jackson,
1991). Pomocu prve komponente (PC1) je objasnjeno 39,10%, a pomoc¢u druge komponente
(PC2) 28,11% disperzije merenja (Tabela 4.46.). Dijagram rasipanja prikazan na Slici 4.79.

uzima u obzir prva dva faktora koji objasnjavaju zajedno 67,21% disprezije merenja.
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PC2: 28,11%

Tabela 4.46. Faktori zasicenja varijabli.

Varijabla PC1 PC2
B 0,7382 0,1301
Ba 0,2287 -0,0916
Ca 0,9196 0,0686
K 0,7469 -0,0821
Mg 0,7871 0,2249
Sr 0,7919 0,2759
Co 0,4198 -0,3733
Cu 0,0237 -0,2094
Fe 0,0473 0,1224
Mn 0,8730 -0,0211
Se 0,2033 0,2678
Zn -0,3121 -0,2891
Cr 0,5515 -0,6222
Ni 0,0378 -0,1115
Pb -0,4318 -0,8154
Cd 0,2519 -0,8651
As 0,2519 -0,8651
6
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Slika 4.79. Dijagram rasipanja.
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Sa slike se moze videti da se uzorci tamnih piva (16, 17 1 18) nalaze na desnoj strani
biplota, dok se uzorci bezalkoholnih piva (19, 20 i 21) nalaze na levoj strani. Uzorci svetlih
piva (1-15) se nalaze izmedu ove dve grupe.

Takode, iz Tabele 4.46. se moze videti da prvu komponentu opisuje veéina varijabli i
to sa pozitivnim faktorskim zasi¢enjem, sem Zn i Pb koji imaju negativno faktorsko
zasi¢enje. B, K, Mg i Mn su sa najve¢im faktorskim zasi¢enjem (> 0,7) i samim tim su i
najdominantnije varijable. Imaju veoma bliske vrednosti faktorskih zasi¢enja i mogu pruziti
istu vrstu informacija u pogledu klasifikovanja ispitivanih uzoraka piva. Fe, Cu i Ni imaju i
najmanja zasi¢enja u odnosu na obe komponente i samim tim imaju mali uticaj u
diferencijaciji uzoraka. Cd, Pb i Cr imaju najveca negativna zasi¢enja (> -0,8) sa veoma
bliskim vrednostima i oni opisuju drugu komponentu. To moze biti pokazatelj zajednickog
porekla ovih elemenata u uzorcima piva. Na osnovu svega gore navedenog, dobijena
faktorska optere¢enja mogu biti rezultat superpozicije dva glavna izvora porekla metala u
pivu. Prva komponenta (PC1) je povezana sa sirovinama koje se koriste za proizvodnji piva,
dok druga komponenta (PC2) moze biti povezana sa eventualnom kontaminacijom tokom
procesa proizvodnje 1 skladistenja piva (lvegbue, 2010). Takode, medu ispitivanim
elementima, Mg, Mn i K mogu da posluze kao najvaznije varijable u cilju diferencijacije i
klasifikacije piva prema vrsti 1 poreklu. Takode, mogu da budu i diferencijalni faktor sirovina

koje se koriste u proizvodnji piva (Alcazar i sar., 2002).
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Na osnhovu rezultata odredjivanja optimalnih uslova ekstrakcije kao i rezultata

ispitivanja kinetike ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz je¢ma i hmelja, mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

Kao rastvara¢ za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz mineralnih materija iz je¢ma i
hmelja koris¢eni su vodeni rastvori etanola koncentracija 20, 30, 50, 70 i 90% sa
hlorovodoni¢nom kiselinom koncentracija 0, 0,1, 1,0 i 5,0%, pri odnosu rastvara¢ —
biljna sirovina 15, 20, 25 1 30 v/ m. Ekstrakcija je vrSena na tri temperature: 25, 35 i
45°C i sa razli¢itim vremenima: 20, 40, 80 i 120 min. Optimalni uslovi ekstrakcije
fenolnih jedinjenja iz je¢ma su: 30% etanol, 5% HCI, 30 v/m i 120 min, dok su za
ekstrakciju antioksidanata ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i ukupnih fenolnih
kiselina iz hmelja: 30% etanol, 30 v/m i 120 min.

Od 20 odredivanih metala u ekstraktima je¢ma za K, Na, Ca, Mg, Zn, Cr, Si, V, Pb,
Al i Sr optimalni uslovi ekstrakcije su: 30% etanol, 5% HCI, 30 v/m i 120 min, dok
je za Fe, Se, As, Li i Ba dovoljno 80 min. Svi ekstrahovani metali spadaju u visoko
(>55%) i srednje (20-55%) ekstraktibilne metale, sa izuzetkom Li koji spada u slabo
ekstraktibilne (sa koeficijentom ekstrakcije 11,70%).

Od 15 odredivanih metala u ekstraktima hmelja optimalni uslovi ekstrakcije su: 30%
etanol, solvomodul 30 v/ m, pri ¢emu je za K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Si, Vi Sr
potrebno120 min, dok je za ekstrakciju Zn, Cr, Pb i Al potrebno 80 min. Svi metali
spadaju u visoko i srednje ekstraktibilne.

Cvrsto — te¢na ekstrakcija odigrava se u dve faze: ispiranje (brza ekstrakcija) i difuzija
(spora ekstrakcija). U pocetnoj fazi ispiranja, ekstrakcione supstance koje se nalaze u
razorenim Celijama na povrSinin Cestica biljne sirovine brzo se rastvaraju u
ekstragensu. U kasnijoj fazi difuzije, ekstraktivne supstance difunduju iz unutra$njosti
Cestica biljne sirovine prema glavnini rastvora. Kako koncentracija ekstraktivnih
supstanci sporo raste sa vremenom, u ovoj kasnijoj fazi postize se najveca
koncentracija ekstraktibilnih supstanci.

Za modelovanje kinetike ekstrakcijefenolnih jedinjenja koris¢ena su dva modela:
model zasnovan na teoriji nestacionarne difuzije kroz ¢vrst materijal i empirijski
model Ponomarjeva. Oba modela se dobro slazu sa eksperimentalnim podacima u
periodu spore ekstrakcije. Kineticki parametri fizickih modela su koeficijent ispiranja
1 koeficijent spore ekstrakcije. Vrednosti kinetickih parametara zavise od primenjenog

modela kinetike, porekla biljne sirovine i oprativnhh uslova. Koeficijenti ispiranja
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prema modelu zasnovanom na teoriji nestacionarne difuzije imaju generalno vece

vrednosti od koeficijenata ispiranja izraCunatih prema empirijskom modelu

Ponomarjeva. Ovo odstupanje je najizrazenije kod ekstrakcije ukupnih flavonola iz

hmelja. Vece vrednosti koeficijenata spore ekstrakcije odredene su u slucaju

ekstrakcije komponenata iz hmelja.
e Termodinamicki parametri procesa ekstrakcije(E,, AH*, AS*, AG*, AH®, AS°, AG®)

ukazuju da je proces ekstrakcije endoterman i spontan.

Na osnovu rezultata ispitivanja hemijskih i antioksidativnih svojstava ekstrakata 10

uzoraka jeCma, 8 uzoraka hmelja 1 24 uzoraka piva primenom spektrofotometrijskih metoda,

HPLC-DAD metode 1 ICP emisione spektrometrije, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Sadrzaj ukupnih fenola kretao se od 1,26-1,47 mg GAE /g je¢ma; 9,54-13,33 mg
GAE /g hmelja 1 328,22-542,32 mg GAE /L piva.

Sadrzaj ukupnih flavonoida kretao se od 0,465-0,664 mg CE /g je¢ma; 3,57-5,54
mg CE /g hmelja i 107,57-208,00 mg CE /L piva.

Vecu sposobnost neutralizacije DPPH radikala pokazali su ekstrakti hmelja
(32,25-37,52 umol TE /g) od ekstrakata je¢ma (8,32-9,10 umol TE /g). Najmanju
sposobnost neutralizacije DPPH radikala imaju bezalkoholna piva (0,25-0,34
umol TE /L), zatim svetla (0,39-0,65 pmol TE /L), dok tamna piva neutraliSu
DPPH radikale u najvecoj meri (0,35-0,83 umol TEL).

Vecu sposobnost neutralizacije ABTS katjon radikala pokazali su etanolni
ekstrakti hmelja (41,67-46,85 umol TE /g) u odnosu na ekstrakte je¢ma (6,52-9,57
umol TE /g). Antioksidativne aktivnosti tamnih, svetlih i bezalkoholnih piva
primenom ABTS metode, izraZzene kao umol TE /L, iznose: 0,26-0,35; 0,20-0,32 i
0,18-0,20.

Svi ekstrakti 1 uzorci piva su pokazali visok redukcioni potencijal odreden FRAP
metodom: 5,66-14,88 umol Fe/g je¢ma, 30,50-75,48 umol Feg hmelja i 22,99-
831,20 umol Fe/L piva. (proveri)

U etanolnim ekstraktima hmelja je identifikovano i kvantifikovano: sedam
flavonola (kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid,
kemferol-3-rutinozid, kemferol-3-glukozid, kvercetin-glikozid i kemferol-

glikozid), jedna benzoeva, 4-hidroksibenzoeva i tri hidroksicimetne Kkiseline
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(hlorogenska, p-kumarna i ferulna) i ¢etiri flavan-3-ola (procijanidin B1, katehin,
procijanidin B2 i epikatehin).

e Deset fenolnih  jedinjenja, ukljuuju¢i  galnu, protokatehinsku, 4-
hidroksibenzoevu, 2,5-dihidroksibenzoevu, vanilinsku, kafenu, p-kumarnu,
ferulnu, sinapinsku i salicilnu kiselinu, su identifikovana i kvantifikovana u 24
uzoraka piva.

e ICP-OES metodom odreden je sadrzaj 24 elemanta u 10 razli¢itih uzoraka jeCma,
24 elemenata u 8 razli¢itih uzoraka hmelja i 19 elemenata u 21 uzorku piva.

e Dobijeni rezultati ICP-OES odredivanja su diskutovani u kontekstu poredenja sa
literaturnim podacima, dobijenih od strane drugih istrazivaca na istim tipovima
uzoraka; prema dnevnim potrbama organizma ka istim odnosno preporu¢enim
dozama od strane evropskih i svetskih zdravstvenih organizacija; kao i sa aspekta
toksic¢nosti pojedinih metala.

e Radi bolje ilustracije rezultata uradena je korelaciona i PCA analiza.

e Analiza je¢ma i hmelja proizvedenih u Srbiji, a takode i piva koja ih koriste kao
sirovine u procesu proizvodnje pokazala je da su ove namirnice bogat izvor
jedinjenja iz klase fenola i da pokazuju visoku antioksidativnu aktivnost. Rezultati
odredivanja mineralnih materija su korisni u smislu pozitivne preporuke je¢ma,
hmelja i piva kao izvora nutrijenata u svakodnevnoj ljudskoj ishrani (u

ograni¢enim koli¢inama zbog prisustva alkohola).
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Analyses of the optimal conditions for extraction of phenolic compounds from barley
and hops produced in Serbia together with examination of the extraction kinetics yielded the
following results:

* As solvent for the extraction of phenolic compounds from the mineral substances
from hops and barley using an aqueous solution of ethanol concentration of 20, 30, 50, 70
and 90% hydrochloric acid with a concentration of 0, 0.1, 1.0 and 5.0%, with compared to
solvent — plant raw materials 15, 20, 25 and 30 V/m. The extraction is carried out at three
temperatures: 25, 35 and 45°C and with different times: 20, 40, 80 and 120 min. The
optimum conditions of extraction of phenolic compounds from barley were 30% ethanol, 5%
HCI, 30 v/m and 120 min, while the extraction of antioxidants total phenol, total flavonoids
and total phenolic acids from hops: 30% ethanol, 30 v/m and 120 min.

* For the 20 metals measured in extracts of barley for K, Na, Ca, Mg, Zn, Cr, Si, In,
Pb, Al and Sr optimal condition of extraction are: 30% ethanol, 5% HCI, 30 v/m and 120
min, while for Fe, Se, As, Li and Ba enough 80 min. Most analyzed metals proved highly
(>55%) extractable or medium (20-55%) with only a few being weakly extractable (with a
coefficient of 11,70% extraction).

* For the 15 metals measured in extracts of hops optimal extraction conditions were:
30% ethanol, solvomodul 30 VV/m. Extracting K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Si, V, Sr required
120 min, whereas the extraction of Zn, Cr, Pb and Al takes 80 min. All metals are in high and
medium-extractable.

« Solid-liquid extraction takes place in two phases: rinse (fast extraction) and diffusion
(slow extraction). In the initial stage of leaching, extraction substances found in the destroyed
cells in surface of particles of plant material is rapidly dissolved in the extraction agent. At a
later stage of diffusion, extractive substances diffuse from the interior of the particles plant
material to the main part of the solution. Since the concentration of extractive substances
slowly increases with time; the largest concentration of extractable substances is found at
later extraction stages.

* For modeling the kinetic fenolic compounds two models were used: the model based
on the theory of non-stationary diffusion through solids material and the empirical model of
Ponomarev. Both models are in good agreement with the experimental data for the period of
slow extraction. Kinetic parameters of the physical model are the coefficient of leaching and
the slow extraction coefficient. The precise values of the kinetic parameters depended on the

applied kinetics model, the origin of plant material and experimental conditions. Coefficients
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were generally higher for the model based on the theory of non-stationary diffusion than for
the empirical model of Ponomarev. The difference between models was stronger for the
extraction of total flavonols from hops. Higher values of slow extraction coefficients were
determined in the case of extraction of components from the hops.

* Thermodynamic parameters of the extraction process (E;, AH*, AS*, AG*, AH®,
AS°, AG®) indicate that the extraction process exotherm and spontaneous.

Investigating of chemical and antioxidant properties of extracts of 10 samples of
barley, 8 samples of hop and 24 samples of beer by using spectroscopic methods, HPLC-
DAD method and ICP emission spectrometry, yielded the following results:

* The content of total phenols ranged from 1.26 to 1.47 mg GAE/g for barley; 9.54 to
13.33 mg GAE /g for hop and 328.22 to 542.32 mg GAE /L for beer.

* The content of total flavonoids ranged from 0.465 to 0.664 mg CE/g for barley; 3.57
to 5.54 mg CE/g for hop and 107.57 to 208.00 mg CE/L for beer.

» The buffering capacity of DPPH radicals was higher for extracts of hop (32.25 to
37.52 micromol TE/g) relative to barley (8.32 to 9.10 micromol TE/g). The lowest buffering
capacity of DPPH radicals had non-alcoholic beer (from 0.25 to 0.34 micromol TE /L),
followed by the light beer (from 0.39 to 0.65 micromol TE/L), while dark beer had the
highest capacity (0.35 to 0, 83 micromol TE/L).

* Ethanol extracts of the hop (from 41.67 to 46.85 micromol/g TE) showed greater
ability to neutralize ABTS cation radicals relative to extracts of barley (6.52 to 9.57
micromol/g TE). Antioxidant activity of dark, light and soft beer using the ABTS method,
expressed as micromol TE/L were as follows: 0.26 to 0.35; 0.20-0.32 and 0.18-0.20.

» All extracts and beer samples showed a high reduction potential as determined by
the FRAP method: 5.66 to 14.88 micromol Fe/g barley, hops from 30.50 to 75.48 micromol
Fe/g and 22.99 to 831.20 micromol Fe/L beer.

* Analyses of ethanolic extracts of hop found seven flavonols (quercetin-3-
galactoside,  quercetin-3-rutinoside,  quercetin-3-glucoside,  kaempferol-3-rutinoside,
kaempferol-3-glucoside, quercetin-glycoside and kaempferol-glycoside), one benzoic, 4-
hydroxybenzoic and three hydroxycinnamic acid (chlorogenic, p-coumaric and ferulic) and
four flavan-3-ol (procyanidins B1, catechin, epicatechin and procyanidin B2).

* Ten of phenolic compounds, including gallic, protocatchin, 4-hydroxybenzoic, 2,5-
dihydroxybenzoic, vanillic, caffeic, p-coumaric, ferulic, sinapic and salicylic acid, were

identified and quantified in the beer samples.
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 ICP-OES method was employed to determined 24 elements in 10 different samples
of barley, 24 elements in 8 different samples of hop and 19 elements in 21 samples of beer.

* The results of ICP-OES estimates were discussed in the context of comparison with
literature data obtained by other researchers in the same types of samples; the daily need
organism to the same or recommended doses by the European and world health
organizations; in terms of the toxicity of certain metals.

* The correlation and PCA analysis were performed for better illustration of the
results.

e In summary, the results of the present study showed that the barley and hop
produced in Serbia, as well as beer produced out of these plants, are a rich source of phenolic
compounds and show a high antioxidant activity. These results idicate that barley, hop and
beer may serve as a source of nutrients in the daily human diet (in limited quantities due to

the presence of alcohol).
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Tabela 8.1. Promena sadrzaja ukupnih fenola (mg/Q) u ekstraktima jecma sa vremenom na

razlicitim temperaturama.

Vreme (min) 25°C 35°C 45°C
1 1.000 1,056 1,112

5 1,038 1,094 1,152

10 1,084 1,147 1,190

15 1,161 1,192 1,227

20 1,216 1,238 1,263

40 1,246 1,273 1,302

80 1,278 1,309 1,342

120 1,337 1,379 1,421

Tabela 8.2. Promena koncentracije (g/g s.m.) minerala u ekstraktima jecma sa promenom

koncentracije etanola.

§ Koncentracija etanola (%)
5
w 30 50 70 90
K 1308,0 940,2 1019,4 991,3
Esencijalni elementi Na 36,18 33,74 31,92 23,10
Ca 106,6 91,76 90,98 83,87
Mg 249,0 243,4 239,9 234,2
Fe 3,510 3,564 2,462 2,364
Cu 1,482 1,428 1,286 0,934
Esencijalni elementiu | Mn 2,444 1,854 2,288 1,744
tragovima Zn 5,316 4,910 4,452 4,320
Cr 0,108 0,116 0,070 0,071
Se 0,123 0,112 0,125 0,122
Verovatno esencijalniu | Si 4,103 2,488 3,910 3,184
tragovima Vv 1,500 1,040 1,296 1,202
As 0,026 0,028 0,022 0,028
Pb 0,038 0,028 0,022 0,024
Cd 0,028 0,022 0,024 0,024
Neesencijalni Al 1,038 0,928 0,652 0,534
B 0,340 0,234 0,166 0,132
Li 0,208 0,168 0,168 0,154
Sr 0,252 0,162 0,216 0,230
Ba 0,348 0,228 0,124 0,125
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Tabela 8.3. Promena koncentracije (ug/g s.m.) minerala u ekstraktima jecma sa promenom

koncentracije HCI (30% etanol).

Koncentracija HCI (%)

5
5
w 0 0,1 1 5
K 1308,0 2024,0 2042,0 2160,0
Esencijalni elementi Na 36,18 40,70 43,84 44,70
Ca 106,6 218,2 220,0 228,2
Mg 2490 311,0 430,6 503,2
Fe 3,510 3,854 3,414 5,335
Cu 1,482 1,104 1,276 1,368
Esencijalni elementiu | Mn 2,444 3,013 4,034 3,072
tragovima Zn 5,316 5,022 5,356 6,210
Cr 0,108 0,126 0,128 0,126
Se 0,123 0,122 0,127 0,128
Verovatno esencijalniu | Si 4,003 3,706 3,110 4,046
tragovima V 1,500 2,753 2,896 3,050
As 0,026 0,036 0,048 0,051
Pb 0,038 0,018 0,024 0,046
Cd 0,028 0,032 0,031 0,024
Neesencijalni Al 1,038 1,246 1,306 1,366
B 0,340 0,337 0,792 0,736
Li 0,208 0,408 0,516 0,523
Sr 0,252 0,272 0,220 0,336
Ba 0,348 0,340 0,476 0,488
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Tabela 8.4. Promena koncentracije (ug/g s.m.) minerala u ekstraktima jecma sa promenom
solvomodula (30% etanol, 5% HCI).

Solvomodul (V/m)

g
S
2 15 20 25 30
L
K 2008,5 2160,0 2441,3 25189
Esencijalni elementi Na 42,14 44,70 46,43 49,94
Ca 210,9 228,2 233,1 280,7
Mg 438,8 503,2 502,3 611,0
Fe 3,465 5,335 6,915 7,115
Esencijalni elementiu | Zn 5,535 6,210 6,471 7,494
tragovima Cr 0,125 0,126 0,126 0,127
Se 0,130 0,128 0,132 0,141
Verovatno esencijalniu | Si 3,330 4,046 4,248 4,436
tragovima \Y/ 2,808 3,050 3,050 3,065
As 0,037 0,051 0,054 0,064
Pb 0,023 0,045 0,044 0,046
Neesencijalni A! 1,268 1,366 1,350 1,368
Li 0,240 0,523 0,525 0,527
Sr 0,125 0,336 0,388 0,405
Ba 0,473 0,488 0,534 0,537

Tabela 8.5. Promena koncentracije (ug/g s.m.) minerala u ekstraktima jecma sa vremenom
ekstrakcije (30% etanol, 5% HCI, V/m=30).

element Vreme ekstrakcije (minuti)

5 10 15 20 40 80 120
K 417,0 | 522,0 | 973,1 | 977,4 | 1303,6 | 1922,5 | 2518,9
Esencijalni Na 8,27 | 16,02 | 20,31 | 21,35 | 27,99 | 38,66 | 49,94
Ca 36,63 | 47,30 | 101,5 | 181,5 | 230,7 | 273,7 | 280,7
Mg 184,4 | 3135 | 380,0 | 401,0 | 460,9 | 555,2 | 611,0
Fe 1,150 | 3,155 | 3,705 | 5,150 | 6,153 | 7,251 | 7,115
Esencijalni u Zn 2,947 | 3,759 | 3,858 | 4,967 | 5,374 | 6,297 | 7,494
tragovima Cr 0,035 | 0,045 | 0,056 | 0,089 | 0,109 | 0,122 | 0,126
Se 0,071 | 0,072 | 0,092 | 0,094 | 0,101 | 0,148 | 0,141
Verovatno Si 0,804 | 1,159 | 1,734 | 2,411 | 2,560 | 2,694 | 4,436
esencijalni \/ 0,532 | 0,494 | 0,592 | 1,747 | 1,893 | 2,523 | 3,065
As 0,016 | 0,029 | 0,036 | 0,039 | 0,060 | 0,065 | 0,064
Pb 0,009 | 0,009 | 0,012 | 0,017 | 0,032 | 0,036 | 0,045
Neesencijalni A! 0,356 | 0,790 | 1,080 | 1,005 | 1,173 | 1,316 | 1,368
Li 0,027 | 0,060 | 0,094 | 0,153 | 0,523 | 0,520 | 0,520
Sr 0,092 | 0,107 | 0,103 | 0,172 | 0,317 | 0,382 | 0,405
Ba 0,085 | 0,161 | 0,353 | 0,515 | 0,533 | 0,534 | 0,537
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Tabela 8.6. Promena antioksidativne aktivnosti odredene DPPH testom (umol/g) U
ekstraktima amelja na razlicitim temperaturama sa vremenom ekstrakcije.

Vreme (min) 25°C 35°C 45°C

1 10,639 12,460 13,700

5 13,419 15,911 21,661
10 16,677 20,428 26,275
15 20,319 25,974 28,658
20 24,920 28,233 31,109
40 29,425 31,505 33,930
80 33,305 34,905 40,064
120 47,467 40,639 44,281

Tabela 8.7. Promena sadrzaja ukupnih fenola (mg/g) u ekstraktima hmelja na razlicitim
temperaturama sa vremenom ekstrakcije.

Vreme (min) 25°C 35°C 45°C
1 3,316 3,877 4,544

5 4,684 5,000 5,351

10 6,333 6,965 7,316

15 8,228 8,825 9,895
20 9,175 9,807 11,474
40 10,298 11,000 12,575
80 12,084 13,000 14,965
120 13,982 14,930 16,825

Tabela 8.8. Promena sadrzaja pojedinacnih flavonola (mg/g) u ekstraktima hmelja sa
vremenom ekstrakcije na 25°C.

Vreme kvercetin- kvercetin- | kvercetin- kemferol- kvercetin-
(min) 3-galaktozid | 3-rutinozid | 3-glukozid | 3-rutinozid glikozid
1 0,008 0,030 0,035 0,028 0,106
5 0,023 0,078 0,070 0,042 0,157
10 0,035 0,127 0,104 0,056 0,206
15 0,041 0,152 0,120 0,067 0,257
20 0,051 0,177 0,136 0,077 0,293
40 0,060 0,202 0,152 0,088 0,329
80 0,069 0,229 0,168 0,098 0,365
120 0,079 0,253 0,185 0,108 0,401
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Tabela 8.9. Promena sadrzaja pojedinacnih flavonola (mg/g) u ekstraktima hmelja sa
vremenom ekstrakcije na 35°C.

Vreme kvercetin- kvercetin- | kvercetin- kemferol- kvercetin-
(min) 3-galaktozid | 3-rutinozid | 3-glukozid | 3-rutinozid glikozid

1 0,033 0,089 0,099 0,047 0,114

5 0,073 0,147 0,118 0,091 0,165
10 0,112 0,224 0,137 0,142 0,216
15 0,130 0,256 0,143 0,154 0,239
20 0,149 0,286 0,156 0,180 0,268
40 0,164 0,319 0,169 0,197 0,302
80 0,179 0,357 0,179 0,246 0,358
120 0,202 0,424 0,204 0,303 0,433

Tabela 8.10. Promena sadrzaja pojedinacnih flavonola (mg/g) u ekstraktima hmelja sa
vremenom ekstrakcije na 45°C.

Vreme kvercetin- kvercetin- | kvercetin- kemferol- kvercetin-
(min) 3-galaktozid | 3-rutinozid | 3-glukozid | 3-rutinozid glikozid
1 0,054 0,113 0,103 0,068 0,087
5 0,106 0,186 0,117 0,132 0,147
10 0,168 0,253 0,130 0,196 0,207
15 0,228 0,322 0,143 0,262 0,266
20 0,249 0,352 0,142 0,284 0,289
40 0,288 0,416 0,149 0,338 0,341
80 0,357 0,493 0,171 0,412 0,420
120 0,406 0,553 0,190 0,477 0,487

Tabela 8.11. Promena sadrzaja ukupnih flavonola (mg/g) u ekstraktima hmelja na razlicitim
temperaturama sa vremenom ekstrakcije.

Vreme (min) 25°C 35°C 45°C
1 0,207 0,382 0,425

5 0,370 0,594 0,685

10 0,528 0,831 0,954

15 0,637 0,922 1,221

20 0,734 1,049 1,316

40 0,831 1,150 1,532

80 0,929 1,319 1,853

120 1,029 1,566 2,113
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Tabela 8.12. Promena sadrzaja pojedinacnih fenolnih kiselina (mg/g) u ekstraktima hmelja
sa vremenom ekstrakcije na 25°C.

Vreme

(min) 4-hidroksibenzoeva | hlorogenska p-kumarna ferulna

1 0,023 0,038 0,011 0,018

5 0,046 0,071 0,017 0,034
10 0,068 0,104 0,022 0,051
15 0,092 0,138 0,028 0,069
20 0,105 0,169 0,034 0,082
40 0,117 0,172 0,035 0,091
80 0,129 0,175 0,036 0,094
120 0,136 0,178 0,037 0,096

Tabela 8.13. Promena sadrzaja pojedinacnih fenolnih kiselina (mg/g) u ekstraktima hmelja
sa vremenom ekstrakcije na 35°C.

Vreme

(min) 4-hidroksibenzoeva | hlorogenska p-kumarna ferulna

1 0,028 0,040 0,012 0,022

5 0,049 0,073 0,018 0,040
10 0,071 0,106 0,023 0,058
15 0,093 0,139 0,029 0,076
20 0,115 0,171 0,035 0,095
40 0,123 0,178 0,036 0,099
80 0,132 0,182 0,037 0,104
120 0,139 0,189 0,039 0,108

Tabela 8.14. Promena sadrzaja pojedinacnih fenolnih kiselina (mg/g) u ekstraktima hmelja
sa vremenom ekstrakcije na 45°C.

\érl;firr?)e 4-hidroksibenzoeva | hlorogenska p-kumarna ferulna

1 0,036 0,052 0,012 0,040
5 0,056 0,085 0,018 0,055
10 0,077 0,117 0,024 0,070
15 0,097 0,150 0,030 0,085
20 0,119 0,183 0,035 0,100
40 0,127 0,189 0,037 0,109
80 0,135 0,196 0,039 0,116
120 0,143 0,203 0,041 0,122
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Tabela 8.15. Promena sadrzaja ukupnih fenolnih Kiselina (mg/g) ekstraktima hmelja na
razlicitim temperaturama sa vremenom ekstrakcije.

Vreme (min) 25°C 35°C 45°C
1 0,090 0,102 0,140

5 0,168 0,180 0,214

10 0,245 0,258 0,288

15 0,327 0,337 0,362

20 0,390 0,416 0,437

40 0,415 0,436 0,462

80 0,434 0,456 0,486

120 0,447 0,475 0,509

Tabela 8.16. Promena koncentracije (g/g s.m) minerala u ekstraktima hmelja sa promenom

koncentracije etanola.

§ Koncentracija etanola (%)
£
w 30 50 70 90
K 5683,5 51434 4984,3 4952 4
Esencijalni elementi Na 51,38 50,34 48,32 47,45
Ca 682,3 595,6 510,4 456,7
Mg 1145,6 1140,2 985,6 974,5
Fe 32,67 30,56 26,76 27,84
ol el : Cu 2,598 2,396 2,456 2,506
Esencllrzg;\fi;r;‘e”t'” Mn | 18,78 16,78 16,23 15,34
Zn 20,45 20,34 19,56 18,76
Cr 0,378 0,367 0,356 0,360
Verovatno esencijalniu | Si 4,765 4,187 4,196 3,954
tragovima V 4,593 4,473 3,765 3,674
Al 6,346 5,784 5,754 5,683
Neesencijalni Ba 1,583 1,463 1,256 1,234
Pb 0,147 0,145 0,093 0,092
Sr 3,984 3,765 3,557 3,536
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Tabela 8.17. Promena koncentracije (g/g s.m) minerala u ekstraktima hmelja sa promenom

koncentracije HCI (30% etanol).

= Koncentracija HCI (%)
5

L 0 0,1 1 5
K 5683,5 5156,5 4983,1 4792,4
Esencijalni elementi Na 51,38 45,76 42,65 42,11
Ca 682,3 680,4 532,6 522,5
Mg 1145,6 1003,2 985,3 980,5
Fe 32,67 29,45 24,34 27,54
Esencijalni elementi u Cu 2,598 2,375 2,386 2,054
tragovima Mn 18,78 16,32 16,52 16,12
Zn 20,45 18,45 17,34 17,23
Cr 0,378 0,250 0,253 0,370
Verovatno esencijalniu | Si 4,765 4,196 4,058 3,977
tragovima V 4,593 4,127 4,275 4,352
Al 6,346 6,243 6,123 5,964
Neesencijalni Ba 1,583 1,573 1,747 1,875
Pb 0,147 0,140 0,141 0,138
Sr 3,984 3,765 3,674 3,654

Tabela 8.18. Promena koncentracije (g/g s.m) minerala u ekstraktima hmelja sa promenom

solvomodula (30% etanol, 0% HCI).

= Solvomodul (V/m)
5

w 15 20 25 30
K 4598,3 5683,5 5876,1 6273,4
Esencijalni elementi Na 49,74 51,38 55,34 58,75
Ca 550,5 682,3 688,5 758,7
Mg 978,4 1145,6 1196,4 1356,7
Fe 31,56 32,67 35,87 39,84
Esencijalni elementi u Cu 2,564 2,598 3,456 3,985
tragovima Mn 18,45 18,78 18,92 19,24
Zn 19,34 20,45 20,67 21,59
Cr 0,284 0,378 0,366 0,498
Verovatno esencijalniu | Si 4,102 4,765 4,785 4,983
tragovima \Y/ 4,564 4,593 5,122 5,384
Al 5,986 6,346 6,876 7,162
Neesencijalni Pb 0,152 0,147 0,274 0,305
Sr 3,567 3,984 4,374 4,565
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Tabela 8.19. Promena koncentracije (1g/g s.m) minerala u ekstraktima hmelja sa vremenom
ekstrakcije (30% etanol, 0% HCI, V/m=30).

Vreme ekstrakcije (minuti)

element — 0 | 15 20 | 40 80 | 120

K| 8052 | 904,3 | 1543,2 | 2467.8 | 37325 | 57326 | 6273.4

Esencijalni |__NA_| 1064 | 1845 | 2045 | 2932 | 3643 | 48.37 | 58,75
Ca | 9573 | 1025 | 109,6 | 2058 | 456.7 | 574.3 | 758.7

Mg | 1925 | 208,6 | 4982 | 608,9 | 805,6 | 1138,2 | 1356,7

Fe | 5674 | 8,453 | 10,63 | 11,47 | 19,76 | 2565 | 39,84

Esencijaini u |_CU_| 0.776 | 0974 | 1654 | 143 | 2,720 | 3124 | 3,985
tragovima |_Mn_| 5643 | 6,436 | 8456 | 10,63 | 14,84 | 1536 | 1924
Zn | 5865 | 7,345 | 10,38 | 12,88 | 18,20 | 22,94 | 21,59

Cr | 0,094 | 0,165 | 0,202 | 0,305 | 0,462 | 0,536 | 0,498

Verovatno Si | 1,127 | 1,134 | 1,952 | 2,067 | 3,502 | 3,684 | 4,983
esencijalni \/ 1,064 | 1,093 | 1,432 | 2,056 | 3,202 | 3,974 | 5,384
Al | 1,345 | 2,004 | 2,155 | 3,453 | 5,024 | 7,654 | 7,162

Neesencijalni | _Pb__ | 0,090 | 0,099 | 0,154 | 0,166 | 0,254 | 0,317 | 0,305
Sr_ | 0,765 | 0,925 | 0,916 | 1,200 | 2,510 | 2,983 | 4,565
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Mpasor1.

H3JABA O AYTOPCTIBY

WzjasibyjeM Jia je JOKTOpCKa AucepTalyja, ol HACIOBOM
XeMujCKH cacTaB W aHTHOKCHIATHBHA aKTHBHOCT IMBA U CHPOBHHA 3a NPOU3BOAKY nuBa. KuHernka

eKCTpaKLHje

b pe3yirar CONICTBEHOI HCTPOKHMBAYKOL pajia,

®  1anpeuioxeHa JMcepTalyja, HU y HEHHY, HU Y IelIOBUMa, HUje Guna npeuioxkena
3a qobujame OUI0 Koje NUIIOME, IpeMa CTYIHjCKHM IporpaMuMa Jpyrux
BHCOKOLIKOJICKHX YCTaHOBA,

®  1acy pe3ynTaTd KOPEKTHO HaBEACHH U

®  Ja HycaM KpUmMo/ja ayTopcKa OpaBa, HUTH 30YIOTPeOHo/J1a MHTENEKTYTHY CBOJHHY
JPYTHX JIHIA.

Y Humy,
18.05.2015.

Ayrop mmcepraryje:
Hyman 'b. ITaynoruh

Tlormc noxropaxna:
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Ipunor2.
H3JABA O UMICTOBETHOCTHU LLITAMITAHE Y EJIEKTPOHCKE BEP3UMIJE JIOKTOPCKE
JCEPTALIMIE
Hme u npe3ume ayropa:
Hyuman B. [Taynosuh
Crymmjcku porpam:
Xewmuja
Hacnos pana:
XeMHjCKH cacTaB M aHTHOKCHIATHBHA aKTHBHOCT ITHBA K CUPOBHHA 32 NPOMU3BOIMY MHBa. KuHeTHka
eKCTpaKiyje
Menrop:

np Cuexana Muruh

U3jaBmyjeM [ia je mraMiaHa Bep3nja Moje AOKTOpCKe JUCEpTalyje HCTOBETHA €NeKTPOHCKO] BEP3UjH, KOjy caM
npeznao/na 3a yHoueme y JIMTHTATHH PENO3HTOPHjyM YHuBepsuTera y Hmiry.

Jlo3BopaBaM Oa ce 06jaBe MOjH JMYHU HOJALHM, KOjH CY Y BE3H ca JoOHjambeM aKkaieMCKOr 3Baiba JIOKTOpa
Hayka, Kao IITO Cy MMe M TIPE3UME, FOIMHA B MECTO poherba U aTyMm o0pane pajia, U To y katanory bubnuorexe,
JIUruTaTHOM pPeno3uTopUjyMy YHusepsuteray Huty, kao 1 y myOnukanujama YHusepsutera y Hunry.

VY Huy,
18.05.2015.

AyTop mcepTarje:
HOywau b. [Maynoruh

IMotric noxropanza:
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Ipusior3.
. H3JABA O KOPHITRERY

OgnamhyjemM YHuBep3uTeTcKy 6MONMHOTEKY ,,Hukona Tecna" na, y Jlururainu
periosuToprjyM YHusepsutera y Huilly, yHece MOjy IOKTOPCKY JHCEPTALIH]Y, O HACTOBOM:
XeMHjcKu cacTaB M aHTHOKCHIATHBHA aKTHBHOCT IHBA M CHPOBHHA 3a NpOM3BOAKY nuBa. KuHeTuka
EKCTpaKLHje
KOja je Moje ayTopcKo JejIo.
Jucepraiyjy ca CBHM IPHIO3MMA Ipenao/iia caM y eaeKTpOHCKOM (opMary, MOTOIHOM 38 TPajHO apXHBHPALLE.
Mojy JOKTOpCKY AHCEpTanHyjy, yHeTy y JIHrHTa Hyi penosuTopijym YHuBep3sutera y Hutiry, MOry KOPHCTHTH

CBH KOjH HOIITYjy ofpende canpxxane y ofabpanom Tumy nunenne Kpearusre 3ajennuue (Creative Commons), 3a kojy
caMm ce ojyqno/na.

1. AyropctBo
2. AYTOpCTBO - HEKOMEPITHjATHO
3. AyTopcTBo - HekoMepLHjaIHo - 6e3 npepaze
4. AyTopcTBO - HEKOMEPLIH]&THO - JIEUTH TI0J] HCTHM YCIIOBHMA
5. AyropcrBo - 6e3 npepaje
6. AYTOpPCTBO - JEHUTH IO HCTHM YCJIOBHMA
(MonuMo ia mofiBydeTe caMo jefHy Of IIeCT OHY)SHHUXK JIMIEHIHM; KPATaK OIMC JIMUECHIH je Y HACTABKY TEKCTa).

Y Humy,
18.05.2015.

AyTop JpcepTaimje:
HOymau B. [TayHoruh

Iormmc noxropaHna:
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